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1. Einleitung

Gesundheitsbewusste Erndhrung ist in der letzten Jahrzehnten zu einem wichtigen Faktor in
den Industrielandern geworden.

Der tégliche traditionelle Speiseplan wird immer 6fter mit Produkten ergénzt, von denen man
sich eine besonders positive Wirkung auf den menschlichen Organismus erwartet.

Produkte, die mit Milchsurebakterien angereichert sind, haben in den letzten Jahren wegen
ihrer vielfachen gesundheitsférdernden Wirkungen, vor allem wegen positiver Beeinflussung
der Darmflora, an Bedeutung gewonnen.

Eine Verbesserung des mikrobiellen Gleichgewichts im Gastrointestinaltrakt fuhrt zu einer
Verbesserung der Verdauung, des allgemeinen Wohlbefindens und der Immunlage des
Korpers.

Der in diesem Zusammenhang gebrauchte Begriff ,, Probiotica® bezieht sich auf Produkte
mit lebenden Mikroorganismen, die vor allem die Lactobacillen und Bifidobakterien
enthalten.

Dazu gehoren eine Reihe an Handel sprodukten wie Joghurt und Sauermilchprodukte, die mit
Milchsdurebakterien angereichert sind sowie eine Vielfalt an Spezialitdten im Bereich der
Human- und Veterindrmedizin.

Ein weiterer Begriff bezieht sich auf ,, Préabiotica”.

Prabiotica sind unverdauliche Lebensmittelinhaltsstoffe, die den menschlichen Organismus
positiv beeinflussen in dem sie das Wachstum bestimmter Bakterien im Dickdarm fordern
d.h. sie dienen als Wachstumssubstrat fur positiv wirkende Bakterien.

Die Gewinnung entsprechender Oligo- und Polysaccharide ist in zahlreichen
Forschungsarbeiten mittlerweile naher untersucht worden [1].

Probiotica und Prabiotica zeigen eine glnstige synergistische Wirkung auf die Besiedelung
der Darmflora im Gastrointestinaltrakt.

Als ,Symbiotica” bezeichnet man Mischungen aus Pro- und Prébiotica, die den Wirt glinstig
beeinflussen, indem sie die Uberlebensfahigkeit und die Besiedelung lebender
Mikroorganismen (Probiotica) im Gastrointestinaltrakt fordern [2].

Das Ziel dieser Diplomarbeit ist es ein milchsdurebakterien-hédltiges Trockengranulat
herzustellen, das zur Einlagerung und weiteren Verarbeitung mit Brausegranulat aus
Basenpulver geeignet ist. Von besonderer Bedeutung ist einerseits der Zerfall der Granulate
bzw. Tabletten im Wasser und andererseits gentigende Stabilitét der Produkte im Bezug auf
L ebendkeimzahl sowohl bei der Herstellung als auch bei anschliessenden L agerung.



2. Milchsaurebakterien
2.1. Klassifikation

Die am haufigsten eingesetzten Milchsaurebakterien gehdren zur Familie der
L actobacterieceae. Obwohl sie eine morphologisch nicht einheitliche Gruppe darstellen, sind
sie sich in ihren Eigenschaften ahnlich.

Alle Milchsdurebakterien sind grampositiv, bilden keine Sporen, sind streng fermentativ,
anaerob (wobel viele aerotolerant sind) und sind unbeweglich.

Nach der Art der Glucosegdhrung kann man sie in zwei Gruppen unterteilen:

1) homofermentative Milchsdurebakterien, die Glucose Uber den Fructosebiphosphat-
Weg abbauen, wobei hauptséchlich Lactat entsteht;

2) heterofermentative Milchsdurebakterien, die wegen des Fehlens entsprechender
Enzyme Glucose Uber den Pentosephosphat-Weg abbauen; die Endprodukte u.a
Milchsaure (50%), Kohlendioxid, Essigsure und Ethanol. Zu dieser Gruppe gehort
die Lactobacillus casei, die im Rahmen dieser Diplomarbeit verwendet wurde [3].

Die wichtigsten Gattungen der Milchsdurebakterien sind: Lactobaccilus, Enterococcus,
Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Tetragenococcus, Leuconostoc, Weissella,
Carnobacterium und Bifidobakterium.

2.2. Wirkungen und Anwendung der Milchsiurebakterien

Seit tausenden von Jahren wird die fermentative Eigenschaft von Milchsdurebakterien zur
L ebensmittelkonservierung und zur Herstellung von Joghurt, Buttermilch, Kése, Sauermilch
und weiteren Milchprodukten ausgenitzt, obwohl die wissenschaftliche Basis und
Erforschung dazu fehlte.

Diese sind auch heute eine der bekanntesten und wichtigsten Anwendungsbereiche von
Milchsdurebakterien.

Bei Menschen sind die Milchsaurebakterien ein Bestandteil der nattirlichen Darmflora und
als solches sind sie nicht pathogen und nicht toxisch.

Sie kommen auch auf der Haut, der Schleimhaut von Mund, Rachen, sowie auf
Atmungsorganen und Geschlechtsorganen vor.

Darauf beruht auch die therapeutische Verwendung der Milchsaurebakterien, die eingesetzt
werden bei:

- entziindlichen Darmerkrankungen

- chronischen Durchféllen, besonders bei Durchfallen viralen Ursprungs

- bel Verstopfungen

- bel einigen Formen von Dermatitis

- Infektionen im Hals-, Rachen- und Nasebereich.



In der Tabelle 1 sind auf dem Markt befindlichen probiotischen Mikroorganismenstamme

mit entsprechenden Herstellerfirmen angefihrt:

Tabelle 1: Bakterienstdmme in probiotischen Produkten [4]

Stammbezeichnung

Kultur enliefer ant

Bifidobacterium

B.lactis Bb 12 Hansen

B. longum Bb 46 Hansen

B. bifidum LB-H1 Symbiolact
B. sp. CB 111 SKW Biosystems
B. longum BB 536 Wieshy

B sp. 420 Wieshy

L actobacilus acidophilus

L. acidophilus La-5 Hansen

L. acidophilus LA-H3 Symbiolact
L. acidophilus CLb A5 SKW Biosystems
L. acidophilus 74-2 Wieshy

L. acidophilus 1264 Wieshy

L. acidophilus 145 Wieshy

L. acidophilus Gilliland Campina AG
L. johnsonii Lal Nestle

L actobacillus casei

L.paracasei subsp. Paracase L. actimel Danone
L.paracasei subsp. Paracase LC-H2 Symbiolact
L.paracasei subsp. Paracase L.Shirota (DSM 20312) Y akult
L.paracasei subsp. Paracase CRL 431 Hansen
L.paracasei subsp. Paracase 01 Hansen

L. rhamnosus L. GG (ATCC 53013) Valio

L. rhamnosus LC 705 Wieshy
Andere Lactobazillien

L. reuteri SD 2112 Biogaia

L. reuteri T1 Biogaia
Enter ococcus

E. faecium K 77D Gaio




Die primaren Wirkungen der Milchsaurebakterien zeichnen sich durch

- Absenkung des pH-Werts durch Bildung von Milchséure,
- Bildung bakteriostatischer Substanzen,
- kompetitive Verdrangung anderer Mikroorganismen von der Darmschleimhauit.

Die Beeinflussung des pH-Werts durch die Bildung von Milchsdure fuhrt zu einer Hemmung
des Wachstums pathogener Keime im Darm.

Ausserdem erleichtern die Milchsaurebakterien die Verdauung von Lactose was bei Lactose-
intoleranten Patienten bzw. bei Lactosemalabsorption ausgentitzt wird.

Weiters wirken Milchsaurebakterien antikarcinogen und werden unterstiitzend im Rahmen
der Therapie von Darmkrebs eingesetzt.

Milchsaurebakterien werden auch cholesterinsenkende und immunstimulierende Wirkungen
zugeschrieben, die durch einige Studien teilweise belegt werden konnten, obwohl die
genauen Mechanismen der Wirkung weitgehend unbekannt sind.

Milchsaurebakterien haben in letzter Zeit auch an Bedeutung in der Landwirtschaft zur
Haltbarmachung von Viehfutter und in der Futtermittelindustrie als gesundheitsfordernder
Zusatz in Futtermitteln gewonnen.



3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Lactobacillus casel

Lactobacillus casei ist mesophil, homofermentativ, produziert L-Milchséure und wird oft in
probiotischen Joghurts und Sauermilchprodukten verwendet. Es gibt zwel Unterarten dieses
Bakteriums. Lactobacilus casei ssp. paracasel und Lactobacillus casei ssp. rhamnosus [5].

Im Rahmen der vorliegenden Diplomarbeit wurden Keime des Stammes Lactobacillus casei
ssp. paracasel  F-19 (Medifarm) verwendet.

Wachstumsbedingungen von Lactobacillus casei ssp. paracasei:

Inkubation: anaerob/72h/37°C
Nahrmedium: Rogosa-Agar
L ebendkeimzahl des Lyophilisats: 1,74x10™ cfu/g

3.1.2. Basenpulver

Zur Herstellung einer geeigneten Matrix wurde das Basenpulver bzw. Basenpulver Bioaktiv
nach Dr. Auer verwendet.

Den Grund zur Verwendung von Basenpulver als Nahrungserganzung bietet der Ansatz, dass
eine Ubersiuerung des Korpers durch Nahrungsmittel bzw. deren Abbau

eine Vielzahl an Krankheiten férdern kann.

Durch Einnahme einer Mischung basischer Mineralsalze als Teil einer ausgewogenen
Ernahrung kann man der Ubersiuerung entgegenwirken.

Basenpulver Bioaktiv ist eine weitere Entwicklung des Basenpulvers nach Dr. Auer mit
zusétzlichen Brausekomponenten und Inulin.

Diese zusétzlichen Komponenten haben sich als Vortell bel der Verarbeitung des
Basenpulvers Bioaktiv zu Granulaten bzw. Tabletten erwiesen, da sich durch das
Vorhandensein erforderlicher Hilfsstoffe im Pulver ein Zusatz weiterer Hilfstoffe ertibrigte,
so dass schlieldlich zur Verarbeitung im Rahmen dieser Diplomarbeit der Basenpulver
Bioaktiv dem Basenpulver vorgezogen wurde.



3.1.3. Hilfsstoffe
Mikrokristalline Cellulose (Avicel)

Fur die trockene Granulierung von Milchséurebakterien-Lyophilisat wurde mikrokristalline
Cellulose, Avicel, verwendet.

Avicel it eine teilweise depolymerisierte Cellulose (Polymerisationsgrad n = 220) die oft als
Full-, Binde-, Spreng-, Fliess- und Dispersionsmittel bei Tablettierung verwendet wird [6].
Inulin

Inulin ist ein Gemisch von Polysacchariden mit Fructose als Monosaccharid Grundbaustein.

Struktur des Inulins:
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Es dient in vielen Pflanzen als Reservestoff. Bei Menschen wird es aber im Dinndarm nicht
resorbiert, da das entsprechende Enzym fehlt. Es wird erst im Dickdarm durch die Darmflora
abgebaut und kann als Stérke-Ersatz bei Diabetiker angewendet werden.

AuRerdem wirkt sich Inulin positiv auf die Darmflora aus.

Inulin kann man als Prebioticum betrachten, da es das Wachstum einiger Stdmme von
Milchsdurebakterien fordert.

Deswegen wurde Inulin im Rahmen dieser Diplomarbeit als Hilfstoff bei der trockenen
Granulierung von Milchséurebakterien-Lyophilisat eingesetzt.

Weitere Wirkungen des Inulins sind:
- erhohte Resorption von Mineralstoffen,
- erhohte Resistenz gegen pathogene Keime im Darm
- und Forderung der Peristaltik des Dickdarms.

Im Rahmen dieser Diplomarbeit wurde Inulin Frutafit Q (Sensus) verwendet.
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Nahrmedium

Als Nahrmedium zur Uberprifung der Lebendkeimzahl milchsiurebakterien-haltiger
Granulaten und Tabletten, die im Rahmen dieser Diplomarbeit hergestellt wurden, wurde das
Rogosa-Agar (Fa. Merck), ein selektives Agar fur Milchsaurebakterien, verwendet.

In der folgenden Tabelle 2 ist die Zusammensetzung des Rogosa-Agars angegeben:

Tabelle 2: Zusammensetzung des Rogosa-Agars

Pepton aus Casein 10,0
Hefeextrakt 5,0
D(+)-Glucose 20,0
K-dihydrogenphosphat | 6,0
Ammoniumcitrat 2,0
Tween 80 1,0
Na-acetat 15,0
Magnesiumsulfat 0,575
Eisen(Il)sulfat 0,034
Mangansulfat 0,12
Agar-Agar 15,0

Zubereitung des Agars:

Es wurden 74,59 Rogosa Agar in 1000,0ml destilliertem Wasser suspendiert und auf einer
Ceran-Heizplatte auf 100°C zum Sieden erhitzt.

Die heil3e Losung wurde in Eprouvetten (je 10ml) abgefillt und sofort mit Cap-O-Test
Kappen verschlossen. Danach wurde der Rogosa-Agar bei 103°C 15 min autoklaviert und
anschliessend bei 5°C gelagert.

Vor dem Gebrauch wurde der Agar am Wasserbad bei 50°C wieder verflissigt und in
bei mpfte Petrischalen ausgegossen.

L 6sung zur Bestimmung der L ebendkeimzahl
Es wurde eine physiologische 0,9% NaCl-L 6sung verwendet.

Dazu wurden 99,0ml 0,9% NaCl-Losung in 150ml Braunglasflaschen abgefillt und 20min
bei 121°C autoklaviert.



3.2. Methoden
3.2.1. Granulierung
3.2.1.1.Trockene Granulierung

Es wurde ein Granulat mit 10%-igem Anteil an Milchsdurebakterien-Lyophilisat (F-19)
hergestellt.

Dazu wurden 10T Lyophilisat mit 80T Avicel und 10T Inulin vermengt, 10 Minuten im
Kubusmischer (Erweka AR 400) gemischt, zur Schilpen verarbeitet und anschliessend
mittels Stachelwalzen zerkleinert.

Das Granulat wurde auf Pulveranteil, Zerfallszeit und Lebendkeimzahl geprift.
Zur Lagerung wurde das Granulat in Sachets eingefullt, verschlossen und bei 4°C, 20°C und
30°C gelagert (Probe P1).

Die Keimzahlbestimmung erfolgte nach zwei, vier und acht Wochen.

Ausgangkeimzahl d. Lyophilisats 1,74x10™ cfulg

Keimzahl nach der Granulierung 4,03x10"™ cfu/g

L agerungstemperaturen bei 4°C, 20°C, 30°C

L ebendkei mzahlbestimmung nach 2 Wochen/4 Wochen/8 Wochen

Tabelle3: Angaben zu Lebendkeimzahl, Lagerungstemperaturen und Lagerungszeit der
Probe P1

3.2.1.2. Feuchte Granulierung

Eswurde ein Brausegranulat aus Basenpulver Bioaktiv hergestellt.

Dazu wurde das Basenpulver Bioaktiv mit 70%-igem Ethanol (g.s) als Anstof¥fllissigkeit
versetzt, durch einen Sieb der lichten Maschenweite 1,5mm gepresst, bei Raumtemperatur
getrocknet und anschlief3end auf Restfeuchtigkeit, Pulveranteil und Zerfallszeit geprdift.

Durch den schon vorhandenen Anteil an Brausekomponenten, stellt das Basenpulver
Bioaktiv ein gut 16sliches Brausepulver dar, der sich leicht zu einem Granulat verarbeiten
|&sst.

Die Herstellung des Granulats war notwendig weil eine Mischung aus Lyophilisat-Granulat
und Brausepulver wegen der stark unterschiedlichen Korngréf3e ein ungleichméfliges, sich
leicht entmischendes Produkt darstellte. Aul3erdem war dadurch eine Tablettierung der
Mischung des Basenpulvers mit Lyophilisat-Granulat (Kap. 3.2.2.) auch nicht moglich dadie
Tabletten einen sehr unterschiedlichen Gehalt an Milchsaurebakterien aufwiesen.




Einlagerung der Granulatmischung

Zur Prifung der Stabilitét wurden das Lyophilisat-Granulat und Basenpulver Bioaktiv
Granulat im Verhdltnis 1:1 lege artis gemischt, in Sachets eingefillt und bei 4°C, 20°C und
30°C gelagert (Probe P2).

Keimzahl der Granulatmischung 4,03x10"™ cfu/g
L agerungstemperaturen bei 4°C, 20°C, 30°C
L ebendkei mzahlbestimmung nach 2 Wochen/4 Wochen/8 Wochen

Tabelle 4: Angaben zu Lebendkeimzahl, Lagerungstemperatur und Lagerungszeit der Probe
P2

3.2.1.3.Granulatprufungen

Die Granulate wurden auf Korngrossenverteilung, Pulveranteil, Zerfallszeit und
L ebendkeimzahl gepruft.

Die Bestimmung der Korngrossenverteilung und des Pulveranteils erfolgte in einem

Siebturm. Dazu wurden 15g Granulat 2 Minuten (bei Amplitude 2,00) geschittelt und
anschliessend die einzelnen Fraktionen gewogen.

Tabdle 5: Angaben zu Sebturm/Maschenweite

Siebnr. | lichte Maschenweite

0.25mm

0,4mm

0,8mm

1,0mm

1,4mm

OO WIN|F

2,0mm

Um die Zerfallszeit zu Uberprifen wurden jeweils 1g Granulat der Probe P1 und Probe P2 in
ein Becherglas mit 200ml Leitungswasser (Wassertemperatur 8°C) eingebracht.

L ebendkeimzahlbestimmung ist ndher im Kapitel 3.2.3. erklart.




3.2.2. Tablettierung

Fur weitere Untersuchungen wurden Tabletten durch Verpressung von Lyophilisat-Granulat
(P1) und Basenpulver Bioaktiv Granulat (P2) hergestellt.

Die beiden Granulate wurden vermengt, im Kubusmischer (Erweka AR 400) 2 Minuten
gemischt und anschliefRend mittels instrumentierter Exzentertabletenpresse (Typ EKO, Fa
Korsch Pressen AG) ohne weiteren Zusatz von Hilfsstoffen direkt zu Tabletten gepresst. Zur
Messung der Presskraft wurde die elastische Verformung beim Tablettiervorgang durch
einen Dehnungsmessstreifen herangezogen.

Es wurden zwei verschiedene Proben hergestellt mit unterschiedlichem Anteil an
Brausegranulat (30% Brause bzw. 40% Brause).

Probe P3: Tabletten aus L yophilisat-Granulat (70%) und Brausegranulat (30%)
Probe P4: Tabletten aus L yophilisat-Granulat (60%) und Brausegranulat (40%)

Tablettengewicht: 1g

Zur Lagerung wurden die Tabletten in Sachets eingepackt, verschlossen und bel 4°C, 20°C
und 30°C gelagert.

Die Lebendkeimzahl wurde sowohl nach der Tablettierung als auch nach Einlagerung
geprdift.

Keimzahl der Tabletten nach Verpressung 2,55x10° cfulg

L agerungstemperaturen bei 4°C, 20°C, 30°C

nach 2 Wochen/4 Wocher/8 Wochen

L ebendkei mzahlbestimmung

Tabelle6: Angaben zu Lebendkeimzahl nach Verpressung, Lagerungstemperaturen und
Lagerungszeit der Probe P3

Keimzahl der Tabletten nach Verpressung

2,13x10° cfulg

L agerungstemperaturen

bei 4°C, 20°C, 30°C

L ebendkei mzahlbestimmung

nach 2 Wochen/4 Wocher/8 Wochen

Tabelle7: Angaben zu Lebendkeimzahl nach Verpressung, Lagerungstemperaturen und

Lagerungszei t der Probe P4
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3.2.2.1.Tablettenprifungen
Die Tabletten wurden auf Bruchfestigkeit, Zerfallszeit und Lebendkeimzahl Gberprift.
Die Bruchfestigkeit wurde mittels Bruchfestigkeitstester Pharma-Test PTB 311 gemessen.

Zur Uberpriffung der Zerfallszeit wurden die Tabletten mit 200ml Leitungswasser in ein
Becherglass eingebracht.

Die Lebendkeimzahlbestimmung ist im folgenden Kapitel 3.2.3 beschrieben.

3.2.3. Kemzahlbestimmung nach dem K och’ schen Plattengussverfahren

Vorbereitung der Probe

Um eine Vedunnungsreihe herzustellen, wurde 1g Probe in einer sterilen 150ml
Braunglasflasche in 99,0ml 0,9% physiologischer NaCl — Ldsung suspendiert. Das ergibt die
Verdinnungsstufe 2 (V2).

Iml der V2 Suspension wurden weiters in 99,0 ml 0,9%NaCl — Lésung in eine 150ml
Braunglasflasche pipettiert um die Verdinnungsstufe V4 zu erhalten.

Es wurden insgesamt funf Verdinnungstufen hergestellt (V2, V4, V6, V8 und V9).

Je drei sterile Petrischalen wurden, unter mdglichst keimarmen Bedingungen, mit den
entsprechenden V erdiinnungstufen beimpft.

Eprouvetten mit Rogosa-Agar wurden auf einem temperierten Wasserbad bei 50°C
verflussigt, gedffnet, kurz am Bunsenbrenner abgeflammt und in bereits beimpfte
Petrischalen ausgegossen, vorsichtig kreisformig bewegt und nach dem Erstarren des Agars
72h bei 37°C inkubiert.

Danach wurden die koloniebildenden Einheiten ausgezahit.

Es wurden die Petrischalen mit 10-300 KbE zur Auswertung herangezogen. Die Keimzahl
wurde dann auf 1,00g Probe genau berechnet (cfu/g).
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4. Ergebnisse
4.1. Trockene Granulierung von Milchsdurebakterien-Lyophilisat

Das Ziel der trockenen Granulierung war ein, im Bezug auf mechanische Stabilitd und
Lebendkeimzahl, stabiles Milchsdurebakterien-Granulat herzustellen, das sich auch weiters
zur Tabletten verarbeiten 18sst.

Dass Granulat sollte weniger als 10% Pulveranteil und eine Korngdssenverteilung im
Bereich zwischen 0,25 und 2mm aufweisen, die der Kornverteilung des Brausegranulats
entspricht.

Ausserdem sollte das Granulat ausreichende Zerfallszeit in Wasser haben, da es zur
Anwendung in Kombination mit Brausegranulat gedacht ist.

Weiters soll der Keimzahl nach der Granulierung einen Verlust von max. 1 log-Einheit
aufweisen.

Im Rahmen der durchgefihrten Vorversuchen wurde eine optimale Zusammensetzung
ermittelt. Es wurden 10T Bakterien-Lyophilisat mit 80T Avicel und 10T Inulin vermischt
und nach bereits im Kapitel 3.2.1.1. beschriebenen Methode zu Granulat verarbeitet.
Nach der trockenen Granulierung wurde die L ebendkeimzahl im Granulat bestimmt.

L ebendkeimzahl des L yophilisat-Granulats: 4,03x10™ cfu/g.
Die Prufung auf Zerfallszeit

1g Lyophilisat-Granulat wurde in en Becherglas mit 200ml Leitungswasser
(Wassertemperatur 8°C) eingebracht. Das Granulat ist innerhalb von 2 Minuten zerfallen.
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Siebanalyse Lyophilisat-Granulat

60

50 \

o\

o\

1,4 mm 1,0 mm 0,8 mm 0,4 mm 0,25 mm Staub
Siebgrofle

Anteil in %

Abbildung 1 - Korgréssenverteilung der Probe P1
Prozentueller Anteil einzelner Fraktionen nach der Sebanalyse

Die Abb.1 zeigt, dass der Pulveranteil der Probe P1 (der Staubanteil unter 0,25mm), unter
10% liegt.

Die Verteilung einzelner Fraktionen entspricht der Verteilung des Brausegranulats (Kap. 4.2.,
Abb. 3). Die Hauptfraktion mit 53% Anteil ist die Korngrdsse zwischen 1,4mm und 2mm.
Das Granulat wurde in Sachets bei 4°C, 20°C und 30°C gelagert.

Die Lebendkeimzahl wurde nach bereits im Kapitel 3.2.3.beschriebenem Koch'’ schen
Plattengul3verfahren nach 2 Wochen, 4 Wochen und 8 Wochen bestimmt.
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4°C 20°C 30°C
Ausgangskeimzahl des Lyo-Granulats | 4,03x10°cfu/g | 4,03x10°cfu/g | 4,03x10™cfu/g
Kemzahl nach 2 Wochen 3,95x10"fu/g | 2,45x10%cfulg | 4,01x10°cfulg
Kemzahl nach 4 Wochen 3,65x10"%cfu/g | 8,19x10°cfu/lg | 3,34x10°cfulg
Kemzahl nach 8 Wochen 9,39x10%fu/g | 1,06x10°%cfu/lg | 8,77x10"cfulg

Tabelle 8: Lebendkeimzahlbestimmung der Probe P1

Die Lebendkeimzahlbestimmung erfolgte sofort nach der Herstellung sowie nach

2 Wochen, 4 Wochen, und nach 8 Wochen jeweils bei 4°C, 20°C
und 30°C Lagerungstemperatur.
Cfu/g: colony forming units/g , koloniebildende Einheiten pro Gramm Granulat.

Keimzahlbestimmung
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Herstellung 2Wo 4Wo

Zeit

8Wo

‘—Q—Probe P1 4°C —=— Probe P1 20°C

Probe P1 30°C \

Abbildung 2: L ebendkei mzahlbestimmung der Probe P1

Die Lebendkeimzahlbestimmung erfolgte sofort nach der Herstellung
sowie nach 2 Wochen, nach 4 Wochen und nach 8 Wochen

jeweils bei 4°C, 20°C und 30°C

KBE/q : koloniebildende Einheiten pro Gramm Granulat
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Aus der Tab. 8 und Abb. 2 ist ersichtlich dass das Granulat bei einer Lagerungstemperatur
von 4°C eine weitgehend unverénderte Keimzahl wahrend der ersten 4 Wochen aufweist.
Nach 8 Wochen hat die Keimzahlbestimmung einen Keimzahlverlust um 0,46 log-Einheiten
ergeben.

Die Lagerung bei 20°C hat nach 4 Wochen zu einem Keimzahlverlust von 0,6 log-Einheiten
gefuhrt. Nach 8 Wochen war ein Keimzahlverlust von 1,3 log-Einheiten zu verzeichnen.

Die Lagerung bei 30°C fihrte nach 8 Wochen zu einem Keimzahlverlust von 2,6 log-
Einheiten.

Zusédtzlich  zur  Lebendkeimzahlbestimmung wurden auch die Zerfallszeit und

Korngrolenverteilung bestimmt, die sich aber wahrend der Einlagerung des Granulats nicht
verandert haben.
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4.2. Brausegranulat aus Basenpulver Bioaktiv

Der Basenpulver Bioaktiv wurde mit 70%-igem Ethanol (g.s.) als Anstol3fllissigkeit versetzt,

durch einen Sieb der lichten Maschenweite 1,5mm gepresst und bei Raumtemperatur
getrocknet.

Nach der Trocknung wurde das Granulat auf Zerfallszeit geprdift.

Dazu wurde 1g Granulat in 200ml Leitungswasser (Temperatur 10°C) in ein Becherglas
eingebracht und ist innerhalb von 1 Minute vollsténdig zerfallen.

Bioaktiv Granulat - Siebanalyse

60

50 |\

w0l \

30 \

iy A\

10 \ _—

1,4 mm 1 mm 0,8 mm 0,4 mm 0,25 mm Staub

Anteil in %

SiebgréRe

Abbildung 3: Korgrossenverteilung von Basenpulver Bioaktiv Granulat
Prozentueller Anteil einzelner Fraktionen nach der Sebanalyse

Aus der Abb.3 ist ersichtlich das der Pulveranteil (Staubfraktion unter 0,25mm) weniger als
1% betrégt. Die Hauptfraktion mit 55% ist die Korngrésse zwischen 1,4mm und 2mm. Die
Korngréssenverteilung entspricht ungeféhr der Verteillung der Probe P1 ( Kap. 4.1. Abb. 1)
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4.3. Granulatmischung aus Brausegranulat und Lyophilisat-Granulat

Fur weitere Untersuchungen wurden die Granulate im Verhdtnis 1:1 im Kubusmischer 5
Minuten lang gemischt. Anschliessend wurde die Lebendkeimzahl bestimmt, die aber keine
Verénderungen im Vergleich zur Keimzahl des Lyophilisat-Granulats (Probe P1) aufwies.

Zur Prifung der Zerfallszeit wurde 1g des Granulats in 200ml Leitungswasser (Temperatur
8°C) in ein Becherglas gegeben. Die Zerfallszeit betrug 2 Minuten.

Aus der Abb.1 und der Abb.3 ist ersichtlich, dass die beiden Granulate eine &hnliche
Korngrélzenverteilung aufweisen. Das hat die Herstellung sowohl einer Granulatmischung
mit hoher Mischgute als auch die Tablettierung der beiden Granulate nach pharmazeutisch-
technologischen Anférderungen erméglicht (die Ergebnisse der Tablettierung sind im Kap.
4.4. beschrieben).

Die Granulatmischung wurde zur Einlagerung in Sachets eingefillt und bei drei
unterschiedlichen Temparaturstufen, 4°C, 20°C und 30°C, gelagert.

Die Lebendkeimzahl wurde nach dem im Kapitel 3.2.3. beschriebenen Koch'schen
Plattengussferfahren nach 2 Wochen, nach 4 Wochen und nach 8 Wochen bestimmt.
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4°C 20°C 30°C
Ausgangskeimzahl der Granulatmischung | 4,03x10°cfu/g | 4,03x10™cfu/g | 4,03x10™cfu/g
Kemzahl nach 2 Wochen 4,75x10°cfulg | 2,12x10°%cfulg | 2,79x10°cfulg
Kemzahl nach 4 Wochen 2,40x10°%cfu/g | 9,70x10°cfu/g | 2,60x10"cfu/g
Kemzahl nach 8 Wochen 7,98x10%fu/g | 6,21x10°cfu/g | 1,17x10%fu/g

Tabelle 9: Lebendkeimzahlbestimmung der Probe P2

Die Lebendkeimzahlbestimmung erfolgte sofort nach der Herstellung sowie nach
2 Wochen, 4 Wochen, und nach 8 Wochen jeweils bei 4°C, 20°C

und 30°C Lagerungstemperatur.

Cfu/g: colony forming units/g , koloniebildende Einheiten pro Gramm Granulat.

Keimzahlbestimmung
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Abbildung 4: L ebendkei mzahlbestimmung der Probe P2

Die Lebendkei mzahlbestimmung erfolgte sofort nach der Herstellung
sowie nach 2 Wochen, nach 4 Wochen und nach 8 Wochen
jeweils bei 4°C, 20°C und 30°C

KBE/g : koloniebildende Einheiten pro Gramm Granulat

Ausder Tab. 9 und Abb. 4 ist ersichtlich, dass das Granulat bei einer Lagerung bei 4°C nach

8 Wochen ein Keimzahlverlust von 1,4 log-Einheiten aufwies.

Bel der Lagerung bei 20°C war nach 4 Wochen der Keimzahlverlust von 1,6 log-Einheiten

und nach 8 Wochen von 2,7 log-Einheiten zu verzeichnen.

Die Lagerung bei 30°C fihrte nach 8 Wochen zu einem Keimzahlverlust von 4,3 log-

Einheiten.
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4.4. Tablettierung von Lyophilisat-Granulat mit Brausegranulat

Die Tabletten wurden mit einer instrumentierten Exzentertablettenpresse (TypEKO, Fa
Korsch Pressen AG) gepresst.

Die beiden Proben P3 und P4 wurden mit einem Pressdruck von 18kN gepresst, der auf
Grund vorgegangener Untersuchungen als optimaler Pressdruck ermittelt wurde.

Eine Erhdhung des Pressdrucks hat, wegen erhohter mechanischer Belastung des
Tablettierguts, zu einem zu starken Keimzahlverlust gefuhrt.

Zur Ermittlung der Zerfallszeit wurden die Tabletten in ein Becherglas in 200ml
Leitungswasser gegeben. Es wurden je drei Tabletten der entsprechenden Proben P3 und P4
getestet.

Die Tabletten wiesen eine Zerfallszeit von zwel Minuten bei der Probe P3 und, entsprechend
der Erhdhung des Brauseanteils, eine Minute bei Probe P4 auf.

Die Bruchfestigkeit der Tabletten wurde mit einem Bruchfestigkeitstester Pharma-Test PTB
311 gemessen und betragt bei Probe P3 8,9kp und bei Probe P4 9,5kp. Es wurden je drei
Tabletten der Proben P3 und P4 getestet und ein Mittelwert berechnet.

Die Tabletten wurden in Sachets eingefiillt und bei 4°C, 20°C und 30°C gelagert.

Die Bestimmung der Lebendkeimzahl erfolgte nach dem Tablettieren sowie nach der
Einlagerung nach bereits im Kapitel 3.2.3. beschriebenen Koch'’ schen Plattengussverfahren.
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4°C 20°C 30°C
Ausgangskeimzahl der Tabletten | 2,55x10%cfu/lg | 2,55x10%fulg | 2,55x10°cfu/g
Kemzahl nach 2 Wochen 2,05x10%fu/g | 1,65x10°cfu/g | 6,44x10"cfu/g
Kemzahl nach 4 Wochen 1,01x10%fu/g | 2,33x10’cfu/g | 4,11x10°%fu/g
Kemzahl nach 8 Wochen 2,21x10'cfu/g | 5,03x10°cfu/g | 1,19x10°cfu/g

Tabelle 10: L ebendkeimzahlbestimmung der Probe P3
Die Lebendkei mzahlbestimmung erfolgte sofort nach der Herstellung sowie nach
2 Wochen, 4 Wochen, und nach 8 Wochen jeweils bei 4°C, 20°C
und 30°C Lagerungstemperatur.
Cfu/g: colony forming units/g , koloniebildende Einheiten pro Gramm Granulat.

Keimzahlbestimmung

log KBE/g
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Abbildung 5: L ebendkeimzahlbestimmung der Probe P3
Die Lebendkeimzahlbestimmung erfolgte sofort nach der Herstellung
sowie nach 2 Wochen, nach 4 Wochen und nach 8 Wochen
jeweils bei 4°C, 20°C und 30°C
KBE/g : koloniebildende Einheiten pro Gramm Granulat

Aus der Tab. 10 und Abb. 5 ist ersichtlich, dass das Granulat bei einer Lagerung bei 4°C
nach 8 Wochen ein Keimzahlverlust von 1,3 log-Einheiten aufwies.

Bei der Lagerung bei 20°C war nach 4 Wochen der Keimzahlverlust von 1,13 log-Einheiten
und nach 8 Wochen von 1,7 log-Einheiten zu verzeichnen.

Die Lagerung bei 30°C fihrte nach 8 Wochen zu einem Keimzahlverlust von 3,4 log-
Einheiten.
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4°C 20°C 30°C
Ausgangskeimzahl der Tabletten | 2,13x10%fu/g | 2,13x10°cfu/g | 2,13x10%fu/g
Kemzahl nach 2 Wochen 2,01x10%fu/g | 1,09x10°cfu/g | 4,16x10°cfu/g
Kemzahl nach 4 Wochen 7,81x10"cfu/g | 1,03x10’cfu/g | 3,51x10°%fu/g
Kemzahl nach 8 Wochen 8,49x10°%fu/g | 2,65x10°cfu/g | 8,91x10%cfu/g

Tabelle 11: | ebendkeimzahlbestimmung der Probe P4
Die Lebendkei mzahlbestimmung erfolgte sofort nach der Herstellung sowie nach
2 Wochen, 4 Wochen, und nach 8 Wochen jewells bei 4°C, 20°C
und 30°C Lagerungstemperatur.
Cfu/g: colony forming units/g , koloniebildende Einheiten pro Gramm Granulat.

Keimzahlbestimmung

log KBE/g
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Abbildung 6: L ebendkeimzahlbestimmung der Probe P4
Die Lebendkei mzahlbestimmung erfolgte sofort nach der Herstellung
sowie nach 2 Wochen, nach 4 Wochen und nach 8 Wochen
jeweils bei 4°C, 20°C und 30°C
KBE/g : koloniebildende Einheiten pro Gramm Granulat

Aus der Tab. 11 und Abb. 6 ist ersichtlich, dass das Granulat bei einer Lagerung bei 4°C
nach 8 Wochen ein Keimzahlverlust von 1,6 log-Einheiten aufwies.

Bei der Lagerung bei 20°C war nach 4 Wochen der Keimzahlverlust von 1,13 log-Einheiten
und nach 8 Wochen von 2 log-Einheiten zu verzeichnen.

Die Lagerung bei 30°C fihrte nach 8 Wochen zu einem Keimzahlverlust von 3,6 log-
Einheiten.

21



5.  Zusammenfassung

Das Ziel dieser Diplomarbeit war einerseits die Herstellung eines stabilen Granulats mit
Milchsdurebakterien-Lyophilisat das andererseits zur einer weiteren Verarbeitung mit
Brausegranulat ensprechend geeignet war.

Die Stabilitdt des Lyophilisat-Granulats bezieht sich sowohl auf die vorgeschriebenen
Granulatprufugen (Kap.3.2.1.3.) bezliglich mechanischer Stabilitdt und Zerfallszeit als auch
auf die Lebendkeimzahl des Granulats.

Es wurde eine Lebendkeimzahl des Produktes zwischen 10" und 10° cfu/g angestrebt, die
auch bel der Lagerung eine, entsprechend diesen Anforderungen genigende Stabilitéat
aufweisen sollte.

Daes sich bei der Probe P2 um Brausengranulat bzw. Proben P3 und P4 um Brausetabletten
handelte, waren von dem pharmazeutisch- technologischen Standpunkt die Zerfallszeit im
Wasser sowie die mechanische Stabilitét von Granulat und Tabletten von besonderer
Bedeutung. Alle eingelagerten Proben haben diesen Anforderungen auch entsprochen.
(Granulatprifungen Kap. 4.3. , Tablettenprifugen Kap. 4.4.)

Die optimale Lagerungstemperatur mit geringstem Keimzahlverlust lag bei 4°C fir alle im
Rahmen dieser Diplomarbeit eingelagerter Proben.

Die trockene Granulierung von Milchsdurebakterien-Lyophilisat hat ein nach bereits
angefuhrten Anforderungen stabiles Produkt ergeben, das auch bei Einlagerung bei 20°C
nach 8 Wochen nur einen geringen Keimzahlverlust von 1,3 log-Einheiten aufwies.

Die Mischung des Lyophilisat-Granulats mit Brausegranulat fuhrte aber zu einem erhohten
Keimzahlverlust, der sich nach 8 Wochen nur bei Lagerungstemperatur von 4°C innerhalb
der angestrebten Grenzen hielt.

Im Bezug auf die Lebendkeimzahl des Endproduktes hat sich die Tablettierung der Mischung
als schwierig erwiesen. Der Pressdruck von 12kN, der zu einem geringen Keimzahlverlust
fahrte (0,8 log-Einheiten), hat zu einem Endprodukt gefiihrt, der den Anforderungen im
Bezug auf Bruchfestigkeit nicht entsprach.

Eine Erhéhung des Pressdrucks tiber 22kN ergab ein mechanisch stabileres Produkt, das aber
eine ungenigende Zerfallszeit (4min) und einen zu grossen Keimzahlverlust aufwies (3 log-
Einheiten).

Schliesslich wurde der Pressdruck auf 20kN festgesetzt, bel dem der Keimzahlverlust 2,2
log-Einheiten betrug.

Anschliessende Lagerung der Tabletten hat bei allen Lagerungstemperaturen zu einem
Keimzahlverlust gefuihrt, der den angestrebten Anforderungen beziiglich der L ebendkeimzahl
des Endproduktes nicht mehr entsprach.

Abschliessend kann man sagen, dass die im Rahmen dieser Diplomarbeit durchgefiihrte
trockene Granulierung von Milchsaurebakterien-Lyophilisat einen guten Ansatz zur weiteren
Erforschung bietet.
Die Mischungen des Lyophilisat-Granulats mit Basenpulver Bioaktiv Granulat, sowie die
Tablettierung der Mischung, haben sich im Bezug auf Stabilitét der Lebendkeimzahl als nicht
geeignet erwiesen.
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