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Kurzfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Niedertemperaturgranulierung von proka-
ryotischen Mikroorganismen. Als Modellorganismus wird der Milchsédurebakterienstamm
Lactobacillus plantarum subsp. plantarum DSMZ 20174T verwendet. Dieser wird bei un-
terschiedlichen Prozessbedingungen unter Einsatz von diversen Trigermaterialien getrock-
net. Untersucht wird der Einfluss der Trocknung auf die Uberlebensrate und die Lager-
stabilitdt der Bakterien. Dabei wurde herausgefunden, dass mit kleiner werdender Trock-
nungszeit und der Verwendung des Trigermaterials Maltodextrin hohe Viabilitdten nach
der Trocknung erreicht werden. Bei einer Eindiisungszeit von 20 bzw. 30 Minuten und
einer jeweiligen zehnminiitigen Nachtrocknungszeit konnten Uberlebensraten zwischen 28
und 64 % ermittelt werden. Desweiteren war die Untersuchung der Wirkung von Schutz-
stoffen auf die Viabilitdt nach der Trocknung und wihrend der Lagerung Bestandteil
der Arbeit. Dafiir kamen die Zellschutzstoffe Trehalose und Sorbitol zum Einsatz. In die-
sem Zusammenhang wurde festgestellt, dass die jeweiligen Schutzstoffe keinen Einfluss
auf die Viabilitdt nach der Trocknung nach sich ziehen, sich jedoch durch die Verwen-
dung die Lagerstabilitdt bei Raumtemperatur verbessert. Dabei konnten Zellkonzentra-
tionen im Bereich zwischen 107 und 10° KbE/g Granulat nach einer sechsmonatigen
Lagerung bei Raumtemperatur ermittelt werden. Zur Untersuchung der Lagerstabilitét
wurden die Bakterien jeweils bei 4 °C und Raumtemperatur in geschlossenen Glasfla-
schen iiber sechs Monate gelagert. Ein weiterer Aspekt der vorliegenden Arbeit war die
Untersuchung des Einflusses verénderter Kultivierungsbedingungen auf die Viabilitdt von
L.plantarum nach der Trocknung und Lagerung. Dafiir wurden Bakterien aus pH-Wert
geregelten und nicht pH-Wert geregelten Fermentationen in der Wirbelschicht getrocknet.
Aus diesen Untersuchungen ging hervor, dass durch die pH-Wert-Regelung hohere Viabi-
litdten erreicht wurden, jedoch die Lebendzellzahl wéahrend der Lagerung stédrker abnahm.
Zusétzlich wurde im Rahmen der Arbeit der Viabilitétsverlust von L.plantarum wahrend
der Wirbelschichttrocknung mit Hilfe eines gekoppelten Wirbelschichttrocknungs- und In-
aktivierungsmodelles beschrieben. Hierbei finden die Warme- und Stoffiibergéinge in der
Wirbelschicht Beriicksichtigung. Zusétzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit iiberpriift, ob
die fiir L.plantarum formulierten Prozessbedingungen fiir die Wirbelschichttrocknung pro-
blemlos auf einen weiteren Bakterienstamm Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DG-
CC 2132 iibertragen werden koénnen. Nach der Trocknung von L.paracasei konnten dabei
Viabilitdten von 48 % erreicht werden. Auflerdem wurde untersucht, welche Auswirkung
hohere Schutzstoffkonzentrationen von Sorbitol auf die Viabilitdt nach der Trocknung und
Lagerung mit sich bringen. In diesem Zusammenhang wurde die hichste Viabilitdt bei den
Zellen erreicht, die ohne Schutzstoff getrocknet wurden. Vielmehr wurde ein gegenléiufiger
Effekt beobachtet, dass mit zunehmender Sorbitolkonzentration die Lebendzellzahl nach
der Trocknung sukzessiv abnahm.



Summary

The application of lactic acid bacteria has an economic significance as probiotic and con-
serving additives for food industry. Therefore a crucial point in the commercialization of
lactic acid bacteria is the development of a storable culture which retains the viability of
the primary culture. For preserving bioactive materials freeze and spray drying are esta-
blished methods. Freeze drying is a gentle but long term and expensive method which is
uneconomical. The benefit of spray drying is the formation of free flowing particles in a
short time but it is disadvantageous that the required high temperatures reduce the viabi-
lity of mesophilic microorganisms. The fluidized bed drying technology is an alternative,
gentle and cost saving method for the preservation of microorganisms. The present thesis
analyses the influence of low temperature fluidized bed drying processes on cell viabili-
ty and storage stability of the procaryotic microorganism Lactobacillus plantarum subsp.
plantarum DSMZ 20174T. Therefore were tested different process parameters and carrier
materials. The studies have shown that the reduction of the time of drying and the usage
of maltodextrin as a carrier have provided the best results for L.plantarum. Viabilities
between 28 and 64 % were achieved after 30 minutes drying. Furthermore different protec-
tive materials, such as trehalose and sorbitol, were investigated for their protecting ability
during fluidized bed drying and the storage. For the storage experiments the granulated
microorganisms were stored at 4 °C and room temperature in closed glas bottles for six
months. The usage of protective materials has not affected the viability after the drying
process. The extent of viability was the same as in case of drying without protective ma-
terials. Rather the addition improved the storage ability at room temperature. After six
months of storing the cell concentration had the same amount like at the beginning of the
experiments. It was between 107 and 10° CFU/g granulate. Another aspect in this thesis
was the determination of the influence of different fermentation conditions on the viability
after the drying process. Therefore were dried pH-regulated and not pH-regulated fermen-
ted cells. The investigation indicated a higher viability of the pH-regulated cells after the
drying process but a stronger decrease of the viable cells during the storage. Additionally
a model was developed which predicted the lost of viability during a drying process in
consideration of heat and mass transfer in the fluidized bed. Another question in this the-
sis was the verification of the transferability of the process parameters to another lactic
acid bacterium. Therefore Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DGCC 2132 was dried
with and without different sorbitol concentrations in the fluidized bed. The experiments
have shown a viability of 48 % without using sorbitol and that the usage of sorbitol had
no positive effect on the viability after drying. On the contrary an increasing sorbitol
concentration resulted in a decreasing viability.
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Kapitel 1

Einleitung

1.1 Allgemeines

Starterkulturen spielen seit dem 19. Jahrhundert eine entscheidende Rolle bei der Herstel-
lung von Lebensmitteln. Bezogen auf Deutschland wurden im Jahr 2009 in der Molkerei-
industrie 20 Milliarden Euro durch die Nutzung von Starterkulturen umgesetzt. Somit ist
diese Branche eine der umsatzstirksten in der gesamten deutschen Nahrungsmittelindus-
trie (Branchenguide, 2011)). Dabei stellen die Milchsdurebakterien die grofite und wichtigste
Gruppe der bakteriellen Starterkulturen dar (Peighambardoust et al., 2011]). Thre Nutzung
ist seit 1920 (Santivarangkna et al., 2007) sowohl in der Lebensmittelindustrie als auch in
der Landwirtschaft fiir die Silageherstellung weit verbreitet.

Milchséurebakterien werden fiir diverse Industrieanwendungen eingesetzt. Neben ihrer
Funktion als Starterkultur fiir die Molkereiindustrie (Holzapfel and Schillinger, 2001)),
(Fu and Chen, 2011)) werden sie auch als Zusatzstoffe in Lebensmitteln verwendet. Ihre
F#higkeit, Aromen, Geschmack und Konsistenzen in Lebensmitteln zu verbessern, lasst ihr
Anwendungsgebiet immer weiter wachsen. Dieses erstreckt sich heute, seit Bekanntgabe
der positiven Wirkung auf die Darmflora des Menschen, auch in den medizinischen und
pharmazeutischen Bereich. Der gesundheitliche Vorteil, hervorgerufen durch die probio-
tische Wirkung auf die Darmflora, ldsst den Einsatz von Milchsdurebakterien auch hier
immer weiter steigen. Gemé&fl Champagne et al. (2005)| und |Chavez and Ledeboer (2007)
wirken sich Bakterienkonzentrationen von 10° - 10® KbE/g Lebensmittel positiv auf die
Darmflora aus. Dabei wird durch die Bildung von Milchsdure der pH-Wert im Darm ab-
gesenkt und somit die Fremdbesiedelung von Darmkeimen verhindert. Diese F&higkeit der
Ansduerung wird obendrein in der Lebensmittelindustrie dazu genutzt, die Haltbarkeit
und Lagerfihigkeit von Lebensmitteln zu verbessern.

Daher steigt der Bedarf an Milchsdurebakterien und es besteht das fortwihrende Be-
streben, immer groflere Mengen davon her- und bereitzustellen. Wéahrend der Zeit der
Bereitstellung ergeben sich jedoch wegen der hohen Viabilitdtsverluste grofie Probleme,
denen eine Vielzahl von Forschungsgruppen nachgingen. Dabei wurden unterschiedlichste
Verfahren getestet. Ein gingiges und das heute am meisten angewandte Verfahren zur
Bereitstellung ist die Herstellung von getrockneten Milchsdurebakterien durch die Ge-
friertrocknung. Bevor sich diese jedoch in der Lebensmittelindustrie durchsetzte, wurden
die gewiinschten Bakterien als Fliissigkultur zu den Verbrauchern geliefert. Dies hatte den
Nachteil, dass diese Fliissigkulturen zur Bereitstellung des notwendigen Inokulumvolumens
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kultiviert werden mussten und dadurch das Risiko einer Kontamination gegeben war. Zu-
gleich mussten je nach Nachfrage grofle Mengen an Inokulumvolumina hergestellt werden.
Dies erforderte zum Einen zusétzliche Kultivierungen im Grofimafistab und zum Anderen
war es sehr zeitintensiv. Ein weiterer Nachteil war die stark begrenzte Haltbarkeit von
Fliissigkulturen. Damit fiir den Verbraucher Bakterien mit ausreichender Aktivitdt und
hoher Lebendzellzahl angeboten werden konnten, wurden die Fliissigkulturen durch kon-
servierte Kulturen ersetzt. Bis heute werden Bakterien eingefroren oder lyophilisiert zu
den Verbrauchern transportiert. Beim Gefrieren bei -20 bis -40 °C konnen die Mikroor-
ganismen im gefrorenen Zustand zwei bis drei Monate ohne Viabilitdtsverluste gelagert
werden (Robinson, 1983)). Bei Lagerungszeitrdumen dariiber hinaus werden die Mikroorga-
nismen in fliissigem Stickstoff bei -196 °C schocktiefgefroren und behalten somit ihre volle
Aktivitdt. Beziiglich der hohen Betriebskosten fiir die Produktion und der benétigten
Kiihlkette erweist sich diese Methode jedoch als unwirtschaftlich und es wird aufgrund
der hohen Transport- und Lagerkosten auf die Gefriertrocknung zuriick gegriffen. Die Ge-
friertrocknung zihlt heute zu den am hiufigsten angewandten Trocknungsverfahren. Die
Fliissigkultur wird geerntet, eingefroren und unter Vakuum getrocknet. Unter Ausschlufl
von Luftsauerstoff und einer Lagerung bei niedrigen Temperaturen kann die Aktivitat iiber
Monate erhalten bleiben. Dennoch ist ein erheblicher Nachteil dieses Verfahrens der hohe
Verlust der Viabilitdt wahrend der Trocknung durch zellschddigende Eiskristallbildung.
Den Ursachen fiir den hohen Viabilitdtsverlust gehen bis heute eine Vielzahl von For-
schungsgruppen nach (Carvalho et al., 2004)), (Higl et al., 2007)), (Kurtmann et al., 2009)
und (Passot et al., 2012). Neue Trocknungsverfahren wurden entwickelt und gewinnen im-
mer mehr an Bedeutung. Dabei haben sich vor allem konvektive Trocknungsverfahren, zu
denen die Spriih- und die Wirbelschichttrocknung gehoéren, etabliert.

Der Vorteil konvektiver Trocknungsverfahren ist die schnelle und kostengiinstige Erzeu-
gung von Produkten. In Tabelle [LTlsind die Herstellungs- und Fixkosten unterschiedlicher
Trocknungsverfahren gegeniiber gestellt. Bei der Gefriertrocknung handelt es sich zwar
um eines der gingisten Trocknungsverfahren, jedoch riicken angesichts des Zeitaufwands
immer h#ufiger die konvektiven Trocknungsverfahren in den Vordergrund. Neben den ho-
hen Kosten fiir die Herstellung von gefriergetrockneten Starterkulturen fallen zusétzlich
hohe Transport- und Lagerungskosten an. Aus diesem Grund wird die Gefriertrocknung
zunehmend unlukrativer fiir die Hersteller und Lieferanten (Morgan et al., 2006), (Santi-
varangkna et al., 2007), (Strasser et al., 2009).

Tabelle 1.1: Kosteniibersicht unterschiedlicher Trocknungsmethoden mit der Gefriertrock-
nung als Bezugsgrofie®

Trocknungsart Fixkosten [%)] Herstellungskosten [%]
Gefriertrocknung 100.0 100.0
Vakuumtrocknung 52.2 51.6

Sprithtrocknung 12.1 20.0
Wirbelschichttrocknung 8.9 17.9

Lufttrocknung 5.4 17.9

@ (Roser, 1991)

Dadurch gewinnt die Trocknung von Starterkulturen mittels konvektiver Trocknungsver-
fahren zunehmend an Bedeutung. Die Spriithtrocknung ist eine schnelle und kostengiinstige
Trocknungsmethode, jedoch ergeben sich bei der Dosierung und in der Abfiillung auf-
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grund des staubigen Endproduktes hiufig Probleme. Auf Grund hoher Temperaturen
treten bei der Trocknung von thermosensitiven Kulturen zudem Viabilitétsverluste auf.
Eine schonendere, schnelle und preisgiinstige Alternative zur Trocknung von thermosen-
sitiven Produkten stellt dabei die Wirbelschichttrocknung dar (Chua and Chou, 2003)),
(Bucio et al., 2005). Diese zeichnet sich im Vergleich zu den vorher genannten Gefrier-
und Spriihtrocknungsverfahren aus durch:

e Einfaches Feststoffhandling grofier Produktmengen

e Homogene Feststoffvermischung

Mogliche kontinuierliche Betriebsweise

Optimalen Stoff- und Wirmetransport

Verbesserte Rieselfdhigkeit

Schnelleres Dispergierverhalten in Fliissigkeiten

Einstellbares Verpackungsvolumen

e Geringere Investitions- und Betriebskosten.

Ein entscheidender Vorteil dieser Trocknung ist die Gewinnung eines staubfreien Pro-
duktes, das sich auf Grund der besseren Dosierbarkeit fiir spéitere Anwendungen in der
Lebensmittelindustrie eignet. Der optimale Wérme-, Stofftransport und die gleichméBige
Waérmeverteilung in einer Wirbelschichttrocknungsanlage erlauben schonende und schnelle
Trocknungen von hoch sensitiven, biologischen Materialien (Bayrock and Ingledew, 1997D)).
GemaB |Mille et al. (2004) und |Strasser et al. (2009) konnten fiir den Bakterienstamm Lac-
tobacillus plantarum mit der Wirbelschichttrocknung Uberlebensraten im GroBenbereich
von 40 - 100 % erreicht werden. Beiden gelang es, getrocknete Starterkulturen mit einer
Anwendungsqualitéit zu erzeugen, die weitaus besser ist als die fiir gefriergetrocknete Star-
terkulturen. Jedoch konnte aus den Arbeiten entnommen werden, dass die Herstellung
von getrockneten Starterkulturen ein hohes Mafl an Wissen und technischem Know-How
erfordert. Sowohl die Produktion als auch die Trocknung beeinflussen die Aktivitdt in-
trazelluldrer Enzyme, die Stoffwechselaktivitit und die Viabilitdt der Bakterien, die sich
schlussendlich auf die Lagerstabilitit auswirken (Fonseca et al., 2001)).

1.2 Stand des Wissens

Wie bereits in dem vorherigen Abschnitt beschrieben, gewinnen die konvektiven Trock-
nungsverfahren auf Grund der schnellen und kostengiinstigen Bereitstellung von lagerfihigen
Produkten immer mehr an Bedeutung. Dabei zdhlt die Wirbelschichttrocknung zu den
noch jungen Verfahren, fiir die bisher nur wenige Arbeiten vorliegen. In diesen Arbeiten
wird sich héufig auf die Trocknung von eukaryotischen Mikroorganismen, wie beispiels-
weise Hefen, beschrénkt. Unter anderem trockneten Bayrock and Ingledew (1997a)| zwei
kommerziell erhéltliche, verpresste Hefen in der Wirbelschicht und bestimmten die jewei-
ligen Wassergehalte, Trocknungskurven und Uberlebensraten. Im Rahmen ihrer Arbeit
konnten sie feststellen, dass der Verlust der Viabilitdt wihrend der Trocknung nicht einzig
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auf die Hohe der Temperatur zuriickzufiihren ist. Eine weitere Arbeit zur Wirbelschicht-
trocknung von Hefen stammt von |Akbari et al. (2012)], die eine Abhéngigkeit zwischen der
Spriihrate, der Temperatur und der Viabilitdt erkannten.

Auf Grund ihrer Groéfle kénnen Hefen ohne Zugabe von Trigermaterialien in der Wir-
belschicht getrocknet werden. Bei der Wirbelschichttrocknung von prokaryotischen Mi-
kroorganismen, zu denen Bakterien gehoéren, ist dies nicht ohne weiteres mdoglich. Die
Wirbelschichttrocknung muss hier unter Zuhilfenahme von Trégermaterialien erfolgen.
Eine der ersten Arbeiten dazu existiert von Zimmermann (1987). Dieser trocknete den
Milchsaurebakterienstamm Lactobacillus paracasei bei 70 °C unter Zuhilfenahme von Ma-
germilchpulver und ermittelte Viabilitdten kleiner als 1 %. Die hohen Temperaturen hatten
einen negativen Einfluss auf die Viabilitat der Bakterien. In diesem Zusammenhang soll auf
die Arbeit von [Linders et al. (1997) verwiesen werden, die durch niedrigere Prozesstempe-
raturen hohere Uberlebensraten von Lactobacillus plantarum erzielten. Dabei betteten sie
die Bakterien vor der Trocknung in eine Stérkematrix und erreichten nach der Trocknung
Wassergehalte in Hohe von 10 - 13 %. Da sich jedoch derartig hohe Werte nachteilig auf die
Lagerstabilitdt der Bakterien auswirken, wurde im Laufe der Jahre die Wirbelschichttrock-
nung stets weiter erforscht und die auf die Viabilitdt einflussnehmenden Gréflien minimiert.
Neben einer hohen Viabilitdt nach der Trocknung besteht zusétzlich das Bestreben die-
se auch wihrend der Lagerung zu erreichen. Dadurch wurden Produkte erzeugt, deren
Wasseraktivitdt nach der Trocknung moglichst gering ist und im Groéflenbereich von 0,2
liegt (Teixeira et al., 1995)). Bekanntermaflen ist hierbei die Rede von einem lagerstabilen
Produkt.

In Anlehnung daran trockneten Mille et al. (2004) den Bakterienstamm Lactobacillus plan-
tarum unter Verwendung des Tridgermaterials Casein. Sie erzielten nach der Trocknung
Viabilitdaten von 80 % und erreichten Wasseraktivititen in Hohe von 0,2. Trotz dieses
Erfolges erforderten die einzelnen Herstellungsschritte bis zur Erzeugung der getrockne-
ten Mikroorganismen einen hohen Arbeitsaufwand. Vor der Trocknung stellten Mille et
al. (2004) zunéchst eine bestimmte Wasseraktivitét im Casein-Pulver ein und vermischten
dieses im Anschluss mit den Bakterienpellets unter Zuhilfenahme eines Stoflers in einer
Keramikschale. Nach der Vermischung wurde die in das Casein-Pulver eingebettete Bak-
terienmasse der Wirbelschichtanlage hinzugegeben und es erfolgte die Trocknung bei 35
°C Austrittstemperatur. Auf Grund des erh6hten Arbeits- und Zeitaufwandes bei der Vor-
bereitung der Bakterienmasse erweist sich diese Herangehensweise bei der Trocknung im
Grofimafistab als nachteilig. Vielmehr sollten die Vorteile des Wirbelschichttrocknungsver-
fahrens beziiglich der homogenen Feststoffvermischung ausgenutzt werden und die Vermi-
schung innerhalb der Anlage erfolgen.

Strasser et al. (2009) nutzten diesen Vorteil in ihrer Arbeit und trockneten Lactobacil-
lus plantarum mit dem Bottom-Spray-Verfahren unter Zuhilfenahme von Cellulose und
unterschiedlichen Schutzstoffen wie Glukose, Saccharose, Trehalose und Maltodextrin bei
einer Eintrittstemperatur von 45 °C. Dabei wurden die hochsten Viabilitéiten von 40 %
bei Verwendung der Schutzstoffe Trehalose und Saccharose erzielt. Somit bekamen auch
Schutzstoffe eine neue Bedeutung fiir die Wirbelschichttrocknung von bioaktiven Materia-
lien. Jedoch stellte sich heraus, dass ohne Zugabe der Schutzstoffe die Uberlebensrate der
Bakterien 0,2 + 0,2 % betrug und nach einer Lagerdauer von sechs Monaten sowohl bei
4 °C als auch bei 22 °C die Anzahl der lebenden Zellen null war. Demnach ist Cellulose
als Tragermaterial fiir Lactobacillus plantarum ungeeignet. In der Lebensmittelindustrie
ist Cellulose zugelassen. Jedoch darf es nur in eingeschriinkter Menge den Lebensmitteln
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zugesetzt werden. Dariiber hinaus ist es nicht wasserloslich und unverdaulich. Aus diesem
Grund ist der Einsatz von Cellulose als Trigermaterial fiir Milchsdurebakterien fraglich.
Die Unverdaulichkeit wirkt sich negativ auf den gesundheitlichen Effekt, der vor allem
bei Starterkulturen mit probiotischer Wirkung postuliert wird, aus. Vielmehr besteht das
Bestreben der Lebensmittelindustrie darin, sehr gut verdauliche Produkte anzubieten, die
sich zudem durch eine hohe Produktqualitdt auszeichnen. Beispielsweise spielt die Was-
serloslichkeit eine wichtige Rolle, da probiotische Mikroorganismen héufig Getranken und
Speisen beziehungsweise Futtermitteln beigemischt werden.

1.3 Motivation und Zielstellung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung eines fiir die Lebensmittelindustrie in-
teressanten Kombinationsgranulates bestehend aus Milchsdurebakterien und Tragermateri-
al, welches sich zum Einen durch eine hohe Keimzahl und zum Anderen durch Eigen-
schaften wie Wasserloslichkeit, Verdaulichkeit und Lagerfihigkeit auszeichnet. Die Herstel-
lung soll mit dem kostengiinstigen Verfahren der Wirbelschichttrocknung im Top-Spray-
Verfahren bei Temperaturen kleiner als 40 °C erfolgen. Zudem soll zur Erzeugung eines
lagerstabilen Produktes die Wasseraktivitdt in dem Gréflenbereich von 0,2 und der Was-
sergehalt unterhalb von 6 % liegen. Zur Realisierung dieses Vorhabens sollen zunichst
Experimente zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Tragermaterialien auf die
Uberlebensrate des Milchsdurebakteriums Lactobacillus plantarum durchgefithrt werden.
Dabei wird der Fokus auf die Bestimmung der Lebendzellzahl nach der Trocknung und
wéhrend der Lagerung gelegt. Des Weiteren soll ermittelt werden, ob pH-Wert-Regelungen
wihrend der Fermentation eine Anderung des Zustandes der Bakterien hervorrufen und
inwieweit sich diese auf die Viabilitdt nach der Trocknung auswirken. Zusétzlich sollen
unterschiedliche Prozesszeiten der Wirbelschichttrocknung und Schutzstoffe getestet und
wiederholt die Viabilitdt und Lagerstabilitéit der Bakterien untersucht werden. Aus diesen
Erkenntnissen soll ein Zustandsdiagramm erstellt werden, mit dessen Hilfe der Zusammen-
hang zwischen Viabilitdt, Wassergehalt, Wasseraktivitét sowie der Glasiibergangstempera-
tur gezeigt wird. Daraus sollen die optimalen Bedingungen fiir ein lagerstabiles Produkt
formuliert werden.

Zur Uberpriifung der Ubertragbarkeit der ermittelten Prozessparameter und -bedingungen
fiir Lactobacillus plantarum soll im weiteren Verlauf dieser Arbeit ein weiteres Milchsdure-
bakterium in der Wirbelschicht getrocknet werden. Zur Realisierung dieser Versuche wird
das Bakterium Lactobacillus paracasei, welches durch eine hohere Sensitivitéit gekennzeich-
net ist, verwendet.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist die Modellierung der Inaktivierung von Lactobacil-
lus plantarum wihrend der Wirbelschichttrocknung. Dazu soll ein Inaktivierungs- mit
einem Wirbelschichttrocknungsmodell gekoppelt werden. Dieses gekoppelte Modell soll
ermdglichen, dass sdmtliche Stoff- und Warmeiibergénge in der Wirbelschicht erfasst und
anschlieBend in dem Inaktivierungsmodell beriicksichtigt werden. Mit Hilfe des Modells
soll die zeitliche Viabilitdtsabnahme der Bakterien, hervorgerufen durch die Trocknung,
berechnet und vorhergesagt werden.
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Die Erzeugung von getrockneten Mikroorganismen stellt hohe Anforderungen an den Her-
stellungsprozess. Bereits wiahrend der Fermentation entstehen durch ungeeigente Kultivie-
rungsbedingungen erste Viabilitéits- und Aktivitdtsverluste. Dabei wirken sich viele Fakto-
ren, wie hohe Temperaturen, fehlende Nahrstoffe, ungeeignete pH-Werte, hohe Scherkréfte,
lange Kultivierungszeiten sowie Kontaminationen schidigend auf den Zustand der Zel-
len aus. Denaturierungen, Zellmembranschiiden, oxidative Degradationen oder Maillard-
Reaktionen sind mogliche Antworten der Zelle auf ungeeignete Kultivierungsbedingun-
gen. Die Wahl eines geeigneten Mediums, gegebenenfalls mit zusétzlichen zellschiitzenden
Substanzen, spielt in gleichem Mafle eine Rolle fiir einen stabilen Zustand der Zelle wie
der Erntezeitpunkt. Die Ursache dafiir liegt darin, dass alle Faktoren fiir die Ausbildung
lebensnotwendiger Makromolekiile mafigebend sind. Auch bei der Trocknung wirken meh-
rere Faktoren dem Erhalt der Viabilitidt entgegen. Schon bei der Vorbereitung kénnen
Zellschéden entstehen, die den Zustand der Mikroorganismen nach der Trocknung erheb-
lich beeinflussen. Dabei stellt beispielsweise bereits der Feststoffgehalt der Bakterien in
der Spriihfliissigkeit einen viabilitédtsbestimmenden Faktor dar. Beispielsweise fithren hohe
Feststoffgehalte in der Spriihfliissigkeit bei Spriihtrocknungen von Mikroorganismen zu
grofleren Partikeln. Dadurch erhoht sich bis zum Erreichen eines niedrigen Wassergehaltes
die Trocknungszeit, welche sich wiederum negativ auf die Viabilitdt nach der Trocknung
auswirkt (Masters, 1979), (Mujumdar, 2007).

Dariiber hinaus nehmen wihrend des Trocknungsprozesses weitere viabilitdtsbestimmende
Faktoren Einfluss auf den Zustand der Zellen. Dazu zihlen hohe Temperaturen, lange Pro-
zesszeiten, die Begasungsart und hohe Spriihdriicke. Diese Faktoren rufen dhnlich wie bei
den ungeeigneten Kultivierungen die zuvor genannten Zellschddigungen hervor. Des Wei-
teren wird dem Einsatz von Trégermaterialien und Schutzstoffen eine wichtige Rolle fiir
den Schutz der Zellen bei der Trocknung und wihrend der Lagerung zuteil (Linders et al.,
1997b), (Bayrock and Ingledew, 1997b), (Conrad et al., 2000]), (Bolla et al., 2011)). Diese
schiitzen die Zellen wihrend der Trocknung und wirken sich positiv auf deren Zustand aus.
Dadurch verringert sich der Einfluss von hohen Temperaturen auf die Zellviabilitéat. Un-
erwiinschte, bei der Lagerung auftretende Stoffwechselaktivititen und Zellschiden kénnen
unterbunden werden. Eine Gesamtiibersicht aller iiberlebensrelevanter Faktoren wiahrend
der Herstellung, Trocknung und Lagerung sowie deren Auswirkungen auf den Zellerhalt,
ist schematisch in Abbildung 2.1] dargestellt.
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Viabilitatsbestimmende
EinflussgroBen

Temperatur
pH-Wert
Zeit
Medienzusammensetzung
Erntezeitpunkt
Riihrerdrehzahl
Begasungsart
Osmolaritit

Feststoffgehalt
Primérpartikelgrofe
Schutzstoffe/Zusatzstoffe

Temperatur
Verweilzeit
Wassergehalt/Wasseraktivitit
Schutzstoffe/Tragermaterialien
Begasungsart
Sprithdruck

Lagerungstemperatur

Bearbeitungsschritte
[ Fermentation ]
Vorbereitung der
Spriihfliissigkeit

'

[ Wirbelschichttrocknung ]

Auswirkungen

Denaturierung von Proteinen
Zellmembranschéden
Fehlende Ausbildung

lebensnotwendiger Makromolekiile
Stoffwechselinhibierung
Oxidative Degradation
Maillard-Reaktion

Hydrolyse

Denaturierung von Proteinen
Zellmembranschéden
Oxidation von Proteinen und Lipiden
Maillard-Reaktion
Zerfall instabiler Molekiile
Fliichtigkeit von Komponenten

Denaturierung von Proteinen

Lagerungszeit Lagerung Abbau von Makromolekiilen
Lagerungsfeuchte Oxidation von Proteinen und Lipiden
Verpackung Maillard-Reaktion

Rehydrierung/Rehydrierungstemperatur Zellmembranschéden

Abbildung 2.1: Viabilitdtsbestimmende Einflussgréffen wahrend der Herstellung, Trocknung
und Lagerung von Mikroorganismen mit den dazu gehorigen Auswirkungen auf die Zellen

Abbildung [2.1] verdeutlicht, wie hoch die Anzahl der Stressbedingungen fiir die Mikro-
organismen wéhrend des gesamten Herstellungsprozesses ist. Diese gilt es weitestgehend
zu minimieren. Zur Unterscheidung der verschiedenen Stressfaktoren teilten sie Fu and
Chen (2011) in zwei Klassen ein. Zur ersten Klasse zidhlen die intrinsischen Faktoren, bei
denen Stress durch den Fermentationsprozess an sich entsteht. Zur zweiten Klasse gehtren
die extrinsischen Faktoren, zu denen die zum Herstellungsprozess der getrockneten Mikro-
organismen bendtigten Tréger- und Schutzstoffe, das Trocknungsverfahren und die La-
gerungsbedingungen zéhlen. Je nach Spezies, Stamm und Herstellungsprozess reagieren
Mikroorganismen unterschiedlich auf Stress und entwickeln eigene Toleranzen (Morgan
et al., 2006), (Meng et al., 2008). Toleranzen kénnen durch pH-Wert-Anderungen oder
der Zugabe von Medienzusatzstoffen wihrend der Fermentation induziert werden. Diese
wirken sich bei der anschlieflenden Trocknung positiv auf den Zustand der Zellen aus.

Laut Literatur weisen vor allem grampositive Bakterien eine hhere Stresstoleranz auf und
finden dadurch haufig Anwendung bei industriellen Trocknungen. Gramnegativen Bakte-
rien wird hingegen eine geringere Toleranz zugeschrieben (Lievense and van’t Riet, 1994)).
Der Grund dafiir liegt in dem Aufbau der Zellwand. Grampositive Mikroorganismen ha-
ben im Vergleich zu gramnegativen eine dickere Zellwand und es wird vermutet, dass sie
dadurch robuster auf mechanische Beanspruchungen reagieren (G-Alegria et al., 2004).

Fiir den in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstamm Lactobacillus plantarum (L.plantarum,),
ein grampositives Bakterium, konnten aus bisherigen Arbeiten hohe Viabilitdten und Ak-
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tivitdten sowohl bei der Gefrier- (Carvalho et al., 2003)), (G-Alegria et al., 2004), (Strasser
et al., 2009) als auch Wirbelschichttrocknung (Linders et al., 1997), (Mille et al., 2004)),
(Strasser et al., 2009)) erzielt werden. Dies deutet auf eine allgemein hohe Stresstoleranz
dieser Spezies hin. In Tabelle B.1] werden die Viabilitdten nach der Gefrier- und Wirbel-
schichttrocknung von L.plantarum aus mehreren Arbeiten gegeniiber gestellt.

Tabelle 2.1: Uberlebensraten von gefrier- und wirbelschichtgetrockneten L.plantarum Zellen
im Vergleich ¢ (Strasser et al., 2009), ® (Carvalho et al., 2003), ¢ (G-Alegri’a et al., 2004), ¢
(Mille et al., 2004), ¢ (Linders et al., 1997)

Trocknungsart Bakterienstamm Viabilitét nach der Trocknung [%]
Gefriertrocknung

L.plantarum 40 ¢

L.plantarum 91 b

L.plantarum 90 ©
Wirbelschichttrocknung

L.plantarum RD 263 80 ¢

L.plantarum P743 32 ¢

L.plantarum IFA No.278 40 ¢

Beim Vergleich der Daten ist zu erkennen, dass mit dem noch jungen Verfahren der
Wirbelschichttrocknung vergleichbare Viabilitdten nach der Trocknung wie bei der Ge-
friertrocknung erreicht werden. Der Vorteil der Gefriertrocknung von prokaryotischen Mi-
kroorganismen ist, dass keine zusétzlichen Tragermaterialien verwendet werden miissen.
Nach der Ernte werden die Bakterien gefriergetrocknet und liegen in hohen Konzentratio-
nen vor. Im Falle der Wirbelschichttrocknung reduziert sich die Bakterienkonzentration
durch die Zugabe des Trégermaterials und die zu trocknende Bakterienmenge wird somit
'verdiinnt’. Aus diesem Grund ist es bei der Herstellung von bioaktiven Granulaten zwin-
gend notwendig ein Tragermaterial zu verwenden, welches sich je nach Anwendungsbereich
zusitzlich hervorragend als Zusatzstoff in Lebens- beziehungsweise Futtermitteln eignet.
Im Folgenden wird auf die einzelnen viabilitdtsbestimmenden Faktoren, die sich bei der
Fermentation, Trocknung und Lagerung ergeben, niher eingegangen.

2.1 Einfluss der Fermentation auf die Viabilitidt von Mikro-
organismen

In diversen Arbeiten (Palmfeldt and Hahn-Héagerdal, 2000), (Carvalho et al., 2004)), (Tsaou-
si et al., 2008), (Bauer et al., 2012) wird beschrieben, dass bei der Herstellung von ge-
trockneten Mikroorganismen bereits beim ersten Herstellungsschritt, der Fermentation,
die Grundlage fiir einen stabilen Zustand der Zellen gelegt wird. Dieser wirkt sich nach
bisherigen Erkenntnissen positiv auf die Lebensfihigkeit der Zellen nach der Trocknung
und Lagerung aus.

Die Fermentation ist dabei allen anderen Schritten vorangestellt. Das Hauptziel liegt in
der Erzeugung von hohen Ausbeuten und Zellaktivitdten innerhalb kiirzester Zeit. Fermen-
tationen werden bei unterschiedlichen Kultivierungsbedingungen durchgefiihrt. Abhéingig
von der Intensitdt des Stresses, dem die Zellen wihrend der Kultivierung und Aufar-
beitung ausgesetzt sind, kann sich dieser, in Abh#ngigkeit vom verwendeten Bakteri-
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enstamm, entweder positiv oder negativ auf die Lebensfdhigkeit der Mikroorganismen
auswirken. Stress kann die Bildung von sogenannten ,,Stressproteinen“ fordern, die To-
leranzen gegeniiber spéiteren Trocknungs- und Lagerungsvorgéngen mit sich bringen. Die
Bildung dieser Proteine kann durch gednderte Kultivierungsbedingungen wie Temperatur-
verschiebungen, pH-Wert-Anderungen, erhohte Osmolaritéiten und geeignete Bestandteile
im Medium geférdert werden. Beispielsweise kommt es zur verstirkten Akkumulation von
gelosten Substanzen durch das Vorhandensein von Peptonen, Tryptonen oder Fleisch- und
Hefeextrakten (Carvalho et al., 2004). Diese Substanzen dienen als Schutz vor osmotischem
Stress und schiitzen die Zellen somit bei der Trocknung und wéhrend der Lagerung.

In gleicher Weise spielt der pH-Wert wéhrend der Fermentation eine wichtige Rolle. Er
kann molekulare Schutzmechanismen aktivieren und somit die Stresstoleranz erhohen.
Palmfeldt and Hahn-Héagerdal (2000)| zeigten, dass sich eine Senkung des pH-Wertes von
pH = 6.0 auf pH = 5.0 wiahrend der Fermentation von L.reuteri positiv auf die Viabi-
litidt nach der Gefriertrocknung auswirkte. Die Uberlebensrate betrug fiir Fermentationen,
bei denen der pH-Wert nicht durch Zugabe einer Sidure oder Base geregelt wurde, 90 %.
Die pH-Wert-geregelten Fermentationen wiesen hingegen eine Uberlebensrate von 65 %
nach der Trocknung auf. Die Arbeitsgruppen um Lorca and de Valdez (2001)| und Silva
et al. (2005) machten #hnliche Beobachtungen bei der Gefriertrocknung von L.acidophilus
und der Sprithtrocknung von L.delbrueckii ssp. bulgaricus. Eine Anderung des pH-Wertes
geht mit einer sichtbaren morphologischen Verdnderung der Zellen einher und es wird ge-
schlussfolgert, dass die Zellen durch die induzierte Stressantwort toleranter auf von aufien
zugefithrten Stress reagieren. Jedoch kann geméif} |[Bauer et al. (2012) diese Stressresistenz
nicht ohne weiteres auf alle Bakterienstdmme iibertragen werden, sondern tritt stamms-
pezifisch auf.

Aber auch veréinderte Osmolaritéiten und Temperaturen wiahrend der Fermentation kénnen
die Stresstoleranz von Mikroorganismen verstirken (Giraud et al., 1991)). Aus der Arbeit
von [Desmond et al. (2001) geht hervor, dass die Uberlebensrate von L.paracasei nach der
Sprithtrocknung durch Vorbehandlungen mit Salz und Warme hoher war als bei unbehan-
delten Zellen. Auch |Corcoran et al. (2004) zeigten, dass Bakterienstdmme mit gréferen
Wirme- und osmotischen Resistenzen eine ein- bis zweifach verbesserte Uberlebensrate
nach der Trocknung aufwiesen. Demnach haben sich die Zellen durch die erhthten Osmo-
laritdten und Temperaturen an den Stress adaptiert.

Ein weiterer viabilitdtsbestimmender Faktor ist der Erntezeitpunkt. Corcoran et al. (2004)
zeigten, dass Zellen, die in der stationdren Wachstumsphase geerntet werden, wesentlich
stresstoleranter bei anschliefenden Trocknungen waren, als Zellen, die aus der Adaptions-
oder exponentiellen Phase stammen. Corcoran et al. (2004)| konnten fiir den Bakterien-
stamm L.rhamnosus bei stationiren Zellen nach der Trocknung Uberlebensraten von 31
- 50 %, 14 % bei exponentiellen Zellen und 2 % bei Zellen aus der Adaptionsphase er-
mitteln. Es wird geschlussfolgert, dass in der stationédren Phase alle Proteine vollstdndig
exprimiert werden, hingegen sich die Proteine in der Adaptions- und exponentiellen Phase
noch im Aufbauprozess befinden. In diesem Fall sei darauf hingewiesen, dass eine optimale
Erntephase stammspezifisch ist und fiir jeden Stamm variiert.

2.1.1 Morphologie und Aufbau

Mikroorganismen lassen sich in Pro- und Eukaryonten einteilen. Dabei unterscheiden sich
die Prokaryonten von den Eukaryonten dahingehend, dass die Zellorganellen und das Cy-
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toskelett nicht von einer zusétzlichen Membran umhiillt sind. Zu den Prokaryonten z&hlen
Bakterien, die sich wiederum in Grampositive und Gramnegative gruppieren lassen. Gram-
positive Bakterien besitzen im Vergleich zu Gramnegativen eine dickere Zellwand, die
einen hoheren Mureinanteil enthélt. Murein stellt den Hauptbestandteil von bakteriel-
len Zellwénden dar. Es besteht aus vielen verzweigten Polysacchariden, verleiht der Zelle
Struktur und bietet Schutz. Die Zellwand fungiert auch als dufleres Geriist und gleicht
Druckunterschiede zwischen dem intra- und extrazelluldren Raum aus. Unterhalb der Zell-
wand befindet sich die Zellmembran, die aus einer Phospholipiddoppelschicht besteht. Der
Phosphatteil der Doppelschicht reagiert hydrophil auf Wasser, wohingegen der Lipidteil
hydrophob reagiert. Der hydrophobe Lipidteil der Membran zeigt nach auflen, wodurch
wasserlosliche Molekiile nicht ohne weiteres die Zellmembran passieren konnen. Somit stellt
die Zellmembran die Barriere zwischen dem Zellinneren und dem Zelldufleren dar. In ihr
sind zahlreiche Peptidmolekiile eingebunden, die einen kontrollierten Stoffwechsel zwischen
dem intra-und extrazelluliren Raum erlauben. Dadurch kénnen Stoffe unter Energiever-
brauch aktiv in die Zelle transportiert beziehungsweise wieder ausgeschleust werden. Der
allgemeine Aufbau einer bakteriellen Zellwand ist in Abbildung dargestellt.
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Abbildung 2.2: Darstellung einer bakteriellen Zellwand (Kayser et al., 2001)

Da vor allem Schidigungen an der Zellmembran und den Proteinen verantwortlich fiir den
Viabilitdsverlust nach der Trocknung und Lagerung sind, wird in den folgenden Abschnit-
ten naher darauf eingegangen.

2.1.2 Lactobacillus plantarum

Der Bakterienstamm L.plantarum zihlt zu den Milchsdurebakterien. Generell haben Milch-
sdurebakterien sehr komplexe Nihrstoffanforderungen. Neben Kohlenhydraten bendtigen
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sie zum Wachsen Fette, Fettsdureester, Vitamine, Spurenelemente und Nukleinsduren. Je
nach Bakerienart kann durch die gebildete Milchsdure der pH-Wert bis auf ein Minimum
von 3,5 reduziert werden. Im Fall von L.plantarum liegt das pH-Minimum bei 4,0 (Giraud
et al., 1991). L.plantarum ist ein stdbchenférmiges, nicht sporenbildendes, unbewegliches,
fakultativ heterofermentatives, aerotolerantes Bakterium, das in Milch, im Darm und in
Pflanzen vorkommt (Axelsson, 1993)).

A o

N Satie

Abbildung 2.3: REM Aufnahme von L.plantarum mit 4000-facher Vergroflerung

Eingesetzt wird L.plantarum bei der Reifung von Kése und der Herstellung von Sauer-
kraut, Sauerteig und Silage (Mozzi et al., 2010). Hierbei dient das gebildete Laktat der
Ansduerung und somit der Haltbarmachung von Lebens- und Futtermitteln. Fakultativ he-
terofermentative Bakterien vergéren hauptséchlich Hexosen zu Laktat. Bei Glukosemangel
kann es jedoch im Falle von heterofermentativen Bakterien neben der Bildung von Laktat
zur Bildung von Ethanol-, Essigsiure- und COs kommen. L.plantarum bildet sowohl D-
als auch L-Laktat, wobei sich beide Laktatformen in der Anordnung der Hydroxylgruppen
unterscheiden. Des Weiteren ist L.plantarum grampositiv und bevorzugt zum Wachsen
den mesophilen Temperaturbereich. Die Wachstumsgrenzen liegen zwischen 10 - 45 °C,
wobei die optimale Wachstumstemperatur nach Holzapfel and Schillinger (2001) 30 °C
betrégt. L.plantarum wichst anaerob, kann jedoch Sauerstoff durch die Bildung von Was-
serstoffperoxid aufnehmen und wird daher als aerotolerant klassifiziert (DeAngelis and
Gobbetti, 2004). Laut Lindgren and Dobrogosz (1990) verwenden die Bakterien das ge-
bildete Wasserstoffperoxid und Antibiotikum, Bacteriocin, zur Abwehr gegen natiirliche
Feinde. Kleerebezem et al. (2003)| stellten bei der Genomanalyse fest, dass L.plantarum
eines der grofiten Genome aller Milchsdurebakterien besitzt und zusétzlich eine hohe An-
zahl regulatorisch agierender Gene aufweist. Diese Erkenntnisse kénnen Indizien fiir die
hohe Stresstoleranz der Bakterien sein und dariiber hinaus aufzeigen, dass sich insbesonde-
re L.plantarum auf Grund der Flexibilitdt und Anpassungsfihigkeit gut fiir Trocknungen
eignet. Bevor die Bakterien jedoch getrocknet werden kénnen, miissen sie zunéchst durch
Kultivierungen hergestellt werden.
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Zunéchst soll auf den charakteristische Wachstumsverlauf von Bakterien wahrend einer
Kultivierung néher eingegangen werden. Dieser lédsst sich in vier Phasen einteilen, wobei
mit der Adaptionsphase begonnen wird, sich die exponentielle und die stationire Phase
anschlieen und letztlich der Verlauf mit der Absterbephase endet. In Abbildung 2.4 ist
der charakteristische Wachstumsverlauf von Bakterien mit den dazugehé6rigen Wachstums-
phasen schematisch dargestellt.

i Exponentielle i Stationére i Absterbe-
| Phase | Phase | phase
o | | |
@« 1 1 1
2} 1 1 1
< | 1 1
£ | | |
. 9 1 1 1
as) | | |
bn 1 1 1
e | | |
= : : :
Adaptions- i i i
phase | | |
Kultivierungszeit

Abbildung 2.4: Schematische Darstellung einer charakteristischen Wachstumskurve von
Bakterien, eingeteilt in unterschiedliche Wachstumsphasen

In der Adaptionsphase passen sich die Zellen an die vorherrschenden Bedingungen der Um-
gebung an. Die Bakterien bilden Enzyme zur Aufspaltung der Nahrstoffe und die Biomasse
steigt langsam an. Je nach Kultivierungsbedingungen kann die Adaptionsphase von un-
terschiedlicher Dauer sein. Der Zustand der Zellen spielt eine wichtige Rolle bei der Lénge
der Adaptionsphase. Geschéidigte Zellen, die aus der stationédren oder Absterbephase kom-
men, adaptieren langsamer als jene aus der exponentiellen Phase. In dieser Phase findet
ein exponentielles Wachstum der Zellen verbunden mit einer schnellen Substrataufnahme
statt. Parallel kommt es durch den Stoffwechsel der Bakterien zur Bildung von Produk-
ten, die im Fall von L.plantarum zur Bildung von Milchséure fithren. Die Milchséure senkt
den pH-Wert im Medium ab. Das Ende der exponentiellen Phase wird durch Substratver-
armung und Anreicherung von Stoffwechselnebenprodukten hervorgerufen. Die Bakterien
gehen in die stationidre Phase iiber. In dieser Phase sind alle vorhandenen Néhrstoffe im
Medium verbraucht und die Zellen kénnen nicht weiter wachsen. Die Wachstumsgeschwin-
digkeit ist null und die Anzahl der neu gebildeten Bakterien ist dabei gleich der Anzahl der
sterbenden Bakterien. In dieser Phase wird jedoch durch die Nutzung von Speicherstoffen
weiterhin Stoffwechsel betrieben. Durch die angereicherten Stoffwechselnebenprodukte und
die fehlenden Nihrstoffe gehen die Bakterien in die Absterbephase iiber. In dieser Phase
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kommt es zur Lyse, dem Zerfall der Zellen, und die Biomasse sinkt ab.

2.1.3 Lactobacillus paracaset

Der Bakterienstamm L.paracasei zéahlt wie L.plantarum zu den Lactobacillen und gleicht
diesem in Aufbau und Stoffwechsel. Seit vielen Jahren wird L.paracasei in groffen Mengen
mit Lebensmitteln aufgenommen und ist daher von grofier Relevanz fiir die Lebensmit-
telindustrie (Bischoff, 2009). Im Vergleich zu L.plantarum handelt es sich hierbei um
einen sensitiveren Stamm, der eine weniger hohe Stresstoleranz aufweist (Morelli, 2000).
L.paracasei wird in der Reifung als Zusatzkultur bei der Késeherstellung und als Probio-
tikum in Sauermilchprodukten eingesetzt (Collins et al., 1989)). Alle Stdmme bilden als
Stoffwechselprodukt L-Laktat, wobei einige auch D-Laktat erzeugen. L.paracasei wéchst
in einem Temperaturbereich zwischen 10 - 40 °C. In der Medizin wird es unter anderem
als Mittel gegen Diarrho eingesetzt. Dessen inhibierende Wirkung auf die Aktivitdt von
FEscherichia coli wird dabei gewinnbringend genutzt. Eine weitere Fahigkeit ist das Erken-
nen des Karieserregers Streptococcus mutans. L.paracasei bindet es und verhindert durch
die Bindung die Anlagerung von Bakterien an den Zahnen. Daher wird L.paracasei auch
oft als Zusatzstoff in Zahnpasten verwendet (Tanzer et al., 2010)).

2.2 Einfluss der Trocknung auf die Viabilitit

Getrocknete Mikroorganismen kénnen durch unterschiedlichste Trocknungsverfahren her-
gestellt werden. In diesem Zusammenhang wird in dieser Arbeit auf das angewandte Ver-
fahren der Wirbelschichttrocknung néher eingegangen. Die wichtigsten Qualitétsanforde-
rungen an den Trocknungsprozess betreffen dabei das Erreichen hoher Viabilitdten und
Aktivitdten der Mikroorganismen. Durch den Trocknungsprozess wird den Zellen freies
und gebundenes Wasser entzogen. Somit werden Stoffwechselvorgénge unterbrochen und
das Wachstum sowie chemische Reaktionen verlangsamt oder gestoppt (Santivarangkna et
al., 2007), (Fu and Chen, 2011)). Die Mikroorganismen gehen in einen Ruhezustand iiber,
der im Idealfall durch die Zugabe von Wasser oder gegebenenfalls einer Nahrlosung wieder
aufgehoben wird. Dies ist jedoch nicht immer der Fall. Ursachen dafiir sind unterschiedli-
che Stressbedingungen, denen die Zellen wihrend der Trocknung ausgesetzt sind. Stress-
bedingungen sind thermische, osmotische, oxidative und mechanische Belastungen, die die
Zellmembran und Proteine der Mikroorganismen zerstéren und zu Beeintrachtigungen in
der Viabilitiat sowie in der Aktivitat fithren.

Weitere Viabilitdts- und Aktivitdtsverluste werden wihrend der Trocknung durch den
Entzug der Hydrathiille von Proteinen und anderen Makromolekiilen hervorgerufen. Da-
durch &ndert sich die Konformation der Molekiile und somit auch die Funktionalitét. Laut
Lievense and van’t Riet (1994) kommt es innerhalb der Zelle durch den Wasserentzug zu
Konzentrationséinderungen von Salzen, Sduren und Basen, welche zusétzlich Schiden bei
den Makromolekiilen hervorrufen.

In dem nachfolgenden Abschnitt wird zunéichst die Trocknung allgemein erldutert. Im An-
schluss wird auf die Funktionsprinzipien der Niedertemperaturgranulierung eingegangen.
Zudem werden die Inaktivierungsmechanismen wihrend der Trocknung und die Mecha-
nismen, mit denen Mikroorganismen auf Anderungen der Umwelt reagieren, erklirt. Wei-
terhin wird der Einfluss von Schutzstoffen dargelegt und die Faktoren genannt, die fiir den
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Viabilitatsverlust verantwortlich sind.

2.2.1 Trocknung allgemein

Im Allgemeinen ist die Trocknung ein Warme- und Stoffiibergangsprozess, bei dem es zu
einer Phasenumwandlung von fliissig zu gasférmig kommt. Dabei kann die Trocknung zum
Einen durch Verdampfung und zum Anderen durch Verdunstung erfolgen. Fiir die Pha-
senumwandlung wird Energie benotigt, die je nach Trocknungsart auf unterschiedlicher
Weise dem System zugefiihrt wird. Bei dem in dieser Arbeit angewandten konvektiven
Trocknungsverfahren, der Wirbelschichttrocknung, wird die Energie mit Hilfe von erhitz-
tem Gas iibertragen und der entstehende Dampf durch das in der Wirbelschichtanlage
stromende Gas wieder abgefiihrt.

Im Falle der Trocknung von Mikroorganismen wird demnach den Zellen durch Energie-
verbrauch freies und gebundenes Wasser entzogen. Ausgehend von bisherigen Arbeiten
zur Trocknung von thermosensitiven Materialien wird zunehmend darauf geachtet, ho-
he Prozesstemperaturen und die daraus resultierenden Viabilitéitsverluste wihrend der
Trocknung zu vermeiden. Jedoch geht aus der Arbeit von Mille et al. (2005)| hervor, dass
einzig durch die Herabsetzung der Trocknungstemperatur die Viabilitédtsverluste von Mi-
kroorganismen zwar verringert, jedoch nicht beseitigt werden kénnen. Mille et al. (2005)
konnten trotz niedriger Prozesstemperaturen und osmotischer Driicke (220 MPa) wéhrend
der Wirbelschichttrocknung von Saccharomyces cerevisiae hdhere Viabilitdtsverluste im
Temperaturbereich zwischen 8 °C und 25 °C als bei Temperaturen ober- beziehungsweise
unterhalb dieser beobachten. Dies zeigt, dass einzig durch die Herabsetzung der Tempera-
tur die Erhaltung der Viabilitdt nicht gew&hrleistet ist. Vielmehr haben mehrere Fakto-
ren, thermischer, osmotischer, oxidativer und mechanischer Natur, groflen Einfluss auf die
Viabilitdt wahrend der Trocknung. Dabei entscheidet vor allem das Zusammenspiel die-
ser Faktoren und die Dauer, in der die Mikroorganismen diesen Faktoren ausgesetzt sind,
iiber das Uberleben. Fiir das Erreichen von maximalen Uberlebensraten ist es daher zwin-
gend notwendig, das Trocknungsverhalten von den eingesetzten Materialien zu bestimmen,
die viabilitatsbestimmenden Einflussfaktoren zu kennen und diese bei der Trocknung zu
berticksichtigen.

Die Kenntnis iiber das Trocknungsverhalten der Materialien wird durch das Erstellen von
Trocknungskurven der Einzelpartikel gewonnen und variiert je nach Material. Mit Hilfe
der ermittelten Trocknunskurven kann abgelesen werden, nach welcher Zeit die gewiinschte
Endfeuchte im Material erreicht wird. Trocknungskurven lassen sich in den ersten und zwei-
ten Trocknungsabschnitt einteilen. Diese Einteilung ist in der Abbildung dargestellt.
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2. Trocknungsabschnitt 1. Trocknungsabschnitt

Trocknungsgeschwindigkeit
Mevap/ AP [kg HZO/ mzs]

X ai Wassergehalt X [kg y;,0/kg 1]

Abbildung 2.5: Darstellung einer Trocknungskurve mit X, und X¢;

Im ersten Trocknungsabschnitt bewegt sich die Fliissigkeit aus dem Inneren des Materials
an die Materialoberfliche, so dass die gesamte Oberfliche gleichméfig befeuchtet ist. Die
an der Oberfliche befindliche Fliissigkeit verdunstet mit konstanter Trocknungsgeschwin-
digkeit in das sie umgebende Medium, in diesem Fall Luft. In diesem Abschnitt hingt
die Trocknungsgeschwindigkeit einzig von den dufleren Warme- und Stoffiibergéngen ab.
Weder die Schichtdicke des Materials noch der Eingangsfeuchtegehalt spielen dabei eine
Rolle. Ausschliellich die Trocknungstemperatur und die Feuchte der Luft haben hier einen
Einfluss.

Bei der Verdunstung im ersten Trocknungsabschnitt besteht ein Unterschied zwischen der
Einzelpartikel- und Wirbelschichttrocknung. Wird eine konstante Trocknungsgeschwin-
digkeit erreicht, ist bei der Einzelpartikeltrocknung die Rede von einem Gutsbeharrungs-
zustand. In diesem Zustand weist das Einzelpartikel die Gutsbeharrungstemperatur 9.,
und den sich daraus resultierenden Gleichgewichtsdampfdruck an der Oberfliche auf. Die
Trocknungsgeschwindigkeit fiir ein Einzelpartikel im ersten Trocknungsabschnitt wird mit

. Meyap. 1
Mevap,] = %;n = /ptr.LﬁL,P(ow -Y) (2.1)

berechnet. Der in der Abbildung dargestellte konstante Verlauf der Trocknungsge-
schwindigkeit im ersten Trocknungsabschnitt deutet darauf hin, dass aus dem Inneren des
Materials genauso viel Wasser an die Materialoberfliche transportiert wird wie verdunstet.

Wird als weiterer Effekt die Hygroskopizitéit eines Materials betrachtet, vermindert sich
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die Trocknungsgeschwindigkeit durch die Dampfdruckerniedrigung. Die Triebkraft wird
geringer und aus Yy, wird Yg(9p, X). Die Trocknungsgeschwindigkeit im ersten Trock-
nungsabschnitt unter Beriicksichtigung eines hygroskopischen Materials verdndert sich und
wird geméf

, M,
Mevap,] = %p’[ = /Ptr.LﬁL,P(YGl(ﬁP, X)-Y) (2.2)

ausgedriickt. Die Bestimmung der hygroskopischen Gleichgewichtsfeuchte Y¢; erfordert die
Kenntnis der Partikeltemperatur ¥p. Diese lisst sich schwierig messen und muss daher
mit Hilfe eines Trocknungsmodells, welches sowohl die Stoff- als auch die Warmeiibergénge
wihrend einer Trocknung erfasst, ermittelt werden.

Im Gegensatz zur Einzelpartikeltrocknung wird bei der Wirbelschichttrocknung von einer
Vielzahl von Partikeln ausgegangen. Dadurch wird die Luft beim Passieren der Anlage im-
mer weiter mit Feuchte angereichert und die Partikel kommen mit unterschiedlich feuchter
Luft in Kontakt. Dabei wird die Anreicherung zum Einen durch die Fluiddynamik und
zum Anderen durch die Einzelpartikelkinetik beeinflusst.

Prinzipiell &hneln sich die Verldufe der Trocknungskurven aus einer Einzelpartikel- und
Wirbelschichttrocknung. Diese sind wiederholt gekennzeichnet durch einen Abschnitt mit
konstanter Trocknungsgeschwindigkeit. Jedoch stellt sich bei einem unendlich hohen Bett
in der Wirbelschicht anstelle des zuvor beschriebenen Gutsbeharrungszustandes ein adia-
batischer Sattigungszustand ein. Dieser wird durch die Sattigung der Luft und einer sich
aus der Energiebilanz ergebenden Temperatur beschrieben. Trotz der physikalischen Un-
terschiede bis zum Erreichen des adiabatischen Sattigungs- beziehungsweise des Gutsbe-
harrungszustandes ergeben sich bei gleicher Trocknungsluft dhnliche Temperaturen im
Wirbelbett beziehungsweise im Einzelpartikel.

Bei einem Bett mit begrenzter Hohe wird ein Zustand erreicht, der zwischen Sittigung
und Gutsbeharrung liegt. Jedoch wird auf Grund der Vielzahl der Partikel von einem
Sattigungszustand ausgegangen. Mit der folgenden Gleichung kann die Trocknungsge-
schwindigkeit im ersten Trocknungsabschnitt fiir ein schwach hygroskopisches Produkt
fiir die Wirbelschicht

' M,
Meyap,] = %ﬂ = /pLBL,P(Yas - Y) (23)

berechnet werden. Im Falle eines hygroskopischen Produktes wird die vorher genannte
Gleichung zur Berechnung der Trocknungsgeschwindigkeit im ersten Trocknungsab-
schnitt verwendet.

Der Beginn des zweiten Trocknungsabschnittes, dargestellt in der Abbildung 25 wird
mit der kritischen Feuchte X, eingeleitet. An dieser Stelle nehmen die partikelinne-
ren Widerstdnde zu und es wird weniger Feuchte nach Auflen transportiert. Die Trock-
nungsgeschwindigkeit in diesem Abschnitt nimmt fortlaufend ab. Im Vergleich zum ersten
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Trocknungsabschnitt sinkt die Trocknungsgeschwindigkeit bei niedrigerer Feuchte als Xj,..
Zusétzlich ergibt sich fiir die Trocknung im zweiten Abschnitt ein anderer Verlauf.

Auf Grund der Schwierigkeit die Trocknungsgeschwindigkeit in diesem Abschnitt ange-
sichts der Stoff- und Warmeiibergangslimitierungen innerhalb des Produktes vorauszube-
rechnen, wurde versucht, aus experimentell ermittelten Trocknungskurven Gesetzméfigkei-
ten zu finden, mit denen die Trocknungsgeschwindigkeit im zweiten Abschnitt berechnet
werden kann. Dies fithrte zu dem Normierungsansatz von [Van Meel (1958). In diesem wird
die Trocknungsgeschwindigkeit aus dem ersten Trocknungsabschnitt als Bezugsgrofle ver-
wendet und jene aus dem zweiten Trocknungabschnitt darauf bezogen. Die entstehende
dimensionslose Trocknungsgeschwindigkeit wird wie folgt ausgedriickt:

. mevap
() = —evar 2.4
(n) = (2.4)

Mevap,T [KgH20/ m?s]: Trocknungsgeschwindigkeit im ersten Trocknungsabschnitt

® Meyap [kgr20/ m2s]: Trocknungsgeschwindigkeit im zweiten Trocknungsabschnitt
e 1 [—]: Normierte Trocknunggeschwindigkeit
e 1) [—]: Dimensionslose Produktfeuchte

Mit Hilfe der normierten Trocknungskurve wird die Gesamtheit aller limitierenden Wi-
derstdnde im Produktinneren beriicksichtigt. Gem#f Burgschweiger (2000) existieren fiir
die Erstellung von normierten Trocknungskurven zwei Alternativen. Einerseits besteht
die Moglichkeit fiir jedes Material die jeweilige Trocknungskurve von den Einzelparti-
keln aufzunehmen. Andererseits konnen die ermittelten Trocknungsverldufe aus den Wir-
belschichttrocknungsexperimenten auf die normierte Trocknungskurve des Finzelpartikels
zuriickgerechnet werden. Die dimensionslose Produktfeuchte ist wie folgt definiert:

X —Xa

= Xir — Xat

o X[kgma0/kgrs|: Wassergehalt
o Xcilkgmao/kgrs|: Gleichgewichtsfeuchte

o Xirlkgmo0/kgrs): Kritische Feuchte

Die kritische Feuchte X, ist am Ende des ersten Trocknungsabschnittes erreicht und
kann aus der Trocknungskurve des Einzelpartikels, dargestellt in der Abbildung 23] abge-
lesen werden. Die Gleichgewichtsfeuchte X¢; des Einzelpartikels hingegen wird entweder
aus einer Sorptionsisotherme oder aus einer experimentell erstellten Trocknungskurve fiir
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Einzelpartikel ermittelt. Bei der Betrachtung von monodispersen Schiittungen wird zur Er-
mittlung der normierten Trocknungskurve das von (Tsotsas (1994) und (Groenewold (2004)|
beschriebene Modell herangezogen. In diesem Modell wird unter anderem auf Grundlage
von experimentell ermittelten Trocknungskurven aus Wirbelschichtversuchen auf die nor-
mierte Trocknungkurve eines Einzelpartikels geschlossen. Dabei bezog sich die Betrachtung
auf diskontinuierliche Prozesse.

2.2.2 Phaseniibergang der Membran

In diesem Abschnitt soll der Phaseniibergang von Zellmembranen erklért werden. Vor al-
lem Schiden an der Zellmembran und den Makromolekiilen sind verantwortlich fiir den
Viabilitatsverlust nach der Trocknung und Lagerung. Eine Ursache fiir die Schiddigung
der Zellmembran ist auf den oben genannten Phaseniibergang der Membran wéhrend
des Trocknungsprozesses zuriickzufithren (Santivarangkna et al., 2007), (Lievense and
van’t Riet, 1994). Im hydrierten Zustand befindet sich die Zellmembran in einem fliissig-
kristallinen Stadium. Dieser ist gekennzeichnet durch eine dynamische Struktur, in der
Makromolekiile wie eingelagerte Proteine und Lipide beweglich sind. Bei Entfernung des
Wassers nidhern sich die Phospholipide der Membran an, wodurch die van-der-Waals-Kriéfte
zunehmen. Dies fiihrt zu einem Phaseniibergang vom fliissig-kristallinen zum Gelzustand.
Stoffwechselprozesse kénnen in diesem Stadium nur noch verlangsamt ablaufen. Die Ent-
fernung des Wassers fiihrt zum Anstieg der Phaseniibergangstemperatur T,,, der Membran,
zu sehen in Abbildung
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Niedrig Wassergehalt Hoch

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung eines Phaseniibergangs vom fliissig-kristallinen
Zustand in den Gelzustand. (Santivarangkna et al., 2008a)
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Nach Higl (2008)| liegt iiblicherweise die Phaseniibergangstemperatur von Bakterienmem-
branen im hydrierten Zustand bei 4 - 10 °C. Nach der Gefriertrocknung konnte Higl
bei L.paracasei einen Anstieg der Phaseniibergangstemperatur von 80 °C nachweisen.
Auch [Linders et al. (1997b)| konnten fiir L.plantarum im hydrierten Zustand eine Pha-
seniibergangstemperatur von 4 °C ermitteln und unabhéngig der Schutzstoffe Maltose,
Sorbitol und Trehalose einen Anstieg von T, von 4 °C auf 20 °C nach der Trocknung
ermitteln.

In der in Abbildung [2.6] dargestellten Gelphase liegen die Molekiile ndher beieinander und
die Fettsdureketten sind hoher geordnet. Dies fiihrt zu einer dicker werdenden Cytoplasma-
membran. Zellmembranen bestehen aus verschiedenen Phospholipiden. Diese unterschei-
den sich in ihrer jeweiligen Phaseniibergangstemperatur (Santivarangkna et al., 2008al),
(Santivarangkna et al., 2008b), (Crowe, 2002)). Auf Grund von unterschiedlichen Wasser-
und Temperaturfeldern oberhalb der Membran, findet der Phaseniibergang nicht an jeder
Stelle zeitgleich statt. Dadurch kann ein Teil der Membran im Gel- und der andere Teil
im fliissig-kristallinen Zustand vorliegen. Dies kann wiederum negative Auswirkungen auf
die Viabilitdt wihrend der Lagerung mit sich bringen.

2.2.3 Einfluss von Tragermaterialien

Bisher existieren nur wenige Arbeiten, die sich mit der Wirbelschichttrocknung von pro-
karyotischen Mikroorganismen beschéftigten. Dabei wurden in allen zu diesem Thema
durchgefiihrten Arbeiten Tragermaterialien zur Trocknung der Bakterien verwendet. Lin-
ders et al. (1997) verwendeten in ihren Experimenten zur Trocknung von L.plantarum das
Trégermaterial Stdrke, Mille et al. (2004) nutzte Caseinpulver und |Strasser et al. (2009)
setzte Cellulose ein. Tragermaterialien kénnen amorphe Bestandteile enthalten, die bei
der Trocknung in den Glaszustand iibergehen. In diesem Glaszustand ist die molekulare
Mobilitét stark beeintrédchtigt und es findet ein verlangsamter bis kein Stoffaustausch mit
der Umgebung statt. Dies wirkt sich positiv auf die Uberlebensrate und die Viabilitét von
Mikroorganismen nach der Trocknung und wéihrend der Lagerung aus. Die Mikroorga-
nismen werden in eine amorphe Matrix eingebettet, welche Schutz bei der Dehydrierung
und der Lagerung gibt. Dabei hingt die Stabilitdt der getrockneten Mikroorganismen in
amorphen Zuckermatrizes zum Einen vom verwendeten Zucker und zum Anderen von dem
physikalischen Zustand der Zuckermatrix ab. Je nach verwendetem Zucker variieren die
stabilisierenden Effekte. Beispielsweise wird Laktose oft in Verbindung mit Magermilch ein-
gesetzt, da sie mit Milchproteinen der Magermilch reagiert und somit die zellschddigende
Maillard-Reaktion verhindert. Nicht reduzierende Disaccharide, wie Trehalose und Sac-
charose, sollen vor allem, laut Crowe et al. (1996) und |Conrad et al. (2000), schiitzend
fiir gefriergetrocknete Bakterien sein. Des Weiteren konnte in der Arbeit von Chévez and
Ledeboer (2007) gezeigt werden, dass nach der Sprith- und Vakuumtrocknung von pro-
biotischen Milchsdurebakterien die Lagerstabilitdt durch den Einsatz von Maltodextrin
als Tragermaterial in Verbindung mit Sojaproteinen verbessert wird. Auf den Trigerstoff
Maltodextrin soll nun néher eingegangen werden, da dieser von besonderem Interesse fiir
diese Arbeit ist.

Maltodextrin

Das Triagermaterial Maltodextrin besitzt eine Vielzahl von positiven Eigenschaften, wes-
halb es sich hervorragend fiir die Verwendung als Energiequelle, Stabilisator, Fiillmittel
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und Konservierungsmittel in der Lebensmittel- und Biotechnologieindustrie eignet. Malto-
dextrin ist wasserloslich und wird in der Diétetik eingesetzt, um Mahlzeiten mit Kohlenhy-
draten anzureichern. Zusétzlich wird Maltodextrin haufig als Tragermaterial fiir empfind-
liche und fliichtige Stoffe wie Aromen, Gewiirzen und Vitamine genutzt und zeichnet sich
dabei durch seine Geschmacksneutralitidt aus. In der Biotechnologie dient Maltodextrin
zudem als Néhrstoffquelle fiir Bakterien.

Laktose

Das Tragermaterial Laktose zeichnet sich ebenfalls durch eine grofie Anzahl an posi-
tiven Attributen aus, wodurch Laktose haufig als Schutz- beziehungsweise Trigerstoff
bei der Trocknung Verwendung findet (Jouppila et al., 1997)), (Haque and Roos, 2004)),
(Kurtmann et al., 2009). Zum Einen wird Laktose als Substratquelle fiir die Fermentati-
on von Milchsdurbakterien genutzt und zum Anderen zeichnet sie sich als Aromatriger
aus. Sie wirkt unterstiitzend auf die Kalzium-Resorption und hemmt das Wachstum von
Faulniserregern im Darm des Menschen. Des Weiteren wird sie in der Lebensmitteltechnik
hiufig zur Verbesserung der Textur, beispielsweise von Tiefkiihlprodukten, eingesetzt.

Zuckerpellets

Bei dem Trégermaterial Zuckerpellets handelt es sich um ein Gemisch aus Saccharose und
Maisstirke. Dieses wird hiufig zur Herstellung von Arzneimitteln mit konstanter bezie-
hungsweise verzogerter Freisetzung des Wirkstoffes verwendet. Dabei finden Zuckerpellets
hiufig als Tragermaterialien fiir Coatingprozesse Anwendung. Auf Grund der Zusammen-
setzung der Zuckerpellets lasst sich keine eindeutige Aussage iiber eine moglich auftretende
Maillard-Reaktion treffen. Saccharose als nicht reduzierender Zucker fiihrt zu keiner Reak-
tion. Im Gegensatz dazu kann es bei Uberhitzung durch das Vorhandensein von Maisstirke
zu einer Reaktion kommen.

In der Tabelle sind die fiir diese Arbeit relevanten Eigenschaften der verwendeten
Tragermaterialien aufgelistet.

Tabelle 2.2: Eigenschaften von Zuckerpellets, Laktose und Maltodextrin DE 20 * (Storz,
2003), * (Roos et al., 1991a) ¢ (Labuza et al., 1971), ¢ (Haque et al., 2004), ¢ (Bhandari et
al., 1997), ¥ Wirth et al., 1998

Eigenschaften Maltodextrin DE20 Laktose Zuckerpellets
Molare Masse 180,2 %, 342,3 2L 180,2-342,3 %L
Hygroskopizitét hygroskopisch ¢ hygroskopisch ¢  hygroskopisch ¢
Schmelzpunkt 240 223 °C 186-200 °C
Glasiibergangstemperatur 141 °C ° 101 °C ¢ 52-62 °C ¢
Maillard-Reaktion ja @ ja ! ja/nein

2.2.4 Einfluss von Schutzstoffen

Ahnlich wie bei den Triigermaterialien konnen Schutzstoffe amorphe Bestandteile enthal-
ten, die sich wiederum positiv bei der Dehydrierung und Lagerung auswirken. Schutzstoffe
konnen die Mikroorganismen auf unterschiedlichste Art, sowohl wihrend der Trocknung
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als auch wahrend der Lagerung, schiitzen. Unter anderem stabilisieren sie die Zellstruk-
tur, indem sie mit den polaren Kopfgruppen der Phospholipiddoppelmembran, zu sehen
in Abbildung [27] interagieren und somit die Zellmembran stabilisieren.

Zellmembran vor
der Trocknung

(T
AR

Trocknung ohne Trocknung mit
Schutzstoff Schutzstoff

me T
s oiom

Strukturdnderung Stabilisierung
der Membran der Zellmembran

Abbildung 2.7: Grafische Darstellung des stabilisierenden Einflusses von Schutzstoffen auf
die Zellmembran von Mikroorganismen

Des Weiteren kénnen Schutzstoffe als Wasserersatz genutzt werden. Einige Schutzstoffe,
wie beispielsweise Trehalose, sind in der Lage, strukturelle Wassermolekiile, die hydrogen
mit den Endgruppen von Proteinen verbunden sind, zu ersetzen. Dadurch bleibt die drei-
dimensionale Struktur der Proteinmolekiile und damit auch die volle Funktionalitéit der
Proteine nach dem Trocknungsprozess erhalten.

Einige Schutzstoffe wirken auch als Feuchtestabilisatoren und werden dadurch bevorzugt in
der Lebensmittelindustrie zur Verhinderung des Austrocknens von Lebensmitteln genutzt.

Eine weitere positive Eigenschaft von Schutzstoffen ist die Fahigkeit zur Bildung von glas-
artigen Festkorpern. Dabei bilden die Schutzstoffe eine amorphe, glasartige Matrix, die in
der Lage ist, die Tertidrstrukturen von Proteinen und Phospholipiden zu stabilisieren und
somit einen Schutz wihrend der Trocknung darzustellen. Aulerdem wird durch die glas-
artige Struktur die molekulare Mobilitit reduziert und somit das Auftreten destruktiver
physikalischer Kréfte verhindert.

Manche der in der Lebensmittelindustrie verwendeten Zuckerarten sind hygroskopisch.
Meistens werden diese Zuckerarten durch das Vorhandensein von Wasserdampf klebrig.
Die aus der Atmosphére adsorbierte Feuchtigkeit geht mit den an der Oberfliche be-
findlichen Zuckern in Losung. Somit erhoht sich einerseits die molekulare Mobilitdt und
andererseits laufen Reaktionen ab, die zu einer Denaturierung der Proteine und anderer
Zellbestandteile fithren konnen. Beim Vorhandensein von Feuchtigkeit neigen Zuckermo-
lekiile dazu in den stabileren Zustand, den Kristallzustand, iiberzugehen. Eine zusétzliche
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Erhshung der molekularen Mobilitdt kann durch die Lagerungstemperatur hervorgerufen
werden. Ubersteigt diese die Glasiibergangstemperatur, konnen die Zuckermolekiile kris-
tallisieren und unerwiinschte Braunungsreaktionen ablaufen. Im Folgenden soll explizit auf
die Schutzstoffe Trehalose und Sorbitol eingegangen werden.

Trehalose

Trehalose ist als eines der Primérmolekiile fiir die Erhaltung der Bioaktivitdat der Zell-
membranen auf duflere Stressbedingungen, wie das Einfrieren, Trocknen oder Erhitzen
verantwortlich (Roser, 1991)). Es ist wie die meisten Zuckerarten in der Lage, amorphe
Gele zu bilden. Diese werden Glas genannt und zeichnen sich durch eine hohe Viskositét
und niedrige Mobilitét aus. Trehalose in seinem Glaszustand ist hydrophil und in der Lage
Wasser zu binden, wenn ein Uberschuss an Wasser in dem System besteht. Somit wird
die Wasseraktivitdt im System gesenkt. Die Entstehung vom Glaszustand erfolgt durch
den Entzug von Wasser, durch Warmeeinwirkung in der Wirbelschicht oder durch die
Gefriertrocknung. Wird die Glasiibergangstemperatur iiberschritten oder die Feuchtigkeit
in der Umgebung erhoht, konnen die glasartigen Feststoffe klebrig beziehungsweise bei
Polymeren gummiartig werden. Befinden sich die Zuckerarten in diesem z#hfliissigen bis
fliissigen Zustand, werden sie hdufig instabil, kristallisieren oder bauen sich chemisch ab.
Bei der Kristallisierung bildet sich ein Anhydrid-Zucker und die Wasseraktivitit steigt.
Dies wiederum geht mit einer Erhchung der Braunungsreaktionen einher und fordert Ab-
baureaktionen bei Lebensmitteln. Mit Hilfe von Trehalose kann das Wasser in der Zelle
gebunden und somit die Wasseraktivitit kontrolliert werden. Kristallisiert das Trehalose-
Glas, entsteht meist ein Dihydrat, wodurch die Wasseraktivitéit vermindert wird. Trehalose
stabilisiert Proteine und Lipide gegen den Zellabbau (Crowe et al., 1996)), der durch die
Austrocknung der Zellen hervorgerufen werden kann. Die Stabilisierung erfolgt durch die
Einbettung der Proteine und anderer Zellmembranbestandteile in die von der Trehalose
geformte Glasmatrix. Dadurch sind die getrockneten Proteine physikalisch an Abbau-
Reaktionen gehindert. Trehalose weist eine der hichsten Glasiibergangstemperaturen von
115 °C auf. Dadurch kénnen Lebensmittel, die zum Teil aus Trehalose bestehen, auf Grund
der hohen Glasiibergangstemperatur und der Fahigkeit, freies Wasser durch die Dihydrat-
bildung zu binden, bei hoheren Temperaturen, als es bei anderen Zuckerarten iiblich wére,
gelagert werden.

Sorbitol

D-Sorbitol wird in vielen Lebensmitteln eingesetzt. Ein Grund dafiir ist die Fahigkeit
als Feuchtestabilisator zu wirken und somit das Austrocknen von Lebensmitteln zu ver-
hindern. D-Sorbitol (E 420) ist in der Européischen Union als Lebensmittelzusatzstoft,
StiBungsmittel und Farbstoff zugelassen. Es z&hlt zu den in der Natur (Vogelbeeren,
Weiidorn, Pflaume) vorkommenden Zuckeralkoholen, die eine ausgezeichnete Stabilitéit
gegeniiber Hitze und Sdure aufweisen. Eine weitere wichtige Eigenschaft ist die Nicht-
fermentierbarkeit durch zahlreiche Mikroorganismen (Rosenplenter et al., 2007)). Unter
anderem |Linders et al. (1997a) und |Carvalho et al. (2003) zeigten, dass Sorbitol einen
positiven Einfluss auf die Viabilitit gefrier- und wirbelschichtgetrockneter L.plantarum
Zellen vor allem wihrend der Lagerung nach sich zieht. Ein Grund dafiir ist die Interak-
tion der Sorbitol-Molekiile mit der Zellmembran der Mikroorganismen. Dadurch wird die
Zellmembran stabilisiert und Schiden daran verringert. Eine zusétzliche gewinnbringen-
de Eigenschaft von Sorbitol ist seine antioxidative Wirkung, wodurch auftretende Lipid-
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oxidationen bei der Trocknung und Lagerung verhindert werden (Linders et al., 1997D).
Des Weiteren stabilisiert Sorbitol durch die Bildung von Sorbitol-Protein Komplexen die
Proteinstruktur. Dadurch bleibt die Funktionalitéit der Proteine erhalten.

Zusammenfassend sind einige Eigenschaften von Trehalose und Sorbitol, die relevant fiir
diese Arbeit sind, in der Tabelle 2.3 aufgelistet.

Tabelle 2.3: Eigenschaften von Trehalose und Sorbitol ¢ (Rosenplenter, 2007), * (Ding et
al., 1996)

FEigenschaften D-Sorbitol Trehalose-Dihydrat
Molare Masse 1822 4 378,3 L
Hygroskopizitét hygroskopisch ¢ nicht hygroskopisch ¢
Schmelzpunkt 93-97 °C 97 °C
Glasiibergangstemperatur -1,5°C ¢ 115°C*®
Maillard-Reaktion nein ¢ nein ¢

2.2.5 Wirbelschichttrocknung

Wie bereits in Kapitel [l beschrieben, zahlt die Wirbelschichttrocknung zu den konvektiven
Trocknungsverfahren. Fu and Chen (2011)|zeigen, dass diese im Vergleich zur Spriihtrocknung
im Hinblick auf die Trocknung von Mikroorganismen, respektive von prokaryotischen Mi-
krorganismen, bisher nur wenig untersucht wurde. Generell werden bei der Wirbelschicht-
trocknung Feststoffpartikel in einem aufwértsgerichteten Luftstrom in der Schwebe ge-
halten. Die Feststoffpartikel dienen als Tragermaterial. In diesem Schwebezustand sind
die Feststoffpartikel voneinander getrennt, so dass die in die Wirbelschicht eingespriihte
Fliissigkeit die Feststoffpartikel rundum bedeckt. Ein Vorteil dieses Schwebezustandes ist
der intensive Wirme- und Stoffiibergang zwischen den Partikeln und dem Gasstrom, der
eine schnelle und schonende Trocknung erlaubt.

Im Allgemeinen werden Wirbelschichtanlagen fiir unterschiedliche Einsatzgebiete, wie bei-
spielsweise zum Trocknen, Granulieren, Agglomerieren und Coaten von granularen Medien
verwendet. Das Einspriihen der Fliissigkeit kann mit unterschiedlichen Verfahren erfolgen.
Beim Top-Spray-Verfahren wird die Spriihfliissigkeit von oben auf die in der Schwebe gehal-
tenen Feststoffpartikel gespriiht. Hingegen wird im Bottom-Spray-Verfahren die Fliissigkeit
von unten auf die Feststoffpartikel gespriiht. Beide Verfahren und der allgemeine Aufbau
einer Wirbelschichtanlage sind schematisch in der Abbildung 2.8 dargestellt.
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— Filter

Tragermaterial Tragermaterial

Bodenplatte
Bodenplatte
Fliissigkeit
Gaseintritt Gaseintritt
Wirbelschicht-Spriihtrocknungsverfahren Wirbelschicht-Spriithtrocknungsverfahren
Top-Spray Bottom-Spray

Abbildung 2.8: Top-Spray und Bottom-Spray Coating (Fries et al., 2012)

Im Rahmen dieser Arbeit werden getrocknete, prokaryotische Mikroorganismen mittels
Sprithcoating in der Wirbelschicht erzeugt. Sprithcoaten kann sowohl im kontinuierlichen
als auch im diskontinuierlichen Betrieb durchgefiihrt werden. In der Lebensmittel- und
Futterindustrie wird vor allem das Top-Spray-Verfahren angewandt. Bei diesem Verfahren
werden durch die Bildung eines Filmes auf dem Trigermaterial die Produkteigenschaften
wie

e Produkthandling
o Fliefifahig- und Loslichkeit sowie

e Lagerstabilitidt durch den Schutz vor Feuchtigkeit, Sauerstoff, Licht und mechani-
scher Beanspruchung

verbessert. Bei der Herstellung der Spriihfliissigkeit sollte darauf geachtet werden, dass die-
se keine zu hohe Viskositit aufweist. Stark viskose Spriihfliissigkeiten wirken der Spreitung
der Fliissigkeit auf dem Material entgegen. Mitunter fithren die ungleichméflige Gutbewe-
gung und Entfernung zur Diise zu einer portsen Filmstruktur, die sich nicht nachteilig
auf die Produktqualitdt auswirkt. Das Spriihcoaten ist schematisch in Abbildung zZu
sehen.
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Abbildung 2.9: Spriihcoaten auf Triigermaterial in der Wirbelschicht (Glatt GmbH)

Beim Spriihcoaten werden die in der Suspension oder Losung befindlichen Feststoffe auf
ein in der Wirbelschicht zirkulierendes Trégermaterial aufgetragen und durch die Trock-
nung verfestigt. Es kommt zur Filmbildung, wobei die Gréfle des Filmes abhéingig von
der Verweilzeit des Trégermaterials im Spriithbereich ist. Die Trocknung erfolgt durch Ver-
dunstung, also der Verdampfung von Wasser und durch Diffusion der Wassermolekiile in
das umgebende, trocknende Gas. Die Verdampfung wird hauptséchlich durch die Gastem-
peratur und die Diffusion durch den Gasvolumenstrom beeinflusst. Nach der Trocknung
sind im Idealfall nur noch geringe Mengen an Wasser im Produkt enthalten. Die Feststoffe
aus der Spriihlésung liegen in ihren urspriinglichen Bestandteilen auf der Oberfléiche des
Tragermaterials vor.

2.3 Einfluss der Lagerung auf die Viabilitat

Ein entscheidendes Qualitdtsmerkmal fiir die Lagerung von getrockneten Mikroorganismen
ist die Erhaltung der Viabilitiat und Aktivitét der Zellen iiber einen bestimmten Zeitraum.
Dabei sollten die getrockneten Mikroorganismen, wenn sie wieder im rehydrierten Zustand
vorliegen, die urspriingliche Viabilitat und Aktivitdt aufweisen. Da Viabilitdtsverluste so-
wohl wihrend der Trocknung als auch wéhrend der Lagerung auftreten, sollen die fiir die
Lagerung viabilitdtsbestimmenden Faktoren in diesem Abschnitt genannt und erldutert
werden. Morgan et al. (2006), [Meng et al. (2008)| und |Strasser et al. (2009) untersuch-
ten den Einfluss von Lagerungstemperaturen, -zeit, Wassergehalt, Trigermaterialien und
Schutzstoffen. In den Arbeiten konnte festgestellt werden, dass mit steigender Lagerungs-
temperatur die Viabilitédtsverluste der getrockneten Mikroorganismen zunehmen. Hinge-
gen konnte festgestellt werden, dass niedrige Lagerungstemperaturen in Hohe von 4 °C
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keinen Einfluss auf die Viabilitit haben. Somit kénnen getrocknete Mikroorganismen be-
denkenlos bei dieser Temperatur gelagert werden. Ein Grund fiir den Verlust der Viabilitét
im hoheren Temperaturbereich ist der natiirliche Abbau von lebenswichtigen Makromo-
lekiilen, wie Proteinen und Fetten, die wihrend der Lagerung denaturiert und oxidiert
werden. Im Falle von niedrigen Lagerungstemperaturen kommt es nicht zu einem derarti-

gen Abbau.

Auch Vorbehandlungen der Zellen durch Stressinduktionen oder dem Einsatz von Schutz-
stoffen wahrend der Fermentation oder vor der Trocknung wirken sich positiv auf die
Viabilitdt wiahrend der Lagerung aus. Wie bereits in Abschnitt 2.2.4] erldutert, kénnen
Schutzstoffe unter anderem als Feuchtestabilisatoren genutzt werden. Demnach bleiben
die nach der Trocknung erreichten niedrigen Wassergehalte im Produkt wé&hrend der La-
gerung erhalten. Dies fithrt zur Hemmung von F&ulnisreaktionen in den Lebensmitteln
und verhindert Phasen- und Zustandséinderungen der Zellmembran und Zelle.

2.3.1 Glaszustand

Allgemein betrachtet handelt es sich bei den Bestandteilen von Mikroorganismen um Fest-
stoffe, die im geltsten, festen kristallinen oder amorphen Zustand vorkommen. Im kristal-
linen Zustand befinden sich die Molekiile im thermodynamischen Gleichgewicht und liegen
geordnet vor. Im Gegensatz dazu liegen sie im amorphen Zustand im Ungleichgewicht vor
und sind ungeordnet. Bei der Trocknung von Mikroorganismen wird davon ausgegangen,
dass die amorphen Bestandteile der Zellen, zu denen Kohlenhydrate und Proteine (Slade et
al., 1991) sowie Wasser gehoren, durch den Wasserentzug in einen Glaszustand iibergehen.
In diesem Zustand ist die Viskositéit in den Zellen hoch. Geméf|Downton et al. (1982) liegt
sie im Glaszustand bei 102 Pa-s. Dadurch ist die molekulare Mobilitét stark beeintriichtigt
und chemische sowie physikalische Reaktionen kénnen nur noch verlangsamt ablaufen.

Werden die Mikroorganismen bei hohen Temperaturen und Umgebungsfeuchten gelagert,
filhrt dies zu Phasen- und Zustandsinderungen in den Zellen. Solche Anderungen der
Phasen und Zusténde gehen einher mit Anderungen der molekularen Mobilitit und Sta-
bilitéit. Die Zellen gehen vom glasartigen in einen flexiblen Zustand iiber, bei dem sich die
Viskositit auf 10 - 108 Pa - s verringert. Dadurch steigt die molekulare Mobilit#it an und
chemische sowie physikalische Reaktionen laufen wieder ab. Geméfi Roos and Karel (1991a)
nimmt mit kleiner werdender Viskositét die molekulare Mobilitdt stark zu. Daher besteht
ein direkter Zusammenhang zwischen der Viskositit und der Diffusionsmoglichkeit der
Molekiile. Dieser Zusammenhang wird durch die Stokes-Einstein-Gleichung fiir die Trans-
lation Dypqns und Rotation der Molekiile D,..; wie folgt beschrieben:

kT

D rans — 2.6
K o6mnr (2:6)
kT
Dpot = —— 2.
¢ 8mnr3 (2.7)
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kp [J/K]: Boltzmannkonstante

T [K]: Temperatur

e 7 [N - s-m~2] dynamische Viskositiit des Losungsmittels

r [m]: Hydrodynamischer Radius der diffundierenden Teilchen.

Wie aus den Gleichungen und 27 zu erkennen ist, sind die Diffusionskoeffizienten
Dirans und D, umgekehrt proportional zur Viskositdt. Mit sinkender Viskositét erhoht
sich demnach die Diffusion der Molekiile.

Der Ubergang vom Glaszustand in den flexiblen Zustand wird als Glasiibergang bezeichnet
und mit Hilfe der Glasiibergangstemperatur 7, beschrieben. Diese ist stoffspezifisch und
héngt vom Wassergehalt, dem Massenanteil der jeweiligen Komponenten und der chemi-
schen Zusammensetzung des Stoffsystems ab. Fiir die Berechnung der Glasiibergangstem-
peratur eines bindren Gemisches, bestehend aus Wasser und dem gelosten Stoff, wird die
Gordon-Taylor-Gleichung herangezogen (Gordon and Taylor, 1952)). Dies ist eine nicht-
lineare Funktion und wie folgt definiert:

:L’1T91 + kszgg

T —
g x1 + kxo

e T, [°C]: Glasiibergangstemperatur
e z; [kg/kg]: Massenanteile der jeweiligen Komponenten

e T, [°C]: Glasiibergangstemperatur der einzelnen Komponenten.

Der Ausdruck z; steht fiir den Feststoffanteil und zo fiir den Wasseranteil. Die Konstante
k ist ein experimentell bestimmter Wert und kann mit Hilfe der Beziehung

 AC,

k=
ACy,

(2.9)

ermittelt werden, wobei AC) die Anderung der Wirmekapazitit des Wassers und ACp je-
ne des Feststoffes ist. Sollte die Konstante k experimentell nicht bestimmt werden kénnen,
liegen in der Literatur zahlreiche Tabellen mit k-Werten fiir unterschiedliche Kohlenhy-
drate vor. Vor allem die Arbeit von Roos (1993) sei in diesem Zusammenhang zu nennen.
Bhandari and Howes (1999) stellten in ihren Arbeiten fest, dass Kohlenhydrate einen
grofieren Einfluss auf die Glasiibergangstemperatur 7, haben als Proteine.
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Die Komplexitiat der Mikroorganismen erlaubt es nicht ohne weiteres, die Glasiibergangs-
temperatur dieser einzeln zu messen. Bisher existieren dazu lediglich die Arbeiten von
Fonseca et al. (2004) und Higl (2008), die die Glasiibergéinge von Lactobacillus bulgaricus
CFL1 und Lactobacillus paracasei ssp. paracasei mittels Differential Scanning Calorimetry
(DSC) untersuchten. Beide konnten keine Glasiibergéinge in den jeweiligen Temperaturbe-
reichen von -120 bis 80 °C und von -80 bis 120 °C bei den getrockneten Mikroorganismen
erkennen. Ausschliellich durch die Anwesenheit von Kohlenhydraten, im Fermentations-
medium beziehungsweise im Tragermaterial oder Schutzstoff, wird ein Sprung bei der
Ty-Messung bewirkt, der auf die tatsichliche Glasiibergangstemperatur hindeutet.

Dadurch werden bei der Berechnung der Glasiibergangstemperatur von Stoffgemischen, in
denen Mikroorganismen enthalten sind, diese vernachléssigt und fiir die Konstante k, die
experimentell ermittelten oder die aus der Literatur bekannten k-Werte fiir Kohlenhydrate
verwendet. Roos (1993)|entdeckte einen linearen Zusammenhang zwischen der wasserfreien
Glasiibergangstemperatur und dem k-Wert einzelner Kohlenhydrate, zu sehen in Abbil-
dung

8
@ k-Wert kalkuliert aus experimentellen 3 l
T, Werten und Massenanteilen Laktose
Malt ‘
k=0.0293 T, +3.61 attose
6 S
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Abbildung 2.10: Experimentell ermittelte k-Werte unterschiedlicher Kohlenhydrate als
Funktion ihrer wasserfreien Glasiibergangstemperatur 7T;,. Der Korrelationskoeffizient der Re-
gressionsgeraden betrigt 0,959 (Roos, 1993)

Mit Hilfe der Regressionsgeraden k = 0, 02937, +3, 61 konnen die k-Werte fiir verschiedene
Zuckerarten bei Kenntnis der wasserfreien Glasiibergangstemperatur T}, ermittelt werden.

Couchman and Karasz (1978 )|erweiterten die Gordon-Taylor-Gleichung unter Beriicksichti-
gung der Anderung der spezifischen Wirmekapazitit der unterschiedlichen Komponenten
und ersetzten die Konstante k aus der Gordon-Taylor-Gleichung mit dem Verhé&ltnis der
Anderungen der Wirmekapazitiiten der Komponenten:
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ACp2
xngl + W;$2T92

T —
I z1 + 252,
1 Acpl 2

(2.10)

Somit kann die (Couchman and Karasz (1978)-Gleichung auf Mehrkomponentensysteme
wie Wasser, Glukose und Saccharose (Roos, 1995) in der Form

Z AszxngZ
Ty="0 (2.11)

n
IZACpl
=1

(2

angewandt werden.

Wasser, als eine Hauptkomponente in einem Stoffsystem, besitzt eine sehr niedrige Glas-
iibergangstemperatur von 7,=—135°C' (Johari et al., 1987). Werden die getrockneten Mi-
kroorganismen nicht in Vakuumverpackungen gelagert, findet ein stetiger Stoffaustausch
mit der Umgebung statt. Die Folge ist eine zunehmende Wasseraufnahme der Probe, wo-
durch der Massenanteil an Wasser so lange ansteigt, bis sich ein Feuchtegleichgewicht mit
der Umgebung einstellt. Auf Grund des niedrigen Wertes der Glasiibergangstemperatur
von Wasser sinkt diese mit zunehmender Wasseraufnahme ab, wodurch die Lagerstabilitat
der getrockneten Mikroorganismen beeintréichtigt wird. Bei der Herstellung von Lebens-
mitteln wird zunehmend darauf geachtet, Stoffe einzusetzen, die eine hohe Glasiibergangs-
temperatur besitzen und somit den Einfluss des niedrigen Wertes der Glasiibergangstem-
peratur von Wasser ausgleichen. Laut Bhandari et al. (1997) ist Maltodextrin das am
h#ufigsten verwendete Tragermaterial in der Lebensmittelherstellung. Es zeichnet sich in
Abhingigkeit vom jeweiligen Dextrose-Aquivalent durch seine hohe Glasiibergangstempera-
tur, die zwischen 100 - 243 °C (fiir Stérke) liegt, aus. Geméf Roos and Karel (1991b)
steigt mit abnehmendem Dextrose-Aquivalent die Glasiibergangstemperatur von Stoffge-
mischen an. Mit kleiner werdendem Dextrose-Aquivalent steigt die Molmasse des jeweiligen
Zuckers. Demnach erh6hen Zucker mit einer hohen Molmasse die Glasiibergangstemperatur.
Roos and Karel (1991b)|beschreiben den Zusammenhang zwischen Glasiibergangstemperatur
und Molmasse als:

K
Ty =T, — ﬁm (2.12)

Hierbei steht T° fiir die Glasiibergangstemperatur von der héchsten Molmasse. Im Falle
von Maltodextrin handelt es sich dabei um Stérke mit T, = 243°C. K, ist eine Konstante
und betrégt fiir Maltodextrin 52800 g- K /mol (Roos and Karel, 1991b)). M ist die Molmasse
von Maltodextrin. In Tabelle 2.4 sind einige Triagermaterialien mit den dazugehorigen
Molmassen und Glasiibergangstemperaturen aufgelistet.
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Tabelle 2.4: Unterschiedliche  Zucker  mit  deren  Molekulargewicht  und
Glasiibergangstemperatur ¢ (Roos et al., 1991a), ® (Roos, 1993)

Trégermaterial Molmasse (g/mol) T,(°C)®
Fruktose 180 5
Glukose 180 31
Galaktose 180 32
Sucrose 342 62
Maltose 342 87
Laktose 342 101
Maltodextrin

DE 36 500 100
DE 25 720 121
DE 20 900 141
DE 10 1800 160
DE 5 3600 188
Stéarke 243

Amorphe Materialien, die unterhalb der Glasiibergangstemperatur gelagert werden, sind
auf Grund der hoheren Viskositédt und der reduzierten molekularen Mobilitdt im Glas-
zustand stabiler als im flexiblen Zustand (Slade et al., 1991)). Demnach werden durch
die verringerte molekulare Mobilitidt die natiirlichen Abbaureaktionen der Mikroorganis-
men verlangsamt und die Lagerstabilitédt bleibt erhalten. Werden die Produkte oberhalb
der Glasiibergangstemperatur gelagert, verdndern sich die Materialeigenschaften, was mit
einem exponentiellen Anstieg der Mobilitdt verbunden und einer Abnahme der Visko-
sitéit einhergeht (Roos, 1995). Im Produkt kann es zu Briaunungsreaktionen, Verklebungen
und Agglomerationen kommen, die sich nachteilig auf die Produktstabilitit auswirken
und zu Viabilitdts- beziehungsweise Aktivitdtsverlusten der Mikroorganismen fithren. Die
Glasiibergangstemperatur von amorphen biologischen Stoffsystemen dient somit als An-
haltspunkt fiir eine empfohlene Lagerungstemperatur.

Ein weiterer Grund fiir den Viabilitdtsverlust wahrend der Lagerung ist die natiirliche
Stoffwechselaktivitit der Mikroorganismen. Bei unzureichender Trocknung, das bedeutet
bei zu hohen Restwassergehalten, sind die Stoffwechselprozesse verlangsamt, jedoch nicht
gestoppt. Demnach finden in den Zellen wihrend der Lagerung weiterhin Stoffwechsel mit
einer geringeren Reaktionsrate statt, was wiederum zum schleichenden Absterben der Zel-
len fiihrt.

Ein zusétzlicher viabilitdtsbestimmender Faktor ist die Rehydrierung der Zellen, in der sie
im Gegenzug zur Trocknung abermals osmotischem Stress ausgesetzt sind. Rehydrierung
kann zu Briichen in der Zellmembran und somit zum Verlust von lebenswichtigen Ma-
kromolekiilen fithren. Eine langsame Rehydrierungsrate wird demnach empfohlen (Poirier
et al., 1999). Auch die Rehydrierungstemperatur hat einen Einfluss auf die Viabilitéit der
Mikroorganismen. Mille et al. (2004) fanden fiir L.plantarum eine optimale Rehydrierungs-
temperatur von 20 bis 37 °C. Hingegen bei L.bulgaricus optimale Rehydrierungstempera-
turen sowohl bei 30 als auch bei 37 °C ermittelt wurden.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass Viabilitdtsverluste, &hnlich wie bei der
Trocknung, durch eine Vielzahl von Faktoren hervorgerufen werden. Diese kdnnen je nach
Mikroorganismus, Kultivierungsbedingungen, Schutzstoffen, Tragermaterialien, Lagerungs-
temperatur, Restwassergehalt, Wasseraktivitat und Rehydrierungsbedingungen unterschied-
lich hoch sein. Auf die Wasseraktivitat wird im Folgenden n#her eingegangen.

2.3.2 Wasseraktivitit

Der Wasseraktivitéitswert a,, spielt eine grofie Rolle in der Lebensmittelverfahrenstechnik
und ist eine wichtige Grofe fiir die Haltbarkeit von Lebensmitteln. Dabei beschreibt die
Wasseraktivitit die Menge des freien, nicht gebundenen Wassers, die die Lagerstabilitat
und die Produkteigenschaften erheblich beeinflusst. Die Wasseraktivitét ist als Quotient
des Wasserdampfdruckes iiber dem Lebensmittel (p) und dem Wasserdampfdruck von rei-
nem Wasser (pg) bei einer bestimmten Temperatur

= — (2.13)

definiert und kann Werte zwischen null und eins annehmen. Der Wert null bedeutet, dass
das Lebensmittel absolut wasserfrei ist, wohingegen der Wert eins fiir reines Wasser steht.
Die Herabsetzung der Wasseraktivitit erfolgt durch Trocknung, Gefrieren oder Zugabe
von Substanzen wie Zucker und Salzen. Das mikrobielle Wachstum sowie Reaktionen, die
von Enzymen katalysiert werden, verlangsamen sich. Auch der Befall von unerwiinschten
Keimen wird dadurch unterdriickt und Faulnisreaktionen werden verhindert.

GeméB Teixeira et al. (1995) werden fiir die Lagerung von getrockneten Produkten Was-
seraktivitdten von 0,2 - 0,3 empfohlen. Die Wirbelschichttrocknung und gegebenenfalls eine
nachgeschaltete Nachtrocknung sind darauf einzustellen (Uhlemann and Marl, 2000). Lie-
gen die Werte unterhalb von 0,2, kann sich dies nachteilig auf die Qualitét der Lebensmittel
auswirken, da hier die Lipidoxidation mit sinkendem Wasseraktivitdtswert zunimmt. Diese
Zunahme ist schematisch in Abbildung [2.11] dargestellt. Verschiedene Wege der Lipidoxi-
dation fithren zur oxidativen Degradation von Lipiden und verursachen Zellschéddigungen.
Bei Wasseraktivitdten > 0,4 nehmen nichtenzymatische Braunungsreaktionen, Maillard-
Reaktionen, bis zu einem Wert von 0,6 bis 0,7 zu. Diese fithren zu deutlichen Qua-
litdtsverlusten durch den Abbau von Inhaltsstoffen. Wasseraktivitéitswerte iiber 0,6 fithren
zum Anstieg der Enzymaktivitdt und beschleunigen wiederum Stoffwechselvorgéinge. Zu-
dem konnen sich ab einer Wasseraktivitit von 0,7 Schimmelpilze, Hefen und unerwiinschte
Bakterienstdmme vermehren. In Abbildung 2. TTlsind alle Wasseraktivitdtsbereiche mit den
zugehorigen Reaktionsintensitidten nach Labuza and Dugan (1971)| dargestellt.
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Abbildung 2.11: Einfluss der Wasseraktivitit auf das Verderben von Lebensmitteln (Labuza
et al., 1971)

2.3.3 Sorptionsisotherme

Sorptionsisothermen werden in der Lebensmittelindustrie genutzt, um die Produkteigen-
schaften von Materialien vorauszusagen und Grenzen fiir den Stabilitétsbereich, die ent-
scheidend fiir die Lagerung von bioaktiven Materialien sind, festzulegen. Dabei stellen
Sorptionsisothermen den Zusammenhang zwischen dem Wassergehalt eines Materials und
der relativen Feuchte des umgebenden Gases bei vorgegebener Temperatur im Gleichge-
wichtszustand dar.

Die Anwesenheit von Wasser in einem Material bewirkt einen Wasserdampfdruck auf der
Materialoberfliche. Entspricht dieser Wasserdampfdruck dem Dampfdruck der umgeben-
den Luft, steht das Material im Feuchtegleichgewicht mit seiner Umgebung. Jeder Un-
terschied im Wasserdampfdruck zwischen Material und umgebender Luft fithrt zu einem
Wasseraustausch, was eine Anderung des Wassergehaltes im betreffenden Material zur Fol-
ge hat. Der Wassergehalt im Material dndert sich so lange, bis das Feuchtegleichgewicht
wieder erreicht ist. Unter Feuchtegleichgewicht eines Materials versteht man also diejenige
relative Feuchte, die in der umgebenden Atmosphére herrschen muss, damit kein Was-
seraustausch mit der Umgebung stattfindet. Im Feuchtegleichgewicht kann die Beziehung
zwischen Wassergehalt und relativer Feuchte eines Materials durch eine Sorptionsisother-
me grafisch dargestellt werden. Fiir jede relative Feuchte zeigt die Sorptionsisotherme
den Wassergehaltswert eines Materials bei einer gegebenen konstanten Temperatur. Das
Sorptionsverhalten &ndert sich, wenn sich Zusammensetzung und Temperatur des Mate-
rials verdndern (Uhlemann and Mérl, 2000). Auf Grund ihrer Komplexitéit miissen Sorp-
tionsisothermen experimentell bestimmt werden und lassen sich, wie in Abbildung
dargestellt, in Adsorptions- und Desorptionsisothermen einteilen.
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Trocknung
= Desorption
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Abbildung 2.12: Schematische Darstellung einer Sorptionsisotherme bestehend aus
Adsorptions- und Desorptionsisotherme (Uhlemann et al., 2000)

Adsorptionsisothermen beschreiben das Verhalten eines Materials wihrend der Lagerung,
wohingegen Desorptionsisothermen eine Grundlage fiir den Trocknungsprozess darstellen.
Bei der Adsorption wird ein nicht beladener Sorbent in Kontakt mit einer in der Gasphase
oder Losung befindlichen Stoffmenge mit dem Partialdruck p gebracht. Die sich in der
Gasphase oder in Losung befindenden Molekiile lagern sich zum Beispiel durch Diffusion
an der Oberfliche des Sorbents an. Dabei wird je nach Stiarke der Bindung Energie frei,
die sogenannte Adsorptionsenthalpie.

Bei der Desorption wird ein beladener Sorbent mit einem nicht beladenen Fluid in Ver-
bindung gebracht. Die zuvor adsorbierten Molekiile besitzen ausreichend Energie, um die
Oberfliche unter Aufbringung der Adsorptionsenthalpie wieder zu verlassen und in die
Gasphase zuriickzukehren. Ein Adsorptionsgleichgewicht bei gegebener Temperatur und
Partialdruck ist dann erreicht, wenn sich Adsorption und Desorption gegenseitig kompen-
sieren und die Belegung der Festkorperoberfliche konstant bleibt. Mit grofier werdendem
Partialdruck lagern sich immer mehr Molekiile an der Festkorperoberfliiche an, bis sich an
dieser eine vollsténdige Schicht ausbildet. Diese monomolekulare Schicht wird als Mono-
layer bezeichnet. Werden die Partialdriicke weiter erhoht, adsorbieren weitere Molekiile aus
der Gasphase oder einer Losung an der Festkorperoberfliche und es bilden sich Mehrfach-
lagen aus. Dies erfolgt in dem Bereich zwischen 0,2 < ¢ < 0, 6. Bei hoheren Partialdriicken
bildet sich ein Fliissigkeitsfilm in den Poren des Materials. In diesen schmalen Poren ist
der Wasserdampfdruck auf Grund der gekriimmten Wasseroberfliche reduziert und die
Kapillarkondensation gewinnt zunehmend an Bedeutung.

Laut [Passot et al. (2012) und [Roos (1993)|lassen sich biologische Materialien dauerhaft la-
gern, wenn der Wassergehalt der Materialien gleich dem Wassergehalt der Monoschicht ist.
Die Optimierung der Desorption zum Erreichen dieses Wassergehaltes und die sich daraus
abzuleitenden Lagerungbedingungen setzen die Kenntnis iiber das Sorptionsverhalten der
eingesetzten Materialien voraus, das entsprechend fiir jedes Stoffsystem bestimmt werden
muss.
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Wie bereits beschrieben, werden Adsorptionsisothermen genutzt, um bei der Lagerung
ausgehend von den vorherrschenden Umgebungsbedingungen, wie Luftfeuchtigkeit und
Temperatur, den Wassergehalt von Materialien vorauszusagen. Im Hinblick auf die Halt-
barkeit von biologischen Materialien sollten je nach Material bestimmte Wassergehalte
vorliegen und die Lagerungsbedingungen danach ausgerichtet werden. Zur Berechnung der
Monolayer-Beladung dienen mathematische Modelle, welche die Adsorptionseigenschaften
des jeweiligen Materials beriicksichtigen. Laut [Figura (2004 )| lassen sich die am hiufigsten
vorkommenden Adsorptionsisothermen in vier Typen einteilen. Jeder Adsorptionstyp in
der Abbildung kann durch ein unterschiedliches mathematisches Modell beschrieben
werden.

Typl Typ IT
ol j o
a, ay
Freundlich Langmuir
Modell Modell

(a) Freundlich und Langmuir Modell

Typ 111 Typ IV
o j o
a, a,
BET/GAB BET/GAB Modell
Modell mit Mesoporen

(b) BET/GAB und BET/GAB Modell mit Mesoporen

Abbildung 2.13: Darstellung der vier am hiufigsten vorkommenden Sorptionsisothermen

Das Freundlich-Modell wird hdufig bei niedrigen Partialdriicken gefunden und durch den
Typ I beschrieben. Erhéhen sich die Partialdriicke, eignen sich zur Beschreibung die Typen
IT, TIT und 1V, die sogenannten Langmuir-, BET- und GAB-Modelle (Figura, 2004).

Das Langmuir-Modell zéhlt zum Typ II und beschreibt das Sorptionsverhalten von di-
versen Lebensmitteln. Es ist gekennzeichnet durch eine Abflachung der Isotherme bei
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hoheren Partialdriicken. Dies wird mit einer Sdttigung an der Festkorperoberfliche er-
klért, bei der ein Adsorptionsgleichgewicht herrscht und die Adsorptions- beziehungsweise
Desorptionsgeschwindigkeiten gleich grof3 sind. Beim Langmuir-Modell wird von einer ho-
mogenen Festkorperoberfliche ausgegangen, auf der maximal eine monomolekulare Schicht
adsorbiert werden kann, welche einer Massenbeladung von M., entspricht. Bei Mehr-
schichtadsorption wird statt des Langmuir-Modells das BET-Modell nach Brunauer et
al. (1938) angewandt. Das BET-Modell zihlt, wie das GAB-Modell, zum Typ IIT und ist
charakteristisch fiir Stoffe mit einer signifikant hohen Anzahl an kompatiblen und 16slichen
Komponenten, wie Zucker und Salzen. Die zugehorige Isotherme, zu sehen in Abbildung
2.13] ist gekennzeichnet durch einen sigmoiden Verlauf und wird mathematisch durch die
BET-Gleichung beschrieben:

CMmaz - aw
X = . 2.14
(1 — aw)(1 — ay + Cay) ( )

Der Faktor C ist die BET-Konstante und M, 4, beschreibt den Monolayer-Wassergehalt
in kg - kgr_Fsl

Im BET-Modell wird der a,,-Wert-Bereich von 0,05 bis 0,6 abgedeckt. Bei a,, > 0,6 fangen
Poren an, sich mit Kapillarwasser zu fiillen. Somit erfolgt in diesem Groéflenbereich die
Adsorption der Wassermolekiile einzig durch die Kondensationsenthalpie.

Bei hoheren Wasseraktivititswerten bis hin zu a, = 0,9 wird das GAB-Modell nach
Guggenheim-Andersen-De Boer angewandt (Passot et al., 2012). Im Gegensatz zum BET-
Modell werden beim GAB-Modell die Adsorptionseffekte der Mehrfachlagen zur Festkorper-
oberflache durch den Faktor L beriicksichtigt, da die Mehrfachlagen eine geringe Bindungs-
enthalpie zur Festkorperoberfliche aufweisen. Die GAB-Gleichung ist eine drei-Parameter-
Gleichung und wie folgt definiert:

CLM ez - Gy
X= (1 — Lay)(1 — Lay + CLay)" (2.15)

Der Faktor C ist die Guggenheim-Konstante, L der GAB-Korrekturfaktor und M, aber-
mals der Monolayer-Wassergehalt in kg - kg:;sl Fiir L = 1 geht die GAB-Gleichung in die
BET-Gleichung iiber. Somit ist die BET-Gleichung ein Spezialfall der GAB-Gleichung.
Die Temperaturabhéngigkeit der BET- und GAB-Konstanten C liefert eine Aussage iiber
die Sorptionsenthalpie des Monolayers. Zusétzlich lassen sich durch den Korrekturfaktor L
Informationen zur Bindung von Mehrfachlagen aus der Temperaturabhéngigkeit gewinnen.

Mit Hilfe von BET- und GAB-Gleichungen kénnen Haltbarkeiten und Lagerfahigkeiten
von biologischen Materialien besser eingeschéitzt werden. Zudem werden Bedingungen for-
muliert, welche die Optimierung der Trocknung hinsichtlich der Verringerung der Was-
seraktivitit, des ,freien Wassers“, auf einen bestimmten Wert, beinhalten. Durch die
Bestimmung des Monolayer-Wassergehaltes sind die Wassergehalte bekannt, bei denen
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biologische Materialien ohne Viabilitéits- oder Aktivitdtsverlust gelagert werden kénnen.

2.3.4 Zustandsdiagramme

Zustandsdiagramme werden erstellt, um die unterschiedlichen physikalischen Zusténde
von Materialien zu beschreiben. Dabei werden Materialzusammensetzung und Tempera-
tur in Beziehung gesetzt. Werden zusétzlich Sorptionsisothermen beriicksichtigt, dienen
die Zustandsdiagramme der Beurteilung der Produktstabilitéit von getrockneten biologi-
schen Materialien (Roos and Karel, 1991a)), (Jouppila and Roos, 1994), (Jouppila et al.,
1997). Der Zusammenhang zwischen Glasiibergangstemperatur, Wassergehalt und Was-
seraktivitéit ist in der Abbildung 2.14] dargestellt.
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Abbildung 2.14: Zusammenhang zwischen Glasiibergangstemperatur, Wassergehalt und
Wasseraktivitit. Bei einer kritischen Lagerungstemperatur a ergibt sich die dazugehorige Was-
seraktivitit b und der Wassergehalt c. (abgeéindert von Santivarangkna et al., 2011)

Ausgehend von einer bestimmten Lagerungstemperatur kann die dazugehorige Wasserak-
tivitdt durch die Ty-Kurve im Zustandsdiagramm abgelesen werden. Von dieser Wasserak-
tivitdt wird tiber die Sorptionsisotherme der kritische Wassergehalt bestimmt. |[Roos (1987)
und Fonseca et al. (2001)| ermittelten einen linearen Zusammenhang zwischen der Was-
seraktivitdt a,und der Glasiibergangstemperatur Ty. Dies steht im Widerspruch zu den
Ergebnissen von Jouppila and Roos (1994), die einen sigmoidalen Zusammenhang angeben.
Beziiglich der vorliegenden Arbeit soll in Anlehnung an Abbildung 2.14] ein Zustandsdia-
gramm fiir das hier vorliegende Stoffsystem, bestehend aus Triagermaterial und Bakterium,
erstellt und daraus die Produktstabilitidt abgelesen werden.

36



Kapitel 3

Experimentelle Untersuchungen

3.1 Arbeitslosungen und Puffer

Alle relevanten Arbeitslosungen und Puffer sind in Tabelle B.1] aufgelistet.

Tabelle 3.1: Eingesetzte Chemikalien mit den dazugehorigen Herstellern und Artikelnum-
mern

Chemikalien Hersteller Artikelnummer
Natriumhydroxid Carl Roth 6771.2
Salzsdure Carl Roth N076.1
MRS-Boullion, pH 5.7 Carl Roth HP64.1
Agar-Agar, Kobe 1 Carl Roth 5210.2
Natriumchlorid AppliChem A 4661,100
Roti®-Stock 10 x PBS Carl Roth 1058.1
Methanol dry Carl Roth T193.1
Hydranal Wasser Standard Sigma Aldrich 34693
D-Sorbitol Carl Roth 6213.1
Trehalose-Dihydrat King Food

Granadex M 20 P (Maltodextrin) Biesterfeld Spezialchemie GmbH

3.2 Ablauf der Untersuchungen

Fiir das ndhere Verstéindnis ist in Abbildung [B.1] der experimentelle Versuchsablauf vom
Mikroorganismus zum bioaktiven Granulat mit den dazugehorigen Analysen und Zielen
dargestellt. Die Versuchsreihen beginnen mit dem Referenzstamm, der von der Deut-
schen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ, Braunschweig) bezo-
gen wird. Ausgehend vom Referenzstamm werden Masternihragarplatten angefertigt, auf
denen zunichst die Bakterienkolonien wachsen. Diese Bakterienkolonien werden fiir die
Vorkultivierung im Schiittelkolben genutzt. Diese stellen die Grundlage fiir die Herstel-
lung der Hauptkultur dar. Dabei wird die Vorkultur, die zum Animpfen der Hauptkul-
tur verwendet wird, als Inokulum bezeichnet. Die Hauptkultivierung erfolgt jeweils im
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Ziel der Experimente | [ Experimenteller Verlauf Analytik

Referenzstamm

'

Schiittelkolbenkultivierung

'

2 1 Bioreaktor/Schiittel-
kolbenkult1v1erung

[ ]»—{ Viabilitdtsanalyse ]
[ Einfluss von Trigermaterialien/ ]o = { Wirbelschichttrocknung } H *[ Viabilitétsanalyse ]

[ Biomassegenerierung H Ernte, Aufkonzenmerung

Schutzstoften

Bioaktives Granulat _{ Viabilititsanalyse, a,-Wert, ]

Wassergehalt

!

Lagerung

_’[ Viabilititsanalyse, a,-Wert, ]

Einfluss der |
Lagerungstemperatur Wassergehalt

Abbildung 3.1: Gesamtiibersicht der Vorgehensweise zur Herstellung von bioaktiven Gra-
nulaten mit zugehoriger Zielstellung und Analyse

Schiittelkolben und Bioreaktor. Nach Beendigung der Hauptkultivierung werden die Mi-
kroorganismen geerntet, gekiihlt, aufkonzentriert und fiir die Granulierung und Trocknung
in der Wirbelschicht vorbereitet.

Die Vorbereitung umfasst das Erstellen einer Bakteriensuspension, bestehend aus der ge-
ernteten Biomasse, dem Phosphatpuffer und gegebenenfalls einem Schutzstoff. Nach Been-
digung der Vorbereitung wird die Bakteriensuspension fiir eine definierte Zeit in die Wir-
belschichtanlage auf fluidisiertes Trigermaterial gespriiht und im Anschluss getrocknet.
Vom entstandenen, getrockneten, bioaktiven Granulat werden die Uberlebensrate, der a,,-
Wert und der Wassergehalt X, nach der Trocknung bestimmt. Im Anschluss an die Trock-
nung folgen die Lagerungsexperimente. Die Lagerung der Granulate erfolgt bei Raumtem-
peratur und 4 °C fiir maximal sechs Monate. In diesem Zeitraum wird die Uberlebensrate
der Bakterien in den ersten vier Wochen nach sieben, 14 und 28 Tagen bestimmt. Nach
Ablauf der vier Wochen erfolgt die Bestimmung monatlich. Am Ende der Lagerungszeit
werden sowohl der a,,-Wert als auch der Wassergehalt X, erneut ermittelt.

3.3 Bakterienstimme

Als Modellorganismus fiir diese Arbeit dient zunédchst der Bakterienstamm Lactobacillus
plantarum subsp. plantarum DSMZ 201747 . Dieser zihlt zu den stressresistenten Bakte-
rienstimmen (Kleerebezem et al., 2003)) und wird daher fiir die ersten Granulierungsex-
perimente verwendet. Mit Hilfe von L.plantarum werden Prozessparameter fiir die Nie-
dertemperaturgranulierung identifiziert, bei denen die Uberlebensrate nach der Trocknung
am hochsten ist.
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Fiir die Uberpriifung der Ubertragbarkeit dieser Prozessparameter auf andere milchséure-
produzierende Mikroorganismen wird im weiteren Verlauf dieser Arbeit ein zweiter Bak-
terienstamm, Lactobacillus paracasei subsp. paracasei DGCC 2132, getestet.

3.4 Kultivierung

In diesem Abschnitt werden die Methoden zur Kultivierung von L.plantarum und die
Herstellungsverfahren der dafiir benttigten Gebrauchsmaterialen beschrieben.

3.4.1 Medium

Als Fermentationsmedium fiir L.plantarum wird die MRS-Bouillon pH 5,7 der Fa. Carl
Roth verwendet. Dieses Medium eignet sich speziell fiir die Kultivierung von Lactobazillen.
Die Abkiirzung MRS leitet sich von seinen Erfindern de Man, Rogosa und Sharpe ab
(De Man et al., 1960)). Die Zusammensetzung des Mediums ist im Folgenden dargestellt.

Zusammensetzung MRS-Bouillon

e 10,0 g/1 Pepton

e 4,0 g/l Hefeextrakt

e 8,0 g/l Rindfleischextrakt
e 20,0 g/1 Glukose

e 2,0 g/l Dikaliumphosphat
e 5,0 g/l Natriumacetat

e 20 g/l Amoniumcitrat

e 0,2 g/l Magnesiumsulfat
e 0,05 g/l Mangansulfat

e 1,0 g/l Tween 80 (Polysorbat 80)
o pH 5,7+ 0,2

Natriumacetat dient als Sédureregulator. Zur Forderung des bakteriellen Wachstums dienen
Hefe- und Fleischextrakte sowie Peptone. Hauptbestandteile sind Peptide, Aminoséduren
und Vitamine. Glukose dient als Nahrstoffquelle, die sogenannte Kohlenstoff-Quelle zur
Forderung des Wachstums von Bakterien. Der Emulgator Tween 80 setzt die Oberflichen-
spannung von Fliissigkeiten herab und dient somit als Losungsvermittler. Magnesium- und
Mangansulfat stellen die Kationen fiir den Stoffwechsel von L.plantarum bereit.

Zur Herstellung von einem Liter MRS-Bouillon werden 54 g des Mediums in einem Liter
destillierten Wasser geltst und anschlieend zehn Minuten bei 118 °C autoklaviert. Da-
bei muss besonderes Augenmerk auf eine kurze Abkiihlzeit des Autoklaven gelegt werden,
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da sich auf Grund der Medienbestandteile wachstumshemmende Produkte bilden kénnen,
die das Zellwachstum stark beeintrichtigen kénnen. Die Bildung von wachstumshemmen-
den Produkten resultiert durch das Vorhandensein von Aminoséduren und reduzierendem
Zucker, die sich unter Hitzeeinwirkung zu neuen Verbindungen umwandeln. Diese Reak-
tionen sind unter dem Namen Maillard-Reaktionen bekannt und wurden vom Chemiker
Louis Camille Maillard 1912 entdeckt (Billaud and Adrian, 2003).

Als Testmedium fiir Kontaminationen wird ein LB-Medium der Firma Carl Roth verwen-
det. LB ist ein komplexes Ndhrmedium, welches zur Kultivierung von diversen Luft- und
Darmbakterien verwendet wird. Zu Beginn und am Ende jeder Fermentation wird eine
Probe auf LB-Nahragarplatten ausgestrichen und auf Keimfreiheit getestet.

Zusammensetzung LB-Agarplatten

e 5 g/l Trypton
e 10 g/l Hefeextrakt
e 5 g/l Natriumchlorid

e 20 g/l Agar-Agar

3.4.1.1 Nihragarplatten

Zur Herstellung von MRS-Néhragarplatten werden 54 g MRS-Bouillon pH 5,7 mit zwei
Prozent Agar-Agar, Kobe I der Fa. Carl Roth versetzt und geméfl der Herstellerangaben
in einem Liter vollentsalzten Wasser gelost. Anschliefend werden die Ndhragarplatten bei
118°C zehn Minuten autoklaviert. Fiir die Herstellung von LB-Nahragarplatten werden 20
g LB Medium eingewogen und wiederholt mit zwei Prozent Agar-Agar, Kobe I versetzt.
Im Anschluss wird der Ansatz bei 121°C 15 Minuten autoklaviert.

3.4.1.2 Master- und Gebrauchsnihragarplatten

Nihragarplatten dienen der Generierung von Zellmaterial zur Inokulation von Schiittel-
kolbenkulturen. Fiir das Anlegen einer Masterndhragarplatte wird eine von der DSM be-
zogene Kryokultur von L.plantarum verwendet. Unter sterilen Bedingungen werden 100
pl der Glycerinkultur auf eine MRS-Néhragarplatte pipettiert und mit Hilfe eines sterilen
Drigalskispatels gleichméfig auf der Nahragarplatte verteilt bis die Fliissigkeit in den Agar
eingezogen ist. Im Anschluss wird die Nahragarplatte in einem Inkubationsschrank der Fa.
Memmert drei Tage bei 30 °C inkubiert.

3.4.2 Inokulum

Das Inokulum ist die Menge an Bakterienzellen, mit der ein Bioreaktor oder ein Schiittelkol-
ben angeimpft wird. Fiir die Herstellung des Inokulums wird zunéchst eine Vorkultur
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hergestellt. Die Vorkulturherstellung erfolgt durch die Entnahme einer Bakterienkolo-
nie von einer Gebrauchsndhragarplatte. Diese wird in einen 100 ml Erlenmeyerkolben,
der mit 50 ml vorgewdrmtem MRS-Bouillon Medium gefiillt ist, {iberfiithrt. Die Dau-
er der Inkubation betrigt 24 Stunden. Das beimpfte Medium wird bei 30 °C im tem-
perierbaren Schiittelwasserbad (Typ 1092, Fa. Gesellschaft fiir Labortechnik) bei einer
Schiittelfrequenz von 150 rpm inkubiert. Zur Berechnung des benétigten Inokulumvolu-
mens fiir das Animpfen des Bioreaktors und Schiittelkolbens dient die optische Dichte
(ODgoonm) des beimpften Mediums. Diese wird bei 600 nm mit einem Eppendorf Bio-
Photometer nach 24 Stunden gemessen. Mit Hilfe des Wertes kann das zum Animpfen
benétigte Inokulumvolumen fiir den Bioreaktor oder den Schiittelkolben aus

VRea/Sch
ODsoo 1no
ODGOO Start Rea/Sch

Vvlno = (31)

berechnet werden. Der Zeitpunkt der Zugabe des Inokulumvolumes dient als Startwert fiir
die Kultivierung.

Hierbei sind Vieq /g0, [l] das Gesamtvolumen des Hauptkultivierungsansatzes, O Dgoo 1n0[—]

die optische Dichte des beimpften Mediums der Vorkultur nach 24 h und ODgog start Rea/Schl—]
die gewiinschte optische Dichte beim Start der Hauptkultivierung. Fiir letztere wurde der
Wert ODgoo start Rea/Sch — 0,1 gewdhlt.

3.4.3 Kultivierung im Schiittelkolben

Die Kultivierung von L.plantarum im Schiittelkolben dient der Bereitstellung von Biomas-
se zur anschlieBenden Trocknung der Bakterien in der Wirbelschicht. Fiir die Kultivierung
im Schiittelkolben werden zwei Erlenmeyerkolben mit einem Arbeitsvolumen von jeweils
einem Liter verwendet. Die Vorkultur zur Bereitstellung des Inokulums fiir das Animpfen
der mit MRS-Medium befiillten Erlenmeyerkolben wird wie im Abschnitt beschrie-
ben hergestellt. Gestartet wird die Kultivierung durch die sterile Zugabe des errechneten
Inokulumvolumens in das 30 °C vorgewdrmte MRS Medium. Die optische Dichte am Start
betréigt ODGOO Start 0,1.

3.4.3.1 Versuchsparameter

L.plantarum wird im MRS-Medium bei 30 °C, ohne Begasung und mit einer Schiittelfre-
quenz von 150 rpm mittels eines Inkubationsschiittlers (Typ 1092, Fa. Gesellschaft fiir
Labortechnik) kultiviert. Es werden ausschlieflich pH-Wert-ungeregelte Kultivierungen
im Schiittelkolben durchgefiihrt.
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3.4.3.2 Ernte

Die Ernte der Bakterien erfolgt in der stationdren Phase nach 20 Stunden Kultivierungs-
zeit. Dazu wird die gesamte Bakteriensuspension steril in eine zwei Liter Flasche tiberfiihrt,
das Medium von den Bakterien durch Zentrifugieren getrennt und zweimal mit einer ein-
fach konzentrierten PBS-Losung (Roti®-Stock) gewaschen. Hierfiir werden jeweils 50 ml
Suspension in Falcon Tubes der Fa. Grainer Bio-one iiberfiihrt und die Biomasse abzentri-
fugiert (4700 g, 20 min, 4 °C; Hereaus®Multifuge®1L-R). Die abzentrifugierte Biomasse
wird als Zellpellet bezeichnet. Im Anschluss werden die Zellpellets in zehn Milliliter PBS-
Puffer resuspendiert und erneut abzentrifugiert (4700 g, 20 min, 4 °C). Nach Beendigung
des letzten Waschschrittes werden die Pellets in einem Milliliter PBS aufgenommen und
in einer sterilen 100 ml Glasflasche zusammengefiihrt. Es entsteht eine 35-fach aufkon-
zentrierte Biomasse. Diese wird auf Eis gelegt und bis zur Trocknung am néchsten Tag
maximal 15 Stunden gelagert.

3.4.4 Kultivierung im 2 1 Bioreaktor

Die Kultivierung von L.plantarum in einem zwei Liter Bioreaktor wird gleichermaflen zur
Erzeugung von Biomasse sowie zur Trocknung der Bakterien in der Wirbelschicht genutzt.
Fiir die Kultivierung wird der Biostat A Plus der Fa. Sartorius mit einem Arbeitsvolu-
men von zwei Litern verwendet. Der Biostat A ist ein einfacher, kompakter und auto-
klavierbarer Riihrkesselbioreaktor, der unter anderem fiir Forschungsanwendungen konzi-
piert wurde. Zur Homogenisierung und Dispergierung des Kulturmediums befinden sich
im Riihrkesselbioreaktor zwei 6-Blatt-Scheibenriihrer, die {iber eine Welle mit dem Motor
verbunden sind. Der verwendete Riihrkesselbioreaktors ist in Abbildung zu sehen.

Rithrwerk
'
—
N
Temperatursensor [ ® PO, Sensor
B pH-Wert
Sensor

Abbildung 3.2: Darstellung des verwendeten Riihrkesselbioreaktors mit zwei Schei-
benriihrern
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Der Motor befindet sich oberhalb des Verschlussdeckels. Da es sich bei Scheibenriithrern
um radial férdernde Riihrer handelt, sollte der Einsatz immer mit Strombrechern verbun-
den sein, um eine vorherrschende Rotation der Fliissigkeit zu verhindern und eine gute
Durchmischung zu gewihrleisten. Der verwendete Bioreaktor verfiigt insgesamt iiber drei
Strombrecher. Dariiber hinaus kénnen die Prozessparameter iiber eine Inline-Messung er-
fasst werden. Dies erfolgt durch Inline-Messsonden, die zur Messung und Regelung von
pH-Wert, pOs-Wert und Temperatur eingesetzt werden. Die Regelung der Temperatur er-
folgt mit Hilfe einer Heizmanschette, die um den Bioreaktor gelegt wird. Ein Kiihlstab, der
sich im Inneren des Bioreaktors befindet und von kaltem Wasser durchstromt wird, ist fiir
die Kiihlung des Reaktorinhaltes verantwortlich. Die Regelung des pH-Wertes erfolgt mit
Hilfe eines Pumpensystems, das je nach Bedarf Sdure oder Base in den Reaktor pumpt.
Der gesamte Aufbau des Biostat A Plus mit der dazugehorigen Peripherie ist in Abbildung
dargestellt.

Abbildung 3.3: Biostat A Plus Riihrkesselbioreaktor der Fa. Sartorius (sartorius.com)

Die Vorkulturen zur Bereitstellung des Inokulums werden wie im Abschnitt beschrie-
ben hergestellt. Die Kultivierung wird durch die sterile Zugabe des errechneten Inokulum-
volumens in das 30 °C vorgewidrmte MRS-Medium gestartet. Das Anfangsvolumen des
MRS-Mediums im Bioreaktor betridgt zwei Liter. Der Bioreaktor wird mit einer optischen
Dichte von ODgert 600 = 0,1 angeimpft.

3.4.4.1 Versuchsparameter

L.plantarum wird im MRS-Medium im Batch-Betrieb bei 30 °C, ohne Begasung und
mit einer Riihrerdrehzahl von 200 rpm fermentiert. Es werden sowohl pH-Wert geregelte
als auch pH-Wert ungeregelte Fermentationen durchgefiihrt. Bei den pH-Wert geregelten
Fermentationen wird der pH-Wert zunichst durch die Zugabe einer Natriumhydroxid-
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Losung mit einer Konzentration von 1 mol/l beziehungsweise einer gleich konzentrierten
Salzséiure-Losung auf einen pH-Wert in Hohe von 5,8 eingestellt. Bei pH-Wert geregelten
Fermentationen von Milchsdurebakterien ist auf Grund der Bildung von Milchséure einzig
die Zugabe einer Base, in diesem Fall Natriumhydroxid (NaOH), notwendig.

3.4.4.2 Ernte

Die Ernte der Bakterien erfolgte in der frithen stationidren Phase nach zwolf Stunden Fer-
mentationszeit. Dazu wird die gesamte Bakteriensuspension steril in eine zwei Liter Flasche
iiberfiihrt, das Medium von den Bakterien durch Zentrifugieren getrennt und zweimal mit
einer einfach konzentrierten PBS-Losung (Roti®-Stock) gewaschen. Die weiteren Bear-
beitungsschritte konnen dem Abschnitt entnommen werden.

3.4.5 Kultivierung von L.paracasei

Die Kultivierung von L.paracasei erfolgte bei der Fa. Danisco GmbH in Niebiill und un-
terliegt der Geheimhaltung des Unternehmens. L.paracasei wird in einem MRS-&hnlichen
Medium im Batch-Betrieb bei 37 °C, ohne Begasung, bei einem pH-Wert von 5,9 im
MaBstab von 10 m3 kultiviert. Geregelt wird der pH-Wert durch die Zugabe einer Am-
moniaklosung. Genauere Angaben dazu konnen in dieser Arbeit nicht gemacht werden.
Die Ernte der Bakterien erfolgt nach Beendigung des Basenverbrauchs in der frithen stati-
ondren Phase. Dazu wird die gesamte Bakteriensuspension ungewaschen in einen Separa-
tor iiberfithrt und dort 20-fach aufkonzentriert. Im Anschluss der Aufkonzentrierung wird
das entstandene Pellet mit einem firmeninternen Standardschutzstoff versehen, eingefroren
und auf Trockeneis transportiert.

3.4.6 Analytik
3.4.6.1 Optische Dichte

Die Bestimmung der optischen Dichte ist fiir die Beobachtung des Wachstumsverlaufes
der Bakterien wéhrend einer Kultivierung bei definierten Parametern notwendig. Aus vor-
her experimentell erstellten Wachstumskurven kénnen mittels der optischen Dichte die
entsprechenden Zeitpunkte fiir die Zellernte ermittelt werden. Als Messgerit wird das
BioPhotometer plus von der Fa. Eppendorf, Hamburg, verwendet. Die Messung der opti-
schen Dichte der Bakteriensuspension erfolgt bei einer Wellenléinge von 600 nm. Ubersteigt
die optische Dichte der Bakteriensuspension wihrend der Messung den Wert 0,4, wird die
Suspension mit MRS-Bouillon verdiinnt.
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3.4.6.2 Bestimmung der Lebendzellzahl

Die Lebendzellzahl wird mit Hilfe des Spatelplattenverfahrens bestimmt. Hierfiir wird
von der Bakteriensuspension eine Verdiinnungsreihe mit einer 0,9 %-igen Natriumchlorid-
Losung (NaCl-Losung) hergestellt und diese auf MRS-Agarplatten mittels Drigalskispa-
tel ausplattiert. Fiir das Anfertigen einer Verdiinnungsreihe werden jeweils 900 ul der
NaCl-Losung in Eppendorf-Tubes vorgelegt und den Tubes jeweils 100 ul Probenvolumen
hinzugefiigt. Veranschaulicht ist das Herstellungsverfahren von Verdiinnungsreihen in der
Abbildung B4l

0,9 % Natriumchlorid-Losung

Suspension, die verdiinnt
werden soll

Schritte der Verdiinnung n=1 n=2 n=3 n=4 n=5 n=6

Abbildung 3.4: Schematischer Ablauf zur Herstellung von Verdiinnungsreihen aus einer
Bakteriensuspension

Nach Anfertigung der Verdiinnungsreihe werden jeweils 100 ul der verdiinnten Bakteri-
ensuspension auf MRS-Agarplatten pipettiert und mit einem Drigalskispatel verteilt. Im
Anschluss werden die MRS-Agarplatten 72 Stunden bei 30 °C im Inkubationsschrank ge-
lagert, bis sich Kolonien auf den Platten gebildet haben, die mit dem Auge sichtbar sind.
Jede Kolonie ist aus einer einzelnen Zelle entstanden. Fine schematische Darstellung von
Bakterienkolonien, die auf Agarplatten gewachsen sind, befindet sich in Abbildung

45



Kapitel 8. — Experimentelle Untersuchungen

Abbildung 3.5: L.plantarum auf einer MRS-Agarplatte nach 72 Stunden Inkubation bei
30°C

Lebendzellzahlen von Mikroorganismen werden sowohl in der Literatur als auch in der
Praxis als Kolonie bildende Einheiten (KbE) angegeben. Dabei werden die auf der Platte
gebildeten Kolonien K gezéhlt und mit dem Verdiinnungsfaktor VF multipliziert. Die Be-
rechnung der Lebendzellzahl N in [KbE/ml] erfolgt nach der Gleichung:

N=K-VF-10 (3.2)
mit
e N [KbE/ml|: Lebendzellzahl

e VF [-]: Verdiinnungsfaktor.

Der zusétzliche Faktor zehn ergibt sich aus der Umrechnung der Einheiten von ul in ml
durch die Zugabe von 100 ul auf die Agarplatte.

3.4.6.3 Biotrockenmassekonzentration

Fiir die Bestimmung der Biotrockenmassekonzentration der Milchséurebakterien werden
zundchst Reagenzgliser gewogen und jeweils die Masse der unbefiillten Reagenzgléser no-
tiert. Nach der Kultivierung werden zehn Milliliter von der geernteten Bakteriensuspension
in die vorher abgewogenen Reagenzglisern iiberfiihrt und die gesamte Bakteriensuspen-
sion bei 4700 g, 4 °C, 10 Minuten zentrifugiert. Im Anschluss daran wird der Uberstand
verworfen und die Bakterien zwei weitere Male mit fiinf Milliliter PBS gewaschen und
zentrifugiert. Die Pellet enthaltenden Reagenzgliser werden mit Aluminiumfolie bedeckt
und im Trockenschrank 20 Stunden bei 110 °C gelagert. Nach der Lagerung erfolgt die
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Riickwaage der Reagenzglaser mit den getrockneten Pellets. Die Bestimmung der Biotro-
ckenmassekonzentration cprs in [g/]] ist durch Gleichung B3] definiert:

MRg+Pe,tr — MRy
VSus

CBTM — (33)

e cpri|g/l]: Biotrockenmassekonzentration
® Mpgyipetr|g]: Masse Reagenzglas plus Masse des getrockneten Zellpellets

o Vgyus|l]: Volumen der geernteten Bakteriensuspension

3.5 Niedertemperaturgranulierung

3.5.1 Versuchsreihen

Im Rahmen dieser Arbeit werden fiir die Herstellung wirbelschichtgetrockneter L.plantarum
Zellen, die zudem eine hohe Lagerstabilitéit aufweisen sollen, unterschiedliche Versuchsrei-
hen durchgefiihrt. In diesen sollen geeignete Prozessparameter und -gréflen experimen-
tell bestimmt und festgelegt werden. Dabei haben viele Faktoren einen Einfluss auf die
Lebensfahigkeit von L.plantarum. Zunéchst steht im Vordergrund der Experimente, ein
geeignetes Trigermaterial fiir die Versuche in der Wirbelschicht fiir L.plantarum zu fin-
den. Parallel dazu werden geeignete Prozessparameter ermittelt, bei denen die Bakteri-
en eine hohe Uberlebensrate nach der Trocknung aufzeigen. Des Weiteren wird unter-
sucht, welchen Einfluss Schutzstoffe auf die Uberlebensrate und die Lagerstabilitit der
getrockneten Mikroorganismen haben. Nachdem die Prozessparameter und -gréfien zur
Erzeugung eines bioaktiven Granulats mit einer hohen Lebensfihigkeit fiir L.plantarum
feststehen, werden diese auf einen weiteren Bakterienstamm, L.paracasei, iibertragen und
angewandt. Zugleich werden die Uberlebensraten und die Lagerstabilitit von diesem Bak-
terienstamm untersucht. Analog zu diesen Untersuchungen finden weiterer Experimente
statt, bei denen der Einfluss der Zugabe unterschiedlicher Schutzstoffmengen abermals auf
die Uberlebensrate und Lagerstabilitit gepriift wird.

Tabelle 3.2: Uberblick aller fiir die Wirbelschichttrocknung von prokaryotischen Mikroorga-
nismen durchgefiihrten Versuchsreihen

Versuchsreihe Inhalt

Wahl eines geeigneten Trigermaterials

Variation der Eindiisungszeiten

Untersuchung des Einflusses von Schutzstoffen

Ubertragbarkeit ermittelter Prozessparameter auf einen anderen Bakterienstamm
Variation der Schutzstoffkonzentrationen

T W N~
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1. Wahl eines geeigneten Trigermaterials

Fiir die Niedertemperaturgranulierung von L.plantarum werden unterschiedliche Tré-
germaterialien wie Laktose (CapsuLac®60 und Tablettose®70 (Meggle)), Maltodex-
trin (Granadex ' M 20 P (Avebe Food)) und Saccharose/Maisstéirke (Zuckerpellets-
Surinerts®) getestet. Von jedem Material wird je Experiment 1 kg in die Wirbel-
schichtanlage vorgelegt, bevor die Bakterien in die Anlage eingediist werden. Da sich
im Laufe der Experimente vor allem Maltodextrin als geeignetes Triagermaterial fiir
die Granulierung herausstellte, wird im weiteren Verlauf der Arbeit Maltodextrin
néher spezifiziert.

Die industrielle Herstellung von Maltodextrin erfolgt durch den kontrollierten enzy-
matischen Abbau von Stérke. Dabei werden die wasserunltslichen langen Molekiile
der Stédrke zu unterschiedlich kurzen, wasserloslichen Bruchstiicken gespalten. Die
Zusammensetzung von Granadex M 20 P ist im Folgenden dargestellt. Als Aus-
gangsmaterial fiir die Herstellung von Maltodextrin DE 20 dient die Kartoffelstérke.

Zusammensetzung Granadex M 20 P

e 15 mg/g Glukose

e 60 mg/g Maltose

e 90 mg/g Maltotriose

e 835 mg/g Hohere molekulare Zucker

Das Maltodextrin Granadex = M 20 P besteht aus Mono-, Di- und Polysacchariden
mit variabler Kettenlédnge. In Abhéngigkeit vom Dextrose-Aquivalent (DE) kann die
Zusammensetzung von Maltodextrinen schwanken und wird durch jene charakteri-
siert. Je hoher das Dextrose-Aquivalent von Maltodextrin ist, desto kurzkettiger sind
die Saccharide des Maltodextrins. Das Granadex =M 20 P hat laut Hersteller ein
Dextrose-Aquivalent von 20 und besteht somit zu 20 % aus Glukose-Monomeren.
Weitere Eigenschaften von Maltodextrin sind in Kapitel 2] erlautert.

Als weiteres Tragermaterial wird, wie anfanglich erwihnt, der Milchzucker Laktose
eingesetzt. Dabei handelt es sich um ein Disaccharid, welches sich aus den Molekiilen
D-Galaktose und D-Glukose zusammensetzt. Im Vergleich zu anderen Zuckern, wie
beispielsweise Maltose, ist Laktose weniger wasserloslich und zéhlt zu den reduzie-
renden Zuckern. Gewonnen wird sie aus der Siif}- oder Sauermolke, wobei die Molke
durch Erhitzen, Ultrafiltration und Ionenaustausch von den Lipiden, Proteinen und
Mineralstoffen befreit wird und die Laktose daraus kristallisiert.

Zusétzlich zu Maltodextrin und Laktose findet das Gemisch Saccharose/Maisstérke,
die sogenannten Zuckerpellets, Anwendung als Tragermaterial in der Wirbelschicht.
Dabei handelt es sich bei dem Gemisch um 60-85 % Saccharose und 10-40 % Maisstérke.
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2. Variation der Eindiisungszeiten

Im weiteren Verlauf der Arbeit wird untersucht, welchen Einfluss die Eindiisungszeiten
auf das Uberleben nach der Trocknung von L.plantarum haben und inwieweit sich
hohe Eindiisungsraten auf die Lagerfahigkeit auswirken. Dafiir werden zu Beginn der
Versuchsreihe Trocknungen durchgefiihrt, bei denen zunéichst hohe Eindiisungszeiten
von 180 Minuten eingestellt werden. Diese reduzieren sich im weiteren Verlauf auf
60, 40, 30 und schlussendlich auf 20 Minuten.

3. Untersuchung des Einflusses von Schutzstoffen

Als Schutzstoffe werden D-Sorbitol und Trehalose-Dihydrat fiir die Wirbelschicht-
trocknung von L.plantarum eingesetzt. Fiir jedes Trocknungsexperiment wird die
Bakterienmasse aus einer zwei Liter Kultivierung verwendet. Von dem jeweiligen
Schutzstoff werden vor der Trocknung unabhingig von dem Gesamtvolumen der
hergestellten Spriihlosung jeweils 10 g abgewogen und der Bakteriensuspension hin-
zugefiigt. Nach einer Inkubationszeit von zehn Minuten werden die mit Schutzstoff
versehenen Bakterien in die Wirbelschichtanlage eingediist.

Bei dem verwendeten Schutzstoff Trehalose handelt es sich um einen chemisch, ther-
misch und gegeniiber Saure stabilen Zweifachzucker, der aus pflanzlicher Stérke ge-
wonnen wird. Zudem z&hlt er zu den nichtreduzierenden Zuckern und zeigt als solcher
keine Maillard-Reaktionen mit Aminoséuren oder Proteinen. Dariiber hinaus ist Tre-
halose in Wasser 16slich und weist eine niedrige Hygroskopizitat auf.

D-Sorbit hingegen kann chemisch durch die Reduktion von D-Glukose erzeugt wer-
den. Als Ausgangsrohstoff fiir die Reduktion dient dabei Starke. D-Sorbit ist sehr
gut wasserloslich und je nach Kristallform leicht bis stark hygroskopisch.

4. Ubertragbarkeit ermittelter Prozessparameter auf einen anderen
Milchsaurebakterienstamm

Fiir die Uberpriifung der Ubertragbarkeit der fiir die Niedertemperaturgranulierung
von L.plantarum bestmoéglichen Prozessparameter wird ein zweiter Milchsdure pro-
duzierender Bakterienstamm, L.paracasei, unter Einbehaltung dieser Parameter in
der Wirbelschicht getrocknet. Abermals werden die Viabilitdten nach der Trocknung
untersucht und die Lagerstabilitdt bei Raumtemperatur und 4 °C bestimmt.

5. Variation der Schutzstoffkonzentration

Abadias et al. (2001) ermittelten einen Zusammenhang zwischen den Konzentratio-

49



Kapitel 8. — Experimentelle Untersuchungen

nen von Schutzstoffen und der Viabilitidt gefriergetrockneter Hefen. Dieser soll in
einer speziellen Versuchsreihe untersucht werden. Dafiir werden Experimente durch-
gefiihrt, bei denen Sorbitol in unterschiedlichen Schutzstoffmassen den L.paracasei
Zellen vor der Trocknung hinzugegeben und die Viabilitdt sowie die Lagerstabi-
litét dieser Zellen iiber einen Zeitraum von sechs Monaten untersucht werden. Die
jeweiligen Schutzstoffkonzentrationen betragen 0,5, 1,0, 1,5 und 2,0 mol/l. Die Zu-
gabemasse des Schutzstoffes wird geméf

Mprot =C- M-V (3.4)

berechnet. Hierbei steht my,o [g] fiir die Masse des Schutzstoffes, ¢ [mol/]] fiir die
Schutzstoffkonzentration, M [g/mol] fir die Molmasse des Schutzstoffes und V []] fiir
das Volumen der Bakteriensuspension.

3.5.2 Anlage

Die Granulierung und Trocknung der in dieser Arbeit verwendeten Mikroorganismen er-
folgt in der ProCell5 Laboranlage von der Firma Glatt (Weimar), die entsprechend der
notwendigen Peripherie fiir die Trocknung von Mikroorganismen modifiziert wurde. Fiir
die Herstellung getrockneter Mikroorganismen spielen die Reinheitsgebote eine wichtige
Rolle. Ein Anforderungsmaf ist hierbei, dass es sich bei den erzeugten Produkten um
eine Reinkultur handelt, in der lediglich der gewiinschte Keim vorhanden ist und keine
Fremdkeime aus Luft und Wasser. Demnach kommt den Sterilitdtsanforderungen ein hohes
Mafl an Wichtigkeit zu. Damit der Eintrag der Luft in die Wirbelschichtanlage keimfrei
erfolgen kann, wird zu Beginn der Versuchsreihe ein H13 HEPA Filter der Firma Kalt-
hoff Luftfilter und Filtermedien GmbH am Lufteintritt der Anlage eingebaut. Dieser wird
dazu genutzt, die in der Luft befindlichen Keime herauszufiltern. Eine zweite Methode,
Fremdkeime in der Anlage abzutéten, wird durch das Autheizen der Wirbelschichtanla-
ge bei 121 °C realisiert. Dabei wird vor Beginn der Versuchsreihe die Temperatur der
Anlage erhoht. Danach erfolgt die Abkiihlung auf die gewiinschte Eintrittstemperatur.
Damit keine zusétzliche Feuchte durch die Luft in die Anlage eingetragen wird, passiert
die Luft, bevor sie in die Anlage gelangt, einen Luftentfeuchter der Firma Munters vom
Typ ML270E. Dieser entfeuchtet die Luft bis auf ein Gramm Wasser pro Kilogramm
Luft. Zusétzlich wurden fiir eine schnelle Zugabe und Ernte der Tridgermaterialien ent-
sprechende Zugabe- und Erntebehélter an die Anlage gebaut, die vor allem fiir einen
kontinuierlichen Betrieb geeignet sind. In Abbildung ist ein schematisches Flie3bild
der modifizierten Top-Spray-Wirbelschichtanlage, bestehend aus Produktkammer, Filter,
Eindiisungsvorrichtung, Luftentfeuchter und HEPA-Filter dargestellt.
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Abbildung 3.6: Schematische Darstellung der ProCell 5 Wirbelschicht-Laboranlage von der
Fa. Glatt

Die Wirbelschichtanlage besteht aus einer konischen Produktkammer mit einem Durch-
messer am Produktkammereingang von 185 mm, einem Durchmesser am Produktkammer-
ausgang von 250 mm und einer Hohe von 335 mm. Zur schnellen Produktentnahme kann
die Produktkammer ausgeschwenkt und angekippt werden. Unterhalb der Produktkammer
befindet sich ein Anstrémboden, der aus einer aus Edelstahl gefertigten Sintermetallplat-
te besteht. Die Porengrofie der Sintermetallplatte betrigt 3 mm. Bei Experimenten, bei
denen die Partikel der eingesetzten Materialien kleiner als 3 mm sind, wird auf die Sinter-
metallplatte zusédtzlich ein feinmaschiges Netz gelegt. Dieses verhindert das Herabfallen der
Partikel in den Bodenraum der Anlage. Innerhalb der Produktkammer befindet sich eine
Zweistoffdiise der Modellreihe 970 vom Typ S4 der Fa. Schlick, die sowohl im Top-Spray als
auch im Bottom-Spray-Verfahren eingesetzt werden kann. Beim Top-Spray-Verfahren ist
diese 250 mm oberhalb vom Anstrémboden konzentrisch angebracht. Beim Bottom-Spray-
Verfahren hingegen ist sie direkt im Anstréomboden eingebettet. Die Funktionsweise einer
Zweistoffdiise ist durch eine Auflenmischung von Gas und Spriihfliissigkeit gekennzeichnet,
wobei das Gas durch Druckluft und die Spriihfliissigkeit durch eine externe Pumpe der Fa.
VEB MLW Labortechnik Ilmenau Typ DP 2-2 in die Diise befordert wird. Der Gasdurch-
satz wird mit einem zusétzlichen Mass Flow Meter der Fa. Bronkhorst Mattig GmbH Typ
F-106BI ermittelt. An der Steuerkonsole der Wirbelschichtanlage kann der Diisenvordruck
des Gases zwischen 0 und 4 bar eingestellt werden. Oberhalb der Produktkammer befindet
sich der Filterraum, in dem sechs Rundfilter angebracht sind. Die Rundfilter verhindern
den oberen Austrag der Partikel aus der Anlage. Auflerdem kommt es in diesem Bereich
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zu einer Querschnittserweiterung auf 600 mm, wodurch die Gasgeschwindigkeit verringert
wird und ausgetragene Partikel der Anlage zuriickgefithrt werden kénnen. In der Wirbel-
schichtanlage wird mit getrockneter Druckluft als Fluidisationsgas gearbeitet. Diese lésst
sich fiir den Durchfluss am Eintritt durch ein Regelventil von 4 auf 1 bar regulieren. Der
Gasvolumenstrom wird auch hier mit einem Mass Flow Meter der Fa. Bronkhorst Mattig
GmbH Typ F-106BI auf der Niederdruckseite gemessen. Die Aufheizung des Fluidisie-
rungsgases erfolgt unterhalb des Anstrombodens der Anlage durch einen Heizer. Dieser
teilt sich auf drei einzeln zuschaltbare Heizelemente auf. Die Einstellung der Gaseintritts-
temperatur erfolgt iiber die Steuerkonsole der Anlage, wobei sich der Temperatursensor
direkt unterhalb des Anstrémbodens befindet. Des Weiteren ist jeweils ein Temperatur-
sensor in der Produktkammer und am Austritt der Anlage angebracht. Die Messung der
Gasfeuchte erfolgt mit einem Taupunktspiegelhygrometer, das sich am Gasaustritt befin-
det. Fiir die Messung des Taupunktes wird ein temperierbarer Metallspiegel verwendet,
der iiber ein Peltierelement abgekiihlt und beheizt werden kann. Auf der Unterseite des
Spiegels befindet sich ein weiterer Temperatursensor zur Messung der Spiegeltemperatur.
Oberhalb des Spiegels sind Leuchtdioden angebracht, die als Lichtquelle genutzt werden.
Das von dem Metallspiegel reflektierte Licht wird von Fototransistoren aufgefangen und
dessen Intensitéit gemessen. Je nach Feuchtegehalt des in der Anlage stromenden Gases
bildet sich bei einer bestimmten Temperatur Wasserkondensat auf der Spiegeloberfléche.
Dadurch verringert sich die Reflektivitdt des Metallspiegels und die an diesem Punkt von
dem Temperatursensor gemessene Spiegeltemperatur entspricht der Taupunkttemperatur.

Leuchtdiode Peltier-Element
N ~ /7
N N R /,
7’
|1 ’
7/ N
/ \
7z \\
/, N
N
7/ ’ \.
Fototransistor Temperatursensor

Abbildung 3.7: Messprinzip zur Bestimmung der Gasfeuchte mit Hilfe eines Taupunktspie-
gelhygrometers

An der ProCell 5 Wirbelschichtanlage erfolgt die gesamte Erfassung der Messdaten aller
verwendeten Sensoren und Messgeréte durch das PC-Messsystem Distributed I/O Systems
der Firma Gautner Instrumentation. Mit diesem Messsystem konnen analoge Spannungs-
signale erfasst und in digitale Messwertsignale umgewandelt werden. Die Messdatenerfas-
sungssoftware DASYLab11 Data Acquisition System Laboratory zeichnet die Messsignale
auf und verkniipft sie rechnerisch. In einer Taktzeit von zehn Sekunden werden die Mess-
daten wihrend des Prozesses gespeichert.
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3.5.3 Versuchsdurchfiihrung

Die Versuchsdurchfiihrung zur Niedertemperaturgranulierung von Mikroorganismen um-
fasst im Allgemeinen drei Arbeitsschritte:

e Anlagensterilisierung (121 °C, 15 min)
e Eindiisen der Bakteriensuspension (20 - 180 min)

e Nachtrocknen (10 min)

Bevor die geernteten Milchsdurebakterien in der Wirbelschichtanlage getrocknet werden,
wird die Anlage 15 Minuten bei 121 °C sterilisiert und die Bakteriensuspension fiir die
Trocknung vorbereitet. Die Vorbereitung umfasst die Herstellung einer Bakteriensuspen-
sion, bestehend aus Bakterien und einer einfach phosphatgepufferten Salzlosung (PBS-
Losung), das Abwiegen von 10 g des Zellschutzstoffes und die zehnminiitige Inkubation der
Zellschutzstoffe mit den Bakterien. Wihrend der Inkubation werden die Bakterien in ei-
ner Styrobox mit Kiihlakkus gekiihlt, um mdogliche Stoffwechselvorgéinge zu unterdriicken.
Nachdem die Anlage auf 40 °C abgekiihlt ist und als Eintrittstemperatur 40 °C iiber die
Steuerkonsole eingestellt wurden, werden ein Kilogramm vom jeweiligen Tragermaterial
durch den Zugabezylinder, dargestellt in der Abbildung [3.8], in der Anlage vorgelegt.

Abbildung 3.8: Darstellung der ProCell 5 Anlage von der Firma Glatt mit der dazugehorigen
Peripherie

Anschlielend erfolgt die Vortrocknung des Trigermaterials bis zum Erreichen konstanter
Temperaturverlaufe. Diese werden von der Datenerfassungssoftware DasyLab aufgezeich-
net. Im néchsten Schritt wird die vorbereitete Spriihlésung mit Hilfe einer peristaltischen
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Pumpe hinzugegeben. Die Bakteriensuspension wird mit einer Eindiisungsrate von 270 g/h
auf das in der Wirbelschicht vorgelegte Tréagermaterial gespriiht. Der Spriithdruck betréigt
4 bar und der Gasmassenstrom differiert in Abh#ngigkeit vom Trigermaterial zwischen 75
und 105 kg/h.

In der AbbildungB.9sind REM-Aufnahmen von einem Maltodextrin-Partikel vor und nach
dem Eindiisen einer Bakteriensuspension, bestehend aus PBS, Bakterien und Schutzstoff,
dargestellt. Mit Hilfe der Vergréflerung der REM-Aufnahme sind die auf dem Triagermaterial
befindlichen stédbchenformigen Bakterien erkennbar.

PBS + Lactobacillus
plantarum + Schutzstoﬁ

Abbildung 3.9: Darstellung eines Maltodexrin-Partikels vor und nach der Eindiisung der
Bakteriensuspension in die Wirbelschichtanlage

3.5.4 Lagerung

Zur Lagerung der bioaktiven Granulate werden diese in sterile Glasflaschen {iiberfiihrt
und bei Raumtemperatur sowie 4 °C geschlossen aufbewahrt. Es werden unterschiedliche
Lagerungsexperimente durchgefiihrt, bei denen die Eindiisungszeiten, Trigermaterialien
und Schutzstoffe variieren. Zudem wird untersucht, welchen Einfluss Anderungen in der
Fermentation auf die Lagerfahigkeit von L.plantarum haben. Weiterhin erfolgt die glei-
che Uberpriifung anhand des Milchsdurebakterienstammes L.paracasei, wobei hier unter-
schiedliche Schutzstoffkonzentrationen von Sorbitol getestet werden. Alle Proben werden
bei 4 °C und Raumtemperatur 24 Wochen gelagert.
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3.5.5 Analytik

Bestimmung der Lebendzellzahl vor der Trocknung

Die Lebendzellzahl Ny [KbE/g] der nicht eingediisten Bakteriensuspension wird in der
Form

N Vg
Mges

Ny (3.5)

berechnet. Hierbei steht N fiir die Lebendzellzahl der nicht eingediisten Bakteriensuspen-
sion in [KbE/ml|, Vg, fiir das Gesamtvolumen der Spriihlésung in [ml] und mg., fiir die
Gesamtmasse in [g] der verwendeten Einsatzmaterialien, bestehend aus Trégermaterial
und gegebenenfalls einem Schutzstoff.

Bestimmung der Lebendzellzahl der Bakteriengranulate nach der Trocknung

Zur Beurteilung des Einflusses der Trocknung auf die Viabilitdt der Milchsdurebakterien
werden die Lebendzellzahlen nach der Trocknung gemessen. Hierfiir werden 2,5 g Granulat
in 40 ml 0,9%-iger NaCl-Losung gelost, eine Verdiinnungsreihe angefertigt und jeweils
drei Verdiinnungen auf MRS-Agarplatten mit Hilfe eines Drigalskispatels ausplattiert.
Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden erfolgt die Bestimmung der Lebendzellzahl
N durch das Auszéhlen der auf der Platte gebildeten Kolonien und der Anwendung der
Gleichung Dies fithrt zur Ermittlung der Bakterienkonzentration in KbE/ml. Wird
die Granulatmasse mit einbezogen, so wird die massenbezogene Lebendzellzahl in KbE /g
mit Hilfe der Gleichung

_ N - Vyaci

maGra

N, (3.6)

berechnet. Der Ausdruck N; [KbE/g] steht fiir die Lebendzellzahl nach der Trocknung,
angegeben in koloniebildenden Einheiten je g Granulat. Hingegen beschreibt N [KbE/ml|
die Lebendzellzahl nach der Trocknung in koloniebildenden Einheiten je ml NaCl-Losung.
VNact [ml] entspricht dem Gesamtvolumen der eingesetzten NaCl-Losung (40 ml) und
mara [g] 1st die in NaCl-geloste Granulatmasse. Diese besteht aus Maltodextrin, Bakteri-
en und gegebenenfalls einem Schutzstoff (2,5 g).

Bestimmung der Lebendzellzahl der Bakteriengranulate wihrend der Lage-
rung

Die Herangehensweise bei der Ermittlung der Lebendzellzahl der Bakteriengranulate wiahrend
der Lagerung bei 4 °C und 25 °C ist die gleiche wie zuvor beschrieben. Wiederholt werden
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in regelméifBigen Zeitabstinden 2,5 g Granulat in 40 ml 0,9%-iger NaCl-Losung gelost, ei-
ne Verdiinnungsreihe angefertigt und die Bakterienkonzentrationen sowohl in KbE/ml als
auch in KbE/g mit Hilfe des Stapelplattenverfahrens unter Zuhilfenahme der Gleichung

_ N - Vyaci

MmaGra

Ny (3.7)

bestimmt. In diesem Fall steht der Ausdruck N; fiir die Lebendzellzahl nach einer be-
stimmten Lagerungszeit in KbE/g.

Bestimmung der Viabilitét

Aus den vorher bestimmten Lebendzellzahlen kann die Viabilitdt der Bakterien berech-
net werden. Diese entspricht dem Quotienten aus der Lebendzellzahl vor- und nach der
Trocknung. Die Angabe erfolgt in Prozent und wird mit folgender Gleichung beschrieben:

N,
Via; = F; -100. (3.8)

o Via;[%]: Viabilitdt nach der Trocknung
e N[ KbE/g]: Lebendzellzahl nach der Trocknung

e No[KbE/g|: Lebendzellzahl vor der Trocknung

Bestimmung der Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstanten

Wie bereits im Kapitel 2] beschrieben, kénnen Viabilitdtsverluste der Bakterien sowohl
bei der Wirbelschichttrocknung als auch wihrend der Lagerung entstehen. Im Rahmen
dieser Arbeit sollen diese Verluste getrennt voneinander betrachtet und die jeweiligen
Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstanten bestimmt werden.

Die Beschreibung der Inaktivierung und die Bestimmung der Inaktivierungskonstanten
wihrend der Trocknung wird im Kapitel [4] gesondert behandelt.

Zunéchst soll die Inaktivierungskinetik wiahrend der Lagerung dargelegt werden. In Abhéngig-
keit von den Lagerungsbedingungen, wie Temperatur und relativer Feuchte, kénnen die
bioaktiven Granulate nach einem bestimmten Zeitraum Viabilitétsverluste aufweisen. Die-

se Verluste machen sich im Rahmen dieser Arbeit durch abnehmende Lebendzellzahlen
bemerkbar. Die Reaktion, mit der dieser zeitabhéngige Verlust beschrieben wird, ist in
folgender Gleichung dargestellt:

aN;

=—k - N;. 3.9
= Ny (39)
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e N;[KbE/g]: Anzahl der lebenden Zellen wihrend der Lagerung

e k[1/Tage]: Geschwindigkeitskonstante der Inaktivierung wéihrend der Lagerung

Durch das Losen der Gleichung 3.9l ergibt sich:

Il = k- (t —t,). (3.10)

Die Gleichung BI0 beschreibt die zeitliche Anderung der Lebendzellzahl N; nach einem
bestimmten Lagerungszeitraum bezogen auf die ermittelte Lebendzellzahl N; nach der
Trocknung. Die Geschwindigkeitskonstante k; steht somit fiir die Inaktivierungsgeschwin-
digkeit wahrend der Lagerung.

Bestimmung des Restwassergehaltes

Die Bestimmung des Restwassergehaltes der Bakteriengranulate erfolgt durch die volu-
metrische Karl-Fischer-Titration. Dafiir wird das Gerét der Fa. Metrohm, bestehend aus
einem 907 KF Titrando und einem 860 KF Thermoprep, unter Zuhilfenahme der Soft-
ware tiamo 2.1, verwendet. Es werden jeweils 0,2 g Hydranal-Water-Standard und 0,1
g Bakteriengranulat in Vials eingewogen und mit einem Septum verschlossen. Fiir die
Blindwertmessung werden drei mit Septen verschlossene, leere Vials verwendet. Nach drei
Messungen bei 140 °C und einem Gasfluss des Aufheizofens von 148 ml/min berechnet
die Software den Mittelwert und verwendet diesen fiir weitere Analysen. Sind Fehlmes-
sungen oder starke Streuungen zu erkennen, wird die begonnene Messreihe beendet und
wiederholt. Zusétzlich wird zu Beginn und zum Ende jeder Messreihe eine Doppelbestim-
mung des Wasserstandards durchgefiihrt, um das Gerét auf Dichtigkeit und Funktionalitit
zu iiberpriifen. Die Doppelbestimmung des Wasserstandards erfolgt bei 150 °C und 148
ml/min. Der Restwassergehalt der Bakteriengranulate wird bei 140 °C und 148 ml/min
bestimmt. Von jeder Probe wird eine Zweifachbestimmung durchgefiihrt. Bei starken Ab-
weichungen (0,3%) werden die Messungen wiederholt. Der Restwassergehalt der Bakteri-
engranulate wird direkt nach der Granulierung und am Ende der Lagerungszeit bestimmt.
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Bestimmung der Wasseraktivitéat

Der Wasseraktivitiatswert (a,,-Wert) ist die relative Feuchte, die in der umgebenden Atmo-
sphére herrschen muss, damit kein Wasseraustausch zwischen Material und Luft stattfin-
det. Die Wasseraktivitdt der Bakteriengranulate wird mit dem Aqual.ab Modell CX-3TE
der Firma IUL Instruments gemessen. Um die Messkammer des Aqualabs zu trocknen,
wird zuerst eine Messung mit Aktivkohle (Fa. IUL Instruments) durchgefiithrt. Im An-
schluss erfolgt die Messung des a,,-Wertes von einer Standardlosung. Der a,,-Wert der
Standardlosung sollte 0,250 £ 0,003 betragen. Danach erfolgt die Messung der Probe. Die
Bestimmung des a,,-Wertes der Bakteriengranulate findet unmittelbar nach der Wirbel-
schichttrocknung und nach Beendigung der Lagerungsexperimente statt.

Einstellung bestimmter Wasseraktivitéit

Die Einstellung einer bestimmten Wasseraktivitit in den Bakteriengranulaten erfolgt im
Anschluss an die Granulierung. Dafiir wird zundchst der Bodenraum in einem Exsikkator
mit einer geséttigten Salzlosung bedeckt. Oberhalb dieser Losung befindet sich eine Ke-
ramikplatte, die dafiir sorgt, dass die im Exsikkator gelagerten Proben nicht in Kontakt
mit der Salzlésung kommen. Als Proben werden jeweils ein Gramm von dem hergestellten
Bakteriengranulat verwendet. Diese werden in einem nicht geschlossenen Vial bei 4 °C auf
der Keramikplatte in dem Exsikkator gelagert. Die Lagerung der Bakteriengranulate im
Exsikkator wird dann beendet, wenn sich ein Gleichgewicht zwischen der Probe und der
Umgebung eingestellt hat und die gravimetrische Massenzunahme der Probe kleiner als ein
Prozent ist. Als Salz zum Einstellen der Wasseraktivitit wird Kaliumacetat C H3COOK
verwendet. Der a,,-Wert betriagt 0,23. Dieser Wert liegt in unmittelbarer Nihe zu dem a,,-
Wert nach der Wirbelschichttrocknung (a,-Wert = 0,2). Dadurch ist zu erwarten, dass
sich das Feuchtegleichgewicht zwischen der Probe und der Umgebung schneller einstellt
und sich demnach die Wartezeit verkiirzt. Die hergestellten Proben finden im Anschluss
fiir die Ermittlung der Inaktivierungskinetik von L.plantarum wéihrend der Trocknung
Verwendung.

Bestimmung der Sorptionsisothermen

Die Aufnahme von Sorptionsisothermen erfolgt mit dem Messgerdt Q 5000 der Firma
Porotec. Das Messgerdt nimmt den Wassergehalt einer Probe bei unterschiedlichen Was-
seraktivititen beziehungsweise relativen Feuchten auf. Dieser Wassergehalt wird gravime-
trisch ermittelt und bei der spiteren Auswertung auf die Trockensubstanz bei 0 % relativer
Feuchte bezogen. Bestimmt werden die Adsorptions- und Desorptionsisothermen bei 5 °C
und bei Raumtemperatur 25 °C. Je Feuchteschritt dauert die Messung mindestens 30 und
maximal 1000 Minuten. Das Gleichgewicht ist dann erreicht, wenn die Gewichtsédnderung
iiber eine Dauer von zehn Minuten kleiner als 0,002 % ist. Als Anfangsfeuchte wird 0 %
und als Endfeuchte 80 % gewihlt. Die Feuchteschritte betragen 10 %. Aufgenommen wer-
den die Sorptionsisothermen von dem Gemisch aus Maltodextrin und L.plantarum sowie
von dem Dreifachgemisch aus Maltodextrin, L.plantarum und dem jeweiligen Schutzstoff
Trehalose beziehungsweise Sorbitol.
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3.6 Statistik

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vielzahl von Experimenten durchgefiihrt. Daher liegt
das Augenmerk auf der kritischen Betrachtung der Fehler, welche sich in Folge der ein-
zelnen Herstellungsschritte, vom Mikroorganismus zum Granulat, ergeben. Grofie Fehler
entstehen durch das zur Bestimmung der Lebendzellzahlen angewandte Stapelplattenver-
fahren. Dieses wird sowohl wihrend als auch nach der Fermentation, vor und nach der
Trocknung sowie wihrend der Lagerung verwendet. Bei jedem Herstellungsschritt erfolgt
die Ermittlung der Lebendzellzahlen durch eine Dreifachbestimmung. Die jeweiligen Was-
sergehalte und die Wasseraktivitdten der bioaktiven Granulate am Ende der Trocknung
und nach Beendigung der Lagerzeit liegen in Doppelbestimmung vor. Im Falle der Gra-
nulierungsexperimente, die im Ergebnisteil mit n = 3 gekennzeichnet sind, handelt es sich
um drei unabhéngig voneinander durchgefithrte Granulierungen.

Die in dieser Arbeit durchgefiihrte Fehleranalyse geht mit der Bildung des arithmetischen
Mittelwertes Z der einzelnen GroBen, wie Lebendzellzahl, Wassergehalt und -aktivitit
einher. Dieser berechnet sich in Anbetracht eines Stichprobenumfanges von n mit der
Gleichung

AN
Il

S|

zn: Z;. (3.11)
=1

Die Ermittlung der Messunsicherheit vom arithmetischen Mittel erfolgt durch die Berech-
nung der empirischen Standardabweichung nach der Gleichung

Sy = ! > (zZi-22). (3.12)

Diese beschreibt die Streuung der Messwerte um den Mittelwert. In den folgenden Kapi-
teln werden diese Unsicherheiten der Messfehler in der Form angegeben:

Z=7+NAZ. (3.13)
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Bei dieser Angabe steht AZ fiir die Standardabweichung in Beziehung zum Vertrauens-
bereich. In Abhéngigkeit von der Anzahl der Stichproben leitet sich der Vertrauensbe-
reich ab und es kann der gewiinschte Bereich fiir die Berechnung der Messfehler gewahlt
werden. Der Vertrauensbereich wird mit dem Faktor 7 ausgedriickt. Die Gesamtheit der
Messunsicherheiten wird als Produkt aus dem Faktor 7 und der Messunsicherheit vom
arithmetischen Mittel geméf

AZ = ey (3.14)

berechnet. Mit Hilfe der Tabelle 3.3l kann der Faktor 7 ermittelt werden.

Tabelle 3.3: Faktor 7 in Abhéngigkeit von der Stichprobenanzahl und dem Vertrauensbereich

n 768,27% T95%  T99%

3 1,3 43 192
5 1,1 2.8 6,6
10 1,1 23 4,1
20 1,0 2,1 34
0o 1,0 2,0 3,0

Ausgehend von einem Vertrauensbereich von 68,27 % ergibt sich bei der Anzahl von n =
3 ein 7 von 1,3. Im Rahmen dieser Arbeit wird dieser Wert bei der Angabe der Messunsi-
cherheit bei der Darstellung der Ergebnisse mit bertiicksichtigt.
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Modellierung und Bilanzierung

Im Laufe der letzten Jahre beschiftigte sich eine Vielzahl von Wissenschaftlern mit der
mathematischen Modellierung der Inaktivierungskinetik von Biomolekiilen und Mikroor-
ganismen wihrend der Trocknung. Dabei wurde vorrangig das Augenmerk auf die Inak-
tivierungskinetik von Enzymen (Yamamoto and Sano, 1992), (Meerdink and Riet, 1995
und eukaryotischen Mikroorganismen (Alpas et al., 1996)), (Debaste et al., 2008) gelegt.
Mit der Arbeit von Zimmermann (1987) konnte zum ersten Mal die Inaktivierung von
Enzymen der Saccharomyces cerevisiae wahrend der Wirbelschichttrocknung mit einem
mathematischen Modell beschrieben werden. Der Versuch von |Zimmermann (1987), die-
ses mathematische Modell auf die Spriihtrocknung von prokaryotischen Mikroorganismen
zu iibertragen, scheiterte. Der Grund dafiir lag in der fehlenden Messtechnik, wodurch
die Partikelfeuchte und -temperatur in der Wirbelschicht nicht ermittelt werden konnten.
Aufbauend auf den Erkenntnissen von Zimmermann (1987) gelang es Lievense (1991)| ein
Modell zur Beschreibung der Inaktivierungskinetik von L.plantarum wahrend der Wir-
belschichttrocknung zu entwickeln. Dies erfasst sowohl die thermische als auch die durch
den Wasserentzug hervorgerufene Inaktivierung. Dafiir stellte er ein Gemisch aus Kartof-
felstérke und Bakterien her, formte zylindrische Partikel und trocknete diese in der Wir-
belschicht. Das Trocknungsmodell von Lievense (1991) basiert auf die Short-Cut Theorie
von |Liou (1982)| und der Wérmebilanz von dem getrockneten Material. Mit Hilfe des Mo-
dells kann der Wassergehalt und die Feuchteverteilung innerhalb der Partikel sowie die
Temperatur dieser wiahrend der Wirbelschichttrocknung berechnet werden. In der Short-
Cut Theorie stellt die Trocknungseffizienz E eine wichtige Grofie dar. Diese wird mit der
Gleichung

Xo—X
E=_" = 4.1

beschrieben. Dabei stehen X fiir den Anfangswassergehalt, X fiir den mittleren Was-
sergehalt der Partikel und X, fiir den Endwassergehalt nach einer bestimmten Trock-
nungszeit. Da die Trocknungseffizienz den Trocknungsprozess in Abhéingigkeit von der Zeit
beschreibt, wird dieser Parameter in dem Modell von Lievense (1991) als Zeitparameter
genutzt. Die Vorausberechnung der Feuchteverteilung innerhalb der Partikel erfolgt nume-
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risch, wobei vom Wassergehalt der Mittelwert implementiert wurde. Bei der Kalkulation
der Produkttemperatur wird von einem einheitlichen Temperaturprofil ausgegangen. In
Anbetracht des Einflusses der Trocknung auf die Zellinaktivierung wird aus der Gleichung

dA ) < dA ) ( dA )
sl = (= + = (4.2)
< dt tot dt therm dt dehydr

die Gleichung

dA ) ( dA > < dA >
o = (== + [ —= (4.3)
( dE tot dE therm dE dehydr

abgeleitet. Dabei wird die thermische Inaktivierung als Reaktion erster Ordnung ange-
nommen und die Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstante damit bestimmt. Im Gegensatz
dazu ermittelt Lievense (1991) die Inaktivierungskonstante, hervorgerufen durch die De-
hydrierung, mit Hilfe von Anpassungen an Messdaten durch frei gewédhlte Gleichungen bei
einer Trocknungstemperatur von 30 °C.

Bis heute wird auf die Ansétze in diesem Modell zuriickgegriffen. In diesem Zusammen-
hang wird auf |Chen and Patel (2007) verwiesen, die ebenfalls die Inaktivierungskinetik
von Mikroorganismen und Enzymen wéhrend einer Trocknung beschreiben. Chen and Pa-
tel (2007) beschéftigten sich mit der Inaktivierungskinetik von Mikroorganismen wéihrend
einer Tropfchentrocknung. Dabei entfernten sie sich von den {iiblichen, zur Vereinfachung
genutzten Modellannahmen, bei denen die Feuchtegradienten und -temperaturen innerhalb
der Partikel ungeachtet blieben. Im Gegenzug dazu untersuchten sie, ob die Abhéngigkeit
der Feuchteverteilung innerhalb der Partikel mit Hilfe der Trocknungsrate erfasst werden
kann und sich dadurch die Simulationsergebnisse verbessern. Im Rahmen der Untersuchun-
gen von (Chen and Patel (2007)| ergab sich, dass durch die Beriicksichtigung der Trock-
nungsrate dX/dt die Feuchtegradienten der Partikel mit einbezogen werden und dadurch
die Simulationsdaten weitaus besser mit den experimentellen Daten iibereinstimmen.

In Anlehnung an die Beriicksichtigung der Trocknungsrate dX/dt wird in der hier vorlie-
genden Arbeit zur Erstellung eines Inaktivierungsmodells fiir die Wirbelschichttrocknung
von L.plantarum unter Einsatz von Trigermaterialien zunéchst ein Wirbelschichttrock-
nungsmodell entwickelt, in dem sowohl die Trocknungsrate dX/dt als auch der Tempera-
turverlauf in der Wirbelschicht dT/dt erfasst werden. Die durch das Wirbelschichttrock-
nungsmodell ermittelten Werte fiir dX/dt und dT/dt sind essentiell fiir das sich anschlie-
Bende Inaktivierungsmodell. Zunéchst erfolgt die Beschreibung des diskontinuierlichen
Wirbelschichttrockungsprozesses in Form von Massen- und Energiebilanzen. Ausgehend
von diesen Bilanzen werden die Verldufe der Temperatur und Wassergehalte wihrend der
Trocknung erfasst. Im Folgenden werden die zur Beschreibung des Modells notwendigen
Bilanzierungsansétze genannt und erldutert.

62



Kapitel 4. — Modellierung und Bilanzierung
4.1 Wirbelschichttrocknungsmodell

Der durch die Granulierung beziehungsweise Trocknung verursachte Wasserverlust im Ma-
terial erfolgt durch Verdunstung. Dadurch verringert sich die Masse des Materials. Dieser
Massenverlust wird in dem Modell mit Hilfe der Massenbilanz des Produktes beschrieben.
Im selben Mafle wird die Aufnahme des aus dem Material verdunsteten Wassers in der Luft
durch die Massenbilanz der Luft wiedergegeben. Infolge des verdunsteten Wassers aus dem
Material &ndert sich ebenfalls die Produktfeuchte und damit verbunden die Produktenthal-
pie. Diese Anderung wird in der energetischen Bilanzierung des Produktes beriicksichtigt.
Ein Grund fiir die Enthalpieinderung des Produktes ist die Warmeiibertragung von der
hoher temperierten Luft an das Material und die verdunstete Wassermenge. Der dadurch
entstehende Energieaustausch mit der Luft wird mit Hilfe der energetischen Bilanzierung
der Luft dargelegt. Des Weiteren findet ein Energieaustausch zwischen der Apparatewand
und dem Material beziehungsweise der Luft statt. Dieser kann sowohl bei isolierten als auch
bei nicht isolierten Wirbelschichten zu signifikanten Wérmeverlusten fiihren und ist daher
stets abhéngig von der Umgebungstemperatur. Dieser Energieaustausch wird mittels der
energetischen Bilanzierung der Wand charakterisiert. Somit werden in dem aufgestellten
Modell die fiinf ZustandsgroBen Produktfeuchte, -temperatur, Luftfeuchte, -temperatur
und Wandtemperatur betrachtet und miteinander verbunden.

In der Literatur sind bereits Modelle zur Beschreibung der Trocknung in Wirbelschich-
ten zu finden. Dabei wird auf das Modell von Burgschweiger (2000) hingewiesen. In die-
sem wandelt Burgschweiger (2000) das Konzept der normierten Trocknungskurve von
Van Meel (1958) ab, wodurch dieses auch bei hygroskopischen Materialien Anwendung
findet. Obendrein beschiftigte sich |[Peglow (2005) mit der Modellbildung eigenschaftsver-
teilter Systeme bei Wirbelschichtagglomerationen und koppelte die Populationsbilanzen
mit stofflichen und energetischen Bilanzierungen des Materials, der Luft und der Appara-
tewand. Dabei orientierte er sich stark an dem Modell von |Burgschweiger (2000) und ent-
wickelte ein Modell, das erfolgreich das instationére Verhalten bei der Agglomeration ein-
schliefllich der Nachtrocknung beschreibt. Ihlow (2006) nutzte ebenfalls die oben genannten
Erkenntnisse von Burgschweiger (2000)| und leitete ein Modell ab, mit dem ein Wirbel-
schichtgefriertrocknungsprozess von biologischen Materialien simuliert werden kann. In
Anlehnung an dem Modell von Thlow (2006)|soll in dieser Arbeit dieses abgewandelt und
auf die Wirbelschichttrocknung von prokaryotischen Mikroorganismen iibertragen werden.
Im Anschluss daran soll das modifizierte Wirbelschichttrocknungsmodell mit einem Inak-
tivierungsmodell gekoppelt werden, welches die Inaktivierung der Bakterien wahrend der
Trocknung erfasst.

4.1.1 Modellannahmen

Fiir die Erstellung der Bilanzgleichungen werden die relevanten Modellannahmen zur Be-
schreibung der Material- und Luftbewegung aufgezéhlt. Zunéchst wird bei der Partikel-
bewegung in der Wirbelschicht von einem idealen Riihrkessel ausgegangen, bei dem die
Partikel gut durchmischt sind. Dariiber hinaus wird eine ideale Pfropfenstromung der Luft
vorausgesetzt. Als weitere Pramissen sind die zu vernachléssigenden Temperaturgradien-
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ten innerhalb der Partikel zu nennen. Im Falle der Temperatur treffen diese idealisiert bei
Biot-Zahlen kleiner als eins zu. Zuséatzlich wird bei der Modellsubstanz Maltodextrin von
einer Kugelform ausgegangen, welche monodispers verteilt ist. Aulerdem wird die Wand-
temperatur als ortsunabhéngig angenommen.

4.1.2 Bilanzierung

Die Bilanzierung wird an einem beliebigen H6henelement der Wirbelschicht, dargestellt
in Abbildung A1l vorgenommen. Darin sind alle relevanten Energiestréme eingezeichnet.
Zuerst liegt das Augenmerk auf der Erstellung der Massenbilanz fiir das Produkt.

ﬁ// dz dz

Abbildung 4.1: Darstellung des Wirbelschichttrocknungsmodells

Massenbilanz des Produktes

Fiir die Berechnung der Menge des verdunsteten Wassers aus dem Material sowie von dem
durch die Luft aufgenommenen werden Massenbilanzen aufgestellt. In der Massenbilanz
des Materials liegt der Fokus auf der Verédnderung des Wassergehaltes in Bezug zur Zeit.
Diese Verdnderung wird durch

dmy,

o= —Mepap (4.4)
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ausgedriickt. Aus Gleichung 4] geht hervor, dass sich die Masse des Materials durch die
Verdunstung des Wassers iiber die Zeit verdndert. Dabei wird die Wassermasse gemif3

My = Migrp - X (4.5)

berechnet. Werden die Gleichungen @4l und A5l gekoppelt, ergibt sich die zeitliche Anderung
des Wassergehaltes im Material zu

Massenbilanz der Luft

Die vom Material abgegebene Wassermasse wird von dem Gasmassenstrom der Luft auf-
genommen. Folglich hiangt der Beladungszustand der Luft direkt vom Feuchtegehalt des
Produktes ab. In der gasseitigen Massenbilanz wird zum Einen die trockene Luft und zum
Anderen der Wasserdampf beriicksichtigt. Dabei ist die Massenéinderung abhéngig vom
Ort und der Zeit. Fiir ein beliebiges differentielles Volumenelement gilt

omr  OMp :
W = — 02 dz + dMevap- (47)

Wie eingehend erldutert, wird die Gasmasse durch die Summe der trockenen Luft und des
Wasserdampfes wie folgt
my, = mtT.L(l + Y) (4.8)

beschrieben. Die zeitliche Anderung der Luftbeladung im differentiellen Volumenelement
wird durch

oY M, OY dM.,
_ tr.L dz + P

z 4.9
ot dmy,.1, 0z N dmy,.1, (4.9)

erfasst.
Energiebilanz des Produktes

Die Enthalpieinderung des Produktes iiber die Zeit wird mit Hilfe von Warme- und Ent-
halpiestromen beschrieben. Dabei geht einerseits der Warmestrom zwischen der Luft und
dem Produkt sowie zwischen dem Produkt und der Wand in die Differentialgleichung
ein. Andererseits findet der Enthalpiestrom des verdunsteten Wassers Beriicksichtigung.
Zusammenfassend wird die Enthalpiednderung im Produkt durch

dH . . )
Ttp =QLpr — Qprw — Hevap (4.10)
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charakterisiert. Die Enthalpie des Produktes berechnet sich geméaf:

Hp = mu p(cirp + ¢t X)Up. (4.11)

Die Verkniipfung der zwei vorangegangenen Gleichungen mit einem Ausdruck fiir den
Enthalpiestrom der Verdunstung sowie mit kinetischen Ansétzen fiir die Warmestrome
fithrt zur zeitlichen Anderung der Produkttemperatur, die als

dip 1 _

= Ap(Wr —Vp) — Aw(p =9
dt mtr‘P(CtT.P_‘_Cle)[OéL,P p(¥r —Vp) —apwAw(Ip — dw)
X

_Mevap(CP,DgL + Ahevap,O) - mtr.P(cwlﬂp)E]

(4.12)

ausgedriickt werden kann. Auf Grund der vorangestellten Annahme, dass es sich bei dem
Modell um einen idealen Riihrkessel mit idealer Riickvermischung der Partikel handelt, ist
deren Temperatur ¥p innerhalb der Wirbelschicht einheitlich. Hingegen ist die Lufttem-
peratur Ortlich verénderlich, so dass sie zur Nutzung in Gleichung iiber die Hohe der
Wirbelschicht

B 1 Hws
Y, = / Ir,dz (4.13)
Hws Jo

gemittelt werden muss.

Energiebilanz der Luft

In Abhéngigkeit von dem Ort und der Zeit dndert sich der energetische Zustand der Luft
infolge von Warmeiibertragung an das Produkt sowie an die Apparatewand und dem
Enthalpiestrom des vom Produkt verdunsteten Wassers. Die Anderung des energetischen
Zustandes wird mit

0H;, OH
ot 0z

dz — dQLJD — dQL,W + dHevap (4.14)

berechnet. Die Enthalpie der Luft wird mit der Gleichung

Hp = mtr‘L(CP,LﬁL +cppY U + YAhevapp) (4.15)

ausgedriickt. Die Zusammenfassung der Gleichungen [£.14 und fiihrt zur Energiebilanz
der Luft:
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v, 9 1 . dz

W _ O, Ap(dy, — 9 Aw (0, — 9

ot 9z~ dmy.(cpL +cppY) loz,pAp(9z = 9p) + azw Aw (O W)]HWS
(4.16)

Energiebilanz der Wand

Innerhalb der Wirbelschicht werden Warmestréme vom Produkt und der Luft an die
Wand iibertragen. Im Gegenzug gibt die Wand in Abhéngigkeit von der Umgebungstem-
peratur Warme an die Umgebung ab. Aus diesen Griinden besteht die Notwendigkeit,
dass die Energiebilanz der Wand in dem Modell ebenfalls Beriicksichtigung findet. Die
Enthalpieinderung der Wand wird mit

dH . . .
Ttw =QrLw+Qprw — Qwyu (4.17)

berechnet. Dabei wird die Anderung der Wandtemperatur iiber die Zeit mit der Differen-
tialgleichung

dd 1 _
d:;V = (OzL’WAw(QS'L — ?9{/[/) + Oépy[/Aw(ﬁp — ﬂw) — OéW7UAw(’l9W — Q9U)) (4.18)
mw cw
erfasst.

4.1.3 Kinetiken

Die Zusammenh#nge zwischen den Warme- und Stoffiibergangsvorgédngen sowie deren be-
einflussende Groflen werden bei der Erstellung von Bilanzgleichungen durch Kinetiken
erfasst. Dabei wird zwischen der Warme- und Stoffiibergangskinetik unterschieden.

Wie bereits aus den Bilanzgleichungen hervorgeht, finden Warmeiiberginge zwischen Luft
und Produkt, Luft und Wand, Produkt und Partikel sowie der Wand und Umgebung statt.
Diese Uberginge werden in den Bilanzgleichungen durch Ausdriicke des Typs

Q = aAAY (4.19)

dargestellt. Die Berechnung der dazu notwendigen Warmeiibergangskoeffizienten erfolgt
durch validierte Korrelationen aus der Literatur. Diese sind im Anhang dieser Arbeit
dargelegt.

Die Stoffiibergangskinetiken werden in Anlehnung an das Modell von [Burgschweiger (2000)
aufgestellt. Dieser berechnet den ins Gas verdunstenden Wassermassestrom fiir den ersten
Trocknungsabschnitt mit Hilfe der bereits im Kapitel 2] vorgestellten Gleichung
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Mevap,T = Per.L.BL,PAP(Yai(Vp, X) = Y). (4.20)

Wie bereits in Abschnitt 2.2 Tlerldutert, arbeitete Burgschweiger (2000 )/ mit der normierten
Trocknungskurve eines Einzelpartikels. Mit Hilfe dieser Trocknungskurve konnte er die
inneren Widerstdnde im zweiten Trocknungsabschnitt erfassen. Unter Beriicksichtigung
dieser modifizierte er Gleichung Zu:

Mevap = Per.LBL,PAP Y1 (Vp, X) = Y)(n). (4.21)

4.2 Inaktivierungsmodell

Die Entwicklung eines Modells zur Beschreibung der Inaktivierungskinetik von Mikroor-
ganismen wihrend eines Trocknungsprozesses ist ein wichtiges Instrument zur Simulie-
rung der Trocknung im industriellen Mafistab. Die Kopplung von Trocknungs- und In-
aktivierungsmodellen bietet dabei zahlreiche Vorteile. Beispielsweise konnen gewiinschte
Pro-dukteigenschaften direkt durch den Granulationsprozess gesteuert werden. Dies fiihrt
zu einer verbesserten Qualitéit des Produktes. Zu den gewiinschten Produkteigenschaften
sollen auBerdem hohe Aktivititen und Uberlebensraten der Mikroorganismen nach dem
Trocknungsprozess erreicht werden. Dies gelingt durch die zusammenhéngende Betrach-
tung des Trocknungs- und Inaktivierungsprozesses. In dem folgenden Modell sollen diese
korrelierenden Groflen, die sich aus der Trocknung ergeben, aufgegriffen werden, um mit
deren Hilfe die Inaktivierungskinetik von L.plantarum zu beschreiben.

4.2.1 Modellannahmen

Fiir das Erstellen des Inaktivierungsmodells fiir L.plantarum wird zunéchst auf die Mo-
dellannahmen aus Kapitel . T.T] verwiesen. Zusétzlich zu diesen Annahmen beschrinkt sich
im Inaktivierungsmodell die Beschreibung der Viabilitdtsverluste auf den Nachtrocknungs-
prozess. Auf Grundlage von experimentellen Untersuchungen, die in dieser Arbeit durch-
gefithrt wurden, konnte festgestellt werden, dass sich mit kleiner werdenden Eindiisungszei-
ten die Uberlebensrate von L.plantarum deutlich steigert. In Anbetracht dieser Tatsache
wird das gekoppelte Wirbelschichttrocknungs- und Inaktivierungsmodell ausschlieflich bei
den Versuchen angewandt, bei denen eine kurze Eindiisungszeit von 20 Minuten gewihlt
wurde. Dadurch wird angenommen, dass wéhrend des Eindiisens beziehungsweise des Gra-
nulationsschrittes keine Viabilitatsverluste auftreten und einzig in der Nachtrocknungszeit
von zehn Minuten Zellschdden zustande kommen.
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4.2.2 Kinetiken

Wie eingangs erwéhnt, fiihren wihrend der Trocknung sowohl die thermische Exposition
als auch die Dehydrierung zur Inaktivierung der Mikroorganismen. Aus diesem Grund
setzt sich die Gleichung zur Beschreibung der Inaktivierung aus zwei Termen, einen fiir die
thermische Inaktivierung und einen fiir die Inaktivierung durch Dehydrierung zusammen:

N N N
()= () (@) 422
dt tot dt therm dt dehydr

Die Bezeichnung N bezieht sich auf die Anzahl der lebenden Zellen, welche sich in Folge
der Trocknung dndert. Diese Anderung der lebenden Zellen zum Ausgangszustand (t = 0
min) wird im Folgenden mit A angegeben:

N

(4.23)

Mit Hilfe der Inaktivierungskinetik wird der Zusammenhang zwischen der Temperatur in
der Gasphase, Partikelfeuchte sowie Trocknungszeit auf die Uberlebensrate von L.plantarum
beschrieben. Dabei erfolgt die Ermittlung des zeitlichen Temperaturverlaufes wihrend der
Trocknung aus der Energiebilanz des Wirbelschichttrocknungsmodells. In gleicher Weise
wird auf die Daten zur zeitlichen Anderung der Partikelfeuchte zuriickgegriffen. Der all-
gemeine Zusammenhang zwischen den oben genannten Gréflen wird durch den folgenden
Ausdruck

AX (1), T(t)) (4.24)

dargelegt.

Der klassische Ansatz zur Beschreibung von Inaktivierungskinetiken ist die Bestimmung
der Reaktionsgeschwindigkeit, in diesem Fall der Inaktivierungsgeschwindigkeit. Die In-
aktivierung der Mikroorganismen, hervorgerufen durch die Trocknung, wird als Reak-
tion erster Ordnung angenommen. Bei dieser ist die Inaktivierungsgeschwindigkeit einzig
abhéngig von der Lebendzellzahlkonzentration. Die zeitliche Abnahme der Lebendzellzahl-
konzentration in Abhéngigkeit von der Inaktivierungsgeschwindigkeit k; wird mit Hilfe der
Gleichung

A
C;—t = —k; - A mit T = konst (4.25)

ausgedriickt. Erfolgt die Bestimmung der Inaktivierungskonstanten durch diesen Aus-
druck, impliziert die Konstante k; alle moglichen Schédigungsfaktoren. Eine Unterschei-
dung zwischen der thermischen und der durch den Wasserentzug hervorgerufenen Bean-
spruchung ist somit nicht méglich.
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Eine Moglichkeit sowohl die thermische als auch die Inaktivierung der Dehydrierung ge-
trennt voneinander zu betrachten, besteht in der Modifizierung der Gleichung .25] zu:

dA
T2 = kx - AQD (4.26)

Mit Hilfe dieser Gleichung wird die Anderung der Lebendzellzahlkonzentration in Abhingig-
keit von der Partikelfeuchte bei konstanter Temperatur bestimmt. AnschlieBend wird die

Gleichung abermals modifiziert und hierbei die Anderung der Lebendzellzahlkonzen-

tration auf die Temperatur bei gleichbleibender Partikelfeuchte bezogen:

dA
T = —hr - A(T) mit X = konst. (4.27)

Somit ergibt sich der Gesamtausdruck:

dA _(OA®)\ dX  [DA\ dT
X0, T() = (ax@))T = <8T>X - (4.28)

Die Kombination der Gleichungen [4.26] und [£.27] fithrt zu

di‘h@ — (kXd;t( - kTCZ;) A(t), mit A(0) = 1. (4.29)

Gleichung erfasst zum Einen die thermische Inaktivierung in Verbindung mit der
Temperaturdnderung in der Wirbelschicht. Zum Anderen findet auch, unter Kenntnis
der zeitlichen Anderung der Partikelfeuchte, die durch Wasserentzug hervorgerufene In-
aktivierung Beriicksichtigung. So entsteht ein gekoppeltes Modell, bestehend aus dem
Wirbelschichttrocknungs- und Inaktivierungsmodell.

4.3 Losung mathematischer Bilanzgleichungen

Bei den aufgestellten Bilanzgleichungen handelt es sich um gekoppelte Gleichungssyste-
me, welche sich zum Teil aus gewShnlichen und partiellen Differentialgleichungen zusam-
mensetzen. Insgesamt existieren darin zwei unabhéngige Variablen, die Zeit t und der
Ort z. Dabei wird die Zeit mit der gewohnlichen und der Ort zusétzlich mit der partiel-
len Differentialgleichung ausgedriickt. Das Losen der Gleichungen soll numerisch erfolgen.
Zum Losen der gekoppelten Differentialgleichungssysteme wird eine Diskretisierung der
Hohenelemente im Wirbelschichtmodell vorgenommen. Diese wird durch das Einfithren
von sogenannten Stiitzstellen erreicht. Dabei erfolgt die Diskretisierung durch die Bildung
von Differenzenquotienten, zum Beispiel:

o . 19,2 - ﬂz—Az

A (4.30)

70



Kapitel 4. — Modellierung und Bilanzierung

Auf diese Weise kann mit Hilfe der Diskretisierung eine partielle Differentialgleichung in n
gekoppelte gewohnliche Differentialgleichungen umgewandelt werden. Dadurch bleibt die
Zeit als eine unabhéngige Variable iibrig. Des Weiteren werden fiir die Randbedingun-
gen am Ein- und Austritt modifizierte Gleichungen in das Gleichungssystem eingesetzt.
Dadurch wird aus einem Anfangs- und Randwertproblem ein reines Anfangswertproblem.

Die numerische Losung der Bilanzgleichungen erfolgt mit der Software MATLAB unter
Zuhilfenahme des Losers odelbs. Dieser koppelt das Runge-Kutta-Verfahren mit einem
BDF-Verfahren (BDF = Backward Difference Formula). Bevor der numerische Loser auf-
gerufen wird, werden zunichst Eingabewerte und Konstanten in Funktionen festgelegt,
welche spéter im Hauptprogramm ausgelesen werden. Aus den Eingabewerten werden
die Anfangswert- und Randbedingungen im Hauptprogramm generiert sowie die Differen-
tialgleichungssysteme an odelbs iibergeben. Alle in den Funktionen und Differntialglei-
chungssystemen gespeicherten Korrelationen fiir den Wirme- und Stoffiibergang sowie die
zugehorigen Stoffwerte werden zu jedem Zeitschritt erneut bestimmt. Die Gleichungen zu
den relevanten Stoffwerten und Korrelationen sind im Anhang dieser Arbeit zu finden.
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Ergebnisse und Diskussion

Im Folgenden werden die Fermentations- und Granulierungsergebnisse aus den Experimen-
ten gezeigt, bei denen zunéchst der Milchsdurebakterienstamm L.plantarum als Modell-
organismus diente. Im Anschluss daran werden die ermittelten Prozessparameter aus den
Trocknungsexperimenten auf L.paracasei tibertragen. Im Rahmen der Fermentationsexpe-
rimente wird die bené6tigte Biomasse fiir die Trocknung erzeugt. Weiterhin wird untersucht,
inwieweit sich unterschiedliche Fermentationsbedingungen auf den Zustand der Zellen nach
der Trocknung auswirken. Zunéchst werden die charakteristischen Wachstumsverldufe der
Bakterien aus Kultivierungen im Schiittelkolben und Bioreaktor abgebildet. Dabei werden
bei der Kultivierung im Bioreaktor die Wachstumsverldufe von pH-Wert geregelten und
nicht pH-Wert geregelten Fermentationen gezeigt.

An die Fermentationsexperimente schliessen sich die Granulierungs- beziehungsweise Trock-
nungsexperimente in der Wirbelschicht an. Hierbei wird untersucht, welche Auswirkungen
unterschiedliche Prozessbedingungen auf die Uberlebensrate von L.plantarum unter Ein-
satz von diversen Tridgermaterialien und Schutzstoffen nach der Trocknung haben. Ein
weiteres Augenmerk wird auf die Viabilitdt wiahrend der Lagerung gelegt. Hierbei wird
untersucht, welchen Einfluss Lagerungstemperaturen und Umgebungsfeuchten auf die Sta-
bilitéit der Bakterien haben und in welchem Mafle die Inaktivierung in Abhéngigkeit davon
voranschreitet. In diesem Zusammenhang wird gezeigt, wie wichtig die Wahl eines geeig-
neten Tragermaterials, Schutzstoffes und die Lagerungsbedingungen fiir den Zellerhalt
wahrend und nach der Trocknung sind.

5.1 Fermentation

Zur Erzeugung von Biomasse von L.plantarum werden Kultivierungen im Schiittelkolben
und Bioreaktor wie in den Abschnitten und B.4.4 erldutert, durchgefiihrt. Zu Beginn
jeder Kultivierung wird das Inokulumvolumen nach der Gleichung 3.1 zum Animpfem
des Schiittelkolbens bezichungsweise des Bioreaktors berechnet. Dabei wird im jeweili-
gen Kultivierungsgeféf eine ODgog Start Rea/scn Vo 0,1 eingestellt. Dies entspricht einer
Anfangszellkonzentration von L.plantarum im MRS-Medium von 107 KbE/ml.
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5.1.1 Kultivierung im Schiittelkolben

Die Kultivierung im Schiittelkolben erfolgt ohne Begasung bei 30 °C, einer Schiittelfrequenz
von 150 rpm und ohne Zugabe eines Neutralisationsmittels zur Regelung des pH-Wertes. In
Abbildung B.1list der Wachstumsverlauf, in Form der Anderung der optischen Dichte, von
L.plantarum aus einer ein Liter Schiittelkolben-Kultivierung iiber 24 Stunden dargestellt.

2

—_ Adaptions- . Stationire
o phase Exponentielle Phase Phase

£

(=1

&
T T NS N S P
= )
5 4
2 §
% 0 o ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
1<)
o )
o
& A -#-Log OD 600 nm

0 5 10 15 20 25

Fermentationszeit t [h]

Abbildung 5.1: Darstellung des Wachstumsverlaufs von L.plantarum kultiviert im
Schiittelkolben im 1 1 Maflstab in MRS-Bouillon, T = 30°C, Riihrerdrehzahl = 150 rpm,
ohne Begasung und Neutralisation (n = 3)

Abbildung B.1] zeigt den in Abbildung [2:4] zuvor vorgestellten, fiir Mikroorganismen cha-
rakteristischen Wachstumsverlauf mit seinen unterschiedlichen Wachstumsphasen. L.plan-
tarum befindet sich vier Stunden in der Adaptions-, 16 Stunden in der exponentiellen und
ab 20 Stunden in der stationdren Wachstumsphase. Fiir die Granulierungsexperimente
werden die Bakterien nach 20 Stunden, in der frithen stationdren Phase, geerntet. Nach
dieser Zeit betrigt die Zellkonzentration im Medium 10° KbE/ml. Die Durchfiihrung der
Ernte ist im Abschnitt detailliert beschrieben. Am Ende der Kultvierungszeit ist
der pH-Wert des Mediums durch die von den Bakterien gebildete Milchsédure von pH-Wert
= 5,8 auf 4,1 abgesunken. Zu diesem Zeitpunkt betriagt die nach der Gleichung B3] ermit-
telte Biotrockenmassekonzentration cgras[g/l] von L.plantarum 2,30 £ 0,03 g/1.

5.1.2 Kultivierung im 2 1 Bioreaktor

Im zwei Liter Bioreaktor werden sowohl pH-Wert geregelte als auch pH-Wert ungeregelte
Kultivierungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse zum Wachstumsverlauf einer zwei Liter Fer-
mentation von L.plantarum ohne Begasung bei T = 30 °C, einer Riihrerdrehzahl von 200
rpm und ohne Zugabe eines Neutralisationsmittels sind in Abbildung[B.2/zu sehen. Dariiber
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hinaus ist in dieser Abbildung der Wachstumsverlauf in die einzelnen Wachstumsphasen
unterteilt.
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Abbildung 5.2: Darstellung der Wachstumskurve aus einer 2 1- Bioreaktor Kultivierung von
L.plantarum, T = 30°C, Riithrerdrehzahl = 200 rpm, ohne Begasung und Neutralisation (n =
3)

Der Wachstumsverlauf von L.plantarum in Abbildung unterscheidet sich zu dem in
Abbildung 511 in den nachfolgend erlduterten Punkten. Der erste Unterschied liegt in der
Dauer der Adaptionsphase von L.plantarum, die eine Dauer von zwei Stunden aufweist.
Im Anschluss erfolgt der Ubergang der Bakterien in die exponentielle Wachstumsphase.
Hier wird nach zwolf Stunden Fermentationsdauer die stationédre Phase erreicht. Analog
zu der Ernte der Bakterien im Schiittelkolben erfolgt diese in der frithen stationédren Pha-
se. Zu diesem Zeitpunkt betriigt die Zellkonzentration von L.plantarum 10° KbE/ml und
es wird eine Biotrockenmassekonzentration in Héhe von cprpr=2,41 £+ 0,09 g/l ermit-
telt. Nach der Ernte werden die Bakterien gekiihlt und durch Zentrifugation von ihren
Medienbestandteilen getrennt.

Bei den pH-Wert geregelten Fermentationen wird der pH-Wert wéhrend der gesamten
Fermentationsdauer durch die Zugabe einer 1 molaren NaOH-Losung auf einen pH-Wert
in Hohe von 5,8 geregelt. Der Wachstumsverlauf von L.plantarum aus einer pH-Wert
geregelten Kultivierung ohne Begasung bei T = 30 °C und einer Riihrerdrehzahl von 200
rpm ist in Abbildung (3] dargelegt.
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Abbildung 5.3: Darstellung der Wachstumskurve aus einer 2 1- Bioreaktor Kultivierung von
L.plantarum, T = 30°C, Riihrerdrehzahl = 200 rpm, ohne Begasung und mit 1 M NaOH-
Losung als Neutralisationsmittel (n = 3)

Wie aus Abbildung[5.3]zu erkennen ist, dhnelt der Wachstumsverlauf von L.plantarum dem
aus den pH-Wert ungeregelten Fermentationen. Die Zellen befinden sich zwei Stunden
in der Adaptionsphase, bevor sie in die exponentielle Phase iibergehen. Die Dauer der
exponentiellen Phase belduft sich auf zehn Stunden. Nach dieser Zeit beginnt die stationére
Wachstumsphase. Die Ernte der Bakterien erfolgt auch hier in der frithen stationdren
Phase, nach zwolf Stunden. Die Zellkonzentration verdndert sich. Diese erhoht sich und
betrigt nach zwolf Stunden Fermentationsdauer 10'° KbE/ml. Zusitzlich werden hohere
Biotrockenmassekonzentrationen von L.plantarum in Hohe von cprp=3,72 £ 0,21 g/l
ermittelt. Eine Ursache hierfiir kénnte bei der Herstellung des Mediums liegen. Bevor
das Medium fiir die Kultivierung genutzt werden kann, muss es zuvor im Autoklaven bei
121 °C sterilisiert werden. Dabei kann es zu Unterschieden in der Abkiihlzeit kommen,
die sich in der Glukosekonzentration bemerkbar machen. Vermutlich ist die hohere Zell-
und Biotrockenmassekonzentration bei dem pH-Wert geregelten Fermentationen auf eine
hohere Glukosekonzentration im Medium zuriickzufiihren.

Der Grund fiir das schnellere Erreichen der frithen stationédren Phase im Bioreaktor ist die
bessere Durchmischung, hervorgerufen durch den Einsatz von Scheibenriihrern und der
hoheren Riihrerdrehzahl von 200 rpm. Dadurch werden die Nihrstoffe im Medium besser
verteilt und die Bakterien kénnen die Nédhrstoffe schneller aufnehmen. Dies fithrt zu ei-
ner kiirzeren Adaptionsphase, welche in den Abbildungen [5.1] und [£.3] hervorgehoben
sind. Die Adaptionsphase verkiirzt sich von vier auf zwei Stunden. Bei der Kultivierung
im Schiittelkolben zeigt der Wachstumsverlauf von L.plantarum einen flacheren Anstieg
in der exponentiellen Phase als im Bioreaktor. Das bedeutet, es findet ein langsameres
Wachstum statt. Anhand des Verlaufes ist nicht eindeutig erkennbar, ob die friihe sta-
tionédre Phase bei der Schiittelkolbenkultivierung bereits nach 20 Stunden erreicht ist.
Daher kann nicht ausgeschlossen werden, dass das Wachstum der Zellen an diesem Punkt
beendet war. Jedoch sprechen die vergleichbaren Biotrockenmassekonzentrationen aus der
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nicht pH-Wert geregelten Schiittelkolben- und Bioreaktorkultivierung dafiir. Prinzipiell
besteht das Bestreben, hochstmogliche Biomasseausbeuten durch optimale Fermentati-
onsbedingungen zu erzeugen. Demnach ist die pH-Wert geregelte Fermentation auf Grund
der kiirzeren Prozesszeiten und hoheren Biomasse zu empfehlen. Jedoch wurden fiir die
sich anschlieBende Trocknung die Bakterien von den nicht pH-Wert geregelten Kultivie-
rungen aus dem Schiittelkolben und Bioreaktor verwendet. Der Grund dafiir liegt in der
mangelnden Moglichkeit der Kultivierungen, da lediglich ein zwei Liter Bioreaktor und
mehrere Schiittelkolben zur Verfiigung standen. Beziiglich der Schiittelkolbenkultivierung
erweist sich infolge von fehlenden Inline-Messsonden eine pH-Wert Regelung als schwie-
rig. Zusatzlich wiirde die Bestimmung des pH-Wertes durch eine pH-Wert Sonde und die
Zugabe des Neutralisationsmittels das Offnen des Deckels bedeuten, wodurch es zu Konta-
minationen im Kultivierungsmedium kommen kénnte. Um diese Gefahren auszuschlieflen,
wurde hier auf eine pH-Wert Regelung verzichtet. Hinsichtlich des Bestrebens ausreichend
Biomasse durch vergleichbare Kultivierungen mit &dhnlichen Prozessbedingungen bereit
zu stellen, erfolgt daher die Erzeugung der Biomasse hauptséchlich durch nicht pH-Wert
geregelte Kultivierungen.

5.2 Einfluss der Trocknung auf die Viabilitéit

5.2.1 Niedertemperaturgranulierung

Fiir die Granulierung von L.plantarum liegt zu Beginn der Versuchsreihen der Fokus auf
der Wahl eines geeigneten Triagermaterials. Als Trigermaterialien kommen Zuckerpellets,
Laktose und Maltodextrin zum Einsatz, da diese sich laut |Bhandari et al. (1997), (Chévez
and Ledeboer, 2007), (Kurtmann et al., 2009) hervorragend als Schutz- beziehungsweise
Trégerstoffe fiir die Trocknung von Mikroorganismen eignen. Von den entsprechenden
Materialien wird jeweils ein Kilogramm in die Wirbelschichtanlage vorgelegt.

Aus den Arbeiten von (Carvalho et al. (2004) und Bolla et al. (2011)|ist bekannt, dass Mi-
kroorganismen unterschiedlich auf verschiedene Schutz- sowie Trégerstoffe reagieren und
dadurch die Viabilitdt nach der Trocknung beeinflusst wird. Daher sollten fiir jeden Bak-
terienstamm die geeigneten Schutz- und Trégerstoffe experimentell bestimmt werden. Fiir
die Priifung der Eignung der genannten Materialien als Tragerstoff fiir L.plantarum werden
die Bakterien zunéchst unter Einsatz dieser getrocknet. Im Anschluss daran werden die
Lebendzellzahlen von L.plantarum bestimmt. Parallel zur Priifung der Trigermaterialien
werden die Eindiisungszeiten variiert und der Einfluss geringerer Eindiisungszeiten auf die
Zellviabilitdat nach der Trocknung analysiert.

Fiir den Vergleich der Ergebnisse werden bei allen Versuchen die gleichen Bedingun-
gen eingestellt. Dadurch bleiben Prozessparameter wie Gaseintrittstemperatur (40 °C),
Spriithdruck (4 bar) und -rate (270 g/h) sowie die Nachtrocknungszeit (10 min) unveréndert.
Zusitzlich werden je Experiment immer 1 kg Tragermaterial verwendet. Lediglich der
Gasmassenstrom variiert in Abhingigkeit von den verwendeten Trigermaterialien und di-
vergiert zwischen 75 und 100 kg/h. Die Angaben der Eindiisungzeiten bedeuten, dass
unterschiedliche Granulierungszeiten getestet wurden, wobei diese zu Beginn der Versuche
bei 180 Minuten lagen. Infolge der aus dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse reduzierte
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sich diese auf Grund von hoheren erzielten Uberlebensraten auf 20 Minuten. Zeitgleich
konnte festgestellt werden, welche Triagermaterialien sich fiir die Trocknung und Lage-
rung von L.plantarum am besten eignen. In den nachfolgenden Versuchen wurde auf die
Ungeeigneten verzichtet. Eine Gesamtiibersicht aller verwendeten Tragermaterialien und
differierenden Prozessparameter enthéilt die Tabelle Bl

Tabelle 5.1: Alle verwendeten Tragermaterialien und eingestellten Prozessparameter der
durchgefiihrten Versuchsreihe zur Niedertemperaturgranulierung von L.plantarum

Versuch Trégermaterial teina [min] Mg [kg/h]  Vspe [ml] mpret [g]
100520A Zuckerpellets 180 100 810 -
100520B Maltodextrin 180 85 810 -
100812B Laktose 60 75 270 107
100826A Maltodextrin 60 85 270 107
100826B Zuckerpellets 60 100 270 107
100810A Laktose 40 75 180 107
100909A Laktose/Maltodextrin 40 80 180 107
100909B Maltodextrin 40 85 180 107
110512A Maltodextrin 30 85 135 107
101202B Maltodextrin 30 85 135 10g
101021A Maltodextrin 20 85 90 10g
110714 Maltodextrin 20 85 90 -
T: Trehalose

S: Sorbitol

In Abhéngigkeit von der Eindiisungszeit bei gleichbleibender Spriithrate ergibt sich das
jeweilige Sprithvolumen. Dabei handelt es sich um das Volumen der Bakteriensuspension,
welches auf das in der Wirbelschicht vorgelegte Trégermaterial gespriiht wird. Bei lan-
gen Prozesszeiten wird daher ein grofleres Volumen der Bakteriensuspension eingediist als
bei kiirzeren. Jede Bakteriensuspension enthélt die Bakterienmasse aus einem zwei Liter
Kultivierungsansatz. Zunéchst werden in den folgenden Experimenten fiir die Granulierun-
gen ausschlieBlich Bakterien verwendet, bei denen der pH-Wert wihrend der Kultivierung
nicht geregelt wird. Fiir eine nicht pH-Wert geregelte zwei Liter Schiittelkolbenkultivierung
ergibt sich somit fiir jedes Experiment, ausgehend von der zuvor ermittelten Biotrocken-
massekonzentration von cgry = 2,30 £ 0,03 g/l, eine Gesamtbakterienmasse von 4,6 g.
Hingegen berechnet sich bei einer nicht pH-Wert geregelten Fermentation im zwei Liter
Bioreaktor eine Biotrockenmassekonzentration von cgpryr=2,41 £ 0,09 g/1 und somit eine
Gesamtbakterienmasse in Hohe von 4,8 g.

Zur Herstellung der Spriihlosung werden die 4,6 g beziehungsweise 4,8 g der Bakterien
mit einer PBS-Losung verdiinnt und auf das entsprechende Sprithvolumen eingestellt. Bei
Verwendung von Schutzstoffen wird zusétzlich die Masse an Schutzstoff vor der Trock-
nung abgewogen und der Bakteriensuspension hinzugegeben. Die genauen Angaben zur
Herstellung der Bakteriensuspension kénnen dem Abschnitt B.5.3] entnommen werden.
Wie bereits beschrieben, umfasst die Niedertemperaturgranulierung von L.plantarum drei
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Arbeitsschritte. Der erste Arbeitsschritt ist die 15 miniitige Sterilisierung der Wirbel-
schichtanlage bei 121 °C Betttemperatur. Im zweiten Arbeitsschritt wird die vorbereitete
Bakteriensuspension in die Wirbelschichtanlage eingediist. Die Nachtrocknung der herge-
stellten bioaktiven Granulate erfolgt im dritten und letzten Arbeitsschritt. Dabei ergeben
sich entsprechende Prozessparameterverliufe, die zur Prozessiiberwachung genutzt wer-
den. Die Temperaturprofile stellen bei der Trocknung von prokaryotischen Mikroorganis-
men einen wichtigen Parameter zur Prozessiiberwachung dar. Dabei darf die Temperatur
in der Produktkammer niemals die maximale Wachstumsgrenze der Bakterien, im Fal-
le von L.plantarum 45 °C, iiberschreiten. Sollten Temperaturiiberschreitungen eintreten,
reagieren die Bakterien beispielsweise mit Denaturierungen der Proteine oder Zellmem-
branschéden, die sich wiederum negativ auf die Viabilitdten nach der Trocknung und
wéhrend der Lagerung auswirken.

Anhand der Daten, die mit der Messdatenerfassungssoftware DASYLabl1 aufgenommen
wurden, werden im Folgenden die Temperaturprofile der Arbeitsschritte zwei (Eindiisen)
und drei (Nachtrocknung) von einem Granulierungssexperiment bei einer Prozesszeit von
20 Minuten und einer Nachtrocknungszeit von zehn Minuten in Abbildung [5.4] erldutert.
Die Verldufe aus den iibrigen Experimenten werden in dieser Arbeit nicht gezeigt, da sich
auf Grund der gleichen Eintrittstemperaturen, Sprithdriicke und Eindiisungsraten &hnliche
Temperatur- und Gasfeuchteverlaufe ergeben. Diese konnen als Garantie dafiir angesehen
werden, dass die Trocknung unterhalb von 40 °C erfolgte. Die relevanten Prozessgréfien
und Materialien sind in Tabelle aufgelistet.

Tabelle 5.2: Trégermaterialien und Prozessparameter vom Versuch 110714

Tragermaterial Maltodextrin
Eindiisungszeit teinq [min] 20
Nachtrocknungszeit t [min] 10
Gaseintrittstemperatur ¥, [°C| 40
Sprithdruck pg,, [bar] 4
Eindiisungsrate Mgy, [g/h] 270
Gasmassenstrom M, [kg/h] 85
Volumen der Bakteriensuspension Vg, [ml] 90
Feststoffgehalt der Suspension « fes [-] 0,1
Masse Trégermaterial mp [g] 1000

Masse Schutzstoff my, [g] _
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Abbildung 5.4: Darstellung der Verldufe der Gaseintritts-, Schicht- und Gasaustrittstem-
peratur bei der Granulierung von L.plantarum bei einer Eindiisungszeit von 20 Minuten und
einer Nachtrocknungszeit von zehn Minuten

In der Abbildung 54 sind die Temperaturverldufe der Gaseintritts-, Gasaustritts- und
Schichttemperaturen iiber eine Gesamtprozesszeit von 30 Minuten dargestellt. Eine Gas-
eintrittstemperatur Te;, in Hohe von 40 °C, im Diagramm blau gekennzeichnet, wird an
der Steuerkonsole der Wirbelschichtanlage eingestellt. Diese schwankt wéhrend des gesam-
ten Prozesses zwischen den Werten 40,5 und 41,0 °C. Die Temperaturen in der Produkt-
kammer Ty, und am Austritt T, liegen unterhalb der Eintrittstemperatur. Mit Beginn
der Eindiisung und in Abhéngigkeit von den eingestellten Prozessparametern wie Gasein-
trittstemperatur, Gasmassenstrom, Spriihrate und Feststoffgehalt der Bakteriensuspension
sinken nach einer Eindiisungszeit von zwei die Temperaturen in der Produktkammer und
am Austritt. Ein Grund dafiir ist die zunehmende Benetzung der Partikel wihrend des
Eindiisens. Mit grofler werdender Benetzung der Partikel mit Wasser nimmt die Feuch-
te im Gas zu. Dies fiihrt zu einer Abnahme der Lufttemperatur in der Schicht und am
Austritt.

In dem gezeigten Bereich ist die Schichttemperatur zu Beginn der Eindiisung bis zur zwei-
ten Minute und in der Nachtrocknungszeit grofer als die Gasaustrittstemperatur. Wahrend
der Eindiisung kommt es jedoch zur einer Umkehrung des Verlaufes, und die Schichttem-
peratur wird kleiner als die Gasaustrittstemperatur. Diese Effekte sind kaum schliissig zu
deuten, weil gemessene Schichttemperaturen irgendwo zwischen Gastemperatur und Par-
tikeltemperatur liegen. Die Partikeltemperatur ist bei vollstdndiger Benetzung gleich der
adiabatischen Sattigungstemperatur, bei unvollstdndiger Benetzung liegt sie ihrerseits ir-
gendwo zwischen adiabatischer Sattigungstemperatur und Gastemperatur. Dadurch, und
da die Gastemperatur ortsabhéngig ist, kann die gemessene Schichttemperatur, abhéngig
vom Ort der Messung und von den Betriebsbedingungen, recht beliebig im Vergleich zur
Gasaustrittstemperatur platziert sein, was man auch in Abbildung 54 beobachtet. Daher
haben gemessene Schichttemperaturen keinen besonders hohen Stellenwert, klarer definiert
und wichtiger ist die Messung der Gasaustrittstemperatur.
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Nach Beendigung der zwanzigminiitigen Eindiisungsphase ergeben sich in der Wirbel-
schicht, fiir das oben gezeigte Beispiel, Temperaturen in Hohe von 32 °C. Im Falle der adia-
batischen Sittigung ergibt sich bei einer Eintrittstemperatur von 40 °C eine Sattigungstem-
peratur von T,s = 14,8 °C und eine Gasfeuchte von Y,s = 10,7 gg,0/kgr. Dabei handelt
es sich um die minimal moégliche Temperatur und die maximal moégliche Gasfeuchte.

Im Anschluss an die Eindiisung beginnt die zehnminiitige Nachtrocknungszeit, in der
die Temperaturen sowohl in der Produktkammer als auch am Austritt wieder ansteigen.
Bei diesem Abschnitt wird angenommen, dass es sich, wie eingehend in Abschnitt 2:2.1]
erldutert, um den zweiten Trocknungsabschnitt handelt. In diesem nehmen die partikelin-
neren Widerstinde zu und es wird weniger Feuchte nach Auflen transportiert. Dadurch
sinkt die Trocknungsgeschwindigkeit und die Feuchte im Gas nimmt ab. Dies wiederum
resultiert in einer Erhohung der Schicht- und Gasaustrittstemperatur. Die am Ende der
Nachtrocknungszeit erreichten Temperaturen, von 38 °C in der Produktkammer und 34
°C am Austritt, liegen unterhalb der Eintrittstemperatur von 40 °C. Dadurch wird eine
Trocknung garantiert, die unterhalb der maximalen Wachstumsgrenze von 45 °C liegt.

Ein zweiter wichtiger Parameter zur Uberwachung des Prozesses ist die bereits erwihnte
Gasfeuchte. Diese wird am Austritt der Anlage gemessen und durch das Symbol Y, s ausge-
driickt. Mit Beginn der Eindiisung steigt die Gasfeuchte bis zum Erreichen eines annidhernd
konstanten Niveaus an. Die Ursache dafiir liegt, wie eingangs erwéhnt, an der wéahrend
des Eindiisens zunehmenden Benetzung der Granulate. Nach einer Eindiisungszeit von
20 Minuten wird eine relative Feuchte von 15 % im Gas erreicht. Mit Beendigung der
Eindiisungszeit beginnt die Nachtrocknungszeit, in der die Gasfeuchte auf einen je nach
vorgegebener Trocknungsdauer und Gasmassenstrom bestimmten Wert abféllt. Der zeit-
liche Verlauf der Gasfeuchte fiir den Granulierungsprozess mit anschliefender Nachtrock-
nung kann in Abbildung nachverfolgt werden.

@Y aus [g H20/kg Luft]

Gasbeladung Y, [gy1,0/KeLun]

0 \ \ \ \ \
0 5 10 15 20 25 30

Prozesszeit t [min]

Abbildung 5.5: Darstellung der Gasfeuchte bei der Granulierung von L.plantarum bei einer
Eindiisungszeit von 20 Minuten und einer Nachtrocknungszeit von zehn Minuten
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Wie aus Abbildung zu erkennen ist, betridgt die Gasfeuchte, welche am Austritt der
Wirbelschichtanlage gemessen wird vor Beginn der Eindiisung Yein = 0,8 gm,0/kgrLuf:-
Die Gasaustrittsfeuchte steigt infolge der Wasserverdunstung bei zunehmender Benetzung
der Partikeloberfliche an und erreicht nach 20 Minuten einen Wert in Hohe von Y, =
4,0 gr20/kgruge. Mit Beendigung der Eindiisungszeit schliet sich die Nachtrocknung an.
Hierbei sinkt die Gasfeuchte kontinuierlich ab und erreicht nach zehn Minuten Y, =
1,4 gm,0/kgrugt-
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Abbildung 5.6: Darstellung des verdunsteten Wassermassenstromes bei der Granulierung

von L.plantarum bei einer Eindiisungszeit von 20 Minuten und einer Nachtrocknungszeit von
zehn Minuten

Angesichts des Zusammenhangs zwischen der Gasfeuchte und dem verdunsteten Wasser-
massenstrom ergibt sich bei der Darstellung der Verdunstungsrate in Abbildung ein
dhnlicher Verlauf.Die Verdunstungsrate steigt mit Beginn der Eindiisung durch die Zu-
nahme der Benetzung kontinuierlich an. Nach etwa zehn Minuten erlangt sie ein nahezu
konstantes Niveau im Gréflenbereich von 250 bis 280 g/h. Nach Beendigung der Eindiisung
sinkt diese wieder und erreicht nach der zehnminiitigen Nachtrocknungszeit eine Verduns-
tungsrate von Mevap = 60 g/h.

Im nachfolgenden Abschnitt erfolgt die Darstellung der Ergebnisse aus den Granulie-
rungsexperimenten von L.plantarum unter Beriicksichtigung unterschiedlicher Verweilzei-
ten der Produkte in der Wirbelschichtanlage und der Verwendung der oben genannten
Tragermaterialien. Dabei werden die sich in Abhingigkeit von den Verweilzeiten und dem
Tréagermaterial ergebenen Viabilitédten nach der Trocknung dargelegt und die ermittelten
Wassergehalte und -aktivitdten der bioaktiven Granulate genannt. Zusétzlich wird der
Einfluss von Schutzstoffen auf die Viabilitit von L.plantarum nach der Trocknung gezeigt.
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5.2.2 Variation der Verweilzeiten, Trigermaterialien und Schutzstoffe

In diesem Abschnitt wird untersucht, welche Trigermaterialien sich fiir die Granulierung
und Trocknung von L.plantarum eignen. Da sowohl die Eindiisungs- als auch die Nach-
trocknungszeit verantwortlich fiir die Viabilitdtsverluste wihrend der Wirbelschichttrock-
nung von bioaktiven Substanzen sind, wird in diesem Abschnitt untersucht, bei welchen
Eindiisungszeiten die Inaktivierung am geringsten ist.

180 Minuten Eindiisung

In dieser Versuchsreihe wird zunéchst die Viabilitdt von L.plantarum nach der Granu-
lierung unter Anwendung der Trigermaterialien Maltodextrin und Zuckerpellets unter-
sucht. Von der zuvor geernteten und aufkonzentrierten Bakterienmasse werden durch die
Zugabe einer PBS-Losung 810 ml Bakteriensuspension hergestellt. Diese wird mit einer
Eindiisungsrate von M, spr = 270 g/h, einer Gaseintrittstemperatur von 40 °C und einem
Sprithdruck von pgp,. = 4 bar 180 Minuten in die Wirbelschichtanlage eingediist und im
Anschluss zehn Minuten nachgetrocknet. Die Prozessparameter kénnen der Tabelle (.11
entnommen werden.

In der Abbildung [5.7] sind die Viabilititen von L.plantarum vor und nach der Wirbel-
schichttrocknung bei Verwendung der Trégermaterialien Maltodextrin und Zuckerpellets
in Form eines Sdulendiagrammes dargestellt. Dabei werden die Lebendzellzahlen von
L.plantarum in [KbE/g] vor der Trocknung als Bezugswert verwendet und entsprechen 100
%. Die zugehorigen Lebendzellzahlen in [KbE/g] nach der Trocknung sind zum Vergleich
mit aufgefithrt. Die Berechnungen zur Ermittlung der Lebendzellzahlen vor und nach der
Trocknung erfolgen mit den Gleichungen [3.5] und Liegen drei unabhéngig von-
einander durchgefiithrte Wirbelschichttrocknungsexperimente vor, erfolgt die Angabe und
Darstellung der Viabilitdten nach der Trocknung unter Beriicksichtigung der Messunsi-
cherheiten. Dafiir wird die Standardabweichung der ermittelten Lebendzellzahlen berech-
net und diese vom Mittelwert subtrahiert. Somit handelt es sich bei den dargestellten
Viabilitdten um die minimal erreichten Viabilitdten. Der Grund fiir dieses Vorgehen sind
die grolen Messunsicherheiten, die sich durch das angewandte Stapelplattenverfahren zur
Bestimmung der Lebendzellzahl ergeben.
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Abbildung 5.7: Viabilitdt von L.plantarum vor und nach der Wirbelschichttrocknung
bei Verwendung von Maltodextrin und Zuckerpellets als Trégermaterialien bei einer
Eindiisungszeit von 180 Minuten, T;, = 40 °C, ps,, = 4 bar, Mspr =270 g/h, ML,Maltodemm
= 85 kg/h und ML’ZUCkEwe”etS = 100 kg/h. Die Nachtrocknungszeit betrigt zehn Minuten

Aus Abbildung (5.7 geht hervor, dass die Viabilititen nach der Trocknung unabhéngig
vom verwendeten Triigermaterial erheblich sinken. Die Uberlebensrate von L.plantarum
nach der Trocknung auf dem Trigermaterial Maltodextrin betréigt 1,0 %. Bei Verwendung
des Trigermaterials Zuckerpellets wird eine Viabilitit von 0 % erreicht. Die Ermittlung
der Restwassergehalte fiir die getrockneten bioaktiven Granulate ergibt fiir die aus Malto-
dextrin bestehenden Granulate Werte in Hohe von 6,4 + 0,1% und fiir die aus Zucker-
pellets zusammengesetzten Granulate 1,3 + 0,1%. Die Wasseraktivitit der bioaktiven
Maltodextrin-Granulate betréigt 0,25+ 0, 2%, wohingegen fiir die bioaktiven Zuckerpellet-
Granulate die Wasseraktivitit nicht gemessen wurde.

60 Minuten Eindiisung

Fiir die Untersuchung des Einflusses der Eindiisungszeit auf die Viabilitéit nach der Wir-
belschichttrocknung von L.plantarum wird die anfingliche Eindiisungszeit in Anbetracht
der zuvor erreichten niedrigen Viabilitdten von 180 Minuten auf 60 Minuten herabgesetzt.
Zudem wird Laktose als weiteres Tragermaterial eingesetzt. Dariiber hinaus wird der Bak-
teriensuspension vor der Trocknung préaventiv ein Zellschutzstoff hinzugefiigt. Dafiir wer-
den 10 g von dem Schutzstoff Trehalose der Bakteriensuspension beigemischt. Die nun
mit Trehalose versehene Bakteriensuspension wird erneut mit einer Eindiisungsrate von
Msm = 270 g/h, einem Sprithdruck von pg,, = 4 bar und einer Gaseintrittstemperatur
von 40 °C 60 Minuten in die Anlage eingediist und zehn Minuten nachgetrocknet. Der
Gasmassenstrom variiert in Abhéngigkeit vom verwendeten Trigermaterial zwischen 75
und 100 kg/h. Die Prozessparameter sind in der Tabelle 5] aufgelistet. Die Viabilitdten
von L.plantarum bevor und nachdem sie 60 Minuten in die Wirbelschichtanlage eingediist
und 10 Minuten nachgetrocknet werden, bei Verwendung der jeweiligen Trégermaterialien
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Maltodextrin, Zuckerpellets und Laktose sowie des Zellschutzstoffes Trehalose, sind in der
Abbildung dargestellt.
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Abbildung 5.8: Viabilitdt von L.plantarum vor und nach der Wirbelschichttrocknung bei
Verwendung der Tragermaterialien Maltodextrin, Zuckerpellets und Laktose sowie des Zell-
schutzstoffes Trehalose bei einer Eindiisungszeit von 60 Minuten, T%;, = 40 °C, ps,, = 4 bar,
Mspr = 270 g/hv ML,Laktose =175 kg/h, ML,Maltodea:trin =85 kg/ha ML,Zuckerpellets = 100
kg /h. Die Nachtrocknungszeit betrigt zehn Minuten

Wie in Abbildung zu sehen ist, sinken die Viabilitdten von L.plantarum nach der Gra-
nulierung bei Verwendung von Maltodextrin, Zuckerpellets und Laktose unter Zuhilfenah-
me von Trehalose auf Werte < 10 % ab. Erfolgt die Trocknung von L.plantarum mit Malto-
dextrin als Trigermaterial und Trehalose als Schutzstoff, betriigt die Uberlebensrate 5 %.
Ahnlich niedrige Uberlebensraten werden durch den Einsatz der Zuckerpellets mit Treha-
lose in Hohe von 2 % und Laktose mit Trehalose in Hohe von 5 % erreicht. Die bioaktiven
Granulate weisen bei Verwendung von Maltodextrin und Trehalose nach der Trocknung
einen Restwassergehalt von 4,9 £ 0,1% auf. Im Falle des Gebrauches von Zuckerpellets
und Trehalose betrigt der Restwassergehalt 0,9 &+ 0,1%. Bei dem Einsatz von Laktose
und Trehalose liegt der Restwassergehalt bei 5,2 + 0, 1%. Wasseraktivitidtswerte liegen fiir
diese Proben nicht vor.

40 Minuten Eindiisung

In Anbetracht der geringen Viabilitdten von L.plantarum nach der Granulierung wird die
Eindiisungszeit ein weiteres Mal reduziert. In diesem Fall von 60 Minuten auf 40 Minuten.
Die Prozessparameter aus Tabelle Bl werden auch fiir diese Versuchsreihe beibehalten.
Auf Grund der niedrigen erreichten Viabilititen bei der Verwendung von Zuckerpellets,
wird auf dieses Tragermaterial in den nachfolgenden Experimenten verzichtet. Im Ge-
genzug findet als neues Trigermaterial ein Maltodextrin-Laktose Gemisch (1:1) fir die
Trocknung Anwendung. Dariiber hinaus bleibt der Zusatz des Zellschutzstoffes Trehalose
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erhalten.

In Abbildung werden die Viabilitdten von L.plantarum vor und nach der Wirbel-
schichttrocknung unter Verwendung der vorhergehend beschriebenen Trigermateri-alien
und Schutzstoffe aufgezeigt.
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Abbildung 5.9: Viabilitdt von L.plantarum vor und nach der Wirbelschichttrocknung bei
Verwendung des Zellschutzstoffes Trehalose und der Triigermaterialien Maltodextrin, Laktose
und dem Maltodextrin-Laktose Gemisch bei einer Eindiisungszeit von 40 Minuten, T, = 40
°C, Dspr = 4 bar, Mspr = 270 g/h, ML,Laktose =175 kg/h, ML,Malto—Lakto = 80 kg/h und
M L. Maltodextrin = 85 kg/h. Die Nachtrocknungszeit betrigt zehn Minuten

In Abbildung ist zu erkennen, dass sich die Viabilitdt von L.plantarum nach der Wir-
belschichttrocknung bei Verwendung von Maltodextrin und Trehalose im Vergleich zu den
vorher durchgefiihrten Experimenten um ein Vielfaches steigert. Dabei wird eine Viabilitat
von 64 % erzielt und der Restwassergehalt der hergestellten bioaktiven Granulate betrigt
5,1+ 0,2%. Die Viabilitdten fiir die aus Laktose und Trehalose sowie dem Gemisch aus
Maltodextrin-Laktose und Trehalose bestehenden L.plantarum Granulate weisen d&hnlich
niedrige Werte wie in den vorangegangenen Experimenten auf. Diese betragen 1 % fiir
Laktose+Trehalose und 2 % fiir das Gemisch und Trehalose mit den dazugehérigen Rest-
wassergehalten von 5,1 4 0, 1% beziehungsweise 5,0 4 0, 1%.

30 Minuten Eindiisung

Auf Grund der hohen Viabilitéiten, die durch den Einsatz von Maltodextrin und dem Zell-
schutzstoff Trehalose nach der Wirbelschichttrocknung in den vorhergehenden Versuchen
erreicht wurden, beschrénken sich die anschliefenden Experimente auf die Verwendung von
Maltodextrin als Trigermaterial. Im Folgenden wird unter Einbehaltung dieser Préamissen
und der Prozessparamter aus der Tabelle [5.1] als weiterer Zellschutzstoff Sorbitol getestet.
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Davon werden wiederholt 10 g des Schutzstoffes der Bakteriensuspension vor der Trock-
nung, wie in Kapitel B.5.3] beschrieben, hinzugegeben. Die Eindiisungszeit verkiirzt sich
ein weiteres Mal, in diesem Fall von 40 auf 30 Minuten.

In Abbildung sind die Viabilitdten von L.plantarum in Form eines Sdulendiagramms
vor und nach der Wirbelschichttrocknung unter Einsatz von Maltodextrin und der im
Voraus beschriebenen Schutzstoffe, Trehalose und Sorbitol, gegeniibergestellt. Bei den
dargestellten Ergebnissen handelt es sich bei jedem Versuch um drei unabhingig vonein-
ander durchgefithrte Wirbelschichttrocknungsexperimente. Die Viabilitdten werden durch
die vom Mittelwert subtrahierte Standardabweichung angegeben und dargestellt. Um die
Vergleichbarkeit mit den noch hinzukommenden Versuchen zu gewihrleisten, werden diese
Angaben und Darstellungen in den nachfolgenden Experimenten beibehalten.

100
30 min
Eindiisen
80 P
&,
.5‘“ 60 e
>
:§
:-—: 40 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
s
>
20 4R [
O | I
vorher nachher vorher nachher
Maltodextrin+Trehalose Maltodextrin+Sorbitol

Abbildung 5.10: Viabilitéit von L.plantarum vor und nach der Wirbelschichttrocknung bei
Verwendung von Maltodextrin als Triagermaterial und der Zellschutzstoffe Trehalose sowie
Sorbitol bei einer Eindiisungszeit von 30 Minuten, T, = 40 °C, pgpr = 4 bar, Mspr = 270
g/h, ML,Maltodwtrm = 85 kg/h. Die Nachtrocknungszeit betrégt zehn Minuten (n = 3)

Aus Abbildung 5. T0wird deutlich, dass nach der Wirbelschichttrocknung unter Einsatz von
Maltodextrin sowie der beiden Zellschutzstoffe Trehalose und Sorbitol hohe Viabilitéten
von L.plantarum erreicht werden. Unter Zuhilfenahme von Maltodextrin und Trehalose
werden Viabilitéiten in Hohe von 58 % mit einem Restwassergehalt von 4,5 4+ 0,2 % und
einer Wasseraktivitdt von 0,13 + 0,01 % erzielt. Hingegen fithren die Verwendung von
Maltodextrin und Sorbitol in den Experimenten zu Viabilitéiten von 28 %, Restwasserge-
halten von 4,8 + 0,4 % und Wasseraktivitéiten von 0,14 + 0,01 %.

20 Minuten Eindiisung

Beziiglich der hohen Uberlebensraten von L.plantarum, die in den vorhergehenden Expe-
rimenten erreicht wurden, wird in den nachfolgenden Versuchen, unter Einbehaltung der
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bisherigen Prozessparametereinstellungen aus Tabelle 5.1 sowie des Schutzstoffes Sorbi-
tol und des Tragermaterials Maltodextrin, die Eindiisungszeit ein weiteres Mal von 30
Minuten auf 20 Minuten reduziert. Zur Untersuchung des Einflusses von Sorbitol als
Schutzstoff werden obendrein Versuche durchgefiihrt, bei denen Maltodextrin weiterhin
als Tragermaterial genutzt, jedoch auf die Zugabe des Zellschutzstoffes Sorbitol verzichtet
wird. Die Ergebnisse aus den Wirbelschichttrocknungsexperimenten von L.plantarum mit
den nach der Trocknung erreichten Viabilitéiten zeigt die Abbildung G111
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Abbildung 5.11: Viabilitdt von L.plantarum vor und nach der Wirbelschichttrocknung bei
Verwendung von Maltodextrin und Sorbitol sowie Maltodextrin ohne Schutzstoff bei einer
Eindtisungszeit von 20 min, Te;, = 40 °C, pep, = 4 bar, Mgpr = 270 g/h, MMaltodemtrm =85
kg /h. Die Nachtrocknungszeit betrigt zehn Minuten (n = 3)

Aus Abbildung[BE.ITlgeht hervor, dass sich bei einer Eindiisungszeit von 20 Minuten &hnlich
hohe Uberlebensraten nach der Trocknung unabhingig von der Zugabe des Schutzstoffes
Sorbitol ergeben. Diese liegen bei der Trocknung von L.plantarum unter Zuhilfenahme
von Maltodextrin und Sorbitol bei 42 %. Der Restwassergehalt dieser bioaktiven Gra-
nulate weist nach der Trocknung einen Wert von 4,6 + 0,3% auf. Die Wasseraktivitit
betriagt 0,13 £+ 0,02%. Ohne Zugabe eines Zellschutzstoffes werden nach der Trocknung
Uberlebensraten von L.plantarum in Hohe von 37 % erzielt. Der Restwassergehalt dieser
Proben ist 5,7 £+ 0,2% und die Wasseraktivitéit betriagt 0,17 £ 0,02%.

5.2.3 Zusammenfassung der Trocknungsergebnisse

Der Einfluss der Wirbelschichttrocknung auf die Zellviabilitéit in Abhéngigkeit von der
Eindiisungszeit, den verwendeten Tragermaterialien und Schutzstoffen mit den dazugehorigen
Wassergehalten und -aktivitéten ist in Tabelle dargestellt.
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Tabelle 5.3: Einfluss der Wirbelschichttrocknung auf die Viabilitdt, den Wassergehalt und
die Wasseraktivitit von L.plantarum

teind [min] n  Triagermaterial Schutzstoff Via,[%] X, [%] aw [-]
180 1 Maltodextrin - 1 6,4 0,25
1 Zuckerpellets - 0 1,3 n.b.

60 1 Maltodextrin Trehalose 5 4.9 n.b.
1 Zuckerpellets Trehalose 2 0,9 n.b.

1 Laktose Trehalose 5 5,2 n.b.

40 1 Maltodextrin Trehalose 64 5,1 0,20
1 Laktose Trehalose 1 5,1 n.b.

1 Malto/Laktose  Trehalose 2 5,0 n.b.

30 3  Maltodextrin Trehalose 58 4.5 0,13
3  Maltodextrin Sorbitol 28 4,8 0,14

20 3  Maltodextrin Sorbitol 42 4,6 0,13
3  Maltodextrin - 37 5,7 0,17

In der Tabelle 5.3]ist zu erkennen, dass sich mit abnehmenden Eindiisungszeiten die Viabi-
litdten von L.plantarum erhohen. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen von anderen
Autoren, welche eine kurze Verweilzeit der Bakterien empfehlen. Diese Erkenntnis kann
damit begriindet werden, dass die Zellen auf Grund der verkiirzten Prozessbedingungen
den thermischen, osmotischen, oxidativen und mechanischen Belastungen in der Wirbel-
schicht in geringerem Mafle ausgesetzt sind.

Damit die thermischen Belastungen weitestgehend minimiert werden, wurden die Granu-
lierungen bei niedrigen Temperaturen innerhalb der natiirlichen Wachstumsgrenzen von
L.plantarum durchgefiihrt. Wie aus der Abbildung [5.4] hervorgeht, liegen die Temperatu-
ren in der Wirbelschicht wiahrend des Granulierungs- und Trocknungsprozesses zwischen
28 und 38 °C. Laut [Lievense (1991) werden Zellschédigungen, die bei der Wirbelschicht-
trocknung von L.plantarum bis zu einer Trocknungstemperatur von 50 °C auftreten, nicht
auf thermische Beanspruchung sondern viel mehr auf die Dehydrierung zuriickgefiihrt.
Somit koénnte der Viabilitdtsverlust von L.plantarum fiir die im Rahmen dieser Arbeit
durchgefithrten Wirbelschichttrocknungsexperimente gleicherweise auf die Dehydrierung
bezogen werden. Dabei ist von groflem Interesse, in welcher Phase, ob wahrend der Gra-
nulierung oder der Nachtrocknung, die Zellschiaden am grofiten sind. Mit dieser Thematik
beschiftigten sich unter anderem |[Bayrock and Ingledew (1997b) in ihrer Arbeit zum The-
ma Wirbelschichttrocknung von Hefezellen. Sie gewannen die Erkenntnisse, dass bei der
Trocknung der Hefen unterhalb von 50 °C die Dehydrierung verantwortlich fiir den Viabi-
litdtsverlust sei, wobei der grofite Verlust im zweiten Trocknungsabschnitt zu verzeichnen
war. Diese Beobachtungen kénnen im Falle der hier gewonnenen Ergebnisse nicht oh-
ne Weiteres bestéitigt werden. Die Ursache dafiir sind die hohen Viabilitdtsverluste von
L.plantarum bei einer Eindiisungszeit von 180 Minuten, einer zehnminiitigen Nachtrock-
nungszeit und der Verwendung von Maltodextrin als Trigermaterial. Im Gegensatz dazu
werden bei gleichbleibender Nachtrocknungszeit, Tréagermaterial und Prozessbedingungen
einzig durch die Verringerung der Eindiisungszeit von 180 auf 20 Minuten deutlich gerin-
gere Verluste in den Lebendzellzahlen ermittelt. Daher wird angenommen, dass bei langen
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Prozesszeiten Zellmembran- und Proteinschiden bereits wiahrend der Granulierung auf-
treten.

Griinde fiir Zellmembran- und Proteinschéiden kénnten Briiche in der Membran sein, die
durch zu hohe Trocknungsraten hervorgerufen werden. Proteinschidden entstehen durch
den Entzug der Hydrathiille, wodurch sich die Konformation dieser &ndert und damit
inbegriffen die Funktionalitdt verloren geht. Weitere Ursachen konnten Scherbeanspru-
chungen in der Wirbelschicht durch das Zirkulieren der Materialien sein. Dadurch kann es
zu Schidigungen der Zellmembran der Bakterien kommen. Die Dauer der Scherbeanspru-
chung kénnte mit dem Viabilitatsverlust bei hohen Verweilzeiten von 180 Minuten erklért
werden.

Vermutlich dndert sich dies ab einer Prozesszeit von 40 Minuten. Bei Verwendung von
Maltodextrin und dem Schutzstoff Trehalose werden nach der 40 miniitigen Eindiisung
deutlich hohere Viabilitdten von 64 %, im Vergleich zu 5 % bei der sechszigminiitigen
Eindiisung unter Beibehaltung der gleichen Tréger- und Schutzstoffe sowie Nachtrock-
nungszeit erreicht. Diese Erkenntnis trifft jedoch nur auf Maltodextrin zu. Bei Verwendung
von Laktose wurden dhnlich niedrige Viabilitéiten wie nach der 60 miniitigigen Eindiisung
erreicht. Es ist schwierig dafiir Griinde zu finden, da sowohl die Prozesseinstellungen als
auch die Wassergehalte der bioaktiven Granulate nach der Trocknung identisch waren. Le-
diglich der Gasmassenstrom variierte in Abhéngigkeit vom Tragermaterial und lag fiir die
Experimente mit Laktose bei M L. Laktose = 75 kg/h unterhalb von denen mit Maltodextrin
bei M L Maltodeztrin = 85 kg/h. Dadurch kénnen erhohte Trocknungsgeschwindigkeiten, die
zu Zellschédden fithren, ausgeschlossen werden. Da es sich bei den durchgefiihrten Wir-
belschichttrocknungsexperimenten jeweils um eine Einfachbestimmung handelt, kénnten
Unterschiede der Uberlebensraten durch Fehler bei der Bestimmung der Lebendzellzah-
len auftreten. Demnach miissten diese Ergebnisse durch Mehrfachbestimmungen evaluiert
werden.

Zunéchst wurde geschlussfolgert, dass sich durch die verkiirzte Prozesszeit und Zugabe des
Zellschutzstoffes Trehalose die Uberlebensrate von L.plantarum verbessert. Die Zugabe
von Sorbitol konnte die Erwartung anfénglich bestétigen. Die Verwendung von Schutz-
stoffen sollte dem Zweck dienen, die Bakterien wihrend der Trocknung zu schiitzen. Im
Rahmen dieser Arbeit wurden Wirbelschichttrocknungen mit den beiden unterschiedlichen
Schutzstoffen Trehalose und Sorbitol durchgefiihrt. Auf diese Weise wurde untersucht, wel-
chen Einfluss die jeweiligen Schutzstoffe auf die Uberlebensrate von L.plantarum haben.
Sowohl die gleichen Prozessparameter als auch das gleiche Trigermaterial Maltodextrin
wurden verwendet. Die Eindiisungszeit betrug 30 Minuten und die Nachtrocknungszeit
wiederholt zehn Minuten. In diesen Experimenten konnten hohe Viabilitdten nach der
Trocknung erreicht werden. Die Trocknung unter Zuhilfenahme von Trehalose erreichte da-
bei eine Viabilitidt von 58 %. Hingegen konnte durch die Zugabe des Schutzstoffes Sorbitol
nur eine deutlich geringere Viabilitdt von 28 % erzielt werden. Demnach scheint Trehalose
die Zellen wiahrend der Trocknung besser zu schiitzen. Ein Grund dafiir konnte in der bes-
seren Stabilisierung der Zellmembran liegen, da Trehalose wiahrend der Trocknung mit den
polaren Kopfgruppen der Phospholipide der Zellmembran interagiert. Sorbitol hingegen
wirkt als Antioxidant und verhindert dadurch Lipidoxidationen wihrend der Trocknung.
Auf Grund der kurzen Prozesszeiten scheint der oxidative Einfluss keine Schiden nach sich
zu ziehen.
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Da jedoch parallel zur Zugabe der Schutzstoffe die Eindiisungszeit verringert wurde, konn-
ten nur Vermutungen zum FEinfluss der Schutzstoffe gemacht werden. Dies dnderte sich
durch die letzte Versuchsreihe. In dieser wurden die Ergebnisse aus den Versuchen mit
den kiirzesten Eindiisungszeiten von 20 Minuten sowie der zehnminiitigen Nachtrocknungs-
zeit unter Zuhilfenahme von Maltodextrin als Tragermaterial sowie des Zellschutzstoffes
Sorbitols und ohne Verwendung eines Zellschutzstoffes miteinander verglichen. Fiir die
Trocknung von L.plantarum unter Einsatz von Maltodextrin und Sorbitol wurden Viabi-
litdten in Hohe von 42 % erzielt, wohingegen bei der Trocknung ohne Verwendung von
Sorbitol die Uberlebensrate 37 % betrug. Aus diesen Untersuchungen geht somit her-
vor, dass die Zugabe von Sorbitol keinen zusétzlichen, schiitzenden Effekt auf die Zellen
nach der Trocknung hat, sondern einzig die Reduzierung der Eindiisungszeit verantwort-
lich fiir die hoheren Uberlebensraten ist. Auch andere Forschungsgruppen berichten von
dhnlichen Ergebnissen. So wurde gleichermaflen von der Arbeitsgruppe um Carvalho et
al. (2002) herausgefunden, dass die Zugabe der Zellschutzstoffe Sorbitol, Inositol, Tre-
halose und Fruktose vor der Gefriertrocknung von L.plantarum keinen Einfluss auf die
Uberlebensrate nach der Trocknung hat. Dies steht jedoch im Widerspruch zu zahlreichen
anderen Arbeiten (Strasser et al., 2009)), (Semyonov et al., 2010)), (Foerst et al., 2012)), wel-
che sowohl Trehalose als auch Sorbitol als wichtige Zusatzkomponenten bei der Trocknung
von Milchsdurebakterien erkldren.

Wie aus der Tabelle B3] zu erkennen ist, werden mit den hier angewandten Prozessbe-
dingungen nach der Wirbelschichttrocknung Wasseraktivitdten zwischen 0,13 und 0,25
erzielt. Damit liegen diese Werte innerhalb des fiir Lebensmittel empfohlenen Bereichs
(Teixeira et al., 1995), (Mille et al., 2004), (Chévez and Ledeboer, 2007). Dies gilt im
gleichen Mafe fiir die Wassergehalte, welche unterhalb von 5 % liegen sollten. Ausnahmen
bilden dabei die bioaktiven Granulate, welche ohne Zugabe eines Schutzstoffes getrocknet
wurden. In diesem Fall handelt es sich um jene Experimente, bei denen Maltodextrin als
Tréagermaterial verwendet wurde und die jeweiligen Eindiisungszeiten 20 und 180 Minuten
betrugen. Auffillig dabei ist, dass bei diesen Versuchen die Wassergehalte bei vergleichba-
ren Trocknungsbedingungen weitaus grofler als 5 % waren. Der Einfluss der Schutzstoffe
wird erst hier deutlich. Es wird angenommen, dass die Ursache fiir die niedrigeren Was-
sergehalte in den bioaktiven Granulaten bei den verwendeten Schutzstoffen liegt. Diese
besitzen die Fahigkeit, als Wasserersatz zu fungieren und sind in der Lage strukturelle
Wassermolekiile in der Zellmembran und den Proteinen zu ersetzen. Dies fiihrt zu einer
Verringerung des Wassergehaltes in der Probe, was sich in den hier gewonnenen Ergeb-
nissen widerspiegelt. Die Verringerung des Restwassergehaltes in der Probe kénnte somit
einen positiven Einfluss auf die Lagerfdhigkeit der bioaktiven Granulate haben. Der Zu-
sammenhang zwischen reduziertem Wassergehalt und der Lagerfahigkeit wird im spéteren
Verlauf der Arbeit dargelegt und diskutiert. Zuvor jedoch werden die simulierten Ergeb-
nisse gezeigt, welche mit Hilfe des Wirbelschichttrocknungs- und Inaktivierungsmodells
gewonnen wurden. Diese werden mit den zuvor vorgestellten experimentellen Daten aus
der Wirbelschichttrocknung und den erreichten Viabilitidten verglichen.
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5.3 Vergleich Experiment und Simulation

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte festgestellt werden, dass verkiirzte Eindiisungs-
zeiten bei gleichbleibender Nachtrocknungszeit zu geringeren Zellmembran- und Prote-
inschiden fithren. Somit wird angenommen, dass die wihrend der Eindiisung auftreten-
den Viabilitdtsverluste gering und daher nicht von Bedeutung sind. Bayrock and Ingle-
dew (1997b) bestitigten in ihrer Arbeit diese Annahme. Aus diesem Grund wird davon
ausgegangen, dass die Viabilitdtsverluste vor allem bei der Nachtrocknung auftreten. Da-
durch erfolgt die Simulation der Wirbelschichttrocknung und Inaktivierung der Mikroor-
ganismen ausschliefflich fiir diesen Abschnitt.

Die Validierung des im Kapitel @ vorgestellten Wirbelschichttrocknungs- und Inaktivie-
rungsmodells wird anhand von experimentell ermittelten Daten vorgenommen. Zur Priifung
werden die Experimente herangezogen, bei denen die Eindiisung der Bakterien auf Malto-
dextrin unter Zuhilfenahme von Sorbitol 20 Minuten und die Nachtrocknung zehn Minuten
erfolgten. Die Simulationsparameter entsprechen den Prozessparametern und sind in der
Tabelle 5.4 aufgelistet.

Tabelle 5.4: Parameter fiir die Simulation zur Validierung des Modells anhand der Nieder-
temperaturgranulierung von L.plantarum, * Meerdink et al. (1991)

Parameter Symbol Maltodextrin+Sorbitol ~ Einheit
Durchmesser Partikel dp 0,27-1073 [m]
Bettmasse Mped 1 [ke]
Dichte Partikel Pp 1530 [kg/m?]
Wiérmekapazitit Partikel p 15007 [J/kg - K]
Kritische Feuchte Partikel Xier 0,05 [kg/kg]
Gleichgewichtsfeuchte Xai 0,043 [ke/kg]
Gasmassenstrom My, 85 [kg/h]
Eintrittsbeladung Gas Yein 0,8 [g/kg]
Eintrittstemperatur Gas Dein 40 [°C]
Eindiisungsrate Bakteriensuspension M, 270 [g/h]
Temperatur Umgebung Ju 25 [°C]
Durchmesser der Wirbelschicht d App 0,185 [m]
Masse Apparatewand M App 20 [ke]
Wairmekapazitdt Wand cw 450 [J/kg - K]
Diskretisierungsparameter q 50 -]

Die Werte fiir die kritische und Gleichgewichtsfeuchte wurden ausgehend von einer Schiit-
tungsmessung im Trockenschrank durch die beiden Werte angepasst. Die Ergebnisse aus
der Simulation und der Messung sind in den folgenden Abbildungen dargestellt. Dabei
beschréankt sich, wie bereits oben erwihnt, die Simulation auf den zehnminiitigen Nach-
trocknungsbereich. Dargestellt in den Abbildungen G.12] und .14 sind die Verlaufe
der Temperatur-, Gas- und Produktfeuchte.
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Abbildung 5.12: Darstellung der Simulationsergebnisse des Warmeiibergangs am Beispiel
der Trocknung von L.plantarum bei Verwendung von Maltodextrin und Sorbitol
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Abbildung 5.13: Darstellung der Simulationsergebnisse des Stoffiibergangs am Beispiel der
Trocknung von L.plantarum bei Verwendung von Maltodextrin und Sorbitol
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Abbildung 5.14: Darstellung der Simulationsergebnisse des Stoffilbergangs am Beispiel der
Trocknung von L.plantarum bei Verwendung von Maltodextrin und Sorbitol

In den Abbildungen ist zu erkennen, dass zwei Simulationsergebnisse mit den Messda-
ten verglichen werden. Der Unterschied in den Simulationsverléufen ergibt sich auf Grund
von verschiedenen berechneten Warme- und Stoffiibergangskoeffizienten. Die Koeffizienten
wurden mit Hilfe der Sherwood-Zahl nach |Gnielinski (1980)| bestimmt. In der Berechnung
der Sherwood-Zahl gehen die dimensionslosen Kennzahlen Reynold (Re) und Schmidt (Sc)
ein. Dabei wird durch die Reynolds-Zahl das Strémungsverhalten in der Wirbelschicht
beschrieben, wohingegen die Schmidt-Zahl eine Kennzahl fiir die Stoffiibertragung (Diffu-
sion) zwischen den Partikeln und der Luft darstellt. Die Beziehungen zueinander sind im
Anhang dieser Arbeit aufgefiihrt.

Wie aus den oben dargestellten Abbildungen zu erkennen ist, stimmen die Simulationser-
gebnisse bei Verwendung der Sherwood-Zahl nach |Gnielinski (1980)| nicht mit den Mess-
ergebnissen {iberein. Der Grund dafiir liegt in der ermittelten Sherwood-Zahl, die zu grofl
kalkuliert wurde. Dadurch ergeben sich gréflere Wéarme- und Stoffiibergangskoeffizienten,
welche sich in den oben gezeigten Verldufen widerspiegeln. Demzufolge sinkt die Tempe-
ratur der Luft wihrend der Eindiisung stirker ab, als es bei den tatséchlichen Messergeb-
nissen der Fall ist. Auf Grund des stiarkeren Abfalls wird die Nachtrocknungszeit in den
nachfolgenden Simulationsergebnissen bei einer niedrigeren Temperatur in Héhe von 24 °C
begonnen. In diesem Zusammenhang werden die gleichen Beobachtungen fiir die Gasfeuch-
te gemacht. Diese liegt deutlich unter denen aus den Messergebnissen. Die Ursache dafiir ist
erneut auf die zu hoch kalkulierte Sherwood-Zahl zuriickzufithren. Dariiber hinaus zeichnet
sich durch den grofieren Stoffiibergangskoeffizienten zwischen den Partikeln und der Luft
eine schnellere Abnahme der Produktfeuchte ab. Somit ist keine gute Ubereinstimmung der
Simulations- und Messdaten gegeben. |Groenewold and Tsotsas (1997)|zeigten, dass sich die
Sherwood-Zahl nach |Gnielinski (1980)| bei hoher Riickvermischung der Luft und groflen
Reynolds-Zahlen lediglich zur Beschreibung der Wérme- und Stoffiibergéinge im ersten
Trocknungsabschnitt eignet. Jedoch stellte sich heraus, dass sie bei niedrigen Reynolds-
Zahlen im zweiten Trocknungsabschnitt nicht anwendbar ist. Dies kann durch das im
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Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Experiment bestétigt werden. Aus den Berechnun-
gen geht eine Reynolds-Zahl in Hohe von zehn hervor, welche im niedrigen Reynolds-
Zahlenbereich angesiedelt ist. Um die Prozesse genauer beschreiben zu kénnen und die
Stoff- beziehungsweise Warmeiibergénge auch bei geringen Reynolds-Zahlen zu erfassen,
modifizierten |Groenewold and Tsotsas (1999)|die Sherwood-Zahl von Gnielinski (Shgnie)-
Auf diese Weise entstand die scheinbare (apparent) Sherwood-Zahl (Sheyy,), welche ein
wichtiger Bestandteil des in dieser Arbeit erstellten Wirbelschichttrocknungsmodells ist.
Die scheinbare Sherwood-Zahl wird mit der Gleichung

Shapp = (51)

ReoScl . AyH Shgnie
A H ReoSc

ausgedriickt. Dank dieser Erweiterung kann eine kleinere Sherwood-Zahl berechnet wer-
den, wodurch sich die Stoff- und Warmeiibergangskoeffizienten verkleinern. Im Hinblick
auf die bisherigen Abweichungen bedeutet das, dass diese dadurch kompensiert werden
konnen und sich die Simulationsergebnisse den Messergebnissen deutlich ann&hern.

Eine weitere fiir das Modell wichtige Berechnungsgrofle ist die normierte Trocknungskur-
ve. Diese wurde eingangs in dem Abschnitt 2.2.1] beschrieben. Fiir die Simulation der
Partikelfeuchte im zweiten Trocknungsabschnitt wird auf die Berechnung der normierten
Trocknungskurve des Einzelpartikels zuriickgegriffen. Der Grund dafiir ist die damit ver-
bundene Beriicksichtigung aller limitierenden Widerstdnde im Partikelinneren. Da es sich
bei den durchgefithrten Experimenten um eine Schiittung und nicht um ein Einzelpartikel
handelt, wurden die experimentell ermittelten Trocknungskurven aus der Wirbelschicht,
in Anlehnung an die Herangehensweise von Tsotsas (1994) und |Groenewold (2004), auf
die Trocknungskurven des Einzelpartikels zuriickgerechnet. Haufig wird zur Vereinfachung
der Berechnung der normierten Trocknungskurve bei der Modellierung von einer mon-
odispersen Schiittung ausgegangen. Jedoch liegt bei der Wirbelschichttrocknung der Mi-
kroorganismen unter Zuhilfenahme des Tragermaterials Maltodextrin keine monodisperse
Schiittung vor. Aus diesem Grund wird zusétzlich die von |Cunéus et al. (2008) vorgeschla-
gene Gleichung

. p-n
v(n) = T+np—1) (5.2)

zur Beriicksichtigung einer polydispersen Schiittung fiir die Formulierung der normierten
Trocknungskurve verwendet. Der Parameter p steht hierbei fiir den Anpassungsparameter,
mit dessen Hilfe die Trocknungskurve der Schiittung auf Werte fiir eine Trocknungskurve
fiir Einzelpartikel zuriickgerechnet werden kann.

In der Abbildung (.14l ist ersichtlich, dass durch die Verwendung von Shgy, und der
Riickrechnung auf die normierte Trocknungskurve der Einzelpartikel, unter Beriicksichti-
gung des Anpassungsparameters p = 0,025, gute Ubereinstimmung zwischen den Mess-
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und Simulationsergebnissen vorherrscht. Dadurch konnten die Verldufe der experimentel-
len Daten erfolgreich mit Hilfe des Wirbelschichttrocknungsmodells abgebildet werden.

Die aus dem Modell gewonnenen Simulationsdaten zum Temperaturverlauf dT/dt und
der zeitlichen Anderung der Partikelfeuchte dX/dt stehen nun fiir das Inaktivierungsmo-
dell zur Verfiigung. Wie bereits in dem Abschnitt beschrieben, miissen zum Einen
zur Berechnung der Inaktivierung die Anderung der Lebendzellzahlkonzentration iiber die
Produktfeuchte bei konstanter Temperatur und zum Anderen die Anderung der Lebend-
zellzahlkonzentration iiber die Trocknungstemperatur bei konstantem Wassergehalt be-
stimmt werden. Da das Konstanthalten der Temperatur und Partikelfeuchte in der Wirbel-
schicht auf Grund von kontinuierlichen Stoff- und Warmeiibergéngen nicht zu realisieren
ist, wurden Exsikkator- und Trockenschrankversuche durchgefiihrt. Damit wihrend dieser
Versuchsreihe keine unkontrollierten Viabilitéitsverluste auftreten, wurden die bioaktiven
Granulate zunéchst in Exsikkatoren bei 4 °C gelagert, bis sich ein Feuchtegleichgewicht
zwischen der Probe und der Umgebung einstellte. Die Vorgehensweise ist detailliert in dem
Abschnitt beschrieben. Zum Einstellen des Feuchtegleichgewichtes wurde das Salz
Kaliumacetat verwendet. Dieses wurde bewusst eingesetzt, da der sich in den Granulaten
einstellende a,,-Wert etwa dem des Prozesses in der Wirbelschicht nach der Trocknung
entspricht. Nach Erreichen des Gleichgewichtes betrégt der a,,-Wert in dem Granulat 0,23
und es wurde ein Wassergehalt von 0,045 gm,0/9rs gemessen. Im Anschluss erfolgte die
Trocknung der Granulate im Trockenschrank bei 30, 40 und 50 °C fiir zehn Minuten. In
regelméfigen Abstdnden wurden zeitgleich Proben entnommen, bei denen zum Einen die
Lebendzellzahl und zum Anderen der Restwassergehalt bestimmt wurde. Die Ergebnisse
der Untersuchungen zur Anderung der Lebendzellzahlkonzentration in Abhingigkeit des
durch die Trocknung hervorgerufenen Wasserverlustes werden in der Abbildung ge-
zeigt. Dabei wird der natiirliche Logarithmus der Lebendzellzahlkonzentration zu einem
bestimmten Zeitpunkt wihrend der Trocknung A auf die Lebendzellzahlkonzentration zu
Beginn der Trocknung A(0) gebildet und dieser iiber die Produktfeuchte des Granulates
dargestellt. Aus den Regressionsgeraden konnen die Geschwindigkeitskonstanten der In-
aktivierung kx, hervorgerufen durch den Wasserverlust, bei den jeweiligen Temperaturen
30, 40 und 50 °C bestimmt werden.
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Abbildung 5.15: Bestimmung der Inaktivierungkonstanten kx aus den Trockenschrankex-
perimenten

Wie in der Abbildung zu erkennen ist, nehmen die Lebendzellzahlen mit kleiner wer-
dendem Wassergehalt ab. Dabei ist eine stérkere Abnahme mit gréfier werdender Tempe-
ratur zu verzeichnen. Die Bestimmung der Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstanten bei
gleichbleibender Produktfeuchte fiir unterschiedliche Temperaturen erfolgt unter der zuvor
erlauterten Herangehensweise. Dazu dient die Darstellung des natiirlichen Logarithmu-
ses der normierten Lebendzellzahlkonzentration iiber der Temperatur bei gleichbleibender
Partikelfeuchte. Bei der Betrachtung der Abbildung ist ersichtlich, dass die Lebend-
zellzahlen mit steigender Temperatur abnehmen. Die aus diesen Versuchen ermittelten
Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstanten k7 und kx sind in Tabelle 5.5l zusammengefasst.
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Abbildung 5.16: Bestimmung der Inaktivierungkonstanten kr aus den Trockenschrankex-
perimenten

Tabelle 5.5: Ermittelte Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstanten kx und krp

Temperatur T [°C] Wassergehalt X [gmo0/9rs] kx [[|  kr [1/K]

30 0,045 - 0,037 183,5 _

40 0,045 - 0,036 255,1 .

50 0,045 - 0,037 355,6 _
30-50 0,040 - -0,0689

Wie aus der Tabelle hervorgeht, konnten mit Hilfe der Trockenschrankversuche zum
Einen die Inaktivierungskonstanten fiir die Dehydrierung und zum Anderen jene fiir die
thermische Inaktivierung bestimmt werden. Dabei stellte sich heraus, dass bei einer Trock-
nungstemperatur bis zu 50 °C die Inaktivierungskonstante bei einem Wassergehalt von X
= 0,040 gp20/g7s einen geringen Wert in Héhe von kr = -0,0689 1/K aufweist. Multipli-
ziert man diesen Wert mit einer Temperaturédnderung von beispielsweise 20 K wéhrend
eines Trocknungsprozesses, so ist das Ergebnis viel kleiner als die mit einer Feuchtege-
haltsénderung von, zum Beispiel 0,05 multiplizierten Werte von kx, welche bei Tempe-
raturen zwischen 30 und 50 °C zu kx = 183,5 und 355,6 ermittelt wurden. Daher ist
ersichtlich, dass die Inaktivierung wahrend der Trocknung nicht auf die thermische Be-
anspruchung, sondern vielmehr auf die Dehydrierung zuriickzufiihren ist. Dies steht im
Einklang mit den Ergebnissen von Zimmermann (1987)| und Lievense (1991).

Fir die Simulation des Viabilitdtsverlustes von L.plantarum wéhrend der Trocknung,
wird unter Zuhilfenahme dieser Geschwindigkeitskonstanten und der Gleichung [4.29 die
Anderung der Lebendzellzahl iiber der Zeit berechnet. Dabei werden der kx-Wert = 255,1
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bei 40 °C und der kp-Wert = -0,0689 1/K an das Simulationsprogramm iibergeben, da
diese den experimentellen Arbeitsbereich am genauesten beschreiben. Die Simulations-
und Messergebnisse sind in der Abbildung 517 dargestellt.
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Abbildung 5.17: Mess- und Simulationsergebnisse zur Inaktivierung von L.plantarum, gra-
nuliert unter Zuhilfenahme von Maltodextrin und Sorbitol, wihrend der anschliefenden Trock-
nung

Wie aus der Abbildung 517 hervorgeht, stimmen die Simulationsergebnisse bei Verwen-
dung der scheinbaren Sherwood-Zahl sehr gut mit den Messdaten iiberein. Somit ist
es gelungen, die Wirbelschichttrocknung und die damit verbundene Inaktivierung von
L.plantarum mit Hilfe eines gekoppelten Wirbelschichttrocknungs- und Inaktivierungsmo-
dells zu erfassen. Der Vergleich der Ergebnisse mit denen von |Lievense (1991)| ist nicht
ohne Weiteres moglich. Der Grund dafiir ist die unterschiedliche Herangehensweise bei der
Durchfithrung der Trocknungsversuche. In der Arbeit von Lievense (1991) wurden vor der
Trocknung die Bakteriengranulate geformt und als Ganzes in der Wirbelschicht getrock-
net. Demnach ist die Verweilzeit der Bakterien in der Anlage gleich. Bei der Herangehens-
weise der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente werden die Bakterien
sukzessiv in die Wirbelschichtanlage eingediist, wodurch sich unterschiedliche Verweilzei-
ten ergeben. Ausschlieflich in der Nachtrocknungszeit befinden sich alle Bakterien in der
Wirbelschicht. Dadurch ldsst sich lediglich dieser Zeitraum der Inaktivierung mit dem von
Lievense (1991)| vergleichen, wobei Schidigungen wihrend der Eindiisung nicht vollends
ausgeschlossen werden kénnen. Die Daten von Lievense (1991) werden im Anhang [A.4]
dieser Arbeit gezeigt.

5.4 Einfluss der Lagerung auf die Viabilitat

Fiir die Untersuchung des Einflusses geéinderter Prozessparameter, unterschiedlicher Tri-
germaterialien, Schutzstoffe und Lagerungsbedingungen auf die Zellviabilitit sowie La-
gerstabilitidt von L.plantarum werden direkt nach der Trocknung alle zuvor hergestellten
bioaktiven Granulate in Glasflaschen iiberfithrt und geschlossen bei 4 °C bzw. bei Raum-
temperatur gelagert. Die Lagerdauer betrégt mindestens sechs Monate. Die Ergebnisse aus
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diesen Lagerungsexperimenten werden in den nachfolgenden Abschnitten aufgezeigt. Die
Angaben in den Uberschriften beziehen sich auf die Versuchsreihen, welche in die jeweili-
gen Eindiisungszeiten unterteilt sind. Bei der Darstellung der Ergebnisse wird zum Einen
der Lebendzellzahlverlauf iiber den gesamten Lagerungszeitraum in KbE/g Granulat bei
Raumtemperatur und 4 °C aufgefithrt. Die Angabe KbE/g steht fiir die koloniebilden-
den Einheiten von L.plantarum je Gramm Granulat. In dieser Darstellung werden die
Lebendzellzahlen nach der Trocknung aufgefiihrt und stellen dabei den Startwert, zum
Lagerungszeitpunkt t = 0 Tage, dar. Zum Anderen wird in der zweiten Darstellungsform
der natiirliche Logarithmus der Lebendzellzahl nach einem bestimmten Lagerungszeitraum
bezogen auf jene direkt nach der Trocknung (N;/N;), unter Beriicksichtigung der unter-
schiedlichen Lagerungstemperaturen, gebildet. Mit Hilfe von Regressionsgeraden werden
die Inaktivierungskonstanten von L.plantarum in Abhéngigkeit von den oben genannten
Einflussgrofien ermittelt.

5.4.1 Einfluss von Trocknungsbedingungen, Lagerungstemperaturen und
Umgebungsfeuchten auf die Lagerstabilitét

180 Minuten Eindiisung

In diesem Lagerungsexperiment werden die Bakterien verwendet, die unter Zuhilfenahme
der Triagermaterialien Maltodextrin und Zuckerpellets ohne Zugabe eines Schutzstoffes in
der Wirbelschicht getrocknet wurden. Die Abbildung [5.18 stellt den Verlauf der Lebend-
zellzahlen N; von L.plantarum in KbE/g Granulat bei einer Lagerungstemperatur von 4
°C dar.

. 1,LE+10

E i s

£ A A 4 A

88 LEH08 e b A T
IS A
z t
=)

I - R s e e
Z
E‘ °
e T 2 B e e
o]
N 4

=]
8 $

B B e | e
— A 4 °C Maltodextrin 180 min Eindiisung

@ 4 °C Zuckerpellets 180 min Eindiisung
1,E+00 i i i : :
0 30 60 90 120 150 180

Lagerungszeit t [Tage]

Abbildung 5.18: Lebendzellzahlen N; von L.plantarum in KbE/g Granulat bei Verwendung
der Trigermaterialien Maltodextrin und Zuckerpellets bei einer Lagerungstemperatur von 4
°C tiber sechs Monate
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Die Abbildung zeigt, dass bei einer Lagerungstemperatur von 4°C die Lebendzell-
zahlen von L.plantarum bei Verwendung von Maltodextrin als Tragermaterial iiber den
gesamten Zeitraum einen konstanten Verlauf aufzeigen, und am Ende der Lagerung die
Anzahl der lebenden Zellen ca. 102 KbE/g betrigt. Der Restwassergehalt der bioaktiven
Granulate am Ende der Lagerungszeit ist vergleichbar mit dem Gehalt zu Beginn der La-
gerung. Dieser betrigt 6,3 + 0,1 %. Die Wasseraktivitit zu diesem Zeitpunkt weist einen
Wert von 0,27 + 0,02 % auf. Unterschiede ergeben sich im Verlauf der Lebendzellzahlen
der getrockneten L.plantarum Zellen bei Verwendung des Trigermaterials Zuckerpellets.
Von Beginn an sinkt die Lebendzellzahl von 10* auf 10! KbE/g Granulat. Nach einer
Lagerungszeit von 90 Tagen sind keine lebenden Zellen mehr vorhanden.

Der Einfluss von Raumtemperatur auf die Lagerfihigkeit von L.plantarum wird als Verlauf
der Lebendzellzahlen iiber sechs Monate in der Abbildung B.19] aufgezeigt.
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Abbildung 5.19: Lebendzellzahlen N; in KbE/g Granulat von L.plantarum bei Verwendung
der Triagermaterialien Maltodextrin und Zuckerpellets bei der Lagerung bei Raumtemperatur
iiber sechs Monate

Von Beginn an fallen bei beiden Lagerungsexperimenten wéihrend des gesamten Zeitrau-
mes, sowohl bei Verwendung des Triagermaterials Maltodextrin als auch unter Nutzung
der Zuckerpellets, die Lebendzellzahlen kontinuierlich ab. Im Fall der auf Maltodextrin
getrockneten L.plantarum Zellen sinkt die Lebendzellzahl von ca. 10 KbE/g Granulat
auf 10! KbE/g Granulat und erreicht nach 71 Tagen das Minimum. Nach diesem La-
gerungszeitraum konnen keine lebenden Zellen auf den Granulaten ermittelt werden. Der
Restwassergehalt der bioaktiven Granulate weist, nach Beendigung der Experimente, nach
90 Tagen Lagerung bei Raumtemperatur, einen Wert von X, = 6,4 + 0,1% auf mit einer
Wasseraktivitiat von 0,42 + 0,2.

Bei Betrachtung des Verlaufes der Lebendzellzahlen bei Verwendung des Trigermaterials
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Zuckerpellets ist zu erkennen, dass dieser dem vorher beschriebenen dhnelt. Dieser unter-
scheidet sich jedoch zum Vorhergehenden durch niedrigere Lebendzellzahlen. Die Lebend-
zellzahlen fallen stéirker ab. Nach 58 Tagen Lagerung konnten letztmalig lebende Zellen
auf den Granulaten gefunden werden. Nach dieser Zeit wird ein Restwassergehalt der bio-
aktiven Granulate von X, = 1,840, 1% ermittelt. Wasseraktivitéitswerte fiir diese Proben
liegen nicht vor.

Eine zweite Moglichkeit, die Lagerstabilitit getrockneter bioaktiver Granulate zu beschrei-
ben, wird durch die Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten k; realisiert. Diese steht
fiir die Inaktivierungsgeschwindigkeit wihrend der Lagerung, wie bereits im Abschnitt
erlautert. Die Geschwindigkeitskonstante wird durch lineare Regression der Lebend-
zellzahlen aus je einem Lagerungsexperiment fiir die jeweiligen Lagerungstemperaturen,
4°C und Raumtemperatur, iiber einen Zeitraum von sechs Monaten ermittelt. Die Ab-
bildung zeigt den Verlauf der Geschwindigkeitskonstanten der jeweils unter Zuhil-
fenahme von Maltodextrin und Zuckerpellets getrockneten L.plantarum Zellen bei einer
Lagerung von 4 °C.
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Abbildung 5.20: Natiirlicher Logarithmus der Lebendzellzahlen N; von L.plantarum
wéhrend der Lagerung, bezogen auf die Lebendzellzahl N; nach der Trocknung, bei Ver-
wendung der Trigermaterialien Maltodextrin und Zuckerpellets bei einer Temperatur von 4
°C iiber sechs Monate

In der Abbildung[B.20]ist zu erkennen, dass die auf Maltodextrin getrockneten L.plantarum
Bakterien bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C keinen signifikanten Viabilitdtsverlust
iiber den gesamten Lagerungszeitraum aufweisen. Es ist eher eine geringe Aktivitdtszunahme
zu verzeichnen, woraus sich fiir die Inaktivierungskonstante ein kleiner negativer Wert in
Hohe von k; afattodestrin = —0,021 Tage™! ergibt. Hingegen fillt bei den auf Zuckerpel-
lets getrockneten Zellen der natiirliche Logarithmus der Lebendzellzahlkonzentrationen
gleichméBig ab. Nach 58 Tagen Lagerung wird das Minimum der Lebendzellzahl erreicht.

101



Kapitel 5. — Ergebnisse und Diskussion

Die Inaktivierungskonstante fiir diesen Zeitraum betragt ki zyuckerpeitets = 0,141 Tage™!.

Demnach steigt die Inaktivierungsgeschwindigkeit bei Verwendung der Zuckerpellets im
Vergleich zu Maltodextrin. Ein Grund dafiir konnte in dem Wassergehalt der Zuckerpellets
liegen. Dieser liegt weitaus unter dem der Maltodextrin Granulate. Daher wird angenom-
men, dass die Zellmembran wéhrend der Trocknung auf Grund des gréfleren Wasserver-
lustes stirker beschédigt wurde. Inwieweit sich die Inaktivierungsgeschwindigkeit im Falle
der Lagerung bei Raumtemperatur und der vorhergenannten Tréagermaterialien veréndert,

ist in Abbildung [5.21] dargestellt.
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Abbildung 5.21: Logarithmus der Lebendzellzahlen N; von L.plantarum wéihrend der
Lagerung, bezogen auf die Lebendzellzahl N; nach der Trocknung, bei Verwendung der
Trégermaterialien Maltodextrin und Zuckerpellets bei Raumtemperatur iiber sechs Monate

Die Verldufe der Lebendzellzahlen bei Verwendung von Maltodextrin und Zuckerpellets in
Abbildung B.2T] #hneln sich. Die Lagerung bei Raumtemperatur d&uflert sich in einem konti-
nuierlichen Viabilitédtsverlust iiber den gesamten Lagerungszeitraum unabhéingig vom ver-
wendeten Tragermaterial. Durch den Einsatz von Zuckerpellts ist L.plantarum bei Raum-
temperatur maximal 58 Tage lagerfihig, unter Nutzung von Maltodextrin maximal 71
Tage. Die Inaktivierungsgeschwindigkeit der auf Maltodextrin getrockneten Zellen steigt
im Vergleich zur Lagerung bei 4 °C von -0,021 Tage™ " auf k; araitodestrin = 0,220 Tage™!.
Unter Verwendung von Zuckerpellets werden dhnlich hohe Werte wie im Falle der Lage-
rungsexperimenten bei 4 °C in Héhe von k; zyckerpeliets = 0,145 Tage™! erreicht. Die Ursa-
che fiir den grofien Viabilitatsverlust bei Verwendung von Maltodextrin liegt in den hohen
Wassergehalts- und -aktivitdtswerten. Diese fithren zu Phasen- und Zustandsénderungen
der Zellen, die mit Anderungen der molekularen Mobilitét einhergehen. Dadurch laufen
physikalische Reaktionen wieder ab und nichtenzymatische Braunungsreaktionen nehmen
zu. Diese fithren zu Abbaureaktionen in den Zellen und die Lebendzellzahlkonzentration
nimmt stetig ab. Im Hinblick darauf beobachteten Roos and Karel (1991b)|einen exponen-
tiellen Zusammenhang zwischen abnehmender Viskositdt und zunehmender molekularen
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Mobilitédt. Dieser findet sich in den Abbildungungen und 52T in Form der Abnahme
der Lebendzellzahlen wieder.

60 Minuten Eindiisung

Fiir die Untersuchung der Lagerstabilitdt von L.plantarum werden die erzeugten Granu-
late wieder bei 4 °C und Raumtemperatur gelagert und die Lebendzellzahlen iiber einen
Zeitraum von mindestens sechs Monaten bestimmt. Bei den Granulaten handelt es sich
um Maltodextrin-, Zuckerpellet- und Laktose-Granulate, die zusétzlich Trehalose als Zell-
schutzstoff enthalten. Die Ergebnisse aus den Lagerungsexperimenten bei 4 °C sind in der
Abbildung[5.22] zusammengefasst. Der Verlauf der Lebendzellzahlen N; in KbE /g Granulat
von L.plantarum ist iiber den gesamten Lagerungszeitraum dargestellt.
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Abbildung 5.22: Lebendzellzahl N; in KbE/g Granulat von L.plantarum bei Verwendung
des Zellschutzstoffes Trehalose und der Trigermaterialien Maltodextrin, Zuckerpellets und
Laktose bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C iiber eine Lagerungszeit von mindestens
sechs Monaten

Waihrend der Lagerung von L.plantarum bei 4 °C dhnelt sich der Verlauf der Lebend-
zellzahlen unabhéngig vom verwendeten Trigermaterial. Dieser ist iiber den gesamten
Lagerungszeitraum konstant. Am Ende der Lagerungszeit erreichen die aus Maltodextrin
bestehenden Granulate Wassergehalte in Hohe von X, = 4,940, 1% und die Zuckerpellet-
Granulate X, = 1,0+ 0,1%. Fiir die Laktose-Granulate liegen keine Werte vor.

Der Einfluss von hoheren Temperaturen bei Vorhandensein des Zellschutzstoffes Trehalose
auf die Viabilitat sowie die Lagerstabilitdt wird in der Abbildung aufgezeigt.

103



Kapitel 5. — Ergebnisse und Diskussion

_ LE+I12
= A RT Maltodextrin 60 min Eindiisung
=
§ @ RT Zuckerpellets 60 min Eindiisung
R = L) B e S e e ]
QD @ RT Laktose 60 min Eindiisung
= e
B2 1EH08 A A
= ® é
Z
T LEH06 b A e
<
N ]
o)
SOLER4
=
[
2 ®
9 LEH02 o B & T rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr
1,E+00 i t t t i f f

0 30 60 90 120 150 180 210 240
Lagerungszeit t [Tage]

Abbildung 5.23: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur iiber sechs Monate: Verlauf der
Lebendzellzahlen N; in KbE/g Granulat von L.plantarum unter Verwendung des Zellschutz-
stoffes Trehalose und der Trigermaterilaien Maltodextrin, Zuckerpellets und Laktose

Die Lagerung bei Raumtemperatur veréndert die Verldufe der Lebendzellzahlen. Mit zu-
nehmender Zeit sinken die Lebendzellzahlen, wobei der stéirkste Abfall bei Verwendung
von Laktose erreicht wird. Nach drei Monaten Lagerung weisen die bioaktiven Laktose-
Granulate eine Lebendzellzahl von 10! KbE /g auf, die im weiteren Verlauf auf null absinkt.
Die Ursache dafiir konnten hohe Wassergehalte der Granulate sein. Der Wasserentzug
wéhrend der Trocknung von Laktose fithrt zur Bildung von amorphen Strukturen. Diese
bestehen aus a-Laktose sowie §-Laktose und sind stark hygroskopisch. Durch die bei der
Lagerung auftretende Adsorption von Feuchtigkeit, welche bei Offnung der Glasflaschen
zur Probenentnahme stattfinden kann, geht die amorphe Laktose in o- Hydrat {iber und
es kommt zu Verklumpungen von Laktose und Proteinen. Dadurch verschlechtern sich die
Produkteigenschaften und es kann kein rieselfdhiges Produkt erzeugt werden. Zudem wirkt
sich die hohe Hygroskopizitit infolge der Wassergehaltszunahme negativ auf die Stabilitat
der Zellen aus. Wiederholt wird hier eine exponentielle Abnahme der Lebendzellzahlen
beobachtet, welche wiederum auf erhéhte molekulare Mobilitdten und geringere Visko-
sitdten hindeutet. Durch die Verwendung des Tridgermaterials Zuckerpellets verléngert
sich die Lagerfahigkeit von L.plantarum um einen Monat. Diese Granulate weisen einen
Restwassergehalt von X, = 1,1+ 0,1% auf. In Anbetracht des niedrigen Wassergehaltes
wird vermutet, dass wiederholt grofle Schiden durch den Entzug des Wassers der Zel-
len auftreten. Die hochste Lebendzellzahl wird bei Verwendung des Tragers Maltodextrin
unter Zuhilfenahme von Trehalose erreicht. Hierbei sinkt die Lebendzellzahl zwar konti-
nuerlich ab, sie weist aber am Ende des Experimentes dennoch einen recht hohen Wert
von 10 KbE/g Granulat auf. Der Restwassergehalt der Granulate erreicht einen Wert von
X, =4,8+0,1%. Dieser liegt im Stabilitdtsbereich von 5 %.

Die Abbildung .24 spiegelt den natiirlichen Logarithmus der Lebendzellzahlen N; wihrend
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der Lagerung bezogen auf die Lebendzellzahl nach der Trocknung N; bei 4 °C wider. In
dieser Darstellung wird durch lineare Regression der Messdaten der Verlust der Viabilitét
durch die Inaktivierungskonstante k; beschrieben. Als Trigermaterialien dienen, wie in
den vorhergehenden Experimenten, Maltodextrin, Zuckerpellets und Laktose sowie der
Zellschutzstoff Trehalose.
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Abbildung 5.24: Lagerungsexperiment bei 4 °C iiber sechs Monate: Natiirlicher Logarith-
mus der Lebendzellzahlen von L.plantarum wéhrend der Lagerung N; [KbE/g], bezogen auf
die Lebendzellzahl N; [KbE/g] nach der Trocknung, bei Verwendung der Trigermaterialien
Maltodextrin, Zuckerpellets, Laktose sowie des Schutzstoffes Trehalose

Aus der Abbildung[(5.24] geht hervor, dass durch die Wahl des verwendeten Trigermaterials
sowie des Zellschutzstoffes keine deutlich erkennbaren Abweichungen in Bezug auf den An-
stieg bei Verwendung von Maltodextrin und Laktose vorhanden sind. Dies unterscheidet
sich zu dem Verlauf der Lebendzellzahlen bei Verwendung von Zuckerpellets, bei dem
der Anstieg grofler ist. Es ergeben sich Inaktivierungskonstanten fiir L.plantarum un-
ter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Trégermaterialien von k; asaitodestrin = -0,016
Tage™, ki zuckerpetiets = -0,036 Tage™ und k; paktose = -0,011 Tage™!. Der Einfluss
hoherer Temperaturen auf die Lagerstabilitit von L.plantarum ist in der Abbildung [(.23]
dargestellt und wird wiederholt durch den natiirlichen Logarithmus der Lebendzellzahlen
ausgedriickt.
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Abbildung 5.25: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur iiber sechs Monate: Natiirlicher
Logarithmus der Lebendzellzahlen von L.plantarum wihrend der Lagerung N; [KbE/g],
bezogen auf die Lebendzellzahl N; [KbE/g] nach der Trocknung, bei Verwendung der
Tragermaterialien Maltodextrin, Zuckerpellets, Laktose sowie des Schutzstoffes Trehalose

Die Lagerung bei Raumtemperatur bewirkt nach Abbildung[5.25 einen Abfall des natiirlichen
Logarithmuses der Lebendzellzahlen iiber den gesamten Zeitraum. Dies unterscheidet sich
zu dem zuvor ermittelten Verlauf bei 4 °C. Der stirkste Abfall wird bei Verwendung des
Tragermaterials Laktose erreicht. Die Lagerfiahigkeit von L.plantarum ist in diesem Fall am
kiirzesten und beschrénkt sich auf etwa fiinf Monate. Aus der Regressionsgeraden ergibt
sich die Inaktivierungskonstante k; raktose = 0,109 Tage™'. Bei Verwendung des Trigers
Zuckerpellets zeigt sich ein dhnlicher Verlauf. Die Lagerfahigkeit von L.plantarum endet
hier nach etwa sechs Monaten und die Inaktivierungskonstante ist k; zuckerpeliets = 0,074
Tage~!. Die hochsten Lebendzellzahlen iiber den gesamten Zeitraum ergeben sich durch
die Verwendung von Maltodextrin und Trehalose. Diese sinken wéahrend der Lagerung mit
einer deutlich geringeren Geschwindigkeitskonstanten von &; asaitodetrin = 0,023 Tage™!.
Die Bakterien sind dadurch mindestens sechs Monate lagerfiahig.

40 Minuten Eindiisung

Zur Uberpriifung der Lagerfihigkeit werden die hergestellten Granulate erneut bei 4 °C
und bei Raumtemperatur gelagert um die Lebendzellzahlen {iber eine Lagerdauer von min-
destens sechs Monaten zu bestimmen. Bei den bioaktiven Granulaten handelt es sich um
die Tragerstoffe Maltodextrin, Laktose und dem Gemisch aus Maltodextrin und Laktose
sowie dem Schutzstoff Trehalose. Die Ergebnisse aus diesen Lagerungsexperimenten sind
in der Abbildung visualisiert.
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Abbildung 5.26: Lebendzellzahl N; in KbE/g Granulat von L.plantarum bei Verwendung
des Zellschutzstoffes Trehalose und der Triagermaterialien Maltodextrin, Laktose und dem
Maltodextrin-Laktose Gemisch bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C iiber eine Lagerungs-
zeit von mindestens sechs Monaten

Unabhéngig vom verwendeten Trégermaterial wird {iber die gesamte Lagerdauer ein dhnlich
konstanter Verlauf der Lebendzellzahlen von L.plantarum erreicht. Die Granulate weisen
am Ende des Lagerungsexperimentes bei Verwendung von Laktose als Tréger einen Rest-
wassergehalt von X, = 5,1 £ 0,1%, unter Nutzung von Maltodextrin einen Restwasser-
gehalt von X, = 5,1 +0,2% und bei dem Einsatz des Maltodextrin-Laktose Gemisches
liegt der Restwassergehalt bei X, = 5,0 4 0, 1%. Die Wasseraktivitidtswerte liegen einzig
fiir die Maltodextrin-Granulate vor und betragen a,, = 0,19 + 0,02 %.

In Abbildung [5.27 werden die Ergebnisse der Lagerungsexperimente bei Raumtemperatur
dargelegt.
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Abbildung 5.27: Lebendzellzahl N; in KbE/g Granulat von L.plantarum bei Verwendung
des Zellschutzstoffes Trehalose und der Triagermaterilaien Maltodextrin, Laktose und dem
Maltodextrin-Laktose Gemisch bei Raumtemperatur iiber eine Lagerungszeit von mindestens
sechs Monaten

Aus der Abbildung geht hervor, dass sich durch die Lagerung bei Raumtempera-
tur der Verlauf der Lebendzellzahlen von L.plantarum in Abh#ngigkeit vom verwendeten
Tréagermaterial erheblich unterscheidet. Mit zunehmender Lagerdauer sinkt die Lebendzell-
zahl durch den Einsatz des Tragermaterials Laktose. Nach einer einw6chigen Lagerungszeit
verringert sich diese auf 102 KbE/g, bis schlieBlich nach vier Monaten Lagerung keine le-
benden Zellen mehr vorhanden sind. Zu diesem Zeitpunkt betrédgt der Restwassergehalt
X. =5,0+0,1%. Auf Basis des hier ermittelten Wassergehaltes kann die vorangehend ge-
troffene Annahme, beziiglich des hohen Wassergehaltes infolge der hohen Hygroskopizitét
von Laktose, nicht bestitigt werden. Vielmehr kénnten noch ablaufende Stoffwechselpro-
zesse fiir den Verlust verantwortlich sein, da es sich bei dem Tréger Laktose um ein ideales
Substrat fiir Milchsdurebakterien handelt.

Unter Zuhilfenahme von Maltodextrin und dem Gemisch sind Parallelen in den Verldufen
der Lebendzellzahlen erkennbar. Diese sind iiber den gesamten Zeitraum konstant und wei-
sen nach einer Lagerung von sechs Monaten Lebendzellzahlen in Hohe von ca. 108 KbE/g
bei Verwendung des Maltodextrin-Laktose Gemisches und ca. 10° KbE /g bei Maltodextrin
auf. Die Restwassergehalte erreichen hier Werte fiir das Gemisch von X, = 5,1 +0,1%
und fiir Maltodextrin X, = 5,9 4 0,2%. Wasseraktivititswerte existieren ausschlielich
fiir die aus Maltodextrin bestehenden bioaktiven Granulate. Diese besitzen nach Been-
digung der Lagerungsexperimente eine Wasseraktivitit von a,, = 0,41 + 0,01 %. Trotz
hoher Wassergehalts- und -aktivitdtswerte weisen die Kulturen nur geringe Verluste der
Lebendzellzahlen auf. Dies soll in dem Abschnitt 5.4.3] ndher diskutiert werden.

In der Abbildung [£.2§] ist der natiirliche Logarithmus der Lebendzellzahlen N; wihrend
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der Lagerung bezogen auf die Lebendzellzahl nach der Trocknung N; bei 4 °C und die
dazugehorigen Regressionsgeraden dargestellt.
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Abbildung 5.28: Lagerungsexperiment bei 4 °C iiber sechs Monate: Natiirlicher Logarith-
mus der Lebendzellzahlen von L.plantarum wihrend der Lagerung N; [KbE/g] bezogen auf
die Lebendzellzahl N; [KbE/g] nach der Trocknung bei Verwendung der Trégermaterialien
Maltodextrin, Laktose und einem Maltodextrin-Laktose Gemisch sowie des Schutzstoffes Tre-
halose

Der Verlauf der Graphen in der Abbildung deutet darauf hin, dass die Lebendzell-
zahlen von L.plantarum iiber den gesamten Lagerungszeitraum bei Verwendung von Mal-
todextrin oder Laktose konstant verlaufen. Der positive Anstieg der Regressionsgeraden
bei den Lagerungsexperimenten unter Zuhilfenahme des Gemisches bestehend aus Mal-
todextrin und Laktose kénnte auf Messfehler bei der Bestimmung der Lebendzellzahlen
zuriickzufithren sein. Die Inaktivierungskonstanten fiir L.plantarum erreichen Werte in

Héhe von ki patodextrin = -0,001 Tage_l, ki Matto—LaktoGemisch = -0,024 Tage_l und fiir
ki Laktose = -0,008 Tagefl.

Aus der nachfolgenden Darstellung von Abbildung l&sst sich ableiten, inwieweit sich
eine Erhohung der Lagertemperatur auf die Lebendzellzahlen in Abhingigkeit von der
Zugabe des Zellschutzstoffes Trehalose sowie der Tragermaterialien Maltodextrin, Laktose
und dem Malto-dextrin-Laktose Gemisch auswirken.
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Abbildung 5.29: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur iiber sechs Monate: Natiirlicher
Logarithmus der Lebendzellzahlen von L.plantarum wihrend der Lagerung N; [KbE/g],
bezogen auf die Lebendzellzahl N; [KbE/g] nach der Trocknung, bei Verwendung der
Tragermaterialien Maltodextrin, Laktose und einem Maltodextrin-Laktose Gemisch sowie des
Schutzstoffes Trehalose

In der Abbildung [5.29 wird ersichtlich, dass die Anzahl der lebenden Zellen bei Einsatz von
Laktose als Tragermaterial deutlich abnimmt. Nach einem Zeitraum von fiinf Monaten er-
reicht sie den Wert null. Im Gegensatz dazu entwickeln sich die Verldufe unter Verwendung
von Maltodextrin bzw. dem Maltodextrin-Laktose Gemisch konstant ohne nennenswerten
Abfall der Lebendzellzahlen iiber den gesamten Lagerungszeitraum. Als Ergebnis aus den
Regressionsgeraden werden Inaktivierungskonstanten von k; aatodestrin = 0,003 Tage™!,

ki Laktose = 0,100 Tage_l und k; aalto— LaktoGemisch = -0,015 Ta’ge_l erreicht.

30 Minuten Eindiisung

Die hergestellten bioaktiven Granulate, bestehend aus Maltodextrin sowie den Zellschutz-
stoffen Sorbitol beziehungsweise Trehalose, werden erneut bei 4 °C und Raumtemperatur
iiber eine Dauer von sechs Monaten gelagert. Am Ende des Experimentes werden der Rest-
wassergehalt sowie die Wasseraktivitéit bestimmt. Die Verldufe der Lebendzellzahlen aus
den Lagerungsexperimenten bei 4 °C sind in der Abbildung dargelegt.
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Abbildung 5.30: Lebendzellzahl N; in KbE/g Granulat von L.plantarum bei Verwendung
der Zellschutzstoffe Trehalose und Sorbitol sowie des Trégermaterials Maltodextrin bei einer
Lagerungstemperatur von 4 °C iiber eine Zeit von sechs Monaten

In diesem Versuch ziehen die verwendeten Zellschutzstoffe keine erheblichen Unterschiede
bezogen auf den Verlauf der Lebendzellzahlen von L.plantarum nach sich. Somit ergeben
sich unabhéngig vom verwendeten Zellschutzstoff konstante Verlaufe iiber den Zeitraum
von 168 Tagen. Die Lebendzellzahlen zu Beginn des Experimentes betragen 100 KbE/g
Granulat und sinken gleichermafen bis zu einem Wert von 10° KbE/g Granulat ab. Am
Ende des Experimentes weisen der Restwassergehalt und die Wasseraktivitéit der bioakti-
ven Granulate keine Unterschiede zu den Ausgangswerten auf.

Der Einfluss hoherer Temperaturen auf die Lebendzellzahlen wiahrend der Lagerung bei
Verwendung der unterschiedlichen Zellschutzstoffe ist in der Abbildung [5.31] dargestellt.
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Abbildung 5.31: Lebendzellzahl N; in KbE/g Granulat von L.plantarum bei Verwendung
der Zellschutzstoffe Trehalose und Sorbitol sowie des Tragermaterials Maltodextrin bei der
Lagerung bei Raumtemperatur iiber eine Zeit von sechs Monaten

In der Abbildung B.31] wird ersichtlich, dass sich die Verldufe der Lebendzellzahlen der
Bakterien unabhéngig vom Schutzstoff bei Raumtemperatur iiber die gesamte Lagerdau-
er dhneln. Zu Beginn der Lagerung betrigt die Anzahl der lebenden Zellen ca. 10'°
KbE/g Granulat. Nach einer Zeitspanne von drei Monaten reduziert sich diese auf ca.
10® KbE/g Granulat und bleibt bis zum Ende des Versuches unveréindert. Der Restwas-
sergehalt und die Wasseraktivitdt nach Beendigung der Lagerungsexperimente erreichen
fiir die bioaktiven Granulate, bestehend aus Maltodextrin und Trehalose, Werte in Hohe
von X, = 5,3+ 1,0% bzw. a,, = 0,18 + 0,01 %. Im Fall der bioaktiven Granulate aus
Maltodextrin und Sorbitol belduft sich der Restwassergehalt auf X, = 6,1 40,8% und die
Wasseraktivitit auf a,, = 0,27 £ 0,12 %.

In der nachfolgenden Abbildung wird der natiirliche Logarithmus der Lebendzellzah-
len N; wihrend der Lagerung, bezogen auf die Lebendzellzahl nach der Trocknung N,
bei 4 °C unter Einsatz der Zellschutzstoffe Trehalose und Sorbitol abgebildet. Aus den
Regressionsgeraden werden die jeweiligen Inaktivierungskonstanten ermittelt.
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Abbildung 5.32: Lagerungsexperiment bei 4 °C iiber sechs Monate: Natiirlicher Logarith-
mus der Lebendzellzahlen von L.plantarum wihrend der Lagerung N; [KbE/g], bezogen auf
die Lebendzellzahl N; [KbE/g] nach der Trocknung, bei Verwendung der Trégermaterialien
Maltodextrin sowie der Schutzstoffe Trehalose und Sorbitol

Aus der Abbildung geht hervor, dass die Lebendzellzahlen von L.plantarum iiber die
gesamte Lagerdauer einen dhnlichen Verlauf zeigen, welcher durch einen stetigen Abfall ge-
kennzeichnet ist, wobei unter Zuhilfenahme von Trehalose ein stéirkerer Abfall zu erkennen
ist. Aus den Regressionsgeraden ergeben sich Inaktivierungskonstanten fiir L.plantarum
in Hohe von k; nraitodestrint Trehatose = 0,020 £ 0,002 Tageil
0,018 + 0,008 T'age™!.

und kl Maltodextrin+Sorbitol —

In der Abbildung [£.33] werden die Ergebnisse aus den Lagerungsexperimenten bei Raum-
temperatur visualisiert. Auf diese Weise wird der Einfluss der verschiedenen Zellschutz-
stoffe bei Raumtemperatur untersucht.

113



Kapitel 5. — Ergebnisse und Diskussion

0
2 A
A
e S
y =-0,0382x ¥ =-0,0308x

- B e e S e
- e A 4
Z J
Z N
4 .

§ ART MaltodextrintTrehalose 30 min Bindiisung |

@ RT Maltodextrint+Sorbitol 30 min Eindiisung
-10 ; ; ; ‘ :
0 30 60 90 120 150 180

Lagerungszeit t [Tage]

Abbildung 5.33: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur iiber sechs Monate: Natiirlicher
Logarithmus der Lebendzellzahlen von L.plantarum wihrend der Lagerung N; [KbE/g],
bezogen auf die Lebendzellzahl N; [KbE/g] nach der Trocknung, bei Verwendung der
Tragermaterialien Maltodextrin sowie der Schutzstoffe Trehalose und Sorbitol

Wie in der Abbildung zu erkennen ist, dhneln sich auch bei Raumtemperatur die
Verldufe der Lebendzellzahlen unter Verwendung von Maltodextrin sowie der jeweiligen
Schutzstoffe Trehalose und Sorbitol iiber die gesamte Lagerungsdauer. In dieser Zeitspanne
nehmen die Lebendzellzahlen bis zum Ende der Lagerung stetig ab. Die Inaktivierungs-
konstanten erreichen Werte in Hohe von k; praitodestrintTrehalose = 0,031 £ 0,018 Tage™!
und k; prattodetrintSorbitor = 0,038 £ 0,009 Tage_l'

20 Minuten Eindiisung

Fiir die Untersuchung, inwieweit sich die kiirzeren Prozesszeiten auf die Lagerstabiliéit der
Bakterien auswirken, werden erneut Granulierungen durchgefiihrt ohne vorherige Zugabe
eines Schutzstoffes. Diese Ergebnisse werden mit jenen verglichen, bei denen ein Schutzstoff
eingesetzt wurde. Wiederholt ist der Verlauf der Lebendzellzahlen von L.plantarum bei
Verwendung von Maltodextrin und Sorbitol beziehungsweise Maltodextrin ohne Zugabe
eines Schutzstoffes iiber eine Lagerdauer von sechs Monaten bei Raumtemperatur und 4 °C
in den folgenden Abbildungen zu sehen. Die Ergebnisse aus den Lagerungsexperimenten
bei 4 °C zeigt die Abbildung (.34
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Abbildung 5.34: Lagerungsexperiment bei 4 °C iiber sechs Monate: Lebendzellzahl N in
KbE/g Granulat von L.plantarum bei Verwendung von Maltodextrin mit und ohne Zugabe
des Zellschutzstoffes Sorbitol

Unabhéngig von der Zugabe des Schutzstoffes Sorbitol ergibt sich iiber die gesamte Lager-
dauer ein konstanter Verlauf der Lebendzellzahlen von L.plantarum bei 4 °C. Zu Beginn
betriigt die Anzahl der lebenden Zellen bei beiden Lagerungsexperimenten ca. 10° KbE/g
Granulat. Diese schwankt im Laufe der Lagerungszeit innerhalb des Fehlerbereichs zwi-
schen 108 und 10'° KbE /g Granulat. Die Bestimmung der Restwassergehalte und der Was-
seraktivititen am Ende der Lagerungszeit weisen Werte auf, die vergleichbar mit denen
direkt nach der Trocknung sind. Diese betragen fiir die mit Sorbitol versehenen Bakterien
einen Restwassergehalt von X, = 4,6 + 0,2% sowie eine Wasseraktivitit von a,, = 0,13
+ 0,03 %. Im Falle der nicht mit Sorbitol angereicherten Bakterien ergeben sich ein Rest-
wassergehalt von X, = 5,9 +0,2% und eine Wasseraktivitit von a,, = 0,20 £ 0,01 %.

Der Einfluss hoherer Lagerungstemperaturen auf die Viabilitat von L.plantarum ist in der
Abbildung dargelegt.
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Abbildung 5.35: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur iiber sechs Monate: Lebend-
zellzahl N; in KbE/g Granulat von L.plantarum bei Verwendung von Maltodextrin mit und
ohne Zugabe des Zellschutzstoffes Sorbitol

Bei der Lagerung von L.plantarum bei Raumtemperatur ergeben sich bei den Bakteri-
en, die ohne Zugabe des Schutzstoffes Sorbitol getrocknet wurden, Unterschiede in den
Verldufen der Lebendzellzahlen im Vergleich zu denen, die vor der Trocknung mit dem
Schutzstoff versehen wurden. Diese sinkt nach einer Lagerdauer von 140 Tagen von 10°
KbE/g Granulat auf 10* KbE/g Granulat ab. Zu diesem Zeitpunkt wird ein Restwasser-
gehalt von X, = 6,6 & 0,4% und eine Wasseraktivitit in Héhe von a, = 0,38 & 0,02
% gemessen. Das Absinken der Lebendzellzahl ist auf die hohen Wasseraktivititen und
-gehalte zuriickzufithren. Unter Zuhilfenahme des Zellschutzstoffes Sorbitol verédndert sich
der Verlauf der Lebendzellzahlen von L.plantarum. Dieser ist gekennzeichnet durch eine
konstante Lebendzellzahl, die im GréSenbereich von 10% KbE/g Granulat und 10'° KbE /g
Granulat liegt. Die hergestellten Granulate weisen nach dieser Lagerungsdauer einen Was-
sergehalt von X, = 5,2 £+ 0,7% und eine Wasseraktivitit von a,, = 0,44 + 0,01 % auf.
Demnach werden, bei den hier durchgefiihrten Versuchen, vergleichbare Wasseraktivitaten,
die sich jedoch in ihren Wassergehalten untscheiden, erreicht. Die Diskussion dazu erfolgt
abermals in dem Abschnitt 543

Zur Bestimmung der Inaktivierungskonstanten wird wiederholt der natiirliche Logarithmus
von den Lebendzellzahlen nach einer bestimmten Lagerungszeit N; und der Lebendzellzahl
nach der Trocknung NV; gebildet und daraus die Regressionsgerade ermittelt. In der Abbil-
dung ist der natiirliche Logarithmus der Lebendzellzahlen aus den Versuchen mit und
ohne Zugabe des Schutzstoffes Sorbitol bei Verwendung des Triagermaterials Maltodextrin
iiber eine Lagerdauer von maximal sechs Monaten dargestellt.
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Abbildung 5.36: Lebendzellzahl von L.plantarum wihrend der Lagerung N; [KbE/g] bezo-
gen auf die Lebendzellzahl N; [KbE/g] nach der Trocknung. 20 Minuten Eindiisung und zehn
Minuten Nachtrocknung. Die Lagerung erfolgt iiber sechs Monate bei 4 °C

Der Abbildung kann entnommen werden, dass sich die Verldufe der Lebendzellzahlen
bei einer Lagerung von 4 °C deutlicher als in der Darstellung von Abbildung [5.34] vonein-
ander unterscheiden. Dabei ist ein stirkerer Abfall der Lebendzellzahlen bei den Experi-
menten zu erkennen, bei denen die Trocknung ohne Sorbitol erfolgte. Die Inaktivierungs-
konstanten aus den Regressionsgeraden belaufen sich bei Verwendung von Maltodextrin
und Sorbitol auf k; rrartodestrins Sorbitol = —0,005 £ 0,005 T'age™! und bei Maltodextrin
ohne Zugabe von Sorbitol auf k; araitedetrin = 0,012 40,005 Tage™".

Der Einfluss des Zellschutzstoffes Sorbitol auf die Lagerstabilitit von L.plantarum bei
Raumtemperatur wird in der Abbildung [5.37 wiederholt durch die Bildung des Logarith-
muses der Zellzahlen und der sich daraus ableitenden Regressionsgeraden dargelegt.
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Abbildung 5.37: Logarithmus der Lebendzellzahl von L.plantarum wihrend der Lagerung
N; [KbE/g] bezogen auf die Lebendzellzahl N; [KbE/g] nach der Trocknung, 20 Minuten
Eindiisung und zehn Minuten Nachtrocknung. Die Lagerung erfolgt iiber sechs Monate bei
Raumtemperatur

Geméif der Abbildung .37 ist auch hier ein deutlicher Unterschied der Verldufe der Le-
bendzellzahlen bei Raumtemperatur tiber den gesamten Zeitraum erkennbar. Wéhrend
der Lagerung kommt es bei Verwendung von Maltodextrin und Sorbitol zu keinem Abfall
der Lebendzellzahlen. Aus der Regressionsgeraden ergibt sich eine Inaktivierungskonstan-
te von k; MaltodextrintSorbitol = —0,001 £ 0,020 Tage~!. Im Vergleich dazu ist der Verlauf
der Lebendzellzahlen ohne das Vorhandensein von Sorbitol durch ein stetiges Absinken ge-
kennzeichnet und weist nach einer Lagerung von 140 Tagen eine Inaktivierungskonstante
von k; Maltodeatrin = 0,083 0,005 T'age™ ! auf.

5.4.2 Zusammenhang zwischen Wasseraktivitit und Inaktivierungskon-
stante

Zum besseren Uberblick werden in der folgenden Abbildung die berechneten Inaktivie-
rungskonstanten von L.plantarum aus den Lagerungsexperimenten bei 4 °C und Raum-
temperatur in Abhéngigkeit von der Wasseraktivitéit aufgezeigt. Da sich im Rahmen der in
dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente Maltodextrin als geeignetes Triagermaterial her-
ausstellte, werden in der Abbildung ausschliefllich die Inaktivierungskonstanten mit
den dazugehorigen Wasseraktivitéiten von den Versuchen gezeigt, bei denen Maltodextrin
Verwendung fand. Die Auswirkungen unterschiedlicher Eindiisungszeiten und die Zugabe
von Schutzstoffen auf die Inaktivierungsrate wird in dieser Darstellung deutlich. Zusétzlich
wird gezeigt, inwieweit sich die Wasseraktivitat und der Wassergehalt der Granulate nach
einer Lagerungszeit von sechs Monaten bei 4 °C und 25 °C dndern und welchen Einfluss
diese Anderung auf die Inaktivierungskonstante hat. Die Beschriftung *Start’ steht fiir den
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Wasseraktivitdatswert, der nach der Trocknung ermittelt wurde. Dieser reprasentiert den

Startwert fiir die Lagerung zum Zeitpunkt t = 0 Tage und k; = 0 T'age™!.

0,25 ;
| | ; 25°C
180 min Eindiisen ohne Schutzstoff . 4
02 4+ A 40 min Eindiisen mit Trehalose -~ N
B ! ! i
X 30 min Eindiisen mit Trehalose
B30 min Eindiisen mit Sorbitol i ;
0,15 | #20 min Eindiisen mit Sorbitol - S SO —

©20 min Eindiisen ohne Schutzstoff

Inaktivierungskonstante k, [Tage™]

20,05 ; i i !
0,1 0,2 0,3 0,4 0,5
Wasseraktivitit a,, [-]

Abbildung 5.38: Zusammenhang zwischen Wasseraktivitéit und Inaktivierungskonstante aus
den Lagerungsexperimenten bei 4 °C und Raumtemperatur iiber sechs Monate

In der Abbildung ist zu erkennen, dass die Inaktivierungskonstanten bei Verwendung
von Maltodextrin in Abhéngigkeit von der Eindiisungszeit in die Wirbelschicht mit zuneh-
mender Lagerungstemperatur ansteigen. Eine Ausnahme dabei bilden die Granulate, die
mit den Schutzstoffen Sorbitol beziehungsweise Trehalose versehen sind. Diese weisen zwar
hohe Wasseraktivititen auf, jedoch ist hier nach sechs Monaten Lagerung ein unerhebli-
cher Viabilitdtsverlust zu erkennen. Angesichts dieser Tatsache wird hier die schiitzende
Wirkung sowohl von Trehalose als auch von Sorbitol deutlich.

Auffallend in der Abbildung ist der Datenpunkt aus dem Trocknungsversuch, bei
dem die Bakteriensuspension 180 Minuten ohne vorherige Zugabe eines Zellschutzstoffes
in die Wirbelschichtanlage eingediist wurde. Hier wird die héchste Inaktivierungskonstan-
te und ein im Vergleich zu den anderen Daten hoher Wasseraktivitdtswert erreicht. Daher
liegt die Vermutung nahe, dass die hohe Inaktivierung die Folge des fehlenden Schutz-
stoffes ist. Bestéitigt wird diese Beobachtung durch die Versuche, bei denen die Bakterien
20 Minuten ohne Zugabe eines Schutzstoffes in die Wirbelschichtanlage eingediist wur-
den. Gleichermaflen wird hier im Vergleich zu den anderen ermittelten Daten eine hohe
Inaktivierungskonstante erreicht.

Des Weiteren ist in dem Diagramm ersichtlich, dass auch die Wasseraktivititen der gela-
gerten bioaktiven Granulate mit zunehmender Lagerungstemperatur ansteigen. Dies liegt
an dem grofler werdenden Wasserdampfdruck iiber der Probe in Abhéngigkeit von der
Temperatur. Dieser steigt mit zunehmender Temperatur an, bis sich ein thermodynami-
sches Gleichgewicht zwischen dem Dampf und der Feuchtigkeit in der Probe einstellt.
Dadurch erhoht sich die Menge des freien, nicht gebundenen Wassers in den Granulaten,
welche sich wiederum bei Abwesenheit von Schutzstoffen negativ auf die Lagerstabilitéit der
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Bakterien auswirkt. Die Wasseraktivitédten liegen in dem Wertebereich zwischen 0,18 und
0,43. Auf Grund des eben beschriebenen Zusammenhanges zwischen der Temperatur und
dem Wasserdampfdruck ergeben sich bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C niedrigere
Wasseraktivitédtswerte, welche unterhalb der Werte bei Raumtemperatur liegen.

5.4.3 Zusammenhang zwischen Wassergehalt und Inaktivierungskonstan-
te

Neben dem Einfluss der Wasseraktivitit auf die Lagerstabilitit von L.plantarum wird
gleichermaflen der Einfluss des Wassergehaltes wiahrend der Lagerungsexperimente un-
tersucht. Fiir die Darstellung des Zusammenhangs zwischen der Inaktivierung und dem
Wassergehalt der Granulate werden beide Gréfien in Abhéngigkeit voneinander in der Ab-
bildung aufgefithrt. Bei den dargestellten Wassergehalten handelt es sich um jene,
die nach der Trocknung und am Ende der Lagerungsexperimente nach sechs Monaten be-
stimmt wurden. Wiederholt reprasentiert der Ausdruck 'Start’ in der Abbildung den
Anfangswert des Wassergehaltes zum Lagerungszeitpunkt t = 0 Tage.
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%D 0,2 T A40 min Eindisen mit Trehalpse 7 77T
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Abbildung 5.39: Zusammenhang zwischen Wassergehalt und Inaktivierungskonstante aus
den Lagerungsexperimenten bei 4 °C und 25 °C iiber sechs Monate

Aus der Abbildung geht hervor, dass der Wassergehalt der bioaktiven Maltodextrin-
Granulate mit zunehmender Lagerungstemperatur ansteigt. Der Grund dafiir ist, analog
zu der ansteigenden Wasseraktivitdt, der bei Raumtemperatur vorherrschende grofiere
Wasserdampfdruck iiber den Granulaten. Dadurch steigt die Menge des freien Wassers in
den Granulaten an, welche sich wiederum in einer Erhéhung des Wassergehaltes bemerkbar
macht.

Eine Ausnahme dabei bilden jene, die 180 Minuten in die Wirbelschicht eingediist wur-
den. Der Wassergehalt bei diesen Proben weist am Ende der Experimente im Falle der
Lagerung bei Raumtemperatur einen Wert von 6,4 % und bei 4 °C einen Wert in Hohe
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von 6,3 % auf. Demzufolge existiert bei diesen Proben kein Unterschied in den Wasser-
gehalten, der auf die Lagerungstemperatur zuriickzufiihren ist. Es wird geschlussfolgert,
dass infolge des hohen Anfangswassergehaltes das thermische Gleichgewicht zwischen dem
Wasserdampf und der Feuchtigkeit der Granulate bereits zu Beginn erreicht wurde und
dadurch der Wassergehalt nicht weiter zunimmt. Beziiglich der Inaktivierungskonstanten
bei einer Lagerung bei 4 °C und Raumtemperatur besteht ein Unterschied.. Diese sind
bei Raumtemperatur ohne Zugabe eines Schutzstoffes deutlich hoher (k; = 0,220 Tage™!)
als bei 4 °C (k; = -0,021 Tage™'). Der Grund dafiir liegt in der niedrigen Temperatur.
Bei 4 °C sind alle wihrend der Lagerung auftretenden Reaktionen verlangsamt, wobei
auch die Abbaureaktionen nur schleichend erfolgen. Mit zunehmender Temperatur erhoht
sich die Reaktionsfihigkeit und Abbauprozesse finden dadurch schneller statt. Dariiber
hinaus wird in der Abbildung deutlich, dass die hohe Inaktivierung bei den Bakterien
auftritt, welche ohne vorherige Zugabe von Schutzstoffen bei Raumtemperatur gelagert
wurden. Daraus ldsst sich schlussfolgern, dass durch die Zugabe von Schutzstoffen die
Lagerfihigkeit von L.plantarum bei Raumtemperatur verbessert wird, wobei sich Treha-
lose als Stabilisator bei Abbauprozessen von Proteinen und Lipiden auszeichnet und die
F#higkeit besitzt, freies Wasser zu binden. Hingegen ist Sorbitol fiir seine antioxidative
Wirkung bekannt und verhindert dadurch auftretende Lipidoxidationen.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass sich durch die Zugabe von Schutzstof-
fen die Lagerfahigkeit von L.plantarum bei Raumtemperatur deutlich steigert und diese
eine Lagerung bei hoheren Wasseraktivititen, als die aus der Literatur (Teixeira et al.,
1995), (Chen and Patel, 2007) bekannten in Hohe von a, = 0,2, erlaubt. Demnach ist
der Einsatz von Schutzstoffen fiir die Lagerung bei Raumtemperatur unverzichtbar. In
der Arbeit von [Wang et al. (2004) konnte festgestellt werden, dass sich die Lagerfiahigkeit
der Milchsdurebakterien bei 25 °C zusétzlich verbessert, wenn diese in Vakuumverpackun-
gen gelagert werden. Aus diesem Grund sollten die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten
Glasflaschen durch Vakuumverpackungen ersetzt werden um einen Stoffaustausch zwischen
der Umgebung und der Probe zu verhindern. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass
bei einer Temperatur von 4 °C unter Verwendung von Maltodextrin als Tragermaterial
im Vergleich zu den Trigermaterialien Zuckerpellets und Laktose keine Verédnderungen
sowohl in den Lebendzellzahlen, der Wasseraktivitét als auch in den Wassergehalten, auf-
treten. Eine Zusammenfassung aller ermittelten Wassergehalte, -aktivitdten und Inaktivie-
rungskonstanten befindet sich im Anhang [A.4] dieser Arbeit. Auf Grund der gewonnenen
Erkenntnisse eignet sich Maltodextrin demnach hervorragend als Trégermaterial fiir die
Wirbelschichttrocknung von L.plantarum.

5.4.4 Vergleich Inaktivierungskonstante Trocknung und Lagerung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstanten sowohl
fiir die Trocknung als auch fiir die Lagerung bestimmt. Jene werden bei der Beschrei-
bung der Trocknung in kx und kp unterteilt. Damit konnte gezeigt werden, in welchem
MafBe thermische und dehydrierende Beanspruchungen zur Inaktivierung fithren. Bei der
Angabe der Konstanten k; fiir die Lagerung kommt es nicht zu einer derartigen Auftei-
lung in thermischer und dehydrierender Schidigung. Vielmehr sind in der Konstante k;
alle Schadigungsfaktoren vereint. Jedoch muss fiir den Vergleich der Konstanten k; und
k; untereinander gleichermafien die Gesamtheit der Zellschdden, die aus der Trocknung
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resultieren, erfasst werden. Diese werden in der Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstanten
k: beriicksichtigt. Ermittelt wird der k;-Wert durch die Bestimmung der Lebendzellzahl
wiahrend eines Wirbelschichttrocknungsprozesses unter Anwendung der in der Tabelle
genannten Parameter. Hierbei wird ohne Einsatz eines Schutzstoffes die Bakteriensuspen-
sion 20 Minuten in die Anlage eingediist und zehn Minuten nachgetrocknet. Dabei wird
erneut die Anderung der Lebendzellzahl zum Ausgangszustand (t = 0) mit A = N; /Ny er-
mittelt und die Viabilitéit nach der Gleichung [B.8 berechnet. Die Ergebnisse dazu befinden
sich im Anhang dieser Arbeit, Abschnitt [A.4.2] Der Vergleich der Inaktivierungsgeschwin-
digkeitskonstanten, die sich infolge der Trocknung und Lagerung ergeben, ist in der Tabelle
dargestellt.

Tabelle 5.6: Vergleich der durch die Trocknung und Lagerung hervorgerufenen Inaktivie-
rungsgeschwindigkeitskonstanten von L.plantarum

Inaktivierungskonstante Wert
Waéihrend der Trocknung k; 0,154 min'
Wiihrend der Lagerung bei RT k; 0,083 Tage'
Wihrend der Lagerung bei 4 °C k; 0,012 Tage?

In der Tabelle wird ersichtlich, dass sich die Inaktivierungskonstanten der Trocknung
und Lagerung erheblich voneinander unterscheiden. Die durch die Trocknung hervorgerufe-
ne Inaktivierung ist deutlich schneller. Dies liegt an der stirkeren Beanspruchung wihrend
der Nachtrocknung, die, wie bereits im Abschnitt gezeigt wurde, auf die Dehydrierung
zuriickzufithren ist. Im Gegensatz dazu kommt es wihrend der Lagerung nicht zu einer
derartigen Beanspruchung. Mit Hilfe der Lagerungsversuche konnte gezeigt werden, dass
die Inaktivierung schleichend und in Abhéngigkeit von den Lagerungsbedingungen erfolgt.

(Higl et al., 2007)) und (Foerst et al., 2012)) ermittelten in ihren Arbeiten die Inaktivierungs-
konstanten wihrend der Lagerung bei unterschiedlichen Temperaturen und a,,-Werten fiir
L.paracasei. Dabei wurden die getrockneten Mikroorganismen zum Einen durch Vakuum-
trocknung und zum Anderen durch Gefriertrocknung erzeugt. Der Vergleich der Inaktivie-

rungskonstanten unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Herstellungsverfahren zeigt
die Tabelle B.7
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Tabelle 5.7: Inaktivierungskonstanten vakuumgetrockneter, gefriergetrockneter und wir-
belschichtgetrockneter Milchsdurebakterien bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen ¢
Foerst et al. (2012), ® Higl et al. (2007)

Herstellungsverfahren T[°C] aw [-] ki [Tage ]
Vakuumtrocknung (ohne Schutzstoftf)® 20 0,22 0,006
0,33 0,016
Gefriertrocknung mit Laktose 4 0,22 0,017
0,33 0,023

20 0,22 0,077
0,33 0,11

Wirbelschichttrocknung ohne Schutzstoff 4 0,20 0,012
25 0,38 0,083

Wirbelschichttrocknung mit Sorbitol 4 0,13 -0,005
25 0,44 -0,001

Der Vergleich der Inaktivierungskonstanten zeigt, dass sich durch die Kombination aus
Schutzstoff und Wirbelschichttrocknung geringere Inaktivierungskonstanten fiir L.plantarum
bei Raumtemperatur ergeben als dies bei der Gefriertrocknung von L.paracasei der Fall ist.
Demgegeniiber werden dhnliche Inaktivierungskonstanten wie bei der Vakuumtrocknung
ermittelt.

5.4.5 Sorptionsisothermen

Von den in der Wirbelschicht hergestellten Granulaten werden nach der Trocknung die
Adsorptions- und Desorptionsisothermen, wie eingehend in dem Abschnitt erklart,
bei unterschiedlichen Wasseraktivitdten und den fiir diese Arbeit relevanten Lagerungstem-
peraturen aufgenommen. In den nachfolgenden Abbildungen wird sich auf die Darstellung
der Adsorptionsisothermen konzentriert, da diese fiir die Angabe des Stabilitéitsbereiches
fiir die spétere Lagerung von Bedeutung sind und bei Kenntnis der Temperatur und rela-
tiven Feuchte der Umgebung der Wassergehalt der Probe ermittelt werden kann.

Die experimentellen Daten aus der Sorptionsanalyse, von dem Gemisch aus Maltodextrin
und L.plantarum sowie dem Dreifachgemisch aus Maltodextrin, L.plantarum und Sorbi-
tol bzw. Trehalose, werden durch die Betrachtung hoherer a,-Wert Bereiche mit Hilfe
des GAB-Modells beschrieben. Die Abbildung (5.40 zeigt das Adsorptionsverhalten der
bioaktiven Granulate, bestehend aus Maltodextrin und L.plantarum, bei 5 °C und Raum-
temperatur. Die nicht ausgefiillten Symbole innerhalb der Abbildung kennzeichnen die
experimentell ermittelten Messdaten, wohingegen die ausgefiillten Symbole fiir die Daten
nach der Beendigung der Lagerungsexperimente stehen und die Linien die ermittelten
Daten aus dem GAB-Modell darstellen. Auf Grund von Einschrankungen in der Tempe-
ratureinstellung am Messgerit kann die Aufnahme der Sorptionsisotherme nicht bei 4 °C
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erfolgen, sondern wird bei 5 °C durchgefiihrt.
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Abbildung 5.40: Adsorptionsverhalten wirbelschichtgetrockneter Maltodextrin und
L.plantarum Granulate bei 5 °C und Raumtemperatur in Abhiingigkeit von der Wasserakti-
vitét (Symbole stehen fiir die experimentellen Daten, die Linien fiir die durch das GAB-Modell
angepassten Daten)

Die dargestellten Isothermen zeigen einen fiir Zucker charakteristischen Verlauf. Dieser
gehort zum Typ I11 der am hiufigsten vorkommenden Adsorptionsisothermen. Die Verlaufe
der dargestellten Isothermen unterscheiden sich jedoch in Abhéngigkeit von der Tempera-
tur. Mit zunehmender Temperatur steigen, bis zum Erreichen des Feuchtegleichgewichts
bei gleichbleibender Wasseraktivitit, die Wassergehalte der Granulate an. Somit zeigen die
Granulate bei Raumtemperatur ein hcheres Sorptionsvermogen als bei 5 °C. Dies steht
im Widerspruch zu den physikalischen Gesetzméfligkeiten, die besagen, dass die kinetische
Energie der adsorbierten Molekiile durch die Temperaturerh6hung zunimmt und dadurch
die auf der Oberfliche adsorbierte Menge abnimmt. Folglich kann das Sorptionsvermogen
bei Raumtemperatur nicht hoher als bei 5 °C sein. Die Griinde fiir die fehlerhafte Aufnah-
me der Isotherme liegen in der Messung. Als Abbruchkriterium fiir jeden Feuchteschritt
wéhrend der Aufnahme der Adsorptionsisotherme wurden hier 1000 Minuten eingestellt.
Es wird angenommen, dass zum Ende der Messung kein Feuchtegleichgewicht zwischen
dem Granulat und der Umgebung vorlag und es dadurch zur fehlerhaften Aufnahme der
Isotherme kam. Zur Uberpriifung dieser Annahme sind die Daten von [Tonon et al. (2009)
mit in der Abbildung (40 aufgefithrt. Tonon et al. (2009) ermittelte die Sorptionsiso-
therme von Maltodextrin DE20 bei 25 °C. Wie in der Abbildung zu sehen ist, liegt dieser
Verlauf oberhalb der ermittelten Isotherme bei Raumtemperatur. Somit kann die Messung
bei 5 °C als falsch angesehen werden. Die Auftragung der Daten aus den Lagerungsexpe-
rimenten bestétigen diese Annahme. Nach einer Lagerungszeit von sechs Monaten bei 4
°C weisen die bioaktiven Granulate bei einer Wasseraktivitdt von 0,2 einen Wassergehalt
von 5,9 %. Dieser liegt deutlich oberhalb des experimentell ermittelten Wassergehaltes der
Isotherme und spricht somit fiir die Fehlmessung.
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Die Auswirkung der Zugabe von Schutzstoffen auf das Sorptionsverhalten der bioaktiven
Granulate, bestehend aus Maltodextrin und L.plantarum unter Beriicksichtigung unter-
schiedlicher Lagerungstemperaturen, wird in der Abbildung [(.44] visualisiert. Abermals
sind die experimentellen Daten durch Symbole und die Daten aus dem GAB-Modell durch
Linien gekennzeichnet.
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Abbildung 5.41: Sorptionsverhalten wirbelschichtgetrockneter Maltodextrin und
L.plantarum Granulate mit dem Schutzstoff Sorbitol bei 5 °C und Raumtemperatur
in Abhéngigkeit von der Wasseraktivitét (Symbole stehen fiir die experimentellen Daten, die
Linien fiir die durch das GAB-Model gefitteten Daten)

Im Vergleich zum vorher ermittelten Isothermenverlauf verschiebt sich die Adsorptions-
kurve bei 5 °C in Richtung derer bei Raumtemperatur. Somit ist kein Unterschied im Sorp-
tionsverhalten erkennbar, der auf die Hohe der Temperatur zuriickzufiihren ist. Weiterhin
zeigt sich, dass die Zugabe des Schutzstoffes Sorbitol keine Verédnderung des Verlaufes der
Adsorptionsisothermen nach sich zieht. Vermutlich liegt die Ursache dafiir in der geringen
Zugabemenge von zehn Gramm. Somit wird das Sorptionsverhalten in diesem Experiment
lediglich von dem Tragermaterial Maltodextin bestimmt. Der gleiche Verlauf konnte auch
bei den Aufnahmen unter Verwendung von Trehalose als Schutzstoff beobachtet werden.
Dieser ist in der Abbildung fiir Raumtemperatur dargestellt. Wiederholt sind die
Daten von [Tonon et al. (2009) und jene, die nach der Lagerungszeit bestimmt wurden, in
der Abbildung mit aufgefiihrt. Die ausgefiillten Symbole reprisentieren die Wassergehalte
und -aktivitdtswerte nach einer Lagerung von sechs Monaten bei Raumtemperatur.
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Abbildung 5.42: Sorptionsverhalten verschiedener wirbelschichtgetrockneter Maltodextrin
und L.plantarum Granulate bei Raumtemperatur in Abhéngigkeit von der Wasseraktivitéit
(Symbole stehen fiir die experimentellen Daten, die Linien fiir die durch das GAB-Modell
gefitteten Daten)

Bei Raumtemperatur weisen alle Kurven einen dhnlichen Verlauf, unabhéingig von der
Zugabe der Zellschutzstoffe Trehalose oder Sorbitol, auf. Erneut liegt die von (Tonon et
al., 2009) ermittelte Isotherme oberhalb der Gezeigten. Dariiber hinaus sind die Was-
sergehalte der bioaktiven Granulate nach einer Lagerungszeit von sechs Monaten grofier
als die Ermittelten aus der Isothermen. Demnach wird wiederholt angenommen, dass das
Feuchtegleichgewicht zwischen dem Granulat und der Umgebung bei der durchgefithrten
Messung nicht erreicht war und es deshalb zu Abweichungen in den Daten kommt.

In der Tabelle B.8 sind die aus der Anpassung ermittelten GAB-Parameter sowohl fiir
das Gemisch aus L.plantarum und Maltodextrin als auch fiir das Dreifachgemisch aus
L.plantarum, Maltodextrin und dem jeweiligen Schutzstoff Sorbitol oder Trehalose auf-
gelistet. Aus diesen Parametern kann der Wassergehalt der Monoschicht M., abgelesen
werden. Mit Hilfe der Bestimmung dieses Wertes ist der Wassergehalt bekannt, bei dem die
Granulate ohne Viabilitdtsverlust gelagert werden kénnen. Fiir den Vergleich der aus der
GAB-Gleichung ermittelten Koeffizienten werden die Daten von Bouquerand et al. (2008)
und Tonon et al. (2009) gezeigt.
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Tabelle 5.8: Wassergehalt der Monoschicht M., und Konstanten C, L aus der GAB-
Gleichung ¢ Tonon et al.(2009), * Bouquerand et al.(2008)

Material T [°C] ay-Bereich  My,42[kg/kgrs) C L R?
L.pla+MD20 25 0-0,8 0,041 1,563 0,999 0,99
L.pla+MD20+Sorbitol 25 0-0,8 0,040 1,112 1,000 0,99
L.pla+MD20+Trehalose 25 0-0,8 0,041 1,267 0,998 0,99
MD 204 25 0-0,843 0,063 1,510 0,981 0,99
MD 19° 30 0-0,950 0,063 40 0,910 -

Da die Sorptionsisotherme unter Verwendung von Maltodextrin und L.plantarum bei 5°C
keinen realistischen Verlauf zeigte, wird hier auf die Darstellung der GAB-Parameter
verzichtet. Bei Raumtemperatur ergibt sich ein Wassergehalt der Monoschicht von 4,1
g- 1009;51' Ahnliche Wassergehalte der Monoschicht werden bei Verwendung von Mal-
todextrin, Sorbitol beziehungsweise Trehalose und L.plantarum in Hohe von 4,0 und 4,1
g- 1009}51 berechnet. Die Abweichungen in den Konstanten C und L kommen auf Grund
von Messunsicherheiten zustande. Bei dem Vergleich der Daten von [Tonon et al. (2009)
ergeben sich kleine Unterschiede. Dieser ermittelte einen etwas hoheren Wassergehalt der
Monoschicht von 6,3 g - 1009}51. Dies spiegelt sich in dem unterschiedlichen Verlauf der
Isotherme wider, welche oberhalb der hier ermittelten Isotherme lag.

5.4.6 Glasiibergangstemperatur

Bei der Darstellung der Glasiibergangstemperaturen in der Abbildung [5.43 handelt es sich
nicht um experimentell bestimmte sondern um berechnete Daten. Diese wurden in Anleh-
nung an [Roos (1993)| mit Hilfe der zuvor in dem Abschnitt [Z3] vorgestellten Regressions-
geraden k = 0,0293 T,,+3,61 ermittelt. Fiir Maltodextrin mit einem Dextrose-Aquivalent
von 20 % betrigt die wasserfreie Glasiibergangstemperatur nach Roos and Karel (1991b)
141 °C. Somit ergibt sich fiir k ein Wert in Hohe von 7,74. Da das Vorhandensein von
Bakterien nach Aussagen von Fonseca et al. (2001)| und Higl (2008) keinen Einfluss auf
die Glasiibergangstemperatur hat, bleiben diese in der Berechnung unberiicksichtigt. So-
mit wird ausgehend von einem binéren Gemisch, bestehend aus Maltodextrin und Wasser,
fiir die Berechnung der Glasiibergangskurve die Gordon-Taylor Gleichung [2.§ verwen-
det. Die zur Berechnung benétigten Massenanteile der jeweiligen Komponenten werden
aus der Sorptionsanalyse, die bei Raumtemperatur durchgefiihrt wurde, entnommen. Die
ermittelten Wassergehalte stellen dabei die Maximalwerte dar, welche durch die Granu-
late bei einer bestimmten relativen Feuchte und Temperatur, unter Beriicksichtigung des
Abbruchkriteriums nach 1000 Minuten Messung, aufgenommen wurden. Da sich in den
vorhergehenden Untersuchungen herausstellte, dass die Zugabe der Zellschutzstoffe kei-
ne Verdnderung des Sorptionsverhaltens nach sich ziehen, wird bei der Berechnung der
Glasiibergangstemperatur fiir dieses Dreifachgemisch auf die Gordon-Taylor-Gleichung
zur Bestimmung der Glasiibergangstemperatur eines Zweifachgemisches, bestehend aus
Maltodextrin und Wasser, zuriickgegriffen und fiir k der Faktor 7,74 eingesetzt. In der Ab-
bildung ist der Verlauf der Glasiibergangskurve des Zweifach- und Dreifachgemisches

127



Kapitel 5. — Ergebnisse und Diskussion

dargestellt.
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Abbildung 5.43: Glasiibergangstemperatur der bioaktiven Granulate, bestehend aus dem
Zweifachgemisch Maltodextrin und L.plantarum sowie dem Dreifachgemisch Maltodextrin,
L.plantarum und Sorbitol, in Abhéngigkeit von der Wasseraktivitit und dem Sorptionsver-
halten bei Raumtemperatur

In der Abbildung (5:43] ist zu erkennen, dass sich die Verldufe der Glasiibergangskurven
kaum voneinander unterscheiden. Beide Kurven sinken mit zunehmender Wasseraktivitét
gleichermaflen ab. Diese erreichen bei einer Wasseraktivitdt von 0,8 vergleichbare Glas-
iibergangstemperaturen von 42 °C und 45 °C. Nach einer Lagerungszeit von mindestens
sechs Monaten weisen die bioaktiven Granulate aller durchgefiithrter Experimente Was-
seraktivititen auf, die zwischen 0,18 und 0,44 liegen. Eine detaillierte Auflistung befindet
sich im Anhang [A. 4.7 dieser Arbeit. In Anbetracht der htchsten Wasseraktivitit von 0,44
wird ausgehend von der Glasiibergangskurve eine Glasiibergangstemperatur von 110 °C
abgelesen. Somit wiirde es zu einem Glasiibergang kommen, wenn die bioaktiven Granulate
oberhalb dieser Temperatur gelagert werden wiirden. Bei der Lagerung bei Raumtempera-
tur kénnen somit Viabilitdtsverluste, hervorgerufen durch einen mdoglichen Glasiibergang
von Maltodextrin, ausgeschlossen werden. Vielmehr kann daraus geschlussfolgert werden,
dass sich Maltodextrin fiir die hier vorherrschenden Lagerungsbedingungen hervorragend
als Tragermaterial fiir die Lagerung getrockneter L.plantarum Zellen eignet.

5.4.7 Zustandsdiagramm

In dem nachfolgenden Zustandsdiagramm wird der Zusammenhang zwischen der Glasiiber-
gangstemperatur, der Wasseraktivitdt und dem Wassergehalt der bioaktiven Granulate,
bestehend aus Maltodextrin, L.plantarum und gegebenenfalls einem Schutzstoff, grafisch
dargestellt. Anhand des Zustandsdiagrammes sollen die Lagerungsbedingungen wie Tem-
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peratur, Wassergehalt und Wasseraktivitdt zum Erreichen eines lagerfahigen bioaktiven
Granulates abgeleitet werden. Zusétzlich sollen Grenzen angegeben werden, in denen
L.plantarum lagerstabil ist. Dafiir werden zwei Datenpunkte mit aufgefiihrt, deren Was-
sergehalt und Wasseraktivitidt nach der Beendigung der Lagerungsversuche bei Raum-
temperatur nach sechs Monaten ermittelt wurden. Am Beispiel dieser sollen die Stabi-
litdtsgrenzen gezeigt werden.

Die Abbildung[5.44] zeigt das Zustandsdiagramm von dem Zweifachgemisch, bestehend aus
Maltodextrin und L.plantarum sowie dem Dreifachgemisch, bestehend aus Maltodextrin,
Schutzstoff und L.plantarum. Hierbei findet das Sorptionsverhalten bei Raumtemperatur
in der Darstellung Bertiicksichtigung.
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Abbildung 5.44: Zusammenhang zwischen Glasiibergangstemperatur, Wasseraktivitdt und
Wassergehalt von dem bioaktiven Granulat, bestehend aus L.plantarum, Sorbitol und Malto-
dextrin

Wie aus dem Diagramm hervorgeht, weisen die Isothermen und die Glasiibergangstempera-
turkurven einen &dhnlichen Verlauf auf. Die Beschreibung dieser Verldufe kann dem vor-
hergehenden Abschnitt entnommen werden. Auf Grund der #hnlichen Verldufe wird sich
bei der Beschreibung des Zustandsdiagrammes auf einen Datensatz, beispielsweise den fiir
MD+Sorbitol+LaPla bei Raumtemperatur, beschrinkt. Ausgehend von der nach sechs
Monaten Lagerung ermittelten Wasseraktivitéit von 0,44 wird iiber die Sorptionsisother-
me ein Wassergehalt in Hohe von b) X = 0,040 mg/mgrs abgelesen. Der tatséchliche Wert
nach diesem Zeitraum bei Verwendung des Schutzstoffes Sorbitol betréigt jedoch X = 0,052
mg/mgrs und ohne Einsatz eines Schutzstoffes X = 0,062 mg/mgrs mit der Wasserakti-
vitat 0,38. Die dazugehorigen Inaktivierungskonstanten aus den Lagerungsexperimenten
sind zusétzlich in der Abbildung [5.44] mit aufgefiihrt. Es ist zu erkennen, dass die Inak-
tivierung bei Verwendung des Schutzstoffes Sorbitol kleiner ist, und es werden niedrigere
Wassergehalte als ohne Zugabe des Schutzstoffes am Ende der Lagerung erreicht.

Da in dem vorhergehenden Abschnitt die Vermutung formuliert wurde, dass das Feuch-
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tegleichgewicht auch bei der Aufnahme der Isotherme bei Raumtemperatur nicht ganz
erreicht wurde, werden zusétzlich in der Abbildung die Daten von Tonon et al. (2009)
gezeigt. Ausgehend von einer Wasseraktivitit von 0,44 ergibt sich iiber die Sorptionsiso-
therme von Tonon et al. (2009)| ein Wassergehalt in Héhe von X = 0,062 mg/mgrs. Dieser
Wert ist hoher als der davor bestimmte Wert und liegt eher in dem Groflenbereich der
ermittelten Wassergehalte der Granulate aus den Lagerungsexperimenten.

Zusétzlich errechneten [Tonon et al. (2009)|in ihrer Arbeit fiir die Monoschicht einen Was-
sergehalt von M,,q, = 0,063 mg/mgrs. Unterhalb von diesem Wert ist die Rede von einem
lagerstabilen Produkt. Auf Grund der Erkenntnisse, die aus den Lagerungsexperimenten
gewonnen wurden, entspricht dieser Wert eher der Grenze fiir den Stabilitédtsbereich. Diese
Annahme spiegelt sich in den Inaktivierungskonstanten wider. Im Falle der Lagerung ohne
Zugabe eines Schutzstoffes weisen die bioaktiven Granulate bei einem Wassergehalt von
X = 0,066 mg/mgrs eine weitaus grofiere Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstante auf als
jene Granulate die mit dem Zellschutzstoff Sorbitol versehen wurden.

Die Stabiilitdtsgrenze von X = 6,3 % kann somit auf die hier ermittelten Ergebnisse
iibertragen werden und begriindet die niedrige Inaktivierungskonstante bei der Lagerung
von L.plantarum bei Raumtemperatur.

5.5 Einfluss der Fermentation auf die Viabilitat

Fiir die Untersuchung des Einflusses verdnderter Fermentationsbedingungen auf den Zu-
stand von L.plantarum nach der Wirbelschichttrocknung werden erneute Trocknungsver-
suche mit Zellen durchgefiihrt, die zuvor durch eine pH-Wert Regelung in einem Bioreaktor
mit einem Volumen von zwei Litern erzeugt wurden. Wie bereits in dem Abschnitt
beschrieben, betrigt fiir eine pH-Wert geregelte Fermentation im zwei Liter Bioreaktor die
Biotrockenmasse der Bakterien 7,4 g. Diese Bakterienmasse wird wie bereits in den zu-
vor durchgefiihrten Experimenten vorbereitet und anschlieffend in die Wirbelschichtanlage
eingediist.

In der Abbildung wird gezeigt, welchen Finfluss pH-Wert Regelungen wahrend der
Fermentation auf die Uberlebensrate nach der Wirbelschichttrocknung von L.plantarum
haben. Zur Durchfithrung der Experimente kommt als Trdgermaterial Maltodextrin und
als Schutzstoff Sorbitol zum Einsatz. Die Eindiisungs- und Nachtrocknungszeiten betra-
gen jeweils 30 beziehungsweise zehn Minuten. Wiederholt werden fiir die Durchfithrung
der Wirbelschichttrocknung die Prozessparameter aus der Tabelle [5.1] verwendet. Von al-
len Experimenten wird eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. Die Viabilitdten vor und
nach der Trocknung sind in der Abbildung dargestellt. Bei der Angabe und Darstel-
lung der Viabilitdten wird analog zu den anderen Versuchen die Standardabweichung vom
Mittelwert subtrahiert. Somit handelt es um die minimal erreichten Viabilitdten.
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Abbildung 5.45: Viabilitdt pH-Wert geregelter (n = 3) und nicht pH-Wert geregelter (n = 3)
L.plantarum Zellen wiahrend der Fermentation, vor und nach der Wirbelschichttrocknung bei
Verwendung von Maltodextrin als Trigermaterial und Sorbitol als Schutzstoff bei t = 30 min,
Vein = 40 °C, pgpr = 4 bar, Mspr = 270 g/h, ML)Malto = 85 kg/h. Die Nachtrocknungszeit
betrédgt zehn Minuten

Wie in der Abbildung zu erkennen ist, werden nach der Trocknung von pH-Wert ge-
regelten L.plantarum Zellen hohere Viabilitdten als bei nicht pH-Wert geregelten erreicht.
Diese erlangen einen Wert von 53 %. Bei der Ermittlung der Restwassergehalte und Was-
seraktivititen dieser Proben werden Werte in Hohe von X, = 5,1 + 0,1 % und a,, = 0,14 +
0,01 gemessen. Fiir einen besseren Uberblick werden die bereits bekannten Daten aus den
Experimenten zur Trocknung nicht pH-Wert regulierter Zellen mit den Daten pH-Wert
geregelter Kulturen in der Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 5.9: Einfluss von pH-Wert geregelter Fermentation auf die Viabilitéit, den Wasser-
gehalt und die Wasseraktivitat nach der Wirbelschichttrocknung von L.plantarum bei einer
Eindiisungszeit von 30 Minuten und einer Nachtrocknungszeit von zehn Minuten bei Verwen-
dung von Maltodextrin als Trigermaterial und Sorbitol als Schutzstoff

pH-Wert geregelt Via:[%] X,[%] ay [-]
nein 28 4,8+0,4 0,14£0,01
5,8 53 5,1+0,1 0,144 0,01

Aus der Tabelle[5.9 geht hervor, dass sich keine Unterschiede in den Wasseraktivitaten und
-gehalten nach der Trocknung fiir die durchgefithrten Experimente ergeben. Demnach kann
die hohere Viabilitdt fiir L.plantarum auf die Stressinduktion wéhrend der Fermentation
durch die pH-Wert Regelung zuriickgefiihrt werden. Bauer et al. (2012) beobachteten nach
der Vakuumtrocknung von L.paracasei Ahnliches. Jedoch stellten sie fest, dass im Falle der
Trocknung pH-Wert geregelter L.delbrueckii ssp. bulgaricus Zellen die Viabilitdt geringer
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war. Somit wird deutlich, dass es keine Vereinheitlichung fiir Viabilitdtsangaben nach der
Trocknung in Abhéingigkeit von der pH-Wert Regelung wihrend der Fermentation gibt.
Vielmehr muss fiir jeden Bakterienstamm der Einfluss der pH-Wert Regelung wihrend der
Fermentation auf die Uberlebensrate nach der Trocknung iiberpriift werden.

Fiir die Untersuchung des Einflusses der Anderung der Fermentationsbedingungen auf
die Lagerstabilitit von L.plantarum werden wiederholt Lagerungsexperimente bei 4 °C
und Raumtemperatur {iber einen Zeitraum von sechs Monaten durchgefiihrt. Bei der Dar-
stellung werden erneut die Verldufe der Lebendzellzahlen N; von L.plantarum in KbE/g
Granlulat in den Abbildungen und [B.47] gezeigt. Zusétzlich werden fiir die Bestim-
mung der Inaktivierungskonstanten der natiirliche Logarithmus der Lebendzellzahlen bei
4 °C und Raumtemperatur gebildet und nochmals aus den Regressionsgeraden der k;-Wert
abgelesen. Die Verldufe dazu sind in den Abbildungen und [£.49] zu sehen.
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Abbildung 5.46: Lagerungsexperiment bei 4 °C {iber sechs Monate: Lebendzellzahl N; in
KbE/g Granulat von wirbelschichtgetrockneten L.plantarum Zellen aus pH-Wert geregelten
und nicht pH-Wert geregelten Fermentationen
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Abbildung 5.47: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur iiber sechs Monate: Lebendzell-
zahl N; in KbE/g Granulat von wirbelschichtgetrockneten L.plantarum Zellen aus pH-Wert
geregelten und nicht pH-Wert geregelten Fermentationen
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Abbildung 5.48: Lagerungsexperiment bei 4 °C iiber sechs Monate: Natiirlicher Logarith-
mus der Lebendzellzahlen von wirbelschichtgetrockneten L.plantarum Zellen aus pH-Wert
geregelten und nicht pH-Wert geregelten Fermentationen
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Abbildung 5.49: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur iiber sechs Monate: Natiirlicher
Logarithmus der Lebendzellzahlen von wirbelschichtgetrockneten L.plantarum Zellen aus pH-
Wert geregelten und nicht pH-Wert geregelten Fermentationen

Aus den Abbildungen und B.47 geht hervor, dass die Lagerstabilitit von L.plantarum
bei 4 °C unabhéngig von den gednderten Fermentationsbedingungen bei beiden Versuchs-
reihen allméhlich abnimmt, jedoch bei Raumtemperatur ein Unterschied in den Lebend-
zellzahlen erkennbar ist. Die bioaktiven Granulate weisen bei einer Lagerungstemperatur
von 4 °C keinen Unterschied in den Wassergehalten zu dem Anfangswert auf. Gleiches
trifft auf die Wasseraktivitéit zu, die sich nach sechs Monaten geringfiigig von a,, = 0,14
+ 0,01 auf a,, = 0,15 4+ 0,01 erhoht. Im Falle der Lagerung bei Raumtemperatur kénnen
deutlichere Anderungen, sowohl bei der Wasseraktivitit als auch bei dem Wassergehalt,
beobachtet werden. Nach sechs Monaten wird hier ein Wassergehalt von X, = 6,1 +£ 0,1 %
festgestellt. Diese Anderung trifft auch auf die Wasseraktivitit zu, welche von a,, = 0,14
+ 0,01 auf a,, = 0,42 £+ 0,01 ansteigt. Die Bestimmung der Inaktivierungskonstanten k;
aus den Regressionsgeraden fithrte im Falle der Lagerung bei 4 °C zu einem k;-Wert von
kpr geregeit = 0,020£0,011 Tage™!. Fiir die Lagerung bei Raumtemperatur wurde ein k;-
Wert von kpg geregert = 0,044 0,019 Tage™! ermittelt. Zusammenfassend werden in der
Tabelle .10l die ermittelten Grofien mit den Ergebnissen aus den Trocknungsversuchen von
nicht pH-Wert geregelten L.plantarum Zellen aus dem Abschnitt B.47] gegeniibergestellt.
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Tabelle 5.10: Vergleich der Wassergehalte, Wasseraktivitdten und Inaktivierungskonstanten
von L.plantarum aus den Lagerungsexperimenten bei 4 °C und Raumtemperatur nach sechs
Monaten

Temperatur pH-Wert geregelte Fermentation X, [%] ay [-] k; [Tage™!]

1°C nein 18404 0,14+0,01 0,018 +0,005
5.8 5,140,1 0,1540,01 0,020+0,011

RT nein 6,1+0,8 0,27£0,12 0,038 £0,009
5,8 6,1+0,1 0,42+0,01 0,044+ 0,019

Anhand dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass die Trocknung von L.plantarum
aus pH-Wert geregelten Fermentationen zu héheren Viabilitéten fiithrt. Jedoch ergeben sich
wéhrend der Lagerung Unterschiede in den Lebendzellzahlverldufen. Hierbei weisen die
aus der pH-Wert Reglung stammenden Bakterien einen grofferen Viabilitdtsverlust nach
sechsmonatiger Lagerung auf. Demnach koénnte es, wie eingangs im Kapitel Bl beschrie-
ben, wihrend der Fermentation durch den pH-Wert Abfall zur Bildung von Stressprotei-
nen kommen, die wiederum die Stresstoleranz bei sich &ndernden Umgebungsbedingungen
erhohen.

5.6 Ubertragbarkeit ermittelter Prozessgroen auf die Gra-
nulierung von L.paracaset

Fiir die Uberpriifung der Anwendbarkeit der ermittelten Prozessparameter aus den zuvor
durchgefithrten Wirbelschichttrocknungsexperimenten von L.plantarum wird als weiterer
milchsdureproduzierender Bakterienstamm, L.paracaset, in der Wirbelschicht getrocknet.
Die Fermentation von L.paracasei erfolgte bei der Danisco GmbH und wurde im Kapitel
erliutert. Dariiber hinaus werden auch die Angaben zur Biotrockenmassekonzentration
von der Danisco GmbH bezogen. Diese betrigt nach der Fermentation cgrys = 8,7 g/l. Die
Vorbereitung und Trocknung von L.paracasei wird analog zu den vorherigen Experimen-
ten, unter Verwendung der Prozessparamter aus der Tabelle[5.2] durchgefiihrt. Wiederholt
werden die Experimente unter Nutzung des Trigermaterials Maltodextrin realisiert. Zu-
dem wird auf die Zugabe von Sorbitol oder Trehalose verzichtet, da die Zugabe eines nicht
bekanntes Schutzstoffes bereits vor dem Transport durch Mitarbeiter der Danisco GmbH
erfolgte. Es wird eine 90 g Bakteriensuspension, bestehend aus Bakterien und einer PBS-
Losung, mit einer Zellkonzentration von 10'© KbE/ml, bei einer Gaseintrittstemperatur
von 40 °C, M L, Maltodextrin = 85 kg/h und M spr = 270 g/h 20 Minuten in die Wirbelschicht-
anlage eingediist und zehn Minuten nachgetrocknet. Bei der Angabe und Darstellung der
Uberlebensraten wird sich erneut unter Beriicksichtigung der Messunsicherheiten auf die
minimal Erreichten bezogen und die Standardabweichung vom Mittelwert subtrahiert.

An die Wirbelschichtexperimente schliefit sich erneut die Bestimmung der Uberlebensrate
nach der Trocknung von L.paracasei an. Diese ist in der Abbildung (.50 dargestellt. Die
Ergebnisse liegen in Dreifachbestimmung vor.
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Abbildung 5.50: Viabilitdt von L.paracasei vor und nach der Wirbelschichttrocknung bei
Verwendung von Maltodextrin als Triagermaterial sowie eines firmeninternen Schutzstoffes
bei einer Eindiisungszeit von 20 Minuten, ¥¢;, = 40 °C, pspr = 4 bar, Mspr = 270 g/h und
ML atare = 85 kg/h. Die Nachtrocknungszeit betriagt zehn Minuten (n = 3)

Aus der Abbildung geht hervor, dass die zuvor fiir L.plantarum ermittelten Prozess-
grofen problemlos auf einen weiteren Bakterienstamm iibertragen werden kénnen. Auch
hier werden bei Anwendung von Maltodextrin und kurzen Prozesszeiten hohe Viabilitdten
nach der Trocknung im Gréflenbereich von 48 % erzielt. Die bioaktiven Granulate weisen
nach der Trocknung Wassergehalte und Wasseraktivititen von Xo = 5,0 + 0,1 % bezie-
hungsweise a,, = 0,15 + 0,03 auf.

Wiederholt wird die Lagerstabiliit von L.paracasei bei Raumtemperatur und 4 °C iiber
einen Zeitraum von sechs Monaten untersucht. Abermals werden dabei die Verlaufe der
Lebendzellzahlen in KbE/g und der natiirliche Logarithmus der Lebendzellzahlen iiber die
Lagerdauer bei den unterschiedlichen Temperaturen gezeigt. Diese Darstellungen sind in
den Abbildung £.5T] und visualisiert.
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Abbildung 5.51: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur und 4 °C iiber sechs Monate:
Lebendzellzahlen N; in KbE/g Granulat von wirbelschichtgetrockneten L.paracasei Zellen
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Abbildung 5.52: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur und 4 °C iiber sechs Mona-
te: Natiirlicher Logarithmus der Lebendzellzahlen von wirbelschichtgetrockneten L.paracasei
Zellen

In der Abbildung 551l ist zu erkennen, dass die Verldufe der Lebendzellzahlen bei un-
terschiedlichen Lagerungstemperaturen voneinander abweichen. Beginnend mit einer Le-
bendzellzahlkonzentration von ca. 10 KbE /g am ersten Tag verindert sich diese bei einer

137



Kapitel 5. — Ergebnisse und Diskussion

Lagerungs-temperatur von 4 °C bis zum Ende des Experimentes nur geringfiigic und
erreicht nach 168 Tagen eine Lebendzellzahlkonzentration von iiber 10®8 KbE/g. Die Lage-
rung bei Raumtemperatur hat einen stérkeren Einfluss auf den Verlust der Lebendzellzahl.
In diesem Fall sinkt jene bis zum Ende des Experimentes auf ca. 10° KbE/g. Die Untersu-
chungen zur Bestimmung der Wassergehalte und -aktivitéiten zeigen auch hier Unterschie-
de in Abhéngigkeit von den Lagerungstemperaturen. Nach 168 Tagen Lagerung bei 4 °C
weichen die Wassergehalte und -aktivitdten unerheblich von den Ausgangswerten ab und
betragen X, = 5,0+0,2% und a,, = 0,16+0, 02. Hingegen lisst sich bei Raumtemperatur
ein Anstieg auf X, = 6,5+ 0,4% und a,, = 0,35 £ 0,11 beobachten.

Die Bestimmung der Inaktivierungskonstanten, zu sehen in der Abbildung [5.52] wird mit
Hilfe der Regressionsgeraden realisiert. Fiir die Lagerung bei 4 °C wird eine Inaktivie-
rungskonstante von ksoc = 0,010 £ 0,012 Tage™! ermittelt. Im Gegensatz dazu erhoht

sich diese im Fall der Lagerung bei Raumtemperatur auf krp = 0,043 40,019 Tage™!.

Anhand dieser Experimente konnte gezeigt werden, dass die fiir L.plantarum ermittel-
ten Prozessparameter fiir die Trocknung von L.paracasei genutzt werden koénnen und bei
Anwendung dieser ebenfalls hohe Viabilititen nach der Trocknung erreicht werden. Je-
doch kommt es zu Unterschieden in der Lagerfihigkeit bei Raumtemperatur. Diese nimmt
stirker ab, als es bei L.plantarum unter Verwendung von Maltodextrin und Sorbitol der
Fall war. Demnach wird hier deutlich, welche Wichtigkeit die Wahl des Schutzstoffes hat
und inwieweit dieser Einfluss auf die Viabilitdt wihrend der Lagerung nimmt.

5.7 Variation der Schutzstoffkonzentration

Zur Untersuchung des Einflusses unterschiedlicher Schutzstoffkonzentrationen von Sorbitol
auf die Zellviabilitdt und Lagerstabilitdt von L.paracasei werden weitere Trocknungsexpe-
rimente durchgefiihrt. Dafiir werden den Bakterien verschiedene Massen an Sorbitol vor
der Trocknung hinzugegeben. Es wird analysiert, ob hohere Schutzstoffkonzentrationen
mit einem besseren Schutz der Zellen einhergehen und ob dadurch hohere Viabilitdten
von L.paracasei nach der Trocknung beziehungsweise wéihrend der Lagerung erzielt wer-
den. Bei den Zellen handelt es sich nach wie vor um die von der Danisco GmbH bezogenen.
Diese wurden im Voraus mit unbekanntem, firmeninternen Zellschutzstoff nach der Fer-
mentation behandelt. Neben dem bereits vorhandenen, unbekannten Schutzstoff wird in
den nachfolgenden Experimenten Sorbitol eingesetzt. Dieser wird den Zellen direkt vor der
Trocknung in den jeweiligen Schutzstoffkonzentrationen von 0,5, 1,0, 1,5 und 2,0 mol/1 hin-
zugegeben. Als Prozessparameter dienen erneut die bereits bekannten Parameter aus der
Tabelle 5.2l Analog zu den bisherigen Experimenten wird die Uberlebensrate nach der
Trocknung von L.paracasei ermittelt. Die Abbildung (.53] zeigt alle Viabilitdten aus der
Versuchsreihe unter Beriicksichtigung der unterschiedlichen Schutzstoffkonzentrationen an
Sorbitol. Die ermittelten Lebendzellzahlen vor der Trocknung werden als 100 % dargestellt.
Die sich nach der Trocknung ergebenen Lebendzellzahlen werden in Anbetracht der Mes-
sunsicherheiten auf die jeweiligen Lebendzellzahlen vor der Trocknung bezogen.
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Abbildung 5.53: Viabilitdt von L.paracasei vor und nach der Wirbelschichttrocknung bei
Verwendung von Maltodextrin als Trigermaterial sowie des firmeninternen Schutzstoffes und
der jeweiligen Sorbitolkonzentrationen von 0,5, 1,0, 1,5 und 2,0 mol/1 bei t = 20 min, J¢;, =
40 °C, pgpr = 4 bar, Msm = 270 g/h und ML,Malto = 85 kg/h mit einer Nachtrocknungszeit
von zehn Minuten

In der Abbildung (.53 ist zu erkennen, dass die Viabilitdten mit zunehmender Sorbitol-
konzentration sinken. Zur besseren Ubersicht werden die nach der Trocknung ermittelten
Viabilitdaten mit den zugehorigen Wassergehalten und -aktivitdten in der Tabelle [F.11] ge-
zeigt.

Tabelle 5.11: Einfluss von unterschiedlichen Sorbitolkonzentrationen auf die Viabilitit, den
Wassergehalt und die Wasseraktivitat nach der Wirbelschichttrocknung von L.paracasei bei
einer Eindiisungszeit von 20 Minuten und einer Nachtrocknungszeit von zehn Minuten bei
Verwendung von Maltodextrin als Tragermaterial

Schutzstoffkonzentration [mol/l]  Via,[%] X.[%] ay [

n.b. firmenintern 48 5,0+0,1 0,154+0,03
firmenintern4-0,5 Sorbitol 33 5,0£0,3 0,184+0,04
firmenintern+1,0 Sorbitol 28 5,3+0,3 0,214+0,05
firmenintern+1,5 Sorbitol 19 5,6+0,2 0,224+0,05
firmenintern+2,0 Sorbitol 4 5,7+0,1 0,224+0,02

Der Tabelle 51Tl kann entnommen werden, dass sich die Wassegehalte und -aktivitédten nur
geringfiigig voneinander unterscheiden. Es ist eine Tendenz erkennbar, dass mit ansteigen-
der Schutzstoffkonzentration der Wassergehalt sowie die Wasseraktivitidt zu-, jedoch die
Viabilitdten im gleichen Mafle abnehmen.
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Fiir die Bestimmung des Einflusses unterschiedlicher Schutzstoffkonzentrationen auf die
Lagerstabilitdt von L.paracasei werden abermals, analog zu den Experimenten zuvor, La-
gerungsversuche bei 4 °C und Raumtemperatur durchgefiihrt. Erneut erfolgt die Darstel-
lung der Ergebnisse als Lebendzellzahlverlauf in KbE/g und als natiirlicher Logarithmus
der Lebendzellzahlen in Anbetracht der jeweiligen Lagertemperaturen iiber eine Dauer
von 168 Tagen. Die Ergebnisse werden in den Abbildungen (.54, [5.55, und [B.57] ver-

anschaulicht.
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Abbildung 5.54: Lagerungsexperiment bei 4 °C iiber sechs Monate unter Beriicksichtigung
unterschiedlicher Sorbitolkonzentrationen: Lebendzellzahlen N; in KbE/g Granulat von wir-
belschichtgetrockneten L.paracasei Zellen
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Abbildung 5.55: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur {iber sechs Monate unter
Beriicksichtigung unterschiedlicher Sorbitolkonzentrationen: Lebendzellzahlen N; in KbE/g
Granulat von wirbelschichtgetrockneten L.paracasei Zellen
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Abbildung 5.56: Lagerungsexperiment unter Beriicksichtigung unterschiedlicher Sorbitol-
konzentrationen bei 4 °C {iber sechs Monate: Natiirlicher Logarithmus der Lebendzellzahlen
von wirbelschichtgetrockneten L.paracasei Zellen
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Abbildung 5.57: Lagerungsexperiment bei Raumtemperatur {iber sechs Monate unter
Berticksichtigung unterschiedlicher Sorbitolkonzentrationen : Natiirlicher Logarithmus der Le-
bendzellzahlen von wirbelschichtgetrockneten L.paracasei Zellen

In den Abbildungen [5.54] und ist zu erkennen, dass sich die Verldufe der Lebendzell-
zahlen in Abhéngigkeit von der Lagertemperatur unterscheiden. Einerseits zeigen die Le-
bendzellzahlen bei 4 °C iiber die gesamte Lagerdauer unabhéngig von der Schutzstoffkon-
zentration einen nahezu konstanten Verlauf. Andererseits lédsst sich bei Raumtemperatur
eine Anderung der Verldufe der Lebendzellzahlen feststellen. Mit zunehmender Lagerdauer
sinkt die Anzahl der lebenden Zellen kontinuierlich von ca. 10° KbE/g auf 10° KbE/g bis
10* KbE/g ab. Beziiglich der unterschiedlichen Schutzstoffkonzentrationen ergeben sich
nahezu keine Unterschiede in den Verldufen. Lediglich die Lebendzellzahlen aus den Expe-
rimenten ohne Zugabe von Sorbitol bilden dabei eine Ausnahme. Hierbei ist eine geringere
Abnahme der Lebendzellzahlen von 109 KbE/g auf ca. 105 KbE/g erkennbar. Demnach
ldsst sich vermuten, dass die Zugabe eines weiteren Schutzstoffes nicht den gewiinschten
schiitzenden Effekt mit sich bringt. Vielmehr wird der Eindruck gewonnen, dass sich die
Wirkungen der beiden Schutzstoffe gegenseitig neutralisieren.

Aus den Regressionsgeraden in den Abbildungen [5.56lund B.57 werden abermals die Inakti-
vierungskonstanten von L.paracasei im Falle der Lagerung bei 4 °C und Raumtemperatur
bestimmt. Zur besseren Ubersicht sind alle nach Beendigung der Lagerungsexperimente
ermittelten Wassergehalte, -aktivitdten und Inaktivierungskonstanten zusammengefasst in
der Tabelle aufgelistet.
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Tabelle 5.12: Vergleich der Wassergehalte, Wasseraktivitdten und Inaktivierungskonstanten
von L.paracasei aus den Lagerungsexperimenten bei 4 °C und Raumtemperatur nach sechs
Monaten

Temperatur Schutzstoftkonz. [mol/]] Xe [%] ay [-] ki [Tage™!]

4°C firmenintern 5,0+0,2 0,164+0,02 0,010+ 0,012
firmenintern + 0,5 Sorbitol 5,0+0,3 0,18 4+0,03 0,011+ 0,005
firmenintern + 1,0 Sorbitol 5,4+0,3 0,22+0,01 0,007 £0,014
firmenintern + 1,5 Sorbitol 5,74+0,1 0,22+£0,01 0,004 + 0,004
firmenintern + 2,0 Sorbitol 5,74+0,1 0,22+0,02 0,009 + 0,002

RT firmenintern 6,5+0,4 0,354+0,11 0,043 £0,019
firmenintern + 0,5 Sorbitol 5,3+0,6 0,244+0,10 0,057 +0,011
firmenintern + 1,0 Sorbitol 5,9+0,4 0,314+0,09 0,062+ 0,010
firmenintern + 1,5 Sorbitol 5,74+0,1 0,28£0,02 0,062 + 0,003
firmenintern + 2,0 Sorbitol 5,8+ 0,1 0,27+0,04 0,063 + 0,008

In der Tabelle 5.12]ist zu erkennen, dass sich bei einer Lagerungstemperatur von 4 °C die
Wasseraktivitéiten und -gehalte der bioaktiven Granulate im Vergleich zum Ausgangswert
nur geringfiigig dndern. Zudem werden niedrige Inaktivierungskonstanten von L.paracasei
iiber die Lagerungszeit ermittelt. Im Gegensatz dazu steigen die Inaktivierungskonstanten,
Wasseraktivitdten und Wassergehalte bei Raumtemperatur an. Den gréfiten Wassergehalt
weisen die bioaktiven Granulate auf, die ohne zusétzliche Zugabe von Sorbitol hergestellt
wurden. Hierbei wird auch die héchste Wasseraktivitédt mit einem Wert von 0,35 gemessen.
Trotz der héchsten erreichten Wassergehalte und -aktivitdten wird in diesem Experiment
jedoch das lagerfahigste Granulat erzeugt. Da der von der Danisco GmbH verwendete
Schutzstoff unbekannt ist, ldsst sich keine Aussage iiber dessen Interaktion mit Sorbitol
treffen. Jedoch sollte zukiinftig beim Vorhandensein dieses Schutzstoffes auf die Zugabe
von Sorbitol verzichtet werden.
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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der Niedertemperaturgranulierung von pro-
karyotischen Mikroorganismen. Dabei handelt es sich um ein Verfahren, mit dessen Hilfe
getrocknete Starterkulturen schonend und innerhalb einer kurzen Zeit von 30 Minuten
hergestellt werden konnen. Im Vergleich zur Gefriertrocknung, welche hierfiir in der Re-
gel Anwendung findet, ist dies eine deutlich giinstigere und schnellere Alternative. Mit
der Wirbelschichttrocknung lassen sich Granulate herstellen, die sich nach der Trocknung
sowohl durch eine hohe Bakterienviabilitit in Hohe von 28 bis 64 % als auch nach einer
Lagerungszeit von mindestens sechs Monaten durch eine groe Keimzahl in Hohe von 107
- 10° KbE/g Granulat auszeichnen. Neben den hohen Lebendzellzahlen werden durch den
Einsatz von Tragermaterialien Bakterien-Granulate erzeugt, die zudem den Vorteil der
Rieselfdhigkeit mit sich bringen. Dadurch wird das Handling bei der spéteren Abfiillung
beziehungsweise Dosierung erleichtert.

Fiir die Erzeugung der bioaktiven Granulate wurden im Rahmen der Arbeit eine Reihe von
Wirbelschichttrocknungsexperimenten durchgefiihrt, bei denen der Einfluss von Prozess-
parametern, Trigermaterialien und Schutzstoffen untersucht wurde. Als Tragermaterialien
und Schutzstoffe werden ausschliellich jene verwendet, die in der Lebensmittelindustrie
zugelassen und zudem wasserloslich sind. Dazu finden als Trigermaterialien Zuckerpellets,
Laktose sowie Maltodextrin und als Schutzstoffe Trehalose sowie Sorbitol Anwendung.
Als Modellorganismus wird der Milchsdurebakterienstamm L.plantarum verwendet. Im
Rahmen der Versuche stellte sich heraus, dass die Verwendung des Triagermaterials Mal-
todextrin die hochsten Uberlebensraten nach der Wirbelschichttrocknung von L.plantarum
zwischen 28 bis 64 % nach sich zieht.

Die Durchfithrung der Niedertemperaturgranulierung von L.plantarum erfolgt bei nied-
rigen Prozesstemperaturen, in Hohe von 40 °C. Diese liegt innerhalb der natiirlichen
Wachstumsgrenze von L.plantarum und verringert somit das Risiko von thermischen Be-
lastungen. Die Bakteriensuspension wird mit einer Eindiisungsrate von 270 g/h und ei-
nem Spriithdruck von 4 bar eingediist. Als Gasmassenstrom fiir Maltodextrin DE 20 wur-
den 85 kg/h eingestellt. Dieser variiert in Abhingigkeit vom Trigermaterial. Aus den
durchgefiihrten Experimenten konnten die Erkenntnisse gewonnen werden, dass sich die
Uberlebensrate bei kiirzeren Prozesszeiten nach der Trocknung erhoht. Dabei fiithrten
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Eindiisungszeiten von 20 bis 40 Minuten zu geringeren Verlusten der Lebendzellzahl als
es bei 60 und 180 Minuten der Fall war. Zudem ergaben die Versuche, dass bei einer
Eindiisungszeit von 20 Minuten die Viabilititen nach der Trocknung unter Verwendung
des Schutzstoffes Sorbitol keinen Unterschied zu jenen zeigen, die ohne Zugabe des Schutz-
stoffes getrocknet wurden. Demnach zieht die Zugabe des Schutzstoffes wihrend der Trock-
nung keine Wirkung beziehungsweise Verbesserung der Viabilitdt nach sich.

Zusiétzlich wurde im Rahmen dieser Arbeit die Inaktivierung von L.plantarum wahrend
der Wirbelschichttrocknung mit Hilfe eines gekoppelten Wirbelschichttrocknungs- und
Inaktivierungsmodells beschrieben. In diesem Zusammenhang wurde der Warme- und
Stoffiibergang in der Wirbelschicht modelliert und die daraus berechneten Groéflen, wie
Temperatur und Partikelfeuchte, an das Inaktivierungsmodell iibergeben. Dabei wurde
zum Einen deutlich, wie hoch der Einfluss der thermischen Inaktivierung und der Inak-
tivierung durch den Wasserentzug wihrend der Trocknung war. Zum Anderen bestand
im Zuge dessen die Moglichkeit, diese beiden Inaktivierungsformen getrennt voneinander
zu betrachten. Diese Unterteilung gelingt durch die Ermittlung der Lebendzellzahlkon-
zentrationsdnderung iiber die Partikelfeuchte bei gleichbleibender Temperatur (dA/dX)r
beziehungsweise iiber die Temperatur bei konstanter Partikelfeuchte (dA/dT)x. Daraus
ergaben sich die jeweiligen Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstanten, die fiir die Simu-
lation des Viabilitéitsverlustes wihrend der Trocknung genutzt wurden. Anhand dieser
Bestimmung stellte sich heraus, dass die Inaktivierung der Bakterien wahrend der Trock-
nung bei den hier verwendeten Prozessparametern hauptséchlich durch den Wasserentzug
erfolgte. Mit Hilfe des hier erzeugten Modells konnen zukiinftig Viabilitdtsverluste, welche
im Rahmen von industriellen Trocknungen auftreten, in Abhéngigkeit von den Wirme-
und Stoffiibergéingen in der Wirbelschicht vorausberechnet werden.

Des Weiteren wurden von den hergestellten bioaktiven Granulaten Lagerungsexperimente
bei 4 °C und Raumtemperatur iiber mindestens sechs Monate durchgefiihrt. Aus den Lage-
rungsexperimenten ging hervor, dass Temperaturen in Hohe von 4 °C keine Veréinderungen
in den Lebendzellzahlen, Wasseraktivitdten und Wassergehalten nach sich ziehen. Hinge-
gen lassen sich bei Erhohung auf Raumtemperatur andere Erkenntnisse gewinnen. Hierbei
wurden hohere Wassergehalte und -aktivitdten ermittelt. Dies fithrte bei Zellen, die ohne
Zugabe von Schutzstoffen getrocknet wurden, zu Viabilitéitsverlusten. Bei Raumtempera-
tur erhohten sich die Wassergehalte und -aktivitéiten, jedoch lief§ sich ein geringerer Viabi-
litdtsverlust wihrend der Lagerung bei den Granulaten feststellen, die mit Zellschutzstof-
fen versehen waren. Der Einsatz von Zellschutzstoffen verbesserte die Lagerfahigkeit von
L.plantarum bei Raumtemperatur. Nach einer Lagerungszeit von sechs Monaten konnten
Lebendzellzahlen in Hohe von 107 — 10° KbE/g Granulat ermittelt werden.

Ein weiterer Aspekt in dieser Arbeit ist die Untersuchung des Einflusses verdnderter Kul-
tivierungsbedingungen auf die Viabilitdt von L.plantarum nach der Trocknung und Lage-
rung. Dabei wurden die Bakterien aus pH-Wert geregelten und nicht pH-Wert geregelten
Fermentationen in der Wirbelschicht getrocknet. Aus diesen Versuchen ging hervor, dass
durch die pH-Wert Regelung hohere Viabilitdten nach der Trocknung erreicht wurden, die
Lebendzellzahlen jedoch bei der Lagerung, sowohl bei 4 °C als auch bei Raumtemperatur,
stdrker abnahmen.
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Des Weiteren wurde im Rahmen dieser Arbeit iiberpriift, ob die fiir L.plantarum formulier-
ten Prozessbedingungen fiir die Wirbelschichttrocknung auf einen anderen milchsdurepro-
duzierenden Bakterienstamm iibertragen und dhnlich hohe Uberlebensraten erzielt werden
konnen. Dabei stellte sich heraus, dass sich die Prozessparameter problemlos auf die Trock-
nung von L.paracasei anwenden lassen. Es wurde eine Uberlebensrate von 48 % ermittelt.
Weiterhin wurden Untersuchungen durchgefiihrt, welche Auswirkungen hohere Schutz-
stoffkonzentrationen von Sorbitol auf die Viabilitdt nach der Trocknung und Lagerung
mit sich bringen. In diesem Zusammenhang wurde der gegenliufige Effekt beobachtet,
dass mit zunehmender Sorbitolkonzentration die Lebendzellzahl abnahm.
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Anhang A

Anhang

A.1 Stoffwerte

A.1.1 Stoffwerte der trockenen Luft

Molare Masse
Quelle: Krauss (1994) .
My, = 28.96 kg/kmol

Spezifische Gaskonstante
Quelle: Krauss (1994)
Ry =287.22J/(kg K)

Dichte _
PMyp P

RT;,  Rp(273.14 K +9)

oL =
Einheit: kg/m?

Spezifische Warmekapazitéit
Quelle: (Gliick (1986)

cpr=A+B-9+C - 9*+D- -
A = 41006.256 - 10°
B = 42.120536 - 1072
C = +4.180195 - 10~*
D = —1.521916- 10~

Einheit: J/(kg K)
Giiltigkeitsbereich: —20°C < 9 < 200°C; P = 100000 Pa

Maximaler Fehler: 0.05%
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Anhang

Wirmeleitfiahigkeit
Quelle: Gliick (1986)

A\ =A+B-9+C-9>+D -9 (A.5)
A= +42452110-1073
B = 47501414 - 107°
C = —2.593344 - 1078
D = +5.292884 - 10~ !

Einheit: W/(m K)
Giiltigkeitsbereich: —20°C < 9 < 200°C'; P = 100000 Pa

Maximaler Fehler: 0.08%

Dynamische Viskositit
Quelle: Gliick (1986)

n=A+B-9+C-9*+D-9® (A.6)
A= +1.705568 - 107°
B = +4.511012- 107
C = —8.766234 - 1012
D = —3.382035- 10717

Einheit: kg/(m s)
Giiltigkeitsbereich: —20°C < 9 < 200°C'; P = 100000 Pa

Maximaler Fehler: 0.6%

Prandtl-Zahl

Pry = TEEBE (AT)
AL
Einheit: —
Kinematische Viskositit
vy, = 1L (A.8)
oL

Einheit: m?/s
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A.1.2 Stoffwerte von Wasser

Molare Masse
Quelle: Wagner et al. (1998)

M,, = 18.0153 kg/kmol

Spezifische Gaskonstante
Quelle: Wagner et al. (1998)
Ry, = 461.519J/(kg K)

Spezifische Verdampfungsenthalpie
Quelle: Gliick (1986)

Ahy=A+B-9+C-9?
A=425-10°
B = —2.0425-10°
C = -3.813-10°

Einheit: J/(kg)
Giiltigkeitsbereich: 10°C' < ¢ < 200°C

Maximaler Fehler: 0.3%

A.1.3 Stoffwerte von Wasserdampf

Dichte ~
PM, P

QD: ~ =

RT,  Ruw(273.14K +0)

Einheit: kg/m?

Spezifische Wiarmekapazitit
Quelle: Gliick (1986)

cpp=A+B-9+C-9*+D -9

A= +1.862-10%

B = +2.858485 - 107}
C = +6.148483 - 10~*
D = —2.060606 - 10~7

Einheit: J/(kg K)

Giiltigkeitsbereich: 25°C' < ¢ < 400°C'; 100 Pa < P < 1000 Pa

157

Anhang

(A.11)

(A.12)

(A.13)



Anhang

Maximaler Fehler: 0.06%

Wirmeleitfihigkeit
Quelle: Gliick (1986)

Ap=A+B-9+C-9*+D- 9 (A.14)
A = +0.0170 - 10°

B = +5.698384 -10°

C =+1.297172-10 "7

D = —-9.131313- 10~ !

Einheit: W/(m K)
Giiltigkeitsbereich: 25°C' < ¢ < 400°C'; 100 Pa < P < 1000 Pa

Maximaler Fehler: 0.14%

Diffusionskoeffizient von Wasserdampf in Luft
Quelle: [Schirmer (1938)
Quelle: Lucas and Luckas (2002)

- N 1/2
.01013 7175 M, + M
0.01013 ( 1 L) (A15)

Dp, = S
P [(Sv)/3(Swp) /3% \ Moy My,
v, = 12.7 fiir Wasser
vy, = 20.1 fiir Luft

Einheit: m?/s
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A.2 Wirbelschichtkenngroéflen

Archimedes-Zahl als Verhiltnis der Auftriebs- zur Trigheitskraft

9dy’ 0p — or,
Ar = —5-———+ (A.16)
vy oL
mit
d, = Z‘f’; (A.17)
definiert.

Empirische Beziehung zur Berechnung der Reynolds-Zahl am Wirbelpunkt

Ar
1400 + 5, 224705

Repp = (A.18)

Reynolds-Zahl am Betriebspunkt als Verhéltnis der Trigheits- und Zahigkeitskraft

wo dp

ReBp = (A.lg)

VL

Relatives Liickenvolumen als Verhéltnis des Liickenvolumens zum gesamten Wirbelschicht-
volumen

Vi
= — A.20
Vs (A.20)

Die Porositdt am Lockerungspunkt € nimmt praktisch Werte zwischen 0.4 und 0.7 an.

Empirische Beziehung zur Ermittlung des relativen Liickenvolumes

1 2 0,21
g:( 8ReBp+0,36ReBP> (A1)

Ar

Wirbelschichtvolumen als Summe des reinen Liickenvolumens und des Partikelvolumens

VWS = VL + VP,ges (A22)
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Partikelvolumen als Quotient der Feststoffmasse und Partikeldichte

Vpges = — WS (A.23)
opP

Wirbelschichthohe als Quotient aus dem Volumen der Schicht und der Anstromfléche

_ VWS _ 4mp (A 24)
Appp  (1-— 5)Qpﬁd?4pp

Hg
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A.3 Stoff- und Wiarmeiibergang in der Wirbelschicht

A.3.1 Stoff- und Wirmeiibergang zwischen Luft und Partikeln

Quelle: (Gnielinski (1980)

Re = RegBP (A.25)
199
Sc = A.26
Do (A.26)
Shigm = 0.664Re'/25c1/3 (A.27)
0.8
S — 0,037Re%®Se (A.28)

1+ 2.443Re=01(S¢2/3 — 1)

ShEinzelkugel =2+ ShZQam + Sh%mn (A29)

ShLaP = [1 + 15(1 - 8)] ShE’inzelkugel (A30)

Berechnung der scheinbaren Sherwood-Zahl

(A.31)

A €s
Sh — R€BPSC 1+ ShEinzelkugel,WP \f‘;s HWS
RCBPSC

Die Werte fiir die Nusselt-Zahl werden aus der Analogie zwischen Wirme- und Stoffiibergang
berechnet:

Nur p = Shr.p Le /3 (A.32)
AL
Le=—"-—" A.33
crorDw,L ( )
N A
app = NUL,PAL (A.34)
dp
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A.3.2 Wirmeiibergang zwischen Partikeln und Wand

Quelle: Martin (2013)

Nupay = “55% = (1= )70 - )
N — NUP,I/V,maz
CrxZ
Lopcpp gdi(e —ewp)
Z = -
6 AL 5(1—€Wp)(1—€)
Ck =2.6

2 d,
NuP,VV,maI =1 |:(1 + dp> In <1 + 2l> - 1:|
=2 (2 - 1> A
Y
A~ /27r~RT Ag .
M, P(2cpg— R/M)
1 1000K
1g<—1>:0.6—< +1>/0A
v 17,

Cy=28

A.3.3 Wirmeiibergang zwischen Wand und Umgebung

Quelle: |Churchill and Chu (1975) (senkrechte Platte)

NUW,U _ O‘W,;\]LLbed _ (0825 + 0387[Raf1 (PT)]1/8>2
Ra = Gr Pr = ngL%’La:v(TW - TU)
vy,
2
S
fi(Pr) = [1 + <0ﬁ229/16>} ~16/9

A.3.4 Wirmeiibergang zwischen Luft und Wand

Quelle: Baskakov et al. (1973)

Uopt

Nupw = Y

0.45
d d3
Reopt == w(Z)z P - 75 <9V2p>
L

162

) 0.3
L wd, _ 0.009 Prt/3 Apl/2 L) fir wwp < wo < Wopt
0.009Prt/3 Apl/2 fir  wep < wo < uap
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A.4 Ergebnisse und Versuchsdaten

A.4.1 Zusammenfassung Lagerungsexperimente

Anhang

Alle wahrend der Lagerung von L.plantarum ermittelten Wasseraktivitéiten, -gehalte, In-
aktivierungskonstanten sind in der Tabelle [A.T] zusammengefasst.

Tabelle A.1: Zusammenfassung aller ermittelten Wassergehalte, -aktivitdten und Inaktivie-
rungskonstanten nach einer Lagerungszeit von sechs Monaten bei 4 °C und Raumtemperatur

Versuch  a%, X, [%] T[°C|] a5 X.[%] ki [1/Tage]
100520A 025 64 i 027 63 20,021
25 0,42 6,4 0,220
100520B - 1,3 4 ; 14 0,141
25 ; 1,8 0,145
100812B - 5,2 4 ; ; -0,011
25 - - 0,109
100826 A - 4,9 4 - 4,9 -0,016
25 ; 4.8 0,023
100826B - 0,9 4 - 1,0 -0,036
25 ; 1,1 0,074
100810A - 5.1 4 ; 5,2 20,008
25 - 9,0 0,100
100909A - 5,0 4 - 9,1 -0,024
25 ; 4.9 20,015
100909B 0,2 95,1 4 0,19 9,1 -0,001
2% 041 59 0,003
110512A 0,13 4.5 4 013 45 0,020
25 0,18 9,3 0,031
101202B 0,14 4,8 4 0,14 4,8 0,018
2% 027 6,1 0,038
101021A 0,13 4,6 4 013 46 20,005
25 0,44 9,2 -0,001
110714 0,17 5,9 4020 59 0,012
25 0,38 6,6 0,083
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A.4.2 Bestimmung der Inaktivierungsgeschwindigkeitskonstante wihrend
der Trocknung

Bestimmung der Inaktivierungskonstante wihrend der Wirbelschichttrock-
nung bei 40 °C

T = 40 °C
ky = 0,154 min~—!
Viag = 100 %

Tabelle A.2: Experimentell bestimmte und berechnete Viabilitdten wihrend der Wirbel-
schichttrocknung von L.plantarum

Zeit [min] Via [%] Viacq [%]

0 100 100
2 90 73
4 42 54
6 41 40
8 6,7 29
10 22 21
100
0o
0 40°C cal
80 F
S
= 60 }
S
>
§ 40 D Q
=
S
g 20 Ll
0o
0 1 1 1 1 1
0 2 4 6 8 10 12

Nachtrocknungszeit t [min]

Abbildung A.1: Bestimmung der Inaktivierungskonstante k; wihrend der Wirbelschicht-
trocknung von L.plantarum bei ¥ei, = 40 °C, Mgy, = 270 g/h, pspr = 4 bar, M, maltodestrin
= 85 kg/h bei einer Eindiisungszeit von 20 Minuten und einer Nachtrocknungszeit von zehn
Minuten
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Bestimmung der Inaktivierungskonstante im Trockenschrank

T =30 °C
k; = 0,155 min ™"
Viag = 100 %

Tabelle A.3: Experimentell im Trockenschrank bei 30 °C bestimmte und berechnete Viabi-
litdten von L.plantarum

Zeit [min] Via [%] Viacq (%)

[

0 100 100
3 56 63
6 35 39
10 24 21

T =40 °C
ky = 0,261 min ™"
Viag = 100 %

Tabelle A.4: Experimentell im Trockenschrank bei 40 °C bestimmte und berechnete Viabi-
litdten von L.plantarum

Zeit [min] Via [%] Viaeq [%)]

[

0 100 100
3 46 46
6 38 21
10 21 7

T =50 °C
k: = 0,281 min~1
V’L'CLO =100 %

Tabelle A.5: Experimentell im Trockenschrank bei 50 °C bestimmte und berechnete Viabi-
litdten von L.plantarum

Zeit [min] Via [%] Viacq (%]

[

0 100 100
3 3 43
6 9 19
10 0 6
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Anhang

Abbildung A.2: Bestimmung der Inaktivierungskonstante k; wiahrend der zehnminiitigen

Trocknung von L.plantarum-Granulaten im Trockenschrank bei 30, 40 und 50 °C

A.4.3 Vergleich Wirbelschichttrocknung mit den Daten von Lievense

Tabelle A.6: Aus der Veroffentlichung von Lievense (1991) abgelesene Viabilitdten wihrend

der Wirbelschichttrocknung von L.plantarum bei unterschiedlichen Temperaturen

T [°C] Zeit [min] A [-]
30 5 90
10 80
20 60
30 40
40 40
50 35
50 3 85
6 76
10 95
15 35
20 22
30 15
60 3 76
6 48
15 10
20 5
30 1
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100 &
oo 0 40°C
A cal
80 o O 30 °C Lievense
o A A 50 °C Lievense
= <© 60 °C Lievense
X
— 60 o}
e A
Z o
= 40 U 0 o
B A o
=
~ 20 L A
A
<
o o
0 \ : 6 \ \
0 10 20 30 40 50 60

Nachtrocknungszeit t [min]

Abbildung A.3: Vergleich der Daten fiir die Wirbelschichttrocknung von L.plantarum
bei Vein = 40 °C, Mg, = 270 g/h, ps,r = 4 bar, My saitodestrin = 85 kg/h bei einer
Eindiisungszeit von 20 Minuten und einer Nachtrocknungszeit von zehn Minuten mit den
Daten von Lievense (1991) ¥, = 90 °C, M, = 450 1/min
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