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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 umweltverträglicher 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-

läre und subzelluläre Bestandteile genutzt. Die Zahl der einzelnen technischen Produktions-

schritte wird zum Teil deutlich reduziert, denn die gesamte Synthese läuft in dem biologi-

schen System „Mikroorganismus“ ab. Diese Methoden und Anwendungen werden auch unter 

dem Begriff „Weiße Biotechnologie“ als dritte Welle der Biotechnologie nach der „Roten“ 

und „Grünen“ zusammengefasst. Aufgrund der Reduktion der Prozessintensität und der Ener-

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

Bei genauerer Betrachtung stellt man fest, dass der Ansatz der „Weißen Biotechnologie“ nicht 

grundsätzlich neu ist sondern in einigen Disziplinen, wie beispielweise der Lebensmitteltech-

nologie, verfolgt wird. Der älteste von Menschen genutzte mikrobiologische bzw. enzymati-

sche Prozess ist die Fermentation zur Herstellung und Veredelung von Nahrungsmitteln. 

Waren es in früheren Zeiten spontan ablaufende Gärungen, so werden heute definiert selek-

tierte Kulturen den Rohstoffen und halbfertigen Erzeugnissen zugesetzt und die Fermentation 

unter genau festgelegten Bedingungen durchgeführt. Durch Zugabe der Kulturen werden die 

Rohstoffe biochemisch modifiziert. Dadurch werden eine verlängerte 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 Säuren, 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 ausgewählte Spezies von 

Mikroorganismen mittlerweile auch als solche konsumiert. Entweder werden sie als Zusatz-

stoff in einer Lebensmittelmatrix oder auch als Nahrungsergänzungsmittel in konzentrierter 

Form verabreicht. Es wird vermutet, dass sie mit biochemischen Regulationsmechanismen 

des menschlichen Organismus positiv interagieren und so zu gesundheitstherapeutischen 

Zwecken nützlich sind (Shah, 2007). 



2 EINLEITUNG 

Sollen nun mit oder aus den selektierten Mikroorganismen kommerzielle Produkte hergestellt 

werden, so reicht die Erforschung und Entwicklung der Kulturen unter rein metabolischen 

und ernährungsrelevanten 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 überführt werden können. 

Mittlerweile ist es weltweit in fast allen Branchen üblich, 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 müssen halbfertige Waren und Endprodukte lange 

Transportwege bis zum nächsten Verarbeitungsschritt und auch zum Endverbraucher zurück-

legen. Teilweise werden sie dann bis zum Einsatz auch über längere Zeiträume gelagert. Folg-

lich ist eine Konservierung der Zellen notwendig. Eine Möglichkeit, das zu erreichen, ist die 

Entfernung des Wassers als Reaktionsmedium und –partner, die Zellsuspensionen werden 

also nach der Fermentation getrocknet. Durch die Wasserentfernung können Schädigungs-

reaktionen bei Raumtemperatur im Vergleich zum hydrierten Zustand verlangsamt oder auch 

komplett eliminiert werden. Außerdem führt die Dehydrierung sowohl zur Gewichtsreduktion 

als auch zur Konzentrierung der Präparate. Dadurch wird der Transport günstiger und die 

Produkte können in höheren 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 Vitalität und auch wäh-

rend der Lagerung können ungünstige Bedingungen zu einer Abnahme der funktionellen Ei-

genschaften des Präparates führen. Um destabilisierende Einflüsse 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 höheren Aktivität von 

Mikroorganismen nach der Trocknung und zu einer verbesserten Lagerstabilität führen kann. 

Es ist jedoch nicht möglich, die experimentell ermittelten Ergebnisse zu verallgemeinern. Es 

fehlt nach wie vor das Verständnis über die grundlegenden Schädigungs- und Schutzmecha-

nismen für diese komplexen Systeme und über das Zusammenspiel zwischen verfahrenstech-

nischen Parametern und dem Potential der Schutzstoffe, das für eine zielgerichtete Prozess-

führung der Trocknung und Lagerung von Mikroorganismen erforderlich ist. 

Ein denkbarer, jedoch für Mikroorganismen bisher nicht erforschter Schutzmechanismus von 

Zuckern ist die Ausbildung einer Glasmatrix. In einer Glasmatrix laufen destabilisierende 

Reaktionen während der Trocknung und Lagerung aufgrund der hohen Viskosität des Sys-
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tems stark verzögert ab. Unter dieser Annahme kommt den verfahrenstechnischen Parametern 

während 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 Zuständen realisiert. 

Durch gleichzeitige Analyse der Vitalität der Zellen im Verlauf der Trocknung und Lagerung 

kann die Bedeutung des Glaszustandes und der Verfahrenstechnik ermittelt werden. 

Vor der detaillierten Erläuterung der konkreten Zielsetzung für diese Arbeit werden nachfol-

gend die etablierten Grundlagen sowie der aktuelle Stand des Wissens dargelegt, um die Vor-

gehensweise darauf aufbauend zu begründen. 



4 GRUNDLAGEN 

2 GRUNDLAGEN 

2.1 Hydrierung von Zellmembran und Proteinen von Bakterien 

Aufgrund der zentralen Bedeutung einer intakten Zellmembran für die Regulation biochemi-

scher Stofftransportvorgänge soll einleitend ein Überblick 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 einschließt, in dem verschiedene Moleküle eingebettet sind. Die Erläuterung 

der Zellorganellen beschränkt sich im Folgenden auf die Zellmembran und Proteine, da es 

vorwiegend diese Systeme sind, deren Schädigung durch Trocknung und Lagerung zum Ver-

lust der Zellvitalität führt. 

Die Plasmamembran fungiert als Barriere zwischen intra- und extrazellulärem Raum. Als 

selektiver Filter und als Vorrichtung für aktive Transportvorgänge steuert sie den Eintritt von 

Nährstoffen und den Austritt von Abbauprodukten. Außerdem erzeugt sie unterschiedliche 

Ionenkonzentrationen im Zellinneren und -äußeren an der Oberfläche der Zellen. 

Abbildung 1 zeigt schematisch eine Zellmembran mit membrangebundenen Proteinen. 

 

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

Das Grundgerüst biologischer Membranen ist die Phospholipid-Doppelschicht. Sie stellt einen 

relativ undurchlässigen Schutzwall gegen die meisten wasserlöslichen Moleküle dar. Sie ist 

durch Proteine zum Teil unterbrochen und zum Teil an der Oberfläche mit diesen bedeckt. 
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Die Phospholipide bestehen aus einem unpolaren und einem polaren Anteil. Der unpolare 

Anteil ist der wässrigen Umgebung abgewandt. Der polare Anteil befindet sich an der Grenz-

fläche zum umgebenden wässrigen Medium. 

Die Lipid- und Proteinmoleküle werden überwiegend durch nicht-kovalente Bindungen, d.h. 

Wasserstoffbrückenbindungen, Ionenbindungen und van der Waals Kräfte zusammengehal-

ten. Der unpolare Anteil wird durch hydrophobe Abstoßungskräfte zur wässrigen Umgebung 

im Inneren der Membran stabilisiert. 

Die Zellmembran ist im flüssig-kristallinen Zustand eine dynamische, fließende Struktur, in 

deren Ebene die meisten der Lipid- und Proteinmoleküle beweglich sind. Die Fluidität einer 

Zellmembran ist für ihre Funktion eine ihrer wichtigsten Eigenschaften. Wird die Membran 

zu starr, so kommen Membrantransportprozesse und Enzymaktivitäten zum Erliegen. Die 

physikalischen Eigenschaften der Lipid-Doppelschicht werden durch Wasserstoffbrückenbin-

dungen beeinflusst. Es wird vermutet, dass zwischen 5-20 Wassermoleküle mit einem Mole-

kül Phospholipid assoziiert sind. Als Folge der Wasserassoziation bilden die Phosphatenden 

stärkere Wasserstoffbrückenbindungen mit der umgebenden wässrigen Lösung aus, wodurch 

Interaktionen der Phosphatmoleküle untereinander geschwächt werden. Bei Entfernung des 

Wassers führt eine Annäherung der Phosphatreste somit zu einer höheren Dichte zwischen 

den Phospholipidmolekülen, was wiederum eine Verstärkung der van der Waals Anziehungs-

kräfte zwischen den Fettsäureresten zur Folge hat. Die Entfernung von Wasser oder auch eine 

Temperaturabsenkung unter die membranspezifische Phasenübergangstemperatur führen 

schließlich zum Phasenübergang vom physiologisch intakten flüssig-kristallinen Zustand zum 

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

Die Proteine machen in einer bakteriellen Zellmembran einen Gewichtsanteil von ca. 50 % 

aus. Es kommen sowohl globuläre als auch fibrilläre Proteine vor. Sie vermitteln den Trans-

port von Molekülen in die Zelle und aus der Zelle, regulieren membranassoziierte Reaktionen 

und stellen Verbindungsstücke 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. Assoziationsmöglichkeiten. 
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Abbildung 2: Integrations- und Assoziationsmöglichkeiten von membrangebundenen Proteinen. (1) und 

(2) integrale Proteine, (3) und (4) Oberflächenproteine durch Fettsäuren kovalent mit der Membran ver-

bunden, (5) Oberflächeproteine 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 Lipidmolekülen im Inneren der Lipid-Doppelschicht in Wechselwirkung, d.h sie 

sind in dieser gelöst. Hydrophile Abschnitte sind dem wässrigen extra- und intrazellulären 

Raum zugewandt. Eine weitere Gruppe der membranassoziierten Proteine, die Oberflächen-

proteine sind im Wesentlichen wasserlöslich und mit der Membran entweder über Fettsäuren 

kovalent (vgl. Abbildung 2 (3,4)) oder nur an eine der beiden Membranaußenseiten durch 

nicht-kovalente Wechselwirkungen mit anderen Membranproteinen oder Phospholipiden ge-

bunden (vgl. Abbildung 2 (5)). Die Bindungen der Oberflächenproteine können durch Be-

handlung mittels hoher oder niedriger Ionenstärke und durch extreme pH-Werte geschwächt 

werden, wodurch die Moleküle leicht entfernt werden können. 

Proteine besitzen eine dreidimensionale Struktur, die für ihre funktionelle Integrität von größ-

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, Wasserstoffbrücken, hydrophobe Wechselwir-

kungen). Wasser besitzt als Lösungsmittel eine große Bedeutung für die Intaktheit der drei-

dimensonalen Struktur und die Wechselwirkungen. Befinden sich die Makromoleküle in einer 

wässrigen Lösung, so treten die Wassermoleküle mit deren polaren Gruppen in Wechselwir-

kung und es wird eine dreidimensionale Struktur des Wassers mit dem eingebetteten Makro-

molekül erzeugt. Gleichzeitig werden durch die Strukturierung des Wassers an der Grenzflä-

che zwischen Protein und Wasser hydrophobe Gruppen im Inneren durch Abstoßungskräfte 

zusammen gezwungen (Fennema et al., 1973). Je nach Wassergehalt, Temperatur und Ionen-
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stärke werden die Abstoßungskräfte abgeschwächt und die hydrohoben Gruppen gelangen an 

die Oberfläche, was unter Umständen zur Aggregation von aufgefalteten Proteinen führen 

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

In Zellmembranen beruht die funktionelle Integrität der membrangebundenen Proteine zusätz-

lich auf Interaktionen spezifischer Segmente der Proteine mit der Lipid-Doppelschicht. Die 

Funktionalität von Membranproteinen hängt nicht nur von ihrer Struktur und Konformation 

ab, sondern auch von ihrer groben Ausrichtung in einer intakten Umgebung. Somit führen 

bereits geringe physikalische Änderungen der Lipid-Doppelschicht, wie beispielsweise eine 

erhöhte Viskosität augrund von Temperaturabsenkung, Wasserentfernung oder Änderung der 

Wasserverfügbarkeit aufgrund eines Phasenübergangs, zum Verlust der Proteinfunktionalität. 

Das bedeutet, dass keine Konformationsänderung des Proteins an sich (Auffaltung, Aggrega-

tion) für einen Verlust der Funktionalität notwendig ist (Jain, 1988). 

2.2 Gefriertrocknung 

Bei der Gefriertrocknung, dem gebräuchlichsten Verfahren in der pharmazeutischen Industrie 

und zum Teil auch in der Lebensmittelindustrie, erfolgt die Entfernung eines Lösungsmittels 

aus dem gefrorenen Zustand durch direkte Überführung in den gasförmigen Zustand unter 

Umgehung des flüssigen Zustands. Dabei werden die Druck-Temperatur-Beziehungen zwi-

schen dem festen und dem gasförmigen Zustand genutzt. Abbildung 3 zeigt das Phasendiag-

ramm von Wasser mit Druck/Temperaturbedingungen, wie sie bei der Gefriertrocknung An-

wendung finden. 
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Abbildung 3: Phasendiagramm von Wasser mit Druck/Temperatur-Bedingungen während der Gefrier-

trocknung: (A) Gefrieren, (B) Temperaturabsenkung des gefrorenen Präparates, (C) Sublimation, (D) 

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

Das flüssige Produkt wird durch Temperaturerniedrigung unter Atmosphärendruck bei Punkt 

A (vgl. Abbildung 3) in den festen Zustand überführt und anschließend noch weiter abgekühlt 

(Punkt B). In einem weiteren Schritt, der primären Trocknung, werden die gebildeten Eiskris-

talle durch Druckabsenkung unterhalb des Tripelpunktes (Wasser T = 273 K, p = 611,657 Pa) 

und stetiger Wärmezufuhr zur Aufrechterhaltung des Sublimationsprozesses bei Punkt C (vgl. 

Abbildung 3) in die Gasphase überführt. Durch eine daran anschließende sekundäre Trock-

nung kann auch das stärker im Produkt gebundene und nicht ausgefrorene Wasser durch De-

sorption entfernt werden, indem die Temperatur weiter erhöht wird (D), so dass 

Druck/Temperatur-Bedingungen des gasförmigen Zustands erreicht werden. Gleichzeitig zur 

Temperaturerhöhung kann auch eine weitere Drucksenkung (D´) stattfinden (Oetjen und Ha-

seley, 2004). 

Bei der Sublimationstrocknung tritt der Trocknungsspiegel gleich zu Beginn unter die Guts-

oberfläche und sinkt im weiteren Verlauf der Trocknung stetig ab. Dies ist in der verringerten 

Bewegungsmöglichkeit bzw. der hohen Viskosität der nicht gefrorenen Phase begründet. In 

dieser Hinsicht unterscheidet sich die Gefriertrocknung grundsätzlich von der Trocknung im 

flüssigen Zustand (Kessler, 1961). So liegt bei einem Trocknungszeitpunkt ti ein Präparat vor, 

das im oberen Abschnitt aus einem eisfreien, porösen Gerüst mit dem Anteil fef(ti) besteht, 

und im unteren Teil aus einem eishaltigen, gefrorenen Produkt mit Anteil feis(ti), aus dem das 

Eis noch entfernt werden muss. Dieser Zusammenhang ist in Abbildung 4 schematisch dar-

gestellt. 

Trocknungsdauer t1 Trocknungsdauer t2

q q

t1 < t2

fef(t1)

feis(t1)

fef(t2)

feis (t2)

Trocknungsdauer t1 Trocknungsdauer t2

q q

t1 < t2

fef(t1)

feis(t1)

fef(t2)

Trocknungsdauer t1 Trocknungsdauer t2

q q

t1 < t2

fef(t1)

feis(t1)

fef(t2)

feis (t2)

 

Abbildung 4: Anteil von eisfreier fef(ti) und eishaltiger Schicht feis(ti) während der Gefriertrocknung. Zur 

Aufrechterhaltung des Sublimationsprozesses wird stetig die Wärme q zugeführt. 
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Im Folgenden werden die einzelnen Abschnitte der Gefriertrocknung erläutert. 

2.2.1 Gefrieren 

Durch das Gefrieren wird das flüssige System als Ganzes oder einzelne Komponenten daraus 

in den festen Aggregatzustand überführt. Wasser, sowohl in reiner Form als auch in wässrigen 

Lösungen, bildet bei seiner Gefriertemperatur nicht spontan Eis aus. Es muss zunächst unter 

den Gefrierpunkt unterkühlt werden, damit sich Kristalle bilden (Nukleation), die im weiteren 

Verlauf durch Diffusion von Wassermolekülen und Absorption an der Oberfläche der gebil-

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

Die Kristallbildungsgeschwindigkeit verläuft bei stärkerer Unterkühlung schneller, während 

das Kristallwachstum bei geringerer Unterkühlung eine höhere Geschwindigkeit besitzt (Van 

Hook, 1961). Die Geschwindigkeit ist für beide Prozesse in Abhängigkeit von der Unterküh-

lung bzw. Übersättigung in Abbildung 5 dargestellt. 
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Abbildung 5: Geschwindigkeit der Kristallbildung, des Kristallwachstums sowie der aus beiden kombi-

nierten Kristallisationsgeschwindigkeit in Abhängigkeit vom Unterkühlungs- bzw. Übersättigungsgrad. 

Ea,Nukleation stellt dabei die notwendige Arbeit zur Bildung eines Nukleus dar und Ea,Diffusion ist die Aktivie-

rungsenergie für die Diffusion der Wassermoleküle zu bereits gebildeten Kristallen (nach Van Hook, 

1961). 

Je nach Temperatur bzw. Sättigung kann also eine große Anzahl an kleinen Kristallen (starke 

Unterkühlung bzw. Übersättigung) oder eine geringere Anzahl an großen Kristallen (geringe 

Unterkühlung bzw. Übersättigung) entstehen, was sich letztendlich auf die Grenzfläche zwi-
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schen Eis und nicht gefrorener Lösung und im Hinblick auf die anschließende Trocknung 

auch auf die spezifische Oberfläche des getrockneten Produktes auswirkt. 

Homogene Kristallisation setzt bei Wasser erst bei einer Temperatur von -39 °C ÷ -41°C ein. 

Bei der Anwesenheit weiterer Moleküle und Partikeln in Wasser wirken diese bereits als Kris-

tallisationskeime bzw. –katalysatoren, die Aktivierungsenergie für die Kristallisation (hetero-

gene Kristallisation) ist in einem solchen System also herabgesetzt (Fennema et al., 1973). 

Folglich ist die starke Unterkühlung des Wassers in einer Suspension nicht mehr möglich und 

auch nicht mehr nötig. 

Bei Mehrkomponentensystemen muss bezüglich des Einfrierens die Gefrierpunktabsenkung 

aufgrund gelöster Substanzen im Vergleich zu reinem Wasser berücksichtigt werden. 

In Abbildung 6 ist das Phasen- und Zustandsdiagramm des binären Systems Saccharo-

se/Wasser und der Temperaturverlauf während des Einfrierens der Lösung mit einer Aus-

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

Flüssigkeit 

Gefrierkurve 

Eis + Lösung 

Eis + übersättigte Lösung 

Eis + Glas 

Übersättigte 

Lösung 

Glas 

Löslichkeitskurve

Glasübergang Te 

Tm 

Ts 

Tg´/cg´ 

Tg 

Feststoffkonzentration c (%) 

T
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tu
r 

T
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°C
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Abbildung 6: Phasen- und Zustandsdiagramm einer Saccharoselösung sowie Tempera-

tur/Feststoffbeziehungen während des Gefrierens  bis zur Glasübergangstemperatur der maximal ge-

frierkonzentrierten Lösung Tg´ (Phasen-Zustandsdiagramm der Saccharoselösung nach Roos, 1995). 

(Tm = Schmelztemperatur von Wasser, Tg = Glasübergangstemperatur der Lösung, TS = Kristallisations-

temperatur der gelösten Komponente, hier Saccharose). 

Die Gefrierkurve zeigt den Gleichgewichtszustand zwischen der Lösung im flüssigen, unter-

sättigten Zustand und der festen Form des Lösungsmittels, in diesem Fall Wasser. Die Lös-
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lichkeitskurve zeigt das Gleichgewicht zwischen der untersättigten Lösung und dem kristalli-

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

Durch Temperaturabsenkung der Ausgangslösung gefriert Wasser aus, wodurch die Lösung 

konzentriert wird. Dies führt entsprechend der Gefrierkurve wieder zu einer Erniedrigung der 

Gefriertemperatur usw. Durch zunehmende Konzentrierung wird schließlich die Löslichkeits-

grenze am eutektischen Punkt Te erreicht. 

Der eutektischen Punkt Te stellte einen thermodynamischen Gleichgewichtszustand dar, an 

dem beide Stoffe (Wasser und Gelöstes) 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 wässrigen Lösung nur Wasser auskristallisiert. 

Generell ist die Kristallisationsgeschwindigkeit der einzelnen Stoffe in einem Mehrkompo-

nentensystem von verschiedenen Faktoren abhängig (Oetjen und Haseley, 2004): 

 Art und Menge der gelösten Komponenten, 

 Löslichkeit der gelösten Substanzen,  

 Anfangskonzentrationen, 

 Abkühlgeschwindigkeit, 

 Endtemperatur und Verweilzeit bei dieser Temperatur, 

 Viskosität der Lösung. 

Die Unterschiede in den Kristallisationsgeschwindigkeiten zwischen dem Lösungsmittel 

Wasser und gelöstem Stoff können dazu führen, dass am eutektischen Punkt Te zunächst nur 

Wasser, und nicht gleichzeitig auch die gelöste Komponente auskristallisiert. Als Folge wird 

die Lösung übersättigt. Auch bei weiterer Abkühlung unter den eutektischen Punkt kristalli-

siert zunehmend nur Wasser und die Lösung wird weiter aufkonzentriert. Dieses Verhalten ist 

sowohl in binären als auch in Mehrkomponentensystemen nicht ungewöhnlich, vor allem 

dann, wenn diese eine erhöhte Viskosität aufweisen, wodurch die Kristallisationsgeschwin-

digkeit der gelösten Substanz verringert wird. Die Einstellung des Gleichgewichts zwischen 

einer festen und flüssigen Phase kann in komplexen Systemen mit geringer Geschwindigkeit 

erfolgen (Fennema et al., 1973). Die Zustände der Übersättigung sind in Abbildung 6 als Ver-

längerung der Gefrierkurve nach dem eutektischen Punkt zwischen Te und Tg´ dargestellt. Die 
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Kurve zwischen Te und Tg´ zeigt Bedingungen, unter denen das Eis neben einer übersättigten 

Lösung in einem thermodynamisch instabilen Zustand vorliegt. Zusätzlich zur Erhöhung der 

Konzentration des Feststoffes erfolgt auch eine starke Erhöhung der Viskosität η des übersät-

tigten Systems. Dies führt 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 Glasübergangskurve bei der Konzentration cg’ und der Temperatur Tg´ schließlich 

ganz zum Erliegen. Das System erstarrt kinetisch ohne vollständige Phasentrennung, und ein 

Rest an nicht ausfrierbarem Wasser (UFW) verbleibt in der Lösung. cg´ bezeichnet die Kon-

zentration der maximal gefrierkonzentrierten Lösung. An diesem Punkt geht die übersättigte, 

maximal gefrierkonzentrierte Lösung in einen hochviskosen, amorphen Zustand, den Glaszu-

stand über. Die physikalischen Grundlagen des Glaszustands werden in Kapitel 2.3 näher er-

läutert. Trotzdem soll an dieser Stelle zum besseren Verständnis der Messgrößen zur Bestim-

mung des Glasübergangs bereits vorweggenommen werden, dass der Glasübergang bezüglich 

der Änderung der spezifischen Wärmekapazität CP vergleichbar mit einem Phasenübergang 2. 

Ordnung ist (Ehrenfest, 1933). Die spezifische Wärmekapazität CP weist bei der Glasüber-

gangstemperatur Tg eine sprungartige, jedoch stetige Änderung auf (vgl. Abbildung 7). Der 

Glasübergang bzw. die Wärmekapazitätsänderung ΔCP erfolgt nicht bei einer konkreten Tem-

peratur sondern innerhalb eines bestimmten Temperaturbereichs. Deshalb ist es erforderlich, 

bei der Ermittlung und Angabe von Glasübergangstemperaturen Tg zu spezifizieren, an wel-

chem Punkt des Übergangs diese Temperatur vorliegt (Onset, Midpoint, Endset) (Roos, 

1995). 
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der spezifischen Wärmekapazität CP bzw. des Wärmestroms q in 

Abhängigkeit von der Temperatur T sowie deren sprungartige Änderung am Glasübergang. Die Bestim-

mung der Größen Tg Onset, Tg Midpoint und Tg Endset erfolgt aus den Schnittpunkten der Tangenten an die Kur-

ve unterhalb des Glasübergangs, oberhalb des Glasübergangs sowie bei halber Höhe (1/2ΔCP) des Glas-

übergangs. 

Im Allgemeinen ist die Glasübergangstemperatur Tg eine charakteristische Stoffeigenschaft 

und von Wassergehalt, Molmasse und chemischer Zusammensetzung der Lösung abhängig 

(Roos, 1995). 

Die Abhängigkeit der Glasübergangstemperatur Tg von der Feststoffkonzentration c ist in Ab-

bildung 6 als Glasübergangskurve bzw. Phasendiagramm dargestellt. Diese Kurve stellt nicht 

die Phase der Koexistenz zweier Aggregatzustände dar, sondern sie repräsentiert Temperatu-

ren und Konzentrationen, an denen die gleiche Viskosität vorliegt. Ein Phasendiagramm kann 

für ein binäres System unter Berücksichtigung der Glasübergangstemperaturen Tg der Subs-

tanzen 1 und 2, den Gewichtsanteilen c1 und c2 sowie den Wärmekapazitätsänderungen der 

reinen Substanzen am Glasübergang, ΔCp1 und ΔCp2, nach Gleichung (1) berechnet werden 

(Gordon und Taylor, 1952). 
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Die Glasübergangstemperaturen Tg und die Wärmekapazitätsänderung ΔCP von verschiede-

nen Zuckern sowie von Wasser sind aus der Literatur bekannt. Tabelle 1 zeigt Werte für Lak-

tose, Trehalose und Wasser. 

Tabelle 1: Glasübergangstemperatur Tg von Wasser, Laktose und Trehalose, Wärmekapazitätsänderung 

von Wasser ΔCP,Wasser bzw. Verhältnis ΔCP,Wasser/ΔCP,Zucker für wässrige Lösungen der Zucker, Glasüber-

gangstemperatur der maximal aufkonzentrierten Lösung Tg´ und Konzentration cg´ der maximal aufkon-

zentrierten wässrigen Zuckerlösung. Für die Glasübergangstemperaturen sind jeweils die Midpoint-

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

Substanz Tg (°C) 
ΔCP,Wasser (kJ/(kg·K) bzw. 
ΔCP,Wasser/ ΔCP,Zuckere (-) 

Tg´ (°C) cg´ (%(w/w) 

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 (Tg(c)) existieren in großer Anzahl für 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). Für komplexe Mikroor-

ganismen existieren bisher nur die Arbeiten von Fonseca et al. (2001a) und Schebor et al. 

(2000). Dabei stellten Fonseca et al. (2001a) fest, dass die Zellen die Glasübergangstempera-

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 Einflüsse der Mikroorganismen auf die Glasübergangstempera-

tur geschlossen werden. 
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2.2.2 Wasserentfernung 

Der eigentliche Trocknungsprozess setzt sich aus zwei Trocknungsschritten zusammen, der 

Primär- oder Haupttrocknung, während der das gefrorene Wasser sublimiert, und der Sekun-

där- oder Nachtrocknung, bei der eine Desorption des Wassers von der Trockensubstanz statt-

findet. Das dampfförmige Wasser scheidet sich entweder an einer gekühlten Eiskondensato-

roberfläche 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 Lösung vor. Bei Sublimation dieser Eiskristalle entstehen nach deren 

Entfernung Poren, die zuvor mit Eis gefüllt waren, wie in Abbildung 8 schematisch darges-

tellt (Roos, 1995). 

A B

Maximal gefrierkonzentrierte Lösung

Eiskristall

Feststoff im Glaszustand

Durch Trocknung entstandene Pore (im 
gefrorenen Zustand mit Eis gefüllt)

A B

Maximal gefrierkonzentrierte Lösung

Eiskristall

Feststoff im Glaszustand

Durch Trocknung entstandene Pore (im 
gefrorenen Zustand mit Eis gefüllt)  

Abbildung 8: Schematische Darstellung einer gefrierkonzentrierten und gefriergetrockneten Lö-

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

Die entstandenen Poren, deren Größe und Anzahl durch den Gefrierprozess beeinflusst wird, 

fungieren als Kanäle für die Wasserdampfentfernung aber auch als Oberfläche, an der De-

sorptionsvorgänge stattfinden. Gerade bei der Nachtrocknung ist eine hohe spezifische Ober-

fläche von Vorteil. Die für die Desorption erforderliche Diffusion der Wassermoleküle in der 

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

Je nach Schichtdicke stellt das getrocknete Gerüst auch eine Barriere für den Transport der 

darunter gebildeten Wasserdampfmoleküle dar, was zur Reduzierung der Sublimationsrate 

führen kann (Roos, 1995). 

Die Gefriertrocknung findet als Sublimationstrocknung bei Druck/Temperatur-Bedingungen 

unterhalb des Tripelpunktes statt und die Sublimationstemperatur des Wassers Tsub,W wird 
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entsprechend des Wasserdampfdruckes, wie aus Abbildung 3 ersichtlich, von der Höhe des 

Kammerdruckes bestimmt (Oetjen und Haseley, 2004). 

Bei der Gefriertrocknung findet, wie aus Abbildung 9 ersichtlich, ein gekoppelter Wärme- (q) 

und Stofftransport (dm/dt) statt (Oetjen und Haseley, 2004). 

Heizmedium

Getrocknetes Gut

Gefrorenes Gut q

dt

dm

Vakuum

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Stoff- (dm/dt) und Wärmetransports (q) bei der Sublimation 

(nach Oetjen und Haseley, 2004) 

Zur Sublimation muss der Probe Sublimationsenergie zugeführt werden, die sich aus der 

Summe von Schmelzenthalpie ΔHm und Verdampfungsenthalpie ΔHV zusammensetzt (siehe 

Tabelle 14 im Anhang). Die zur Sublimation benötigte Wärmeenergie wird durch Leitung 

über eine beheizte Stellfläche und/oder Strahlung an das gefrorene Produkt übertragen. Die 

zugeführte Wärme wird im Produkt bis an die Grenzfläche zwischen poröser, bereits getrock-

neter und noch gefrorener Schicht weitergeleitet. Der dabei gebildete Wasserdampf bewegt 

sich durch die immer dicker werdende poröse Schicht zur Produktoberfläche. Dort werden die 

Wassermoleküle an die Umgebung abgegeben. Somit ergibt sich eine temperaturbedingte 

Partialdampfdruckdifferenz Δp zwischen der Oberfläche der Eisschicht im Produkt und der 

Eiskondensatoroberfläche, das für den Stofftransport dm/dt durch poröse Güter erforderlich 

ist. Der Stofftransport dm/dt berechnet sich aus der Partialdampfdruckdifferenz Δp, der Quer-

schnittsfläche A, dem Bewegungsbeiwert b, dem Widerstandsbeiwert µ sowie aus der 

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

d

pb
A

dt

dm 



          (2) 
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Wird bei der Gefriertrocknung ein Eiskondensator als „Dampffalle“ verwendet, so ist die Par-

tialdruckdifferenz Δp von der Temperaturdifferenz ΔT zwischen der Produkttemperatur Tp 

und der Eiskondensatortemperatur TK abhängig. Die Partialdruckdifferenz Δp nimmt mit zu-

nehmender Temperaturdifferenz ΔT ebenfalls zu, wodurch der Stofftransport beschleunigt 

wird. Die Produkttemperatur TP wird, wie bereits erläutert, über den Kammerdruck pK ent-

sprechend der Sublimationstemperatur Tsub,W vorgegeben. Des Weiteren beeinflusst der 

Kammerdruck Wärmeleitungsvorgänge in der Vakuumkammer, die bei höheren Drücken 

ebenfalls verbessert sind. Eine Beschleunigung der Trocknung erfolgt auch durch eine höhere 

Temperaturdifferenz zwischen der Produkttemperatur TP und Stellflächentemperatur TSt. So-

mit wird die Trocknungsgeschwindigkeit während der Haupttrocknung, aber auch während 

der Nachtrocknung neben den Einflüssen der Produktstruktur und -geometrie vor allem durch 

zwei Variablen, den Kammerdruck pK und die Stellflächentemperatur TSt für die Zufuhr von 

Sublimationsenergie, bestimmt (Gehrke, 1991). 

Abbildung 10 zeigt den Einfluss des Kammerdrucks auf die Sublimationsgeschwindigkeit bei 

unterschiedlichen Stellflächentemperaturen (Chang und Fischer, 1995). 

 

Abbildung 10: Sublimationsgeschwindigkeit in Abhängigkeit vom Kammerdruck bei unterschiedlichen 

Stellfächentemperaturen (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 durchführten) (Chang 

und Fischer, 1995) 

Bei höherem Kammerdruck und mit zunehmender Stellflächentemperatur steigt die Sublima-

tionsrate an. Die Produkttemperatur, die meist so eingestellt wird, dass sie etwa 20 - 30 K 
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unterhalb der Stellflächentemperatur liegt, bleibt während der Haupttrocknung relativ kons-

tant und steigt erst gegen Ende der primären Trocknung an, wenn die Sublimation weitgehend 

abgeschlossen ist. 

Durch die primäre 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 vollständig ausgefroren werden kann und bei denen somit die ge-

wünschte Restfeuchte nach der primären Trocknung noch nicht erreicht ist, schließt sich ein 

weiterer Trocknungsschritt, die sekundäre Trocknung, zur Entfernung des nicht ausgefrorenen 

Wassers an. Um auch aus der inneren Oberfläche des porösen Mediums das nicht gefrorene 

Wasser durch Desorption entfernen zu können, muss die Trocknungstemperatur während der 

Nachtrocknung möglichst weit bis zu einer für das Trocknungsprodukt gerade noch vertretba-

ren Höhe angehoben und der Druck abgesenkt werden. Chang und Fischer (1995) ermittelten, 

dass es auch möglich und im Hinblick auf die Prozesssteuerung einfacher ist, eine sogenannte 

„single step“ Gefriertrocknung durchzuführen. Dabei wird nach der Haupttrocknung (Subli-

mation) der Kammerdruck nicht erniedrigt und die Stellflächentemperatur nicht erhöht. Die 

Stellflächentemperatur wird bereits während der Haupttrocknung so hoch eingestellt, dass 

auch eine Nachtrocknung möglich ist, das Produkt aber während der Haupttrocknung nicht 

schmilzt. Entsprechend physikalischer Gesetzmäßigkeiten bleibt die Produkttemperatur wäh-

rend der Haupttrocknung aufgrund der zur Sublimation notwendigen Energie auf einem rela-

tiv konstanten Niveau und nimmt während der Sublimation sehr viel niedrigere Werte an als 

die Stellflächentemperatur. 

2.3 Glaszustand 

Wird ein Zustand als „fest“ bezeichnet, so werden damit die mechanischen Eigenschaften des 

Systems ausgedrückt. Betrachtet man Festkörper im Hinblick auf ihre molekulare Anordnung, 

so ist diesbezüglich zwischen dem kristallinen und dem amorphen Zustand zu differenzieren. 

Der kristalline Zustand ist ein thermodynamischer Gleichgewichtszustand, in dem die Mole-

küle in einer geordneten Struktur eingefügt sind. Im Gegensatz dazu liegen die Moleküle in 

einem amorphen System ungeordnet vor. Ein Festkörper im amorphen Zustand wird als Glas 

bezeichnet. Der Glaszustand ist ein thermodynamischer Ungleichgewichtszustand und wird 

nur durch seine hohe Viskosität kinetisch stabilisiert. Die Viskosität eines Glases beträgt 109 - 

1014 Pa·s, was auf eine stark eingeschränkte Mobilität der Moleküle des Systems zurückzu-

führen ist (Sperling, 1986). Aufgrund dieser hohen Viskosität sind chemische und physikali-

sche Reaktionen stark verlangsamt und auf Vibrationen, kurze Rotationen und kurze Bewe-
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gungen von Polymerketten beschränkt (Levine und Slade, 1988; Champion, 2000). Der Zu-

sammenhang zwischen der Beweglichkeit bzw. Diffusionsmöglichkeit der Moleküle und der 

Viskosität wird durch die Stokes-Einstein-Gleichung für Translation Dtrans, Gleichung (3), 

und Rotation Drot, Gleichung (4), aus der Temperatur T, der Boltzmannkonstante kB, der Vis-

kosität  und dem hydrodynamischen Radius r beschrieben (Einstein, 1905). 

r

Tk
D B

trans 6
            (3) 

38 r

Tk
D B

rot 
            (4) 

Gemäß der Stokes-Einstein-Beziehung verhält sich der Diffusionskoeffizient Dtrans/rot umge-

kehrt proportional zur Viskosität η. Beispielsweise würde nach Gleichung (3) die Diffusion 

eines Wassermoleküls über eine Länge von 1µm in einer Glasmatrix 106 Jahre dauern. 

Der Glaszustand wird unterhalb der stoffspezifischen Glasübergangstemperatur Tg durch 

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

Quervernetzte Polymere zeigen im Nicht-Glaszustand elastisches Verhalten, während lineare 

Polymere und Polymere mit niedrigem Molekulargewicht viskoses Verhalten zeigen (Fenne-

ma, 1996; Sperling, 1986). 

Es existieren verschiedene Theorien über die Vorgänge beim Glasübergang. Hier soll ledig-

lich die Theorie des freien Volumens näher erläutert werden, da sich aus dieser auch der 

konkrete Lösungsansatz für diese Arbeit ableitet. 

Wie oben bereits erwähnt, ist der Diffusionskoeffizient einer Substanz in einem System um-

gekehrt proportional zu dessen Viskosität. Durch die Viskosität wird also ein Maß an moleku-

larer Beweglichkeit ausgedrückt. Bei der Theorie des freien Volumens wird erklärt, dass die 

Beweglichkeit der Moleküle auf das Vorhandensein von Hohlräumen, die in ihrer Gesamtheit 

als freies Volumen Vfrei bezeichnet werden, zurückzuführen ist (vgl. Abbildung 11). Je größer 

der Anteil des freien Volumens ist, umso beweglicher sind die Moleküle. Das bedeutet auch, 

dass bei mechanischer Beanspruchung des Materials dessen Relaxationszeit (Zurückkehren in 

den ursprünglichen Zustand) kürzer ist, je höher die Beweglichkeit bzw. der Anteil an freiem 

Volumen ist. 
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Abbildung 11: Anordnung von Molekülen (Kreise) und Hohlräumen in einem System. Die Pfeile deuten 

die Platzwechsel zwischen Molekül und Hohlraum an (nach Sperling, 1986). 

Der Anteil von Vfrei ist im Nicht-Glaszustand temperaturabhängig und nimmt mit abnehmen-

der Temperatur ab. Das bedeutet, dass die molekulare Mobilität im Nicht-Glaszustand mit 

abnehmender Temperatur abnimmt. Beim Erreichen der Glasübergangstemperatur weist Vfrei 

einen für unterschiedliche Materialien universellen Wert von 11,3 % auf, bei dem die moleku-

lare Mobilität stark eingeschränkt ist. Somit stellt das freie Volumen bei der Glasübergangs-

temperatur eine Konstante dar. Im Gegensatz zum Nicht-Glaszustand ist Vfrei im Glaszustand 

nicht mehr temperaturabhängig sondern bleibt bei veränderlicher Temperatur konstant. Ent-

sprechend der Unabhängigkeit des freien Volumens von der Temperatur im Glaszustand än-

dert sich am Glasübergang der thermische Expansionskoeffizient dV/dT des Materials bzw. 

die Wärmekapazität CP als erste Ableitung des Volumens nach der Temperatur (vgl. Abbil-

dung 7) (Sperling, 1986).  

Diese Unterschiede bezüglich der Entwicklung von freiem und besetztem Volumen zwischen 

Glaszustand und Nicht-Glaszustand müssen bei der Anwendung mathematischer Modelle zur 

Temperaturabhängigkeit berücksichtigt werden. In diese Modelle fließt unter anderem die 

Aktivierungsenergie Ea für viskoses Fließen ein, die für den Platzwechsel der Moleküle ein-

schließlich der Arbeit zur Bildung der Lücken nötig ist (Frisch et al., 1940). Aufgrund der 

unterschiedlichen Entwicklung des freien und besetzten Volumens im Glaszustand und im 

Nicht-Glaszustand in Abhängigkeit von der Temperatur existieren unterschiedliche Modelle 

für diese Zustände. 

Nach Slade und Levine (1991) kann die Temperaturabhängigkeit der Viskosität η im Glaszu-

stand mit Hilfe des Arrheniusansatzes aus der absoluten Temperatur T, der Aktivierungsener-

gie Ea, der universellen Gaskonstante R sowie dem präexponentiellen Faktor 0 nach Glei-

chung (5) beschrieben werden. 

  TR

Ea

eT 


 0  (5) 
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Bei diesem Ansatz wird eine temperaturunabhängige Aktivierungsenergie vorausgesetzt. Die-

se Voraussetzung ist für Systeme im Glaszustand sowie für untersättigte, niedrigviskose Sys-

tem gültig, da der Anteil zwischen freiem und besetztem Volumen bei diesen ebenfalls nahe-

zu temperaturunabhängig ist. Die Aktivierungsenergie Ea für 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 

Temperaturabhängigkeit ihrer Viskosität in stabile und fragile Substanzen ein. Bei stabilen 

Substanzen tritt wiederum der Fall ein, dass das freie Volumen nicht temperaturabhängig ist. 

Somit kann die Temperaturabhängigkeit der Viskosität η auch im Nicht-Glaszustand der über-

stättigten Lösung (Bereich zwischen der Glasübergangstemperatur Tg und der Schmelztempe-

ratur von Wasser Tm bzw. Gelöstem TS, vgl Abbildung 6) nach Arrhenius (Gleichung (5)) 

beschrieben werden. Für fragile Substanzen hat sich gezeigt, dass die Viskosität im Nicht-

Glaszustand sehr viel stärker temperaturabhängig ist, als sie mit der Arrheniusgleichung be-

schrieben werden kann. Bei diesen Systemen ist die Aktivierungsenergie Ea von Relaxations-

prozessen temperaturabhängig und nimmt mit steigender Temperatur ab. 

Im Nicht-Glaszustand einer übersättigten Lösung nimmt die Wechselwirkungsenergie mit 

abnehmender Temperatur zu. Die Aktivierungsenergie für viskoses Fließen wird in diesem 

Bereich durch die Temperaturabhängigkeit der intermolekularen Wechselwirkungen und 

durch die Temperaturabhängigkeit des freien Volumens beeinflusst. Das bedeutet, dass die 

Moleküle in diesem Zustand sowohl aufgrund einer erhöhten thermischen Energie als auch 

aufgrund des zunehmenden Anteils an freiem Volumen im System beweglicher werden. Die 

Aktivierungsenergie nimmt mit abnehmender Temperatur zu und nähert sich im Bereich der 

Glasübergangstemperatur sehr hohen Werten von 200 – 400 kJ/mol an (Champion et al., 

2000). 

Für amorphe Polymere wird der Zusammenhang zwischen der Viskosität η und der Tempera-

tur im Nicht-Glaszustand in einem Temperaturbereich Tg+50 K nach der empirisch ermittel-

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

 
 R

R

R TTC

TTC





2

1log



 (6) 

In Gleichung (6) wird die Viskosität η bei der Temperatur T auf die Viskosität ηR bei der Re-

ferenztemperatur TR bezogen. Wird als Referenztemperatur die Glasübergangstemperatur Tg 
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herangezogen, so konnten Williams et al. (1955) universelle Werte für C1 bzw. C2 von 17,4 

bzw. 51,6 K ermitteln. 

Entsprechend der Viskosität η kann die Temperaturabhängigkeit der Geschwindigkeitskons-

tanten chemischer Prozesse, k, für die ein diffusionslimitierter Schritt (siehe Stokes-Einstein, 

Gleichungen (3) und (4)) geschwindigkeitsbegrenzend wirkt, nach den erläuterten Modellen 

beschrieben werden. In den meisten Fällen ist k jedoch nicht perfekt an die Viskosität gekop-

pelt. Aus diesem Grund wurde ein Kopplungsfaktor γ eingeführt. Damit soll dem Unterschied 

zwischen der Temperaturabhängigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k mit der Diffusions-

konstanten D und der Temperaturabhängigkeit der Viskosität η nach Gleichung (7) Rechnung 

getragen werden (Gou et al., 2000). 
















2

1

1

2

1

2

T

T

T

T

T

T

D

D

k

k
          (7) 

Sind strukturelle und chemische Reaktionen direkt gekoppelt, dann nimmt γ 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 T per se, sondern 

nur von der Temperaturdifferenz zwischen Glasübergangstemperatur Tg und der Temperatur T 

abhängig ist. 

Betrachtet man nun die Temperaturabhängigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k für eine 

Reaktion über einen Temperaturbereich hinweg, der den Glaszsutand (T<Tg), den übersättig-

ten Nicht-Glaszustand (Tg<T<Tm,S) und den Zustand der untersättigten Lösung (T>Tm,S) ein-

schließt, so ergibt sich für ein fragiles System theoretisch der in Abbildung 12 dargestellte 

Verlauf. 

Arrhenius (Ea2)

Arrhenius (Ea1)

WLF

Ea1 > Ea2

1/T1/Tg

lo
g 

k

Glaszustand
Übersättigter 
Nicht-Glaszustand

Untersättigter 
Nicht-Glaszustand

1/Tm bzw. 1/TS

Arrhenius (Ea2)

Arrhenius (Ea1)
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Ea1 > Ea2

1/T1/Tg
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g 

k

Glaszustand
Übersättigter 
Nicht-Glaszustand
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Nicht-Glaszustand

1/Tm bzw. 1/TS  

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

(modif. nach Karel und Saguy (1989)). (WLF=Williams-Landel-Ferry) 
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Abbildung 12 zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante unterhalb von Tg  auf einem niedri-

gen Niveau und mit einer temperaturunabhängigen Aktivierungsenergie Ea nach Arrhenius 

beschreibbar in Abhängigkeit von 1/T verläuft. Bei Überschreitung von Tg nimmt die Ge-

schwindigkeitskonstante sprungartig und nach WLF beschreibbar zu. Begründet ist dies in 

einer sprungartig abnehmenden Diffusionslimitierung der Moleküle. Je höher also die Diffu-

sionslimitierung und je fragiler das System ist, umso stärker ist auch der sprunghafte Anstieg 

ausgeprägt. 

2.4 Schutzmechanismen von Biomolekülen 

Unterschiedliche Hilfsstoffe können gefrier- und trocknungsbedingte Membranveränderungen 

und Proteindenaturierung vermeiden. Man bezeichnet Schutzstoffe, die während des Gefrie-

rens wirken, als Cryoprotektoren, und Schutzstoffe, die während der Gefriertrocknung wir-

ken, als Lyoprotektoren. Zu den Cryo- und Lyoprotektoren gehören beispielsweise Sacchari-

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

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

che Schutzmechanismen zurückführen, nämlich 

 Preferential Hydration, 

 Water Replacement, 

 Stabilisierung in einer Glasmatrix. 

Durch diese Modelle kann die Schutzwirkung der cryo- und lyoprotektiven Stoffe bzw. die 

Verhinderung irreversibler Veränderungen der strukturellen und funktionellen Integrität wäh-

rend der unterschiedlichen Phasen der Gefriertrocknung theoretisch beschrieben werden. Die-

se Schutzmechanismen wurden aus Experimenten an isolierten Systemen (Proteine, Phospho-

lipiden) abgeleitet und für diese teilweise verifiziert. Im Folgenden werden die genannten 

Modelle näher erläutert sowie das etablierte Wissen und die Erkenntnisse darüber dargestellt. 

Es sei darauf hingewiesen, dass die Modelle nicht in Konkurrenz zueinander stehen, sondern 

während unterschiedlicher Phasen der Gefriertrocknung, je nach Restwassergehalt und physi-

kalischem Zustand, theoretisch bedeutsam sind. 

2.4.1 Preferential Hydration, Preferential Binding 

Der Wasserentzug während des Gefrierens und der Gefriertrocknung kann aufgrund der in 

Kapitel 2.1 beschriebenen Mechanismen zur Denaturierung von Proteinen und zur Schädi-

gung der Zellmembran führen. 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 wässrigen Lösung mit Hilfsstoffmolekülen, 

Wassermolekülen und Proteinmolekülen eine ganz spezifische Anordnung der Stoffe unterei-

nander stattfindet. Je nach Wechselwirkung werden die Hilfsstoffe entweder an der Protein-

oberfläche angereichert, wie in Abbildung 13A dargestellt (Preferential Binding). Diese 

Konstellation führt zur Destabilisierung der nativen Proteinstruktur, da intermolekulare Bin-

dungen im Protein geschwächt werden. Andere Hilfsstoffe werden vorzugsweise von der Pro-

teinoberfläche ausgeschlossen. Die Mechanismen, die zum Ausschluss des Hilfsstoffes führen 

sind unterschiedlich. Es ist ein Zusammenspiel zwischen unspezifischen und spezifischen 

Effekten, wie sterische Hinderung, solvophobe Effekte und Erhöhung der Oberflächenspan-

nung von Wasser (Cioci und Lavecchia, 1997; Timascheff und Arakawa, 1989). Als Folge 

des Ausschlusses der Hilfsstoffmoleküle wird die direkte Umgebung des Proteins vorzugs-

weise mit Wassermolekülen angereichert (Preferential Hydration). Dies führt zur Stabilisie-

rung der nativen Proteinstruktur (Abbildung 13B). Es wurde ermittelt, dass alle Substanzen, 

die von der Proteinoberfläche ausgeschlossen werden, die native Struktur bei denaturierenden 

Bedingungen stabilisieren. 

 

Abbildung 13: Anlagerung von Hilfsstoffen an die Proteinoberfläche A: Preferential Binding; B: Prefe-

rential Hydration (Preferential Exclusion) (Timasheff und Arakawa, 1989). 
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Die Stabilisierung des Proteins wird durch die Erhöhung des chemischen Potentials des Pro-

teins durch den Hilfsstoff erklärt, der eine Wechselwirkung mit dem Lösungsmittel favori-

siert. Diese Erhöhung ist proportional zur Grenzfläche zwischen Protein und Lösungsmittel. 

Eine Denaturierung des Proteins würde dazu führen, dass die Kontaktfläche zwischen Protein 

und Lösungsmittel und damit auch der Bereich des Ausschlusses des Hilfsstoffes deutlich 

vergrößert wäre (vgl. Abbildung 14). Aufgrund der geringeren und somit energetisch günsti-

geren Ausschlussoberfläche 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. 

 

Abbildung 14: Ausschlussoberfläche des nativen und entfalteten Proteins (Timasheff, 1992) 

Es kann also abgeleitet werden, dass das Vorhandensein von Wasser bei diesem Schutzsme-

chansimus eine große Rolle spielt. Der Schutzmechanismus „Preferential Hydration“ kann 

somit nur bis zu einem minimalen Restwassergehalt wirken, bei dem noch genügend Wasser 

für die Ausbildung einer Hydrierungsschicht um das Protein vorhanden ist. Dieser Restwas-

sergehalt liegt bei Makromolekülen im Bereich von ca. 0,3 gH2O/gTrockenmasse (Hoekstra, 2001). 

2.4.2 Water Replacement 

Wie soeben erläutert, kann der Schutzmechanismus „Preferential Hydration“ nur bis zu einem 

Wasseranteil von 0,3 gH2O/gTrockenmasse wirken. Um bei weiterem Wasserentzug eine strukturel-

le Veränderung von Membranen oder Proteinen durch Verlust der Hydrathülle zu verhindern, 

ersetzen Hilfsstoffmoleküle das entfernte Wasser durch Ausbildung von Wasserstoffbrücken-

bindungen zwischen Zucker und polaren Gruppen von Phospholipiden und Proteinen. Zu-

sammen mit den wenigen Restwassermolekülen bilden die Zucker eine der Hydrathülle ähnli-

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 Proteinlösungen (Oetjen und Haseley, 

2004) 

Wie bereits in Kapitel 2.1 beschrieben, führt 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 Phasenübergangstemperatur Tm der Membran vom 

Gel- in den flüssig-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 Wasserstoffbrückenbindungen mit den polaren Kopf-

gruppen zu ersetzen. Diese Interaktionen der Zuckermoleküle mit den Kopfgruppen der 

Membranlipide haben zur Folge, dass der ursprüngliche Abstand zwischen den Kohlenwas-

serstoffketten auch während der Trocknung weitgehend erhalten bleibt und Tm gesenkt wird 

(vgl. Abbildung 16). 

 

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

1998) 

So kann der Phasenübergang der Membran sowie Schädigungen während der Trocknung ver-

hindert werden. Bei der Rehydratisierung werden die Zuckermoleküle wieder durch Wasser-

moleküle ersetzt (Crowe et al., 1998). 

Zuckermatrix 
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Bei Membranen dagegen, die aufgrund des Mangels an Schutzstoffen nach der Trocknung im 

Gelzustand vorliegen, kann während der Wiederbefeuchtung der Phasenübergang in den flüs-

sig-kristallinen Zustand nur bei Rehydratisierungstemperaturen oberhalb von Tm stattfinden. 

Eine Rehydratisierung bei Temperaturen unterhalb von Tm hat deshalb eine Zerstörung 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 Biomolekülen nach Entfernung des Wassers und 

somit die Schutzfunktion können nur wirken, wenn sich der Zucker im gelösten 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 müssen Bedingungen gewählt werden, die zur Aus-

bildung einer kinetisch stabilen Glasmatrix des Zuckers führen. In diese Glasmatrix werden 

die Biomoleküle eingeschlossen und stabilisiert. Es wird die Diffusion von Molekülgruppen 

verhindert, die schädigende Reaktionen bewirken könnten. Nach Crowe et al. (1998) sind es 

vor allem die Disaccharide, die als Lyoprotektoren eingesetzt werden sollten, da sie von der 

hydrierten Proteinoberfläche bevorzugt ausgeschlossen werden können, bei Raumtemperatur 

im Glaszustand vorliegen und aufgrund ihrer geringen Größe und der multiplen Hydroxylg-

ruppen gut mit den polaren Resten dehydrierter biomolekularer Oberflächen reagieren kön-

nen. 

Im Hinblick auf die Schutzmechanismen von Zuckern kann also grundlegend davon ausge-

gangen werden, dass während unterschiedlicher Trocknungsphasen je nach Restwassergehalt 

unterschiedliche Schutzmechanismen wirken. Solange sich das Biomolekül während der 

Trocknung noch im hydrierten Zustand befindet, wird dessen molekulare Veränderung durch 

die bevorzugte Hydrierung der Oberfläche bzw. der Ausbildung einer Hydrathülle um die 

Oberfläche verhindert (Preferential Hydration). Bei weiterem Wasserentzug, der auch die 

Entfernung der Hydrathülle zur Folge hat, sollten die Zuckermoleküle direkt an die polaren 

Reste der Moleküloberfläche binden, um strukturelle Veränderungen 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 Veränderungen aufgrund der hohen Viskosität 

und des geringen Anteils an freiem Volumen stark verzögert ablaufen. 
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3 AKTUELLER STAND DES WISSENS 

Im Folgenden werden die bekannten Einflussfaktoren auf die Stabilität von Mikroorganismen 

während der einzelnen Schritte des Gefriertrocknungsprozesses (Gefrieren und Wasserentfer-

nung) sowie der anschließenden Lagerung dargestellt. Die bisherigen Arbeiten auf diesen 

Gebieten sind überwiegend empirischer Natur. Es konnten Phänomene ermittelt werden, die 

allerdings beim Vergleich untereinander kein eindeutiges Bild ergeben. Die Gründe für die 

fehlende Vergleichbarkeit sind vor allem das fehlende Aufklären der Hintergründe zu den 

ermittelten Phänomenen sowie lückenhafte Angaben zu Versuchsbedingungen. Insbesondere 

sind über den Einfluss des Glaszustands auf die Stabilität von Mikroorganismen zum jetzigen 

Zeitpunkt keine aussagekräftigen Arbeiten verfügbar, sondern müssen erst noch erarbeitet 

werden. Deshalb werden für den Aspekt der Stabilisierung von Biomolekülen im Glaszustand 

die Kenntnisse an isolierten Systemen (Proteine, Liposomen) (Kapitel 3.4) näher erläutert. 

3.1 Einflussfaktoren auf die Stabilität von Mikroorganismen beim Gefrieren 

Für die Überlebensrate nach dem Gefrieren wurden bisher diverse Einflussfaktoren ermittelt. 

Ein Einflussfaktor, für den aus der Literatur stimmige Ergebnisse verfügbar sind, ist die Ver-

besserung der Überlebensrate 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). Außerdem 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 Übergang zur stationären 

Phase geerntet wurden, sind resistenter als Zellen aus der exponentiellen Phase (Pèter und 

Reichart, 2001). Im Hinblick auf die Fermentationsbedingungen während der Herstellung von 

Hefen und Lactobacillen besitzt nach Beal et al. (2001) auch die Zusammensetzung des An-

zuchtmediums einen Einfluss auf die Widerstandsfähigkeit der Zellen während des Gefrie-

rens. Durch die Verwendung von ungesättigten Fettsäuren im Fermentationsmedium resultie-

ren Zellen, die ebenfalls einen erhöhten Gehalt an Phospholipiden mit ungesättigten Fettsäu-

ren aufweisen. Der erhöhte Gehalt an ungesättigten Fettsäuren in einer Zellmembran bewirkt 

eine erhöhte Fluidität, die wiederum zu einem geringeren Verlust an lebenden Zellen nach 

dem Gefrierprozess führt. Außerdem kann die Zelldichte der zum Gefrieren verwendeten 

Suspension die Überlebensrate beeinflussen, da sich die Zellen in hochkonzentrierten Zell-

suspensionen laut Gehrke (1991) gegenseitig vor den Schäden schützen. Ein Modell, das die 

Mechanismen dieser Schutzfunktion bei hohen Zelldichten erläutert, existiert jedoch nicht. 
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Bezüglich des Gefrierverfahrens besitzt die Kühlrate einen Einfluss auf die Überlebensrate. 

Hier ergeben sich aus der Literatur allerdings sehr unterschiedliche und unstimmige Ergebnis-

se. Teilweise hat sich gezeigt, dass die Überlebensrate von Milchsäurebakterien 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 Pèter und 

Reichart (2001) allerdings gezeigt, dass das Gefrieren in flüssigem Stickstoff mit einer Ge-

frierrate von 233 K/min bei Milchsäurebakterien zu einer schlechteren Überlebensrate führte 

als eine niedrigere Gefrierrate von 2,5 K/min. Aus diesen Ergebnissen lässt sich also weder 

ein qualitativer Einfluss der Gefrierrate, noch ein Schädigungsmechanismus ableiten. Be-

gründet 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 Einflüsse möglicherweise nicht zu vernachlässigen sind. 

Gehrke (1991) kommt unter Konstanthalten der Endtemperatur bei unterschiedlichen Gefrier-

raten zu einem anderen Ergebnis. Nach seinen Resultaten gibt es nicht ausschließlich einen 

Anstieg oder Abfall der Überlebensrate mit zunehmender Kühlrate, sondern die Überlebensra-

te weist in Abhängigkeit von der Kühlrate ein Optimum auf. Insbesondere existieren für un-

terschiedliche Mikroorganismen unterschiedliche optimale Gefrierraten. 

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

plantarum und von Escherichia coli in Abhängigkeit von der Gefrierrate. 

 

  

Abbildung 17: Einfluss der Einfrierrate auf die Überlebensrate von A: Lactobacillus plantarum; B: Esche-

richia coli (Gehrke, 1991). 

Abbildung 17 zeigt, dass das Optimum der Gefrierrate für Lactobacillus plantarum bei nied-

rigeren Werten liegt als für Escherichia coli. Gehrke (1991) begründet seine Ergebnisse mit 
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den Vorgängen bei der Eiskristallbildung. Demnach beginnt beim langsamen Gefrieren von 

Mikroorganismensuspensionen die Eiskristallbildung zunächst extrazellulär, was durch das 

Konzentrieren der extrazellulären Elektrolyte zu einer Differenz des Wasserdampfdrucks zwi-

schen dem Zellinneren und der Umgebung führt (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 intrazelluläre Lösung weiter aufkonzentriert 

und so die extrazelluläre Eismasse weiter anwächst. Dies hat zur Folge, dass die Wasserabga-

be aus dem intrazellulären Bereich zu einer Veränderung der intrazellulären Ionenkonzentra-

tion und des pH-Wertes führt. Dadurch werden Proteine denaturiert und die Zellmembran 

geschädigt.  

Beim schnellen Gefrieren, zum Beispiel durch Eintauchen in flüssigen Stickstoff, verbleibt 

ein Großteil des Wassers in der Zelle. Als Folge bilden sich in der intrazellulären übersättig-

ten Suspension Eiskristalle. Nachdem sich zunächst sehr klein Eiskristalle gebildet haben 

folgt deren Wachstum und Zusammenlagerung, insbesondere wenn diese Vorgänge durch 

eine Temperaturerhöhung, beispielsweise während des Auftauens, beschleunigt werden. Gro-

ße Eiskristalle können zu Strukturschädigungen der Zelle führen. 

Die optimale Gefrierrate, bei der vergleichsweise wenige Zellen absterben, ist nach Gehr-

ke (1991) langsam genug, um die Entstehung von intrazellulären 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 Wasserabgabefähigkeit, sowie der Größe der 

Zellen, der Dicke der Zellmembran und dem physiologischen Zustand, in dem die Zellen ein-

gefroren werden, abhängig. So konnten sowohl Gehrke (1991) als auch Pèter und Reichart 

(2001) beobachten, dass Hefen durch das sehr schnelle Gefrieren in flüssigem Stickstoff eine 

niedrigere Überlebensrate aufweisen als nach dem Gefrieren mit niedrigen Gefrierraten. Auf-

grund der langsamen Wasserabgabe aus dem Zellinneren gefriert ein Großteil des Wassers 

intrazellulär und führt zu strukturellen Schädigungen. Auch bei Lactobacillus plantarum er-

folgt die Wasserabgabe langsam, was in der dichteren Zellmembran des gram positiven Bak-

teriums begründet 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 dünnen Zellmembran sehr schnell verläuft. 
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Nachdem bekannt ist, dass durch das Gefrieren an sich die Überlebensrate mehr oder weniger 

beeinträchtig werden kann, stellt sich nun die Frage, inwieweit diese Gefrierschädigung einen 

Anteil an der Gesamtschädigung nach der Lyophilisation besitzt. Zwar konnten To und Etzel 

(1997) sowie Tsvetkov und Brankova (1983) ermitteln, dass die Zellen, die das Gefrieren 

überstanden haben auch die Dehydrierung überstehen. Dies ist insofern plausibel, als dass 

durch das Gefrieren bereits das verfügbare Wasser aus dem System entzogen wird, wobei 

während der Sublimation nur noch Eiskristalle, entfernt werden. Das Gefrieren würde somit 

den eigentlichen Wasserentzugsschritt darstellen. Gehrke (1991) kam jedoch bei genauerer 

Differenzierung zwischen den unterschiedlichen Abschnitten der Gefriertrocknung und deren 

Auswirkungen auf die Überlebensrate zu einem anderen Ergebnis. Während des Einfrierens 

ist bereits ein relativ hoher Verlust an Keimzahlen zu verzeichnen, der während der Sublima-

tion nur in sehr geringem Maß zunimmt. Jedoch findet während der Desorptionsphase bei 

niedrigen Restwassergehalten eine weitere Inaktivierung statt. Gehrke (1991) untersuchte 

diesen Zusammenhang jedoch nur für eine einzelne Gefriertrocknungsbedingung, also ohne 

Variation von Kammerdruck und Stellflächentemperatur. Zu einem ganz anderen Ergebnis 

kamen Conrad et al. (2000). In deren Arbeit konnte die Lebensfähgigkeit von Lactobacillus 

acidophilus direkt nach dem Gefrieren vollständig erhalten werden, am Ende der anschlie-

ßenden Trocknung war die Überlebensrate jedoch verringert (Überlebensrate 64 – 90% nach 

der Gefriertrocknung). Es ist demnach also unklar, welche Bedeutung der Gefrierprozess im 

Gesamtkontext der Gefriertrocknung für die Überlebensrate besitzt. Aufschluss darüber könn-

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 

anschließenden Sublimation von Eiskristallen wird somit nur Wasser entfernt, das für 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 berücksich-

tigt. 

Abschließend lassen sich bezüglich der Überlebensrate nach dem Gefrieren also folgende 

Aussagen treffen. Die Zellen werden durch das Gefrieren mehr oder weniger geschädigt. Un-

ter Umständen können auch Fermentationsbedingungen, Zellkonzentration und die Gefrierra-

te einen Einfluss auf die Stabilität der Zellen während des Gefrierens besitzen. Die genauen 

Mechanismen für diese Einflüsse sind jedoch nicht bekannt. Lücken ergeben sich insbesonde-

re für die Bedeutung der Gefrierendtemperatur und der Verweilzeit entkoppelt von der Ge-

frierrate für die Überlebensrate. Aus dem Kenntnisstand bezüglich des Gefrierens von Mikro-

organismen lassen sich also keine als optimal geltenden Gefrierbedingungen für die hier vor-
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liegende Arbeit ableiten. Diese müssen separat ermittelt werden. Außerdem kann keine Aus-

sage getroffen werden, welche schädigende Wirkung der Gefrierprozess im Gesamtkontext 

der Gefriertrocknung besitzt. 

3.2 Gefriertrocknung von Mikroorganismen 

Schädigungen von Mikroorganismen durch Trocknung im Allgemeinen lassen sich nach 

Vermutungen von Leslie et al. (1994) vor allem auf Veränderungen des physikalischen Zu-

stands von Membranlipiden und der Struktur von sensitiven Proteinen in Zellwand und Zell-

membran zurückführen. Diese Veränderungen können den Zelltod zur Folge haben. Die Au-

toren leiten diese Hypothese aus einer FTIR-Messung des Anstiegs der Schmelz- bzw. Über-

gangstemperatur der Membran von der flüssig-kristallinen Phase zur Gelphase mit fortschrei-

tendem Wasserentzug ab. Je nach Trocknungstemperatur und Restwassergehalt erreicht die 

Produkttemperatur die Phasenübergangstemperatur, bei der ein Phasenübergang von der flüs-

sig-kristallinen Phase in die Gelphase stattfindet. Bei der Rehydratisierung durchlaufen die 

Membranen in der Gelphase dann wieder den Phasenübergang zum flüssig-kristallinen Zu-

stand wenn die Rehydratisierungstemperatur oberhalb von Tm liegt. Dabei wird die Doppel-

schicht in den Regionen mit Packungsfehlern partiell durchlässig. Infolgedessen kommt es zur 

Störung der ansonsten sehr kontrollierten Transportvorgänge durch die Zellmembran (Crowe 

et al., 1989). Auch Santivarangkna et al. (2007) konnten eine Schädigung der Zellhülle nach 

der Vakuumtrocknung feststellen. Für die Gefriertrocknung von Lactobacillus acidophilus 

stellten Brennan et al. (1986) eine erleichterte Extraktion eines Oberflächenproteins aus der 

Zellwand fest. Daraus schlossen die Autoren auf eine Destabilisierung von Wasserstoffbrü-

ckenbindungen zwischen dem Protein und der Zellwand, die für die Enzymfunktionalität 

notwendig sind. Aus diesen Ergebnissen kann also geschlossen werden, dass der Ort der 

Hauptschädigung durch Dehydrierung die Zellmembran mit den membrangebundenen Protei-

nen darstellt. Diese Zellkomponente muss also während der Trocknung geschützt und in ih-

rem nativen Zustand erhalten bleiben. 

Wegen der großen Bedeutung des Wasser für die native Konformation von Proteinen und für 

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 Stellflächentemperatur abhängt, einen großen Einfluss auf 

die Überlebensrate besitzt. Mit zunehmender Trocknungsdauer nimmt der Restwassergehalt 

im Produkt immer weiter ab, was sich somit auch bei der Überlebensrate zeigen müsste. Al-

lerdings wurde die Entwicklung der Lebendkeimzahl während der Gefriertrocknung in Ab-
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hängigkeit vom Restwassergehalt nur in Arbeiten von de Valdez et al. (1985a) und Gehrke 

(1991) erfasst. Sie haben gezeigt, dass für 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 überwiegenden Zahl der publizierten 

Untersuchungen der Restwassergehalt nicht berücksichtigt 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 Präparate zur Folge hat (de Valdez et al., 1985a) und somit 

zu falschen Schlussfolgerungen im Hinblick auf Schutzeffekte führen 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 höchsten Überlebensrate führt. Gleichzeitig weisen die Proben mit Adonit bei glei-

cher Trocknungsdauer jedoch auch den höchsten Restwassergehalt auf. Deshalb vermuten de 

Valdez et al. (1983), dass von Schutzstoffen ein indirekter Schutzeffekt aufgrund einer erhöh-

ten Wasserbindung ausgeübt wird. Unterschiede im Restwassergehalt nach der Gefriertrock-

nung machen auch Ekdawi-Sever et al. (2003) sowie Zhao und Zhang (2005) für Unterschie-

de in der Überlebensrate nach der Gefriertrocknung verantwortlich. Sie stellten fest, dass bei 

einer höheren Gefrierrate kleinere Eiskristalle und somit kleinere Poren in der Produktmatrix 

vorliegen (vgl. Kapitel 22), die einen Widerstand für das sublimierende Eis darstellen. Auf-

grund der langsameren Entfernung des Wassers besaßen die Proben nach gleicher Trock-

nungsdauer einen höheren Restwassergehalt, auf den die Autoren die etwas erhöhte Überle-

bensrate zurückführen. 

In der Mehrzahl der publizierten Arbeiten wurde bei der Ermittlung des Einflusses verschie-

dener Schutzstoffe auf die Überlebensrate dem Restwassergehalt allerdings keine Rechnung 

getragen, was wegen der anzunehmenden großen Bedeutung dieses Faktors als eine zu schlie-

ßende Kenntnislücke zu sehen ist. Das hat zur Folge, dass die Vergleichbarkeit und die Aus-

sagen über Schutzpotential von Schutzstoffen, die im Folgenden zusammengefasst sind, kri-

tisch zu betrachten sind. 

Als Schutzstoffe werden für 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, Stärke, Polyethylenglycol), Pro-

teine, Aminosäuren, 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 möglich, einen besten Schutzstoff für Milchsäurebakterien zu 

benennen. 

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

gesetzten Stoff, sondern auch von dessen Konzentration abhängig ist. 

Die Autoren de Valdez et al. (1983) haben festgestellt, dass die Wirkung der Schutzstoffe mit 

der jeweiligen Mikroorganismenspezies auf nicht näher beschriebene Weise variiert. Nach 

Palmfeldt et al. (2003) ist die Überlebensrate von Mikroorganismen nach der Gefriertrock-

nung generell von der jeweiligen Spezies, zum Teil vom Stamm und von der Zellkonzentrati-

on abhängig.  

Weitere Einflussfaktoren auf die Überlebensrate 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 bezüglich der Einflussfaktoren der Lyo-

philisation auf die Überlebensrate von Mikroorganismen folgendes festgestellt werden. Es 

existieren Schutzstoffe, durch deren Zusatz die Überlebensrate nach der Gefriertrocknung 

verbessert werden kann. Es ist jedoch weder möglich, einen Schutzstoff als den besten 

Schutzstoff zu bestimmen, noch ist es möglich einen Schutzmechanismus aus den Darstellun-

gen abzuleiten. Die Vergleichbarkeit der einzelnen Arbeiten ist aufgrund der vielen einzelnen 

Variablen (Schutzstoffart, Schutzstoffkonzentration, Trocknungsbedingungen, Zellkonzentra-

tion, Fermentationsbedingungen, Gefrierbedingungen, Restwassergehalt), die vermutlich alle 

einen Einfluss auf das Endergebnis besitzen, nicht möglich. Diese Variablen waren in den 

unterschiedlichen Arbeiten entweder nicht konstant oder wurden zum Teil überhaupt nicht 

berücksichtig oder spezifiziert. Insbesondere existieren Lücken bezüglich der Bedeutung des 

Restwassergehalts im Verlauf der Gefriertrocknung für die Überlebensrate. Darüberhinaus ist 

unbekannt, in welchem Abschnitt der Gefriertrocknung ein Schutzstoff wirksam ist und mit 

welchem Schutzmechanismus die Schutzwirkung erklärt werden kann. Vor allem aber gibt es 

keine Ergebnisse zur Bedeutung der Gefriertrocknungsbedingungen wie Kammerdruck, Pro-

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

Schutzstoffen. 

3.3 Lagerung von getrockneten Mikroorganismenpräparationen 

Während der Lagerung finden verschiedene chemische Veränderungen in der Zelle statt, die 

zum Verlust der Lebensfähigkeit der Keime führen können. Castro et al. (1996) ermittelten 

für Lactobacillus bulgaricus Phospholipidveränderungen und konnten dafür zwei verschiede-

ne Mechanismen nachweisen: Lipolyse und Oxidation. Durch lipolytische Aktivität nimmt 

der Anteil an gesättigten Fettsäuren direkt nach der Gefriertrocknung ab. Im weiteren Verlauf 

der anschließenden Lagerung war der Anteil an gesättigten Fettsäuren relativ konstant, hier 

konnte jedoch eine Abnahme der ungesättigten Fettsäuren aufgrund von Oxidation festgestellt 

werden. Die Änderung des Fettsäureprofils der Zellmembran scheint auch während der Lage-

rung einen großen Einfluss auf die Vitalität der Zelle zu besitzen. Infolge der Zunahme an 

gesättigten Fettsäuren nimmt die Membranfluidität ab wodurch die Phasenübergangstempera-

tur der Membran steigt. Durch die Veränderung der Fettsäuren wird auch die Hydrophobizität 

herabgesetzt. Infolgedessen wird die Abstoßungskraft der Membran für hydrophile Gruppen 

abgeschwächt. Durch das Herabsetzen der Hydrophobizität von Membranphospholipiden 

können zum Einen hydrophile Gruppen, wie beispielsweise Protonen, eindringen. Zum Ande-

ren sind die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen Membran und Enzymen unerlässlich 

für die Aktivität der Enzyme. Es konnte beispielsweise eine Abnahme der Aktivität des 

membrangebundenen Enzyms ATPase während der Lagerdauer ermittelt werden. Es wird 

vermutet, dass eine direkte Wechselwirkung von Peroxiden und deren Abbauprodukte mit 

dem Enzym verantwortlich für dessen Zerstörung sind. Eine Maßnahme, die zu einer höheren 

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

Die chemischen Schädigungsreaktionen werden durch höhere Temperaturen und erhöhte 

Wasseraktivität beschleunigt. So nimmt beispielsweise die Vitalität 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-

gerstabilität an sich ist auch vom jeweiligen Stamm abhängig (Carvalho et al., 2003; Carvalho 

et al., 2004; Scott, 1958).  

Die Stabilität von Mikroorganismen während 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 führen zu keiner Verbesserung der 

Überlebensrate im Vergleich zu anderen Substanzen (Carvalho et al., 2004). In der Arbeit von 

de Valdez und Diekmann (1993) wurde außerdem ermittelt, dass bei niedrigen Temperaturen 

die Matrixzusammensetzung kaum einen Einfluss auf die Inaktivierung besitzt, bei hohen 

Lagertemperaturen allerdings große Inaktivierungsunterschiede bei verschiedenen Matrixzu-

sammensetzungen erkennbar sind. 

Wie bei der Gefriertrocknung ist es auch bei der Lagerung nicht möglich, ein eindeutiges Bild 

über das Potential einzelner Schutzstoffe aus der Literatur zu gewinnen und den Schutzstoff 

mit dem größten 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 außerdem dadurch verhindert, da in den meisten 

Fällen keine Angaben zur relativen Luftfeuchte gegeben sind, unter denen die Mikroorganis-

mepräparate gelagert wurden, die aber bekanntlich einen großen Einfluss auf die Stabilität 

besitzt.  

Abschließend lässt sich feststellen, dass Vermutungen über Schädigungsmechanismen existe-

rien (Zellmembran, membrangebundene Proteine), aber kein Mechanismus bekannt ist, auf 

dem der Schutzeffekt von zugesetzten Schutzstoffen beruht. Dies ist vor allem darin begrün-

det, dass das Schutzpotential verschiedener Schutzstoffe nicht systematisch unter Berücksich-

tigung der Lagerbedingungen untersucht wurde. Entsprechend der theoretisch vorgeschlage-

nen Schutzmechanismen für Biomoleküle (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 für Mikrooganismen jedoch weitgehend unbekannt. 

3.4 Glaszustand als Stabilitätskriterium für biologische Systeme 

Studien an isolierten Systemen haben gezeigt, dass die Glasübergangstemperatur Tg eine 

Grenzbedingung für die Stabilität von Biomolekülen darstellt. So konnte festgestellt werden, 

dass Proteinauffaltung und –aggregation, Fusion von Liposomen sowie Kristallisation amor-

pher Komponenten aufgrund der verringerten Viskosität im Nicht-Glaszustand schneller ab-
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läuft 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 nächster Schritt die Frage beantwortet werden, ob es außer der qualitativen Ermittlung der 

Stabilität im Glaszustand verglichen mit dem Nicht-Glaszustand bisher auch gelungen ist, die 

Temperaturabhängigkeit der Inaktivierung mit der molekularen Mobilität des Systems zu 

koppeln. Das bedeutet, dass die Temperaturabängigkeit 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 Temperaturabhängigkeit der Stabilität 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 C1 und C2 wider-

legt, so dass diese Koeffizienten systemabhängig angepasst werden müssen (Peleg, 1992; 

Sun, 1997; Sun, 1998). Darüberhinaus sind bisher nur Reaktionen bekannt, bei denen die 

Temperaturabhängigkeit der Reaktionsgeschwindigkeit schwächer ausgeprägt ist, als die der 

Viskosität 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 Abhängigkeit 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 Stabilität von Proteinen zu beschreiben, 

weil keine eindeutige alleinige Abhängigkeit der Inaktivierungsgeschwindigkeit von der Dif-

ferenz T-Tg vorlag. 

Neben den Untersuchungen an isolierten Systemen findet sich eine einzelne Arbeit, in der die 

Stabilität 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 Glasübergangs-

temperatur Tg lagen. Für dieses System wurde festgestellt, dass die Inaktivierungsgeschwin-

digkeit im Glaszustand nicht markant verringert war. Allerdings wurden diese Untersuchun-

gen bei verhältnismäßig hohen Temperaturen (45 °C – 85 °C) durchgeführt. Bei diesen Tem-

peraturen konnten auch für andere biologische Systeme, wie beispielsweise Enzympräparate, 

kein Einfluss des Glaszustands mehr festgestellt werden (Schebor et al., 1997), da hier andere 

Schädigungsreaktionen sehr dominant sind. Möglicherweise hatte bei diesen Temperaturen 

der Glaszustand keinen Effekt mehr, weil hier bereits thermische Schädigungen auftreten, die 

auch durch eine herabgesetzte molekulare Mobilität nicht mehr verhindert werden können. Es 

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

(Einsele et al., 1985) ausgeprägt ist. 

Aus diesen Darstellungen geht also hervor, dass die alleinige Abhängigkeit der Geschwindig-

keitskonstanten von der Temperaturdifferenz T-Tg für die Destabilisierung von Biomolekülen 

nicht geklärt ist. Dementsprechend ist offen, ob die Kopplung von Viskosität und Stabilität 

für biologische Systeme, insbesondere für komplexe Mikroorganismen, für den Glaszustand 

und den Nicht-Glaszustand gültig ist. 

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

den bisherigen Ausführungen ableiten. 
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4 ZIELSETZUNG UND LÖSUNGSWEG 

Zur Minimierung destabilisierender Einflüsse während 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 Überlebensrate nach der 

Trocknung und während der anschließenden Lagerung erhöht werden kann. Allerdings ist es 

nicht möglich, eine generelle Aussage hinsichtlich der Schutzmechanism und der Einflüsse 

von Trocknungsparametern zu treffen. Es fehlt das grundlegende Verständnis über Schutz- 

und Inaktivierungsmechanismen während der Trocknung und Lagerung für diese komplexen 

Systeme. Ferner sind die Einflüsse der verfahrenstechnischen Trocknungs- und Lagerungsbe-

dingungen auf die Vitalität der Zellen sowie deren Zusammenspiel mit dem Schutzpotential 

von Additiven unbekannt. Auch die Entwicklung der Überlebensrate während der Gefrier-

trocknung in unterschiedlichen Formulierungen sowie für unterschiedliche Verfahrensführun-

gen in Abhängigkeit vom Restwassergehalt ist bisher noch nicht erforscht. Demnach ist unbe-

kannt, in welchem Abschnitt der Trocknung die Mikroorganismen am stärksten geschädigt 

werden. 

Es wird vermutet, dass während der Gefriertrocknung und Lagerung vor allem die Zellmemb-

ran und die membrangebundenen Proteine der Mikroorganismen geschädigt werden, was zum 

Verlust der Funktionalität führt. Für die Stabilität isolierter Modellsysteme (Proteine, Bio-

membranen) ist bekannt, dass diese verbessert wird, wenn die Biomoleküle in eine Schutz-

stoffmatrix eingebettet sind, die sich im Glaszustand befindet. Dagegen ist die Bedeutung des 

Glaszustands für die Stabilität von Mikroorganismen während der Trocknung und Lagerung 

unbekannt. Unter der Annahme des Glaszustands als Schutzmechanismus kommt der Verfah-

rensführung während der Trocknung und Lagerung allerdings eine entscheidende Rolle zu. 

Diese müsste demnach so gewählt werden, dass sich das Präparat einen Großteil der Prozess-

zeit im Glaszustand unterhalb der Glasübergangstemperatur befindet. Als Folge würde eine 

höhere Übelebensrate von Mikroorganismen resultieren, wenn die Präparate im Glaszustand 

getrocknet und gelagert werden. 

Ziel der Arbeit war es deshalb, die Bedeutung der Verfahrenstechnik und des Weges zum 

Erreichen des Glaszustands für die Stabilität von Mikroorganismen während der Gefrier-

trocknung und Lagerung für unterschiedliche Formulierungen aufzuklären. 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 geschützt werden als im Nicht-Glaszustand. Insbesondere sollte erforscht werden, ob 
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die Inaktivierung der Zellen während der Lagerung im Glaszustand und im Nicht-Glaszustand 

mit strukturellen Relaxationsprozessen gekoppelt ist und demnach mit bekannten Modellen 

für die Temperaturabhängigkeit dieser Relaxationprozesse beschrieben werden kann (Wil-

liams-Landel-Ferry oder Arrhenius). 

Ein weiteres Ziel ist die Ermittlung der Zellinaktivierung während der Trocknung mit und 

ohne Schutzstoffe in Abhängigkeit vom Restwassergehalt. Dabei soll erforscht werden, in 

welchem Abschnitt der Trocknung die Zellen am stärksten geschädigt 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 ermöglicht werden, durch gezielte Auswahl von Formu-

lierungen für diese die am besten geeigneten Prozessbedingungen auszuwählen. Ferner sollen 

die Ergebnisse zu einem besseren Verständnis der Inaktivierung und Stabilisierung von Mir-

koorganismen während der Trocknung und Lagerung beitragen. 

Der Lösungsweg dazu gliedert sich in folgende Schritte: 

Gefrieren 

 Zur Gestaltung des Gefrierprozesses ist die Kenntnis über das Gefrierverhalten der 

Zellsuspensionen notwendig. Deshalb wurde der Zusammenhang zwischen der Ge-

friertemperatur und der Menge an ausgefrorenem Wasser für die Zellsuspensionen 

mit Laktose und Magermilch sowie ohne Schutzstoffe untersucht. Ferner stellt die 

Gefrierkurve der Zellsuspensionen mit Laktose einen Teil des für diese Formulie-

rung erstellten Phasen-Zustandsdiagramms dar. 

 Der Gefrierprozess, der dem Gefriertrocknungsprozess vorgeschaltet ist, muss zu-

nächst so gestaltet werden, dass die Überlebensrate während dieses Prozesses nur 

minimal abnimmt. Aus diesem Grund wurde der Einfluss der Gefriergeschwindig-

keit sowie der Endtemperatur auf die Überlebensrate des Testkeims ermittelt und im 

Anschluss die günstigsten Bedingungen ausgewählt. Dabei wurden die Zellen in ei-

ner umgebenden Lösung ohne Schutzstoff sowie mit Laktose oder Magermilch als 

Schutzstoff gefroren.  

 Die Information über die Zeitabhängigkeit der Überlebensrate im gefrorenen Zu-

stand soll zum Verständnis der prozessbedingten Abnahme der Überlebensrate wäh-
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rend der anschließenden Lyophilisation beitragen. Aufgrund physikalischer Gesetz-

mäßigkeiten liegt während der Gefriertrocknung bei einem Trocknungszeitpunkt ti 

ein Pellet vor, das oberhalb des Eisspiegels aus einem eisfreien, porösen Gerüst be-

steht. Unterhalb des Eisspiegels liegt gefrorenes Wasser neben dem nicht ausgefro-

renen Anteil vor. Im Hinblick auf die Inaktivierung der Mikroorganismen während 

der anschließenden Gefriertrocknung kann also ein summarischer Inaktivierungsef-

fekt vermutet werden, der sich zum Einen aus dem Wasserentzug und zum Anderen 

aus physikalischen/chemischen Schädigungsprozessen im gefrorenen Zustand zu-

sammensetzt. Deshalb wurde die Überlebensrate in Abhängigkeit von der Verweil-

zeit im gefrorenen Zustand analysiert und untersucht, welchen Einfluss das Verwei-

len im gefrorenen Zustand während der Trocknung auf die Überlebensrate am Ende 

der Trocknung besitzt. 

Gefriertrocknung 

 Für die Gefriertrocknung wurden Phasen-Zustandsdiagramme (Tm(c) und Tg(c)) für 

Mikroorganismus/Laktose-Suspensionen mit unterschiedlichen Laktosekonzentra-

tionen erstellt. Zur Ermittlung, ob Zellkomponenten in den Glaszustand übergehen 

oder ob die gemessene Glasübergangstemperatur Tg nur vom zugesetzten Zucker als 

Schutzstoff bestimmt wird, wurde auch das thermische Verhalten von getrockneten 

Zellsuspensionen ohne Schutzstoff gemessen. Die Zusammenhänge Tm(c) und Tg(c) 

von Zellsuspensionen mit Schutzstoff dienen zur Ermittlung des physikalischen Zu-

stands des Präparates während der Trocknung. Ferner werden auf diesem basierend 

entsprechende Prozessbedingungen im Nicht-Glaszustand und im Glaszustand mit 

unterschiedlichen Temperaturdifferenzen TP-Tg und Verweilzeiten in einem kine-

tisch stabilen oder instabilen Zustand ausgewählt. Für diese Prozessbedingungen 

werden sowohl die Trocknungscharakteristik als auch die Überlebensrate der Mik-

roorganismen während der Gefriertrocknung ermittelt. 

 Im Vergleich zur Trocknung mit Laktose als Schutzstoff wird für die gleichen Pro-

zessbedingungen auch die Überlebensrate der Zellen ohne Schutzstoff während der 

Gefriertrocknung in Abhängigkeit vom Restwassergehalt und der Trocknungszeit 

ermittelt. Diese Ergebnisse sollen einen Referenzwert darstellen und Aufschluss 

darüber 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 für alle Formulierungen ein Wert von 5 % 

angestrebt, da dies ein üblicher Wert für gefriergetrocknete Systeme ist. 

Lagerung 

 Für die Auswahl der Lagerbedingungen sowie für die Kenntnis des physikalischen 

Zustands während der Lagerung wird der Zusammenhang zwischen Glasübergangs-

temperatur und Wasseraktivität Tg(aW) von Mikroorganismus/Laktose-Suspensionen 

für unterschiedliche Lagertemperaturen erstellt. 

 Die Produkttemperatur TP und die Wasseraktivität aW werden als Lagerbedingungen 

systematisch kombiniert. Wegen der Abhängigkeit Tg(aW) ist durch die Einstellung 

von aW die Einstellung von Tg möglich. Durch die Auswahl verschiedener Lager-

temperaturen TP bei verschiedenen Glasübergangstemperaturen Tg ist es möglich, 

eine Lagerung im Glaszustand oder im Nicht-Glaszustand auf einem Temperaturni-

veau aber auch vergleichbare physikalische Zustände auf unterschiedlichen Tempe-

raturniveaus zu realisieren. Für die unterschiedlichen Lagerbedingungen wird die 

Überlebensrate der Kultur während der Lagerung analysiert und als charakteristische 

Größe für die Inaktivierung die Geschwindigkeitskonstante kT,aw formalkinetisch 

ermittelt. 

 Falls die Geschwindigkeitskonstante kT,aw der Inaktivierungsreaktion signifikant 

durch den Glasübergang und die darauf zurückzuführende Veränderung der Diffusi-

on der Reaktanden aufgrund des zunehmenden Anteils an freiem Volumen Vfrei be-

einflusst wird (fragiles System), so ergibt sich die in Abbildung 12 dargestellte 

Temperaturabhängigkeit von kT,aw für den Glaszustand und den Nicht-Glaszustand. 

Im Rahmen dieser Arbeit soll ermittelt werden, ob der Verlauf für ein fragiles Sys-

tem für 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, Kågeröd, Schweden) aufgrund seines häufigen Einsatzes zur Herstellung pro-

biotischer Lebensmittel als Modellmikroorganismus verwendet. Abbildung 18 zeigt eine mik-

roskopische Aufnahme des Modellbakteriums. 

 

 

Abbildung 18: AFM Aufnahme von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei F19 

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei gehört zur Gruppe der gram-positiven, fakultativ anae-

roben, fakultativ heterofermentativen, mesophilen Milchsäurebakterien (Hammes und Vogel, 

1995). 

Ursprünglich wurde das Bakterium aus dem Dünndarm isoliert. Es besitzt ein hohe Resistenz 

gegenüber Magensaft, niedrigen pH-Werten und Gallensalzen, die es dem Keim ermöglicht, 

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 Aktivität und verstoffwechselt Laktose, Trehalose, Glukose, Saccharose,  

sowie präbiotische 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 häufiger industrieller Reproduktion gene-

tisch stabil (Morelli und Campominosi, 2002). 

Für die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Versuche wurde gefrorenes Konzentrat der 

Kultur als Inokulum für die Anzucht von Untersuchungsmaterial verwendet (genaue Vorge-

hensweise Kapitel 5.2.1). Das gefrorene Konzentrat wies eine Zellkonzentration von 

1011kbE/g auf und konnte bei einer Temperatur von -40 °C für mehrere Monate ohne Vitali-

tätsverluste gelagert werden. 

5.1.2 Chemikalien und Geräte 

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

deren Anwendung und Hersteller aufgelistet. 

5.2 Verfahrenstechnische Methoden 

Im Folgenden wird zunächst ein grober Überblick über die Prozessabfolge gegeben. Die De-

tails der einzelnen Prozessschritte werden nachfolgend beschrieben. 

In Abbildung 19 ist zur Gesamtübersicht ein Fließschema der Versuchsdurchführung für die 

Herstellung und Lagerung gefriergetrockneter Mikroorganismen mit den wichtigsten Prozess-

schritten dargestellt.  



MATERIAL UND METHODEN  45 

Fermentation von F19 in 
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Abbildung 19: Prozessschema der Versuchsdurchführung für die Herstellung und Lagerung von Lb. pa-

racasei ssp. paracasei. 

Zur Gewinnung von Versuchmaterial wurde Lb. paracasei ssp. paracasei zunächst in MRS 

bei einer Temperatur von 37 °C angezüchtet (Submersfermentation). Am Ende der exponen-

tiellen Wachstumsphase wurde die Fermentation durch Kühlen der Zellsuspension beendet. 

Die daraus resultierenden Zellen wurden anschließend mittels Zentrifugation geerntet, auf-



46 MATERIAL UND METHODEN 

konzentriert und mit Phosphatpuffer gewaschen. Einem Teil der aufbereiteten Zellsuspension 

wurde ein Schutzstoff (Magermilchpulver, Laktose, Trehalose) zugesetzt. Die erhaltenen 

Zellsuspensionen wurden dann dem Gefrieren zugeführt. 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 ausgewählten Bedingungen 

zugeführt. Die gelagerten Proben wurden nach unterschiedlichen Lagerzeiten ebenfalls bei 

25 °C mit sterilem bidestilliertem Wasser rehydratisiert. Als Rehydratisierungsmedium wurde 

bidestilliertes Wasser ausgewählt, da es diese Komponente ist, die während der Trocknung 

entfernt wird. Der Einsatz von Nährmedium oder einer Salzlösung als Rehydratisierungsme-

dium würde zu einer Veränderung der Osmolarität und der Nährstoffverfügbarkeit nach der 

Rehydratisierung im Vergleich zum Zustand vor der Trocknung führen. Dies sollte vermieden 

werden. 

Fermenter und Zentrifugationsröhrchen wurden bei 121 °C für 20 min mit Sattdampf sterili-

siert. Glasvials wurden unter trockener Hitze bei einer Temperatur von 180 °C für 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 Größenordnung keinen Einfluss auf den Verlauf des Wachstums zei-

gen. Die Fermentation wurde in einer Glasflasche im temperierten Wasserbad durchgeführt 

(Abbildung 20). 

 

Abbildung 20: Fermentation in Glasflasche im Wasserbad. 
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Die Anfangszellkonzentration der Fermentation wurde auf einen Wert von 108 kbE/ml einges-

tellt, was einer optischen Dichte (Extinktion) der MRS-Zellsuspenion ODFermentation von 0,3 

entspricht. Um diese Zellkonzentration bzw. optische Dichte in der Fermentationssuspension 

zu erreichen, wurde zunächst eine Inokulationssuspension (Inokulum) von 50 ml mit einer 

Zelldichte von ca. 1011kbE/ml hergestellt. Zu diesem Zweck wurden 2-3 g des gefrorenen 

Zellkonzentrats in 50 ml MRS bei Raumtemperatur suspendiert. Anschließend 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 ODInokulum photometrisch bei einer Wellenlänge von λ = 600 nm gegen zellfreies 

Nährmedium bestimmt. 

Aus der gemessenen optischen Dichten des Inokulums lässt sich dessen erforderliches Volu-

men VInokulum, das für die Fermentationssuspension (optische Dichte zu Beginn der Fermenta-

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

Inokulum

onFermentationFermentati
Inokulum OD

ODV
V


         (8) 

Die Fermentation wurde bei einer Temperatur von 37 °C, dem Wachstumsoptimum von Lb. 

paracasei ssp. parcasei, durchgeführt. Während der Fermentation wurde die Zellsuspension 

ständig gerührt, um eine homogene Verteilung von Zellen, Substrat und Produkt zu gewähr-

leisten. Die während der Fermentation gebildete Milchsäure wurde nicht neutralisiert, was 

eine Verringerung des pH-Wertes der Fermentationsbrühe von 5,8 auf 4,3 während einer 

Fermentationsdauer von 10 h zur Folge hatte. Vorversuche hatten jedoch gezeigt, dass die 

pH-Absenkung während der Fermentation keine negativen Auswirkungen auf das Wachstum 

des pH-toleranten Stammes besaß. Die Fermentation ohne pH Ausgleich hatte den Vorteil, 

dass aufgrund einer verringerten Anzahl technischer Gerätschaften und Medien die Kontami-

nationsgefahr der Fermentationssuspension mit Fremdkeimen verringert war. 

Abbildung 21 zeigt den Wachstumsverlauf (optische Dichte der Zellen, ODZellen) von Lacto-

bacillus paracasei ssp. paracasei während der Fermentation in MRS-Boullion bei einer Tem-

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

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

Aus Abbildung 21 ist ersichtlich, dass die Wachstumskurve zunächst eine lag-Phase von 3 h 

und danach eine exponentielle Wachstumsphase von 7 h durchläuft. Nach einer Fermentati-

onsdauer von insgesamt 10 h waren eine optische Dichte von ca. 6,5 und eine Zellkonzentra-

tion von ca. 1010 kbE/ml erreicht. Die Fermentation wurde nach 10 h durch rasche Tempera-

turabsenkung in Eiswasser (Abkühlgeschwindigkeit ca. 2,5 K/min) auf 4 °C gestoppt. 

Zellernte und Zellaufreinigung 

Nach der Fermentation wurden die Zellen durch Zentrifugation vom Fermentationsmedium 

abgetrennt. Der Überstand wurde abdekantiert und so eine 25-fache Aufkonzentrierung der 

Zellen im Sediment erreicht. Anschließend wurde das Zellkonzentrat zwei weitere Male mit 

Phosphatpufferlösung (PBS) versetzt und jeweils wieder zentrifugiert, um Reste des Fermen-

tationsmediums zu entfernen. Durch die Entfernung definierter Volumina des Überstand wur-

de während des Waschprozesses eine weitere Aufkonzentrierung der Zellsuspension um den 

Faktor 2,6 erreicht. 

Der Trenn- und Aufreinigungsprozess der Zellsuspension erfolgte in sterilen Zentrifugations-

röhrchen mit einem Volumen von 50 ml. Alle Zentrifugationsschritte wurden bei einer radia-

len Zentrifugalbeschleunigung RZB von 4000g für 10 min bei einer Temperatur von 4 °C 

durchgeführt. 
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Nach der Zellernte und der Zellaufreinigung lag eine Zellsuspension mit einer Zellkonzentra-

tion von 1011kbE/ml und einer Zelltrockenmassekonzentration, cZellen, 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 abgefüllt. Die Glas-

vials wurden mit einem geriffelten Gummistopfen bestückt, aus denen der Dampf während 

der Sublimation durch Kanäle entweichen konnte, und dem Gefriertrocknungsprozess zuge-

führt. 

Schutzstoffe 

Die zugegebene Menge der Schutzstoffe richtete sich nach der Zelltrockenmassekonzentration 

cZellen. Die weiteren Gewichtskonzentrationsangaben der Schutzstoffe in der Zellsuspension 

sind ausschließlich auf die Zelltrockenmassekonzentration bezogen. 

Als Schutzstoffe wurden Laktosemonohydrat, Trehalose, und Magermilchpulver verwendet. 

Laktosemonohydrat wurde in den Konzentrationen von 0,25 g/gZelltrockenmasse und 

0,5 g/gZelltrockenmasse als Schutzstoff verwendet und im Hinblick auf die Schutzwirkung auf die 

Überlebensrate der Mikroorganismen untersucht. Ferner wurden Konzentrationen von 

0,01 g/gZelltrockenmasse, 0,25 g/gZelltrockenmasse und 0,5 g/gZelltrockenmasse zur Erstellung von Zu-

standsdiagrammen verwendet. Dieser Bereich an Schutzstoffkonzentrationen liegt im Bereich 

der üblicherweise verwendeten Konzentrationen. 

Für Trehalose wurde eine Konzentration von 0,25 g/gZelltrockenmasse verwendet. Durch die Wahl 

dieser Konzentration sollte der Schutzeffekt von Trehalose vergleichbar mit dem Schutzeffekt 

von Laktose in einer Konzentration von 0,25 g/gZelltrockenmasse sein. Magermilchpulver wurde in 

einer Konzentration von 0,5 g/gZelltrockenmasse 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/gZelltrockenmasse. 

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 abgefüllt und mit einem geriffelten Gummistopfen bestückt. Die 

befüllten Vials wurden im Anschluss dem Gefrierprozess bzw. dem Gefriertrocknungsprozess 

zugeführt. 
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5.2.2 Gefrieren und Lyophilisation 

Gefrieren 

Für den Gefrierprozess wurde der Einfluss der Kühlrate ΔTP/Δt auf die Überlebensrate sowie 

der Einfluss der Endtemperatur nach dem Gefrieren auf die Überlebensrate untersucht. Das 

Ziel war eine Prozessgestaltung des Gefrierprozesses, die einen möglichst geringen Verlust 

von vermehrungsfähigen Keimen zur Folge hatte. 

Die unterschiedlichen Kühlraten wurden realisiert, indem die Zellsuspensionen in Kühlappa-

rate bzw. –medien mit unterschiedlichen Temperaturen eingebracht wurden. Die vorliegende 

Temperaturdifferenz zwischen Probentemperatur und Kältemedientemperatur führte zu unter-

schiedlichen Kühlraten. Dabei kamen folgende Temperaturen und Apparate bzw. Medien zum 

Einsatz: 

 -20 °C: Glasvials mit Proben auf gekühlter Stellfläche, 

 -40 °C: Glasvials mit Proben auf gekühlter Stellfläche, 

 -196 °C: Flüssiger Stickstoff, in den die Glasvials eingetaucht wurden. 

Bei der hier vorliegenden Versuchsgestaltung änderte sich die Kühlrate während des Kühl- 

und Gefrierprozesses. Begründet ist dies sowohl in der Instationarität des Wärmeübergangs 

innerhalb eines Aggregatzustands als auch in den unterschiedlichen Wärmekapazitäten der 

unterschiedlichen Aggregatzustände. Zur Quantifizierung der Kühlrate ΔTP/Δt wird diese ent-

sprechend Gehrke (1991) aus dem Quotient zwischen der Differenz aus End- und Anfangs-

temperatur TPE-TPA der Probe und der Zeit tE-tA, in der diese Temperaturdifferenz erreicht 

wurde, nach Gleichung (9) definiert. 

AE

PAPEP

tt

TT

t

T








          (9) 

Es wurde davon ausgegangen, dass auch die Endtemperatur einen Einfluss auf die Überle-

bensrate besitzt. Deshalb wurde der Einfluss der Kühlrate für eine konstante Endtemperatur 

von -20 °C untersucht. Diese Endtemperatur wurde ausgewählt, da dieser Wert die höchste 

Produkttemperatur während der Haupttrocknung darstellte (siehe Abschnitt „Gefriertrock-

nung“). Das Ziel war, während der Haupttrocknung keine höhere Produkttemperatur zu errei-

chen als nach dem Gefrieren. Ansonsten würden die Zellen während des Gefrierens eingefro-

ren und während der Haupttrocknung wieder teilweise aufgetaut werden. Als Folge könnten 

die Zellen während des Gefrierens bereits stärker geschädigt werden, als während der Gefrier-

trocknung. Beispielsweise konnten Anchordoquy et al. (2000) für Laktatdehydrogenase ermit-
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teln, dass die Aktivität des Enzyms abnahm, wenn es bei -196 °C eingefroren wurde und an-

schließend bei -20 °C getrocknet wurde. Dementsprechend folgt für die Endtemperatur TPE in 

Gleichung 9 der Wert -20 °C. Die Anfangstemperatur der Proben TPA betrug 10 °C. Somit 

ergibt sich für die Temperaturdifferenz der Probe ΔTP während des Kühl- und Gefrierprozes-

ses für alle Kühlraten ein Wert von 30 K.  

Zur genauen Ermittlung der Kühlrate wurde der Verlauf der Probentemperatur während der 

Kühlung gemessen. 

Abbildung 22 zeigt die Temperaturverläufe von Zellsuspensionen ohne Schutzstoff in den 

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

in Kühlmedien mit unterschiedlicher Temperatur. 

Aus den Temperaturverläufen in Abbildung 22 wurden die unterschiedlichen Kühlraten 

ΔTP/Δt nach Gleichung (9) ermittelt. 

Tabelle 2 zeigt die mit Gleichung (9) ermittelten Gefrierraten ΔTP/Δt für die unterschiedlichen 

Temperaturen der Kühlvorrichtungen sowie die Zeit Δt, die benötigt wird, bis die Zellsuspen-

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

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

Temperatur Kühlvorrichtung (°C) Δt (min) ΔTP/Δt (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 gekühlt. 

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 Kühlraten bis zu den Endtemperaturen der Kühlvorrichtun-

gen gefroren. Die Verweilzeiten der Zellsuspensionen in den unterschiedlichen Vorrichtungen 

wurden für diese Versuche so ausgewählt, dass die Temperaturen von -20 °C, -40 °C und 

-196 °C gerade erreicht wurden. Diese betrugen für -20 °C 50 min, für -40 °C 29 min und für 

-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 Überlebensrate im gefrorenen Zustand bei 

unterschiedlichen Temperaturen ermittelt. Diese Information sollte zum Verständnis der pro-

zessbedingten Abnahme der Überlebensrate während der Gefriertrocknung beitragen. Um den 

schädlichen Einfluss des Verweilens im gefrorenen Zustand während der Gefriertrocknung 

berücksichtigen zu können, wurde die Inaktivierungskinetik für die Temperaturen -20 °C und 

-30 °C, die auch für die Haupttrocknung bei unterschiedlichen Trocknungsraten verwendet 

wurden, und für unterschiedliche Zusammensetzungen der Zellen in einer gefrorenen Matrix 

ermittelt. Die Proben wurden dabei auf einer gekühlten Stellfläche mit einer Tempertur von -

20 °C eingefroren. Für das Verweilen bei einer Temperatur von -20 °C wurden die Proben auf 

dieser Stellfläche belassen. Für 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 TP die untersuchten Verweilzeiten t, 

nach denen die Keimzahl NG bestimmt wurde, sowie die Kühlzeit bis zum Erreichen der End-

temperatur. Die Verweilzeit t = 0 stellt die Zeit dar, bei der die entsprechende Temperatur TP 

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

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

Produktendtemperatur TP 

(°C)  

Gefrierzeit bis Erreichen 

von TP (h) 

Verweilzeiten t bei 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 erläuterten Untersuchungen im Wasserbad bei 

25 °C durchgeführt. 

Gefriertrocknung 

Der im Rahmen dieser Arbeit verwendete Gefriertrockner Alpha LSC 1-4 der Firma Martin 

Christ, Osterode, Deutschland, ist in Abbildung 23 dargestellt.  

 

Abbildung 23: Gefriertrockner Alpha LSC 1-4. 

Der Gefriertrockner besteht aus einer Vakuumkammer mit einem Eiskondensator und einer 

beheizbaren Stellfläche. Während 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. 

Vakuumpumpe 

Gefriertrockner 
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Abbildung 24: Schematische Darstellung der Vakuumkammer des Gefriertrockners. 

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss unterschiedlicher Gefriertrocknungsbedingungen auf die 

Überlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei in verschiedenen Matrizes nach unterschied-

lichen Trocknungszeiten zu ermitteln. Die unterschiedlichen Prozessbedingungen wurden 

durch ausgewählte Kammerdrücke pK sowie durch ausgewählte Stellflächentemperaturen TSt 

realisiert.  

Tabelle 4 zeigt die untersuchten Prozessbedingungen. 

Tabelle 4: Kammerdruck pK, entsprechende Sublimationstemperatur von Wasser Tsub,w, Stellflächentem-

peratur TSt, und Bezeichnung der Bedingungen im weiteren Verlauf der schriftlichen Ausführung. 

Bedingung 

Variable 
1 2 3 4 5 6 7 

Kammerdruck 
pK (Pa) 

12 37 37 37 102 102 102 

Sublimations-
temperatur von 
Wasser Tsub,w(°C) 

-40 -30 -30 -30 -20 -20 -20 

Stellflächen-
temperatur TSt 
(°C) 

-20 +50 +10 -10 +80 +10 -10 

Bezeichnung in 
Kapitel „Ergeb-
nisse und Dis-
kussion“ 
pK/Tsub,w/TSt 

12/-40/-20 37/-30/50 37/-30/10 37/-30/-10 103/-20/80 103/-20/10 103/-20/-10

 

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

ner Temperatur von -20 °C für 1 h durchgeführt. 

Vakuumkammer 

Beheizbare Stellfläche 

Kühlschlange Eiskondensator 

Entspannung 

Flüssigkeitsauslass 
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5.2.3 Lagerung 

Im Rahmen der Arbeit wurde die Lagerstabilität der Zellen in einer Laktosematrix oder in 

einer Trehalosematrix untersucht. Zu diesem Zweck wurden die Zellen nach der oben erläu-

terten Fermentations- und Ernteprozedur in Phosphatpuffer (PBS) gewaschen und anschlie-

ßend entweder mit Laktosemonohydrat oder mit Trehalose mit einer Konzentration von je-

weils 0,25g/gZelltrockenmasse versetzt. Die Gefriertrocknung wurde für die Herstellung getrockne-

ter Proben für die Lagerversuche immer unter den in Tabelle 5 aufgelisteten Bedingungen 

durchgeführt. 

Tabelle 5: Gefriertrocknungsbedingungen TPgefr, tgefr., pK, TSt und tS zur Herstellung getrockneter Zellprä-

parate für die Untersuchung der Lagerstabilität. 

Temperatur Gefrieren TPgefr. 
(°C) 

Gefrierzeit tgefr. 

(h) 
Druck pK 

(Pa) 
Stellflächentemp. TSt 

(°C) 
Trocknungszeit tS 

(h) 

-20 1 37 10 3 

 

Unmittelbar nach der Trocknung wurden die Proben ausgewählten Lagerbedingungen im 

Hinblick auf Temperatur TP und relativer Luftfeuchte φ ausgesetzt. Die relativen Luftfeuchten 

wurden mit Hilfe von gesättigten Salzlösungen, die unterschiedliche Wasseraktivitäten auf-

weisen, eingestellt. Tabelle 6 zeigt die verwendeten Salzlösungen, die entsprechenden Was-

seraktivitäten bei 25 °C (Greenspan, 1977), die untersuchten Lagertemperaturen TP für Zellen 

in einer Laktose- (L) oder Trehalosematrix (T). 
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Tabelle 6: Lagerbedingungen TP/aw,, für die die Untersuchungen durchgeführt wurden sowie die verwen-

deten gesättigten Salzlösungen zur Einstellung der Wasseraktivität (Greenspan, 1977). L = Untersuchun-

gen für Zellen in Laktosematrix; T = Untersuchungen für Zellen in Trehalosematrix. Die Wasseraktivität 

wird mit den gesättigten Salzlösungen bei einer Temperatur von 25 °C erreicht. 

                        Temperatur TP (°C) 

aw (-)  
(Gesättigte Salzlösung) 

4 15 20 30 37 

0,07 

(KOH bzw. NaOHa) 

  L LT L 

0,11 

(LiCl) 

  L LT L 

0,23 

(CH3COOK bzw. KFb) 

L LT L LT L 

0,33 

(MgCl2 · 6H2O) 

LT   LT L 

0.43 

(K2CO3  bzw. Mg(NO3)2
 c 

LT LT L LT L 

0,75 

(NaCl) 

LT LT    

 

a NaOH bei 30 °C 
b KF bei 37 °C 
c Mg(NO3)2 bei 37 °C 

 

Die Salzlösungen wurden in Exsikkatoren gefüllt. Diese Exsikkatoren wurden zunächst ohne 

Proben zur Konditionierung der Luft und zur Temperierung in Brutschränke mit unterschied-

lichen Temperaturen gegeben. Nach einer Woche begann die Bestückung 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-

standsänderungen eines Materials als Funktion von der Temperatur erkennbar sind. Dabei 

werden das zu untersuchende Material und eine Referenz gleichzeitig einem definierten Tem-

peraturprofil unterworfen. Während der Messung werden Temperaturdifferenzen zwischen 

Probe und Referenz gemessen und unter Anwendung gerätespezifischer Konstanten in Ab-

hängigkeit von der Temperatur T und von der Zeit t in einen Differenzwärmestrom q zwi-

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

Für die Versuche im Rahmen diese Arbeit wurde das Gerät Q1000 (TA Instruments, 

Eschborn, Deutschland) verwendet.  

Je nach Zusammensetzung der Zellpräparate waren unterschiedliche Zielgrößen von Interesse. 

Dafür wurden unterschiedliche Modi der Messung angewandt. Zielgrößen waren die Gefrier- 

bzw. Schmelztemperatur Tm, die Menge an ausgefrorenem Wasser mEis bzw. die Feststoffkon-

zentration c der nicht ausgefrorenen Phase sowie die Glasübergangstemperatur Tg von Zell-

suspensionen in Abhängigkeit von der Zusammensetzung. 

Für alle Bestimmungen wurden hermetisch verschließbare Aluminiumtiegel verwendet. Als 

Referenz diente ein leerer Aluminiumtiegel. Die Masse des leeren Aluminiumtiegels wurde 

jeweils im Ergebnis berücksichtigt. Die Wägung der Massen von Tiegel und Probe erfolgte 

mit einer Ablesegenauigkeit von ±0,00001g mit einer speziell für diesen Wägebereich vorge-

sehenen Waage (vgl. Tabelle 13). 

Die Kalibrierung der Materialkonstanten und der Temperatur des Gerätes erfolgte mit Hilfe 

von Saphirscheiben und Indium (Schmelztemperatur 156,6 °C) gemäß der Gerätevorschrift 

des Herstellers. 

Gefriertemperatur 

Das Gefrierverhalten wurde von frischen Zellsuspensionen in Phosphatpufferlösung (PBS) 

ohne Schutzstoffe sowie mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) oder Magermilch 

(0,5 g/gZelltrockenmasse) analysiert. Die Feststoffkonzentration der Proben entsprach also derjeni-

gen, die für die Gefrier- und Gefriertrocknungsversuche zum Einsatz kam. Ferner wurde das 

Gefrierverhalten für laktosehaltige Zellsuspensionen (0,25 g/gZelltrockenmasse) mit unterschiedli-
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chen Restwassergehalten bestimmt. Um verschiedene Feststoffkonzentrationen zu erreichen, 

wurden die Zellsuspensionen mit der Trocknungsbedingung 3 (vgl. Tabelle 4) für 1,5 h ge-

trocknet. Anschließend wurden definierte Feststoffkonzentratinen c von 70, 60, 50 und 

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

Für die Bestimmung der Gefriertemperatur Tm wurde die thermische Analyse im modulierten 

Modus (MDSC) durchgeführt. Dabei wird der linearen Heizrate eine sinusförmige Modulati-

on der Temperatur überlagert. Mit Hilfe dieses Messmodus werden die thermodynamische 

Wärmekapazität der Probe aus dem periodischen Anteil und die latente Wärme der auf die 

Temperaturmodulation nicht reagierenden Phasenübergange getrennt messbar. Gerade bei 

komplexen Systemen können Glasübergänge unter Umständen von anderen gleichzeitg ablau-

fendne thermischen Ereignissen im Signal des Gesamtwärmestroms überlagert werden. Wei-

tere Vorteile von MDSC sind die verbesserte Sensitiviät, um schwache Glasübergänge zu 

detektieren und eine verbesserte Auflösung. Diese Vorteile resultieren aus dem gleichzeitigen 

Anlegen von sich überlagernden, 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 erwärmt. Vor dem Erwärmen wur-

den die Tiegel 2 min bei -90 °C isotherm gehalten. Aus den erhaltenen Thermogrammen wur-

de die Schmelztemperatur Tm als Temperatur des Peakmaximums sowie die Fläche des 

Schmelzpeaks als Maß für den Anteil an ausgefrorenem Wasser für die gemessene Probe mit 

entsprechender Feststoffkonzentration bestimmt (vgl. Abbildung 25). 
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Abbildung 25: Schematische Darstellung des Wärmestroms q in Abhängigkeit von der Temperatur T 

während des Schmelzens. Die Schmelztemperatur Tm ist dabei die Temperatur am Peakmaximum. Die 

Fläche des Schmelzpeaks ist proportional zur Masse des Geschmolzenen. 
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Des Weiteren wurde die Fläche des Schmelzpeaks in Abhängigkeit 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 mUFW sowie die Feststoff-

konzentration c in der nicht ausgefrorenen Phase berechnet man aus der Fläche des Schmelz-

peaks nach folgender Vorgehensweise. 

Die latente Schmelzwärme ΔHm,P(T) die während des Phasenübergangs von der Probe zum 

Schmelzen des Eises benötigt wird, berechnet man durch Integration des gemessenen Wärme-

stroms q(t), bzw. unter Berücksichtigung der Heizrate dT/dt aus q(T) nach Gleichung (10): 

    dTTqTH
T

T

Pm

A

 ,          (10) 

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

Darstellung der Vorgehensweise. 
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Abbildung 26: Graphische Darstellung der partiellen Peakintegration. 

Latente Wärme wird aufgrund des Übergangs von Eis zu Wasser benötigt. Infolgedessen ist 

die Phasenübergangswärme, die von der kompletten Masse der Probe mP benötigt wird, gleich 

der latenten Wärme, die für das Schmelzen der Masse an Eis mEis benötigt wird. Die Gesamt-

masse der Probe mP setzt sich aus der Masse des Wassers mW und der Trockenmasse mTM 

nach Gleichung (11) zusammen. 

TMWP mmm            (11) 

Unter Berücksichtigung der spezifischen Schmelzenthalpie von Wasser ΔHm,W = 330 kJ/kg 

folgt dann nach Gleichung (12) die Berechnung der Masse an Eis in Abhängigkeit von der 

Temperatur mEis(T) 
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          (12) 

Die Menge an nicht ausgefrorenem Wasser in Abhängigkeit von der Temperatur mUFW(T) 

kann nach Gleichung (13) berechnet werden. 

)()( TmmTm EisWUFW           (13) 

Die Berechnung der Feststoffkonzentration c (%(w/w)) der gefrierkonzentrierten Suspension 

in Abhängigkeit von der Temperatur folgt mit Gleichungen (10), (12) und (13) nach Glei-

chung (14). 

 
  TMUFW

UFW

mTm

Tm
Tc


100)(          (14) 

 

Glasübergangstemperatur 

Der Glasübergang zeigt sich in einem Thermogramm als stetige, stufenförmige Änderung des 

Wärmestroms q in Abhängigkeit von der Temperatur T bzw. der Zeit t. Die Bestimmung der 

Glasübergangstemperatur erfolgt durch das Anlegen von jeweils einer Tangente an die Basis-

linie unmittelbar vor dem Glasübergang und ummittelbar nach dem Glasübergang. Der Ab-

stand dieser Tangenten stellt die Höhe des Glasübergangs dar. Charakteristisch für den Glas-

übergang sind die Temperatur bei halber Höhe des Glasübergangs (midpoint temperature) und 

die extrapolierte Anfangstemperatur (onset temperature) des Übergangs. Die extrapolierte 

Anfangstemperatur wird durch Extrapolation der Tangente an die Kurve q(T) bei halber Höhe 

des Glasübergangs und deren Schnittpunkt mit der Tangente vor dem Glasübergang ermittelt 

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

Für die Ermittlung der Glasübergangstemperatur Tg der gefriergetrockneten  Präparate 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 erwärmt. Die 

Glasübergangstemperatur Tg wurde für Proben bestimmt, die mit den in Tabelle 4 aufgeliste-

ten Prozessbedingungen 1, 3, 5, 7 für unterschiedliche Zeiten getrocknet wurden. Durch 

gleichzeitige Bestimmung des Restwassergehalts der entsprechenden Proben konnte ein Zu-

standsdiagramm Tg(c) erstellt werden. Für die Erstellung des Zustandsdiagramms in Abhän-

gigkeit vom Restwassergehalt wurde die Midpoint-Temperatur verwendet. Aufgrund der Ver-

änderung der Glasübergangstemperatur und der Produkttempertur während der Gefriertrock-

nung charakterisiert diese Größe den Glasübergang am besten. Für die Ermittlung der Glas-
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übergangstemperatur der maximal gefrierkonzentrierten Suspension Tg´ und der zugehörigen 

Konzentration cg´ wurden Präparationen 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 Glasübergangstempe-

ratur wurde gemäß Roos und Karel (1991) als Tg´ festgelegt. Für die Ermittlung von cg´ wur-

den folgende verschiedene analytische Vorgehensweisen angewandt. 

(a) Ermittlung der Konzentration des ausgefrorenen Wassers aus der Peakfläche des 

Schmelzpeaks unter Berücksichtigung des Wassergehalts der nicht gefrorenen 

Suspension (Levine und Slade, 1988) 

(b) Extrapolation des linearen Zusammenhangs zwischen der Schmelzwärme ΔHm,P 

und dem Wasser bzw. Feststoffgehalts der flüssigen Probe zu ΔHm,P = 0 (Simatos 

et al., 1975) 

Ferner wurde die Glasübergangstemperatur der gelagerten Proben für unterschiedliche Was-

seraktivitäten gemessen, um Tg(aw) zu ermitteln. Diese Ermittlung erfolgte bei den Tempera-

turen 4 °C, 20 °C und 37 °C. Zusätzlich wurde bei einer Lagertemperatur von 20 °C auch der 

zeitliche Verlauf der Glasübergangstemperatur von Beginn der Lagerung bis zur Einstellung 

eines konstanten Wertes gemessen. Da die Glasübergangstemperatur der getrockneten Zell-

präparate aufgrund der Wiederbefeuchtung in einer feuchten Atmosphäre abnimmt, war zu-

nächst unklar, ab welchem Zeitpunkt eine konstante Glasübergangstemperatur gemessen und 

zur Erstellung des Zustandsdiagramms Tg(aw) verwendet werden kann. Für den Zusammen-

hang Tg(aw) wurde die Onset-Temperatur des Glasübergangs verwendet, da die Produkttem-

pertur und die Glasübergangstemperatur während der Lagerung konstant blieben und somit 

die Onset-Temperatur als die höchste konstante Temperatur betrachtet werden kann, in der 

sich die Probe noch im Glaszustand befand. 

5.3.2 Produkttemperaturmessung während des Gefrierens und der Gefriertrocknung 

Die Produkttemperatur TP wurde während des Gefriertrocknungsprozesses kontinuierlich mit 

einem Pt100 Temperatursensor gemessen. Der Sensor besaß die in Abbildung 27 dargestellten 

Abmessungen und war während 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 (Volumenverhältnis 1:1) durchgeführt. 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(t) berechnet man aus der 

Masse an Wasser in der Probe mW und aus der Probenmasse mP nach Gleichung (15). 

   
  100
tm

tm
tX

P

W           (15) 

Die prozentuale Feststoffkonzentration c berechnet sich aus dem Restwassergehalt X nach 

Gleichung (16). 

100 Xc            (16) 

Der prozentuale Masseverlust M während 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 mPvT und der Probenmasse nach der 

Trocknung mPT nach Gleichung (17). 

Pt100-Temperatursensor 
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5.3.4 Wasseraktivität 

Die Wasseraktivität aw  wurde mit dem Gerät Novasina Sprint (vgl. Tabelle 13) ermittelt. Das 

Gerät 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 durchgeführt. 

5.3.5 Ermittlung von Sorptionsisothermen 

Für die getrockneten Zellpräparationen mit Laktose (0,25g/gZelltrockenmasse) wurde der Zusam-

menhang zwischen Wasseraktivität aW und Restwassergehalt X ermittelt. Diese Analyse er-

folgte für die Temperaturen 4 °C, 20 °C und 37 °C. Zu diesem Zweck wurde das getrocknete 

Material bei den entsprechenden Bedingungen für 15 Tage gelagert und im Anschluss die 

Wasseraktivität und der Restwassergehalt ermittelt. 

5.3.6 Bestimmung der Überlebensrate nach der Trocknung und Lagerung 

Zur Beurteilung des Einflusses der Trocknung und Lagerung auf die Schädigung 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 vermehrungsfähige Keime in der Lage sind, auf 

einem geeigneten Nährmedium 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 können, wurden die gefriergetrockneten bzw. 

gelagerten Proben mit einem Trocknungsgewicht von mPT zunächst mit sterilem bidestillier-

tem Wasser bei 25 °C auf ihr Ausgangsgewicht vor der Trocknung mPvT rehydratisiert. Die 

Menge an zugegebenem Wasser mW entsprach der Differenz ΔmP zwischen der Probenmasse 

vor der Trocknung mPvT und nach der Trocknung mPT.  

Zur Ermittlung der kbE wurden mit je 1 ml der ungetrockneten Zellsuspensionen beziehung-

sweise der rehydratisierten Proben Verdünnungsreihen von 1:10 in Ringerlösung hergestellt. 

Von den einzelnen Verdünnungsstufen wurden 100 μl auf MRS Nährmedium aufgetragen 

(Petrischale) und im Oberflächenspatelverfahren mit einem Drigalsky-Spatel verteilt. Von 
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jeder ausgestrichenen Verdünnungsstufe wurden Doppelbestimmungen durchgeführt. Die 

MRS-Agar-Platten wurden anschließend bei 37 °C für 48 h unter anaeroben Bedingungen 

inkubiert. Der Luftsauerstoff wurde entweder chemisch gebunden oder durch Evakuierung 

und Begasung der Inkubationsgefäße mit Kohlendioxid und Stickstoff physikalisch entfernt. 

Durch die Evakuierung wurde ein Sauerstoffpartialdruck von 0,008 bar im Gasgemisch er-

reicht. Die von den vermehrungsfähigen Keimen gebildeten weißen Kolonien (Abbildung 28) 

wurden nach der Inkubation ausgezählt und zur Berechnung der kbE mit dem Verdünnungs-

faktor der jeweiligen Platte multipliziert.  

 

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

Für die Auswertung wurden nur Platten berücksichtigt, auf denen eine Anzahl zwischen 30 

und 300 Kolonien auf dem Nährmedium zu erkennen war. Wenn also bei einem Volumen von 

100µl der unverdünnten Probe die zu wertende Mindestanzahl an kbE 30 ist, so liegt die 

Nachweisgrenze des Spatelverfahrens bei 300 kbE/ml der unverdünnten Zellsuspension. Bei 

niedrigeren Zellkonzentrationen kann die Keimzahl nicht mehr spezifiziert werden. 

Aus den gemessenen Keimzahlen N wurde die Überlebensrate S berechnet. Die prozentuale 

Überlebensrate nach dem Gefrieren SG berechnet sich aus der Keimzahl der frischen Zellsus-

pension vor dem Gefrieren N0 und der Keimzahl nach dem Gefrieren NG nach Gleichung (18). 

100
0


N

N
S G

G           (18) 

Die Überlebensrate ST nach unterschiedlichen Zeiten der Gefriertrocknung berechnet sich 

analog aus der Keimzahl der frischen Zellsuspension vor dem Gefrieren N0 und der Keimzahl 

nach unterschiedlichen Trocknungszeiten NT nach Gleichung (19): 
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Für die Ermittlung der Lagerstabilität wurde die Keimzahl nach unterschiedlicher Lagerdauer 

NL  auf die Keimzahl nach der Gefriertrocknung, NT, entsprechend Gleichung (20) bezogen. 

T

L
L N

N
S             (20) 

 

5.3.7 Formale Reaktionskinetik und Statistik 

Formale Reaktionskinetik 

Die prozess- bzw. zeitabhängige Veränderung der Zellkonzentration N, die bei der Tempera-

tur T und der Wasseraktivität aw durch die betrachtete Reaktion abgetötet wird, ist durch die 

Reaktionsgeschwindigkeit dN/dt mit der Geschwindigkeitskonstanten kT,aw nach Glei-

chung (21) definiert. Der Exponent n stellt die Reaktionsordnung dar (Schwister, 1996). 

n
aT Nk

dt

dN
w
 ,           (21) 

Die Reaktionsgeschwindigkeit einer irreversibel verlaufenden Reaktion ist der Konzentration 

der Reaktanden proportional. Die Proportionalitätskonstante kT,aw ist die Geschwindigkeits-

konstante des Inaktivierungsvorganges. Sie hat bei gegebener Temperatur und Wasseraktivität 

einen charakteristischen Wert. Für eine Reaktion 1. Ordnung, nach der in einer Vielzahl der 

Fälle auch die Mikroorganismeninaktivierung erfolgt, nimmt der Exponent n den Wert 1 an. 

Durch Integration von Gleichung (21) erhält man für den zeitlichen Verlauf der Mikroorga-

nismenkonzentration N bezogen auf die Mikroorganismenkonzentration zum Zeitpunkt t=0, 

N0, Gleichung (22). 

tk awTet
N

N  ,)(
0

          (22) 

Die Geschwindigkeitskonstante kT,aw ist temperaturabhängig. Diese Temperaturabhängigkeit 

kann entweder nach Arrhenius (Gleichung (5)) im flüssigen Zustand und im Glaszustand oder 

nach Williams-Landel-Ferry (WLF) (Gleichung (6)) für ein fragiles System im Nicht-

Glaszustand beschrieben werden. 
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Statistik 

Alle Versuche wurden in unabhängigen Experimenten wiederholt. Das heißt, dass für jeden 

Einzelmesswert eine eigene Fermentation mit den daran anschließenden Versuchsschritten, 

entsprechend vorhergehender Beschreibung, durchgeführt wurde. 

Bei der Untersuchung des Einflusses der Gefrierrate und der Endtemperatur wurde eine drei-

fache Bestimmung der Überlebensrate durchgeführt. Für die Analyse des Einflusses der Ver-

weilzeit im gefrorenen Zustand wurde der Verlauf der Überlebensrate in zwei unabhängigen 

Versuchen ermittelt. Die Überlebensrate, der Restwassergehalt und das entfernte Wasser wäh-

rend der Gefriertrocknung wurden in drei unabhängigen Experimenten wiederholt ermittelt. 

Die Messung der Glasübergangstemperatur erfolgte für die entsprechenden Prozessbedingun-

gen jeweils in zwei unabhängigen Experimenten. Auch das Gefrierverhalten wurde für eine 

Formulierung zweimal unabhängig voneinander analysiert. Die Mittelwertbildung erfolgt mit 

Hilfe des arithmetischen Mittelwertes, Gleichung (23). Das Streumaß des Mittelwertes wurde 

bei einem Stichprobenumfang von 3 nach der empirischen Standardabweichung bestimmt, für 

einen Stichprobenumfang von 2 werden als Grenzen des Fehlerbereichs der maximale und der 

minimale gemessene Wert dargestellt. 

Der Verlauf der Überlebensrate der gefriergetrockneten Zellpräparationen während der Lage-

rung wurde für alle Lagerbedingungen zweimal in unabhängigen Experimenten untersucht. 

Die Ermittlung der Geschwindigkeitskonstanten kT,aw erfolgte mittels linearer Regression un-

ter Verwendung aller Einzelergebnisse für die gleichen Lagerbedingungen. Zur Bestimmung 

des Fehlerbereichs des Mittelwertes wurde die Standardabweichung der ermittelten Steigung 

der Geraden herangezogen. Für die Ermittlung der Glasübergangstemperatur in Abhängigkeit 

von der Wasseraktivität wurde eine Doppelbestimmung durchgeführt. 

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

gebnis eines Einzelversuchs xi nach Gleichung (23). 





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i
ix

z
x

1

1
           (23) 

Um den Betrag des zufälligen Fehlers bei einer dreifachen Bestimmung abschätzen zu kön-

nen, mit dem die Einzelversuche behaftet sind, beziehungsweise um zu ermitteln, wie stark 

die Versuchsergebnisse streuen, wurde die empirische Standardabweichung SA nach Glei-

chung (24) bestimmt: 
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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 Größe h wird entsprechend der Feh-

lerfortpflanzung nach Gauss eine mittlere Abweichung Δh aus den Standardabweichungen 

SAx und SAy der direkt gemessenen Größen x und y nach Gleichung (25) berechnet (Kreyszig, 

1979). 
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6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION 

Im Folgenden werden die Ergebnisse bezüglich des Gefrierverhaltens, der Einflussgrößen des 

Gefrierens auf die Überlebensrate des Modellmikroorganismus sowie der daraus abgeleiteten 

Gestaltung des Gefrierprozesses dargestellt. An diese Ergebnisse schließen die Untersuchun-

gen zur Bedeutung der Verfahrenstechnik der Gefriertrocknung und des Phasen-

Zustandsdiagramms für die Überlebensrate an. Im letzten Abschnitt erfolgt die Darstellung 

der Entwicklung der Überlebensrate während der Lagerung unter verschiedenen Bedingungen 

sowie die Bedeutung des physikalischen Zustands für die Stabilität der Mikroorganismen.  

6.1 Gefrieren von Mikroorganismenpräparationen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Gefrierverhalten von Zellsuspensionen im Hinblick auf 

die Gefrierpunktsabsenkung untersucht und der Anteil an nicht ausfrierbarem Wasser für 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 über das Ge-

frierverhalten der verschiedenen Formulierungen ist für die Auswahl der Prozessparameter 

während des Gefrierens und der Gefriertrocknung notwendig. Ferner stellt die Gefrierkurve 

der Zellsuspensionen mit Laktose einen Teil des für diese Formulierung erstellten Phasen-

Zustandsdiagramms dar. 

Des Weiteren wurden in dieser Arbeit der Einfluss der Kühlrate, der Zusammensetzung sowie 

der Endtemperatur auf die Überlebensrate 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 Überlebensrate für die weiteren Gefriert-

rocknungsuntersuchungen günstig gestalten zu können. 

Überdies wurde die Überlebensrate in Abhängigkeit von der Verweilzeit im gefrorenen Zu-

stand analysiert. Die Information über die Zeitabhängigkeit der Überlebensrate im gefrorenen 

Zustand soll zum Verständnis der prozessbedingten Abnahme der Überlebensrate während 

der Gefriertrocknung beitragen. Im Hinblick auf die Inaktivierung der Mikroorganismen wäh-

rend der anschließenden Gefriertrocknung kann ein summarischer Inaktivierungseffekt ver-

mutet werden, der sich aus dem Wasserentzug und aus physikalischen/chemischen Schädi-

gungsprozessen im gefrorenen Probenabschnitt zusammensetzt. 
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6.1.1 Gefrierkurven einer wässrigen Laktoselösung sowie von Zellsuspensionen mit 

unterschiedlichen Formulierungen 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Abhängigkeit der Gefriertemperatur T von der Feststoff-

konzentration c für Zellsuspensionen unterschiedlicher Zusammensetzung ermittelt. Die Ge-

friertemperatur wird für diesen Zusammenhang während des Schmelzvorgangs (nach voran-

gegangenem Gefrieren) und somit als Schmelztemperatur ermittelt. Die Kristallisation würde 

erst nach Unterkühlung einsetzen und als Folge würde die dabei ermittelte Kristallisations-

temperatur keine Größe für einen thermodynamischen Gleichgewichtszustand darstellen. 

Folgende Formulierungen wurden untersucht: 

 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Phosphatpufferlösung (PBS), 

 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in PBS+Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse), 

 Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in PBS+Magermilchpulver 

(0,5 g/gZelltrockenmasse), 

 Wässrige Laktoselösung, für 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 Lösung/Suspension erstellt und 

die unterschiedlichen Konzentrationen einer thermischen Analyse unterzogen. Vom 

gemessenen Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T wird jeweils die 

Temperatur Tmax,c am Peakmaximum von q während des Schmelzvorgangs einer Lö-

sung/Suspension mit der Konzentration c herangezogen. Diese Temperaturen werden 

als Schmelztemperatur für die entsprechende Konzentration angesehen. Der Zusam-

menhang Tmax,c(c) stellt die Gefrierkurve dar. 

2. Der Wärmestrom q wurde im Temperaturbereich des Schmelzens in Abhängigkeit von 

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

schen der Fläche ΔHm,P(T) (mit 
T

T

Pm

A

dTTqH )(, ) 

Gefrierkurve einer wässrigen Laktoselösung 

Zum Abgleich der verschiedenen Methoden wurde zunächst das Gefrierverhalten einer wäss-

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

se der reinen Laktoselösung erläutert. 

Abbildung 29 zeigt den Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für Laktoselö-

sungen mit den Ausgangsfeststoffkonzentrationen c = 21 % (w/w), 49 % (w/w) und 

70 % (w/w). Die Proben wurden während der DSC-Messung auf -90 °C abgekühlt und an-

schließend wieder erwärmt. In Abbildung 29 ist nur der Wärmestrom während der Erwär-

mung und nicht während der Abkühlung dargestellt. 

Die Temperaturen der Peakmaxima, Tmax,c, sowie die Temperaturbereiche (TA bis TE), über 

den die Kurven integriert wurden, sind markiert. 

 

 

Abbildung 29: Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für wässrige Laktoselösungen mit 

Feststoffkonzentrationen von 21 %(w/w), 49 %(w/w) und 70 %(w/w). TA ist die Schmelzpeakanfangstem-

peratur, TE die Endtemperatur. Die Schmelzpeaks werden jeweils von TA bis TE integriert. 

Abbildung 29 zeigt, dass das Peakmaximum für höhere Feststoffkonzentrationen c bei niedri-

geren Temperaturen liegt. So können für die Konzentrationen 21 % (w/w), 49 % (w/w) bzw. 

70 % (w/w) Temperaturen Tmax,c von -0,62 °C, -6,31 °C bzw. -12,83 °C ermittelt werden. Fer-

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

c = 21 %(w/w) 

c = 49 %(w/w) 

c = 70 %(w/w) 

TA 

TE 

TE 

TE 
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weniger Wasser aus der Laktoselösung ausfriert. Die Thermogramme für 49 % (w/w) und 

70 % (w/w) zeigen überdies eine stufenförmige Änderung der Basislinie, die sich von einer 

Temperatur von ca. -47 °C bis -40 °C erstreckt. Diese Änderung ist auch bei 21 % (w/w) vor-

handen, allerdings bei dieser Auflösung nicht zu erkennen. Die stufenförmigen Änderungen 

stellen den Glasübergang der Laktoselösung dar (Roos, 1995). Dieser Anstieg der Basislinie 

wird somit noch nicht zum Schmelzvorgang des Wassers gezählt. Das Schmelzen des Was-

sers der Laktoselösungen beginnt für alle Ausgangsfeststoffkonzentrationen annähernd bei 

der gleichen Temperatur TA von -37 °C. Der asymmetrische Verlauf der Peaks ergibt sich aus 

der Temperaturabhängigkeit des Schmelzens von Eis in einer Lösung. 

Es wurden Gefrierkurven T(c) erstellt, indem sowohl Tmax,c in Abhängigkeit von c ermittelt 

wurde als auch die Größe der Peakfläche für unterschiedliche Ausgangskonzentrationen in 

Abhängigkeit von der oberen Temperaturgrenze T der Fläche ΔHm,P (T) (vgl. Abbildung 25 

und Abbildung 26). Aus der Peakfläche wurde die Konzentration an nicht ausgefrorenem 

Wasser ermittelt, wodurch wiederum T(c) ermittelt werden konnte. 

Abbildung 30 zeigt die Verläufe der Gefriertemperatur in Abhängigkeit von der Feststoffkon-

zentration für eine wässrige Laktoselösung aus der Literatur sowie die Ergebnisse Tmax,c(c) 

und ΔHm,P (T) nach den beschriebenen Methoden. 
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Abbildung 30: Gefriertemperatur in Abhängigkeit von der Feststoffkonzentration für eine wässrige Lak-

toselösung nach Vuataz (2002) sowie mit Hilfe der Methoden (1) Tmax,c(c) und (2) ΔHm,P (T) berechnet. 
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Es wird deutlich, dass die unterschiedlichen Methoden zu vergleichbaren Ergebnissen führen 

und auch gut mit der Literatur übereinstimmen. Es ist also möglich, durch Integration der 

Schmelzpeaks die Gefrierkurve zu ermitteln. Vorteilhaft ist dabei, dass nur eine Konzentrati-

on benötigt wird und keine Konzentrationsreihe erstellt werden muss. Des Weiteren entspricht 

der Verlauf der Konzentration an nicht ausgefrorenem Wasser aus dem Verlauf der Peakflä-

che den Vorgängen im Rahmen der Versuche beim Einfrieren der Proben besser. Mit zuneh-

mender Feststoffkonzentration wird die Herstellung der entsprechenden Konzentration auf-

wändiger, da der Zucker zunächst bei immer höheren Temperaturen gelöst werden muss und 

erst im Anschluss gekühlt werden kann. Gerade bei den Mikroorganismenpräparaten mit ho-

hen Feststoffkonzentrationen und niedriger Gefriertemperatur kann die Lösungsprozedur 

nicht mehr durchgeführt werden, ohne das Präparat thermisch zu verändern. Niedrige Gefrier-

temperaturen bei hohen Feststoffkonzentrationen können folglich unter Verwendung einer 

Konzentrationsreihe nicht ermittelt werden. 

Gefrierkurven von Zellsuspensionen mit und ohne Schutzstoffe 

Beide Methoden wurden auch für Zellsuspensionen in Phosphatpuffer mit Laktose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse) angewendet. Dabei sollte ermittelt werden, ob auch für 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 Kühlzyklus von 20 °C auf -90 °C. Anschließend wur-

den diese Proben mit einer linearen Heizrate von 2 K/min (sowie einer Modulation von ± 

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

Abbildung 31 zeigt den gemessenen Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T 

für eine Suspension aus Lb paracasei ssp. paracasei in PBS mit Laktose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse) nach der Aufreinigungsprozedur. Es sind der Abkühlungsprozess und 

der Erwärmungsprozess markiert. Das Präparat weist eine Feststoffkonzentration c von 14 % 

auf. 
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Abbildung 31: Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T während des Abkühlungs- und 

Erwärmungszyklus für Lb paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse). Feststoffkonzentra-

tion 14 %. Schmelzwärme bzw. Fläche des Schmelzpeaks 261 kJ/kg. 

Während des Abkühlungsprozesses setzt bei einer Temperatur von ca. -17 °C die Kristallisa-

tion von Wasser ein. Durch die freiwerdende Kristallisationswärme steigt der Wärmestrom 

an. Die vordefinierte Kühlrate ist vergleichsweise gering, so dass die freiwerdende Wärme-

menge nicht schnell genug aus dem Produkt abgeleitet werden kann. Stattdessen wird die 

Temperatur des Produktes (x-Achse) während des Kristallisationsprozesses erhöht. Durch 

diese Vorgänge erscheint die Kurve während der Kristallisation „schleifenförmig“. Während 

des Gefrierens wird Eis aus der flüssigen Phase separiert und die gelösten Substanzen sowie 

die Zellen werden aufkonzentriert. Während der weiteren Abkühlung bleibt der Wärmestrom 

konstant, es tritt kein Phasenübergang mehr auf. Bei der anschließenden Erwärmung, 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 

benötigten Wärmestroms q für den Schmelzvorgang. Die Fläche unter der Kurve ist ein Maß 

für die benötigte latente Wärme. In dem Beispiel von Abbildung 31 beträgt die latente Wärme 

261 kJ/kg. 

Abbildung 32 zeigt den Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für Suspensio-

nen bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) in PBS, die 

Wasserkristallisation 

Einsetzendes Schmelzen  
des Wassers 
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unterschiedliche Feststoffkonzentrationen aufweisen. Die Proben wurden zunächst eingefro-

ren und auf -90 °C abgekühlt und anschließend wieder erwärmt. In Abbildung 32 ist das 

thermische Verhalten von Zellsuspensionen mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) mit unter-

schiedlichen Feststoffkonzentrationen c dargstellt. Im Gegensatz zu Abbildung 31 ist in Ab-

bildung 32 nur der Wärmestrom während der Erwärmung und nicht während der Abkühlung 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 32: Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für Lactobacillus paracasei ssp. 

paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) in PBS mit Ausgangsfeststoffkonzentrationen der flüssigen, 

nicht gefrorenen Suspension von 19 %(w/w), 48 %(w/w), 69 %(w/w). Das Verhältnis von Laktosemasse 

und Zelltrockenmasse war für alle unterschiedlichen Ausgangskonzentrationen konstant 

(0,25 g/gZelltrockenmasse). 

Abbildung 33 zeigt die Gefriertemperatur in Abhängigkeit von der Feststoffkonzentration c 

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

(0,25 g/gZelltrockenmasse). Es sind sowohl die Temperaturen der Peakmaxima, Tmax,c in Abhän-

gigkeit von der entsprechenden Ausgangsfeststoffkonzentration als auch die Ergebnisse aus 

der Integration der Schmelzpeaks, ΔHm,P (T), dargestellt. Die Peakanfangstemperatur TA lag 

c = 19 %(w/w) 

c = 48 %(w/w) 

c = 69 %(w/w) 
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bei -35 °C. Zusätzlich sind auch zum besseren Vergleich die Messwerte der wässrigen Lakto-

selösung (vgl. Abbildung 30) mit aufgetragen. 
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Wässrige Laktoselösung 21 %(w/w) (vgl. Abb. 31)
Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25) in PBS, Tmax,c(c)

19 %(w/w) Zellen mit Laktose (0,25) in PBS, m,P(T)

48 %(w/w) Zellen mit Laktose (0,25) in PBS, m,P(T)

69 %(w/w) Zellen mit Laktose (0,25) in PBS, m,P(T)

 

Abbildung 33: Gefriertemperatur in Abhängigkeit von der Feststoffkonzentration für eine Suspension 

bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) mit Hilfe der Methoden 

Tmax,c(c) und ΔHm,P(T) berechnet. Zum Vergleich ist der Verlauf der Gefriertemperatur der wässrigen 

Laktoselösung 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 wässrige Laktoselö-

sung. Bei gleicher Temperatur ist der Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser für Zel-

len/PBS/Laktose niedriger als für eine wässrige Laktoselösung. Des Weiteren zeigt Abbil-

dung 33, dass die Messungen einzelner Konzentrationen gut mit den Ergebnissen der Integra-

tion der Peaks übereinstimmen. Ferner ist deutlich, dass es durch die partielle Integration 

möglich ist, auch den Gefrierpunkt des Wassers bei hohen Feststoffkonzentrationen zu be-

stimmen. Die Zellsuspension mit der höchsten 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 für die Formulierungen nach Methode (2) durch ΔHm,P (T) (siehe Kapitel 

6.1.1). 

Abbildung 34 zeigt den Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T von aufgerei-

nigten Zellsuspensionen ohne Schutzstoff (PBS), sowie mit Magermilch 0,5 g/gZelltrockenmasse 

(PBS) und zum Vergleich zusätzlich den Wärmestrom der Zellsuspension mit Laktose 

0,25 g/gZelltrockenmasse (PBS). 

 

Abbildung 34: Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für Zellen ohne Schutzstoff, mit 

Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) oder mit Magermilchpulver (0,5 g/gZelltrockenmasse) jeweils in PBS direkt nach 

der Aufreinigungsprozedur. 

Wie erwartet führt der Zusatz von Schutzstoffen zu einer Gefriertemperaturabsenkung bzw. 

zu einer Absenkung des Peakmaximums des Wärmestroms q. Für Magermilchpulver ist die 

Gefriertemperaturerniedrigung am stärksten ausgeprägt. 

Abbildung 35 zeigt den Verlauf der Gefriertemperatur in Abhängigkeit von der Feststoffkon-

zentration in der nicht gefrorenen Phase für Zellen ohne Schutzstoff, mit Laktose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse) und mit Magermilch (0,5 g/gZelltrockenmasse) jeweils in PBS. Für Mager-
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milch war das Gefrieren von Wasser bei einer Temperatur von -19 °C beendet. Unterhalb 

dieser Temperatur konnte ein Glasübergang bei einer Midpoint Temperatur von -

25,8 ± 2,4 °C festgestellt werden. Die Integration des Schmelzpeaks kann erst bei Temperatu-

ren oberhalb des Glasübergangs stattfinden, weshalb als Anfangstemperatur TA des Schmelz-

peaks für die Zellsuspensionen mit Magermilch der Wert -19 °C ausgewählt wurde. 
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Abbildung 35: Gefriertemperatur T in Abhängigkeit von der Feststoffkonzentration c von Zellsuspensio-

nen bestehend aus Lb paracasei ssp. paracasei ohne Schutstoff (), mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) (●) 

oder mit Magermilchpulver (0,5 g/gZelltrockenmasse) (▲), jeweils in PBS. 

Wie aus Abbildung 35 zu ersehen, verläuft die Gefriertemperatur der Zellsuspension ohne 

Schutzstoff tendenziell auf dem höchsten Temperaturniveau. Zellen mit Laktose weisen ten-

denziell einen etwas niedrigeren Verlauf auf. Werden die Zellen mit Magermilch versetzt, so 

verläuft die Kurve auf dem niedrigsten Temperaturniveau. Aus diesen Gefriertemperaturver-

läufen folgt, dass bei gleicher Temperatur die Zellsuspension mit Magermilch den höchsten 

Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser aufweist. So nimmt bei einer Temperatur von -20 °C 

der Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser für 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 Kühlrate und der Gefriertemperatur auf die Überlebensrate von Lb. 

paracasei ssp. paracasei 

Lactobacillus paracasei ssp. paracasei wurde in Phosphatpufferlösung ohne Schutzstoff, mit 

Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) sowie mit Magermilch (0,5 g/gZelltrockenmasse) bei verschiedenen 

Kühlraten auf eine Temperatur von -20 °C gekühlt. Diese Temperatur wurde ausgewählt, da 

sie während der Trocknungsversuche die höchste Produkttemperatur während 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 Übergang zur Haupt-

trocknung im gefrorenen Zustand nicht wieder erwärmt und aufgetaut wurden. 

Abbildung 36 zeigt die Überlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Phos-

phatpufferlösung ohne Schutzstoff, Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) oder Magermilchpulver 

(0,5 g/gZelltrockenmasse), nachdem die Zellen mit unterschiedlichen Kühlraten auf -20 °C eingef-

roren und wieder aufgetaut wurden. 
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Abbildung 36: Überlebensrate SG von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei nach dem Gefrieren auf eine 

Temperatur von -20 °C mit unterschiedlichen Kühlraten und Schutzstoffen. (Mittelwer-

te±Standardabweichung). 

In Phosphatpuffer ohne Schutzstoffe werden für die verschiedenen Kühlraten (0,5 K/min, 

2K/min, bzw. 100 K/min) etwas niedrigere Überlebensraten (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 Überlebensrate der Zellen zu einem ge-

wissen Grad davon abhängig 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 Überle-

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

erreicht wird. 

Es wurde ferner untersucht, welchen Einfluss die Endtemperatur auf die Überlebensrate der 

Zellen besitzt. Deshalb wurden die Zellen mit den Gefriergeschwindigkeiten 0,5 K/min, 2 

K/min bzw. 100 K/min auf die Temperaturen TP von -20 °C, -40 °C bzw. -196 °C abgekühlt. 

Abbildung 37 zeigt die Überlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei ohne Schutzstoff 

sowie mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) oder mit Magermilchpulver (0,5 g/gZelltrockenmasse) in 

PBS nach dem Abkühlen auf unterschiedliche Endtemperaturen TP und anschließendem Auf-

tauen. 
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Abbildung 37: Überlebensrate SG von Lb. paracasei ssp. paracasei in unterschiedlichen Medien nach dem 

Gefrieren bis zu unterschiedlichen Endtemperaturen und anschließendem Auftauen. (Mittelwerte± Stan-

dardabweichung) 

Für die Temperaturen -20 °C, -40 °C bzw. -196 °C werden ohne Schutzstoffe Überlebensraten 

von 86±6 %, 77±9 % bzw. 58±5 % erzielt. Für die Temperaturen -20 °C und -40 °C werden 

in Laktose oder Magermilch höhere Überlebensraten erzielt (Laktose: 95±5 % und 95±7 %, 

Magermilch: 97±7 % und 98±11 %). Für eine Endtemperatur von -196 °C konnte nur für Ma-

germilch eine höhere Überlebensrate (77±5 %) erzielt werden als ohne Schutzstoff. Bei einem 

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

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

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

renen Zustand bei Einsatz unterschiedlicher Schutzstoffe 

Für die Haupttrocknung wurden bei den Produkttemperaturen -20 °C und -30 °C unterschied-

liche Trocknungsgeschwindigkeiten (eingestellt durch unterschiedliche Stellflächentempera-

turen TSt) eingestellt und hinsichtlich der Entwicklung der Überlebensrate im gefrorenen Zu-

stand in Abhängigkeit von der Verweilzeit analysiert. 

Abbildung 38 zeigt den Verlauf der Überlebensrate 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 Überlebensrate beim Zeitpunkt 0 den Wert dar, der nach dem Gefrieren auf die ent-

sprechende Endtemperatur erreicht wurde. 
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Abbildung 38: Überlebensrate SG von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Abhängigkeit von der Ver-

weildauer im gefrorenen Zustand bei unterschiedlichen Produkttemperaturen TP. Die Zellen befinden sich 

in einer Matrix (A) ohne Schutzstoffe, (B) mit Lactose (0,25 g/gZelltrockenmasse) oder (C) mit Magermilch 

(0,5 g/gZelltrockenmasse) (Mittelwerte ± Maximal- und Minimalwert). 

A 
(ohne Schutzstoff) 

B 
(Laktose 
0,25 g/gZelltrockenmasse) 

C 
(Magermilch 
0,5 g/gZelltrockenmasse) 
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Abbildung 38 zeigt, dass die Überlebensrate während des Verweilens im gefrorenen Zustand 

abnimmt. Wenn die Zellen im gefrorenen Zustand ohne Schutzstoff gehalten werden, so ist 

die Abnahme am stärksten ausgeprägt. Der Zusatz der Schutzstoffe Laktose und Magermilch 

führt zu einer verminderten zeitlichen Abnahme der Überlebensrate. Bei den Zellen ohne 

Schutzstoff zeigt sich bei der Temperatur von -20 °C eine langsamere Abnahme der Überle-

bensrate als bei den Temperatur -30 °C. Wird den Zellen Magermilch und Laktose als Schutz-

stoffe zugegeben, so zeigt der Verlauf der Überlebensrate nur eine geringe Abhängigkeit von 

der Temperatur. 

6.1.4 Diskussion der Prozesseinflüsse des Gefrierens auf die Überlebensrate der Zellen 

mit und ohne Schutzstoffe 

Wie aus Abbildung 36 und Abbildung 37 ersichtlich, beeinträchtigt der Gefrierprozess die 

Lebensfähigkeit von Lb. paracasei ssp. paracasei in einem gewissen, jedoch nicht sehr aus-

geprägten Maße, solange eine Gefriertemperatur von -40 °C nicht unterschritten wird. Durch 

die Zugabe von Magermilchpulver oder Laktose wird die Überlebensrate bei fast allen Pro-

zessbedingungen erhöht. Ferner ist die Überlebensrate nicht signifikant von der Kühlrate ab-

hängig (vgl. Abbildung 36) und nur in geringem Maße 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 höchsten Überle-

bensrate führte. Für die Formulierungen mit Schutzstoff führten die Temperaturen -20 °C und 

-40 °C zur höchsten, nicht signifikant unterschiedlichen Überlebensrate. Bei einer Endtemper-

tur von -196 °C wurde für alle Formulierungen die niedrigste Überlebensrate festgestellt. Der 

Einfluss der Temperatur zeigte sich für 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 Überlebensrate bei der niedrigeren Endtemperatur. Die Messungen des ge-

schmolzenen Anteils an Wasser in Abhängigkeit von der Temperatur zeigen, dass durch das 

Gefrieren ohne Schutzstoff bei einer Temperatur von -20 °C ein etwas höherer Anteil an Was-

ser kristallin vorliegt als mit den Schutzstoffen Laktose oder Magermilch. Dies führt zu der 

Vermutung, dass eine Ursache für das Absterben von Zellen während des Gefriervorgangs 

ohne Schutzstoff der Dehydrierungseffekt ist. Die Dehydrierung ist umso höher, je niedriger 

die Temperatur ist. Diese Vermutung wird erhärtet durch die Erkenntnisse zum Inaktivie-

rungsverhalten von Erythrozyten (Mazur, 1984). Für Erythrozyten ist ebenfalls bekannt, dass 

mit abnehmender Temperatur die Überlebensrate abnimmt. Wenn ein Schutzstoff in der Sus-

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

det. Je höher der Anteil an ausgefrorenem Wasser umso niedriger ist die Überlebensrate.  

Es wurde beobachtet, dass die Zellen während des Verweilens im gefrorenen Zustand vor 

allem in einer Lösung ohne Schutzstoff innerhalb der untersuchten Zeiten fortlaufend inakti-

viert werden. Deshalb kann der Dehydrierungseffekt nicht der einzige Grund für die Abnahme 

der Überlebensrate sein. Für Proteine ist eine schädigende 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 weiß, dass die Funktionalität von 

Biomolekülen in Pufferlösungen während des Gefrierens und im gefrorenen Zustand aufgrund 

von pH-Verschiebungen und aufgrund erhöhter Salzkonzentrationen in der nicht ausgefrore-

nen, konzentrierten Restlösung beeinträchtigt werden kann. Beispielsweise konnten Anchor-

doquy und Carpenter (1996) für das System Laktatdehydrogenase in einer Phosophatpufferlö-

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 während des Gefrierens mit der Ak-

tivität 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 nämlich sowohl 

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

Für das in der vorliegenden Arbeit untersuchte System kann vermutet werden, dass Oberflä-

chenproteine durch den pH-Shift aus der Membran entfernt bzw. nicht mehr mit ihr assoziiert 

sind, wodurch die Proteine auch ihre Funktionalität verlieren (vgl. Alberts et al., 1990). Ferner 

kann auch die Konzentrierung des Elektrolyten NaCl im Phosphatpuffer und/oder die Kon-

zentrierung von Puffersalzen einen schädlichen Effekt auf Proteine bewirken (Lovelock, 

1953; Pikal-Cleland et al., 2000). Des Weiteren können die niedrigen Temperaturen an sich 

die Energie von Wasserstoffbrückenbindungen herabsetzen, wodurch die Abstoßungskräfte 

zwischen hydrophoben Gruppen im Inneren von Proteinen und der Proteinoberfläche herab-

gesetzt werden. Als Folge treten die hydrophoben Gruppen aus dem Molekülinneren an die 

Grenzfläche zum Wasser, der gefaltete Zustand wird instabil und Untereinheiten können dis-

soziieren (Franks, 1985). Diese Schädigungsmechanismen liegen vermutlich auch bei dem 

hier untersuchten System vor, weshalb die Überlebensrate der Zellen während des Verweilens 

im gefrorenen Zustand abnimmt und die Abnahme für die Suspension ohne Schutzstoffe am 

stärksten ist. 
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Für die Abhängigkeit der Überlebensrate der Mikroorganismen von der Kühlrate kann das in 

Kapitel 3.1 beschriebene Modell herangezogen werden. Demnach bildet sich durch die extra-

zelluläre Eiskristallbildung ein Wasserdampfdruckunterschied zwischen Zellinnen- und 

-außenraum. Um diesen auszugleichen, gibt das Cytoplasma Wasser an die Umgebung ab 

(osmotischer Stress), was eine Konzentrierung der intrazellulären Lösung und ein weiteres 

Anwachsen der extrazellulären Eismasse zur Folge hat. Durch die Konzentrationsänderung 

kann es im Intrazellulärraum zu Veränderungen des pH-Werts und der Ionenkonzentration 

kommen, was zu Proteindenaturierung oder Zellmembranschädigung führen kann. 

Wie bereits in Kapitel 3.1 dargestellt, kann sowohl eine hohe als auch eine niedrige Gefrierra-

te die Zelle zerstören. Für den hier verwendeten Organismus wurde kein Einfluss der Gefrier-

rate ermittelt, was vermutlich auf das mehrschichtige Mureinnetz von gram-positiven Mikro-

organismen zurückzuführen ist, wodurch die Wasserabgabe vom intra- in den extrazellulären 

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 überhaupt gefriert, was vermutlich nicht der Fall ist. (Mazur, 1984). Folglich wür-

den die hier verwendeten Mikroorganismen durch Diffusion des Wassers aus der Zelle ge-

schädigt. 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 gekühlt, 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 großer 

Anteil des Wassers im Zellinneren, das intrazellulär gefriert und aufgrund der Dichteanomalie 

des Wassers durch die Volumenvergrößerung mechanische Schäden bewirkt. Darauf lässt 

sich die niedrigere Überlebensrate bei einer Endtemperatur von -196 °C zurückführen. 

Die höheren Überlebensraten der Proben, denen Magermilch (0,5 g/gZelltrockenmasse) oder Lakto-

se (0,25 g/gZelltrockenmasse) zugesetzt wurden, lassen darauf schließen, dass die beiden Additive 

als Cryoprotektoren wirksam sind, indem sie die Biomoleküle bei niedrigen Temperaturen 

und mäßigem Wasserverlust sowohl durch Absenkung der Gefriertemperatur und durch die 

bevorzugte Anlagerung von Wassermolekülen an der Grenzfläche zwischen Protein und um-

gebender Schutzstofflösung (preferential hydration) in ihrer Konformation stabilisieren. Die 

Schutzmechanismen „water replacement“ und „Glaszustand“ kommen während des Gefrier-

prozesses noch nicht zum Tragen, da die Biomoleküle zu diesem Zeitpunkt noch in ausrei-

chendem Maße hydriert sind. 
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6.2 Gefriertrocknung von Mikroorganismenpräparationen 

Im Rahmen der Arbeit wurden die Einflüsse der entscheidenden Betriebsparameter der Ge-

friertrocknung, nämlich der Kammerdruck pK und die Stellflächentemperatur TSt, den Trock-

nungsverlauf und die Überlebensrate von Lb. paracasei ssp paracasei während des Wasser-

entzugs untersucht. Des Weiteren wurde ermittelt, ob und in welchem Maße die Trocknungs-

geschwindigkeit durch die Probenzusammensetzung verändert und die Überlebensrate der 

Mikroorganismen gesteigert wird. 

6.2.1 Trocknungsverlauf und Überlebensrate für Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 

ohne Schutzstoffe für verschiedene Prozessbedingungen 

Im Folgenden werden die Ergebnisse des Trocknungsverlaufs und der Entwicklung der Über-

lebensrate von Zellen zunächst in Phosphatpufferlösung (PBS) ohne Schutzstoff in Abhän-

gigkeit von Kammerdruck und Stellflächentemperatur dargestellt. 

Produkttemperatur und Wasserentzug 

Abbildung 39 zeigt den Verlauf der Produkttemperatur TP, der Stellflächentemperatur TSt und 

des Kammerdrucks pK während des Gefrierens und der Gefriertrocknung von Lb. paracasei 

ssp. paracasei in PBS ohne Schutzstoff. Als Beispiel sind TP, TSt und pK für die Trocknungs-

bedingung 4 (37/-30/-10) dargestellt. 
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Abbildung 39: Verlauf der Produkttemperatur TP, der Stellflächentemperatur TSt und des Kammer-

drucks pK während der Gefriertrocknung von Lb. paracasei ssp. paracasei ohne Schutzstoff in PBS. Für 

die Haupttrocknung wurde ein Kammerdruck pK von 37 Pa gewählt, was einer Sublimationstemperatur 

des Wassers von -30 °C entspricht. Die Stellflächentemperatur TSt wurde während des Gefrierens auf 

einen konstanten Wert von -20 °C eingestellt. Für die Haupttrocknung wurde für TSt ein Wert von -10 °C 

gewählt. 

In Abbildung 39 stellt sich der Verlauf der Produkttemperatur TP, der Stellflächentemperatur 

TSt und des Druckes pK während des Gefrierens und der Gefriertrocknung folgendermaßen 

dar. Das Gefrieren wird bei einem konstanten Druck pK von 1,013·105 Pa durchgeführt. Die 

Stellflächentemperatur TSt weist während des Gefrierprozesses einen konstanten Wert von 

-20 °C auf. Die Ausgangstemperatur der Zellsuspension TP war zu Beginn des Prozesses 

10 °C. Auf Grund des Kontaktes zwischen der Zellsuspension und der gekühlten Stellfläche 

wird der Zellsuspension Wärme entzogen und die Temperatur nimmt ab. Die Zellsuspension 

wird bis zu einem Temperaturbereich von -7 °C bis -10 °C unterkühlt. In diesem Temperatur-

bereich setzt die Kristallisation des Wassers ein. Durch die freiwerdende Kristallisationswär-

me wird das Produkt erwärmt und die Temperatur steigt auf ca. -2 °C an. Im weiteren Verlauf 

wird dem teilweise gefrorenen Produkt wieder Wärme entzogen, die Temperatur nimmt wie-

der ab. Nach einer Zeit von ca. 50 min erreicht die Produkttemperatur den Wert der Stellflä-

Gefrieren         Sublimation                     Desorption 
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chentemperatur TSt von -20 °C. Die Bedingungen des Gefrierprozesses wurden für alle Trock-

nungsprozesse als Parameter konstant gehalten. Nach einer Gesamtzeit des Gefrierprozesses 

von 1 h wird der Gefriertrocknungsprozess eingeleitet, der, wie später gezeigt wird, je nach 

Kammerdruck und Stellflächentemperatur unterschiedliche Verläufe aufweist. Im dargestell-

ten Beispiel wird der Druck pK von 1,013·105 Pa auf 37 Pa innerhalb von 3 min abgesenkt. 

Die Stellflächentemperatur TSt wird von -20 °C auf -10 °C erhöht. Die Produkttemperatur TP 

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 gasförmigen Aggregatzustand. Folglich setzt bei der Probe mit dieser 

Temperatur bei 37 Pa Sublimation von Wasser ein, wodurch der Probe wiederum Sublimati-

onswärme entzogen wird. Durch den Entzug der Sublimationswärme nimmt die Temperatur 

der Probe auf Sublimationstemperatur von -30 °C (Wasserdampftafel, Anhang) ab. Durch das 

Beheizen der Stellfläche wird der Probe ständig Wärme zugeführt, wodurch der Sublimati-

onsprozess bei einer Temperatur von -30 °C aufrechterhalten wird. Während der Sublimation 

besitzt die Probe also eine konstante Temperatur von -29 °C bis -30 °C für eine Trocknungs-

dauer von fast 2 h. Die konstante Temperatur zeigt, dass die über die Stellfläche zugeführte 

Energie vollständig durch Sublimation verbraucht wird. Nach 2 h ist ein rascher Anstieg der 

Produkttemperatur TP von -30 °C auf Stellflächentemperatur TSt 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 Sublimationswärme umgewandelt son-

dern wirkt sich in Form einer Temperaturerhöhung des Produktes aus bzw. bewirkt die De-

sorption von nicht gefrorenem Wasser. Während der Desorption bleibt die Produkttemperatur 

konstant auf Stellflächentemperatur. Der Druck pK wird während der Gefriertrocknung nicht 

verändert sondern bleibt konstant auf einem Wert von 37 Pa. 

Der Verlauf der Betriebsparameter pK und TSt sowie die Produkttemperatur TP wurden für alle 

untersuchten Prozessbedingungen während des Gefrierens und der Trocknung gemessen. Der 

jeweilige Druck pK und die Stellflächentemperatur TSt wurden dabei während der kompletten 

Trocknungsdauer vorgegeben, es änderte sich lediglich die Produkttemperatur TP aufgrund 

der oben erläuterten Vorgänge. Der Verlauf der Produkttemperatur, der aus den verschiedenen 

Einstellungen resultiert, wird in Abbildung 40 dargestellt. Die Beschriftungen der Kurven 

zeigen: 

Druck pK/Sublimationstemperatur von Wasser Tsub,w/Stellflächentemperatur TSt (Klas-

sifzierung der Trocknungsgeschwindigkeit in schnell, mittel, langsam). 
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Die Ergebnisse sind zur besseren Übersicht in zwei Darstellungen aufgeteilt, wobei Diag-

ramm A die Produkttemperatur der Proben bei einem Druck von 102 Pa (TSub,W = -20 °C) und 

unterschiedlichen Stellflächentemperaturen zeigt. Diagramm B zeigt den Verlauf für die Drü-

cke 37 (TSub,W = -30 °C) und 12 Pa (TSub,W = -40 °C) für unterschiedliche Stellflächentempera-

turen. 
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Abbildung 40: Verlauf der Produkttemperatur TP während der Gefriertrocknung von Lb. paracasei ssp. 

paracasei in PBS ohne Schutzstoff bei unterschiedlichen Prozessbedingungen. Die Prozessbedingungen 

werden in den Kurvebeschriftungen entsprechend „Kammerdruck pK/Sublimationstemperatur von Was-

ser TSub, W/Stellflächentemperatur TSt“ wiedergegeben. In Diagramm A sind die Temperaturverläufe für 

einen Druck von 102 Pa (TSub,w = -20 °C) und unterschiedlichen Stellflächentemperaturen TSt dargestellt. 

Das Diagramm B stellt die Verläufe für die Kammerdrücke 37 Pa (TSub,w = -30 °C) und 12 Pa (TSub,w = 

-40 °C)  dar. 

A 

B 

(schnell) 

(mittel) 

(langsam)

(schnell) 

(mittel)

(langsam)

(langsam)
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Aus Abbildung 40 wird deutlich, dass die Produkttemperatur der Zellsuspensionen zu Beginn 

der Trocknungen jeweils annähernd (± 2 K) den Wert der Sublimationstemperatur von reinem 

Wasser aufweist. Nach unterschiedlichen Zeiten steigt die Produkttemperatur relativ rasch an 

und nähert sich dem Wert der Stellflächentemperatur. Ausnahmen stellen die Trocknungen 

bei hohen Stellflächentemperaturen mit den Prozessbedingungen (37/-30/50, schnelle Trock-

nung) und (102/-20/80, schnelle Trocknung) dar. Bei diesen Prozessbedingungen nimmt die 

Produkttemperatur während des ersten Abschnittes der Trocknung, der Sublimation, Werte 

von -20 bzw. -10 °C an. Bei dieser Heizleistung wird die Wärme folglich nicht nur in Subli-

mationswärme umgewandelt, sondern zusätzliche thermische Energie zugeführt, was sich in 

einem Anstieg der Produkttemperatur bemerkbar macht. Auch nach dem Temperaturanstieg 

wird bei diesen Bedingungen nicht die Stellflächentemperatur erreicht, sondern niedrigere 

Werte von 26 °C bzw. 56 °C. Begründet ist dies in einer Abfuhr der Wärme durch den Eis-

kondensator, der eine Temperatur von -60 °C aufweist. Aufgrund der niedrigen Temperatur 

wird dadurch die komplette Vakuumkammer gekühlt. Auch wenn die Wärmeleitung und 

Konvektion im Vakuum sehr gering ist, stellt sich infolgedessen bei den Proben eine resultie-

rende Temperatur ein, die zwar höher ist als die Temperatur der Vakuumkammer, aber niedri-

ger als die Temperatur der Stellfläche. 

Für die unterschiedlichen Prozessbedingungen wurde der Verlauf des Wasserentzugs ermit-

telt. 

Abbildung 41 zeigt den zeitlichen Verlauf des prozentualen Masseverlustes M(t) und des 

Restwassergehaltes X(t) während der Gefriertrocknung für die unterschiedlichen Prozessbe-

dingungen. Die Zellen wurden ohne Schutzstoff in Phosphatpuffer getrocknet. Die Ergebnisse 

wurden entsprechend der Kammerdrücke pK zur besseren Übersicht in getrennten Diagram-

men dargestellt. So zeigen die Diagramme A und B die Trocknungsverläufe (X(t) und M(t)) 

für einen Kammerdruck 102 mbar (-20 °C) und den jeweiligen unterschiedlichen Stellflächen-

temperaturen TSt. Die Diagramme C und D zeigen die Trocknungsverläufe für die Kammer-

drücke 37 mbar (-30 °C) und 12 mbar (-40 °C) mit den jeweiligen unterschiedlichen Stellflä-

chentemperaturen. 
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Abbildung 41: Verlauf des Masseverlustes M, bezogen auf die Anfangsmasse mPvT, und des Restwasserge-

halts X während der Trocknung von Lb. paracasei ssp. paracasei ohne Schutzstoff bei verschiedenen Pro-

zessbedingungen (Mittelwerte±Standardabweichung). 

A: M(t) für Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (●), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-

schwindigkeit) (●), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (○); 

B: X(t) für Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (●), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-

schwindigkeit) (●), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (○); 

C: M(t) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) 

(▲), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ); 

D: X(t) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (▲), 

37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ). 

 

Druck pK = 37 und 12 Pa 
TSub, W = -30 °C und -40 °C 

pK = 102 Pa  
TSub, W = -20 °C 

pK = 102 Pa  
TSub, W = -20 °C 

Druck pK = 37 und 12 Pa 
TSub, W = -30 °C und -40 °C 

A B 

C D 
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Abbildung 41 zeigt, dass die Trocknungsgeschwindigkeit von den Prozessbedingungen ab-

hängig ist. Die Trocknungsgeschwindigkeit ist bei den höchsten Stellflächentemperaturen 

(50 °C und 80 °C) bei Kammerdrücken von 102 Pa und 37 Pa am höchsten. Ein Kammer-

druck von 12 Pa und eine Stellflächentemperatur von -20 °C führen zur langsamsten Trock-

nung. Generell steigt die Trocknungsgeschwindigkeit mit steigender Temperaturdifferenz 

zwischen der Probentemperatur und der Stellflächentemperatur. Bei gleicher Temperaturdiffe-

renz ist die Trocknungsgeschwindigkeit bei höherer Produkttemperatur bzw. höherem Kam-

merdruck größer. 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 können die Ergebnisse auch durch den Verlauf der Pro-

dukttemperatur bestätigt werden. So kann bei Vergleich der Abbildung 40 mit Abbildung 41 

festgestellt werden, dass bei einer schnelleren Trocknung die Produkttemperatur zu einem 

früheren 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 für verschiedene Prozessbedingungen von Sublima-

tionstemperatur auf Stellflächentemperatur ansteigt, einen Wert von 25 % - 15 % aufweist. 

Dieser Wert stimmt wiederum mit dem Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser überein (vgl. 

Abbildung 33). Für die Trocknung der Präparate konnte festgestellt werden, dass ab einem 

Restwassergehalt von unter 20 % ein poröses Produkt erhalten wurde. Oberhalb dieses Rest-

wassergehalts wurden die Präparate nach der Trocknung aufgrund der anschließenden Tempe-

raturerhöhung wieder flüssig. Als Endrestwassergehalt wurde ein Wert von 5 % angestrebt. 

Bei Untersuchung der Überlebensrate in Abhängigkeit von den Prozessbedingungen muss 

berücksichtigt werden, dass bei unterschiedlichen Trocknungsgeschwindigkeiten der Rest-

wassergehalt nach gleicher Trocknungszeit unterschiedlich ist. Aus diesem Grund sind Über-

lebensraten, die für unterschiedliche Prozessbedingungen nach der gleichen Trocknungsdauer 

untersucht wurden, nicht ohne Einschränkungen miteinander vergleichbar. Zum aussagefähi-

gen Vergleich der erzielten Überlebensrate während der Trocknung unter verschiedenen Pro-

zessbedingungen ist es erforderlich, diese zunächst in Abhängigkeit vom Restwassergehalt 

(X) zu betrachten. 

Verlauf der Überlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei während der Gefriertrocknung 

ohne Schutzstoff in Phosphatpufferlösung 

Abbildung 42 zeigt die Überlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei für verschiedene 

Prozessbedingungen in Abhängigkeit vom Restwassergehalt. Analog zu Abbildung 40 sind 
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die Überlebensraten zur besseren Übersicht auch hier in zwei Diagrammen dargestellt, diffe-

renziert nach dem Kammerdruck. Anfangswert für die Überlebensrate ist der Wert nach dem 

Gefrieren. 
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Abbildung 42: Überlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Abhängigkeit vom Restwas-

sergehalt für verschiedene Prozessbedingungen. (Mittelwerte±Standardabweichung für ST und X) 

A: ST(X) für Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (●),102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-

schwindigkeit) (●),102/-20/-10 (langsame Trocknung) (○); 

B: ST(X) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) 

(▲), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ). 

pK = 102 Pa 
 
TSub, W = -20 °C 

pK = 37 Pa und 12 Pa 
 
TSub, W = -30 °C und -40 °C B 

A 
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Aus Abbildung 42 und Abbildung 41 wird deutlich, dass die Überlebensrate vom Restwasser-

gehalt abhängig ist und mit zunehmendem Wasserentzug abnimmt. Außerdem zeigen Abbil-

dung 42 und Abbildung 40, dass der Verlauf der Überlebensrate in Abhängigkeit von den 

Prozessbedingungen Produkttemperatur TP und Temperaturdifferenz zwischen TP und TSt eine 

unterschiedliche Charakteristik zeigt. Für die Prozessbedingungen mit einem Kammerdruck 

von 102 Pa liegt die Überlebensrate bei einer hohen Trocknungsgeschwindigkeit (Stellflä-

chentemperaturen 10 °C und 80 °C, vgl. Abbildung 41) für hohe Restwassergehalte bei 60 –

 70 %. Diese Überlebensrate wird erreicht, solange der Restwassergehalt einen Wert von 15 –

 20 % nicht unterschreitet. Nimmt der Restwassergehalt weiter ab, so sinkt auch die Überle-

bensrate stark ab. Bei Restwassergehalten von ca. 5 % nimmt die Überlebensrate für einen 

Kammerdruck pK = 102 Pa Werte von 10 – 20 % an.  

Erfolgt die Trocknung bei gleichem Kammerdruck pK von 102 Pa mit einer geringeren 

Trocknungsgeschwindigkeit (Stellfäche -10 °C), so nimmt die Überlebensrate bereits bei 

Restwassergehalten von 90% - 80 % bis auf einen Wert von 35 % ab. Auf diesem Niveau 

bleibt die Überlebensrate bis zu einem Restwassergehalt von 15 % konstant. Bei weiterem 

Wasserentzug unter 15 % erfolgt wiederum eine Abnahme vermehrungsfähiger Zellen. Auch 

für die Prozessbedingung 102/-20/-10 stellt sich bei einem Restwassergehalt von 5 % eine 

Überlebensrate von 15 % ein. Dieser Wert ist also vergleichbar mit der Überlebensrate nach 

einer Trocknung mit hoher Trocknungsgeschwindigkeit bei einem Restwassergehalt von 5 %. 

Für den Kammerdruck 102 Pa werden also am Ende der Trocknung vergleichbare Überle-

bensraten von 10 -20 % erreicht, unabhängig von der Trocknungsgeschwindigkeit. Unter-

schiedliche Trocknungsgeschwindigkeiten führen lediglich zu unterschiedlichen Verläufen 

der Überlebensrate ST in Abhängigkeit 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 Überlebens-

rate in Abhängigkeit vom Restwassergehalt im Vergleich zu einem Druck von 102 Pa verän-

dert. Zu Beginn der Trocknung, also bei hohen Wassergehalten, nimmt die Überlebensrate bei 

einer Trocknung mit hoher Trocknungsgeschwindigkeit (37/-30/50) stärker ab, als bei einem 

Druck von 102 Pa mit vergleichbar hohen Trocknungsgeschwindigkeiten (vgl. Abbildung 41). 

Dabei nimmt die Überlebensrate bis zu einem Wert von 35 % bei einem Restwassergehalt von 

35 % ab. Im Gegensatz dazu nimmt die Überlebensrate bei 102/-20/80 (schnelle Trocknung) 

Werte von 60 % bei gleichem Restwassergehalt an. Nach weiterem Wasserentzug erreicht die 

Überlebensrate ca. 15 % bei einem Restwassergehalt von 5 %. Die Überlebensrate erreicht 

also ein vergleichbares Niveau wie nach Trocknungen bei höherem Druck (102 Pa) und dar-
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aus folgender höherer Produkttemperatur (-20 °C). Allerdings muss hier beachtet werden, 

dass für die Prozessbedingung 37/-30/50 (schnelle Trocknung) während der Sublimation nicht 

die Sublimationstemperatur erreicht wurde, sondern eine höhere Temperatur von -20 °C. 

Wird die Trocknung bei einem Druck von 37 Pa (-30 °C) langsamer durchgeführt (Stellfläche 

10 °C), so sinkt die Überlebensrate 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 Überlebensrate wieder ab und 

erreicht Werte von ca. 5 – 7 %. Bei einer Trocknung mit niedrigerer Stellflächentemperatur 

von -10 °C und somit geringerer Trocknungsgeschwindigkeit ergibt sich ein ähnlicher Ver-

lauf. Allerdings verläuft die Überlebensrate 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 während der Sublimation 

durchgeführt, nimmt die Überlebensrate 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 Über-

lebensrate von 4 % erreicht. 

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

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

6.2.2 Diskussion und Modellierung der Einflüsse verfahrenstechnischer Bedingungen 

auf die Überlebensrate der Zellen in einer Matrix ohne Schutzstoffe 

Es ist deutlich, dass die Überlebensrate während der Trocknung ohne Schutzstoffe von den 

Prozessbedingungen abhängig ist. Sie wird beeinflusst von Produkttemperatur und Trock-

nungszeit. Eine höhere Produkttemperatur (-20 °C) während der Sublimation wirkt sich scho-

nender auf die Zellen während der Trocknung aus, die Überlebensrate nimmt bei gleichem 

Restwassergehalt schwächer ab als bei einer Temperatur von -30 °C. Ferner ist deutlich, dass 

während der Sublimation eine höhere Trocknungsgeschwindigkeit bzw. niedrigere Verweil-

zeit zu einer höheren Überlebensrate bei gleichem Restwassergehalt führt. Schädlich wirkt 

sich sowohl der Wasserentzug als auch eine zeitabhängige chemische/physikalische Reaktion 

aus. 
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Summarische Bedeutung von Verweilzeit und Restwassergehalt für die Entwicklung der Über-

lebensrate bei unterschiedliche Prozessbedingungen 

Im Folgenden soll diskutiert werden, aus welchen Gründen sich der Verlauf der Überlebens-

rate während der Trocknung bei den unterschiedlichen Trocknungsbedingungen in Abhängig-

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 Überlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paraca-

sei, Restwassergehalt und Trocknungsdauer bzw. Verweilzeit zu verdeutlichen, ist der Ver-

lauf dieser Größen in Abbildung 43 dargestellt. In Abbildung 43A ist der Zusammenhang für 

einen Kammerdruck pK von 102 Pa (Tsub, W = -20 °C) dargestellt und Abbildung 43B zeigt 

diesen Zusammenhang für einen Kammerdruck pK von 37 Pa (Tsub,W = -30 °C). In den beiden 

Diagrammen ist auch der Verlauf der Überlebensrate während des Verweilens im gefrorenen 

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

fernt wird, dargestellt. 

  

  

Abbildung 43: Überlebensrate ST von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei in Abhängigkeit vom Restwas-

sergehalt X und von der Trocknungsdauer t für Prozessbedingungen bei einem Kammerdruck von 

102 Pa (A) und 37 Pa (B) mit jeweils unterschiedlichen Stellflächentemperaturen. (●) Messwerte Überle-

bensrate nach Gefriertrocknung, (■) Messwerte Überlebensrate während des Verweilens im gefrorenen 

Zustand (vgl Abbildung 38). 

Abbildung 43A zeigt für einen Kammerdruck von 102 Pa, dass die Überlebensrate bei hohen 

Restwassergehalten (bis ca. 20 %) stärker von der Verweilzeit als vom Restwassergehalt ab-

hängig ist. Allerdings ist die Abnahme der Überlebensrate 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 Überlebensrate im gefrorenen Zustand bei -20 °C stellt man fest, dass der Unterschied 

im Verlauf der Überlebensrate mit oder ohne Sublimation relativ gering ist. Der Unterschied 

wird umso geringer, je schneller die Trocknung verläuft. Auffällig ist bei einem Kammer-

druck von 102 Pa zudem der Knick der Fläche bei einem Restwassergehalt von 20 %. Ab die-

sem Restwassergehalt verändert sich auch der Zusammenhang zwischen den Einflussgrößen 

Restwassergehalt und Verweilzeit. Besitzt bei den höheren Restwassergehaltswerten die Ver-

weilzeit eindeutig den stärkeren Einfluss, so ist es ab einem Restwassergehalt von 20 % die 

Wasserentfernung. 

Abbildung 43B zeigt, dass die Überlebensrate bei einem Kammerdruck von 37 Pa zu Beginn 

der Trocknung sowohl durch den Restwassergehalt X als auch durch die Verweilzeit t beeinf-

lusst wird. Je schneller ein bestimmter Restwassergehalt erreicht wird, umso höher ist die 

Überlebensrate. Gleichzeitig wird nach einer bestimmten Zeit eine höhere Überlebensrate 

erreicht, wenn der Restwassergehalt höher ist. Ferner ist deutlich, dass die Überlebensrate zu 

Beginn der Trocknung verhältnismäßig stark abnimmt. Im weiteren Verlauf des Wasserent-

zugs ist die Abnahme schwächer ausgeprägt. Vergleicht man die Inaktivierung in Abhängig-

keit von der Zeit während der Dehydrierung mit der Inaktivierung im gefrorenen Zustand 

(ohne Wasserentzug, vgl. auch Abbildung 38), so kann festegestellt werden, dass bei Dehyd-

rierung die zeitliche Abhängigkeit der Überlebensrate stärker ist. 

Gehrke (1991) stellte einen Verlauf der Überlebensrate von Lactobacillus plantarum während 

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. Während 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 Überlebensrate er-

folgte. Während der eigentlichen Reduktion des Restwassergehalts blieb die Überlebensrate 

relativ konstant. Während der Desorption am Ende der Trocknung stellte Gehrke (1991) 

nochmals eine Abnahme der Überlebensrate fest. Dieser Verlauf kann auch durch die hier 

ermittelten Ergebnisse bei einer niedrigeren Sublimationstemperatur bestätigt werden. Bei 

diesen Prozessbedingungen nimmt die Überlebensrate ebenfalls zu Beginn der Trocknung 

stark ab, bleibt während des Wasserentzugs konstant und erfährt bei niedrigen Restwasserge-

halten nochmals eine Abnahme. Gehrke (1991) ermittelte den Verlauf der Überlebensrate nur 

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

zessbedingungen auf die Entwicklung der Überlebensrate getroffen werden kann. 

Bedeutung des Restwassergehalts für die Entwicklung der Überlebensrate 

Der Restwassergehalt von 20 % stellt für das hier untersuchte System einen kritischen Wert 

dar. Gerade bei der höheren Temperatur von -20 °C und den hohen Trocknungsgeschwindig-

keiten, bei denen die Überlebensrate während der Sublimation hohe Werte aufweist, nimmt ST 

unterhalb dieses Restwassergehalts sehr stark ab. Für die niedrigen Temperaturen und niedri-

gen Trocknungsgeschwindigkeiten ist die Abnahme geringerer. Ab einem Restwassergehalt 

von 20 % wird vermutlich das stärker gebundene, nicht ausgefrorene Wasser entfernt, zu dem 

auch das strukturierte Wasser in direkter Umgebung der Biomoleküle gehört. Dies wird auch 

durch die Ergebnisse zum Einfluss der Trocknungsgeschwindigkeit bestätigt, die ab einem 

Restwassergehalt von 20 % aufgrund des stärker gebundenen Wassers verlangsamt wird. 

Durch dieses Strukturwasser werden Proteine und Phospholipide in ihrer nativen Struktur 

durch hydrophobe Wechselwirkungen, van der Waals Kräfte sowie Wasserstoffbrückenbin-

dungen stabilisiert. Wird dieses Wasser entfernt, treten Konformationsänderungen der Zell-

komponenten auf, wodurch diese ihre Funktion verlieren. Die Existenz eines kritischen Rest-

wassergehalts, ab dem die Stabilität/Vitalität von Mikroorganismen stark abnimmt, ist für die 

Vakuumtrocknung und Lufttrocknung, allerdings nicht für 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) für eine Bäckerhefe einen kritischen Restwassergehalt von 10 % ermitteln. Jiang und 

Nail (1998) untersuchten den Einfluss der Gefriertrocknungsbedingungen auf die Enzymsta-

bilität von Laktatdehydrogenase. Der kritische Restwassergehalt war bei diesem System eben-

falls 10 %, ab dem die Aktivität 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 

Veränderungen stattfinden. Beispielsweise steigt die Phasenübergangstemperatur von Lipo-

somen im Bereich zwischen 30 und 20 % Restwassergehalt stark an, während sie bei höheren 

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 Verläufen der Überlebens-

rate für die Trocknung bei unterschiedlichen Temperaturen gibt. Bei höheren Temperaturen 

bleibt die Überlebensrate 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 Überlebensrate zu Beginn der Trocknung stark ab, am 

Ende nur noch geringfügig. 

Bedeutung der Verweilzeit der Mikroorganismen in einer gefrierkonzentrierten Matrix 

Abgesehen von der Dehydrierung werden die Zellen während der Gefriertrocknung durch das 

Verweilen in einer gefrorenen Matrix, in der aufkonzentrierte Puffersalze vorliegen, geschä-

digt. Die dargestellten Ergebnisse zeigen den Verlauf der Überlebensrate von Lb. paracasei 

ssp. paracasei in Phosphatpuffer mit einer Konzentration von 0,01 M PBS / 0,15 M NaCl. 

Wie bereits in Kapitel 6.1 erläutert, nimmt die Funktionalität von Biomolekülen in Pufferlö-

sungen während des Gefrierens und während des Verweilens im gefrorenen Zustand aufgrund 

von pH-Shifts, erhöhter Salzkonzentrationen und aufgrund der niedrigen Temperaturen, ab. 

Anchordoquy und Carpenter (1996) konnten für das System Laktatdehydrogenase in einer 

Phsophatpufferlösung aus 0,01 M PBS / 0,1 M NaCl feststellen, dass die Dissoziation der 

Laktatdehydrogenase in Untereinheiten während des Gefrierens mit der Aktivität des Enzyms 

nach der Lyophilisation korreliert. Der Erhalt der Quartärstruktur des Proteins während des 

Gefrierens ist also ein kritischer Faktor für den Erhalt der Aktivität nach der Gefriertrock-

nung. Dieser Schädigungsmechanismus liegt vermutlich auch bei dem hier untersuchten Sys-

tem während der Gefriertrocknung vor. Durch diese Schädigung kann die etwas niedrigere 

Überlebensrate der Zellen nach der Trocknung bei den niedrigeren Temperaturen und länge-

ren Verweilzeiten erklärt werden. Die umgebende aufkonzentrierte Lösung sowie die niedrige 

Temperatur bewirkt vermutlich eine Schädigung der Zellen, wodurch bei einem Restwasser-

gehalt von 5 % die Überlebensrate bei den niedrigen Temperaturen (-30 °C und -40 °C) nied-

riger ist, als bei der höheren Temperatur (-20 °C). 

Modellierung der Überlebensrate während der Gefriertrocknung 

Im Folgenden soll ein Modell zum Verlauf der Überlebensrate unter Berücksichtigung von 

Restwassergehalt und Verweilzeit in einer gefrierkonzentrierten Matrix entwickelt werden. 

Wie soeben dargestellt, resultiert die Überlebensrate also aus einer Schädigung im gefrorenen 

Zustand aufgrund der niedrigen Temperaturen und des Verweilens in einer Umgebung mit 

einer erhöhten 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, stärker gebundenen Wassers in der eisfreien, porösen Schicht 

statt. Beide Prozesse besitzen bei unterschiedlichen Restwassergehalten ein unterschiedliches 

Gewicht bei der Gesamtinaktivierung bzw. bei der Abnahme der Überlebensrate. So findet bei 

hohen Restwassergehalten eine Inaktivierung aufgrund der umgebenden aufkonzentrierten 

Pufferlösung (osmotischer Stress) und aufgrund geringer Dehydrierungsschäden statt. Bei 

niedrigen Restwassergehalten findet Desorption des nicht ausgefrorenen Wassers und somit 

auch Entfernung des stärker gebundenen Strukturwassers statt, wodurch die Zellen geschädigt 

werden. Dabei kommt zum Tragen, dass während der Gefriertrocknung ein System vorliegt, 

das im oberen Teil aus einer porösen, eisfreien Schicht mit einem Volumenanteil fef(t), und im 

unteren Teil aus einer gefrorenen, eishaltigen Schicht mit einem volumenbezogenen Anteil 

feis(t) besteht (vgl. Abbildung 4). Diese beiden Anteile verändern sich in Abhängigkeit von der 

Prozesszeit. So verringert sich während der Gefriertrocknung der eisenthaltende Anteil, und 

der eisfreie Anteil nimmt zu. Folglich ändern sich auch anteilig die Schädigungsmechanismen 

während 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 Überlebensrate in der gefrorenen, eishaltigen Fraktion feis(t) mit der 

Geschwindigkeit dSG/dt bei konstanter Temperatur T und konstanter Masse m beschrieben 

werden. Die Inaktivierung in der porösen, eisfreien Fraktion fef(t) verläuft mit der Geschwin-

digkeit dSef/dt. Die Abnahme der Überlebensrate ST nach unterschiedlichen Trocknungszeiten 

resultiert also summarisch aus den Vorgängen, deren Gesamtgeschwindigkeit dST/dt nach 

Gleichung (26) beschrieben wird. 
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Wie soeben erläutert, wird die Hypothese zugrunde gelegt, dass im gefrorenen Anteil die Ge-

frierschädigung mit der Geschwindigkeit dSG/dt stattfindet. Im eisfreien, porösen Anteil setzt 

entweder bereits während der Sublimation des Eises (in der unteren Produktschicht) die De-

sorption der adsorptiv an den Porenwänden gebundenen Restfeuchte ein. Somit würden die 

Zellen in der eisfreien Schicht durch die Entfernung von Strukturwasser geschädigt, was zu 

einer starken Abnahme der Überlebensrate im getrockneten Teil führt. Falls dies nicht der Fall 

ist bleibt die Restfeuchte im porösen, eisfreien Anteil zunächst konstant, bis die Sublimation 

des Eises beendet ist und die Menge an vorbeiströmendem Dampf abnimmt. In diesem Fall 

würden die Zellen in der getrockneten Schicht nicht weiter geschädigt bis Desorption einsetzt. 

dSef/dt wäre also null. In der gefrorenen Schicht würde die Überlebensrate entsprechend der 
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ermittelten zeitlichen Abhängigkeit im gefrorenen Zustand abnehmen. Deren Anteil an der 

Abnahme der Überlebensrate im gesamten Produkt wird durch die zeitliche Änderung des 

eishaltigen Abschnittes feis(t) berücksichtigt 

Dabei berechnet man feis(t) 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 Präparat ab einem Restwassergehalt X 

von 20 % eisfrei ist. 
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M(tX=20%) wird aus dem Zusammenhang zwischen prozentualem Masseverlust M und dem 

Restwassergehalt X ermittelt (vgl. Abbildung 41A, B). Dieser Zusammenhang ist in Abbil-

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

von Zellsususpensionen in PBS ohne Schutzstoff. 

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

Der eisfreie Anteil fef(t) berechnete sich nach Gleichung (28). 

)(1)( tftf eisef            (28) 

Der zeitliche Verlauf des Aktivitätsverlustes der Zellen im gefrorenen Zustand SG(t) (vgl. Ab-

bildung 38) kann für -20 °C und -30 °C in guter Näherung mit einer Reaktion 1. Ordnung 

beschrieben werden. Die zeitliche Abhängigkeit SG(t) wird für die Temperaturen -20 °C bzw. 

83,3 % 
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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. 

tk
GGT eStS  0)(           (29) 

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

(ohne Schutzstoffe) 

T (°C) SG0 (%) k (h-1) 

-20 85,3 0,123 

-30 84,4 0,167 

In Abbildung 45 ist der für feis(t) aus Gleichung (29) und Gleichung (30) berechnete Verlauf 

der Überlebensrate in Abhängigkeit von der Trocknungsdauer ST (t) bis zu der Zeit darges-

tellt, bei der ein Restwassergehalt von 20 % erreicht wird. Dieser Verlauf würde sich ergeben, 

wenn die Überlebensrate nur aufgrund der schädlichen Effekte in der gefrorenen Schicht (2. 

Term aus Gleichung (26)) abnehmen würde (dSef/dt = 0). Der Restwassergehalt von 20 % 

wurde mit den verschiedenen Prozessbedingungen nach unterschiedlichen Zeiten erreicht. 

Aus diesem Grund sind die hier dargestellten Überlebensraten bis zu unterschiedlichen Zeiten 

dargestellt, ab denen das Präparat eisfrei ist. 
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Abbildung 45: Berechnete Überlebensrate S in Abhängigkeit von der Trocknungsdauer t unter der An-

nahme, dass die Zellen während der Trocknung bis zu einem Restwassergehalt von 20 % nur durch che-

mische/physikalische Reaktionen im gefrorenen Anteil geschädigt werden. Prozessbedingungen 102/-20/80 

(schnelle Trocknung)(●), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (●), 102/-20/-10 (langsame 

Trocknung) (○), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (▲), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) 

(▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ); 
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Aus Abbildung 45 ist ersichtlich, dass das Modell mit der Annahme für die Trocknung bei 

hohen Temperaturen bei Erreichen eines Restwassergehaltes von 20 % folgende Überlebens-

raten für die unterschiedlichen Trocknungsgeschwindigkeiten liefert: 

 81 % für Prozessbedingung 102/-20/80 (höchste Trocknungsgeschwindigkeit), 

 81 % für Prozessbedingung 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit), 

 73 % für Prozessbedingung 102/-20/-10 (niedrige Trocknungsgeschwindigkeit). 

Die tatsächlich gemessenen Überlebensraten 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: 

 79 % für Prozessbedingung 37/-30/50 (höchste Trocknungsgeschwindigkeit), 

 75 % für Prozessbedingung 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit), 

 69 % für Prozessbedingung 37/-30/-10 (niedrige Trocknungsgeschwindigkeit). 

Die Überlebensrate 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 Überlebensraten gemessen, als das hier entwi-

ckelte Modell bei schädlichen Prozessen ausschließlich im gefrorenen Zustand liefert. Die 

Zellen werden also während des Wasserentzugs zusätzlich geschädigt, auch wenn überwie-

gend nur Eis entfernt wird, das bereits während des Gefrierens aus der Suspension ausgefro-

renen wurde. Die Inaktivierung kann nicht nur durch die Schädigung im gefrorenen Zustand 

begründet werden.  

Daraus können zwei Schlussfolgerungen abgeleitet werden. Entweder werden die Zellen 

durch das Gefrieren vorgeschädigt, 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-

nachlässigender Feuchtegradient vorliegt. Beim Vorliegen eines Feuchtegradienten sollte die 

Überlebensrate am Ende der Trocknung allerdings für alle Prozessbedingungen wieder den 

gleichen Wert annehmen, was aber gemäß Abbildung 43 nicht der Fall ist. Die Überlebensrate 

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 bestätigen 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 höheren Temperaturen resistenter gegenüber dem Wasserentzug zu sein. Ein zugesetzter 

Schutzstoff sollte demnach dazu in der Lage sein, die Vorschädigung 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 für die gleichen Prozessbedingungen darges-

tellt und erläutert. Dabei wird die Bedeutung des Glaszustands für die Gefriertrocknung und 

die Schutzwirkung untersucht. 

Die Zellsuspensionen, die mit Schutzstoff versetzt werden, durchlaufen während eines Ge-

friertrocknungsprozesses verschiedene physikalische Zustände. Zunächst 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 Lösung führt. Bei Erreichen einer bestimmten Temperatur liegt also ein System vor, das 

neben Eiskristallen eine aufkonzentrierte, amorphe Phase beinhaltet. Nach dem Gefrieren 

wird zunächst das ausgefrorene Wasser durch Sublimation entfernt. Somit ändert sich der 

Restwassergehalt des nicht ausgefrorenen, aufkonzentrierten Anteils nicht. Während 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 während der Gefriertrocknung entweder im Glaszu-

stand oder im Nicht-Glaszustand. Um diesbezüglich einen definierten physikalischen Zustand 

während der Trocknung einstellen zu können, müssen zunächst die Zusammenhänge zwi-

schen Glasübergangstemperatur und Restwassergehalt für das jeweilige Zell-

Schutzstoffsystem ermittelt werden. Diese Zusammenhänge werden in einem Phasen-

Zustandsdiagramm dargestellt. Im Folgenden wird die Vorgehensweise für die Erstellung des 

Phasen-Zustandsdiagramms (Tm(c) und Tg(c)) erläutert. 

Zunächst wurden die Glasübergangstemperatur und die Konzentration der maximal gefrier-

konzentrierten Suspension ermittelt. 



104 Gefriertrocknung mit Schutzstoffen 

Abbildung 46 zeigt den mit Hilfe von thermischer Analyse (vgl. Kapitel 5.3.1) gemessenen 

Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T einer Präparation aus Lb. paracasei 

ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) in Phosphatpufferlösung (vgl. Abbildung 

32). Das Produkt weist eine Feststoffkonzentration von 69 % auf und wurde für die Analyse 

zunächst auf -90 °C in einem ersten Zyklus der DSC-Messung eingefroren und anschließend 

wieder erwärmt. Der Gefrierzyklus ist in Abbildung 46 nicht dargestellt.  

 

Abbildung 46: Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für eine Suspension aus Lb. paraca-

sei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) in Phosphatpufferlösung. 

Abbildung 46 zeigt eine stufenförmige Änderung von q bei einer Midpoint Temperatur von 

38,2 °C. Diese stufenförmige Änderung stellt den Glasübergang der gefrierkonzentrierten 

Mikroorganismensuspension mit der entsprechenden Glasübergangstemperatur dar. Bei Tem-

peraturen oberhalb der Glasübergangstemperatur ist der Schmelzpeak des ausgefrorenen Was-

sers sichtbar. 

Für eine Feststoffkonzentration von weniger als 60 % konnte die in Abbildung 46 beispielhaft 

dargestellte stufenförmige Änderung nicht gefunden werden. Es ist nahe liegend, dass dieser 

Phasenübergang in der amorphen nicht-ausgefrorenen Suspension stattfindet, da der Vorgang 

bei höherer Feststoffkonzentration deutlicher ausgeprägt ist. Bei Proben mit geringem Fest-

stoffanteil ist die Änderung im Wärmestrom bezogen auf die Probenmasse sehr gering, mög-

licherweise zu gering, um detektiert werden zu können. 
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Die stufenförmige Änderung wurde in dieser Arbeit, entsprechend Ablett et al. (1992) sowie 

Roos und Karel (1991), als Tg´ 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 für Tg´ ermittelt. Bei der Temperatur Tg´ wird maximale Gefrierkonzentrie-

rung bei der Konzentration cg´ erreicht.  

Zur Erstellung eines Phasendiagramms muss zusätzlich zu Tg´ die entsprechende Konzentrati-

on cg´ der maximal aufkonzentrierten Lösung ermittelt werden. Zur Ermittlung von cg´ gibt es 

folgende Möglichkeiten, die im Weiteren näher erläutert werden: 

(a) Ermittlung der Konzentration cg´ aus der Peakfläche des Schmelzpeaks von Wasser 

(Levine und Slade, 1988), 

(b) Extrapolation des linearen Zusammenhangs zwischen der Schmelzwärme ΔHm,P und 

dem Feststoffgehalt der flüssigen Probe zu ΔHm,P=0 (Simatos et al., 1975), 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde cg´ zur Erhärtung der Ergebnisse entsprechend beider Me-

thoden ermittelt. 

Für Methode (a) berechnet man den Anteil an nicht ausgefrorenem Wasser nach den Glei-

chungen (10) – (14) aus Kapitel 4.3.1 Für 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 % für cg´. 

Entsprechend Methode (b) kann cg´ aus dem Zusammenhang zwischen latenter Schmelzwär-

me der Zellsuspension mit Laktose ΔHm,P und Feststoffgehalt der flüssigen Probe c berechnet 

werden. Zur Ermittlung von cg´ wird dieser Zusammenhang zu ΔHm,P = 0 extrapoliert. Abbil-

dung 47 stellt die Abhängigkeit zwischen der gemessenen Schmelzwärme ΔHm,P und der 

Feststoffkonzentration c der flüssigen, nicht gefrorenen Proben dar. 
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Abbildung 47: Schmelzwärme ΔHm,P  in Abhängigkeit von der Feststoffkonzentration c der flüssigen, nicht 

gefrorenen Probe. 

Abbildung 47 zeigt, dass ΔHm,P mit zunehmender Feststoffkonzentration c abnimmt und die 

beiden Größen einen linearen Zusammenhang aufweisen. Aus diesen Messungen kann 

ΔHm,P(c) nach Gleichung (30) mit einer Korrelation R2 = 0,98 ermittelt werden. 

1,306121,4)(,  ccH Pm         (30) 

Für ΔHm,P(cg´) = 0 erhält man eine Konzentration cg´ von 74,2 ± 4,5 % (Standardabweichung 

der Steigung 0,21). 

Ermittelt man Tg´ und cg´ nach Methoden (a) und (b) so erhält man die in Tabelle 8 zusam-

mengefassten Werte. 

Tabelle 8: Mittelwerte und Standardabweichung SA für Tg´ und cg´ ermittelt nach den Methoden von 

Levine und Slade (1988) (a) und Simatos et al. (1975) (b). 

Methode Tg´ (°C) cg´ (%) SA Tg´ (°C) SA cg´ (%) 

a -37,2 77,3  2,2 3,9 

b -37,2 74,2 2,2 4,5 

 

Es ist deutlich, dass das über Methode (a) ermittelte Ergebnis für cg´ etwas höher liegt als das 

Ergebnis aus Methode (b). Allerdings sind die Unterschiede relativ gering. 

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

Bestandteile der Zellen in den Glaszustand überführt werden. Aus diesem Grund wurden zu-
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sätzlich zu den Präparaten aus Zellen mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) auch Zellen in Was-

ser ohne Phosphatpuffer und ohne Laktose getrocknet und das thermische Verhalten dieser 

Suspensionen ermittelt. 

Abbildung 48 zeigt das thermische Verhalten von Zellpräpartionen ohne Zusatz von Schutz-

stoffen und im Vergleich das thermische Verhalten von Zellpräpartionen mit Laktose. Beide 

Präparationen wurden für 1,5 Stunden gefriergetrocknet (Wassergehalt Zellen ohne Zusätze 

6 %, Wassergehalt Zellen mit Laktose 11 %) Die Proben wurden auf -90 °C gekühlt und im 

Anschluss erwärmt. Abbildung 48 zeigt nur den Erwärmungszyklus. 

 

Abbildung 48: Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für eine getrocknete Suspension 

bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) und getrocknetem Lb. paraca-

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

Die getrockneten Zellen ohne Laktose zeigen keinen Glasübergang. Es kann also davon aus-

gegangen werden, dass die Komponenten der Zellen selbst nicht in den Glaszustand überge-

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

Wie bereits erwähnt, konnten Schmelzpeaks nur für Proben mit einem Restwassergehalt von 

mindestens 30 % ermittelt werden. Bei niedrigen Restwassergehalten wird offenbar kein 

Wasser mehr ausgefroren. Für die Proben, die im flüssigen Zustand einen Restwassergehalt in 

diesem Bereich aufweisen, zeigte sich ein Mittelwert der Glasübergangstemperatur der maxi-

mal gefrierkonzentrierten Lösung von -37,2 °C bei einer Feststoffkonzentration der maximal 

aufkonzentrierten Lösung von 74,2 – 77,3 %. Dies war die niedrigste Glasübergangstempera-

Lb. paracasei ssp. paracasei  
mit Laktose (0,25) 

Lb. paracasei ssp. paracasei 

Glasübergang 
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tur, die bei dem hier verwendeten System erreicht werden konnte. Mit abnehmendem Rest-

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

Abbildung 49 zeigt den Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für Präparatio-

nen mit Mikroorganismen und Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) in 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. 

 

X=13,3 

X=7.3 % 

X=4,1 % 

Tg = 57.1 °C 

Tg = 19,7 °C 

Tg = -4,57 °C W
är

m
es

tr
om

 q
 (

W
/g

) 

Temperatur T (°C) 

 

Abbildung 49: Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T von Zellsuspensionen mit Lakto-

se (0,25 g/gZelltrockenmasse) in Phosphatpufferlösung getrocknet auf unterschiedliche Restwassergehalte X. 

Trocknungsbedingungen 37/-30/+10. 

Es ist deutlich, dass die Glasübergangstemperatur Tg mit abnehmendem Restwassergehalt X 

zunimmt. 

Es fehlen Informationen darüber, inwieweit die Prozessbedingungen des Trocknungsvorgan-

ges einen Einfluss auf die Glasübergangstemperatur von Mikoorganis-

mus/Schutzstoffpräparate besitzen. Beispielsweise könnte bei Trocknungsprozessen mit lan-

gen Verweilzeiten im übersättigten Nicht-Glaszustand die amorphe Komponente auskristalli-

sieren. Dies hätte zur Folge, dass kein Glasübergang mehr messbar ist. Aus diesem Grund 

wurde die Glasübergangstemperatur für Proben ermittelt, die unter den folgenden unter-

schiedlichen Trocknungsbedingungen getrocknet wurden. Wie im weiteren Verlauf noch ge-

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

Produkttemperatur TP und Glasübergangstemperatur Tg. 

 102/-20/80 (schnelle Trocknung bei hoher Temperatur) 

 102/-20/-10 (langsame Trocknung bei hoher Temperatur) 

 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit bei niedriger Temperatur) 

 12/-40/-20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur) 

Die Glasübergangstemperatur der Präparate wurde nach unterschiedlichen Trocknungszeiten 

ermittelt. Daraus resultieren Proben mit unterschiedlichen Wassergehalten X und unterschied-

lichen Glasübergangstemperaturen Tg. 

Aus dem ermittelten Zusammenhang zwischen Glasübergangstemperatur und Restwasserge-

halt X bzw. Feststoffkonzentration c wird das Zustandsdiagramm ermittelt. 

Abbildung 50 zeigt den Zusammenhang zwischen der Gefriertemperatur (vgl. Kapitel 6.1), 

der Glasübergangstemperatur Tg und Feststoffkonzentration c im nicht gefrorenen Anteil einer 

Suspension bestehend aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) in 

Phosphatpufferlösung. Des Weiteren ist in Abbildung 50 der Punkt Tg´/cg´ dargestellt, der 

nach den Methoden (a) und (b) (vgl. S. 109) bestimmt wurde. 

 



110 Gefriertrocknung mit Schutzstoffen 

Feststoffkonzentration c (%)

0 20 40 60 80 100

T
em

pe
ra

tu
r 

(°
C

)

-150

-100

-50

0

50

100

150

Tg´/cg´(a)

Tg´/cg´(b)

Gefriertemperatur Tm

G
la

sü
be

rg
an

gs
te

m
pe

ra
tu

r T
g

 

Abbildung 50: Phasenzustandsdiagramm von Lb. paracasei ssp paracasei mit Laktose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse). Glasübergangstemperatur für Gefriertrocknungsbedingungen: 37/ -30 °C/+10 °C 

(▲), 102/-20 °C/+80 °C (●), 102/-20 °C/-10 °C (○), 12/-40 °C/-20 °C (■). In dem Diagramm ist auch die 

Gefrierkurve dargestellt (vgl. Abbildung 35), sowie die Messwerte nach dem Vorgehen gemäß der partiel-

len Integration der Schmelzpeaks (Hm,P(T)) (●) und die Messwerte der Temperatur des Schmelzpeakma-

ximumx der Suspensionen mit unterschiedlichen Konzentrationen (■) Tmax,c(c). Außerdem zeigt das Diag-

ramm den Punkt Tg´/cg´ aus der Extrapolation der Schmelzenthalpie Δ Hm,P zu ΔHm,P =0 (■) und aus der 

Integration des Schmelzpeaks () mit den entsprechenden Standardabweichungen. 

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

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

Da die Glasübergangstemperatur 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) 

TgFeststoff (°C) k (-) R2

95,0 4,75 0.77 

Glaszustand 

Flüssigkeit/Übersättigter Nicht-Glaszustand 

Eiskristalle/Übersättigter Nicht-Glaszustand 
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Das erstellte Phasendiagramm (vgl Abbildung 50) gilt für Zellpräpartionen aus Lb. paracasei 

ssp. paracasei mit einer Laktosekonzentration von 0,25 g/gZelltrockenmasse. Es sollte ermittelt 

werden, welchen Einfluss unterschiedliche Mischungen zwischen Zellen und Schutzstoff auf 

den Verlauf der Glasübergangstemperatur besitzen, da diese Größe auch vom Gewichtsanteil 

der im amorphen Zustand vorliegenden Substanzen abhängt (vgl. Kapitel 2.2) Zu diesem 

Zweck wurden folgende Konzentrationen von Laktose, bezogen auf die Zelltrockenmasse 

(g/gZelltrockenmasse), bzw. Probenzusammensetzungen untersucht. 

 Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,01 g/gZelltrockenmasse) in Phosphatpuffer-

lösung 

 Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) in Phosphatpuffer-

lösung 

 Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,5 g/gZelltrockenmasse) Phosphatpufferlö-

sung 

Durch die Ermittlung des thermischen Verhaltens sollte zum einen untersucht werden, inwie-

weit das Zustandsdiagramm vom Mischungsverhältnis zwischen Laktose und Zellen beeinf-

lusst wird. 

Abbildung 51 zeigt die Glasübergangstemperatur Tg für Zellen in einer Laktose-

Phosphatpuffer-Lösung für verschiedene Laktosekonzentrationen, 0,01, 0,25 und 0,5 

(g/gZelltrockenmasse). Ferner sind die Gefrierkurve für ein Laktose/Zelltrockenmasse-Verhältnis 

von 0,25 g/gZelltrockenmasse und die nach (1) ermittelte Glasübergangskurve dargestellt. 
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Abbildung 51: Glasübergangstemperatur Tg in Abhängigkeit vom Restwassergehalt für Schutzstoffkon-

zentrationen 0,01 g/gZelltrockenmasse (), 0,25 g/gZelltrockenmasse (▲) und 0,5 g/gZelltrockenmasse (●). Trocknungsbe-

dingungen 37/-30/10. 

Es ist deutlich, dass der Verlauf der Glasübergangstemperatur weitestgehend unabhängig vom 

Mischungsverhältnis zwischen Mikroorganismen und Laktose ist. Das erstellte Zustandsdiag-

ramm gilt also für alle untersuchten Prozessbedingungen sowie für alle untersuchten Mi-

schungsverhältnisse von Mikroorganismen und Laktose in Phosphatpufferlösung. 

 

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

phatpufferlösung 

Für die Präparationen aus Zellen mit Laktose mit einem Mischungsverhältnis von 

0,25g/gTrocknemasse wurde der Verlauf des Restwassergehalts und des entfernten Wassers sowie 

der Temperaturverlauf während der Gefriertrocknung ermittelt.  

Abbildung 52 zeigt den zeitlichen Verlauf von Restwassergehalt X und vom prozentualen 

Masseverlust M für die untersuchten Prozessbedingungen. Zur besseren Übersicht sind die 

Ergebnisse von X(t) und M(t) jeweils auf zwei Diagramm aufgeteilt. Die Diagramme A und B 

zeigen die jeweils die Größen für einen Druck von 102 Pa und unterschiedlichen Stellflächen-

temperaturen, die Diagramme C und D stellen die Ergebnisse bei den Kammerdrücken 37 Pa 

und 12 Pa dar. 

Glaszustand 

Flüssigkeit/Übersättigter Nicht-Glaszustand 

Eiskristalle/Übersättigter Nicht-Glaszustand 
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Abbildung 52: Restwassergehalt und entfernter Massenanteil während der Gefriertrocknung von Lacto-

bacillus paracasei ssp. paracasei mit Lactose 0,25 g/gZelltrockenmasse für verschiedene Prozessbedingungen. 

(Mittelwerte±Standardabweichung) 

A: M(t) für Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (●), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-

schwindigkeit) (●), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (○); 

B: X(t) für Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (●), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-

schwindigkeit) (●), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (○); 

C: M(t) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trock-

nung) (▲), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ); 

D: X(t) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (▲), 

37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ). 

Aus Abbildung 52 ist analog zu Abbildung 41 (Trocknungsverlauf von Zellpräpartionen ohne 

Schutzstoff) zu ersehen, dass die Trocknungsgeschwindigkeit sowohl von Kammerdruck als 

auch von der Stellflächentemperatur abhängig ist. Bei gleichem Kammerdruck ist die Trock-

nungsgeschwindigkeit umso höher, je höher die Stellflächentemperatur ist. Bei gleicher Tem-

Druck pK = 37 und 12 Pa 
TSub, W = -30 °C und -40 °C 

pK = 102 Pa  
TSub, W = -20 °C 

pK = 102 Pa  
TSub, W = -20 °C 

Druck pK = 37 und 12 Pa 
TSub, W = -30 °C und -40 °C 

A B 

C D 
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peraturdifferenz zwischen Produkttemperatur und Stellflächentemperatur ist die Trocknungs-

geschwindigkeit bei höherem Kammerdruck höher. 

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

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

(0,25 g/gZelltrockenmasse) während der Gefriertrocknung bei unterschiedlichen Prozessbedingungen. 

Abbildung 53 zeigt analog zu Abbildung 40 (Produkttemperatur während der Gefriertrock-

nung von Zellpräparationen ohne Schutzstoff), dass die Produkttemperatur zu Beginn der Ge-

friertrocknung annähernd den Wert der Sublimationstemperatur von Wasser aufweist. Je nach 

Trocknungsgeschwindigkeit steigt die Produkttempertur nach unterschiedlichen Zeiten an und 

nähert sich dem Wert der Stellflächentemperatur. Es können wiederum (vgl. Abbildung 40) 

(schnell) 

(mittel) 

(langsam)

(schnell) 

(mittel)

(langsam)

(langsam)
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für die Trocknungsbedingungen mit hohen Stellflächentemperaturen (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 während der Sublimation höhere Werte als Wassersublimationstemperatur 

mit einem ΔT von 10 K an. Bei diesen Bedingungen werden nach der Sublimation niedrigere 

Werte als Stellflächentemperatur erreicht, was in einer Abfuhr der Wärme durch den Eiskon-

densator (-60 °C) begründet ist. 

Aus den getrennten Messungen von Produkttemperatur und Restwassergehalt in Abhängigkeit 

von der Trocknungszeit ist es möglich, Produkttemperatur TP und Restwassergehalt X für den 

gleichen Zeitpunkt zu ermitteln. Auf diese Weise wird der Zusammenhang TP(X) bzw. TP(c) 

erstellt. Abbildung 54 zeigt die Vorgehensweise, mit der die Produkttemperatur TP für einen 

entsprechenden Restwassergehalt ermittelt werden kann.  
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Abbildung 54: Produkttemperatur TP und Restwassergehalt X während der Trocknung von Lb. paracasei 

ssp. paracasei für die Prozessbedingung 37/-30/-10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit). Die Pfeile mar-

kieren sowohl die Produkttemperatur als auch den Restwassergehalt X, die nach einer Trocknungszeit t 

von 2 Stunden erreicht wird.  

Im gezeigten Beispiel (Abbildung 54) beträgt die Produkttemperatur TP für eine Trocknungs-

dauer von 2 h -10 °C und der Restwassergehalt X = 5,8 %. 

Die für bestimmte Restwassergehalte ermittelten Produkttemperaturen werden dann mit den 

Glasübergangstemperaturen bei den gleichen Restwassergehalten verglichen. Abbildung 55 

zeigt das erstellte Phasenzustandsdiagramm. Zur Verdeutlichung sind die Produkttemperatur 
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TP in Abhängigkeit von der Feststoffkonzentration c eingetragen. Für den Verlauf der Pro-

dukttemperatur sind in diesem Diagramm zur besseren Übersicht 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 Tg)und höchster 

(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 TP  für die Prozessbedin-

gungen der Gefriertrocknung 102/-20/+80 (schnelle Trocknung bei hoher Temperatur) (●) sowie 

12/-40/-20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur) (■). 

Es ist deutlich, dass durch die Wahl der Prozessparameter unterschiedliche Trocknungsbedin-

gungen im Hinblick auf den physikalischen Zustand erreicht werden. Die Produkttemperatur 

TP verläuft für die Prozessbedingung 102/-20/+80 (schnelle Trocknung bei hoher Temperatur) 

oberhalb und für 12/-40/-20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur) unterhalb der 

Glasübergangstemperatur Tg. 

Wie aus der Literatur hervorgeht, wird die Stabilität einer amorphen Substanz von der Diffe-

renz zwischen der Produkttemperatur TP und der Glasübergangstemperatur Tg bestimmt. Je 

größere Temperaturdifferenzen oberhalb der Glasübergangstemperatur erreicht werden, umso 

geringer ist die Viskosität und umso höher ist die molekulare Mobilität. Infolgedessen müss-

ten die Zellen bei einem größeren Abstand zwischen TP und Tg schneller destabilisiert werden. 

In Abbildung 56 ist der zeitliche Verlauf der Temperaturdifferenz (TP-Tg) für die verschiede-

nen Prozessbedingungen dargestellt. Die Diagramme sind wieder entsprechend dem Kam-

Glaszustand 

Flüssigkeit/Übersättigter Nicht-Glaszustand 

Eiskristalle/Übersättigter Nicht-Glaszustand 
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merdruck in zwei Einzeldarstellungen aufgeteilt. Diagramm A zeigt den Verlauf der Tempe-

raturdifferenz für einen Kammerdruck 102 Pa mit unterschiedlichen Stellflächentemperaturen 

und Diagramm B die Verläufe für die Kammerdrücke 37 Pa und 12 Pa mit unterschiedlichen 

Stellflächentemperaturen. 
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Abbildung 56: Verlauf der Temperaturdifferenz TP-Tg für Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse) in Abhängigkeit von der Trocknungsdauer. Es wurden verschiedene Trocknungsbe-

dingungen analysiert: 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■); 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (▲); 

37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲); 37/- 30/-10 (langsame Trocknung) (Δ); 

102/-20/80 (schnelle Trocknung) (●); 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (●); 

102/-20/-10 (langsame Trocknung) (○) 

pK = 102 Pa 
TSub, W = -20 °C 

pK = 37 mbar und 12 Pa 
TSub, W = -30 °C und -40 °C
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Es ist deutlich zu erkennen, dass die Prozessbedingungen mit einem Druck von 102 Pa wäh-

rend der Haupttrocknung die größte Differenz zur Glasübergangstemperatur aufweisen. Dies 

liegt zum Einen an der höheren absoluten Temperatur aber auch an der dem Restwassergehalt 

entsprechend niedrigen Glasübergangstemperatur Tg, die bei dieser Feststoffkonzentration 

von 71 % in der nicht gefrorenen Phase rechnerisch bei -73 °C liegt. Je nach Stellflächentem-

peratur wird die Zeit, während der das Produkt im Nicht-Glaszustand verweilt, verändert. So 

tritt die Probe für die Prozessbedingung 102/-20/80 (schnelle Trocknung) nach 1,5 Stunden in 

den Glaszustand ein. Für die Bedingung 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) 

befindet sich die Probe für 1 h im Nicht-Glaszustand und für die Bedingung 102/-20/-10 

(langsame Trocknung) verläuft die Trocknung für 2,5 h im Nicht-Glaszustand. Bei der Pro-

zessbedingung 37/-30/50 (schnelle Trocknung) befindet sich die Probe für 1 h im Nicht-

Glaszustand, allerdings mit einer geringeren Temperaturdifferenz (TP-Tg) als für den Kam-

merdruck 102 Pa. Die Trocknungsbedingung 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) 

führt zu einer Trocknung im Nicht-Glaszustand für 1,5 h mit einer noch geringeren Tempera-

turdifferenz von 20 K. Die Bedingung 37/-30/-10 (langsame Trocknung) führt 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 

Tg´. Aufgrund der geringen Temperaturdifferenz zwischen Probentemperatur und Stellflä-

chentemperatur verläuft die Trocknung hier sehr langsam. Die Probentemperatur TP ist nach 

einer Trocknung von 5 h geringer als die Glasübergangstemperatur Tg.  

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 TP>Tg (A) oder TP nahe Tg (B) getrocknet wurden. 
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Abbildung 57: Gefriergetrocknete Präparationen von Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse) in 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 Tg. 

Abbildung 57 zeigt, dass der physikalische Zustand die Produktstruktur der Präparate stark 

beeinflusst. Eine Trocknung oberhalb von Tg resultiert in einem Produkt mit einer inhomoge-

nen Oberfläche, in der große Poren vorhanden sind. Diese Poren entstehen aufgrund der redu-

zierten Viskosität im Nicht-Glaszustand, wodurch die Probe ihr Eigengewicht nicht mehr hal-

ten kann, zu fließen beginnt und kollabiert (vgl. Roos, 1995). Werden die Zellen bei Tempera-

turen nahe der Glasübergangstemperatur getrocknet, so wird ein Präparat mit einer glatten 

Oberfläche und kleinen Poren erhalten. 

6.2.4 Überlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose für unterschiedliche 

Trocknungsbedingungen 

Auf Basis der physikalischen Charakteristik während der Trocknung wurde nunmehr die 

Überlebensrate der Mikroorganismen mit Laktose als Schutzstoff während der Trocknungen 

mit unterschiedlichen Prozessbedingungen ermittelt. Dabei sollte die Überlebensrate mit den 

Bedingungen oberhalb bzw. unterhalb von Tg korreliert werden. 

Abbildung 58 zeigt den Verlauf der Überlebensrate in Abhängigkeit vom Restwassergehalt X. 

Die Ergebnisse sind zur besseren Übersicht in zwei Darstellungen aufgeteilt. Diagramm A 

zeigt die Überlebensrate bei einem Druck von 102 Pa (TSub,W = -20 °C) und unterschiedlichen 

Stellflächentemperaturen. Diagramm B zeigt den Verlauf für die Drücke 37 Pa (TSub,W = -

30 °C) und 12 Pa (TSub,W = -40 °C). 
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Abbildung 58: Überlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Laktose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse) in Abhängigkeit vom Restwassergehalt X für verschiedene Prozessbedingungen. 

(Mittelwerte±Standardabweichung für S und X). 

A: S(X) für Prozessbedingungen 102/-20/80 (schnelle Trocknung) (●), 102/-20/10 (mittlere Trocknungsge-

schwindigkeit) (●), 102/-20/-10 (langsame Trocknung) (○); 

B: S(X) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) 

(▲), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ). 

 

A

B

pK = 102 Pa 
 
TSub, W = -20 °C 

pK = 37 Pa und 12 Pa 
 
TSub, W = -30 °C und -40 °C 
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Überlebensrate für alle Prozessbedingungen annähernd auf 

gleichem Niveau verläuft. Bei Restwassergehalten von 90 % - 20 % werden für alle Prozess-

bedingungen Überlebensraten von 50 % erreicht. Erst ab einem Restwassergehalt von 20 % 

nimmt die Überlebensrate stark ab. Bei einem Restwassergehalt von ca. 5 % wird für alle 

Prozessbedingungen eine Überlebensrate von ca. 15 % erreicht. 

6.2.5 Diskussion der Bedeutung des Glaszustands und Einfluss der Prozessbedingun-

gen TP > Tg und TP  ≤ Tg 

Das Phasenzustandsdiagramm für Zellsuspensionen mit Laktose als Schutzstoff entspricht 

annähernd dem Phasenzustandsdiagramm der reinen Laktose in Wasser. Die Zellen beeinflus-

sen diesen Zusammenhang nur geringfügig. 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-

übergangstemperatur und Restwassergehalt nicht beeinflusst. Allerdings ermittelten diese 

Autoren lediglich ein Phasen-Zustandsdiagramm für Zellpräparationen und nicht die Bedeu-

tung des Glaszustands für die Stabilisierung während 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 führten. Es konnte gezeigt werden, dass die Zellpräparationen bei einer Trock-

nung im Nicht-Glaszustand aufgrund der niedrigen Viskosität ihr Eigengewicht nicht mehr 

halten können und während der Trocknung kollabieren. Im Gegensatz dazu konnte eine glatte 

Oberfläche der Zellpräparation erreicht werden, wenn die Trocknung nahe bei der Glasüber-

gangstemperatur durchgeführt wurde.  

Im Hinblick auf die Überlebensrate wurde als Ergebnis erwartet, dass diese bei den Prozess-

bedingungen unterhalb von Tg (12/-40/-20 (TP ≤ Tg)) am höchsten ist. Die Zellen sollten also 

bei diesen Prozessbedingungen besser geschützt werden als bei den Prozessbedingungen, die 

zur Trocknung im Nicht-Glaszustand (TP ≥ Tg) führten. Allerdings zeigten die Ergebnisse, 

dass sich die Überlebensrate für die unterschiedlichen Prozessbedingungen nicht signifikant 

unterscheidet. Es kann gefolgert werden, dass eine Trocknung im Glaszustand nicht zu einer 

besseren Stabilisierung führt als eine Trocknung im Nicht-Glaszustand. Die Überlebensrate 

verweilt für 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 über mehrere Wochen und 

Monate relativ kurz ist. Folglich verweilen die Zellen nur eine kurze Zeit im instabilen Nicht-
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Glaszustand. Möglicherweise ist die Zeit zu kurz, um Unterschiede in der Überlebensrate zu 

detektieren, die aus dem physikalischen Zustand resultieren. Wenn berücksichtigt wird, dass 

Abbaureaktionen im Nicht-Glaszustand zeitabhängig und zusätzlich von der Temperaturdiffe-

renz zwischen Glasübergangstemperatur und Produkttemperatur abhängig sind, so kann ge-

folgert werden, dass die Trocknungszeit zu kurz war, um eine Schädigung im Nicht-

Glaszustand hervorzurufen. Eine Verlängerung der Verweilzeit im Nicht-Glaszustand bei 

unterschiedlichen Temperaturdifferenzen wird im weiteren Verlauf der Arbeit in Kapitel 6.3 

(Lagerung) behandelt. 

Nachfolgend werden Überlegungen geschildert, die erläutern sollen, welche Erklärung für 

dieses unerwartete Ergebnis in Betracht kommt.  

Die Gefriertrocknung wurde bei Temperaturen durchgeführt, die normalerweise unterhalb der 

Phasenübergangstemperatur der voll hydratisierten Zellmembran von Mikroorganismen lie-

gen. Für die Phasenübergangstemperatur der Zellmembran von Bakterien lassen sich Werte 

im Bereich von 5 - 10 °C finden (Leslie et al., 1995). Das heißt, dass die Membran im hyd-

rierten Zustand in den Gelzustand überführt 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 möglicherweise ebenfalls durch die verminder-

te molekulare Mobilität erschwert. Das könnte ebenfalls ein Grund dafür sein, dass der Glas-

zustand nicht das bestimmende Stabilitätskriterium während der Gefriertrocknung ist. 

Um den Zusammenhang zwischen Verweildauer, Restwassergehalt und Überlebensrate weiter 

zu verdeutlichen, zeigt Abbildung 59 die Überlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. 

paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) in Abhängigkeit vom Restwassergehalt X und 

Trocknungsdauer t in einem dreidimensionalen Bild. In Abbildung 59A ist der Zusammen-

hang für einen Kammerdruck pK von 102 Pa (Tsub, W = -20 °C) dargestellt und Abbildung 59B 

zeigt diesen Zusammenhang für einen Kammerdruck pK von 37 Pa (Tsub,W = -30 °C). In den 

beiden Diagrammen ist auch der Verlauf der Überlebensrate während des Verweilens im ge-

frorenen Zustand für die Temperaturen -20 °C und -30 °C dargestellt.  
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Abbildung 59: Überlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Laktose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse) als Schutzstoff in Abhängigkeit vom Restwassergehalt X und von der Trocknungs-

dauer t für Prozessbedingungen bei einem Kammerdruck von 102 Pa (A) und 37 Pa (B) mit jeweils unter-

schiedlichen Stellflächentemperaturen. (●) Messwerte Überlebensrate S nach Gefriertrocknung, (■) 

Messwerte Überlebensrate nach Gefrierlagerung. 

Abbildung 59A zeigt eine relativ geringe Abhängigkeit der Überlebensrate vom Restwasser-

gehalt bei hohen Restwassergehalten. Die Steigung dST/dt im Bereich des Restwassergehalts 

>20 % ist bei einem Zusatz von Laktose verhältnismäßig niedrig. Der Knick der Fläche bei 

einem Restwassergehalt von 20 % ist ebenfalls wieder deutlich ausgeprägt. Damit zeigt sich 

wiederum die Veränderung in der Ausprägung der Einflüsse. Im Bereich von hohen Restwas-

sergehalten besitzt die Zeit einen großen Einfluss auf die Überlebensrate, im Bereich von 

niedrigen Restwassergehalten besitzt der Restwassergehalt den größten Einfluss auf die Über-

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 geschädigt werden. Ein kritischer 

Restwassergehalt konnte bereits für die Trocknung der Zellen ohne Schutzstoff detektiert 

werden. Allerdings würde man bei einem Zusatz von Zuckern erwarten, dass die Überlebens-

rate ab dem Wassergehalt, bei dem das Strukturwasser entfernt wird, nicht so stark abnimmt, 

denn für Zucker im Glaszustand wird vermutet, dass sie das Strukturwasser um die Membran 

nach der Trocknung ersetzen können. Folglich müsste die Überlebensrate gerade am Ende der 

Trocknung auf einem höheren Niveau bleiben, wenn das Strukturwasser entfernt wird. Vor 

allem bei einer Trocknung bei der Glasübergangstemperatur Tg, bei welcher der Schutzstoff 
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im Glaszustand vorliegt, sollte die Überlebensrate an diesem Punkt nicht abknicken. Das war 

für das untersuchte System allerdings nicht der Fall. Der Zustand der absoluten Trockenheit 

verursacht trotz Schutzstoff eine irreversible Schädigung. 

Vergleicht man den Verlauf der Überlebensrate im gefrorenen Zustand ohne Dehydrierung 

mit dem Verlauf während der Dehydrierung, so ist deutlich, dass der Unterschied zwischen 

beiden Zuständen nur gering ist. Wird den Zellen Laktose zugesetzt, so findet im eisfreien 

Abschnitt keine starke Inaktivierung statt. Auch für eine niedrigere Temperatur und niedrige 

Gefrierrate nimmt die Überlebensrate nicht so stark ab wie bei der Trocknung ohne Schutz-

stoff in Phosphatpuffer. Der Zusatz von Zucker bewirkt also überwiegend bei hohen Restwas-

sergehalten und bei niedrigen Temperaturen einen Schutzeffekt. Möglicherweise ist dies darin 

begründet, dass durch die hygroskopische Wirkung der Laktose die Desorption in der bereits 

eisfreien Schicht verzögert ist und das Strukturwasser erst entfernt wird, wenn die Probe 

komplett eisfrei ist. Eine weitere Schutzwirkung könnte darin bestehen, dass die Laktose ei-

nen pH-Shift des Puffers verhindert und sich infolgedessen die umgebende Lösung weniger 

schädlich auf die Mikroorganismen auswirkt. Ferner ist es auch möglich, dass die schädlichen 

Einflusse der niedrigen Temperatur an sich durch eine günstige Verteilung von Wasser und 

Schutzstoffmolekülen an der Grenzfläche der Biomoleküle verringert werden und somit die 

Zellen eine verbesserte Dehydrierungstoleranz zeigen. 

Aus den dargestellten Ergebnissen kann geschlossen werden, dass der Schutzmechanismus 

der Laktose für das untersuchte System nicht „Water Replacement“ ist, da dieser Schutzme-

chanismus nur ab Restwassergehalten unterhalb von 0,3g/gH2O (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 Überlebensrate nur für 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 geschädigt, dass sie nicht mehr dazu in der Lage sind, sich nach der 

Trocknung wieder zu vermehren. Der verwendete Schutzstoff schützt die physiologischen 

Funktionen nur, wenn eine minimale Menge an Wasser zur Verfügung steht, durch die so-

wohl Schutzstoff als auch die Biomoleküle hydriert werden. Die Laktose verhindert also eine 

Vorschädigung der Zellen aufgrund der niedrigen Temperaturen. Deshalb ist die Überlebens-
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rate auch bei niedrigen Temperaturen vergleichbar mit den höheren und im Gegensatz zur 

Trocknung ohne Schutzstoffe verbessert. 

6.2.6 Überlebensrate in Abhängigkeit vom Restwassergehalt für verschiedene Trock-

nungsbedingungen und verschiedene Formulierungen 

Die Überlebensrate 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 für Laktose ermittelte Schutzeffekt mit dem 

Schutzpotential von anderen Schutzstoffen bei unterschiedlichen Prozessbedingungen vergli-

chen werden. Für die Untersuchungen wurden die Prozessbedingungen verwendet, die bereits 

für die Trocknung der Zellen ohne und mit Laktose Anwendung fanden. Im Hinblick auf die 

Formulierung wurde eine höhere Laktosekonzentration von 0,5g/gZelltrockenmasse untersucht so-

wie das Schutzpotential der Schutzstoffe Magermilchpulver und Trehalose, die laut Literatur 

als sehr effektiver Schutzstoff gilt. Magermilchpulver enthält neben Laktose Proteine und eine 

Reihe weiterer minorer Komponenten, so dass der Effekt eines komplexen Mediums gegenü-

ber einfachen Schutzstoffen untersucht werden konnte. 

Relativer Massenanteil von Laktose 0,5 g/gZelltrockenmasse 

Abbildung 60 zeigt die Überlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei mit einem relativen 

Massenanteil an Laktose von 0,25 g/gZelltrockenmasse und 0,5 g/gZelltrockenmasse für die Prozessbe-

dingungen 37/-30/10. 
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Abbildung 60: Überlebensrate S in Abhängigkeit vom Restwassergehalt X während der Gefriertrocknung 

von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit einem relativen Massenanteil an Laktose von 

0,25 g/gZelltrockenmasse (▲) und 0,5 g/gZelltrockenmasse (□) für die Prozessbedingung 37/-30/10 (mittlere Trock-

nungsgeschwindigkeit). 
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Abbildung 60 zeigt, dass eine höhere Laktosekonzentration keine Erhöhung der Überlebens-

rate bewirkt. Es konnte lediglich festgestellt werden, dass die Erhöhung der Schutzstoffkon-

zentration auch einen etwas höheren Restwassergehalt nach der gleichen Trocknungsdauer 

zur Folge hat. Deshalb liegt die niedrigste Überlebensrate, die mit einem relativen Massenan-

teil von 0,5 g/gZelltrockenmasse Laktose ermittelt werden konnte bei einem höheren Wert. Auch 

bei einem relativen Laktosemassenanteil von 0,5 g/gZelltrockenmasse zeigt sich eine Abnahme der 

Überlebensrate ab einem Restwassergehalt unter 20 %. 

 

Magermilchpulver 

Für ein 50 % (w/w) Laktose enthaltendes Magermilchpulver wurde ein relativer Massenanteil 

von 0,5 g/gZelltrockenmasse bezogen 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/gZelltrockenmasse als Schutzstoff enthielten. 

Abbildung 61 zeigt den Verlauf des prozentualen Masseverlustes M und des Restwasserge-

halts X während der Trocknung von Lactobacillus paracasei ssp paracasei mit Magermilch-

pulver (0,5) in Phosphatpufferlösung. Die Ergebnisse sind zur besseren Übersicht in vier Dar-

stellungen aufgeteilt. Diagramme A und B zeigen X(t) und M(t) jeweils bei einem Druck von 

102 Pa (TSub,W = -20 °C) und unterschiedlichen Stellflächentemperaturen. Diagramme C und 

D zeigen die Verläufe für die Drücke 37 Pa (TSub,W = -30 °C) und 12 Pa (TSub,W = -40 °C) 
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Abbildung 61: Restwassergehalt und entfernter Massenanteil während der Gefriertrocknung von Lacto-

bacillus paracasei ssp. paracasei mit Magermilchpulver 0,5g/gZelltrockenmasse für verschiedene Prozessbedin-

gungen: 

A: M(t) für Prozessbedingungen 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (●), 102/-20/-10 (lang-

same Trocknung) (○); 

B: X(t) für Prozessbedingungen 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (●), 102/-20/-10 (lang-

same Trocknung) (○); 

C: M(t) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) 

(▲), 37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ); 

D: X(t) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trocknung) (▲), 

37/-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ). 

 

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

flächentemperatur und Kammerdruck abhängig ist. 

Druck pK = 0,37 und 0,12 mbar 
TSub, W = -30 °C und -40 °C 

pK = 1,02 mbar  
TSub, W = -20 °C 

pK = 1,02 mbar  
TSub, W = -20 °C 

Druck pK = 0,37 und 0,12 mbar 
TSub, W = -30 °C und -40 °C 

A B 

C 

D 
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Abbildung 62 zeigt den Verlauf der Überlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei in 

Abängigkeit vom Restwassergehalt X während der Trocknung mit Magermilchpulver 

(0,5 g/gZelltrockenmasse) für unterschiedliche Prozessbedingungen. 
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Abbildung 62: Überlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Magermilchpulver 

(0,5 g/gZelltrockenmasse) in Abhängigkeit vom Restwassergehalt X für verschiedene Prozessbedingungen. (Mit-

telwerte±Standardabweichung für S und X). 

A: S(X) für Prozessbedingungen 102/-20/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit (●), 102/-20/-10 (lang-

same Trocknung) (○); 

B: S(X) für Prozessbedingungen 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37/-30/50 (schnelle Trock-

nung) (▲), 37/-30/10 (mittlere Tocknungsgeschwindigkeit) (▲), 37/-30/-10 (langsame Trocknung) (Δ); 

A 

B 

pK = 102 Pa 
 
TSub, W = -20 °C 

pK = 37 mbar und 12 Pa 
 
TSub, W = -30 °C und -40 °C 
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Die Gefriertrocknung mit unterschiedlichen Prozessparametern beeinflusst den Verlauf der 

Überlebensraten von mit Magermilchzugabe getrockneten Zellsuspensionen weniger als dies 

bei den Zellen in Phosphatpuffer der Fall war. Die Überlebensrate zeigt für alle Prozessbedin-

gungen den gleichen Verlauf und erreicht bei einem Restwassergehalt von 5 % annähernd 

gleiche Werte im Bereich zwischen 15 und 25  %. 

 

Trehalose 

Die Entwicklung der Überlebensrate von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei wurde auch 

mit Trehalose als Schutzstoff untersucht. Für diesen Schutzstoff wurden die Prozessbedin-

gungen verwendet, die bereits für Laktose verwendet wurden, die zu einer Trocknung ober-

halb von Tg und unterhalb von Tg führten. Abbildung 63 zeigt den Verlauf des Restwasserge-

halts und des entfernten Wassers von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Trehalose 

als Schutzstoff für verschiedene Prozessbedingungen. 
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Abbildung 63: Entfernter prozentualer Massenanteil M(t) (A) und Restwassergehalt X(t) (B) während der 

Gefriertrocknung von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Trehalose 0,25 g/gZelltrockenmasse für ver-

schiedene Prozessbedingungen: 12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37-30/10 (mittlere Trocknungsge-

schwindigkeit) (▲). 

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

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

dauert. 

Für die Prozessbedingungen wurde auch die Überlebensrate in Abhängigkeit vom Restwas-

sergehalt ermittelt. Der Verlauf der Überlebensrate in Abhängigkeit vom Restwassergehalt ist 

in Abbildung 64 dargestellt. 

A 

B 
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Abbildung 64: Überlebensrate S von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mit Trehalose 

(0,25 g/gZelltrockenmasse) in Abhängigkeit vom Restwassergehalt X für verschiedene Prozessbedingungen: 

12/-40/-20 (langsame Trocknung) (■), 37-30/10 (mittlere Trocknungsgeschwindigkeit) (▲) (Mittelwer-

te±Standardabweichung für ST und X) 

Abbildung 64 zeigt, dass auch beim Zusatz von Trehalose die Überlebensrate in Abhängigkeit 

vom Restwassergehalt für die unterschiedlichen Prozessbedingungen den gleichen Verlauf 

aufweist. Auch mit diesem Additiv ist die Inaktivierung geringer von den Prozessbedingun-

gen abhängig. 

6.2.7 Diskussion des Schutzpotentials unterschiedlicher Schutzstoffe und Konzentra-

tionen 

Die erhöhte Laktosekonzentration besitzt keinen zusätzlichen Schutzeffekt. Es wird bei glei-

cher Trocknungsdauer lediglich ein etwas erhöhter Restwassergehalt erreicht, aus dem ver-

mutlich die etwas erhöhte Überlebensrate resultiert. Diese Ergebnisse scheinen nicht in Ein-

klang mit den Ergebnissen von Abadias et al. (2001) zu stehen, die bei einer höheren Kon-

zentration an Laktose auch eine höhere Überlebensrate 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 möglich, dass auch bei deren Arbeit die höhere Überle-

bensrate aus einem höheren Restwassergehalt resultiert. 

Die Vitalität während des Gefriertrocknungsverlaufs mit Magermilchpulver oder mit Laktose 

kann als gleich hoch angesehen werden. Demzufolge besitzen die zusätzlichen Komponenten 

der Magermilch neben Laktose keinen zusätzlichen Schutzeffekt auf die Überlebensfähigkeit 
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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 für die Magermilch sogar niedrige-

re Überlebensraten ermittelte als für die gleiche Konzentration an Laktose. Palmfeldt et al. 

(2003) ermittelten die Überlebensrate für unterschiedliche Zusammensetzungen der Trock-

nungsmedien für Pseudomonas chlororaphis jeweils nach einer Gefriertrocknungsdauer von 

17 h. Angaben zum Restwassergehalt sind in deren Arbeit lediglich für Saccharose und Ma-

germilchpulver, nicht jedoch für Laktose gegeben. Der Zusatz von Saccharose führte dabei zu 

einem höheren Restwassergehalt als der Zusatz von Magermilchpulver (6,4 % für Saccharose, 

3,3 % für Magermilch). Ebenso war die Überlebensrate für Saccharose höher als für Mager-

milchpulver. Möglicherweise liegt auch bei einem Zusatz von Laktose ein höherer Restwas-

sergehalt nach der Trocknung vor, weshalb auch die Überlebensrate höhere Werte annimmt. 

Aufgrund fehlender Angaben bei Palmfeldt et al. (2003) kann diesbezüglich jedoch keine kla-

re Aussage über 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 zurückzu-

führen sind. 

In verschiedenen Arbeiten wurde Trehalose als effektiver Schutzstoff für verschiedene Bio-

materialien ermittelt (Allison et al., 1999; Conrad et al., 2000; Zhou et al., 2006). Für 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 schützen, existieren Informationen, 

die zeigen, dass die Zugabe von Trehalose nicht notwendigerweise zum besten Schutzeffekt 

nach der Trocknung von Zellen führt. Linders et al. (1997) zeigten, dass Trehalose zwar ex-

trahierte Phospholipide von Lactobacillus plantarum während der Trocknung schützt. Aller-

dings konnte die Funktionalität der ganzen Zelle während der Dehydrierung in Anwesenheit 

von Trehalose nicht besser erhalten werden als von anderen Zuckern. Trehalose zeigt in wäss-

riger Lösung das gleiche Glasbildungsverhalten wie Laktose (vgl. Tabelle 1). Nachdem sich 

in dieser Arbeit herausgestellt hat, dass die Zellen die Glasübergangstemperatur nicht verän-

dern, kann für die Trehalose mit den Zellen ebenfalls das bekannte Zustandsdiagramm zu-

grunde gelegt werden. Demnach müssten bei der Trehalose die Prozessbedingungen 12/-

40/20 (langsame Trocknung bei niedriger Temperatur) zu einer verbesserten Stabilität der 

Mikroorganismen führen. Dies konnte allerdings nicht gefunden werden, was mit der bereits 

getroffenen Schlussfolgerung bei der Diskussion der Laktoseversuchsreihe übereinstimmt. 
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Die Vitalität der Mikroorganismen nimmt unabhängig von der Schutzstoffzugabe durch den 

fortschreitenden Wasserentzug und die vermutlich damit verbundenen Schädigungen an 

Zellmembranen und -proteinen im Trocknungsverlauf immer weiter ab. Die Überlebensfähig-

keit von Lb. paracasei ssp. paracasei in einem Trocknungsmedium mit Laktose, Trehalose 

oder Magermilchpulver ist allerdings bei gleichen Restwassergehalten für ungünstige Pro-

zessbedingungen (im Hinblick auf die Temperatur) vergleichsweise höher als ohne diese 

Substanzen (vgl. Abbildung 42). Da im Trocknungsverlauf die Vitalität 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 eingeschätzt 

werden. Der positive Einfluss der Magermilch auf die Überlebensfähigkeit von gefrierget-

rocknetem Lb. paracasei ssp. paracasei kann demzufolge vor allem auf die Schutzwirkung 

der Laktose zurückgeführt 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 Vorschädigung der Zellen durch die niedrigen Tempe-

raturen, was zu einer verringerten Dehydrierungstoleranz der Zellen ohne Schutzstoffe führt, 

herab. Dadurch werden während der Gefriertrocknung und am Ende der Trocknung bei un-

günstigen Prozessbedingungen bei Anwesenheit von Schutzstoffen höhere Überlebensraten 

erreicht, als ohne Schutzstoffe. Der Schutzeffekt von Laktose, Trehalose und Magermilchpul-

ver während der Gefriertrocknung ist also auf eine verminderte Vorschädigung und eine dar-

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

Trehalosematrix bei Bedingungen T > Tg und T < Tg 

Im Hinblick auf eine erfolgreiche Gefriertrocknung von Starterkulturen ist nicht nur die Über-

lebensrate nach der Trocknung, sondern auch die Lagerstabilität der getrockneten Produkte 

von Bedeutung. Die Lagerstabilität hängt von den Lagerbedingungen Temperatur, Atmosphä-

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. Für den Nicht-

Glaszustand sind mathematische Modelle bekannt, die eine Temperaturabhängigkeit physika-

lischer Vorgänge, wie beispielsweise der Diffusion, beschreiben. Entsprechend einer Diffusi-

onslimitierung chemischer Reaktionen im Glaszustand würde das für die Lagerung von ge-

trockneten Mikroorganismenpräparaten bedeuten, dass für Lagerbedingungen unterhalb der 

Glasübergangstemperatur die Lagerstabilität erhöht sein sollte. Bei einer Lagerung oberhalb 

der Glasübergangstemperatur sollte demnach die Inaktivierung der Mikroorganismen be-

schleunigt ablaufen. Ob diese Hypothese für die Lagerstabilität von Mikroorganismen in einer 

Schutzstoffmatrix zutrifft und inwieweit die Temperaturabhängigkeit 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(aw) und Zustandsdiagramm Tg(aw) für getrocknete Mik-

roorganismenpräparationen in einer Laktosematrix 

Die in dieser Arbeit für die Lagerung verwendeten Proben wurden alle der gleichen Trock-

nungsprozedur unterzogen (Prozessbedingung 37/-30/10, mittlere Trocknungsgeschwindig-

keit bei niedriger Temperatur, für 3 h). Anschließend wurden die Proben bei konstanten Tem-

peraturen und Luftfeuchten gelagert. Dabei stellte sich je nach Gleichgewichtsfeuchte eine 

entsprechende Glasübergangstemperatur in den Proben ein. Es war nicht bekannt, ob die 

Glasübergangstemperatur ein konstantes Niveau erreicht und wie lange es dauern würde, bis 

ein konstanter Wert erreicht ist. Aus diesem Grund wurde von Beginn der Konditionierung an 

der Verlauf der Glasübergangstemperatur während der Lagerung untersucht.  

Abbildung 65 zeigt die zeitliche Entwicklung der Glasübergangstemperatur beispielhaft für 

die Wasseraktivitäten 0,11, 0,22 und 0,33. Die Lagertemperatur betrug 20 °C. 
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aw Salzlösung = 0,11 

TP = 20 °C 

aw Salzlösung = 0,22 
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Abbildung 65. Zeitlicher Verlauf der Glasübergangstemperatur der getrockneten Präparationen aus Lb. 

paracasei ssp. paracasei mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) von Beginn der Lagerung für eine Lagertempe-

ratur von 20 °C und unterschiedliche Wasseraktivitäten der Salzlösungen awSalzlösung: (A) 0,11, (B) 0,22, (C) 

0,33. ((○) Bestimmung 1, (●) wiederholte Bestimmung 2). Die Ausgangswasseraktivität direkt nach der 

Trocknung vor der Lagerung beträt 0,09. 
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Abbildung 65 zeigt, dass zu Beginn der Lagerung die Glasübergangstemperatur bei ca. 55 °C 

liegt. Wird eine Probe mit einer Wasseraktivität aw einer Atmosphäre ausgesetzt, in der eine 

höhere relative Luftfeuchte vorliegt, so erfolgt aufgrund des Wasserdampfpartialdruckgefälles 

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 Glasübergangstemperatur. Die Ab-

nahme der Glasübergangstemperatur bis zum Erreichen eines konstanten Wertes erfolgt in 

einem Zeitraum von 5 – 8 h. 

Analog zur Änderung der Wasseraktivität ändert sich auch der Restwassergehalt X. Der Zu-

sammenhang X(aw) wird für eine jeweils konstante Temperatur in Form von Sorptionsiso-

thermen dargestellt. Abbildung 66 zeigt die Sorptionsisotherme für getrocknete Präparationen 

von Zellen mit Laktose für die Temperaturen 4 °C, 20 °C und 37 °C. 
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Abbildung 66: Wasseraktivität in Abhängigkeit vom Restwassergehalt X für gefriergetrocknete Zellen mit 

einer Laktosekonzentration von 0,25 g/gZelltrockenmasse bei einer Temperatur von (●) 4 °C, (▲) 20 °C und 

(■) 37 °C. 

Abbildung 66 zeigt, dass für eine konstante Wasseraktivität der Restwassergehalt umso höher 

ist, je niedriger die Temperatur ist. 

Entsprechend der ermittelten Zeit für die Veränderung der Glasübergangstemperatur aufgrund 

der Befeuchtung bei Beginn der Lagerung wurde festgelegt, dass die Glasübergangstempera-

tur Tg für die Erstellung des Zustandsdiagramms Tg(aw) nach 25 Tagen Lagerung bestimmt 

wird. 

4 °C

20 °C

37 °C
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Abbildung 67 zeigt den Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für getrocknete 

Präparate aus Lb. paracasei ssp. paracasei mit Laktose nach 25 Tagen Lagerung bei einer 

Temperatur von 20 °C und unterschiedlichen Wasseraktivitäten. 

 

Abbildung 67: Wärmestrom q in Abhängigkeit von der Temperatur T für Zellen mit Laktose nach einer 

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

Abbildung 68Abbildung 67 zeigt, dass die Glasübergangstemperatur mit zunehmender Was-

seraktivität niedrigere Werte annimmt. Aus diesen Messungen kann der Zusammenhang 

Tg(aw) ermittelt werden, der als Grundlage für die Auswahl von Lagerbedingungen im Hinb-

lick auf Produkttemperatur TP und Wasseraktivität aW für die Lagerung entweder im Glaszu-

stand oder im Nicht-Glaszustand dienen soll. 

Abbildung 68 zeigt die gemessene Glasübergangstemperatur von Präparationen bestehend aus 

Mikroorganismen mit Laktose (0,25 g/gZelltrockenmasse) für die Temperaturen 4 °C, 20 °C und 

37 °C in Abhängigkeit von der Wasseraktivität. In Abbildung 68 sind auch die ausgewählten 

Lagerungsbedingungen (TP und aW) für die Lagerung im Glaszustand oder im Nicht-

Glaszustand dargestellt, für welche die Überlebensrate der Zellen untersucht wurde. 

Tg = 15,9 °C

Tg = 51,5 °C 

Tg = -1,2 °C

Tg = -13,1 °C
aw = 0,52 

aw = 0,43 

aw = 0,07 

aw = 0,33 
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Abbildung 68: Gemessene Glasübergangstemperatur Tg in Abhängigkeit von der Wasseraktivität nach 25 

Tagen Lagerung. Außerdem sind die Lagerungsbedingungen Temperatur/Wasseraktivität dargestellt, bei 

denen die Zellen gelagert wurden. (●) Lagertempertur 4 °C, (▲) Lagertemperatur 20 °C, (■) Lagertem-

peratur 37 °C. () Lagerbedingungen TP/aw. (Mittelwerte±Maximal- und Minimalwert). Koeffizienten der 

linearen Anpassung Gleichung (31): Tg0 = 59,1 °C, Steigung dTg/daW = -132,7 °C. 

Abbildung 68 zeigt, dass aufgrund der Abhängigkeit Tg(aW) durch die Einstellung von aW die 

Einstellung von Tg möglich ist. Durch die Auswahl verschiedener Lagertemperaturen TP bei 

verschiedenen Glasübergangstemperaturen Tg ist es möglich, eine Lagerung im Glaszustand 

oder im Nicht-Glaszustand auf einem Temperaturniveau aber auch vergleichbare physikali-

sche Zustände auf unterschiedlichen Temperaturniveaus zu realisieren. 

Abbildung 68 zeigt, dass der Zusammenhang zwischen Tg und aw für unterschiedliche Tempe-

raturen (4 °C, 20 °C, 37 °C) keinen signifikant unterschiedlichen Verlauf aufweist (Konfidenz 

0,95).  

Abbildung 68 zeigt, dass Tg mit zunehmendem aw abnimmt. Die Glasübergangstemperatur Tg 

zeigt eine lineare Abhängigkeit von der Wasseraktivität (R2=0,99). Gleichung (31) beschreibt 

den linearen Zusammenhang Tg(aw) für alle untersuchten Temperaturen. 

0)( gW
W

g
W Ta

da

dT
aT           (31) 

mit  

Tg0 = 59,1 °C und dTg/daW = -132,7 °C für Lb. paracasei ssp. paracasei in einer Laktosemat-

rix. 

Glaszustand 

Nicht-Glaszustand 

aw, T=25°C (-) 
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Eine lineare Abhängigkeit von Tg(aw) 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 für diese biologischen Materialien konnte ein linearer Zusammenhang 

zwischen Tg und aW ermittelt werden.  

Aus Abbildung 68 können nun für unterschiedliche Temperaturen die Wasseraktivitäten er-

mittelt werden, die eine Grenze zwischen dem Glaszustand und dem Nicht-Glaszustand dar-

stellen. Das bedeutet, dass bei diesen Wasseraktivitäten die Lagertemperatur TP der Glasüber-

gangstemperatur Tg entspricht. Bei einer konstanten Lagertemperatur TP befindet sich das 

Präparat oberhalb dieser Grenzwasseraktivitäten im Nicht-Glaszustand und unterhalb der ent-

sprechenden Wasseraktivitäten befindet sich das Präparat im Glaszustand. 

Tabelle 10 zeigt die nach Gleichung (32) berechneten Grenzwasseraktivitäten awg, für die die 

hier untersuchten Lagertemperaturen TP und die Glasübergangstemperatur Tg gleich sind. 

Tabelle 10: Interpolierte Grenzwasseraktivität awg für TP=Tg nach Gleichung (32). 

Lagertemperatur TP (°C) Grenzwasseraktivität awg (-) 

4 0,42 

15 0,33 

20 0,29 

30 0,21 

37 0,17 

 

Diese Wasseraktivitäten markieren also eine Grenzlinie zwischen dem Glaszustand und dem 

Nicht-Glaszustand. Die Grenzwasseraktivität für eine Lagertemperatur von 37 °C ist 0,17 und 

für 4 °C beträgt sie 0,42. Folglich muss also eine erhöhte Temperatur durch eine verringerte 

Wasseraktivität 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)). Für reine Laktose ist bei einer Temperatur von 20 °C die Grenzwasseraktivität 0,40. 

Der Unterschied zwischen diesen Werten und den Werten des Zellsystems ist wohl haupt-

sächlich auf die Anwesenheit der Salze aus dem Phosphatpuffer zurückzuführen (K2HPO4, 

KH2PO4, NaCl). Der spezifische Effekt eines Salzes in einem Glassystem ist allerdings noch 

unbekannt. Möglich ist ein erhöhter 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 gewählt, dass verschiedene physikalische Zustände 

während der Lagerung erreicht wurden. Die Mikroorganismen wurden also für alle untersuch-

ten Temperaturen im Glaszustand oder im Nicht-Glaszustand, je nach Wasseraktivität, gela-

gert. Dabei wurde die Temperaturdifferenz TP-Tg durch die Veränderung unterschiedlicher 

Größen variiert: 

1. Beeinflussung der Temperaturdifferenz TP-Tg durch die Änderung der Lagertempera-

tur TP 

2. Beeinflussung der Temperaturdifferenz TP-Tg durch die Änderung der Wasseraktivität 

aw und dadurch Änderung von Tg 

Im Folgenden wird untersucht, welche Bedeutung die Lagertemperatur per se, die Tempera-

turdifferenz zwischen Produkttemperatur und Glasübergangstemperatur TP-Tg sowie die Was-

seraktivität aW für die Lagerstabilität des verwendeten Testmikroorganismus besitzt. 

6.3.2 Überlebensrate von Lb. paracasei ssp.paracasei in einer Laktosematrix während 

der Lagerung im Glaszustand und im Nicht-Glaszustand 

Für die unterschiedlichen Lagerbedingungen wurde die Überlebensrate während der Lager-

dauer von 30-60 Tagen gemessen. Für jede Lagerbdingung ist zur besseren Übersicht jeweils 

eine Einzelbestimmung dargestellt. Dabei wurden die Proben für eine einzelne Kurve aus 

demselben Fermentationsansatz gewonnen. Zur Quantifizierung der Streuung der Überlebens-

rate ist im Weiteren Verlauf die Geschwindigkeitskonstante kT,aw mit der entsprechenden 

Standardabweichung dargestellt. 

Als Referenz für die Überlebensrate bei den Temperaturen 4 °C - 37 °C wurde der Verlauf der 

Überlebensrate während der Lagerung bei der Temperatur -40 °C ermittelt. 

Abbildung 69 zeigt den Verlauf der Überlebensrate von Lb. paracasei ssp. paracasei bei 

-40 °C. In den folgenden Darstellungen ist jeweils die Keimzahl N nach einer bestimmten 

Lagerdauer auf die Keimzahl N0, die direkt nach der Gefriertrocknung ermittelt wurde, bezo-

gen. 
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Abbildung 69: Keimzahl N/N0 während der Lagerung bei einer Lagertemperatur von -40 °C 

Abbildung 69 zeigt, dass die Keimzahl N/N0 bei einer Temperatur von -40 °C während eines 

Lagerzeitraumes von 42 Tagen konstant bleibt, also kein Verlust eintritt 

Abbildungen 70 – 74 zeigen den Verlauf der Keimzahlreduktion N/N0 für die Lagertempera-

turen 4 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C und 37 °C für unterschiedliche Wasseraktivitäten.  
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Abbildung 70: Keimzahl N/N0 während der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 4 °C und unter-

schiedlichen Wasseraktivitäten aw: (■)0,22; (■) 0,33; (▲) 0,43 und (●) 0,75. 
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Abbildung 71: Keimzahl N/N0 während der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 15 °C und unter-

schiedlichen Wasseraktivitäten aw: (■) 0,22; (▲) 0,43 und (●) 0,75 
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Abbildung 72: Keimzahl N/N0 während der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 20 °C und unter-

schiedlichen Wasseraktivitäten aw: (▼) 0,07; (▲) 0,11; (■) 0,22; (■) 0,33; (▲) 0,43. 
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Abbildung 73: Keimzahl N/N0  während der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 30 °C und unter-

schiedlichen Wasseraktivitäten aw: (▼) 0,07; (▲) 0,11; (■) 0,22; (■) 0,33; (▲) 0,43. 
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Abbildung 74: Keimzahl N/N0 während der Lagerung bei einer Lagertemperatur von 37 °C und unter-

schiedlichen Wasseraktivitäten aw: (▼) 0,07; (▲) 0,11; (■) 0,22; (■) 0,33; (▲) 0,43. 

Abbildungen 70 – 74 zeigen, dass die Überlebensrate mit zunehmender Wasseraktivität und 

zunehmender Temperatur schneller abnimmt. Außerdem ist deutlich, dass die Abnahme der 

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

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

ratur diskutiert. 

37 °C 

30 °C 
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6.3.3 Diskussion der Bedeutung von Lagerbedingungen im Glaszustand und im Nicht-

Glaszustand 

Es wurde gezeigt, dass die Keimzahl für eine Lagerung bei höherer Temperatur und höherer 

Wasseraktivität schneller abnimmt. Der kombinierte Effekt von Wasseraktivität und Tempe-

ratur steht in Einklang mit Ergebnissen von anderen Autoren und anderen Stämmen 

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

Zum besseren Vergleich und zur Beschreibung der Temperaturabhängigkeit der Inaktivierung 

wurde entsprechend einer Reaktion 1. Ordnung die Geschwindigkeitskonstante kT,aw berech-

net.  

Die berechnete Geschwindigkeitskonstante kT,aw ist für die unterschiedlichen Temperaturen in 

Abhängigkeit von der Wasseraktivität der Salzlösung in Abbildung 78 dargestellt. Die Zah-

lenwerte sind im Anhang in Tabelle 15 dargestellt. Außerdem zeigt Abbildung 78 die Grenz-

linie zwischen Glaszustand und Nicht-Glaszustand bei den entsprechenden Produkttemperatu-

ren bzw. die interpolierte Grenzwasseraktivität (vgl. Tabelle 10). 
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Abbildung 75: Geschwindigkeitskonstante kT,aw für die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in 

einer Laktosematrix in Abhängigkeit von der Wasseraktivität aw für unterschiedliche Temperaturen per 

se: (●) 4 °C; (●) 15 °C; (▲) 20 °C; (▲) 30 °C; (■) 37 °C. 
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Abbildung 75 zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante kT,aw für alle Temperaturen in Ab-

hängigkeit von der Wasseraktivität ansteigt. Für Wasseraktivitäten von 0,07 und 0,11 konnten 

nur geringe Unterschiede zwischen den Geschwindigkeitskonstanten kT,aw für die unterschied-

lichen Temperaturen gefunden werden. Für diese Bedingungen wird das gefriergetrocknete 

Kulturenpräparat bei allen Temperaturen im Glaszustand gelagert (vgl. Tabelle 10). Für 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) für die Temperaturen 30 °C (aw > 0,2) und 37 °C (aw > 0,17) 

stark an. Für die Lagertemperaturen 4 °C, 15 °C und 20 °C ist die Geschwindigkeitskonstante 

in geringerem Maße von der Wasseraktivität abhängig. Die Feuchtigkeit, die in zunehmen-

dem Maße eine stärkere Inaktivierung bewirkt, besitzt also einen schädigenderen Effekt bei 

höheren Temperaturen. 

Zur Ermittlung, ob die Einflüsse von Wasseraktivität und Temperatur in Einklang mit 

k = f(TP-Tg) stehen, sind die berechneten Geschwindigkeitskonstanten in Abbildung 76 in Ab-

hängigkeit von (TP-Tg) dargestellt. Zusätzlich ist auch der mathematische Zusammenhang 

nach Williams-Landel-Ferry (WLF, Gleichung (6)) für die universellen Konstanten (C1=17,4 

und C2=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 späterer Stelle diskutiert. 
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Abbildung 76: Geschwindigkeitskonstante k für die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in einer 

Laktosematrix mit unterschiedlichem aw in Abhängigkeit von (TP - Tg) für 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 TP per 

se. Je nach Wasseraktivität werden die Zellen dabei im Glas- ((TP-Tg)<0) oder im Nicht-

Glaszustand ((TP-Tg)>0) gelagert. Die Veränderung von TP-Tg erfolgt bei dieser Auftragung 

durch die Veränderung von Tg. In Ergänzung dazu sollte auch der Zusammenhang von kT,aw 

und TP-Tg für eine konstante Glasübergangstemperatur und unterschiedliche Produkttempera-

tur per se im Nicht-Glaszustand verdeutlicht werden. Deshalb ist in Abbildung 77 der Verlauf 

für eine konstante Wasseraktivität von 0,43, für die die Präparate bei allen Temperaturen im 

Nicht-Glaszustand gelagert wurden, dargestellt. 
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Abbildung 77: Geschwindigkeitskonstante kT,aw in Abhängigkeit von TP-Tg für die Inaktivierung von Lb. 

paracasei ssp. paracasei während der Lagerung bei einer Wasseraktivität von 0,43 und unterschiedlichen 

Temperaturen TP (Alle Temperaturen führen 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 kT,aw für Bedingungen im Glaszu-

stand (TP-Tg < 0) für alle Lagertemperaturen TP und Wasseraktivitäten sehr niedrige Werte 

annimmt. Die Geschwindigkeitskonstante kT,aw ist für Bedingungen im Glaszustand (TP-

Tg < 0) niedriger als für Bedingungen im Nicht-Glaszustand (TP-Tg > 0). Im Glaszustand wird 

die Reaktion also verlangsamt. Es ist auch deutlich, dass kT,aw für Lagertemperaturen von 

30 °C und 37 °C bei Überschreitung der Glasübergangstemperatur sehr stark mit zunehmen-

der Differenz zur Glasübergangstemperatur Tg ansteigt. Dieser Anstieg ist für Lagertempera-

turen von 4 °C, 15 °C sowie 20 °C vergleichsweise gering ausgeprägt. Die Geschwindigkeits-

konstante kT,aw besitzt für diese Temperaturen eine niedrigere Abhängigkeit von der Differenz 

zwischen der Produkttemperatur TP und der Glasübergangstemperatur Tg. 

Wenn die der Inaktivierung zugrunde liegende Reaktion ausschließlich diffusionslimitiert 

wäre, könnte die Temperaturabhängigkeit von kT,aw entsprechend WLF (Gleichung 6) mit 

kT,aw =  f(TP-Tg) dargestellt werden (vgl. Kapitel 2.3). Dabei würden die Kurven theoretisch in 

einer einzigen Masterkurve zusammenfallen. Abbildung 76 zeigt jedoch deutlich, dass dies 

nicht der Fall ist. Die auf den Glaszustand zurückgeführte Diffusionslimitierung ist somit 

37 °C 

20 °C 4 °C 
15 °C
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nicht der einzige Einfluss auf die Geschwindigkeitskonstante kT,aw. Obwohl deutlich zu er-

kennen ist, dass die Geschwindigkeitskonstante kT,aw unterhalb der Glasübergangstemperatur 

Tg für 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 

Viskosität beschleunigt, sondern auch noch durch andere Faktoren begünstigt. Für die Inakti-

vierung im Nicht-Glaszustand müssen somit zusätzliche Effekte von Temperatur und Wasser-

aktivität berücksichtigt werden, was nachfolgend diskutiert wird. 

Es ist bekannt, dass die Geschwindigkeitskonstante im Nicht-Glaszustand sehr stark mit zu-

nehmender Differenz zur Glasübergangstemperatur ansteigt. Dieser Anstieg wird durch die 

universellen Konstanten der WLF-Gleichung von C1 = 17,4 und C2 = 51,6 K ausgedrückt. Im 

Gegensatz dazu ist aus Abbildung 76 ersichtlich, dass durch eine Änderung von TP-Tg nur 

mäßige Änderungen in der Geschwindigkeitskonstante kT,aw für die Inaktivierung der Mikro-

organismen hervorgerufen werden, die viel niedriger sind, als man aus den entsprechenden 

Viskositätsänderungen vermuten würde. Für die einzelnen Temperaturen wurden zur Be-

schreibung der Abhängigkeit der Geschwindigkeitskonstanten kT,aw von TP-Tg für die WLF-

Gleichung (6) die in Tabelle 11 aufgelisteten Konstanten ermittelt. Dabei wurde C2TP zum 

besseren Vergleich zu den universellen Konstanten konstant bei 50,0 K gehalten und C1TP 

wurde angepasst. 
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Tabelle 11: Produkttemperatur TP, Geschwindigkeitskonstante kTg,aw bei TP-Tg=0 und Konstanten der 

WLF-Gleichung C1TP und C2TP für die einzelnen Produkttemperaturen TP für die Inaktivierung von Lb. 

paracasei ssp. paracasei in einer Laktosematrix. 

TP (°C) bzw. aw (-) 

konstant 

kTg,aw (d-1) (bei TP-

Tg=0) 
C1TP (-) C2TP (K) 

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 C1TP wesentlich niedriger liegen als der Wert für die 

universelle Konstante C1 (17,6) der WLF-Gleichung.  

Die WLF-Koeffizienten wurden auch von Sun (1997) für die Stabilität unterschiedlicher 

pflanzlicher Samenarten während der Lagerung bei konstantem aw und unterschiedlichen 

Temperaturen ermittelt. Sun (1997) erhielt dabei Werte für C1Samen von 37,5 – 22,3 und für 

C2Samen 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 für unterschiedliche Systeme separat ermittelt werden müssen. 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 für bisher bekannte Systeme. Folglich würde man eine Temperaturabhängig-

keit der Aktivierungsenergie Ea im Nicht-Glaszustand und eine viel stärkere Änderung von 

kT,aw auf der Grundlage der klassischen Theorie des Glaszustands erwarten. Die experimentel-

len Ergebnisse stimmen nicht mit der WLF Theorie überein, wenn nur die Temperaturabhän-

gigkeit der Geschwindigkeitskonstanten kT,aw betrachtet wird. Allerdings muss berücksichtigt 

werden, dass diese Theorie für die Viskosität 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 Molekülen, und die Faktoren, die Stabilität und Reaktivi-

tät beeinflussen sind viel weniger komplex für reine Polymere als für biologische Systeme 

wie Mikroorganismen.  

Für das hier untersuchte System wurde eine endliche und von Null verschiedene Geschwin-

digkeitskonstante kT,aw der Inaktivierung im Glaszustand gefunden. Auch wenn die Inaktivie-

rung der Mikroorganismen im Glaszustand langsamer verläuft als im Nicht-Glaszustand, wird 

sie aufgrund der reduzierten molekularen Mobilität nicht komplett unterbunden, wie es zu-

nächst entsprechend der Theorie vermutet wurde. Inaktivierung tritt im Glaszustand auf und 

die Geschwindigkeitskonstante kT,aw hängt von der Wasseraktivität ab. Mit anderen Worten 

kann gesagt werden, dass die Glasübergangstemperatur nicht der absolute Grenzwert für die 

Stabilität der gefriergetrockneten Bakterien darstellt. Im Hinblick auf die geringe Zunahme 

der Geschwindigkeitskonstanten kT,aw für das hier untersuchte System liegt die Vermutung 

nahe, dass die Inaktivierung mit einer konstanten Aktivierungsenergie Ea über den kompletten 

Temperaturbereich nach Arrhenius beschrieben werden kann. Wie bereits in Kapitel 2.3 erläu-

tert, kann die Geschwindigkeitskonstante kT,aw von Reaktionen, in einem sogenannten stabilen 

System (vgl. Kapitel 2.3) mit Hilfe der Arrheniusgleichung (Gleichung 5) als k = f(1/T) be-

schrieben werden. Dieser Zusammenhang wurde auch für das hier vorliegende getrocknete 

System untersucht. 

Die ermittelten Geschwindigkeitskonstanten kT,aw der Zellinaktivierung bei Lagertemperatu-

ren von 4 °C, 15 °C, 20 °C, 30 °C sowie 37 °C sind in Abbildung 78 für die unterschiedlichen 

Wasseraktivitäten als Funktion von reziproker Absoluttemperatur dargestellt. Des Weiteren 

ist in dem integrierten Diagramm auch die Geschwindigkeitskonstante kT,aw bei einer Lage-

rung der getrockneten Zellen bei -40 °C als Referenz dargestellt. 
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Abbildung 78: Geschwindigkeitskonstante kT,aw für die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei 

(PBS+Laktose 0,25 g/gZelltrockenmasse) in Abhängigkeit von der reziproken Absoluttemperatur 1/T für unter-

schiedliche Wasseraktivitäten aw: (▼) 0,07 (▲) 0,11; (■) 0,22, (■) 0,33, (▲) 0,43; (●) 0,75. Außerdem ist 

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

Abbildung 78 zeigt, dass die Geschwindigkeitskonstante kT,aw eine logarithmische Abhängig-

keit von der reziproken Temperatur aufweist und mit zunehmender Temperatur ansteigt. Au-

ßerdem ist deutlich, dass die Steigung von kT,aw(1/T) mit zunehmender Wasseraktivität steigt. 

Die Steigung ist ein Maß für die Aktivierungsenergie Ea der Inaktivierung. Die Aktivierungs-

energie Ea sowie k0 (für (1/T) →0) wurden nach Arrhenius entsprechend Gleichung (5) für die 

unterschiedlichen Wasseraktivitäten berechnet (vgl. Abbildung 79 sowie Zahlenwerte Tabelle 

17 im Anhang). 
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Abbildung 79: Aktivierungsenergie Ea für die Inaktivierungsreaktion von Lb. paracasei ssp. paracasei 

während der Lagerung in Abhängigkeit von der Wasseraktivität aw. 

Es ist deutlich, dass die Aktivierungsenergie bei einer Wasseraktivität von 0,07 einen Wert 

aufweist, der typisch für diffusionslimitierte Reaktionen ist, nämlich 14 kJ/mol. Bei einer 

Wasseraktivität von 0,11 beträgt die Aktivierungsenergie 45 kJ/mol. Dieser Wert befindet 

sich an der Grenze zwischen diffusionslimitierten Reaktionen und chemischen Reaktionen 

(vgl. Tabelle 18 im Anhang). Für die Wasseraktivitäten 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. 

Für Wasseraktivitäten von 0,22 und 0,33 ergeben sich Aktivierungsenergien von 70 –

 75 kJ/mol. Für Wasseraktivitäten von 0,43 und 0,75 steigt die Aktivierungsenergie nur noch 

geringfügig an und erreicht Werte von 85 – 90 kJ/mol. Aufgrund der strukturellen Relaxatio-

nen im übersättigten Nicht-Glaszustand würde man nahe der Glasübergangstemperatur für 

diffusionslimitierte Reaktionen jedoch höhere Werte von 200 – 400 kJ/mol, vermuten. Aller-

dings gelten diese Werte nur für fragile Systeme. Für eine stabile Matrix steigt die Aktivie-

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

Bei näherer tiefgehender Betrachtung der Messwerte zeigt sich, dass für das hier verwendete 

getrocknete System die Aktivierungsenergie im Nicht-Glaszustand nicht temperaturabhängig 

ist. Bei einer Wasseraktivität 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 würde also vermuten, dass an dieser Stelle eine Änderung der Aktivierungsenergie der 

Reaktion zu verzeichnen ist. Bei einer Wasseraktivität 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 Ea über den gesamten Temperaturbereich konstant. 

Daher stellt sich die Frage, welche Reaktionen im Nicht-Glaszustand ablaufen und welche 

Reaktionen im Glaszustand bzw. bei niedrigen Wasseraktivitäten limitiert werden. Die hier 

ermittelten Aktivierungsenergien bei Wasseraktivitätswerten ab 0,22 bis 0,75 von 

74-90 kJ/mol sind vergleichbar mit den Werten für die Lipidoxidation (50 – 150 kJ/mol) 

Kessler (1996). Die Lagerung wurde unter Sauerstoffatmosphäre durchgeführt, weshalb für 

die bei den Wasseraktivitäten von 0,22 bis 0,75 auftretende Inaktivierungsreaktion „Oxidation 

von Membranlipiden“ verantwortlich gemacht werden können.  

Für die Bedingungen im Glaszustand ist eine verringerte Temperaturabhängigkeit 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 Viskosität zurückgeführt werden. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass 

die Reaktion unterhalb der Glasübergangstemperatur nicht durch die hohe Viskosität limitiert 

ist, sondern aufgrund der chemisch limitierten Verfügbarkeit von Wasser. Im Rahmen weite-

rer Untersuchungen sollte eine erhöhte Wasserverfügbarkeit bei gleichzeitiger Limitierung 

durch die hohe Viskosität im Glaszustand untersucht werden. Dazu müsste ein Polymer mit 

einer höheren Glasübergangstemperatur verwendet werden, bei dem sich das Produkt auch bei 

stärkerer Hydrierung noch im diffusionslimitierenden Glaszustand befindet. 

Bei der Inaktivierung von Mikroorganismen muss berücksichtigt werden, dass diese hetero-

genen Systemen aus multiplen Phasen bestehen und somit die Koexistenz von vielen unter-

schiedlichen physikalischen und chemischen Eigenschaften möglich ist. Somit können unter-

schiedliche Inaktivierungsmechanismen mit unterschiedlichen Geschwindigkeitskonstanten 

zu einer Inaktivierung der Zellen führen. Es muss berücksichtigt werden, dass in dem ge-

trockneten Präparat möglicherweise Bereiche vorliegen, die sich nicht im Glaszustand befin-

den, aber auch Bereiche, die durch einen Zucker im Glaszustand kinetisch stabilisiert werden. 

Aufgrund der Komplexität der Inaktivierungsreaktionen ist keine sprungartige bzw. „scharfe“ 

Änderung von kT,aw bzw. eine starke Temperaturabhängigkeit von Ea zu erkennen. Stattdessen 

sind mehrere verschiedene Mechanismen für die Zellinaktivierung verantwortlich. Ein Me-

chanismus dominiert bei niedrigen Wasseraktivitäten. Dieser Mechanismus ist scheinbar we-

niger temperaturabhängig, und ein anderer dominiert bei höheren Wasseraktivitäten. 
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6.3.4 Lagerung der Zellen in einer Trehalosematrix 

Zusätzlich zur Untersuchung der Lagerstabilität in einer Laktosematrix wurde die Lagerstabi-

lität 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 begründete höhere 

Lagerstabilität bewirkt. Für die Untersuchungen der Lagerstabilität in einer Trehalosematrix 

wurden ausgewählte Lagerbedingungen untersucht und dabei mit der Laktosematrix vergli-

chen. 

Abbildungen 80 - 82 zeigen die ermittelten kT,aw-Werte für die Lagerung von Lb. paracasei 

ssp. paracasei mit Trehalose im direkten Vergleich mit den bereits dargestellten Messwerten 

für Laktose. 
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Abbildung 80: Geschwindigkeitskonstante kT,aw für die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in 

einer Laktosematrix (0,25 g/gZelltrockenmasse) (○) und in einer Trehalosematrix (0,25 g/gZelltrockenmasse) (●) für 

eine Lagertemperatur TP von 4  °C. 

TP = 4 °C 
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Abbildung 81: Geschwindigkeitskonstante kT,aw für die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in 

einer Laktosematrix (0,25 g/gZelltrockenmasse) (○) und in einer Trehalosematrix (0,25 g/gZelltrockenmasse) (●) für 

eine Lagertemperatur TP von 15 °C. 
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Abbildung 82: Geschwindigkeitskonstante kT,aw für die Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in 

einer Laktosematrix (0,25 g/gZelltrockenmasse) (○) und in einer Trehalosematrix (0,25 g/gZelltrockenmasse) (●) für 

eine Lagertemperatur TP von 30 °C. 

TP = 30 °C 

TP = 15 °C 
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Aus Abbildung 80 - Abbildung 82 wird deutlich, dass die k-Werte für die Inaktivierung in 

einer Trehalosematrix vergleichbar sind mit den kT,aw-Werten in einer Laktosematrix. Treha-

lose erhöht die Stabilität während der Lagerung wie auch während der Gefriertrocknung (vgl 

Kapitel 6.2.7) also nicht. Die erhöhte Stabilisierungswirkung der Trehalose wird auf ihre Fä-

higkeit zurückgeführt, 

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 verzögert im Vergleich zum 

Nicht-Glaszustand. Für den hier untersuchten Stamm kann festgestellt werden, dass Zucker 

mit gleichen Glasbildungseigenschaften eine vergleichbare Lagerstabilität 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 

ausgeübt wird und nicht auf die chemischen Eigenschaften der Zucker zurückzuführen ist. 
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7 SCHLUSSFOLGERUNG 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Inaktivierung von Lactobacillus paracasei ssp. paracasei 

während des Gefrierens, der Lyophilisation und während der Lagerung untersucht. Dabei soll-

te ermittelt werden, welche Rolle die verfahrenstechnischen Bedingungen und der Zusatz von 

Schutzstoffen spielen, um den Verlust lebensfähiger Zellen während dieser Prozesse so gering 

wie möglich zu halten. Ferner sollten der Prozessabschnitt und die Prozessbedingungen ermit-

telt werden, für die die Überlebensrate am stärksten 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 für isolierte Systeme, wie Proteine und Liposomen 

teilweise erforscht ist, während der Trocknung und Lagerung auf seine Bedeutung für die 

Stabilität von getrockneten Mikroorganismen überprüft werden. Die Schlussfolgerungen der 

Ergebnisse werden im Folgenden dargestellt. 

Bedeutung der Verfahrenstechnik während des Gefrierens und der Gefriertrocknung mit und 

ohne Schutzstoffe 

Generell wird die Vermehrungsfähigkeit von Lb. paracasei ssp. paracasei durch das Gefrie-

ren an sich verhältnismäßig wenig beeinträchtigt, wenn die Zellen unmittelbar nach dem Ge-

frieren wieder aufgetaut werden. Der Gefrierprozess ist also nicht der schädlichste Prozessab-

schnitt bei der Gefriertrocknung. Dennoch wirkt sich die niedrige Temperatur im Verlauf der 

Gefriertrocknung negativ auf die Stabilität der Zellen aus. Vor allem wenn die Zellen ohne 

Schutzstoffe gefroren und getrocknet werden, erfolgt eine schnellere und stärkere Inaktivie-

rung bei niedrigeren Temperaturen.  

Während des Gefrierens hat sich herausgestellt, dass die Kühlrate, unabhängig davon, ob die-

se sehr niedrig oder sehr hoch gewählt wird, keinen Einfluss auf die Überlebensrate nach dem 

Gefrieren besitzt. Dies konnte sowohl für 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 Kühlrate in den Unterschieden im intrazellulären Wasserge-

halt begründet, mit dem hier verwendeten System zusätzlich bestätigt werden. Gram positive 

Mikroorganismen sind unempfindlicher gegenüber Unterschieden in der Kühlrate, weil das 

intrazellulär vorliegende Wasser am Austritt aus der Zelle aufgrund des mehrschichtigen Mu-

reinnetzwerkes gehindert wird. Somit weisen die Zellen bei unterschiedlichen Kühlraten nur 
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geringe Unterschiede im intrazellulären Wassergehalt und folglich auch bei der Überlebensra-

te auf. 

Während die Kühlrate keinen Einfluss auf die Überlebensrate besitzt, erweist sich der ver-

wendete Mikroorganismus als verhältnismäßig empfindlich im Hinblick auf eine Verringe-

rung der Temperatur, wenn keine Schutzstoffe vorhanden sind. Die Inaktivierung während 

des Verweilens in einer gefrierkonzentrierten Matrix bei niedriger Temperatur kann in einer 

Zellsuspension mit Phosphatpuffer und ohne Schutzstoffe durch einen pH Shift, eine erhöhte 

Salzkonzentration und/oder durch abgeschwächte Abstoßungskräfte hydrophober Gruppen 

von Proteinen aufgrund abgeschwächter Wasserstoffbrückenbindung verursacht werden. 

Durch diese Vorgänge werden die Zellen im Hinblick auf die Lyophilisation vorgeschädigt. 

Aufgrund dessen wirkt sich die Dehydrierung noch negativer aus als ohne diese Vorschädi-

gung, weshalb bei einer Trocknung bei nierigerer Temperatur die Überlebensrate auf einem 

niedrigeren Niveau verläuft und auch am Ende niedrigere Werte annimmt. 

Durch den Zusatz von Schutzstoffen kann die Überlebensrate nach dem Gefrieren für alle 

Bedingungen gesteigert werden. Ferner kann auch die Vorschädigung durch die niedrigen 

Temperaturen, was zu einer verringerten Dehydrierungstoleranz der Zellen ohne Schutzstoffe 

führt, herabgesetzt werden. Dadurch wird am Ende der Trocknung mit sehr niedrigen Pro-

dukttemperaturen bei Anwesenheit von Schutzstoffen eine höhere Überlebensrate 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 

begründet als auch in der Eigenschaft von Disacchariden, in einer wässrigen Lösung mit 

Biomolekülen eine bevorzugte Anlagerung von Wassermolekülen an der Grenzfläche zwi-

schen Biomolekül und umgebender Schutzstofflösung (preferential hydration) zu bewirken. 

Dadurch werden die Zellkomponenten stabilisiert. Die Schutzstoffe sind während der Gefrier-

trocknung also dafür notwendig, um die Vorschädigung 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 Überlebensrate nach dem 

Gefrieren und auch nach der Trocknung bei niedrigen Temperaturen erhöht wird, führt deren 

Zusatz auch dazu, dass der Einfluss unterschiedlicher Prozessbedingungen für beide Prozesse 

reduziert wird. Der Zusatz von Schutzstoffen ist folglich bei ungünstigen Prozessbedingungen 

erforderlich. 

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

ohne Schutzstoffe möglich ist, gleiche Überlebensraten zu erreichen wie bei einer Trocknung 
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mit Schutzstoffen. Die optimale Prozessführung bei der Gefriertrocknung ohne Schutzstoff ist 

folglich eine „schnelle“ Trocknung mit hohen Sublimationsraten und hohen Produkttempera-

turen. Hohe Trocknungsraten werden durch große Differenzen zwischen Stellflächen- und 

Produkttemperatur sowie höheren Kammerdrücken erreicht. Durch schnellen Wasserentzug 

wird die Überlebensrate weniger beeinträchtigt, da die schädigenden Produkteinflüsse kürzer 

einwirken. Zudem ist eine Zeit- und Kostenersparnis bei Trocknungen mit hohen Temperatu-

ren und hohen Sublimationsraten möglich. „Schnelle“ Trocknungen sind deshalb als wirt-

schaftlicher einzuschätzen. 

Im Hinblick auf den Verlauf der Überlebensrate der Zellen in Abhängigkeit vom Restwasser-

gehalt konnte ermittelt werden, dass diese in unterschiedlichen Abschnitten der Trocknung 

unterschiedlich stark abnimmt. Es existiert für alle Prozessbedingungen und alle Formulie-

rungen ein kritischer Restwassergehalt, ab dem die Überlebensrate 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 Biomoleküle statt. Die verwendeten Schutzstoffe können bei 

der Gefriertrocknung dieses Wasser nicht ersetzten und als Folge tritt eine irreversible, starke 

Schädigung der Zellkomponenten auf. Aus diesem Grund sollte im Hinblick auf die Überle-

bensrate unabhängig von Prozessparametern oder Schutzstoffzugabe nur soweit getrocknet 

werden, wie es für den Stabilitätserhalt des Produkts während der Lagerung unbedingt nötig 

ist. 

Bedeutung des Glaszustands während der Gefriertrocknung und Lagerung für die Stabilität 

der Mikroorganismen 

Bei getrockneten Zellen ohne Schutzstoff ist kein Glasübergang messbar. Die Komponenten 

der Mikroorganismen selbst gehen also während der Dehydrierung nicht in den Glaszustand 

über. 

Für Mikroorganismen in einer Laktosematrix konnte ein Phasen-Zustandsdiagramm erstellt 

werden und anhand dieses Diagramms Prozessbedingungen ausgewählt werden, die zur 

Trocknung im Glaszustand und im Nicht-Glaszustand führten. Das erstellte Zustandsdiag-

ramm kann mit Hilfe der Gordon-Taylor Gleichung mathematisch beschrieben werden und 

unterscheidet sich nicht vom Zustandsdiagramm von Laktose in wässriger Lösung. Die Mik-

roorganismen beeinflussen den Zusammenhang zwischen der Glasübergangstemperatur und 

dem Restwassergehalt folglich nicht. 
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Die Hypothese, dass die Überlebensrate während der Trocknung bei Prozessbedingungen, die 

zum Glaszustand der extrazellulären Matrix führen, am Ende der Trocknung höher ist, konnte 

nicht bestätigt werden. Es hat sich gezeigt, dass die Überlebensrate für alle Prozessbedingun-

gen die gleiche Abhängigkeit vom Restwassergehalt besitzt. Der Glaszustand ist also nicht 

der Schutzmechanismus, der von der Laktose während der Trocknung ausgeübt wird. Das 

bedeutet, dass die Trocknung auch bei höheren Temperaturen durchgeführt werden kann, und 

die Glasübergangstempertur nicht den absoluten Grenzwert darstellt. Hier ergibt sich ein gro-

ßes Potential für alternative Trocknungsverfahren zur Gefriertrocknung, bei denen das Präpa-

rat nicht erst einem energie-, zeit- und kostenintensiven Gefrierprozess unterzogen werden 

muss, damit die Trocknung mit einer möglichst geringen Temperaturdifferenz zwischen 

Glasübergangstemperatur und Produkttemperatur durchgeführt wird. 

Zwischen Glasübergangstemperatur und der Wasseraktivität für gefriergetrocknete Präparate 

aus Lb. paracasei ssp. paracasei konnte ein linearer Zusammenhang ermittelt werden. Der 

ermittelte Zusammenhang war von der Lagertemperatur unabhängig. 

Die Abnahme der Überlebensrate während der Lagerung kann in guter Näherung mit einer 

Reaktion 1. Ordnung sowohl im Glaszustand als auch im Nicht-Glaszustand beschrieben wer-

den. Die Abnahme der Überlebensrate erfolgt schneller bei höheren Temperaturen und höhe-

ren Restwassergehalten. Bei Lagerbedingungen im Glaszustand ist die Geschwindigkeits-

konstante kT,aw für alle untersuchten Lagerbedingungen am niedrigsten. Somit wird die Schä-

digungsreaktion im Glaszustand limitiert. Im Gegensatz zur Vorhersage auf Basis der klassi-

schen Glastheorie ist kT,aw im Nicht-Glaszustand jedoch nicht nur von der Temperaturdiffe-

renz TP-Tg, wie durch die WLF Gleichung postuliert wird, abhängig. Stattdessen ist eine deut-

liche Abhängigkeit von kT,aw von der Temperatur per se als auch von der Wasseraktivität zu 

finden. Es ist keine sprungartige Zunahme von kt,aw bei Überschreitung der Glasübergangs-

temperatur im Nicht-Glaszustand und keine Temperaturabhänägigkeit der Aktivierungsener-

gie deutlich. Diese Tatsache ist entweder darin begründet, dass die Mikroorganismen in einer 

stabilen Matrix vorliegen, die auch im Nicht-Glaszustand eine Temperaturabhängigkeit der 

Viskosität entsprechend Arrhenius aufweist. Oder das Ausbleiben einer sprungartigen Ände-

rung bei Tg ist in der Komplexität der Inaktivierungsreaktionen von Mikroorganismen be-

gründet, die in dem untersuchten Temperaturbereich sehr wahrscheinlich unterschiedliche 

Geschwindigkeitskonstanten und unterschiedliche Sensitivitäten für die Änderung der visko-

sitätsbedingten Diffusionslimitierung aufweisen.  
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Die Temperaturabhängigkeit der Geschwindigkeitskonstante kT,aw 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 verhältnismäßig niedrige Konstan-

ten. Theoretisch müsste die Geschwindigkeitskonstante kT,aw mit zunehmender Temperatur 

viel stärker 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 stärkere Temperaturabhängigkeit der Geschwindigkeitskonstanten vorliegt. 

Bezieht man diese Ergebnisse auf die Ergebnisse der Trocknung, so wird auch verständlich, 

warum bei der Gefriertrocknung bei niedrigen Temperaturen und relativ kurzen Verweilzeiten 

kein schädlicher Einfluss des Nicht-Glaszustands ermittelt werden konnte. Die Koeffizienten 

der WLF Gleichung sind relativ niedrig und beschreiben eine geringe Temperaturabhängig-

keit von kT,aw im Nicht-Glaszustand. Folglich ist es nicht möglich, innerhalb der kurzen 

Trocknungszeit einen Einfluss von Glas- und Nicht-Glaszustand während der Trocknung zu 

detektieren. Außerdem wird die Haupttrocknung bei niedrigen Temperturen durchgeführt und 

aufgrund des Temperatureinflusses per se im Nicht-Glaszustand, der bei niedrigen Tempera-

turen auch zu einer niedrigen Geschwindigkeitskonstanten kT,aw führt, konnte kein Effekt des 

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

Zur Minimierung destabilisierender Einflüsse auf Mikroorganismen während der Trocknung 

und Lagerung werden vor der Trocknung Schutzstoffe wie z.B. Disaccharide zum Trock-

nungsmedium gegeben. Bisherige Ergebnisse zeigen zwar eine höhere Aktivität der Zellen 

nach der Trocknung und Lagerung bei Anwesenheit von Schutzstoffen. Es ist jedoch nicht 

möglich, die experimentell ermittelten Ergebnisse zu generalisieren. Es fehlt das Verständnis 

über die grundlegenden Schutzmechanismen für diese komplexen Systeme und über 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 größte Vitalitätsverlust der Zellen 

stattfindet. Die Kenntnis über diese Zusammenhänge ist für eine zielgerichtete Verfahrensfüh-

rung der Trocknung und Lagerung allerdings erforderlich. 

Ein theoretisch vorgeschlagener, jedoch für Mikroorganismen bisher nicht erforschter 

Schutzmechanismus von Zuckern ist die Ausbildung einer Glasmatrix. Dabei liegt die Hypo-

these zugrunde, dass in einem amorphen, übersättigten System diffusionslimitierte destabili-

sierende Reaktionen mit den strukturellen Relaxationsprozessen der Matrix gekoppelt sind. 

Demnach werden sie in einer Glasmatrix aufgrund der extrem hohen Viskosität sehr stark 

verzögert, dagegen im Nicht-Glaszustand mit zunehmender Temperatur sehr stark beschleu-

nigt. Die Temperaturabhängigkeit 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 für die Inaktivierung von Mikroorganismen gilt, ist 

bisher nicht bekannt. Jedoch würde unter dieser Annahme den verfahrenstechnischen Parame-

tern während der Trocknung und Lagerung eine entscheidende Rolle zukommen. Denn diese 

müssen demnach so gewählt werden, dass die Matrix schnell in den Glaszustand überführt 

wird und während der Trocknung und Lagerung in diesem verweilt. 

Die wesentlichen Ziele dieser Arbeit waren die Ermittlung der schädigenden Einflüsse der 

Prozessführung während der Gefriertrocknung auf die Vitalität 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 geschützt werden. Des Weiteren sollte die Bedeu-

tung des Glaszustands für die Stabilität der Mikroorganismen während 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 für die Temperaturabhängigkeit struktureller Relaxa-

tionprozesse des Präparates vorhersagen zu können (WLF oder Arrhenius). 

Zu diesem Zweck wurde der Zusammenhang zwischen Glasübergangstemperatur, Zusam-

mensetzung, Restwassergehalt und Wasseraktivität (Zustandsdiagramme) von Zell-

Schutzstoff-Präparationen erstellt. Die erstellten Zustandsdiagramme dienten als Grundlage 

für die Auswahl geeigneter Prozessparameter sowie zur Kenntnis des physikalischen Zustands 

bei den ausgewählten Bedingungen für Trocknung und Lagerung. Es hat sich gezeigt, dass die 

Abhängigkeit der Glasübergangstemperatur vom Restwassergehalt für Zell-

Schutzstoffpräparationen gleich der für wässrige Schutzstoffpräparationen ist. Die Glasüber-

gangstemperatur der Mikroorganismenpräparate wird folglich durch die Glasübergangstempe-

ratur des zugesetzten Schutzstoffes bestimmt. Ferner hat sich bei der thermischen Analyse 

von getrockneten Zellen ohne Schutzstoff gezeigt, dass bei dieser Zusammensetzung kein 

Glasübergang stattfindet. Die Zellkomponenten selbst gehen also nicht in den Glaszustand 

über. 

Beim Gefrieren, als erstem Schritt der Lyophilisation, hat sich gezeigt, dass die Überlebensra-

te mit und ohne Schutzstoffe im Allgemeinen nur geringfügig abnimmt, wenn die Zellen di-

rekt im Anschluss wieder aufgetaut werden. Der Gefrierprozess ist also nicht der schädlichste 

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 Stabilität der Zellen, vor allem wenn die Zellen ohne Schutzstoffe 

gefroren und getrocknet wurden. So nahm die Überlebensrate mit abnehmender Endtempera-

tur sowohl nach dem Gefrieren, während des Verweilens im gefrorenen Zustand und während 

der Gefriertrocknung ab, wenn keine Schutzstoffe im umgebenden Medium vorhanden waren. 

Dagegen konnte ein größerer Anteil an Zellen seine Vermehrungsfähigkeit erhalten, wenn die 

Prozesse bei höheren Temperaturen durchgeführt wurden. Bei der Anwesenheit eines Schutz-

stoffes im Gefrier- und Trocknungsmedium konnte die Abnahme der Überlebensrate ebenfalls 

verlangsamt und auch der Einfluss der Temperatur reduziert werden. Zudem zeigte sich, dass 

bei hohen Trocknungstemperaturen (-20 °C) und hohen Trocknungsgeschwindigkeiten die 

Überlebensrate ohne Schutzstoff sogar gleich hohe Werte annimmt, wie bei einer Trocknung 

mit Schutzstoff. Durch günstige Prozessbedingungen bei der Gefriertrocknung kann die Über-

lebensrate ohne Schutzstoffe also soweit gesteigert werden, dass Schutzstoffe für die Stabilität 

während der Trocknung unnötig wären. 
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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 während der Trocknung vorge-

schädigt, was in einer verringerten Dehydrierungstoleranz resultiert. Durch den Zusatz von 

Schutzstoffen werden diese Vorschädigungen vermindert und die Zellen somit trocknungsre-

sistenter. 

Im Hinblick auf den Verlauf der Überlebensrate in Abhängigkeit vom Restwassergehalt konn-

te ermittelt werden, dass ein kritischer Restwassergehalt von 15 – 20 % für alle Formulierun-

gen existiert, ab dem die Überlebensrate sowohl mit als auch ohne Schutzstoff mit zunehmen-

dem Wasserentzug stark abnahm. Durch den Zusatz von Schutzstoffen kann also nur die Vor-

schädigung 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 

für die Stabilisierung während der Trocknung nur bei ungünstigen Prozessbedingungen not-

wendig, um die Dehydrierungstoleranz der Zellen zu erhöhen. 

Der Glaszustand des Schutzstoffes besitzt bei der Gefriertrocknung für die Überlebensrate 

keine Bedeutung. Der Verlauf der Überlebensrate zeigte sich für alle Prozessbedingungen in 

gleicher Weise, unabhängig davon, ob die Trocknung im Glaszustand oder im Nicht-

Glaszustand verlief. 

Während der Lagerung hat sich herausgestellt, dass die Stabilität der Mikroorganismen mit 

abnehmender Temperatur und abnehmender Wasseraktivität gesteigert wird. Für die Lager-

stabilität ist der Glaszustand von Bedeutung. Es hat sich gezeigt, dass die Lagerstabilität bei 

allen Bedingungen, die zu einer Lagerung im Glaszustand führten, am höchsten war. Bei einer 

Lagerung im Nicht-Glaszustand nahm die Überlebensrate schneller ab. Bei der Analyse der 

Temperaturabhängigkeit 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 für die WLF-

Gleichung sehr niedrige Konstanten ermittelt, die wiederum zeigen, dass die Aktivierungs-

energie im Nicht-Glaszustand nicht temperaturabhängig ist. Die Zunahme der Geschwindig-

keitskonstanten kT,aw der Inaktivierungsreaktion mit zunehmender Temperatur im Nicht-

Glaszustand ist also nicht mit strukturellen Relaxationsprozessen gekoppelt. Ferner war die 
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Geschwindigkeitskonstante kT,aw im Nicht-Glaszustand nicht nur von der Temperaturdifferenz 

zwischen Produkttemperatur und Glasübergangstemperatur abhängig sondern auch von der 

Temperatur per se. Die komplexen chemischen und physikalischen Vorgänge bei der Schädi-

gung von Mikroorganismen während der Lagerung im Nicht-Glaszustand können also nicht 

mit der Temperaturabhängigkeit struktureller Relaxationsprozesse gekoppelt werden, sondern 

es muss ein komplexes Zusammenspiel zwischen verschiedenen Reaktionen mit unterschied-

lichen Geschwindigkeitskonstanten berücksichtigt sowie deren Sensitivität im Hinblick auf 

die Temperatur und auf die Änderung der viskositätsbedingten 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 kT,aw 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 kT,aw is not only dependent on the temperature difference 

between product temperature and glass transition temperature, TP-Tg, in the non glassy 

state accoring to the Williams Landel Ferry equation. A clear dependence of kT,aw 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 Für Oberflächenkultur 
Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Anaerogen® 
Sauerstoffbindendes Agens 
für anaerobe Inkubation 

Oxoid, Hampshire, UK 

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

Agens für Karl Fischer Tritra-
tion 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

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

Agens für Karl Fischer Tritra-
tion 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

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

Agens für Karl Fischer Tritra-
tion 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

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

Kalibration Karl Fischer 
Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

Indium, G10M24 
Temperaturkalibration DSC 
Q1000 

TA Instruments, Eschborn, 
Deutschland 

Kaliumacetat, 1.04820 

Salz für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während der Lage-
rung 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Kaliumcarbonat, 1.10614 

Salz für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während der Lage-
rung 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Kaliumflourid, 1.05030 

Salz für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während der Lage-
rung 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Kaliumhydroxid, 1.05033 

Salz für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während der Lage-
rung 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Laktosemonohydrat, 1.07657 Vewendung als Schutzstoff 
Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Lithiumchlorid, 00621 (Fluka) 

Salz für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während 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 für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während der Lage-
rung 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Magnesiumnitrat Hexahydrat, 1.05853 

Salz für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während der Lage-
rung 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

MRS-Boullion, 1.10661, pH 5,7±0,2 
Nährmedium für Fermentati-
on und Oberlfächenkultur 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Natriumchlorid, 1.06404 

Salz für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während der Lage-
rung; Phosphatpuffer 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Natriumhydroxid, 30620 (Riedel-de 
Haën) 

Salz für gesättigte Lösung zur 
Einstellung definierter Luft-
feuchten während der Lage-
rung 

Sigma-Aldrich, St. Louis, 
USA 

Phosphatpufferlösung (PBS) (0.10 M, 
0.15 M NaCl, pH 7.0) 
K2HPO4, 1.05104 
 
 
KH2PO4, 1.04873 

Wasch- und Trocknungsme-
dium 

 
 
Merck, Darmstadt, Deutsch-
land; 
 
Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Ringerlösung, 1.15525 
Verdünnung der Zellsuspen-
sionen für Oberflächenkultur 

Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 

Stickstoff (flüssig) 
Kältemittel für das Gefrieren 
der Zellsuspensionen 

Linde, München, Deutsch-
land 

Trehalose, 1.08353 Verwendung als Schutzstoff 
Merck, Darmstadt, Deutsch-
land 
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Tabelle 13: Verwendete Geräte 

Gerät Verwendung Hersteller 

Alkoholbad 
Verweilen der Zellsuspensio-
nen bei -30 °C 

Haake, 

Analysenwaage AP 250 D, Ablesbar-
keit 0,00001g 

Bestimmung der Einwage für 
DSC-Messungen 

Ohaus, Pine Brook New 
Jersey, USA 

Analysenwaage AE 200, Ablesbarkeit 
0,0001g 

Alle Einwagen außer DSC 
Mettler Toledo, Greifensee, 
Schweiz 

Differential Scanning Calorimeter, 
DSC Q1000 

Thermische Analyse 
TA Instruments, Eschborn, 
Deutschland 

Drehschieber Vakuumpumpe RZ 2 
(Evakuierungsgeschwindigkeit 
2,2m3/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 l, 4 l Fermentation Schott, Mainz, Deutschland 

Glasvials 10R, 127580 
Gefriertrocknung der Zellsus-
pensionen 

Martin Christ, Osterode, 
Deutschland 

Gummistopfen, geriffelt, 127651 
Abdecken und Verschließen 
der Glasvials 

Martin Christ, Osterode, 
Deutschland 

Hermetisch verschließbare Alumi-
niumtiegel, ELC 001077 (Tiegel), 
ELC001078 (Deckel) 

Thermische Analyse 
TA Instruments, Eschborn, 
Deutschland 

Karl-Fischer Titrator, Titro Line KF Bestimmung Wassergehalt Schott, Mainz, Deutschland 

Magnetrührer, Variomag Biomodul 
40B 

Rühren der Fermentationssus-
pension 

H+P Labortechnik Mün-
chen, München, Deutsch-
land 

Petrischalen 633180 Oberflächenkultur 
Greiner Bio One, Krems-
münster, Österreich 

Spektralphotometer, Lambda 25 
Messung der optischen Dichte 
der Fermentationssuspension 

Perkin Elmer, Wellesley, 
USA 

Vortex Mischer, Vortex Genie 2 

Mischen der Zellsuspensionen 
für Verdünnungsreihen und 
Mischen der Schutzstoffe in 
Zellsuspensionen 

Scientific Industries , Bo-
hemia, USA 

Wasseraktivitätsmessung, Novasina 
Sprint 

Messung der Wasseraktivität Novasina, Lachen, Schweiz 

Widerstandstemperatursensor Pt 100, 
M-416 

Messung Temperaturverlauf 
während des Gefrierens und 
während 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) 
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Tabelle 15: Mittelwert der Geschwindigkeitskonstante kT,aw und Standardabweichung ΔkT,aw für die Inak-

tivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in einer Laktosematrix bei unterschiedlichen Temperaturen TP 

und unterschiedlichen Wasseraktivitäten aw. 

Temperatur TP (°C) aw (-) Geschwindigkeitskonstante kT,aw (d-1) StandardabweichungΔkT,aw (d-1) 

4 

0,22 0,017 4,5 x 10-3 

0,33 0,023 6,4 x 10-3 

0,43 0,053 0,017 

0,75 0,13 0,018 

15 

0,22 0,024 5,2 x 10-3 

0,43 0,089 8,3 x 10-3 

0,75 0,53 0,11 

20 

0,07 0,014 7,5 x 10-3 

0,11 0,034 2,5 x 10-4 

0,22 0,077 4,1 x 10-3 

0,33 0,11 0,034 

0,43 0,20 0,051 

30 

0,07 0,019 1,8 x 10-3 

0,11 0,043 2,5 x 10-3 

0,22 0,19 0,054 

0,33 0,33 0,095 

0,43 1,05 0,21 

37 

0,07 0,019 7,3 x 10-3 

0,11 0,098 0,015 

0,22 0,44 4,8 x 10-3 

0,33 0,56 0,017  

0,43 2,49 0,53  

-40 Gefr. 4,0 x 10-3 3,3 x 10-3 
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Tabelle 16: Mittelwert der Geschwindigkeitskonstante kT,aw und Standardabweichung ΔkT,aw für die Inak-

tivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei in einer Trehalosematrix bei unterschiedlichen Temperaturen 

TP und unterschiedlichen Wasseraktivitäten aw. 

Temperatur TP (°C) aw (-) Geschwindigkeitskonstante kT,aw (d-1) StandardabweichungΔkT,aw (d-1) 

4 

0,33 0,034 9,4 x 10-3 

0,43 0,088 0,037 

0,75 0,20 0,048 

15 

0,22 0,023 2,2 x 10-3 

0,43 0,056 5,3 x 10-3 

0,75 0,41 0,074 

30 

0,07 0,037 2,9 x 10-3 

0,11 0,056 1,7 x 10-3 

0,22 0,16 0,08 

0,33 0,46 0,068 

 

Tabelle 17: Wasseraktivität, Aktivierungsenergie Ea und Stoßfaktor k0 für die Beschreibung der Tempe-

raturabhängigkeit der Geschwindigkeitskonstanten k der Inaktivierung von Lb. paracasei ssp. paracasei 

nach Arrhenius (Gleichung 5). 

Wasseraktivität aw (-) k0 (d
-1) Aktivierungsenergie Ea (kJ/mol) 

0,07 5,6 14 

0,11 3·106 45 

0,22 9·1011 74 

0,33 4·1011 70 

0,42 2·1015 90 

0,75 1015 84 
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Tabelle 18: Größenordnung der Aktivierungsenergie Ea für verschiedene Vorgänge Kessler (1996). 

Bereich Aktivierungsenergie Ea Vorgang 

10 – 20 kJ/mol Diffusion 

50 – 150 kJ/mol 

Chemische Reaktionen wie Vitaminabbau, Bräu-
nungsreaktionen, Serumproteinaggregation, Lysinblo-
ckierung, Oxidation, Bildung von Hydroxymethylfur-
fural, Enzyminaktivierung 

250 – 400 kJ/mol 
Abtötung von Mikroorganismen, Enzyminaktivierung, 
Proteinauffaltung 
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