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1 EINLEITUNG UND ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die Zahl der auf der Erde lebenden Prokaryoten betrigt ca. 4-6 - 10°°. Mit 350-550 - 10°
Tonnen entfdllt schiatzungsweise die Hilfte des durch lebende Organismen gebundenen
Kohlenstoffs auf sie [1]. Prokaryoten sind ein unverzichtbarer Bestandteil des globalen
Okosystems; sie katalysieren eine Vielzahl von Umwandlungsprozessen, sind maBgeblich
an der Zusammensetzung der Erdatmosphire beteiligt und reprisentieren einen groflen Teil
der genetischen Vielfalt des Lebens auf der Erde. Fiir den Menschen kénnen sie sowohl
niitzliche als auch schidliche Auswirkungen haben; entscheidend ist jeweils die Art der
Interaktion. Thre Anwesenheit in Arzneistoffzubereitungen ist jedoch bis auf wenige
Ausnahmen unerwiinscht und kann je nach Mikroorganismenart eine Gesundheits-
gefahrdung fiir den Patienten darstellen. Die Keimfreiheit bzw. Keimarmut vieler
Arzneistoffzubereitungen ist daher unerldsslich. Besonders bei parenteral zu
verabreichenden Zubereitungen ist die Keimfreiheit zwingend erforderlich, da hierbei viele
der natiirlichen Schutzmechanismen gegen das Eindringen von Krankheitserregern in den
menschlichen Organismus umgangen werden.

Das Europédische Arzneibuch definiert den Begriff der Sterilitdt als ,,Abwesenheit von
lebensfahigen Mikroorganismen®. Daraus ergibt sich ein hoher Anspruch an jedes
Sterilisationsverfahren. Dem absoluten Begriff der Sterilitdt wohnt dabei immer die Gefahr
inne, das praktische Ziel der Infektionsvermeidung aus den Augen zu verlieren; auch ist die
Priifbarkeit eines solchen Absolutzustandes praktisch nicht moglich. Die Wirkungs-
mechanismen aller Sterilisationsverfahren beruhen auf einer irreversiblen Verdnderung
biochemischer Komponenten mit nachfolgender Auswirkung auf die Integritit, den
Metabolismus und die Reproduktion der Mikroorganismenzellen. Die erforderlichen
physikalischen oder chemischen Mallnahmen lassen sich jedoch nicht auf die gewiinschten
antimikrobiellen Effekte beschrianken, so dass auch immer die Materialeigenschaften und
die Funktionalitit der Sterilisationsgiiter ungiinstig beeinflusst werden konnen [2]. Die
Konsequenz ist, dass es kein universelles Sterilisationsverfahren gibt und daher fiir jedes
Sterilisationsgut das angemessene Verfahren ausgewéhlt und gegebenenfalls angepasst
werden muss. Die Entwicklung neuer, innovativer und hinsichtlich ihrer Stabilitdt meist
sehr empfindlicher Arzneistoffe, fiir deren Anwendung die Sterilitit hdufig eine unbedingte
Vorraussetzung ist, zeigt die Grenzen der etablierten Sterilisationsverfahren auf und

begriindet damit gleichzeitig die Forderung nach Alternativen.
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Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Entwicklung des Druckwechselverfahrens zu einer
Technologie fiir die sichere Entkeimung von fliissigen pharmazeutischen Zubereitungen bei
gleichzeitigem Erhalt der hdufig thermolabilen Wirkstoffe. Damit soll eine nichtthermische
Alternative zur klassischen Hitzesterilisation geschaffen werden. Das Druckwechsel-
verfahren besteht aus drei Teilprozessen. Zunédchst wird Gas unter Druck im fliissigen, zu
entkeimenden Produkt geldst. Die sich anschlieBende Druckhaltezeit von einigen Minuten
bis wenigen Stunden soll die vollstindige Ausbildung des Losungsgleichgewichts zwischen
Gasphase, fliissigem Gut und den darin enthalten Mikroorganismen sicherstellen. Der
abschliefende schnelle Druckwechsel durch Entspannung auf Atmosphérendruck fiihrt zur
spontanen Freisetzung des unter Druck gelosten Gases. Dieser Prozess umfasst sowohl das
im flissigen Medium geloste Gas als auch die in die Mikroorganismenzellen
eindiffundierte Gasmenge. Wird der Entspannungsprozess sehr schnell durchgefiihrt,
entsteht im Inneren der Mikroorganismenzellen ein Uberdruck, der nicht mehr durch
Riickdiffusion des Gases durch die Zellwand abgebaut werden kann. Die Zellen zerplatzen,
wenn der im Zellinneren entstandene Druck die Reif3festigkeit der Mikroorganismenhiille
iiberschreitet.

Da die Abtotung der Mikroorganismen und der Erhalt der Wirkstoffe gegenldufige
Parameterabhéngigkeiten erwarten lassen, ist die Bestimmung geeigneter Prozessfenster
zur Erreichung aller Anforderungen unerlédsslich. Wahrend fiir eine sichere Abtdtung der
Mikroorganismen moglichst hohe Gasloslichkeiten und hohe Differenzdriicke bei der
abschliefenden Entspannung benétigt werden, steigt mit dem Druck auch die chemische
Empfindlichkeit der Wirkstoffe. Im Rahmen dieser Arbeit werden Stickstoff, Distickstoff-
oxid sowie Mischungen aus beiden Gasen hinsichtlich ihrer Effektivitit auf die
Keimabtotung und ihres Einflusses auf die chemische Stabilitdt der Inhaltsstoffe untersucht.
Daneben ist der Einfluss der Gelostgasmenge und damit verbunden des Druckes, der
Druckhaltezeit, des Temperaturregimes und der Entspannungsmethodik zu definieren.

Der Nachweis der Wirksamkeit des Druckwechselverfahrens soll anhand von
verschiedenen Modell-Mikrooganismen erbracht werden. Dazu werden verschiedene
Vertreter grampositiver und gramnegativer Bakterien sowie zwei Pilzarten dem
Druckwechselprozess unterzogen und deren Uberlebensrate bzw. die Reduktionsrate
bestimmt. Zum besseren Verstindnis des genauen Abtotungsmechanismus und um
vorhandene Abhéngigkeiten zwischen der Effektivitit des Entkeimungsverfahrens und den
physiologischen und morphologischen FEigenschaften der Mikroorganismenzellen zu

erkennen, werden dariiber hinaus die verwendeten Kulturen mithilfe verschiedener
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analytischer Verfahren, wie der Differenzkalorimetrie und der Rasterkraftmikroskopie,
charakterisiert.

Da neben der Effektivitit des Entkeimungsverfahrens auf das Absterbeverhalten von
Mikroorganismen der Einfluss des Verfahrens auf das zu entkeimende Gut dessen
Anwendbarkeit entscheidend mitbestimmt, ist die Stabilitdt verschiedener Wirkstoffe im
Druckwechselprozess zu untersuchen. Bei den ausgewéhlten Substanzen handelt es sich um
die thermolabilen und hydrolyse- bzw. oxidationsempfindlichen Wirkstoffe L-Epinephrin,
Paraoxon, D-Penicillamin und Physostigmin. Der zunehmenden Verbreitung hoch-
molekularer Biologicals in der Arzneimitteltherapie soll ebenfalls Rechnung getragen
werden. Hierzu wird das druck- und temperaturempfindliche Humaninsulin als Vertreter
dieser Gruppe ebenfalls dem Druckwechselprozess und anschlieBenden Stabilitats-

betrachtungen unterzogen.
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2 MIKROORGANISMEN

2.1 EINLEITUNG

Die erfolgreiche Abtétung von Mikroorganismen setzt eine genaue Kenntnis der
morphologischen und physiologischen Gegebenheiten der Zellen voraus. In der
pharmazeutischen Praxis sind vor allem Bakterien und Pilze sowie deren Dauerformen als
potentielle Kontaminanten von Arzneizubereitungen von Interesse [3]. Die Auswahl der in
der vorliegenden Arbeit betrachteten Mikoorganismen erfolgte daher in Anlehnung an die
in den Kapiteln ,Prifung auf Sterilidt® und ,,Methoden zur Herstellung steriler
Zubreitungen* des Europidischen Arzneibuches empfohlenen Testkeime [4].

Die eingesetzten Mikroorganismen wurden zunichst hinsichtlich ihres Wachstums-
verhaltens in CASO-Bouillon durch turbidimetrische Messungen der Fliissigkulturen in
Kombination mit der Lebendkeimzahlbestimmung durch Ausspateln auf Agar-Platten
charakterisiert. In diesem Zusammenhang wurden auch verschiedene Nahrboden
hinsichtlich ihrer Eignung zur Anzucht der unterschiedlichen Mikroorganismen getestet.
Ziel dabei war es, sicherzustellen, dass durch optimale Nihrstoffversorgung auch die
Detektion geschwichter oder geschidigter aber noch lebensfahiger Zellen gewihrleistet ist.
Fiir eine spitere Betrachtung von Gasdiffusionsprozessen wihrend der Druckwechsel-
behandlung waren vor allem ZellgroBe, Zellform und Zellaufbau von Interesse. Die
Bestimmung der ZellgroBe erfolgte licht- und elektronenmikroskopisch durch das
Ausmessen von Einzelobjekten im mikroskopischen Bild und durch Laserlichtbeugung an
Teilpopulationen. Zellform und -aufbau waren bekannt und bedurften daher keiner weiteren
Bestimmung.

Von besonderer Bedeutung war die Charakterisierung der eingesetzten Mikroorganismen
hinsichtlich ihrer thermischen und mechanischen Eigenschaften, um eine Bewertungsbasis
fiir Druck- und Temperatureffekte wihrend der Druckwechselbehandlung zu schaffen. Zur
thermischen Analyse fand die dynamische Differenzkalorimetrie Anwendung. Im
Mittelpunkt stand dabei die Temperaturbestimmung der irreversiblen Denaturierung
verschiedener essentieller Proteine [5]. Die Bestimmung der mechanischen Eigenschaften
der Bakterienzelle, insbesondere des Elastizitditsmoduls der Zellwand sowie deren Bruch-
bzw. ReiBfestigkeit, erfolgte durch rasterkraftmikroskopische Messungen an intakten,

lebenden Zellen [6].
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2.1.1 BAKTERIEN

2.1.1.1 MORPHOLOGISCHE EINTEILUNG

Bakterien sind einzellige Mikroorganismen, die nur in seltenen Féllen in differenzierten
Zellverbianden leben [7]. Die meisten Bakterien sind zwischen 0,1 und 30 um grof3, wobei
kleinere Formen bevorzugt sind [8]. Zum einen haben diese ein giinstigeres Oberflache/
Volumen-Verhiltnis und damit kiirzere Diffusionswege fiir Nihrstoffe und
Stoffwechselprodukte, was eine hohere Stoffwechselrate ermoglicht. Zum anderen kdénnen
bei &dquivalentem Nihrstoffangebot kleinere Mikroorganismenzellen eine grof3ere
Population erzeugen. Daraus ergibt sich eine groere Anzahl an zufillig glinstigen
Mutationen; dies wiederum ermdoglicht eine bessere Adaptation an die vorherrschenden
Umweltbedingungen [9].

Morphologisch lassen sich Bakterien in kugelige Formen (Kokken), stdbchenartige Formen
und gekriimmte bzw. gewundene Formen unterteilen [10]. Ein wichtiges Merkmal der
Bakterien ist ihr Verhalten bei der Gramfarbung, wobei man zwischen grampositiven und
gramnegativen Spezies unterscheidet (vgl. Kap. 2.2.2.6). Ein weiteres Unterscheidungs-
merkmal ist die Fahigkeit zur Sporenbildung. Einige Bakterienarten sind zur Bildung von
Endosporen befdhigt. Dabei handelt es sich um Dauerformen, die der Arterhaltung bei
ungiinstigen Umweltbedingungen dienen. Besonders kritisch aus Sicht der Arzneimittel-
sicherheit ist in diesem Zusammenhang die hohe Resistenz der Sporen gegeniiber Hitze,
Strahlung und Desinfektionsmitteln. Aus diesem Grund wird die Effektivitdt der meisten

Sterilisationsverfahren an Endosporen und nicht an vegetativen Zellen bestimmt.

2.1.1.2 ZELLSTRUKTUR

Bakterien besitzen eine Cytoplasmamembran und bis auf wenige Ausnahmen (z.B.
Mykoplasmen) eine dariiber gelagerte Zellwand. Die Cytoplasmamembran besteht aus
einer Phospholipiddoppelschicht und darin eingebetteten Membranproteinen (Abb. 1 und
2). Diese Biomembran stellt die Diffusionsbarriere der Bakterienzelle dar und ist somit
unter anderem fiir die Regulation des Zellinnendrucks (Turgor) verantwortlich [11]. Durch
duflere Einfliisse verursachter osmotischer Stress kann durch verschiedene Mechanismen
ausgeglichen werden. Viele Mikroorganismen sind durch mechanosensitive Kanéle in der
Lage, auf einen starken intrazelluldren Druckanstieg, z.B. als Folge einer stark hypotonen
Umgebung, zu reagieren. Dabei werden die mechanosensitiven Kanile gedffnet; dies fiihrt

zu einem Ausstromen von Cytoplasma und somit zu einer Reduzierung des Zellinnen-
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drucks [12]. Die Anreicherung von osmoprotektiven Substanzen, wie z.B. Prolin, im
Zellinneren kann dagegen das Uberleben der Zelle in einer stark hypertonen Umgebung
sichern [13]. Die antimikrobielle Wirkung konzentrierter Zuckerlosungen ist demnach
weniger vom osmotischen Druck der Zuckerlosung abhingig, als vielmehr von deren
Wasseraktivitdt (aw-Wert) und damit vom Grad des verfiigbaren ,,freien* Wassers [ 14].

Im Gegensatz zur eukaryotischen Cytoplasmamembran finden sich in der Lipiddoppel-
schicht keine Sterole zur Stabilisierung. Einige Prokaryoten weisen zwar auch Triterpene
(Hopanoide) auf; insgesamt ist jedoch die Rigiditit der Cytoplasmamembran deutlich
geringer.

) Teichonsdure
Protein

\/\ Lipoteichon-
\ 3 | - @ ‘ ‘ siure

Cytoplasma-
membran

Abb. 1: Schematische Darstellung der Zellwand-Gesamtstruktur grampositiver Bakterien; Abb.
modifiziert nach [9]

Die Zellwand besitzt, ebenso wie die Cytoplasmamembran, sehr unterschiedliche
Funktionen. Besonders hervorzuheben sind dabei die Stabilisierung des Zellinnendrucks,
der Schutz vor mechanischen Beschiddigungen von auBlen sowie die Formgebung der
Bakterienzelle [11, 15]. Jede Bakterienzellwand besteht aus einer Stiitzschicht und einer
darauf aufliegenden plastischen Schicht, die eng miteinander verzahnt sind [16]. Die
Stiitzschicht wird von einem aus Muraminsdure und N-Acetyl-Glucosamin zusammen-
gesetzten Peptidoglycan gebildet. Grampositive Zellen weisen im Vergleich zu gram-
negativen Zellen eine wesentlich stirker ausgebildete Peptidoglycanschicht auf (Abb. 1 und
2). Je nach Bakterienart setzt sich die plastische Schicht aus verschiedenen
hochmolekularen Verbindungen zusammen. Bei grampositiven Bakterien sind das
hauptsidchlich Teichonsdurederivate, deren Phosphat- und Carboxylgruppen fiir die

negative Ladung der Bakterienoberfldche verantwortlich sind [17].
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Die dullere Membran gramnegativer Bakterien besteht aus Phospholipiden, Proteinen und
Lipopolysacchariden. Im Vergleich zur Cytoplasmamembran ist diese Lipiddoppelschicht
der dulleren Membran aufgrund vorhandener Porine fiir kleinere Molekiile gut permeabel
(Abb. 2). Die bei lebenden gramnegativen Bakterien zelluldr gebundenen Lipopoly-
saccharide werden nach deren Tod als Endotoxine freigesetzt. Die toxische Wirkung der

thermostabilen Endotoxine geht dabei von der Lipid A-Teilstruktur aus [18].

O-Polys 'wulnud I\ernpol\ accharid

]

ipopoly-
| saccharid

'Y
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Aufiere | \j ,
Membran ! -
E }
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o o » e fir~Lipoprotein
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Abb. 2: Schematische Darstellung der Zellwand-Gesamtstruktur gramnegativer Bakterien; Abb.
modifiziert nach [9]

Neueren Erkenntnissen zufolge sind neben der Zellwand noch weitere zelluldre Strukturen
an der Formgebung, Stabilisierung und an den Teilungsprozessen der Bakterienzelle
beteiligt. So konnten fiir die wichtigsten Cytoskelettproteine eukaryotischer Zellen - Actin,
Tubulin und Intermediérfilamente - Homologe im bakteriellen Cytoskelett nachgewiesen
werden [19-21]. Die von Koch in den 1980er Jahren postulierte Surface Stress Theory,
nach der das Zusammenspiel von Turgor und lokalem Zellwandwachstum zum Gesamt-
zellwachstum fiihrt, konnte durch den Nachweis eines bakteriellen Cytoskeletts in Teilen

bestétigt bzw. ergidnzt werden [20, 22-24].

2.1.2 PILZE

Pilze sind phylogenetisch den Eukaryoten zugeordnet. Neben einem echten Zellkern weisen
sie im Vergleich zu den Bakterien ein durch Biomembranen kompartimentiertes
Cytoplasma und Zellorganellen auf [25]. Die Zellwand von Pilzen besteht zu 90 % aus
Polysacchariden (Chitin, Cellulose); daneben sind auch Proteine und Fette am Aufbau
beteiligt [9]. Aus rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen ist bekannt, dass diese

Zusammensetzung ein im Vergleich zur Bakterienzellwand deutlich groBeres Elastizitats-
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modul und damit verbunden eine hohere Steifigkeit der Zelle zur Folge hat [26]. Inwieweit
diese hohere Steifigkeit einen Schutz der Zellen vor mechanischer Belastung darstellt,

wurde in eigenen rasterkraftmikroskopischen Experimenten an 4. niger-Zellen untersucht.
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2.2 MATERIALIEN UND METHODEN

2.2.1 MATERIALIEN

2.2.1.1 MIKROORGANISMENKULTUREN

Bacillus atropheus

Bacillus pumilus

Geobacillus stearothermophilus
Staphylococcus aureus ssp. aureus
Clostridium sporogenes
Brevundimonas diminuta
Pseudomonas aeruginosa
Aspergillus niger

Candida albicans

2.2.1.2 NAHRMEDIEN

CASO-Agar
CASO-Bouillon
Fleisch-Leber-Agar
Malzextrakt-Agar
Pseudomonas-Agar P
R2A-Agar
Thioglycolat-Bouillon

DSM 675 (ATCC 9372)
DSM 492 (ATCC 27142)
DSM 5934 (ATCC 7953)
DSM 799 (ATCC 6538)
DSM 1664 (ATCC 19404)
DSM 1635 (ATCC 19146)
DSM 1128 (ATCC 9027)
DSM 1988 (ATCC 16404)
DSM 1386 (ATCC 10231)

2.2.1.3 FARBSTOFFE FUR DIE LICHT- UND FLUORESZENZMIKROSKOPIE

Gramfarbung: Kristallviolettlosung
Lugolsche Losung
Safraninlosung

Vitalfarbung: Propidiumiodid
SYTO® 9 green

2.2.1.4 TRAGERMATERIALIEN UND PUFFER FUR DIE RASTERKRAFTMIKROSKOPIE

Tragermaterialien: Glimmer (Muskovit)

Poly-L-Lysin-beschichtete Objekttriger (StarFrost®-Adhisiv-Polycat)

silanisierte Objekttriiger (StarFrost®-Adhisiv)
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Puffer: HEPES-Puffer 0,5 ml HEPES-Puffer pH 7,0 (1 mol/l)
0,584 g Natriumchlorid R
in 1.000 ml Wasser R

PBS-Puffer pH 7,4 8,0 g Natriumchlorid R
0,2 g Kaliumchlorid R
1,78 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat R
0,24 ¢ Kaliumdihydrogenphosphat R
in 1.000 ml Wasser R

pH-Einstellung mit 0,1 mol/l Salzsdure

Phosphatpuffer Sérensen pH 7,0 7,26 g Dinatriumhydrogenphosphat-Dihydrat R
3,52 g Kaliumdihydrogenphosphat R
in 1.000 ml Wasser R

2.2.2 METHODEN

2.2.2.1 MORPHOLOGISCHE UND PHYSIOLOGISCHE CHARAKTERISIERUNG DER

MIKROORGANISMEN

Eine Ubersicht der wichtigsten Eigenschaften der eingesetzten Mikoorganismen ist Tab. 1
zu entnehmen. Die ausgewdhlten Spezies stellen ein sehr breites Spektrum hinsichtlich
threr morphologischen und physiologischen Eigenschaften dar. Neben den verschiedenen
Prokaryoten wurden auch zwei Vertreter der Eukaryoten im Rahmen der vorliegenden
Arbeit betrachtet. So konnte sichergestellt werden, dass Mikroorganismen mit sehr
unterschiedlichen mechanischen und stoffwechselphysiologischen Eigenschaften bei der
Bewertung des Druckwechselprozesses Beriicksichtigung finden. Eine moglichst hohe
Variabilitdt der Zellwandstrukturen, als Zielstrukturen fiir mechanische Beschadigungen

bzw. Zerstorungen durch den Druckwechselprozess, war dabei von besonderem Interesse.
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2.2.2.2 STAMMHALTUNG

Alle Stammkulturen mit Ausnahme der C. sporogenes-Kultur wurden auf Schrigagar
(CASO-Agar) angelegt, bebriitet und im Anschluss im Kiihlschrank bei 5°C autbewahrt. Im
Abstand von 6-8 Wochen erfolgte das Uberimpfen auf frisches Medium. Um eine Selektion
von Stdmmen mit verdnderten Eigenschaften zu verhindern bzw. um ihre unverdnderte
Identitdit zu gewdhrleisten, wurde jede Stammkultur nach Aktivierung der gefrier-
getrockneten Stammbkultur nur fiinfmal tberimpft und spitestens 8 Wochen nach dem
letzten Uberimpfen vollstindig durch Dampfsterilisation vernichtet. Die Anzucht und
Aufbewahrung der C. sporogenes-Kulturen erfolgte auf Fleisch-Leber-Agar im Anaeroben-
topf. Anaerocult® C (Merck, Darmstadt) wurde zur Erzeugung der sauerstoffabgereicherten
Atmosphire eingesetzt. Um eine aufwendige Stammhaltung zu vermeiden, wurde die von
der DSMZ bezogene gefriergetrocknete Stammkultur direkt nach der Aktivierung als
Arbeitskultur eingesetzt, die entsprechenden Versuche innerhalb von 6 Wochen

durchgefiihrt und im Anschluss die gesamte Kultur vernichtet.

2.2.2.3 WACHSTUMSBEDINGUNGEN

Die Anzucht der Mikroorganismen in fliissigem Nihrmedium erfolgte in zu 30 % gefiillten
Erlenmeyerkolben im Klimaschrank. Das sterile Ndhrmedium wurde mit der jeweiligen
Stammkultur unter aseptischen Bedingungen angeimpft und auf einem Rundschiittler
(Unimax 1010, Heidolph, Schwabach) bei 250 UpM inkubiert. Abweichend von diesem
Verfahren erfolgte die Anzucht der C. sporogenes-Kulturen in zu 75 % gefiillten
Laborflaschen mit Be- und Entliiftungsaufsatz. Wéahrend der Inkubation durchstromte steril
filtrierter Stickstoff mit einem Druck von 0,7 bar das Medium, so dass sowohl ein
anaerobes Milieu als auch die Durchmischung der Kultur gewéhrleistet war.

Eine weitere Ausnahme stellte die Anzucht von A. niger dar. Da eine direkte Anzucht von
A. niger in fliissigem Nédhrmedium nicht mdglich war (Bildung groBerer Zellverbénde in
Form von Myzelien, keine reproduzierbare Zellzahlbestimmung moglich), wurden zunichst
groflere Mengen an Pilzsporen erzeugt. Dies geschah durch Ausplattieren einer aus der
Dauerkultur und CASO-Bouillon gebildeten Zell- und Sporensuspension. Die so beimpften
Agar-Platten wurden bei 30°C fiir mindestens eine Woche inkubiert. Danach erfolgte die
Abschwemmung der gebildeten Konidien mit 20 ml Waschfliissigkeit (isotone
Natriumchloridlésung + 0,5 g/l Triton® X 100) pro Agar-Platte. Der Zusatz des Tensides
Triton® X 100 war fir die Benetzung der hydrophoben Oberfliche des Pilzrasens

erforderlich. Fiir einen Versuchsansatz von 250 ml wurden von 2 Agar-Platten jeweils



2. Kapitel — Mikroorganismen 13

12,5 ml Sporensuspension abpipettiert und mit 225 ml fliissigem Ndhrmedium vereinigt.
Die Ankeimung der Sporen erfolgte bei 30°C auf dem Rundschiittler mit 250 UpM. Eine
Zusammenfassung der fiir die jeweiligen Mikoorganismen geltenden Inkubations-

bedingungen ist Tab. 1 zu entnehmen.

2.2.2.4 TRUBUNGSMESSUNG

Das Wachstumsverhalten der Mikroorganismenkulturen wurde anhand der Zunahme der
optischen Dichte (ODgpo) mit einem Photometer (PU 8625, Philips, Hamburg) bestimmit.
Die Messungen erfolgten immer unverdiinnt in Quarzkiivetten mit einer Schichtdicke von

1 cm und bei einer Wellenldnge von 600 nm gegen unbeimpftes Ndhrmedium.

2.2.2.5 KEIMZAHLBESTIMMUNG

Um die Anzahl von koloniebildenden Einheiten auf einer Agar-Platte bestimmen zu
konnen, mussten von den Fliissigkulturen Verdiinnungsreihen angelegt werden
(Verdiinnungsschritte 1:10); dies erfolgte mit steriler isotoner Kochsalzlosung. Jeweils
100 ul Keimsuspension wurden auf die sterilen Agar-Platten mittels Drigalskispatel
ausplattiert. Pro untersuchter Verdiinnungsstufe wurden zwei Agar-Platten beimpft und
ausgewertet. Die Zdhlung der gewachsenen Kolonien erfolgte in Abhédngigkeit von deren
Wachstumsgeschwindigkeit nach Inkubationszeiten von 12-96 h.

Abweichend von dieser Methode zur Keimzahlbestimmung wurde dem Agar-Medium bei
der Bestimmung von 4. niger 0,5 g/l Triton® X 100 zugesetzt, um ein Zusammenwachsen
der Kolonien zu einem Rasen zu vermeiden.

Die Keimzahlbestimmung der C. sporogenes Kulturen erfolgte nach dem Gussplatten-
verfahren. Dabei wurden 0,9 ml der nach dem oben genannten Verdiinnungsverfahren
hergestellten Proben mit ca. 15 ml fliissigem und ca. 50°C warmen Fleisch-Leber-Agar
vermischt und nach dem Erstarren des Agars im Anaerobentopf in sauerstoffabgereicherter

Atmosphire (Anaerocult® C, Merck, Darmstadt) bei 37°C inkubiert.

Um den Koinzidenzfehler zu minimieren und somit eine gute Reproduzierbarkeit der
Ergebnisse sicherzustellen, wurden bei der Lebendkeimzahlbestimmung nur Agar-Platten
jener Verdiinnungsstufen berticksichtigt, die mindestens 20 und maximal 300 Kolonien pro
Platte aufwiesen. Die Berechnung erfolgte iiber das gewogene arithmetische Mittel (siehe

GL 1)

m=E.E°X+E°X“ [GL. 1]
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m gewogenes arithmetisches Mittel

10* Verdiinnungsfaktor fiir die niedrigste ausgewertete Verdiinnungsstufe

\" pro Platte aufgetragenes Volumen Zellsuspension in ml

D Cx Gesamtzahl der Kolonien auf ny Platten der niedrigsten auswertbaren
Verdiinnungsstufe

dcxr1 Gesamtzahl der Kolonien auf ny+1 Platten der ndchst hoheren ausgewerteten

Verdiinnungsstufe

2.2.2.6 ZELLFARBUNG

Gramfirbung

Die Zellsuspension wurde diinn auf den Objekttriger aufgetragen, trocknen gelassen und
hitzefixiert. Danach wurden die Zellen 2 min mit Kristallviolettldsung iiberschichtet und
anschlieBend zur Fixierung des Farbstoffes in der Zellwand mit Lugolscher Lésung gespiilt
und mit dieser ebenfalls fiir 2 min tiberschichtet. Diese Losung wurde im Wechsel zweimal
mit Wasser und einmal mit Ethanol abgespiilt. AbschlieBend erfolgte eine Gegenfarbung
mit Safraninldsung zur Anfirbung gramnegativer Zellen, ebenfalls durch Uberschichten mit
der Farbstofflosung fiir 2 min. Zur Entfernung des iiberschiissigen Farbstoffes wurde mit
Wasser gespiilt. Nach dieser Behandlung waren grampositive Bakterien dunkelblau bis

blauviolett, gramnegative Bakterien rot bis orange gefarbt.

Live/Dead-Farbung
Die Live/Dead-Firbung wurde mit dem LIVE/DEAD® BacLight™ Bacterial Viability Kit

L7012 nach der Vorschrift des Herstellers durchgefiihrt. Die Methode erlaubte die
Unterscheidung zwischen lebenden und toten Bakterienzellen durch Anfirbung mit den
zugesetzten Fluoreszenzfarbstoffen. Das Prinzip der Anfdarbung beruht auf -einer
unterschiedlichen Permeabilitit der beiden Fluoreszenzfarbstoffe, wobei SYTO® 9 green
die intakte Zellmembran passieren kann, der zweite Farbstoff (Propidiumiodid) jedoch
nicht. Bei vorhandenen Membrandefekten dringt Propidiumiodid in die Zelle ein und

verdingt aufgrund einer stirkeren Affinitit SYTO® 9 green von den Zielstrukturen.

2.2.2.7 MIKROSKOPISCHE DARSTELLUNG (LICHTMIKROSKOPIE, REM)

Lichtmikroskopie

Die Untersuchungen im Hellfeld nach Gramfarbung, im Phasenkontrast bei unbehandelten
Proben sowie im Fluoreszenzlicht nach Live/Dead®-Firbung wurden mit einem I1X71

Mikroskop (Olympus, Hamburg) durchgefiihrt. Die Préparation der im Hellfeld bzw. im
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Phasenkontrast zu betrachtenden Proben erfolgte direkt auf einen Objekttriger. Die mittels
Live/Dead® Kit angefirbten Zellen wurden in 10 ml isotoner Kochsalzlosung suspendiert
und durch einen Nucleopore® Filter (Waterman, Newton, USA) mit einer nominalen
Porenweite von 0,22 mm filtriert. Im Anschluss daran wurde der Filter auf einen

Objekttrager prapariert und im Auflichtmodus im Fluoreszenzlicht betrachtet.

REM

Fir die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden jeweils 1 ml Zell-
suspension mit einer Zelldichte von 10’-10° KBE/ml in 10 ml isotoner Kochsalzlésung
dispergiert und durch einen Nucleopore® Filter mit einer nominalen Porenweite von 0,22
mm filtriert. Im Anschluss erfolgte, nach Trocknung der Proben, die Graphit-Bedampfung
im Hochvakuum. Als Rasterelektronenmikroskop kam ein Leo 1525 Gemini (Carl Zeiss,

Oberkochen) zum Finsatz.

2.2.2.8 BESTIMMUNG DER GROBENVERTEILUNG (MIKROSKOPIE, LASER-

DIFFRAKTOMETRIE)

Mikroskopie

Die Auswertung der mikroskopischen Bilder erfolgte manuell durch Ausmessen der Zellen.
Zu diesem Zweck wurden die stibchenformigen Bakterien mathematisch in zwei
geometrische Grundkorper zerlegt, den geraden Kreiszylinder und die Halbkugel. Der
gerade Kreiszylinder konnte liber die Breite und die Linge der Zelle eindeutig bestimmt
werden. Dabei war die Zelllinge so definiert, dass die abgerundeten Enden nicht
berticksichtigt wurden. Diese wurden gesondert durch zwei Halbkugeln beschrieben. Somit
setzte sich die Gesamtlinge einer stibchenformigen Zelle aus den Radien der beiden
Halbkugeln und der Hohe des Kreiszylinders zusammen. Die Berechnung der Oberfléche
der Zelle Ages erfolgte nach GI. 2 aus der Mantelfliche des Kreiszylinders Awantes und der
Oberfldche der zu einer Kugel zusammengefassten deckungsgleichen Halbkugeln (Akygel).
In Analogie dazu wurde das Zellvolumen Vges aus den Volumina des Zylinders und der

Kugel berechnet (Gl. 3).

AGes AMantel + AKugel [Gl 23]
Age, =7dh + 4mr® = i(dh + 41°) [GL. 2b]
VGes = VZylinder + VKugel [Gl 33]
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V=S he 2 o] Ln 4 A [GL. 3b]
473 43

d Durchmesser des geraden Kreiszylinders
h Hohe des geraden Kreiszylinders
r Radius der Kugel

Die Bestimmung des Durchmessers von kugelférmigen Zellen erfolgte mithilfe des
statistischen Durchmessers nach Feret. Dabei wurde der Abstand zweier vertikaler, an die
Projektionsfliche der Zelle angelegter, Tagenten bestimmt. Bei der Berechnung der
Oberflache und des Volumens konnten somit Abweichungen von der idealen Kugelform

vernachléssigt werden.

Laserdiffraktometrie

Die Groflenverteilung der Zellsuspensionen wurde mittels Laserdiffraktometrie bestimmt.
Die Messung beruht auf dem Prinzip der Laserbeugung an einem Partikelkollektiv. Die
Summe der Frauenhofer’schen Beugungsspektren der Einzelpartikel ergibt dabei eine
Intensitdtsverteilung, welche mit einem in 31 Ringe gegliederten Photodetektor
aufgenommen wird. Aus dieser Intensititsverteilung wird die GréBenverteilung der dieses
Spektrum erzeugenden Partikel berechnet. Bei nicht-sphérischen Partikeln erhdlt man eine
Verteilung von Kugeldurchmessern sphéarischer Partikel gleicher optischer Eigenschaften
(Aquivalentdurchmesser).

Das verwendete Messsystem bestand aus einem HELOS 12 KA/LA Laserbeugungssensor
und einer SUCELL 12CL Nassdispergiergeinheit mit einer 2 mm Durchflusskiivette
(Sympatec, Clausthal-Zellerfeld). Die Auswertung der aufgenommenen Intensitéts-
verteilungen erfolgte mit der Software des Geréteherstellers (Windox 3.2). Das System
wurde mit dem Referenzmaterial des Herstellers kalibriert. Dabei handelte es sich um
Siliciumcarbid-Partikel eines mittleren Teilchendurchmessers von 27 um (SiC-P600°06).
Dariiber hinaus wurde vor jeder Messreihe eine Referenzmessung mit gereinigtem Wasser
durchgefiihrt.

Die zu vermessenden Zellsuspensionen, d.h. Mikroorganismenkulturen unterschiedlichen
Alters in CASO-Bouillon, wurden durch Verdiinnung mit isotoner Natriumchloridlésung
auf ODgoo-Werte von maximal 0,4 eingestellt. Der Messbereich der verwendeten Linse
betrug 0,5-175 wm. Jede Zellsuspension wurde dreimal ohne vorherige Ultraschall-
Dispergierung fiir 10 s vermessen. Im Anschluss erfolgten jeweils drei weitere Messungen

nach vorheriger Ultraschallbehandlung von 60 bzw. 300 s bis zur Konstanz des mittleren
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Teilchendurchmessers. Dieses Vorgehen war erforderlich, da besonders junge Kulturen
durch aneinander haftende Zellen zundchst zwei Partikelkollektive aufwiesen. Aus
Sicherheitsgriinden konnten, mit Ausnahme von B. diminuta und C. albicans, nur
Mikroorganismen der Risikoklasse I vermessen werden. Die ZellgréBenbestimmung von B.
diminuta war erforderlich, da diese Spezies als Modellorganismus fiir gramnegative
Bakterien sehr haufig bei den in Kap. 3 beschriebenen Druckwechselprozessen eingesetzt
worden ist. Eine genaue Kenntnis der GroBenverhidltnisse war daher unerldsslich. Die
Vermessung des Pilzes C. albicans war wegen dessen fiir die Laserdiffraktometrie
giinstiger Form und Grof3e von grundsétzlichem Interesse.

Die Darstellung der Messergebnisse erfolgte durch Auftragung der Verteilungssumme
(Durchgangssumme) Q; und der Volumenverteilungsdichte g3 i im halblogarithmischen
Koordinatensystem gegen den Aquivalentdurchmesser. Unter der Verteilungssumme
versteht man dabei den Anteil der Partikel im jeweiligen Intervall bezogen auf die
Gesamtmenge. Der Quotient aus dem Mengenanteil AQs; und der dazu gehorigen
Klassenbreite Ad ergibt die Volumenverteilungsdichte qs;. Fiir die halblogarithmische
Darstellung wird q3; durch Multiplikation mit dem mittleren Partikeldurchmesser des

jeweiligen Intervalls in q3 |g transformiert.

2.2.2.9 DYNAMISCHE DIFFERENZKALORIMETRIE (DSC)

Bei der dynamischen Differenzkalorimetrie wird die zu vermessende Probe und eine
Referenz einem definierten Temperaturprogramm unterworfen und die zu- oder abgefiihrte
Wirmeleistung bestimmt. Dies kann entweder nach dem Prinzip der Warmestrommessung
oder der Leistungskompensation erfolgen. Letzteres Messprinzip wurde bei der
verwendeten DSC 7 (Perkin Elmer, Rodgau-Jiigesheim) realisiert. In der Peripherie kamen
dariiber hinaus die Steuereinheit TAC 7/DX, ebenfalls von Perkin Elmer, und das Kryostat
Lauda RL6 (Lauda, Lauda-Konigshofen) zum Einsatz. Die Auswertung der erzeugten
Daten wurde mit der Software Pyris 8.0 durchgefiihrt. Im Vorfeld der Messungen erfolgte
eine Kalibrierung der Anlage mit Indium und demineralisiertem Wasser. Sdmtliche DSC-
Messungen wurden anschlieBend bei einer Autheizrate von 10 K/min in einem
Temperaturbereich von 20-100°C durchgefiihrt. Die Proben wurden in hermetisch
verschlossenen Probentiegeln (Volumen 30 ul, Druckhaltevermdgen 3 bar, Temperatur-
bestidndigkeit -170-600°C) bei Einwaagen von 15-20 mg vermessen. Als Referenz dienten

Leertiegel desselben Typs. Jede Probe wurde zweimal vermessen. Die Auswertung der
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Thermogramme erfolgte anschlieBend aus der resultierenden Differenzkurve; es wurden
jeweils die Onset-Temperaturen bestimmt.

Die messtechnische Erfassung des Wéarmestroms wihrend der temperaturinduzierten
Umwandlungsprozesse erfordert eine moglichst hohe Zellzahl. Daher erfolgte die Anzucht
der zu vermessenden Mikroorganismenkulturen unter den jeweiligen Standardbedingungen
fiir 27 bis 31 h (Kap. 2.2.1.1). Zur weiteren Aufkonzentrierung schlossen sich daran zwei
Zentrifugationsschritte an. Dazu wurden 10 ml Zellsuspension entnommen und fiir 20 min
bei 3.000 UpM (Medifuge, Heraeus, Hanau) zentrifugiert. Das Zentrifugat wurde in 1 ml
isotoner Natriumchlorid-Losung redispergiert, in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt und
bei 10.000 UpM nochmals fiir 10 min zentrifugiert (Mikrozentrifuge Galaxy 14D, VWR,
Darmstadt). Das nach Abpipettieren des Uberstandes erhaltene pastdse Zellkonzentrat

konnte dann mit einem Spatel in den Probentiegel tliberfiihrt werden.

2.2.2.10 RASTERKRAFTMIKROSKOPIE (AFM)

Der Aufbau eines Rasterkraftmikroskops ist in Abb. 3 A schematisch dargestellt. Wéahrend
der Messung wird die an einen Cantilever angebrachte Spitze (Abb. 3 B) zeilenweise iiber
die Oberfldche der Probe gefiihrt. Je nach Fragestellung und in Abhéngigkeit von den
Probeneigenschaften stehen mehrere Messmodi zur Verfligung. Unterschieden wird
zwischen Kontakt-Modus, Semikontakt-Modus und Nichtkontakt-Modus. Die Messung
kann, bezogen auf den Cantilever, jeweils ungeregelt im ,,constant height mode* oder
geregelt im ,,constant force mode“ erfolgen. Letzterer ist aufgrund der geringeren
Probenbelastung fiir biologische Proben zu bevorzugen.

Bei der dargestellten Messanordnung erfolgt die Bewegung der Probe in alle Richtungen
durch den Probentisch (Piezo-Scanner), der Cantilever verdndert seine Position dabei nicht.
Je nach Oberflichenbeschaffenheit der Probe biegt sich die Spitze des Cantilevers
unterschiedlich stark. Die vertikale Positionsdnderung wird dabei von einem auf die
Cantileverspitze fokussierten Laserstrahl auf eine Photodiode iibertragen und es entsteht ein
digitales Bild der Oberflédche.

Neben der reinen Abbildung von Oberflichen sind auch rasterkraftspektroskopische
Untersuchungen moglich. Dabei wird an diskreten Punkten der Oberfldche die Abstands-
abhéngigkeit der Kraft zwischen Spitze und Probe gemessen. Die resultierende Kraft ergibt
sich nach dem Hook’schen Gesetz aus der Federkonstante des Cantilevers und dessen
Auslenkung. Anhand der erhaltenen Kraft-Abstand-Kurven sind Riickschliisse auf die
elastischen Eigenschaften der Probe moglich. Chemisch funktionalisierte Spitzen erlauben

dariiber hinaus die Bestimmung der Ladungsverteilung auf der Probenoberflache [29].
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Das fiir die Untersuchung der Zelleigenschaften verwendete Rasterkraftmikroskop bestand
aus einem Zeiss Axivert 200 Lichtmikroskop (Carl Zeiss, Oberkochen) und einer AFM-
Messeinheit (Asylum Research, Santa Barbara, USA) mit Siliciumnitrid-Cantilevern

(Veeco Probes, Plainview, USA) einer Federkonstante von 10 mN/m.

Laserdiode § §

Photodiode

Cantilever mit
integrierter Spitze

Probe
Piezo-
Scanner

(c) Fabian Heinemann

Abb. 3 A: Schematische Darstellung eines Rasterkraftmikroskops; B: Rasterelektronenmikroskopische
Aufnahme eines Siliciumnitrid-Chips mit Cantilever verschiedener Federkraft (je linger der
Cantilever, desto geringer die Federkraft) [30]

Eine erste Abschitzung der elastischen Eigenschaften ist {iber die Berechnung der
Federkonstante der Mikroorganismenzellwand k; (Steifigkeit) mdglich. Dafiir wird ein
linearer Zusammenhang zwischen Eindringtiefe und korrespondierender Kraft
angenommen (Gl. 4). kc ist dabei die Federkonstante des Cantilevers und s der Anstieg der
Kraft-Abstand-Kurve. Die Geometrie der Spitze sowie die Kontaktflaiche Spitze/Substrat

bleiben unberiicksichtigt.

S

Kem ke

[GL. 4]

Fiir eine genaue Bestimmung der elastischen Eigenschaften muss jedoch beriicksichtigt
werden, dass Kraftkurven von weichen Proben im Gegensatz zu Kraftkurven von harten
Proben nach Uberschreiten des Kontaktpunktes ein nicht-lineares Verhalten aufweisen.
Ursache hierfiir ist die sich verdndernde Kontaktfliche zwischen AFM-Spitze und Probe
bei voranschreitender Belastung. Zur Berechnung des E-Moduls ist daher eine Anpassung
der Kraft-Abstand-Kurven an ein geeignetes Modell notwendig. Das Hertz-Modell, 1882
von Heinrich Hertz entwickelt, ist das dafiir am hdufigsten verwendete [26, 30-33]. Das
Modell beschreibt den Verlauf des Eindriickens einer starren Spitze in eine unendlich

grofle, isotrope und elastische Oberfliche. Trotz der Endlichkeit einer Zelle, deren
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anisotropen Aufbaus und der viskoelastischen Eigenschaften kann das Modell verwendet
werden, vorausgesetzt die Geschwindigkeit des Eindriickens ist langsam genug. Den
Zusammenhang zwischen der einwirkenden Kraft F und der resultierenden Eindringtiefe &
in Abhiingigkeit von der Geometrie der AFM-Spitze (Offnungswinkel der konischen Spitze
o) und den elastischen Eigenschaften (E-Modul, Poissonzahl v) des zu untersuchenden
Materials gibt Gl. 5 wieder [33]. Die Poissonzahl ist dabei ein MaB fiir die zum Kraftvektor
orthogonale Dehnung des Untersuchungsmaterials wihrend der Messung. Je geringer die
Kompressibilitidt des Materials, desto grof3er ist der Wert fiir die Poissonzahl, wobei {ibliche
Werte im Bereich von 0 (stark komprimierbar) bis 0,5 (nicht komprimierbar) liegen. Fiir
die Auswertung der vorliegenden Versuche wurde die fiir weiche, biologische Proben

iibliche Poissonzahl von 0,5 angenommen [26].

Fop2.2. tana [GL. 5]
T

1-v

Neben der Bestimmung des E-Moduls kann das Hertz-Modell bei Kenntnis der
beaufschlagten Kraft und des E-Moduls der untersuchten Substanz auch zur Berechnung
der Kontaktfliche zwischen AFM-Spitze und Probe herangezogen werden. Voraussetzung
ist, dass die Probe eine flache Oberfldache aufweist. Diese Forderung wird bei einem Radius
der AFM-Spitze von 20 nm und einem Zelldurchmesser von 200-5.000 nm erfiillt. Der
unter Verwendung von AFM-Spitzen mit konischer Form resultierende Durchmesser der

Kontaktflache d berechnet sich nach Gl. 6.

2
d=2-\/1 v 2 g [GL. 6]
E tano

Die AFM-Messung stellt hohe Anforderungen an die Probenpréiparation, insbesondere
wenn es sich bei den Untersuchungsobjekten um lebende Zellen handelt. Einerseits ist eine
hohe Haftkraft des Untersuchungsobjektes auf dem Untergrund notwendig, um eine
Lageédnderung der Probe wéhrend der Messung durch die auftretenden lateralen Krifte zu
verhindern. Andererseits darf die Priparation keine Anderungen der Zelleigenschaften
verursachen. Eine Auswahl an mdglichen Priaparationsverfahren ist in Tab. 2 dargestellt.
Besonders hdufig findet die Filtration der Zellsuspension durch Filter mit einem der
ZellgroBe identischen Porendurchmesser Anwendung. Nachteil dieser Methode ist das auf

kugelige Zellen begrenzte Einsatzgebiet.
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Tab. 2: Priparationsverfahren fiir rasterkraftmikroskopische Untersuchungen an Mikoorganismen-

zellen
Medium Untergrund Methode Literatur
) . Alummlum ox1d-F1.lter, Filtration, Uberschichten des
Néhrmedium Porenweite entspricht . oy . [34]
- Filters mit Nahrmedium
Zellgrofie
Polycarbonat-Filter, . - .
Néhrmedium Porenweite entspricht F11tr'at10n, Uber..SChICht?n des [29, 35-44]
. Filters mit Ndhrmedium
Zellgrofie
demin. Wasser Glas Trocknung [45]
3 %ige Agar-Losung Glas Sandwichtechnik [46]
5 mM/l HEPES-Puffer silanisiertes Glas Sandwichtechnik [47, 48]
PBS-Puffer oder Poly-L-Lysin- Trocknung, [6, 49]
demin. Wasser beschichtetes Glas Rehydratation ’
10 mM/1 Kaliumdi- Poly-L-Lysin- . .
hydrogenphosphat-Puffer beschichtetes Glas Sandwichtechnik [50]
. Polyethylenimin . .
Tris-Puffer beschichietes Glas Sandwichtechnik [51]
verschieden konzentrierte
Kaliumchlorid- oder frisch gespaltener Glimmer Sandwichtechnik [52]
Natriumchloridlésungen
PBS-Puffer frisch gespaltener Glimmer LBy Ty, [40]
£Csp Rehydratation
demin. Wasser Poly-L-Lysin- Trocknung [53]

beschichteter Glimmer

21

Eine rdumliche Fixierung der Zellen, unabhéngig von deren Form, ist durch das Einbetten
in eine Agar-Phase moglich. Die Zellsuspension wird dabei auf einen Objekttriger
gegeben, mit fliissigem Agar iiberschichtet und mit einem Deckglas bedeckt. Nach dem
Erstarren des Agars wird der Objekttrager entfernt und durch vorsichtiges Spiilen der
Oberflache werden die in den Agar eingebetteten Zellen teilweise wieder freigelegt. Um
das Austrocknen der Zellen wéhrend der AFM-Messung zu verhindern, kann die
Obertflache mit einer wissrigen Phase liberschichtet werden.

Bei den meisten anderen Methoden wird durch eine Vorbehandlung des Objekttrigers
(Verdnderung der Oberflichenladung) bzw. durch Variation des Suspensionsmediums (Art

und Konzentration der geldsten lonen) die Physisorption der Zellen an den Untergrund
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verstirkt. Zur Unterstlitzung des Sorptionsvorgangs wird wéahrend einer Inkubationszeit die
Zellsuspension mit einem Deckglas abgedeckt (Sandwichtechnik), welches direkt vor der
Messung wieder vorsichtig entfernt wird.

Eine weitere Moglichkeit zur VergroBerung der Haftkrifte besteht darin, die Zellsuspension
auf dem Objekttrager antrocknen zu lassen. Nachfolgend konnen dann die Zellen direkt an
der Luft oder nach vorsichtigem Uberschichten mit Wasser in fliissiger Phase vermessen
werden. Letzteres Verfahren hat den Vorteil, dass die Zellen nicht weiter austrocknen bzw.
die Moglichkeit zur Rehydratation besteht. Aufgrund der hohen Haftkrifte ist die
Vermessung der angetrockneten Zellen an der Luft besonders fiir die Darstellung
morphologischer Zelleigenschaften geeignet, da eine hohere Auflosung erreicht werden
kann [54]. Bei der Bestimmung elastischer Zelleigenschaften ist hingegen die Vermessung
in wissriger Phase zu bevorzugen.

In Vorversuchen, die dem Auffinden der optimalen Préparationsmethode dienen sollten,
kamen die in Kap. 2.2.1.4 genannten Tragermaterialien zum Einsatz. Als Suspensions-
medien unterschiedlicher Ionenstidrke wurden neben den in Kap. 2.2.1.4 genannten Puffern
isotone Natriumchloridlosung (154 mM/1) und Kaliumchloridlésung (50 mM/1) auf ihre
Eignung untersucht. Zunichst erfolgte die Praparation nach der Sandwichtechnik, jedoch
lieferte keine der betrachteten Kombinationen aus Tridgermaterial und Suspensionsmedium
zufriedenstellende Ergebnisse. Die erzeugten Haftkrifte waren in jedem Fall zu gering fiir
eine rasterkaftmikroskopische Vermessung der Zellen. Die Trocknung der Zellsuspension
auf einem Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttrager (5 min bei 35°C) mit anschlieBender
Rehydratation durch Uberschichten mit isotoner Natriumchloridlésung fiihrte zu deutlich
besseren Ergebnissen. Alle Zellen waren liber einen Zeitraum von mindestens 30 min auf
der Oberflache des Objekttragers fixiert.

Die Préparation mit fliissigem Agar erwies sich als schwierig. Einerseits musste die
Planparallelitdt der Agar-Schicht gewéhrleistet werden, da wéhrend der AFM-Messung
Hohenunterschiede nur in sehr begrenztem Mal} ausgeglichen werden konnen. Andererseits
war die Aufarbeitung der Probe nach dem Erstarren des Agars storanfdllig. Die
Verwendung von Filtern zur Fixierung der Zellen in den Filterporen war aufgrund der
Stabchenform nicht mdglich. Insgesamt erwies sich die Priparation durch Trocknung und

Rehydratation der Zellsuspension auf dem Objekttrager als am besten geeignet.
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Die Probenpriparation fiir die AFM-Messungen wurde, ausgehend von den Ergebnissen

der Vorversuche, wie folgt vorgenommen:

1. Waschen der Bakteriensuspension mit isotoner Natriumchloridlosung (dreimal)

2. 10 ul Bakteriensuspension auf dem Objekttriger (StarFrost®-Adhisiv-Polycat)
verteilen

3. 5 min Trocknen bei 35°C

4. Uberschichten mit isotoner Natriumchloridldsung (nur bei kraftspektroskopischen
Versuchen)

Eine ausreichende Haftung der Bakterienzellen am Untergrund konnte mit dieser
Préaparationsmethode gewéhrleistet werden; dies belegen auch die in Abb. 4 dargestellten
Messungen. Dabei handelt es sich um die Darstellung der Kontaktpunkte -eines
Bakterienzellkollektivs bei zwei aufeinander folgenden Messungen in isotoner
Natriumchloridlosung. Die Wiederfindungsrate der Kontaktpunkte ist sehr hoch; es findet

demnach keine Verschiebung der Bakterienzellen statt.

| Kontaktpunkt | | Kontaktpunkt ‘
20 | 20 |
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Abb. 4: Nacheinander aufgenommene Kraftkarten eines B. atropheus Bakterienzellkollektivs. Die
Probenpriiparation erfolgte auf einem Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttriger in isotoner Natrium-
chloridlésung. Dargestellt ist die Hohe des Kontaktpunktes.



2. Kapitel — Mikroorganismen 24

2.3 ERGEBNISSE

2.3.1 VALIDIERUNG DER ANZUCHTBEDINGUNGEN

Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der Entkeimungsversuche zu gewdéhrleisten,
musste sichergestellt werden, dass mit Kulturen anndhernd gleicher Ausgangskeimzahl und
Wachstumsphase gearbeitet werden konnte. Als Standardbedingung wurde eine
Populationsdichte zwischen 5-10" KBE/ml und 5-10° KBE/ml (exponentielle Wachstums-
phase) festgelegt.

Die Einhaltung dieser Grenzen erforderte eine genaue Kenntnis der spezifischen
Wachstumsparameter. Zu diesem Zweck wurden Wachstumsversuche durchgefiihrt, bei
denen die Absorption der Kultur bei 600 nm (optische Dichte, ODgg0) in Abhéngigkeit von
der Inkubationszeit bestimmt wurde. Eine parallele Bestimmung der Lebendzellzahl
(KBE/ml) durch Ausplattieren der Zellsuspension auf Agar-Platten ermoglichte es, bei
spateren Versuchen durch die einfache und schnelle Bestimmung der optischen Dichte auf
die Zellzahl zu schlieBen. Die bei zunehmender Zelldichte groflere Messungenauigkeit
durch Streulicht wurde mathematisch nicht berticksichtigt, da einerseits parallel immer eine
Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte und andererseits die durch optische Messung
erhaltenen Ergebnisse fiir die Versuchsdurchfiihrung hinreichend genau waren.

Ein weiteres Ziel der nachfolgend dargestellten Wachstumsversuche lag in der
Vereinheitlichung der Anzuchtbedingungen, insbesondere der Inkubationstemperatur und
der zu verwendenden Néahrboden, zur Vereinfachung der Laborroutine. CASO-Agar wurde
dabei, mit Ausnahme der C. sporogenes Versuche, als Standard festgelegt und mit R2A-

Agar, Fleisch-Leber-Agar und Pseudomonas P-Agar verglichen.

2.3.1.1 GRAMPOSITIVE BAKTERIEN

Bacillus atropheus

Die Anzucht der Organismen erfolgte in CASO-Bouillon bei einer Inkubationstemperatur
von 35°C und einer Schiittelgeschwindigeit von 250 UpM (Abb. 5). Der Wachstumskurve
ist zu entnehmen, dass die exponentielle Wachstumsphase nach ca. 3-4 h Inkubation
beginnt und sich iliber einen Zeitraum von ca. 4 h erstreckt. Nach insgesamt 8 h geht die
Mikroorganismenkultur in die stationdre Wachstumsphase tiber. Eine leichte Reduktion der

Lebendkeimzahl nach 40 h Inkubation l4sst auf den Beginn der Absterbephase schlie3en.
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Abb. 5: Wachstumskurve von B. atropheus bei 35°C in CASO-Bouillon; Balken: Arbeitsbereich fiir
spitere Druckwechselversuche

Fir die Bestimmung der Lebendkeimzahl kam nach der Vorschrift des Européischen
Arzneibuchs CASO-Agar als Universalndhrboden zum Einsatz. Dariiber hinaus wurde das
Wachstumsverhalten von B. atropheus auf R2A-Agar, ebenfalls ein Universalndhrboden,
Fleisch-Leber-Agar und Pseudomonas P-Agar untersucht (Abb. 6). Da unter Verwendung
dieser verschiedenen Nahrmedien jedoch kein besseres Wachstum der Keime, erkennbar an
KoloniegroBe und Anzahl der KBE bei gleicher Verdiinnungsstufe, zu beobachten war und
auch zur Vereinfachung der Laborroutine kam bei den nachfolgenden Versuchen
ausschlieBlich CASO-Agar zum Einsatz. Wie Abb. 5 zu entnehmen ist, wird die fiir spétere
Druckwechselversuche angestrebte Ausgangskeimzahl von 10° KBE/ml nach einer

Inkubationszeit von ca. 4-5 h erreicht.
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Abb. 6: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 6,5 h inkubierten B. atropheus

Kultur in CASO-Bouillon. A: ermittelte Keimzahl; B: Bewuchs der Agar-Platten nach 24 h Inkubation,
Verdiinnung: 10
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Bacillus pumilus

In Analogie zu den Wachstumsversuchen an B. atropheus erfolgte auch bei B. pumilus die
Anzucht in CASO-Bouillon, jedoch bei einer Inkubationstemperatur von 30°C (Abb. 7).
Exponentielles Wachstum setzte auch hier nach ca. 4 h ein, so dass die bendtigte Zelldichte
nach einer Inkubationszeit von 4,25-6 h erreicht war. Nach ca. 8 h Inkubation war die
stationdre Wachstumsphase erreicht. Die sich anschlieBende Absterbephase lag auBlerhalb

des Beobachtungszeitraums von 48 h.

IOIU
'/A—Ak—‘ — A A——A—
10°
£ o -3.0
6
g1 2.5
= """ |20
= 10 [ < ©
E _-].D ©
) -1.0
10° —— Keimzahl I 0.5
-0.5
‘J ()DU)U i
0 wv -0.0
IO T T T T T T T T T T T T T
0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Zeit [h]

Abb. 7: Wachstumskurve von B. pumilus bei 30°C in CASO-Bouillon; Balken: Arbeitsbereich fiir
spitere Druckwechselversuche

Die eingesetzten Ndhrboden erwiesen sich als nahezu gleichwertig; lediglich unter
Verwendung des R2A-Agars kam es zu einem deutlichen Schwidrmen der Kolonien.
Ausgehend von diesen Ergebnissen konnte bei weiteren Versuchen CASO-Agar als

Universalndhrmedium eingesetzt werden (Abb. 8).
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Abb. 8: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 6,5 h inkubierten B. pumilus
Kultur in CASO-Bouillon. A: ermittelte Keimzahl; B: Bewuchs der Agar-Platten nach 36 h Inkubation,
Verdiinnung: 10
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Geobacillus stearothermophilus

Die Anzucht der thermophilen Bakterienspezies G. stearothermophilus erfolgte in CASO-
Bouillon bei einer Inkubationstemperatur von 50°C auf dem Rundschiittler bei 250 UpM.
Die fiir die Bestimmung der Lebendzellzahl beimpften CASO-Agar-Platten wurden
ebenfalls bei 50°C inkubiert. Die erforderliche Zelldichte von 10* KBE/ml konnte, bedingt
durch eine ausgepridgte Anlauf-Phase, erst nach ca. 11 h erreicht werden (Abb. 9). Die
maximal erreichte Zelldichte lag mit 8:10° KBE/ml leicht unter den Werten von

B. atropheus und B. diminuta.
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Abb. 9: Wachstumskurve von G. stearothermophilus bei 50°C in CASO-Bouillon; Balken: Arbeits-
bereich fiir spéitere Druckwechselversuche

Der Test auf Eignung der verschiedenen Nahrboden fiel im Vergleich zu den Ergebnissen
der Bacillus Spezies differenzierter aus. Die Universalndhrboden und der Fleisch-Leber-
Agar wiesen dhnlich gute Wiederfindungsraten auf; das Nahrstoffangebot des

Pseudomonas P-Agar fiihrte jedoch zu einem deutlich verminderten Wachstum (Abb. 10).
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Abb. 10: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 8,5 h inkubierten
G. stearothermophilus Kultur in CASO-Bouillon. A: ermittelte Keimzahl; B: Bewuchs der Agar-Platten
nach 36 h Inkubation, Verdiinnung: 10™*



2. Kapitel — Mikroorganismen 28

Staphylococcus aureus ssp. aureus

Die Standardbedingungen - Inkubation bei 30°C und 250 UpM auf dem Rundschiittler
sowie die Verwendung von CASO-Bouillon zur Erzeugung der Fliissigkultur - konnten
auch bei der Anzucht von S. aureus Anwendung finden. Die gewiinschte Zelldichte von

10® KBE/ml wurde, bedingt durch eine kurze lag-Phase, nach 3-5 h erreicht (Abb. 11).
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Abb. 11: Wachstumskurve von S. aureus bei 30°C in CASO-Bouillon; Balken: Arbeitsbereich fiir
spitere Druckwechselversuche

Die Wachstumsversuche mit den verschiedenen Nahrboden ergaben in allen Fillen eine
vergleichbar hohe Wiederfindungsrate, so dass zur Vereinfachung bei allen weiteren

S. aureus Versuchen die Bestimmung der Lebendzellzahl unter Verwendung von CASO-
Agar erfolgen konnte (Abb. 12).
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Abb. 12: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 7 h inkubierten S. aureus

Kultur in CASO-Bouillon. A: ermittelte Keimzahl; B: Bewuchs der Agar-Platten nach 24 h Inkubation,
Verdiinnung: 107
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Clostridium sporogenes

Der obligat anaerobe Keim C. sporogenes erforderte fiir Anzucht und Zellzahlbestimmung
ein gesondertes Vorgehen. Als Fliissigndhrmedium kam Thioglycolat-Bouillon zum
Einsatz. Das Ndhrmedium wurde nicht, wie bei den aeroben Keimen, auf einem
Rundschiittler bewegt, sondern mit Stickstoff (0,7 bar) durchstromt, was einerseits
anaerobe Bedingungen sicherstellte und andererseits eine gute Durchmischung
gewihrleistete. Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte im Gussplattenverfahren mit
ca. 50°C warmem Fleisch-Leber-Agar. Alternativ dazu wurde Thioglycolat-Néhrboden G
mit 1,5 % Agar-Agar verwendet. Die Gussplatten wurden im Anaerobentopf bei 37°C
inkubiert. In den Anaerobentopf eingebrachte angefeuchtete Anaerocult®-Pads erzeugten
das erforderliche sauerstoffabgereicherte Milieu. Wie aus Abb. 13 ersichtlich, wurde die fiir
Druckwechselversuche gewiinschte Zelldichte erst nach einer Inkubationszeit von
mindestens 32 h erreicht. Da die Forderung nach exponentiellem Wachstum ab diesem
Zeitpunkt nicht mehr erfiillt wurde, mussten die Standardbedingungen fiir C. sporogenes
Kulturen beziiglich der Zelldichte angepasst werden. Als Standard wurden hier Keimzahlen

zwischen 10° und 10’ KBE/ml definiert.
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Abb. 13: Wachstumskurve von C. sporogenes bei 37°C in Thioglycolat-Bouillon; Balken: Arbeits-
bereich fiir spitere Druckwechselversuche

Die verwendeten Néahrboden erwiesen sich beide als geeignet fiir die Bestimmung der

Lebendzellzahl von C. sporogenes (Abb. 14). Das im Fleisch-Leber-Agar vorhandene

Sulfit wird durch C. sporogenes zum Sulfid reduziert und bildet mit den vorhandenen

Eisen-lonen schwarzes FEisen(Ill)-sulfid [55]. Aufgrund der mit dieser Reaktion

zusammenhdngenden besseren Erkennbarkeit der C. sporogenes Kolonien wurde bei allen
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weiteren Versuchen die Bestimmung der Lebendzellzahl mit Fleisch-Leber-Agar

vorgenommen.

Keimzahl [KBE/ml]

T f
Fleisch- Thioglycolat-
Leber-Agar Agar

Abb. 14: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 12 h inkubierten C. sporogenes
Kultur in CASO-Bouillon. A: ermittelte Keimzahl; B: Bewuchs der Agar-Platten nach 48 h Inkubation,
Verdiinnung: 10~

2.3.1.2 GRAMNEGATIVE BAKTERIEN

Brevundimonas diminuta

Bei der Untersuchung des Wachstumsverhaltens der gramnegativen obligat aeroben
B. diminuta Kulturen konnte analog den Wachstumsversuchen einiger grampositiver
Bakterien die Anzucht bei 30°C in CASO-Bouillon erfolgen. Die geforderte Keimzahl von
10® KBE/ml bei exponentiellem Wachstum wurde unter diesen Bedingungen nach ca. 6-7 h
erreicht (Abb. 15). Die maximal erreichte Lebendkeimzahl von 10'° KBE/ml lag deutlich

iiber den bisherigen Ergebnissen grampositiver Mikroorganismen.
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Abb. 15: Wachstumskurve von B. diminuta bei 30°C in CASO-Bouillon; Balken: Arbeitsbereich fiir
spitere Druckwechselversuche
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Wie in Abb. 16 dargestellt, war das Wachstum von B. diminuta auf allen getesteten

Néhrboden zufriedenstellend, so dass auch hier bei weiteren Versuchen auf CASO-Agar

zuriickgegriffen werden konnte.
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Abb. 16: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 6 h inkubierten B. diminuta

Kultur in CASO-Bouillon. A: ermittelte Keimzahl; B: Bewuchs der Agar-Platten nach 24 h Inkubation,
Verdiinnung: 107

Pseudomonas aeruginosa

Auch die Anzucht des gramnegativen Keimes P. aeruginosa konnte unter Beibehaltung der
bisherigen Rahmenbedingungen — Inkubation bei 30°C, 250 UpM, CASO-Bouillon —
erfolgen. Wie Abb. 17 zeigt, wurde die erforderliche Lebendkeimzahl nach ca. 6-8 h

erreicht.
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Abb. 17: Wachstumskurve von P. aeruginosa bei 30°C in CASO-Bouillon; Balken: Arbeitsbereich fiir
spitere Druckwechselversuche

Bei allen eingesetzten Ndhrboden kam es zu einem starken Schwérmen der monotrich

begeillelten P. aeruginosa Keime mit der Folge, dass eine klare Abgrenzung der Kolonien
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nicht immer moglich war. Ingesamt erwiesen sich auch hier alle untersuchten Nahrboden in

ihren nutritiven Eigenschaften als vergleichbar (Abb. 18).
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Abb. 18: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 7 h inkubierten P. aeruginosa
Kultur in CASO-Bouillon. A: ermittelte Keimzahl; B: Bewuchs der Agar-Platten nach 36 h Inkubation,
Verdiinnung: 10°°

2.3.1.3 PILZE

Aspergillus niger

Eine direkte Bestimmung von Einzelzellen der reinen vegetativen Form des
Deuteromyceten A. niger war aufgrund der Bildung groBerer Zellverbiande (Myzel) nicht
moglich. Um auch hier, wie bei den Bakteriensuspensionen, eine reproduzierbare
Zellzahlbestimmung bei den geplanten Druckwechselversuchen durchfiihren zu konnen,
kamen vorgekeimte Sporensuspensionen zum Einsatz. Die Inkubationszeit der
Sporensuspensionen wurde dabei so gewdhlt, dass einerseits der schiitzende Effekt der
Spore nicht mehr gegeben war, sich aber andererseits die aus den Sporen hervorgegangenen
vegetativen Zellen noch nicht zu groBeren Zellverbinden zusammengeschlossen hatten.
Wie Abb. 19 zeigt, waren nach 3 h Inkubation nur Schéden in der Sporenhiille zu erkennen,
nach 8 h war eine deutliche Sprossung sichtbar und bereits nach 12 h lagerten sich die
entstandenen Hyphen zu einem Myzel zusammen. Die Kolonien von A. niger neigen dazu,
in kurzer Zeit zu einem Rasen zusammen zu wachsen. Durch den Zusatz oberflachenaktiver
Substanzen kann das Koloniewachstum begrenzt und somit die Zahlbarkeit der
koloniebildenden Einheiten gewéhrleistet werden. In diesem Zusammenhang muss jedoch
sichergestellt werden, dass alle vermehrungsfihigen Zellen erfasst werden. Zur
Bestimmung der optimalen Zusammensetzung von Ndhrmedium und oberflichenaktiver
Substanz wurden Malzextrakt-Agar- und CASO-Agar-Platten mit einem unterschiedlichen

Gehalt an Triton® X-100 bzw. Tween® 80 hergestellt. Als Referenz diente das jeweils reine
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Medium ohne Tensidzusatz. Alle Platten wurden mit der gleichen Menge -einer

Sporensuspension behandelt. Die Auswertung erfolgte nach 2-tagiger Inkubation bei 30°C.

Abb. 19: A. niger Sporen nach Inkubation in CASO-Bouillon bei 30°C. I: 0 h Inkubation; II: 3 h
Inkubation; III: 8h Inkubation; I'V: 12 h Inkubation; Vergrofierung 250-fach
Wie Abb. 20 A zu entnehmen ist, weist Triton® X-100 in Verbindung mit CASO-Agar

bereits bei einer Konzentration von 0,5 g/l den hochsten koloniebegrenzenden Effekt in

Verbindung mit einer sehr hohen Wiederfindungsrate auf.
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Abb. 20: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 3 h inkubierten A4. niger
Sporensuspension in CASO-Bouillon. A: CASO-Agar mit Triton® X-100; B: Malzextrakt-Agar mit
Triton® X-100; C: CASO-Agar mit Tween® 80. Die Bestimmung der Keimzahl und der Koloniegrofie
erfolgte nach 2-tidgiger Inkubation bei 30°C.
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Die Kombination aus Malzextrakt-Agar und Triton® X-100 fiihrte ebenfalls zu einer

Reduktion der Koloniegro3e bei anndhernd konstanter Wiederfindungsrate (Abb. 20 B), ist
jedoch im Vergleich zu CASO-Agar/Triton® X-100 weniger effektiv. Der Zusatz von
Tween® 80 hat keinen Einfluss auf KoloniegroBe und Wiederfindungsrate (Abb. 20 C).

Candida albicans

Der ebenfalls den Deuteromyceten zuzuordnende Hefepilz C. albicans kommt als
pleomorpher Organismus in unterschiedlichen Wachstumsformen vor. Dabei sind
einzellige Blastosporen (Hefeform), mehrzellige Pseudohyphen, Chlamydosporen oder
Hyphen mdgliche Wuchsformen. Die Proliferation der Hefeform erfolgt durch apikale
Sprossung und Teilung der Zellen. Werden die Zellen bestimmten Stimuli ausgesetzt
(Temperatur, pH-Wert, Ndahrmedium), kann es zur Ausbildung der anderen genannten
Wuchsformen kommen. Die gewédhlten Wachstumsbedingungen — Anzucht in CASO-
Bouillon bei einer Inkubationstemperatur von 30°C — begiinstigten jedoch die Hefeform.
Da diese genau wie die Bakterienkulturen einzellig vorliegt, war keine abweichende
Behandlung erforderlich. Die gewiinschte Zelldichte von 10° KBE/ml wurde nach ca. 9-
16 h erreicht (Abb. 21).
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Abb. 21: Wachstumskurve von C. albicans bei 35°C in CASO-Bouillon; Balken: Arbeitsbereich fiir
spitere Druckwechselversuche

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl fanden CASO-Agar, R2A-Agar, Fleisch-Leber-Agar
sowie Pseudomonas P-Agar Verwendung. Das Wachstum von C. albicans war auf allen

betrachteten Ndhrboden vergleichbar gut (Abb. 22).
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Abb. 22: Priifung auf Eignung verschiedener Nihrmedien anhand einer 6 h inkubierten C. albicans
Kultur in CASO-Bouillon. A: ermittelte Keimzahl; B: Bewuchs der Agar-Platten nach 36 h Inkubation,
Verdiinnung: 10™

2.3.2 BESTIMMUNG DER ZELLGROSE

Wie bereits geschildert sind Form und Grofle der Mikroorganismenzelle entscheidend fiir
die Lange der Diffusionswege und somit fiir die Geschwindigkeit des Stoffaustausches mit
der Umgebung. Je kleiner die Zellen, desto groBer ist die pro Volumeneinheit zur
Verfiigung stehende Oberfliche. Somit sind kleinere Zellen gegeniiber groBeren bei der
Zufuhr von Néhrstoffen und dem Abtransport von Stoffwechselprodukten im Vorteil. Zur
Bestimmung der Zellgrole kamen verschiedene mikroskopische Verfahren sowie die
Laserdiffraktometrie zum Einsatz. Die untersuchten Mikroorganismen lassen sich in zwei
Formgruppen einteilen, in gerade Stdbchen und in Kugeln, die im Folgenden getrennt

betrachtet werden.
2.3.2.1 MIKROSKOPISCHE GROSENBESTIMMUNG

2.3.2.1.1 STABCHENFORMIGE MIKROORGANISMEN

Die GroBenbestimmung erfolgte retrospektiv anhand der mikroskopischen Aufnahmen im
Phasenkontrast, im Hellfeld nach Gramfirbung, nach Live/Dead-Farbung im
Fluoreszenzlicht und am rasterelektronenmikroskopischen Bild. In Abb. 23 und 24 sind
exemplarisch Aufnahmen von B. atropheus bzw. B. diminuta Kulturen dargestellt. Alle
genannten mikroskopischen Verfahren gehen mit einem mehr oder weniger stark
ausgeprigten Messfehler einher. Bei der Phasenkontrastmikroskopie sind helle Objekte von
einem dunklen Saum umgeben. Eine eindeutige Objektabgrenzung zum umgebenden
Medium als Voraussetzung fiir eine genaue Messung ist somit nicht gegeben. Die

Entstehung des Saumes ist auf eine unvollstindige Trennung von gebeugtem und
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ungebeugtem Licht zurlickzufithren und wird in der Literatur als Haloeffekt beschrieben

[56].
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Abb. 23: Mikroskopische Darstellung der Zellen von B. atropheus bei 1.000-facher Vergroflerung.
A: Phasenkontrast; B: Hellfeld nach Gramfirbung; C: Fluoreszenzlicht nach Live/Dead-Farbung

Die drastischen Priparationsbedingungen bei der Gramfarbung und bei der Proben-
vorbereitung fiir die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen koénnen ein
Schrumpfen der Zellen verursachen und dadurch zu einer Unterschitzung der ZellgroBe
fiihren. Dariiber hinaus ist besonders bei den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen
eine gegenseitige leichte Deformation benachbarter Zellen zu beobachten, was ebenfalls
eine genaue Messung erschwert (Abb. 24). Die nach Live/Dead-Farbung im Fluoreszenz-
licht betrachteten Zellen konnen wiederum, bedingt durch die Leuchtkraft des Fluoreszenz-
farbstoffes, zu groB erscheinen. Ahnlich den Verhiltnissen im Phasenkontrast ist eine

genaue Abgrenzung der Zelle zum umgebenden Medium nicht immer mdéglich.
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WD= 8mm Photo No. = 5 LEO 1525 — WD= 7mm Photo No. = 19 LEO 1525

Abb. 24: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen. A: B. atropheus bei 3.940-facher
Vergroflerung; B: B. diminuta bei 8.120-facher Vergrofierung, der Balken entspricht 1 pm

Die GroBlenbestimmung sowie die Berechnung der Zelloberfliche und des Zellvolumens
erfolgten, wie in Kap. 2.2.2.8 beschrieben, ndherungsweise durch die Betrachtung der
stibchenformigen Bakterienzelle als einen geometrischen Korper, der aus einem geraden
Kreiszylinder und an den Enden aus zwei deckungsgleichen Halbkugeln besteht. Die

Verwendung des geraden Kreiszylinders als Grundkorper ist moglich, da es sich bei allen
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betrachteten Mikroorganismen um gerade Stidbchen handelt (Abb. 25). Eine mogliche
schwache Wdlbung der Langsseiten bleibt bei dieser Berechnung unberiicksichtigt; der

daraus resultierende Fehler ist jedoch zu vernachléssigen.

10 um

Abb. 25: Vergleich verschiedener Stibchenformen im Phasenkontrast bei 1.000-facher Vergrofierung.
A: C. sporogenes; B: B. diminuta; C: P. aeruginosa

Die Ergebnisse der GroBenbestimmung an Einzelkulturen, die daraus berechneten
Parameter Oberfliche und Volumen sowie der Quotient aus beiden sind in Tab. 3
dargestellt. Die ebenfalls zu den stibchenformigen Bakterien gehorenden Spezies
B. pumilus und G. stearothermophilus waren nicht Gegenstand der mikroskopischen
Auswertung.

Je nach Priparations- und Detektionsverfahren weichen die ermittelten Grolen aus den
genannten Griinden unterschiedlich stark voneinander ab. Die vermutete Uberbewertung
der ZellgroBe nach Live/Dead-Farbung im Vergleich zur Gramfiarbung bzw. raster-
elektronenmikroskopischen Aufnahme konnte anhand der erhaltenen Ergebnisse nicht
bestdtigt werden. Ein Trend zu hoheren Werten war nur bei der GroBenbestimmung im
Phasenkontrast erkennbar. Der geringe Stichprobenumfang, gemessen an der Gesamt-
population, gestattet jedoch keine aussagekriftige statistische Priifung der Daten.
Unabhingig von der Bestimmungsmethode ist aber festzustellen, dass alle Ergebnisse den
in der Literatur beschriebenen GroBenverhdltnissen entsprechen. Fiir B. atropheus sind
GroBen im Bereich von 0,5-2,5 um Breite und 1,2-10,0 wm Lénge beschrieben. Die Breite
der Zellen des Genus Clostridium liegt zwischen 0,3 und 2,0 um und die Lénge zwischen
1,5 und 20 um. B. diminuta Zellen sind mit 0,4-0,5 um Breite und 1-2 um Lénge
angegeben und bei P. aeruginosa Zellen sind Breiten von 0,5-1,0 wm und Langen von 1,5-

5,0 um publiziert [27, 28].
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Die Berechnung des Oberflache/Volumen-Verhéltnisses ergab flir B. diminuta die grofite je
Volumeneinheit zur Verfiigung stehende Zelloberfliche. Ahnliche Werte weisen auch die
Zellen von P. aeruginosa auf. Im Vergleich zu B. atropheus und C. sporogenes ist bei
diesen von einem schnelleren Stoffaustausch zwischen Zelle und Medium auszugehen.

Tab. 3: Ermittelte Zellgroflie der eingesetzten stibchenférmigen Mikroorganismen unter Verwendung
verschiedener mikroskopischer Verfahren; Einzelkulturen (X +s; n=6 Zellen)

Methode hﬁi'm“] dﬁi'md] ::Ifl]' Aum’  V[um’] AV
. Phasenkontrast 4,22+1,41 1,28+0,10  0,41+0,08 19,27+6,11 5,84+2,12 3,36+0,27
% Gram 3,58+0,41  1,02+0,07 0,29+0,05  12,55+2,15  3,06+0,74  4,17+0,32
‘§ Live/Dead 2,90+0,84  0,92+0,14  0,34+0,10  10,144+3,94 2,26+1,23  4,81+0,74
= REM 3,38+0,63 0,97x0,09 041+0,07 12,52+2,97 2,87%£0,92 4,47+0,41
2 Phasenkontrast ~ 3,46+0,62 1,16+£0,06 0,42+0,14 14,99+3,07 4,03+0,84 3,73+0,19
§o Gram 2,34%0,24 0,93x0,06 0,34x0,04 835x1,12 1,78+0,34 4,73%=0,31
§ Live/Dead n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
© REM n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
. Phasenkontrast ~ 1,97+0,22 0,68+0,10 0,25%+0,05 4,97+0,94 0,79£0,26  6,51+0,94
§ Gram 1,80+0,29 0,44+0,12 0,18%€0,03 2,93%x1,02 0,33=0,21 10,12+2,64
'“§ Live/Dead 1,81+£0,24 0,51+0,10 0,24+0,06 3,70=0,81 0,46%=0,17 8,50%=1,44
b REM 1,66+0,19 0,77+£0,06 0,35£0,05 5,56%=0,73 0,96%0,18 5,85%=0,40
s Phasenkontrast ~ 2,36+0,52 0,94+0,15 0,33%+0,10  8,63%3,09 1,95+1,03 4,75+0,72
~§0 Gram n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.
§ Live/Dead 1,42+0,21 0,63+x0,07 0,18+0,03 3,20+0,38 0,47%0,07 6,92%0,77
A

REM n.b. n.b. n.b. n.b. n.b. n.b.

h: Hohe, d: Durchmesser, r: Radius, A: Oberfliche, V: Volumen, n.b.: nicht bestimmt

Neben dem Einfluss des mikroskopischen Verfahrens auf die Grofenbestimmung der
Mikroorganismenzellen wurden auch die GroBenverteilungen bei verschiedenen Fliissig-
kulturen einer Spezies betrachtet. Aus Tab. 4 sind die Ergebnisse von zehn unter gleichen
Bedingungen geziichteten und ausgewerteten B. atropheus Kulturen zu entnehmen. Auch
hier sind &dhnlich den in Tab. 3 dargestellten Ergebnissen, bedingt durch die grofle
biologische Variabilitét, deutliche Unterschiede zu erkennen. Insgesamt konnen jedoch die

von der Einzelkultur abgeleiteten Aussagen bestitigt werden.
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Tab. 4: Ermittelte Zellgrofle verschiedener Kulturen von B. atropheus unter Verwendung der
Phasenkontrastmikroskopie (X +s; n=6 Zellen; Abkiirzungen siehe Tab. 3)

Kultur hﬁi]md] d[Za'm"] ;:Ifl]' A[pm?] V [um’] AV
| 496£1,55 1324015  0,6040,08  255249,39 8,07+3,90 3,3040,39
2 4644064  1,35:0,14  0,52+40,10  23,38+4.,86 7,5042,34 3,21+0,35
3 6394143  147+037  049+0,09  33,13£10,82 12344691  3,01£0,74
4 72041,18  1,524021  0,650,10  40,04+7,73 14,644429  2,83+0,40
5 7,66£1,99  1,77+028  0,72+0,13  50,33£18,62  21,87+10,77  2,46+0.43
6 6,96£124 134010  0,54+0,04  32,70+4,80 10,3741,80  3,17+0,24
7 6904235  130£0,18  0,630,10  33,13£10,58 10324388  3,28+0,38
8 6,79¢1,52  1,12£021  045+0,14  26,8048,36 7,46+3,39 3,84+0,67
9 4,66£0,83 1712016  0,66£0,05  30,24+4,10 11,7942,06  2,59+0,23
10 6,1342,14  1,52¢0,19  0,75+0,13  3724+14,54  13,76+723  2,86+0,36

Gesamt'  6,23+1,79  1,44+027  0,60+0,13  33,25+12,15  11,81+6,46 3,05+0,56

X s; n=60 Zellen

2.3.2.1.2 KUGELFORMIGE MIKOORGANISMEN

Wie bei den stibchenformigen Mikroorganismen erfolgte auch hier die Gro3enbestimmung
retrospektiv anhand der mikroskopischen Aufnahmen. Die moglichen Fehlerquellen sind in
Kap. 2.3.2.1.1. beschrieben. Auch bei den kugelférmigen Mikroorganismen war es in
einigen Féllen sehr schwierig, eine eindeutige Abgrenzung zwischen Zelle und Medium

vorzunehmen; exemplarisch ist dies in Abb. 26 dargestellt.

—_—— e —————
10 nm 10 um

Abb. 26: Mikroskopische Darstellung der Zellen von S. aureus bei 1.000-facher VergrioBlerung.
A: Phasenkontrast; B: Hellfeld nach Gramfirbung; C: Fluoreszenzlicht nach Live/Dead-Farbung

Die untersuchten kugelformigen Spezies waren vegetative Zellen von S. aureus,
C. albicans und Sporen von 4. niger. Trotz der in einigen Féllen vorhandenen Abweichung
von der idealen Kugelform wurde die Berechnung des Volumens und der Oberfldche unter

Annahme der Kugelform durchgefiihrt (Abb. 27 und 28). Um den daraus resultierenden
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Fehler zu minimieren, erfolgte die Bestimmung des Zelldurchmessers nach der statistischen

Methode von Feret (vgl. Kap. 2.2.2.8).

ons  Mag= 483KX Date :21 Feb 2007
LEO 1525

) IR . B0

Abb. 28: Vergleich verschiedener Kugelformen im Phasenkontrast bei 1.000-facher Vergrioflerung.
A: C. albicans; B: A. niger Sporen

Von den untersuchten kugelférmigen Mikroorganismen wiesen die Zellen von S. aureus
den geringsten Durchmesser und damit verbunden das giinstigste Oberfldche/Volumen-
Verhiltnis auf. Die Zellen von C. albicans sind um den Faktor 3 grof3er und die Sporen von
A. niger sind viermal so groll wie S. aureus Zellen (Tab. 5). Ausgehend von den fiir
S. aureus berechneten Werten verringert sich dadurch die pro Volumeneinheit zur
Verfiigung stehende Oberfliche um 2/3 bzw. 3/4. Im Vergleich zu den stibchenférmigen
Mikroorganismen resultieren aufgrund der Kugelform bei gleichem Zellvolumen geringere

Oberflachen.
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Tab. 5: Ermittelte ZellgroBle der eingesetzten kugelformigen Mikroorganismen unter Verwendung
verschiedener mikroskopischer Verfahren; Einzelkulturen (X=s; n=6 Zellen; Abkiirzungen siehe

Tab. 3)
Methode diuget [m] A [pm’] V [um’] AIV
Phasenkontrast 1,22+0,08 4,68+0,62 0,96+0,19 4,94+0,31
§ Gram 1,32+0,12 5,47+1,02 1,22+0,34 4,60+0,43
E Live/Dead 0,79%0,08 1,95+0,39 0,26+0,08 7,70%+0,66
REM n.b. n.b. n.b. n.b.
_ Phasenkontrast 3,72+0,68 44,69+15,39 29,16+14,09 1,66+0,34
.é Gram n.b. n.b. n.b. n.b.
§ Live/Dead 3,51+0,31 38,99+6,81 23,11+6,01 1,72+0,16
REM 3,49+0,57 39,12+12,99 23,78+11,98 1,76+0,28
Phasenkontrast 4,67%0,32 68,83+9,33 54,00£10,91 1,29+0,09
.§0 Gram n.b. n.b. n.b. n.b.
:' Live/Dead n.b. n.b. n.b. n.b.
REM n.b. n.b. n.b. n.b.
2.3.2.2 LASERDIFFRAKTOMETRIE

Um eine deutliche Erhhung des Stichprobenumfangs der Mikroorganismenzellen fiir die
Zellgroflenbestimmung zu realisieren, wurden Mikroorganismenkulturen von B. atropheus,
B. pumilus, G. stearothermophilus, B. diminuta und C. albicans mittels Laserdiffrakto-
metrie untersucht. Die Anzucht der Kulturen erfolgte jeweils unter den definierten
Standardbedingungen. Fiir die Auswertung der Messungen standen zwei Modi, basierend
auf der Frauenhofer- bzw. Mie-Theorie, zur Verfligung. Die Anwendung der Mie-Theorie
fiihrt durch die Beriicksichtigung des absorbierten, gebrochenen und reflektierten Lichts bei
sehr kleinen Partikeln zu aussagekréftigeren Ergebnissen, setzt jedoch sphérische Partikel
und die genaue Kenntnis der Materialeigenschaften beziiglich Brechungsindex und
Absorptionskoeffizient voraus [57]. Es sollte daher bei unvollstindiger Datenlage die
Verwendung der parameterfreien Frauenhofer-Theorie bevorzugt werden [58]. Diese
erlaubt auf Basis der Beugungsspektren auch eine Bestimmung der Partikel-
grofBenverteilung bei nicht-sphirischen Partikeln. Da die zu untersuchenden Mikro-
organismen, mit Ausnahme der C. albicans Zellen, eine stibchenformige Gestalt aufweisen
und der anisotrope Aufbau unterschiedliche Brechungsindizes innerhalb der Zellen

verursacht, erfolgte die Auswertung mit Hilfe der Frauenhofer-Theorie [59]. Bei nicht-

sphérischen Zellen ist jedoch auch hier mit einer Messungenauigkeit zu rechnen [60]. Ein
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kritischer Vergleich der Ergebnisse mit alternativen GroBenbestimmungen ist daher
unerldsslich. Aufgrund des geringen relativen Brechungsindexes Mikroorganismus/Wasser
besteht dariiber hinaus die Gefahr, dass durch sekundéres Streulicht in Vorwirtsrichtung
eine zusidtzliche Anzahl sehr kleiner Partikel vorgetduscht wird. Abhilfe konnte die
Verwendung eines Streulichtverfahrens, wie die dynamische Laserlichtstreuung, oder die
Ultraschallextinktion schaffen [61, 62]. Eine weitere Fehlerquelle liegt in der mdglichen
Erfassung mehrerer zusammen gelagerter bzw. in Teilung befindlicher Zellen als eine
grofle Zelle. Daraus resultieren wie in Abb. 29 dargestellt, Verteilungen mit zwei Maxima
bzw. eine deutliche Schulterbildung im Bereich groBerer Partikeldurchmesser. Eine der

Messung vorgelagerte Ultraschalldispergierung konnte den Anteil der ,,Mehrlingszellen*

deutlich reduzieren (vgl. Kap. 2.2.2.8).
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Abb. 29: Verteilungssummenkurven Q; (d) und Volumenverteilungsdichten q; i, (d) einer C. albicans
Kultur nach 12 h Inkubation bei 30°C und 250 UpM. A: ohne Ultraschalldispergierung; B: nach 60 s
Ultraschalldispergierung; C: nach 300 s Ultraschalldispergierung. Die Auswertung der Beugungs-

spektren erfolgte auf Basis der Frauenhofer-Theorie.

Je Messreihe wurden nur die letzten drei aufeinander folgenden Messungen, also nach
maximaler Dispergierungsdauer, bei der Bestimmung des mittleren Partikeldurchmessers
berticksichtigt (Tab. 6). In Einzelfdllen war es jedoch nicht méglich durch 3 x 60 s und
anschliefend 3 x 300 s Ultraschalldispergierung eine Auflosung der zusammen gelagerten
Zellen herbeizufiihren. In diesen Féllen wurde nicht der mittlere Partikeldurchmesser der

letzten drei Messungen beriicksichtigt, sondern der Mittelwert direkt von der Volumen-
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verteilungskurve q3 1o (d) abgelesen (Maximum des im Verlauf der Messreihe zunehmenden

Peaks).

Tab. 6: Ermittelte Zellgrofle der eingesetzten Mikroorganismen in Abhéingigkeit von der Inkubations-
zeit; Einzelkulturen, bestimmt mittels Laserdiffraktometrie (X +s; n=3 Messungen)

Inkubationszeit  dyuga [wm] A [pm’] V [um’] AV
. 4h 1,67+0,06 8,73+0,60 2,43+0,25 3,60+0,13
% 8h 1,66+0,06 8,63+0,68 2,39+0,28 3,63+0,14
‘§ 12h 1,59+0,01 7,94+0,10 2,10+0,04 3,77+0,02
= 24h 1,58+0,01 7,88+0,06 2,08+0,02 3,79+0,01
4h 1,40+0,10 6,18+0,88 1,45+0,31 4,30+0,31
~N§ 8h 1,56+0,03 7,65+£0,29 1,99+0,11 3,85+0,07
S 12h 1,33+0,02 5,56+0,17 1,23+0,06 4,51+0,07
g 24h 1,30+0,02 5,34+0,13 1,16+0,04 4,60+0,05
§ g 4h 2,49+0,01 19,43+0,09 8,05+0,06 2,41+0,01
§ % 8h 1,85+0,01 10,76+0,12 3,32+0,05 3,24+0,02
é § 12h 1,46+0,03 6,70+0,28 1,63+0,10 4,11+0,08
24h 1,50+0,03 7,07+0,25 1,77+0,09 4,00+0,07
4h 1,05+0,01 3,46+0,07 0,61+0,02 5,71+0,05
.§ 8h 1,060,01 3,51+0,08 0,62+0,02 5,68+0,06
Ej 12h 1,10+0,01 3,78+0,04 0,69+0,01 5,47+0,03
= 24h 1,16+0,02 4,25+0,11 0,82+0,03 5,16+0,07
; 4h 3,83+0,06 46,17+1,40 29,51+1,34 1,57+0,02
E" § 8h 3,90+0,10 47,80+2,45 31,10+2,39 1,54+0,04
= 3 12h 4,03+0,02 51,11+0,53 34,36+0,53 1,49+0,01
24h 3,29+0,01 33,94+0,24 18,59+0,20 1,83+0,01

Die Bestimmung der ZellgroBenverteilung erfolgte an Mikroorganismenkulturen
unterschiedlichen Alters. Dazu wurden nach Inkubationszeiten von 4, 8, 12 und 24 h
Messungen durchgefiihrt. Ziel dieser Betrachtung war es, den Einfluss der Wachstums-
phase auf die Partikelgroenverteilung zu bestimmen. Bei jlingeren Kulturen konnte man
hiufig eine breitere GrofBenverteilung und einen groferen mittleren Partikeldurchmesser
beobachten. Die bereits genannten ursidchlichen Effekte, Erfassung in Teilung befindlicher
bzw. zusammen gelagerter Zellen als Gesamtpartikel, sind demnach bei jungen
Zellpopulationen besonders ausgeprigt. Der Anteil der ,,Mehrlingszellen® nimmt mit

zunehmendem Alter der Mikroorganismenkulturen deutlich ab. Nach Abschluss der



2. Kapitel — Mikroorganismen 44

exponentiellen Wachstumsphase, in Abhéngigkeit von der Mikroorganismenkultur nach
einer Inkubationszeit von 12 oder 24 h, sind die PartikelgroBenverteilungen nahezu
unabhingig vom Grad der vorangegangenen Dispergierung. Dies beriicksichtigend, wurden
nur die Ergebnisse der 24 h-Kulturen mit den Daten der mikroskopischen Analyse
verglichen. Dartiber hinaus ist zu beriicksichtigen, dass die Vergleichbarkeit der an nicht-
sphérischen Partikeln erhobenen Daten auf das berechnete Volumen reduziert ist. Grund
hierfiir ist das Messprinzip der Laserbeugung. Die ermittelten Werte stellen den Kugel-
durchmesser sphirischer Partikel gleicher optischer Eigenschaften dar (Aquivalent-
durchmesser d). Das daraus berechnete Volumen entspricht dem des Partikels. Die
Partikeloberflache und somit auch der Quotient aus Oberfliche und Volumen sind von der
Partikelform abhédngig und damit nicht vergleichbar.

Das mittlere Zellvolumen von B. atropheus und B. diminuta entspricht den Ergebnissen der
rasterelektronenmikroskopischen ~ Untersuchungen. Im Vergleich zu den licht-
mikroskopischen Verfahren sind jedoch aus den bereits genannten Griinden teilweise
erhebliche Unterschiede zu erkennen. Die Ergebnisse der anndhernd sphérischen
C. albicans Zellen entsprechen in allen Punkten den bisher getroffenen Aussagen zu Grof3e,
Volumen und Oberfliche. Aber auch hier ist der Grad der Ubereinstimmung mit den

rasterelektronenmikroskopischen Daten am grof3ten.

2.3.3 THERMISCHE EIGENSCHAFTEN VON ZELLBESTANDTEILEN (DSC)

Die dynamische Differenzkalorimetrie ist eine weit verbreitete Methode zur Bestimmung
thermodynamischer Eigenschaften verschiedenster Materialien. Im Rahmen mikro-
biologischer Fragestellungen sind dabei Untersuchungen an ganzen Zellen oder an
isolierten Zellbestandteilen denkbar. In der Literatur sind zahlreiche Studien zur
Bestimmung der Temperaturresistenz von vegetativen Mikroorganismen sowie deren
Dauerformen beschrieben [63-67]. Dabei hat sich fiir vegetative Mikroorganismen die
Betrachtung der Denaturierungstemperaturen ribosomaler Proteine als besonders
aussagefdhig erwiesen, da in diesem Temperaturbereich ebenfalls eine drastische
Verringerung der Uberlebensrate zu verzeichnen ist. [5, 68]. Ein ursichlicher
Zusammenhang ist sehr wahrscheinlich und die Denaturierungstemperatur der
Bakterienribosomen stellt somit die Obergrenze des tolerierten Temperaturbereichs dar [69,
70]. Die Denaturierungstemperatur der zelluliren DNA hat keinen Einfluss auf die
thermische Stabilitit der Zelle, weil die Denaturierung, d.h. die Entfaltung der Doppelhelix,

erst bei hoheren Temperaturen erfolgt [66]. Auch die thermische Zersetzung vieler
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Zellwandbestandteile findet erst bei Temperaturen oberhalb der Denaturierungstemperatur
ribosomaler Proteine statt [71-73].

Bei den vorliegenden Untersuchungen wurden Proben von B. atropheus, B. pumilus,
G. stearothermophilus, S. aureus, B. diminuta, P. aeruginosa und C. albicans im
Temperaturbereich von 20-100°C untersucht. Die erhaltenen Thermogramme wiesen

ausnahmslos endotherme Phasentiberginge 1. Ordnung auf (Abb. 30).

IO.S mW 9 C
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Abb. 30: DSC-Thermogramme vegetativer Zellen von B. atropheus (a), B. pumilus (b), G. stearo-
thermophilus (c), S. aureus (d), B. diminuta (e), P. aeruginosa (f) und C. albicans (g); Aufheizrate
10°C/min
Ausgewertet wurden jeweils die ersten beiden Peaks im Thermogramm nach
Uberschreitung einer Temperatur von 40°C. Die im Temperaturbereich von 20-40°C zu
erwartenden Schmelzpeaks der Membranlipide wurden nicht berlicksichtigt. Alle
Bakterien-Thermogramme wiesen im Temperaturbereich von 60-80°C mindestens zwei
Peaks auf, wobei der erste Peak (Peak*) hauptsichlich auf die Denaturierung der 30-S
Untereinheiten der Bakterienribosomen zuriickzufiihren ist [71, 74, 75]. Der zweite
(Peak**) und die teilweise bis 85°C folgenden Peaks gehen mit der Denaturierung der 50-S
Untereinheit und den undissoziierten 70-S Ribosomen einher [71]. Diese Peaks wurden
nicht differenziert, sondern summarisch iiber die Onset-Temperatur des zweiten Peaks
betrachtet.
Ein solches Vorgehen war notwendig, da nur selten eine mehr als zweistufige
Denaturierung der Ribosomen zu beobachten war. Mit Ausnahme der G. stearo-

thermophilus und der B. diminuta Zellen erfolgte bei allen Bakterien im Temperatur-
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bereich von 59-63°C die Denaturierung der genannten 30-S Untereinheiten (Tab. 7). Die
Denaturierung der 50-S Untereinheiten und der 70-S Ribosomen begann bei 67-68°C und
erstreckte sich je nach Spezies liber einen Bereich von bis zu 15°C. Peaks oberhalb von
90°C sind, wie in der Literatur beschrieben, hauptsachlich auf die Entfaltung der Bakterien-
DNA und die Denaturierung von Zellwandbestandteilen zuriickzufiihren [64].

Tab. 7: Ergebnisse der Onset-Temperatur-Bestimmung in°C der in Abb. 30 gekennzeichneten Peaks
(Xxs;n=3)

B. B. G. stearo- S. B. P. C.
atropheus pumilus  thermophilus aureus diminuta aeruginosa albicans

Peak 60,10£0,91 59,17+0,11 71,36£027 61,55+0,52 54,06+:0,86 62,48+0,30 -
Peak ™ 67,5240,33 67,59+1,32 77,20£0,65 67,09+0,44 62,24+0,01 68,43+0,30 -

* [k

Peak - - - - - - 60,00+0,16

Die Denaturierung der B. diminuta Ribosomen und deren Untereinheiten setzte bereits bei
Temperaturen von 54°C ein. Demgegeniiber waren bei den wesentlich thermostabileren
G. stearothermophilus Ribosomen irreversible Phaseniibergéinge aufgrund von Protein-
denaturierungen erst bei Temperaturen > 70°C zu beobachten. Eine Sonderstellung nehmen
die Zellen von C. albicans ein; als Vertreter eukaryotischer Zellen liegen hier 80-S
Ribosomen, bestehend aus 40-S und 60-S Untereinheiten, vor. Eine auch hier zu
erwartende gestaffelte Denaturierung war nicht zu erkennen. Zusammenfassend ldsst sich
feststellen, dass durch den hohen Anteil ribosomaler Proteine am Gesamtgewicht der Zelle
(ca. 25 %) die betrachteten Phaseniiberginge sehr deutlich zu erkennen waren. Dabei
wiesen B. diminuta Zellen die hochste und G. stearothermophilus Zellen die geringste
Thermosensitivitit der betrachteten Mikroorganismen auf. Dariiber hinaus waren keine

deutlichen Unterschiede im thermischen Verhalten der untersuchten Bakterien zu erkennen.

2.3.4 MECHANISCHE EIGENSCHAFTEN VON MIKROORGANISMENZELLEN (AFM)

Zur Bestimmung mechanischer Eigenschaften von Zellen wurden in den vergangenen zwei
Jahrzehnten eine Vielzahl von Methoden entwickelt. Besonders hervorzuheben sind hierbei
die Bestimmung der Zellwandeigenschaften durch die Mikropipettiertechnik, die
Mikromanipulation durch Zellkompression sowie die Rasterkraftmikroskopie [30, 76-80].
Die Mikropipettiertechnik basiert auf der Aspiration eines durch die Pipettendffnung
definierten Zellwandareals. Die definierte Aspirationskraft und das Ausmal} der
Verformung ermoglichen Riickschliisse auf die elastischen Zellwandeigenschaften. Bei der

Mikromanipulation durch Zellkompression werden einzelne Zellen zwischen zwei
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parallelen Flachen komprimiert und die Kraft als Funktion der Zelldeformation
ausgewertet. Im Vergleich zur Mikropipettiertechnik ist dadurch eine gleichméBigere
Belastung der gesamten Zelle mdglich.

In der Rasterkraftmikroskopie kann durch das Abtasten der Oberfliche mittels einer
Cantilever-Spitze ein Bild von der Oberflachentopographie erzeugt werden; dabei werden
die zwischen Cantilever-Spitze und Oberflache entstehenden attraktiven oder repulsiven
Krifte zur Visualisierung genutzt (Abb. 31 und 32). Um ein mdglichst breites Spektrum an
Mikroorganismen abzudecken, wurde fiir die im Folgenden dargestellten rasterkraft-
mikroskopischen Untersuchungen je ein Vertreter der gramnegativen (B. atropheus) und

grampositiven Bakterien (B. diminuta) sowie ein Pilz (4. niger) ausgewahlt.
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Abb. 31: AFM-Bilder von B. atropheus Zellen in Luft bei unterschiedlicher Auflésung, aufgenommen
im Constant-Force-Mode. Die Priparation der Zellen erfolgte auf Poly-L-Lysin-beschichteten Objekt-
triagern.

Die Aufnahme der AFM-Bilder erfolgte direkt nach dem Antrocknen der Zellsuspensionen
auf den Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttragern (vgl. 2.2.2.10). Die so realisierten
starken Haftkriafte zwischen den Zellen und dem Objekttrager erlaubten eine sehr hohe
Bildaufldsung ohne Unschirfen. Die starken Haftkrifte waren notwendig, um die wiahrend
des AFM-Scans auftretenden lateralen Kriafte zu kompensieren und somit eine
Lageveridnderung der Zellen zu vermeiden. Dariiber hinaus waren bei Messungen an der
Luft die morphologischen Eigenschaften der Probe besser zu erkennen, weil im Vergleich
zu Messungen in fliissigem Medium geringere Adhésionskréifte wirken [54]. Ein Vorteil
rasterkraftmikroskopischer Aufnahmen gegentiiber lichtmikroskopischen Aufnahmen ist der
zusitzliche Informationsgewinn iiber die genauen Dimensionen des abgebildeten Objektes.
Wie in Abb. 32 dargestellt, konnte neben der Lange und Breite der Zellen auch deren Hohe

bestimmt werden. An dieser Stelle wirkte sich jedoch die Priparationsmethode durch
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Antrocknen der Zellen auf dem Objekttrager negativ aus. Im Vergleich zu den in isotoner
Kochsalzlosung untersuchten Zellen war eine deutliche Hohenabnahme durch Wasser-
verlust zu verzeichnen. Mit fortschreitendem Alter der Pridparate (0,5-2 h) wurde dieser

Effekt noch verstarkt.
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Abb. 32 A: AFM-Bild von B. diminuta Zellen in Luft, aufgenommen im Constant-Force-Mode. Die
Priparation der Zellen erfolgte auf Poly-L-Lysin-beschichteten Objekttrigern. B: Hohenmessung
entlang der im Bild A dargestellten Strecke

Die erzeugten Bilder entsprechen, bedingt durch &hnliche Préparationstechniken, den
rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen. In beiden Fillen ist es gelungen, bei
B. atropheus Zellen teilungsaktive Zonen darzustellen. Eine artefaktarme Darstellung des
A. niger Myzels ist leider nicht gelungen. Es ist hier jedoch im Vergleich zu anderen
mikroskopischen Methoden auch kein nennenswerter Informationsgewinn durch die

rasterkraftmikroskopische Darstellung der Zellen zu erwarten.

Neben der Moglichkeit der Abbildung des Untersuchungsgegenstandes erlaubt die
Rasterkraftmikroskopie auch die Aufnahme statischer Kraft-Abstand-Kurven. Dabei wird
der ruhende Cantilever durch eine Vertikalbewegung des Piezo-Scanners (vgl. Abb. 3 A)
der Substratoberfliche angendhert und im weiteren Verlauf in diese eingedriickt. Dabei
kann dessen Verbiegung in Abhédngigkeit von der Scannerposition gemessen werden. Nach
dem Hook’schen Gesetz ergibt sich bei bekannter Federkonstante aus der
Cantileververbiegung die Kraft zwischen Spitze und Probe und die entsprechende
Kraftkurve kann erzeugt werden. Fiir die durchgefiihrten Versuche typische Kraftkurven

sind in Abb. 33 A und B dargestellt.
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Abb. 33: Auftragung der Cantileverauslenkung und der resultierenden Kraft gegen den Abstand
Probe/AFM-Spitze. A: ohne Zerstorung der Zelle; B: mit Zerstorung der Zelle (Federkonstante des
Cantilevers: 10 mN/m; E: Eindringtiefe der AFM-Spitze)

Jede Kraftkurve 1ist dabei aus einer Anndherungs- und einer Riickzugkurve
zusammengesetzt. Die rot eingezeichneten Kraftkurven entsprechen dem harten
Glasuntergrund. Da in diesem Fall die Spitze nicht in die Probe eindringt, ist nach dem
Erreichen des Kontaktpunktes die Cantileververbiegung der Anderung der Piezo-
Auslenkung dquivalent und die Kraftkurve weist in diesem Bereich eine Steigung von -1
auf. Die negative Auslenkung des Cantilevers nach dem Unterschreiten des Kontaktpunktes
(Riickzugkurve) entspricht der Adhésionskraft zwischen Spitze und Glasoberflache. Wird
diese durch eine weitere Entfernung des Piezo-Scanners iiberkompensiert, springt der
Cantilever in seine Gleichgewichtslage zuriick. Bei der Vermessung der deutlich weicheren

Bakterienzellen dringt die Spitze in die Probe ein und es ergibt sich ein flacherer
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Kurvenverlauf. Die Differenz der Cantileverauslenkung Glas/Bakterienzelle bei gleichem
Piezo-Abstand ergibt die Eindringtiefe der Spitze in die Zelle (Abstand E in Abb. 33).

Die auf den Bakterienoberflichen erzeugten Kraftkurven lassen sich in zwei Gruppen
einteilen, Kraftkurven mit und ohne Zerstérung der vermessenen Zelle. Diese gleichen sich
zuniichst in ihrem nicht-linearen Kurvenverlauf nach Uberschreiten des Kontaktpunktes.
Mehrere Faktoren sind dafiir verantwortlich. Zum einen vergroflert sich mit zunehmender
Eindringtiefe die Kontaktfliche zwischen Probe und Spitze; somit nimmt die je
Flacheneinheit beaufschlagte Kraft nicht linear zu. Zum anderen kann bei fortschreitender
Belastung aufgrund struktureller Neuordnung bzw. ansteigendem intrazelluldren Druck
eine Versteifung der Zelle einsetzen. Bei diinnen Proben, wie den Bakterienzellen, besteht
dariiber hinaus die Gefahr, dass die harte Unterlage die Messung beeinflusst. Besonders
deutlich wird dies bei Kraftkurven mit einhergehender Zerstorung der Zelle (Abb. 33 B).
Nach dem Uberschreiten eines lokalen Maximums (Bruch der Zelle) kommt es im weiteren
Verlauf der Anndherung wieder zu einem Anstieg der Kraft. Der zunichst nicht-lineare
Anstieg geht in einen linearen, mit dem des Glasuntergrundes vergleichbaren, Anstieg iiber.
Der nicht-lineare Bereich ist dabei auf das Vorhandensein der leeren Bakterienhiille
zuriickzufiihren. Mithilfe einer zweiten Vermessung desselben Probenareals konnte
verifiziert werden, dass es sich bei den Kraftkurven mit lokalem Maximum tatsdchlich um
eine Zerstorung der Zelle handelt. Vergleiche der kartierten Kontaktpunkte konnten einen
durch Verschieben der Zelle bedingten Kraftabfall ausschlief3en.

Die Probenpriparation erfolgte nach der in Kap. 2.2.2.10 beschriebenen Methode. Unter
Verwendung eines Lichtmikroskops wurde im Anschluss die Auswahl und Positionierung
des geeigneten Bakterienzellkollektivs unter der AFM-Einheit vorgenommen. Die
anschliefende AFM-Messung erfolgte jeweils in einem 20 um x 20 um groBen Bereich,
wobei im Abstand von 1 um statische Kraftkurven erzeugt wurden. Fiir die weitere
Auswertung waren nur solche Kraftkurven von Interesse, welche durch ein Aufdriicken der
Cantileverspitze auf die Zelle von oben erzeugt worden sind. Uber die Steigung der
Kraftkurven konnten zunédchst jene ausgeschlossen werden, welche auf dem harten
Glasuntergrund entstanden sind. Um die Zahl der relevanten Kraftkurven weiter
einzugrenzen, wurden die Steigungen und die dazugehorigen Probenhohen (Kontaktpunkt
Untergrund — Kontaktpunkt Probe) der verbliebenen Kraftkurven betrachtet (Abb. 34).
Ausgehend von den in Kap. 2.3.2 dargestellten Ergebnissen wurden folgende Probenh6éhen
(Zelldurchmesser) als reprasentativ betrachtet: A. niger 2-5 um; B. atropheus 0,6-1,4 um

und B. diminuta 0,3-0,8 um. Alle anderen Probenhoéhen lieen auf einen nicht-mittigen
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Kontakt der Cantileverspitze auf die Bakterienoberfliche bzw. auf nicht-einschichtig und
gleichmiBig auf dem Objekttriger liegende Zellen schlieBen und waren somit nicht von
Interesse. Die Verteilung aller, nicht auf dem Glasuntergrund erzeugter, Probenhdhen
verifizierte bei zwei von drei der untersuchten Keime die angenommenen Grenzen. Bei den
untersuchten B. atropheus Zellen lagen die meisten Kontaktpunkte im Bereich von 1 um
und bei B. diminuta Zellen im Bereich von 0,5 um. Einzig die Verteilung der A. niger
Kontaktpunkte lieB keine Tendenz erkennen, was auf die UnregelmiBigkeit des Myzels
zuriickzufiihren war. Um bei zukiinftigen AFM-Messungen an Mikroorganismenzellen die
aufwiéndige Datenanalyse zu vereinfachen und die Streuung der Daten zu verringern, wére
die Verkleinerung des Scan-Bereichs (einzelne Zelle) bei gleichzeitiger Erhdhung der

Datenpunkte/um? sinnvoll.
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Abb. 34: Probenhdhe und resultierender Anstieg der Kraftkurve aller ausgewerteten Messpunkte. Die
Messpunkte des Glasuntergrundes (Probenhohe = 0 pm; Steigung = 1) sind nicht dargestellt.

Die Aufnahme der B. atropheus Kraftkurven erfolgte bei zwei unterschiedlichen
maximalen Cantileverauslenkungen (40 und 200 nm). Durch die Federkonstante des
Cantilevers von 10 mN/m ergaben sich dabei Maximalkréfte von 0,4 bzw. 2,0 nN. Die
daraus resultierenden unterschiedlichen Eindringtiefen der Cantileverspitze in die
Bakterienzellen erlaubten einerseits den Einfluss des unter der Zelle befindlichen harten
Objekttragers auf die Kraftkurve abzuschitzen und andererseits das Ausmall der

Zellzerstorung zu variieren. Der Vergleich der erhaltenen B. atropheus E-Module (Tab. 8
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und 9) ergab bei groBerer Maximalkraft deutlich hohere Werte. Da bis auf die
Maximalkraft alle Versuchsbedingungen konstant geblieben sind, kann dieser deutliche
Unterschied nur auf eine Dehnungshértung der Bakterienzellen wihrend der Messung bzw.
den Einfluss des harten Glasuntergrundes zuriickzufiihren sein. Durch die Steigerung der
Maximalkraft auf ein fiinffaches des urspriinglichen Wertes (von 0,4 auf 2,0 nN) war es
moglich, den Anteil der zerstorten Zellen von 7 % (n=231) auf 43 % (n=58) zu erhdhen.
Die Steigerung der Maximalkraft ist somit zwar ungeeignet fiir die Bestimmung des E-
Moduls, aber zur Bestimmung der Bruchkraft durchaus sinnvoll. Es muss jedoch
beriicksichtigt werden, dass in diesen Féllen keine sichere Aussage iliber die maximale
Druckbelastung getroffen werden kann, weil die zur Berechnung notwendige Kontaktflache
Cantileverspitze/Zelloberfliche nur mithilfe des E-Moduls bestimmt werden kann.

Tab. 8: Auswertung der Kraftkurven zerstorter Zellen nach dem Hertz-Modell, vgl. Kap. 2.2.2.10
(X +s; n=Anzahl der Durchbriiche)

Anstieg der

max. Cantilever- Anteil an Steifigkeit E-Modul max. Druck-

auslenkung [nm] Durchbriichen K”i‘lf;/l;‘l‘]”e [mN/m]  [MPa] belastung [bar]
B. atropheus 200 25von 58 0,31+0,16 5,8+6,5 5,1£5,7 1,6+1,8
B. atropheus 40 15von 231 0,09+0,05 1,0+0,6 0,9+0,5 0,3+0,2
B. diminuta 40 11 von 385 0,09+0,08 1,1£1,1 1,9+1,9 0,6+0,6

Der im Vergleich zu den B. atropheus Zellen deutlich geringere Zelldurchmesser bei
B. diminuta erlaubte bei der Aufnahme der Kraftkurven nur eine maximale Cantilever-
auslenkung von 40 nm. Der Anteil der zerplatzen B. diminuta Zellen lag bei 3 % (n=385)
und somit um die Hailfte niedriger als bei den vergleichbaren B. atropheus-Zellen. Die
dariiber hinaus tendenziell hoheren Werte fiir die berechneten E-Module von B. diminuta
Zellen legen die Vermutung nahe, dass eine hohere Festigkeit der Zellen (abgeleitet aus
dem E-Modul) mit einem hoheren mechanischen Schutz einhergeht. Dieser Zusammenhang
konnte jedoch nicht bestitigt werden. Wie Abb. 35 zu entnehmen ist, wiesen die meisten
zerstorten Zellen eine sehr dhnliche Steifigkeit auf; die Kraft die zur Zerstorung der Zellen
bendtigt wurde, variierte jedoch erheblich. Bemerkenswert ist, dass die untersuchten
gramnegativen B. diminuta Zellen trotz der wesentlich diinneren Peptidoglycan-
Stiitzschicht eine deutlich groflere mechanische Belastung tolerieren als die grampositiven
B. atropheus Zellen. Auch die hohere Festigkeit der gramnegativen Zellen ist
morphologisch nicht zu erkléren.

Fiir die spdtere Beurteilung der Druckwechselergebnisse sind besonders die von den Zellen

tolerierten Maximaldricke bzw. die minimalen Berstdriicke von Interesse. Diese lassen sich
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aus der Bruchkraft und der Kontaktfliche zwischen Cantileverspitze und Zelloberfliche
ableiten. Fiir die Untersuchungen an den B. atropheus Zellen bedeutet dies, dass im Mittel
ca. 7 % der Zellen bei einer Druckbelastung von 0,3 bar zerplatzen. Im Vergleich dazu sind
durchschnittlich 0,6 bar notwendig um 3 % der B. diminuta Zellen zu zerstoren. A. niger
Zellen konnten unter den gewihlten Bedingungen nicht zerstort werden. Bei den nicht-
zerstorerischen Messungen konnte unter Zuhilfenahme der applizierten Maximalkraft nur
eine Aussage iiber die tolerierten Driicke getroffen werden (Tab. 9). So halten ca. 93 % der
B. atropheus Zellen im Mittel einem Druck von 1,8 bar stand. Demgegeniiber ist ein Druck
von 5,4 bar fiir 97 % der B. diminuta-Zellen tolerabel. Alle A. niger Zellen erwiesen sich
bei einer mittleren Druckbelastung von 4,6 bar als stabil. Fiir eine sichere Zerstorung der

Zellen sind somit Driicke jenseits der genannten Grenzen notwendig.
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Abb. 35: Abhiingigkeit der Steifigkeit der Zellen von B. atropheus und B. diminuta von der Bruchkraft
in isotoner Natriumchlorid-Losung

Unter Beriicksichtigung der ZellgroBe und des Zellwandaufbaus der 4. niger Zellen
erfolgte die Aufnahme der Kraftkurven immer bis zu einer maximalen Cantilever-
auslenkung von 200 nm. Wie bereits ausgefiihrt, war es trotz der vergleichsweise hohen
Maximalkréfte nicht moglich, einzelne Zellen zu zerstdren. Da ein Einfluss des harten
Untergrundes auf die erzeugten Kraftkurven durch die Zelldicke von 2-5 um
ausgeschlossen werden konnte, war im Gegensatz zu den unter gleichen Bedingungen
gewonnenen B. atropheus Daten, ein direkter Vergleich der berechneten Steifigkeiten und
der E-Module mit den Bakteriendaten bei 40 nm maximaler Cantileverauslenkung mdglich.
Die elastischen Eigenschaften der B. diminuta Zellen entsprachen dabei denen des Pilzes;
die Ergebnisse der B. atropheus Zellen (Maximalkraft 0,4 nN) lieBen auf eine
vergleichsweise weiche Hiille schliefen (Tab. 9). Eine abschlieBende Bewertung der

erhaltenen Ergebnisse war durch die gro3e Streuung der Daten jedoch erschwert.
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Tab. 9: Auswertung der Kraftkurven nicht zerstorter Zellen nach dem Hertz-Modell (X +s; n=Anzahl

der Messpunkte)
] Anstieg der cps 1 e
max. Cantilever- Anzahl Kraftkurve Steifigkeit E-Modul max. Druck-
auslenkung [nm] Messpunkte [N/m] [mN/m] [MPa] belastung [bar]
A. niger 200 133 0,48+0,15 11,0+6,6 14,4+8,6 4,6+2,8
B. atropheus 200 33 0,48+0,19 12,5¢10,5 11,04£9,3 3,5£3,0
B. atropheus 40 216 0,33+0,19 6,3+£5,4 5,6+£4,7 1,8+1,5
B. diminuta 40 374 0,47+0,11 9,6£3,9 17,0+6,9 5,4£2,2

Zur besseren Bewertung der erhaltenen Ergebnisse sind in Tab. 10 Daten bereits

publizierter rasterkraftmikroskopisch untersuchter Mikroorganismen dargestellt. Es wird

dabei deutlich, dass die Préparationsmethode einen erheblichen Einfluss auf die

dargestellten Parameter besitzt. Die unter vergleichbaren Bedingungen gewonnenen Daten

zum grampositiven Keim S. aureus entsprechen den eigenen Ergebnissen des ebenfalls

grampositiven Keimes B. atropheus. Auch die Daten der gramnegativen Vertreter E. coli,

M. gryphiswaldense und P. aeruginosa entsprechen denen von B. diminuta Zellen.

Tab. 10: Literaturdaten zu rasterkraftmikroskopischen Untersuchungen an Mikroorganismenzellen

bzw. deren Hiillen

Spezies Besonderheit '1"[111(11')ga(]r S;ﬁig%l;le]it El-ll\\/[/lgg]u ! Literatur

A. nidulans in Nahrmedium n.b. 290+20 110+10 [6]
A, nidulans Zﬁ:‘;‘;%g‘ﬁg‘}/l) nb. 170210 644 [6]
A. nidulans Sporen n.b. 110.000+10.000 6.600+400 [49]
E. coli Sacculus n.b. n.b. 15-60 [81]

M. gryphiswaldense 85-150 40+10 n.b. [47, 48]
M. hungatei Sacculus n.b. n.b. 33.000-39.000 [82]
P. aeruginosa in Nahrmedium 15-22 20-30 n.b. [34]
P. aeruginosa in demin. Wasser 190 260 n.b. [34]
S. cerevisiae n.b. n.b. 0,6+0,4 [26]
S. cerevisiae Knospungsnarbe n.b. n.b. 6,124 [26]

S. cerevisiae” WZ’;&’}Z::;ZSEZSG n.b. n.b. 11246 [79, 80]
S. cerevisiae" Wacsltlztti;)r?lési;iase n.b. n.b. 107+6 [80]
S. aureus n.b. 13=1 1,8+0,2 [31]

*Bestimmung erfolgte mittels Mikromanipulationstechnik
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Ein Vergleich der elastischen Eigenschaften gramnegativer Zellen mit denen grampositiver
Zellen, ergibt, ebenso wie bei den eigenen Untersuchungen, fiir gramnegative Zellen eine
hohere Steifigkeit bzw. ein hoheres E-Modul.

Die mit 4. niger gewonnenen Daten konnten nicht durch Ergebnisse anderer Arbeits-
gruppen bestdtigt werden. Die publizierten A. nidulans Ergebnisse wiesen 5 bis 10-fach
hohere Werte fiir die berechneten E-Module auf [6, 49]. Die beobachteten Abweichungen
zwischen den eigenen Messdaten und den Literaturdaten lassen sich eventuell durch
Unterschiede zwischen den beiden Vertretern der Gattung Aspergillus erklaren.

Eine weitere wichtige Erkenntnis aus den vorangegangenen Untersuchungen liegt darin,
dass innerhalb einzelner Zellen Regionen mit unterschiedlicher Festigkeit existieren.
Versuche von Touhami et al. belegen, dass im Bereich der Knospungsnarben von
Hefezellen deutlich hohere E-Module zu messen sind als auflerhalb dieser Regionen [26].
Dagegen konnte kein Einfluss der Wachstumsphase auf die Festigkeit der Zellen
nachgewiesen werden. Trotz der mit dem Zellalter zunehmenden Wandstdrke war keine
Verdanderung der elastischen Zelleigenschaften zu erkennen [80]. Insgesamt ist die
Datenlage jedoch noch sehr liickenhaft; weitere Untersuchungen zur Verifizierung der
Daten sind daher erforderlich. Die in der Vergangenheit durchgefiihrten rasterkraft-
mikroskopischen Untersuchungen beschrinkten sich hédufig auf die reine Abbildung von
Zellen und deren Oberflichenbeschaffenheit [36, 38-40, 44, 45, 51, 54, 83]. Auch der
Einfluss des umgebenden Mediums ist noch nicht eindeutig geklért. In der Literatur wird
der Einfluss des osmotischen Druck des Mediums auf die elastischen Eigenschaften der

Zellen kontrovers diskutiert [34, 48].
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3 ENTKEIMUNGSVERFAHREN

3.1 EINLEITUNG

Bei der Herstellung pharmazeutischer Zubereitungen miissen geeignete MafBnahmen zur
Gewihrleistung der mikrobiologischen Qualitdt getroffen werden. Aufgrund der
unterschiedlichen Applikationswege ergeben sich unterschiedliche Qualitdtsanforderungen.
Das Europédische Arzneibuch definiert aus diesem Grund vier Kategorien.

Zubereitungen der Kategorie 1 miissen hinsichtlich ihrer mikrobiologischen Qualitdt den
hochsten Anforderungen entsprechen; fiir diese ist Sterilitdt gefordert. Hauptsdchlich
handelt es sich dabei um Zubereitungen zur parenteralen Applikation oder zur Anwendung
am Auge.

Kategorie 2 umfasst Zubereitungen zur topischen Anwendung und zur Anwendung im
Respirationstrakt, sofern diese nicht steril sein miissen. Die Gesamtzahl der enthaltenen
aeroben Keime darf dabei eine Zahl von 10° Mikroorganismen pro Gramm Zubereitung
nicht iiberschreiten. Fiir einige pathogene Bakterien, wie P. aeruginosa, gelten gesonderte
Grenzen. Besonders bei fliissigen oder halbfesten Zubereitungen mit einem hohen
Wasseranteil sind diese Forderungen jedoch nur durch einen geeigneten Konservierungs-
mittelzusatz einzuhalten.

Zubereitungen zur oralen oder rektalen Anwendung miissen den Anforderungen der
Kategorie 3 entsprechen. Innerhalb dieser Kategorie werden nochmals Unterscheidungen
getroffen. Die Kategorie 3A umfasst dabei hauptsidchlich Zubereitungen aus synthetischen
Wirk- und Hilfsstoffen. Die Gesamtzahl an koloniebildenden, aeroben Einheiten darf eine
Konzentration von 10° Bakterien bzw. 10° Pilzen je Gramm Zubereitung nicht
iiberschreiten. Keime von E. coli diirfen nicht vorhanden sein. In der Kategorie 3B sind
Zubereitungen aus natiirlichen Ausgangsstoffen tierischer, pflanzlicher oder mineralischer
Herkunft zusammengefasst, bei denen eine antimikrobielle Vorbehandlung nicht moglich
ist. Die Gesamtkeimzahl darf eine Konzentration von 10* aeroben Bakterien bzw. 10
Pilzen je Gramm nicht iiberschreiten. Darliber hinaus diirfen keine Keime von E. coli,
S. aureus und keine Salmonellen nachweisbar sein.

Fir pflanzliche Arzneimittel, die ausschlieBlich aus einer oder mehreren pflanzlichen
Drogen bestehen, gelten die in Kategorie 4 festgelegten Grenzwerte. Dabei wird zwischen
Zubereitungen unterschieden, denen vor dem bestimmungsgemiflen Gebrauch siedendes
Wasser zugesetzt wird (4A) und solchen, bei denen dies nicht vorgesehen ist (4B). Da

davon auszugehen ist, dass siedendes Wasser die vorhandene Keimzahl deutlich verringert,
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gelten fiir die Kategorie 4A weiter gefasste Grenzen als fiir die Kategorie 4B. So ist bei
Zubereitungen der Kategorie 4A eine Gesamtkeimzahl von 107 acroben Bakterien und 10°
Pilzen je Gramm zuldssig, wohingegen Zubereitungen der Gruppe 4B nur maximal 10°
aerobe Bakterien und 10" Pilze je Gramm enthalten diirfen. Zudem ist fiir die Kategorie 4B
eine maximale Konzentration von 10° Enterobakterien je Gramm vorgeschrieben. Keime
von E. coli und Salmonellen diirfen nicht enthalten sein.

Aus diesen Forderungen ergibt sich die Konsequenz, dass die mikrobiologische Qualitit
pharmazeutischer Zubereitungen und deren Ausgangsstoffe immer zu kontrollieren ist und
gegebenenfalls keimreduzierende Mallnahmen ergriffen werden miissen. Dabei ist die Wahl
des richtigen Entkeimungsverfahrens sowohl fiir die Effektivitit der Methode als auch fiir
die Stabilitdt der pharmazeutischen Zubereitung von besonderer Bedeutung. Im Folgenden
werden zunichst die Sterilisationsverfahren des Europdischen Arzneibuches vorgestellt und
deren Vor- und Nachteile bewertet. Der zweite Teil enthilt eine Ubersicht verschiedener

alternativer nicht-thermischer Entkeimungsverfahren.
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3.2 METHODEN DES EUROPAISCHEN ARZNEIBUCHES ZUR ENTKEIMUNG

PHARMAZEUTISCHER ZUBEREITUNGEN

3.2.1 DAMPFSTERILISATION

Die Dampfsterilisation mit gesdttigtem, gespanntem Wasserdampf bei 121°C, 2 bar und
einer Mindesteinwirkzeit von 15 min ist als Standard- und Referenzverfahren das am
hiufigsten eingesetzte Sterilisationsverfahren. Verfahren mit abweichendem Temperatur-
Zeit-Profil sind erlaubt; es bedarf allerdings des Nachweises, dass diese den Anforderungen
des vorgegebenen Verfahrens (121°C, 2 bar, 15 min) entsprechen. Das seit einigen
Jahrzehnten etablierte Fo-Konzept ermdglicht, ausgehend von einer exponentiellen
Inaktivierungskinetik, die Berechnung der Letalitit des Verfahrens bei abweichender
Temperatur im Vergleich zum Standardverfahren bei 121°C [84, 85]. Die zur Berechnung
notwendigen Parameter ergeben sich aus der Resistenz der widerstandsfahigsten
Organismen gegeniiber dem Sterilisationsprinzip. Das Europdische Arzneibuch sieht fiir die
Validierung von Dampfsterilisationsprozessen den FEinsatz der besonders resistenten
G. stearothermophilus  Sporen als Bioindikatoren vor. Die verfahrensrelevante
Charakterisierung der Sporen erfolgt iiber den D-Wert und den z-Wert, wobei der D-Wert
die dezimale Reduktionszeit bei einer betrachteten Temperatur darstellt und der z-Wert ein
Mal fiir die Temperaturabhingigkeit des D-Wertes ist. Dieser gibt an, welche Temperatur-
anderung notwendig ist, den D-Wert um den Faktor 10 zu verdndern.

Inwiefern die Beschreibung des Inaktivierungsprozesses mit einer exponentiellen Funktion
den tatsichlichen Abldufen entspricht, ist indes noch nicht vollstindig geklirt. Einige
Autoren sind der Auffassung, dass die Inaktivierung mit einem sigmoiden Kurvenverlauf
zu beschreiben ist [86]. Als Begriindung wird ein unterschiedlich starkes Ansprech-
verhalten der Keime auf die Sterilisationsbedingungen angefiihrt.

Die Anforderungen des Europdischen Arzneibuches an die Effektivitit der Sterilisation im
Endbehiltnis mit gespanntem und gesittigtem Wasserdampf sind liber den SAL-Wert
genau definiert. Dieser leitet sich direkt aus der Inaktivierungskinetik des Verfahrens ab.
Der geforderte SAL-Wert von 10 gibt dabei die Wahrscheinlichkeit an, in einer Menge
von 10° sterilisierten Einheiten einen lebensfihigen Mikroorganismus zu finden. Unter
Beriicksichtigung dieser Forderung sind zwei Verfahrensweisen moglich, das Overkill-
Verfahren und das Bioburden-orientierte Verfahren. Die Prozessparameter beim Overkill-
Verfahren sind dabei so gewdhlt, dass selbst hochresistente Mikroorganismen mit einer

hoheren Effizienz abgetotet werden als es fiir das Erreichen des geforderten SAL-Wertes
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notwendig wire. Die theoretisch mogliche Keimzahlreduktion muss dabei =12 Log-Stufen
betragen. Dem ausschlieBlich auf die Sterilisationssicherheit abgestellten Overkill-
Verfahren steht das produktschonendere Bioburden-orientierte Verfahren gegeniiber. Dabei
wird vor der Sterilisation die mikrobiologische Belastung der Sterilisationsgiiter
(Bioburden) bestimmt. Die genaue Kenntnis der Ausgangskeimzahl Ny, sowie des D- und
z-Wertes der widerstandsfahigsten Mikroorganismenart erlaubt nach Festlegung der
Sterilisationstemperatur die Berechnung der Mindesteinwirkzeit. Somit kann eine unnotige
thermische Belastung des Sterilisationsgutes durch redundanten Wérmeeintrag vermieden
werden. Eine weitere Verkiirzung der Einwirkzeit bei gleichzeitiger Anhebung der
Sterilisationstemperatur kann ebenfalls zu einer Verringerung der Abbaurate thermolabiler
Inhaltsstoffe flihren [87]. Auch ein fraktioniertes, diskontinuierliches Temperatur-
programm, wie es bei der Tyndallisation Anwendung findet, kann aufgrund der
vergleichsweise niedrigen Prozesstemperaturen zum Schutz thermolabiler Sterilisations-
giiter beitragen [88].

Ein groBler Vorteil der Dampfsterilisation besteht in der Moglichkeit einer Sterilisation im
Endbehiltnis; die Gefahr einer Rekontamination kann dadurch weitestgehend
ausgeschlossen werden. Risiken bei der Dampfsterilisation, die mit einer Verminderung der
Abtotungsgeschwindigkeit einhergehen, konnen Luftinseln, nicht kondensierbare Gase im
Dampf oder Uberhitzungen durch hygroskopische Kondensation sein. Die Sterilisation
vieler wasserfreier Giiter sowie Giiter, die sich durch Wasserkontakt irreversibel verdndern,
ist mittels Dampfsterilisation nicht mdglich. Bei porosem Sterilisationsgut, wie Verbands-
material, ist ein Vorvakuum notwendig, um Luftinseln, und damit Bereiche schlechter
Wirmeiibertragung, zu vermeiden. Bei der Sterilisation wéssriger Zubereitungen ist zu
beriicksichtigen, dass die Behiltnisse mdglichst voll befiillt sind, um einen Uberdruck im
Gefall gegeniiber dem Systemdruck wihrend der Sterilisation zu vermeiden. Bei der
Abkiihlung des Systems kann es dariiber hinaus zu einem vergleichsweise langsamen
Druckabfall in den Behéltnissen kommen, da das meist als Verpackungsmaterial
verwendete Glas eine schlechte Wérmeleitfahigkeit aufweist und sich dadurch ein
Temperatur- und Druckgradient aufbauen kann. Die Gefahr eines Zerplatzens der Gefil3e

kann durch einen dufleren Stiitzdruck wahrend der Abkiihlungsphase beseitigt werden.

3.2.2 STERILISATION DURCH TROCKENE HITZE

Die Standardbedingungen dieser Methode sind 160°C fiir 2 h. Der fiir die Sterilisation
geforderte SAL-Wert liegt wie bei der Dampfsterilisation bei 10°. Von den Standard-

bedingungen abweichende Temperatur-Zeit-Profile sind ebenfalls gestattet, sofern der
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geforderte SAL-Wert gewihrleistet ist. Als Bioindikator fiir die Prozessvalidierung werden
Sporen von B. atropheus empfohlen. Trockene Hitze bei Temperaturen iiber 220°C wird
hdufig zur Sterilisation und Entpyrogenisierung von Glasmaterial verwendet. In diesen
Féllen ist eine Validierung des Verfahrens mit B. atropheus Sporen wenig sinnvoll,
stattdessen wird der Einsatz standardisierter Endotoxin-Zubereitungen empfohlen.

Das Anwendungsgebiet der Sterilisation mit trockener Hitze beschrdnkt sich hauptséchlich
auf Gerdte und Verpackungsmaterialen aus Glas, Porzellan oder Metall und auf
hitzebestéindige Pulver sowie wasserfreie Fette, Wachse und Ole. Fiir die Effektivitit des
Verfahrens ist der Restwassergehalt des Sterilisationsgutes von entscheidender Bedeutung;
je hoher der Feuchtigkeitsgehalt der zu inaktivierenden Sporen, und damit verbunden die
resultierende Verdunstungskilte, desto widerstandsfdahiger sind diese. Da die trockene
HeiBluft keine eindeutige Zustandsbeschreibung darstellt, sondern auf Wasseraktivititen
(aw-Wert) von 0-0,15 im Sterilisationsgut angewendet wird, sind grofle Streuungen der
Resistenzdaten zu beobachten. Daraus ergibt sich, dass der Verlauf der Inaktivierung keine
reine Temperatur-Zeit-Beziehung wiedergibt, sondern zusétzlich vom Wassergehalt
beeinflusst wird.

Die vergleichsweise geringe Effektivitdit der trockenen Hitze gegeniiber der
Dampfsterilisation liegt in der wesentlich schlechteren Wirmeleitfahigkeit der Luft
begriindet. Um diesen Nachteil zu kompensieren, muss neben deutlich hoheren Prozess-
temperaturen bei ldngeren Einwirkzeiten auch ein stdndiger HeiBluftstrom sichergestellt
werden. Trotz dieser Mafinahmen ist bei einer Sterilisation im Endbehéltnis mit sehr langen

Ausgleichzeiten zu rechnen.

3.2.3 STRAHLENSTERILISATION

Die Sterilisation von Materialien mit dieser Methode wird durch eine Bestrahlung mit -
oder y-Strahlung erreicht. Als y-Strahler kommen dabei “°Co oder '*’Cs zum Einsatz. y-
Strahlen haben im Vergleich zu B-Strahlen bei gleicher Energie ein 60-fach griBeres
Durchdringungsvermégen. Die Standardabsorptionsdosis betrdgt 25 kGy, wobei davon
abweichende Dosen ebenfalls erlaubt sind, sofern die Forderung nach einem SAL-Wert von
10 oder kleiner erreicht wird. Insoweit ist zu beachten, dass bereits bei einer Dosis von
1 kGy nahezu alle vegetativen Bakterien (99,970-99,999% ) abgetotet werden, jedoch die
5-fach hohere Dosis notwendig ist, um eine 100 %ige Abtotung zu erreichen [2]. Anders als
bei den bisher vorgestellten Sterilisationsverfahren wird der D-Wert bei der Strahlen-

sterilisation nicht als Zeit, sondern als Dosis angegeben. Zu beriicksichtigende Einfluss-
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faktoren auf die Strahlensterilisation sind: die Vegetationsphase der abzutdtenden Mikro-
organismen (teilungsaktive Zellen sind empfindlicher als in der Ruhephase befindliche),
der Sauerstoffgehalt des Sterilisationsgutes (eine hohere Sauerstoffkonzentration fiihrt zu
einer stirkeren Ozon-Bildung), der Feuchtigkeitsgehalt (Wasser wird zu Wasserstoff-
peroxid oxidiert und verstirkt dadurch die Wirkung) sowie die Temperatur. Zur
Uberpriifung der Effektivitit des Sterilisationsverfahrens werden Sporen von B. pumilus als
Bioindikator empfohlen.

Der Haupteinsatzbereich ionisierender Strahlen zur Sterilisation liegt bei medizinischen
Geriten, Einmalartikeln und Primérpackmitteln. Dem FEinsatz zur Sterilisation von
Arzneistoffzubereitungen kommt nur eine untergeordnete Bedeutung zu. Dennoch ist dieser
mit Vorteilen verbunden. Wie bei der Dampfsterilisation und der Sterilisation mit trockener
Hitze ist auch hier eine Sterilisation im Endbehéltnis moglich und unter Verwendung eines
vollstindig validierten Verfahrens auch eine parametrische Freigabe, so dass eine
zusdtzliche Priifung auf Sterilitit entfallen kann. Es ist jedoch zu berticksichtigen, dass das
Verfahren zur Sterilisation wéssriger Zubereitungen aufgrund der prozessbedingten
Wasserstoffperoxid-Bildung ungeeignet ist. Auch andere Hilfsstoffe, wie das bioabbaubare
Copolymer Poly(lactid-co-glycolid) zur Mikroverkapselung, konnen die Sensitivitit des
Wirkstoffes gegeniiber der eingesetzten Strahlung verstdarken [89]. Wirkstoffgruppen, bei
denen eine Strahlensterilisation Anwendung findet sind Antibiotika, Kortikoide und
Proteine. Zum Teil wird hier auch auf eine Strahlenpasteurisierung im Dosisbereich von
= 10 kGy zuriickgegriffen.

Im Vergleich zu (- oder y-Strahlen haben UV-Strahlen eine deutlich verminderte Eindring-
tiefe, was einerseits eine geringere Materialbelastung realisiert, aber andererseits auch die
Tiefenwirksamkeit soweit vermindert, dass ein effektiver Einsatz nur an glatten
Oberflachen oder zur Trinkwasserdesinfektion bzw. zur Entkeimung der Raumluft mdglich
ist. Unter Beriicksichtigung dieser Einschrankungen ist eine ausreichende Effektivitét des
Verfahrens vorhanden. Mit UV-Licht emittierenden Gasplasmen wurden an Bakterien-

sporen Reduktionsraten von 6-7 Log-Stufen nachgewiesen [90].

3.2.4 GASSTERILISATION

Die Gassterilisation besitzt fiir Arzneimittel inzwischen kaum noch Bedeutung. Haufigstes
Anwendungsgebiet ist die Sterilisation von medizinischen Gerédten, Reinrdumen und in
zunehmendem Male von Isolatoren [91]. Insbesondere Ethylenoxid, Formaldehyd und

Wasserstoffperoxid stehen dafiir als Substanzen zur Verfligung [92]. Aufgrund der
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fehlenden Relevanz fiir pharmazeutische Zubereitungen wird an dieser Stelle auf weitere

Einzelheiten verzichtet.

3.2.5 FILTRATION

Fiir Wirkstoffe und Zubereitungen, die einer Sterilisation im Endbehéltnis nicht unterzogen
werden konnen, besteht die Moglichkeit einer Filtration durch bakterienzuriickhaltende
Filter als finaler Schritt der Produktentkeimung. Die Anwendung beschrinkt sich jedoch
auf fliissige und gasformige Sterilisationsgiiter. Eine Sterilfiltration fester Substanzen ist
nur nach deren Auflosen, Aufschmelzen bzw. bei geeigneter Partikelgrofle als Dispersion
moglich [93]. Die Ausstattung, Behiltnisse und wenn moglich die Einsatzstoffe, sind im
Vorfeld einer geeigneten Sterilisation zu unterziehen. In jedem Fall ist eine moglichst
geringe Keimbelastung des Ausgangsmaterials sicherzustellen. Im Vergleich zu den bereits
genannten Sterilisationsverfahren sind bei der Sterilfiltration Abstriche hinsichtlich der
Prozesssicherheit zu machen. Diese Unsicherheiten resultieren einerseits aus der
Prozessfiihrung, da das Verfahren nicht am abgefiillten Produkt im Endbehéltnis
durchgefiihrt werden kann, andererseits ist eine Ableitung der Prozesssicherheit aus der
Extrapolation einer Inaktivierungskinetik nicht moglich. Die Forderung eines bestimmten
SAL-Wertes ist daher auch wenig sinnvoll. Umso wichtiger ist die Validierung und
regelmdfige Revalidierung des Verfahrens. Dabei wird {iiblicherweise nicht nur die
Filtration, sondern auch die anschlieBende aseptische Abfiillung betrachtet. Die Abfiillung
von fliissigem Ndhrmedium unter Produktionsbedingungen (Media Fill) ist dafiir die
Methode der Wahl [94, 95].

Das Prinzip der Membranfiltration besteht in der physikalischen bzw. physikochemischen
Abscheidung vorhandener Mikroorganismen. Das sich die Integritit der Filtermembran
nicht voraussagen ldsst, ist ein weiterer Risikofaktor. Um diesen so gering wie moglich zu
halten, ist vor und nach jeder Filtration ein physikalischer Integritétstest durchzufiihren. Die
am haufigsten eingesetzten Verfahren sind dabei der Bubble-Point-Test, der Druckhaltetest
sowie der Forward-Flow-Test [96]. Die jeweiligen Priifparameter sind im Rahmen einer
Prozessvalidierung zu definieren, da die Produkteigenschaften des Filtrationsgutes
(Benetzungswinkel, Viskositit) einen erheblichen Einfluss besitzen. Fiir den Nachweis der
Eignung des Filters ist ein Bakterienriickhaltetest durchzufiihren. Das Europdische
Arzneibuch schldgt dafir B. diminuta als Testkeim vor. Um einen Einfluss des
Sterilisationsgutes auf das Riickhaltevermogen des Filters moglichst frith zu erkennen,
sollte der Belastungstest nach Moglichkeit mit der Produktlosung erfolgen, die auch im

Routineprozess filtriert werden soll. Grundsétzlich sind bei den zur Verfiigung stehenden



3. Kapitel — Entkeimungsverfahren 63

Filtertypen Oberflachenfilter und Tiefenfilter zu unterscheiden. Die wichtigsten Abscheide-
mechanismen sind der Partikelausschluss durch die definierte Porengrofle (Siebeftekt)
sowie die Tragheits- und Adsorptionsabscheidung [97]. Daraus ergeben sich wesentliche
Vorteile gegeniiber der Sterilisation im Endbehéltnis. Einerseits vermindert die
physikalische Abscheidung die Gefahr einer Endotoxin-Freisetzung aus eventuell
vorhandenen gramnegativen Bakterien, andererseits konnen durch geeignete Filter-
materialien (Ultrafilter) bereits im Filtrationsgut enthaltene Endotoxine entfernt werden.
Die Auswahl der zur Verfiigung stehenden Filtermaterialien (z.B. Cellulosederivate,
gesintertes Glas oder Keramik, Polycarbonate) muss unter Beriicksichtigung der Produkt-
kompatibilitdt erfolgen, wobei besonders auf eventuelle Produktverluste durch
Adsorptionsvorgidnge und Produktverunreinigungen durch das Herauslosen von Filter-

bestandteilen zu achten ist.
3.3 ALTERNATIVE ENTKEIMUNGSVERFAHREN

3.3.1 HOCHDRUCKENTKEIMUNG

Erste Studien zur Inaktivierung von Mikroorganismen mit hydrostatischem Druck gehen
bis in das friihe 20. Jahrhundert zuriick [98]. Es konnte bereits damals eine
Lebendzellzahlreduktion unter Einwirkung von Driicken zwischen 2.000 und 3.000 bar um
mehrere Zehnerpotenzen gezeigt werden. In den darauf folgenden Jahrzehnten riickte neben
der Inaktivierung von vegetativen Mikroorganismen die Abtdtung von Sporen immer
starker in den Fokus der wissenschaftlichen Forschung. Dabei zeigte sich, dass die
Inaktivierung der Sporen, im Gegensatz zu vegetativen Mikroorganismen, nicht einer
Kinetik 1. Ordnung folgt. Ursache hierfiir sind zwei iiberlagerte Prozesse, die Sporen-
aktivierung und erst im Anschluss die Inaktivierung der ausgekeimten Formen. Auch steht
die Inaktivierung der Sporen in keinem proportionalen Verhéltnis zum angewandten Druck,
wie es bei vegetativen Mikroorganismen der Fall ist. Vielmehr konnte an B. atropheus-
Sporen ein Druckoptimum bei ca. 2.000 bar beobachtet werden [99]. Niedrigere Driicke
fiihren zwar zu einem Auskeimen der Sporen, sind jedoch fiir deren Inaktivierung zu
gering. Demgegeniiber verhindern sehr hohe Driicke das Auskeimen der Sporen und somit
eine effektive Inaktivierung. Ausgehend von diesen Beobachtungen wurde eine 2-stufige
Methode entwickelt, bei der zundchst eine Sporenaktivierung bei 600-1.500 bar erfolgt und
im Anschluss die Inaktivierung bei wesentlich hoheren Driicken (3.000-5.000 bar) [100].
Auch ein mehrmals wiederholter rascher Druckwechsel fiihrt zu dem gewiinschten

Ergebnis. So konnten Sojka et al. Suspensionen von B. atropheus Sporen (10° Sporen/ml)
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durch rasche Druckwechsel zwischen 600 und 5.000 bar (Haltezeit: je 1 min) bei einer
Prozesstemperatur von 70°C innerhalb von 25 min vollstindig inaktivieren [101]. Neben
dem angewandten Druck hat die Temperatur bei der Inaktivierung von Sporen einen
entscheidenden Einfluss auf das Ausmall und die Geschwindigkeit der Inaktivierung, wobei
sich je nach Art der Sporen sowohl niedrige Temperaturen (4°C) als auch hohe
Temperaturen (40-70°C) als besonders effektiv erwiesen haben und zu einer vollstindigen
Inaktivierung fiihrten [100, 102]. Neben der Inaktivierung prokaryotischer Zellen wurde
auch die Anwendbarkeit des Verfahrens auf Hefen und Schimmelpilze untersucht.
Versuche an C. albicans und A. oryzae bei 2.000-3.000 bar bestdtigten auch hier den
keimtotenden Einfluss von hohem Druck. Nach einer Druckhaltezeit von 4 h bei 40°C
waren alle Zellen abgetdtet [103].

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen an hochdruckbehandelten Mikro-
organismen zeigten, dass diese nicht zerstort werden. In einigen Féllen konnte lediglich
eine Schiadigung der dueren Zellwandbereiche bzw. eine veridnderte Lichtdurchldssigkeit
des Cytoplasmas beobachtet werden [103, 104]. Eine Stérung der zelluldren Strukturen und
Reaktionssysteme wird daher als Ursache fiir das Absterben der Zellen vermutet [99].
Dariiber hinaus wurde eine Verdnderung des Genotyps bzw. eine Selektion besonders
widerstandsfdahiger Sporen zunidchst ausgeschlossen. Sporen, die eine Druckbehandlung
iiberlebten, konnten die dafiir verantwortlichen Eigenschaften nicht auf die néchste
Generation iibertragen. Die Sporen der Folgegeneration wiesen dasselbe Absterbeverhalten
auf [105]. Neuere Untersuchungen an Sporen von E. coli und B. thuringiensis zeigten
jedoch, dass der Einfluss hoher Driicke durchaus zu einer Verdnderung des
Bakteriengenoms fiihren kann. Die Mutationen fiithrten in den beobachteten Fillen zu einer
hoheren Druckresistenz. Zudem kam es zu deutlichen Verdnderungen des Phinotyps,
erkennbar an Form und Grof3e der nach Anzucht auf Néhr-Agar erhaltenen Kolonien [106].
Praktische Anwendung findet die Hochdruckentkeimung inzwischen in der Lebensmittel-
industrie; insbesondere Milch und Milchprodukte [107, 108] sowie Frucht- und Gemdise-
sifte [109] werden damit behandelt. Auch fiir die Entkeimung von Fleisch konnte die
Anwendbarkeit des Hochdruckverfahrens nachgewiesen werden [110]. Dem Vorteil des
Verfahrens, ein weitgehender Erhalt der natiirlichen Inhaltsstoffe, stehen diverse Nachteile
gegeniiber. Um eine effektive Druckiibertragung zu realisieren, ist das Verfahren immer an
ein fliissiges Medium gebunden. Die Entkeimung von Feststoffen ist zwar in suspendierter

Form moglich, erfordert jedoch einen zusétzlichen Aufbereitungsschritt nach der
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Entkeimung, was zu einer zusitzlichen Belastung des Produktes fiihrt. Zudem ist aufgrund

des Arbeitsbereiches von ca. 3.000-7.000 bar mit hohen Anlagenkosten zu rechnen.

3.3.2 ENTKEIMUNG MIT UBERKRITISCHEM CQO,

Uberkritisches CO, ist seit lingerem Bestandteil der pharmazeutischen Forschung. Die
extrahierende Wirkung ist seit den 1930er Jahren bekannt und findet seit iiber 25 Jahren in
der Naturstoffextraktion, z.B. von vegetabilen Olen, Anwendung [111]. Daneben haben
sich in jlingerer Vergangenheit weitere Anwendungsfelder erschlossen. Neben der
Supercritical Fluid Chromatography als analytisches oder priparatives Verfahren zur
Stofftrennung sind vor allem Anwendungen zur PartikelgroBenverkleinerung und zur
Entkeimung fliissiger Zubereitungen zu nennen. Allen Anwendungen ist dabei die Nutzung
der mit dem iiberkritischen Zustand einhergehenden Eigenschaften gemein. So wird bei der
Partikelformung das feste Material im Fluid bei 100-350 bar gelost und durch schnelle
Entspannung wieder ausgefillt (RESS, rapid expansion from supercritical solutions). Das
erhaltene Produkt weist einen sehr hohen Mikronisierungsgrad auf, verbunden mit einer
engen KorngroBenverteilung bei gleichzeitig geringem Energieeintrag, und ist besonders
fiir thermolabile Wirkstoffe einer mechanischen Zerkleinerung vorzuziehen [112]. Einziger
Nachteil dieses Verfahrens ist der, aufgrund der begrenzten Loslichkeit, verhdltnismaBig
geringe Stoffumsatz. Ausbeuten von 1 g pro Tag stehen dabei einer breiten Anwendung des
Verfahrens noch entgegen [113]. Eine Erhohung der Eftfektivitét ist jedoch, vergleichbar
der Entkeimung mit verdichteten Gasen, durch eine Erhohung des Prozessdrucks zu
erzielen [114]. Alternativ besteht die Mdglichkeit, das tiberkritische Gas als Antisolvent zur
Féllung des in herkommlichen Losungsmitteln gelosten Stoffes einzusetzen [111].

Die Entkeimung mit iiberkritischem Kohlendioxid ist methodisch mit dem in dieser Arbeit
vorgestellten Verfahren vergleichbar. Kohlendioxid wird unter Druck oberhalb der
kritischen Temperatur von 31°C im zu entkeimenden Gut gelost und nach einer Druck-
haltezeit von mehreren Minuten bis einigen Stunden wieder entspannt. Fiir die auftretende

Zellschiddigung werden in der Literatur folgende Mechanismen diskutiert:

- Absenkung des intrazelluldren pH-Wertes [115, 116]

- Zerplatzen der Zellen wihrend der Entspannung des Systems [116]
- Modifikation der Zellmembran [117]

- Extraktion von Zellwandlipiden [117]

- Enzyminaktivierung [117, 118]

- Extraktion von Zellbestandteilen [117, 118]

- Verschiebung des intrazelluldren Elektrolytgleichgewichts [119]
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Mit Ausnahme der Azidifizierung des Cytoplasmas und der Verschiebung des
intrazellularen FElektrolytgleichgewichtes sind die genannten Schiddigungsmechanismen
auch fiir andere verdichtete Gase anzunehmen. Die deutliche pH-Wert-Absenkung,
druckabhdngig bis auf pH 3, ist aus Sicht der Wirkstoffstabilitdt als problematisch zu
bewerten. Trotz der inzwischen erreichten sehr hohen Reduktionsraten (Tab. 11) ist daher
die Suche nach alternativen Gasen, die eine vergleichbare oder hohere Potenz im
Druckwechselverfahren aufweisen und daber moglichst reaktionstrige sind, unbedingt

erforderlich.

Tab. 11: publizierte Daten der mit Kohlendioxid erzielten Reduktionsraten

Spezies Druck Temperatur Druckhaltezeit Startkeimzahl log N/Ny Referenz
A. niger’ 203 bar 35°C 120 min nicht angegeben 4,9 [118]
B. cereus 205 bar 34°C 36 min 5,1x10” KBE/ml 2,0' [116]
B. subtilis 74 bar 38°C 2,5 min nicht angegeben > 73 [98]
B. subtilis’ 203 bar 35°C 120 min nicht angegeben 0,3 [118]
thf;:ztoe;l}zrzz;tsz 203 bar 35°C 120 min nicht angegeben 0 [118]
E. coli 34 bar 37°C ca. 5 min 1,5x10® KBE/ml 2,0 [120]
P. aeruginosa 205 bar 34°C 36 min 7,4x10* KBE/ml 6,0" [116]
P. aeruginosa 74 bar 38°C 2,5 min nicht angegeben > 73 [98]
S. aureus 205 bar 34°C 36 min 2,5x10° KBE/ml 3,0 [116]
S. aureus 203 bar 35°C 120 min nicht angegeben 4,8 [118]
S. cerevisiae 40 bar 25°C 300 min 1,0x10® KBE/ml 1,9 [121]
S. cerevisiae 40 bar 40°C 180 min 1,0x10® KBE/ml 8,0 [121]

" nach 3 Druckwechselzyklen
? Dauerformen
3 keine lebensfihigen Keime nachweisbar

3.3.3 ULTRASCHALLENTKEIMUNG

Mechanische Schwingungen in Gasen, Fliissigkeiten oder Feststoffen mit Frequenzen
oberhalb von 20 kHz werden als Ultraschall bezeichnet. Die elektrische Ultraschall-
erzeugung erfolgt in der Regel iiber piezoelektrische Schallgeber durch eine elastische
Verformung ferroelektrischer Stoffe (z.B. Bleizirkonattitanat) im hochfrequenten
elektrischen Feld. Durch eine Sonotrode wird die Schallenergie auf das Medium
ibertragen. In Fliissigkeiten breiten sich diese Schallwellen meist in Form von
Longitudinalwellen (Kompressionswellen) aus. Die keimabtotende Wirkung hoch-

frequenter Ultraschallwellen wird auf die im waéssrigen Medium auftretende akustische
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Kavitation und ihre unmittelbaren Folgeerscheinungen wie Scherung, Druck, lokale
Erhitzung und Radikalbildung zuriickgefiihrt [122, 123]. Zwei Arten der Kavitation sind
dabei zu unterscheiden, die harte und die weiche Kavitation. Bei der harten Kavitation
enthalten die durch die Schallwellen erzeugten Hohlrdume Dampf der angrenzenden
Fliissigkeit, dagegen sind die bei der weichen Kavitation entstehenden Hohlrdume mit dem
in der Fliissigkeit gelosten Gas gefiillt. Sofort nach ihrem Entstehen implodieren diese
Hohlrdume wieder, wobei im Nahbereich der Implosion Driicke von 10.000 bar auftreten
konnen [124]. Parallel dazu wurden an der Oberfliche der Kavitationsblasen Temperaturen
von bis zu 4.800°C bestimmt [125]. Trotz der geringen Fernwirkung werden die
Mikroorganismenzellen diesen extremen Belastungen direkt ausgesetzt, da die Kavitations-
blasen bevorzugt an Grenzflichen entstehen. Zur effektiven Abtotung von Mikro-
organismen ist es daher wichtig, im Bereich der maximalen Kavitation zu arbeiten. Diese
ist direkt von der verwendeten Frequenz und der Intensitdt des Ultraschalls abhéngig. Dabei
gilt: je niedriger die Frequenz, desto geringer die Kavitationsschwelle. Entkeimungs-
versuche von Drakopoulou et al. im niederfrequenten Bereich von 24 kHz ergaben bei einer
Behandlungsdauer von 60 min eine Keimzahlreduktion um bis zu 2,5 Zehnerpotenzen
[126]. Bei entsprechender Ultraschallintensitit sind jedoch auch hohere Frequenzen
anwendbar. So konnte Siiss bei einer Frequenz von 800 kHz innerhalb von 240 min die
Anzahl keimféhiger Sporen einer B. atropheus Sporensuspension um ca. 90 % verringern
[127]. In eigenen Vorversuchen bei 20 kHz war in Abhéngigkeit von der Ultraschall-
intensitdt nach einer Behandlungsdauer von 60 min die Anzahl lebensfdhiger B. pumilus
Zellen um 50-90 % reduziert. Xin et al. gelang durch eine kombinierte Prozessfiihrung mit
Ultraschall und Hochspannungsimpulsen eine deutliche Steigerung der Reduktionsraten,
wobei synergistische Effekte die Effektivitit in einem hoheren Maf3 beeinflussten als es die
Ergebnisse der Einzelversuche vermuten lieBen [123]. Die Kombination des Ultraschall-
verfahrens mit der Dampfsterilisation fiihrte ebenfalls zu einem effizienteren Prozess. So
konnte die Prozesszeit um bis zu 85 % verringert werden [128].

Bei der praktischen Anwendung des Verfahrens ist zu beriicksichtigen, dass es durch den
hohen Energieeintrag zu einer starken Erwdrmung des Systems kommt und daher bei
Anwesenheit thermolabiler Inhaltsstoffe eine aktive Kiihlung zwingend notwendig ist.
Daneben ist die mdgliche Radikalbildung kritisch zu betrachten. Die im wiéssrigen Milieu
entstehenden Wasserstoff- und Hydroxyl-Radikale sind sehr reaktiv und kénnen iiber das

gebildete Wasserstoffperoxid unerwiinschte Oxidationsreaktionen verursachen [129].
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3.3.4 GEPULSTE ELEKTRISCHE FELDER

Beim Elektroimpulsverfahren werden Mikroorganismen mit Hilfe von Hochspannungs-
impulsen inaktiviert bzw. abgetitet. Das Inaktivierungsprinzip ist noch nicht vollstindig
geklart, beruht aber vermutlich auf einer durch gepulste elektrische Felder induzierten
Porenbildung in den Membranen biologischer Zellen. Es wird angenommen, dass bei einem
Membranpotential > 1 V die resultierenden Anziehungskréfte zwischen der gegensinnig
geladen inneren und &dufleren Membranoberfliche eine starke Kompression der Zell-
membran verursachen in deren Folge es zu der beschriebenen Porenbildung kommt [130].
Je nach Feldstirke und Anzahl der Hochspannungsimpulse kann diese Schiddigung
reversibel oder irreversibel sein. Dieses Prinzip der Elektroporation ist seit ldngerem
bekannt und wird in der Medizin zum Einschleusen von Genmaterial oder
Wirkstoffmolekiilen in Zellen sowie in der Krebstherapie genutzt. Fiir eine Anwendung als
Entkeimungsverfahren ist eine irreversible Schiddigung der Mikroorganismenzellen
erforderlich. Je nach Art der Mikroorganismen sind dafiir unterschiedliche Feldstirken
notwendig. Grahl et al. konnten fiir S. cereivisiae Kulturen eine kritische Feldstdrke von
4,6 kV/cm bestimmen, fiir E. coli lag diese im Bereich von 13,0 kV/cm [130]. Bei einer
Feldstarke von 6,8 kV/cm war nach 5 Hochspannungsimpulsen die Zahl der lebenden
S. cerevisiae Zellen um 5 Zehnerpotenzen reduziert. Eine dhnlich hohe Reduktionsrate
konnte bei Zellen von E. coli erst mit 22 kV/cm und 20 Impulsen erzielt werden. Dabei ist
zu berlicksichtigen, dass mit steigender Anzahl der applizierten Hochspannungsimpulse
auch die Temperatur des zu behandelnden Gutes steigt. Zur Verringerung der thermischen
Belastung kann daher eine zusitzliche Kiihlung des Systems notwendig sein [109]. Parallel
auftretende elektrochemische Reaktionen im Gut (z.B. Elektrolyse von Wasser) wirken sich
ebenfalls nachteilig auf die Anwendbarkeit des Verfahrens aus [131]. Auch ist eine
effektive Abtotung eventuell vorhandener Sporen nicht moglich. Eine Kombination mit
anderen Entkeimungsverfahren scheint daher sinnvoll. So konnte Spilimbergo et al. durch
eine Vorbehandlung des zu entkeimenden Gutes mit Hochspannungsimpulsen und einer
anschlieBenden  Hochdruckbehandlung mit iberkritischem Kohlendioxid einen
synergistischen Effekt der beiden Verfahren erzielen [132]. Die Vorschiddigung der Zellen
durch die Elektroporation erhohte die Effizienz des iiberkritischen Kohlendioxids dabei
deutlich. Insgesamt sind die Anwendungsmoglichkeiten fiir dieses Verfahren begrenzt, da

zur Erzeugung hoher elektrischer Feldstirken geringe Elektrodenabstdnde notwendig sind.
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3.3.5 ULTRAKURZE LICHTBLITZE

Analog dem Elektropulsverfahren wird beim Lichtimpulsverfahren gepulste Energie sehr
hoher Intensitit auf das zu entkeimende Gut {iibertragen. Xenon-Blitzlampen emittieren
ultrakurze Lichtblitze, welche in ithrem Spektrum dem Sonnenlicht dhneln, jedoch 20.000-
fach intensiver sind und mit 25-40 % einen deutlich erhohten UV-Anteil aufweisen. Im
Vergleich zum herkémmlichen, mit Niederdruck-Quecksilberlampen erzeugten UV-Licht,
ist das Lichtimpulsverfahren deutlich effektiver. Zurlickzufiihren ist dies auf den hohen
Anteil an UV-C Strahlung. Licht in diesem Wellenldngenbereich (200-280 nm) wird von
den Nukleinsduren der Bakterien-DNA besonders stark absorbiert und fithrt zu deren
Schiadigung [133]. Untersuchungen an verschiedenen vegetativen Mikroorganismen
ergaben Reduktionsraten von bis zu 7 Zehnerpotenzen [133]. Von einer effektiven Sporen-
und Viren-Abtotung wurde ebenfalls berichtet [133, 134].

Aufgrund der geringen Eindringtiefe der Lichtimpulse in das Produkt ist eine
Tiefenwirkung jedoch nicht mdglich. Somit ist eine sichere Anwendung des Verfahrens auf
die Entkeimung von Oberflichen bzw. diinnen, lichtdurchldssigen Medien beschrinkt. Im
Hinblick auf die geringe Einwirkdauer von 200-300 us je Lichtblitz, wobei ein
Entladungsblitz zur Abtotung der Mikroorganismen geniigt, sind jedoch hohe

Durchsatzraten zu realisieren.
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4 ENTKEIMUNGSVERSUCHE MIT DEM DRUCKWECHSELVERFAHREN

4.1 EINLEITUNG

Der Bedarf an alternativen, sicheren und kostengiinstigen Verfahren fiir die Entkeimung
thermolabiler fliissiger Arzneistoffzubereitungen fithrte neben den in Kap. 3.3
beschriebenen Verfahren unter anderem auch zur Entwicklung des Druckwechselverfahrens
(DWYV), welches eine schonende Entkeimung bei gleichzeitigem Erhalt der Wirkstoffe
ermdglichen soll. Dabei wird Gas unter Druck im fliissigen Sterilisationsgut geldst. Nach
einer Ausgleichzeit (Druckhaltezeit) wird das gesamte System einer schnellen Entspannung
unterworfen. Die geloste Gasmenge ist vom beaufschlagten Druck abhédngig; daher kommt
es bei einem Druckabfall zu einer Freisetzung von geldstem Gas. Je grofler dabei das
Druckgefille, desto stiarker das Ausgasen der Losung. Das wihrend des Gaseintrags und
der sich anschliefenden Druckhaltezeit in die Mikroorganismen hinein diffundierte Gas
folgt auch dieser GesetzmifBigkeit und verursacht durch das Ausgasen innerhalb der Zellen
und der damit verbundenen schnellen Druck- und Volumenzunahme deren Zerplatzen.
Erstmals beschrieben wurde dieser Mechanismus 1951 von D. Fraser [120]. Auf der Suche
nach einem effektiven Zellaufschlussverfahren beobachtete er, das unter Druck in einer
Bakteriensuspension gelostes Gas bei der Entspannung zu einer Zerstérung der Zellen
fiihrt. Diese ersten Versuche umfassten bereits mehrere Prozessgase; so wurde neben

Kohlendioxid und Argon auch Stickstoff und Distickstoffoxid untersucht (Tab. 12).

Tab. 12: Publizierte Daten der mit Stickstoff bzw. Distickstoffoxid erzielten Keimreduktionsraten

Spezies Gas Druck Temperatur Druckhaltezeit Ny log N/Ny  Literatur
. . . 1,510
E. coli N,  62bar 37°C ca. 5 min KBE/ml 0,55 [120]
. o . 9,2x10’
E. coli N,O 34 bar 37°C ca. 5 min KBE/ml 0,62 [120]
. o . 1,0x10*
S. cerevisiae N, 40 bar 40°C 240 min KBE/ml 0,03 [135]
. o . 1,0x10*
S. cerevisiae N, 40 bar 40°C 240 min KBE/ml 0,04 [121]
S. cerevisi N,O 40 bar 40°C 240 min 1,0x10° 4,68 135
. cerevisiae 2 1 KBE/ml , [135]

Np: Startkeimzahl; N: Keimzahl nach der Entspannung

Aufgrund der sehr niedrigen Prozessdriicke fielen die Inaktivierungsraten jedoch

entsprechend gering aus. Die Datenlage zum Inaktivierungsverhalten von Stickstoff und
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Distickstoffoxid ist insgesamt sehr liickenhaft und bezieht sich ausschlieSlich auf Driicke
<100 bar. Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen war es, Einflussgroflen auf das
Druckwechselverfahren mit dem Ziel der vollstindigen Entkeimung (Sterilitdt) bei
gleichzeitigem Erhalt der Inhaltsstoffe wissriger Wirkstofflosungen zu ermitteln. Zum
einen sollte die Stabilitit von ausgewihlten oxidations-, hydrolyse- bzw. druck-
empfindlichen Wirkstoffen in wéssrigen Zubereitungen bewertet (vgl. Kap. 5), zum
anderen mit Hilfe verschiedener Surrogatorganismen der Einfluss der Prozessparameter
(z.B. Gasart, Druck, Geldstgasmenge, Gasgemische, Temperatur, Sterilisationsmedien) auf
die Effektivitit des Druckwechselverfahrens bestimmt werden. Die Beeinflussung des
Reduktionserfolges durch die  Mikroorganismen  selbst  (Mikroorganismenart,
Druckadaptation, Startkeimzahl) wurde ebenfalls gepriift. Es erfolgten Untersuchungen in
Modell- und Realmedien. Des Weiteren wurden Sporen als besonders widerstandsfahige

Kontaminanten von Arzneistoffzubereitungen in die Untersuchungen einbezogen.

4.1.1 GASLOSLICHKEIT

Das Losungsvermdgen eines Stoffes in einem Losungsmedium héngt von der Loslichkeit,
der vorhandenen Stoffkonzentration und der Temperatur ab. Kommt ein Gas mit einer
Fliissigkeit in Kontakt, so wird ein Teil des Gases in der Fliissigkeit gelost und es stellt sich
ein Gleichgewicht zwischen fliissiger und gasformiger Phase ein. Die Gasaufnahme geht
mit einer VolumenvergroBerung der fliissigen Phase einher. Zur Berechnung der
Gasloslichkeit in Wasser kann bei niedrigen Driicken die Gasphase als ideal betrachtet
werden. Zudem gilt das Henry’sche Gesetz (Gl. 7), wonach die Konzentration des geldsten

Gases in der Fliissigkeit seinem Partialdruck in der Gasphase proportional ist.

¢ =k, p, [GL. 7]

ch Gaskonzentration in der fliissigen Phase [mol/I]
ky Henry’scher Koeftizient [mol/l-bar]
PA Partialdruck des betrachteten Gases in der Gasphase [bar]

Diese GesetzmaBigkeit ist jedoch je nach Art des Gases nur bei geringen bis méafigen
Driicken hinreichend genau. Mit steigendem Druck zeigen alle Gase mehr oder weniger
starke Abweichungen vom idealen Verhalten, da neben den im Henry’schen Gesetz nicht
beriicksichtigten Wechselwirkungen zwischen Gas und Lodsungsmittel (Solvatation)

intermolekulare Wechselwirkungen zwischen den einzelnen Gasmolekiilen hinzukommen.
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Eine weitere gebrauchliche GroBe zur Beschreibung der Gasloslichkeit stellt der Ostwald-
Koeffizient L dar (Gl. 9). Er ist definiert als der Quotient aus der Gaskonzentration in der
fliissigen Phase und der Gasphase und ldsst sich direkt aus dem Henry’schen Gesetz
ableiten. Dazu wird der Partialdruck des Gases durch die Gaskonzentration ersetzt. Nach

dem idealen Gasgesetz (Gl. 8) ergibt sich fiir die Gaskonzentration:

py:V,=n-R-T [GL. 8a]
n
pA=7-R-T=cg-R-T [G1.8b]

g

Damit ergibt sich fiir das Henry’sche Gesetz:

cu=kyc, R-T [Gl. 9a]
S _k,-R-T=L [G1.9b]
Cg

Cq Gaskonzentration in der Gasphase [mol/1]

L Ostwald’scher Loslichkeitskoeffizient

n Stoffmenge [mol]

R universelle Gaskonstante = 8,314472 J/mol-K
T absolute Temperatur [K]

V, Volumen der Gasphase [1]

Zur exakten Bestimmung der druckabhidngigen Gelostgasmenge im Phasengleichgewicht
wurden in der Vergangenheit zahlreiche analytische Methoden entwickelt. In der Literatur
beschriebene Methoden sind haufig gravimetrische Messungen unter Druck [136-139],
gaschromatographische Untersuchungen der Dampfphase [140], Differenzdruckmessungen
[141-143] oder volumetrische Bestimmungen des durch geeignete Methoden aus der
Fliissigkeit ausgetriebenen Gases [144, 145]. Um eine Abschitzung der Loslichkeit bet
verschiedenen Temperaturen und Driicken zu ermdglichen, wurden anhand dieser
experimentell ermittelten Daten verschiedene Berechnungsmodelle entwickelt [146-148].
Fir die Berechnung der Gasmenge in den Mikroorganismen nach Einstellung des
Losungsgleichgewichtes wurde sowohl auf experimentelle als auch auf berechnete
Literaturdaten zuriickgegriffen (Kap. 4.3.1 u. 4.3.2). Fiir den Gaseintrag unter Druck wird
durch die Gaskompression eine Volumenarbeit am System verrichtet. Die dadurch
eingebrachte Energie fiihrt, sofern sie nicht durch geeignete KiihlmaBnahmen abgefiihrt

werden kann, zu einer Erwdrmung des Systems. Von den verwendeten Hochdruck-
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autoklaven war nur der Premex-Reaktor mit einer aktiven Kiihlung ausgestattet. Die
Versuche mit dem Parr-Reaktor erfolgten, bis auf wenige Ausnahmen, bei Raum-
temperatur. Kurzzeitige Temperaturerhohungen wihrend des Gaseintrags bis auf 36°C
waren zu beobachten. Umgekehrt kam es wihrend der Entspannung des Systems infolge
der Zunahme des Gasvolumens zu einer Abkiihlung desselben. Dies ist mit einer Abnahme
der kinetischen Energie der Gasteilchen wahrend der Expansion zu erkldren. Anders als bei
idealen Gasen kommt es bei realen, verdichteten Gasen zu Wechselwirkungen zwischen
den Gasmolekiilen. Zur Uberwindung dieser Kohisionskrifte muss eine Arbeit geleistet
werden. Die dafiir notwendige Energie wird der kinetischen Energie der Gasteilchen
entzogen und das Gas kiihlt ab (Joule-Thomson-Effekt). Gleichzeitig nimmt die potentielle
Energie der Gasteilchen zu [149].

4.1.2 GASDIFFUSION

Transportvorgdnge an verschiedensten Biomembranen wurden in den vergangenen
Jahrzehnten ausfiihrlich untersucht. Die passive Diffusion, die erleichterte Diffusion
(Carrier-vermittelt) und der aktive Transport konnten dabei als die wichtigsten
Transportmechanismen identifiziert werden. Fiir Bakterienzellen ist die Cytoplasma-
membran das einzige Biomembransystem. Sie regelt den gesamten aktiven und passiven
Stoffaustausch der Zelle mit der Umgebung [16]. In Losung befindliche Gase stellen in den
meisten Fillen kleine, unpolare Molekiile dar, deren Transport durch die Biomembran von
der Bakterienzelle nicht aktiv kontrolliert werden kann [150]. Der Konzentrationsgradient
zwischen duflerem Medium und dem Cytoplasma ist somit der bestimmende Faktor fiir die
Gasdiffusion und es gilt das Fick’sche Diffusionsgesetz. Zur Vereinfachung wird fiir alle
weiteren Betrachtungen angenommen, dass die Gasloslichkeit im wéssrigen Cytoplasma
der Gasloslichkeit im umgebenden wissrigen Medium entspricht. Der aufgrund von im
Cytoplasma geldsten Substanzen entstehende Fehler wird dabei vernachldssigt. Zur
Beschleunigung des Diffusionsvorganges wurde wihrend der Gasbeladung des Systems das
fliissige Medium geriihrt. Neben einer besseren Durchmischung der dulleren Phase konnte
dadurch auch die hydrodynamische Grenzschicht um die Mikroorganismenzellen minimiert
werden. Ausmal} und Geschwindigkeit der Gasdiffusion durch die Mikroorganismenhiille
wurden im Rahmen dieser Arbeit nicht direkt bestimmt. Riickschliisse auf die
Geschwindigkeit und das Ausmal3 der Gasdiffusion konnten dennoch indirekt anhand der
Bewertung der Zeitabhingigkeit der Abtdtungsraten gezogen werden. Dariliber hinaus
lieen bereits publizierte Daten eine sehr schnelle Diffusion in die Mikroorganismenzelle

erwarten [151, 152].
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4.2 MATERIALIEN UND METHODEN

4.2.1 MATERIALIEN

4.2.1.1 MIKROORGANISMENKULTUREN

Bacillus atropheus DSM 675 (ATCC 9372)
Bacillus pumilus DSM 492 (ATCC 27142)
Geobacillus stearothermophilus DSM 5934 (ATCC 7953)
Staphylococcus aureus ssp. aureus DSM 799 (ATCC 6538)
Clostridium sporogenes DSM 1664 (ATCC 19404)
Brevundimonas diminuta DSM 1635 (ATCC 19146)
Pseudomonas aeruginosa DSM 1128 (ATCC 9027)
Aspergillus niger DSM 1988 (ATCC 16404)
Candida albicans DSM 1386 (ATCC 10231)

4.2.1.2 NAHRMEDIEN

CASO-Agar
CASO-Bouillon
Fleisch-Leber-Agar
Thioglycolat-Bouillon

4.2.2 METHODEN

4.2.2.1 AUFBAU DER VERWENDETEN DRUCKWECHSELAUTOKLAVEN

Die Entkeimungsversuche wurden an zwei verschiedenen Hochdruckautoklaven
durchgefiihrt. Erste orientierende Versuche fanden mit der Versuchsanlage HTM-P 500 ml
der Firma Premex (Lengnau, Schweiz) am Institut fiir Nichtklassische Chemie e.V. in
Leipzig statt. Der Autoklav war fiir Driicke bis 1.000 bar und Temperaturen bis 450°C
konzipiert und hatte ein Fassungsvermodgen von 500 ml. Durch einen hohenverstellbaren
und in der Drehzahl regelbaren Propellerriihrer konnte der Gaseintrag in das fliissige
Medium unterstiitzt werden. Der Autoklav verfiigte dariiber hinaus iiber einen
temperierbaren Mantel, wodurch einerseits die durch den Gaseintrag entstehende Wirme
kompensiert werden konnte und andererseits Prozesstemperaturen von minimal 10°C
realisierbar waren. Zur Befiillung des Autoklaven wurde ein Vakuum von 50 mbar angelegt

und die zu behandelnde Fliissigkeit durch den entstandenen Unterdruck in die



4. Kapitel — Entkeimungsversuche mit dem Druckwechselverfahren 75

Autoklavenkammer gesaugt. Die Gaseinleitung erfolgte direkt in die zu behandelnde
Flissigkeit. Ein in Reihe geschalteter Haskel-Gaskompressor (Haskel International,
Burbank, USA) verdichtete dabei das Gas bis zum gewiinschten Arbeitsdruck. Ein bis zum
Autoklavenboden reichendes Steigrohr diente zur Entnahme der eingebrachten Fliissigkeit
(Abb. 36). Fiir die Prozessiiberwachung waren jeweils zwei Temperaturfithler und zwei
Manometer installiert. Als Prozessgase kamen Stickstoff in der Qualitdt 5.0 und das
Narkosegas Distickstoffoxid (medizinische Qualitdt) zum Einsatz. Dariliber hinaus war eine

Druckluftversorgung des Haskel-Multiplikators notwendig.
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Abb. 36: Schematische Darstellung des Premex-Hochdruckautoklaven; H-Haskel-Gaskompressor;
P-Manometer; M-Motor mit verstellbarem Riihrer; T-Temperaturfiihler; V-Vakuumpumpe

Bei den an der Universitdit Hamburg durchgefiihrten Druckwechselversuchen wurde ein
Hochdruckreaktor der Firma Parr (Parr Instruments, Frankfurt/M.), ebenfalls in
Kombination mit einem Haskel-Gaskompressor eingesetzt. Der Hochdruckreaktor verfiigte
iiber ein Fassungsvermdgen von 1,3 1 und war flir Arbeitsdriicke bis 600 bar und
Temperaturen bis 350°C ausgelegt. Der Gaseintrag erfolgte analog zum Premex-
Autoklaven direkt in die zu behandelnde Fliissigkeit. Dadurch waren eine bessere
Durchmischung und, aufgrund der groBBeren Kontaktfliche, eine schnellere Gleichgewichts-
einstellung moglich (Abb. 37). Unterstiitzend kam ein Magnetrithrer (Variomag, H+P
Labortechnik, OberschleiBheim) zum Einsatz. Die Temperierung des Hochdruckreaktors
erfolgte iiber eine Heizmanschette (Horst, Lorsch) in Kombination mit einer Parr
Steuerungseinheit (Typ 4844). Die Proben wurden analog der Premex-Versuchsanlage iiber
ein Steigrohr entnommen. Die Gesamtlinge des Steigrohrs bis zur Austrittséffnung betrug
52,7 cm; bei einem Innendurchmesser von 41,5 mm ergibt sich daraus ein Volumen von

7,23 ml; davon entfielen 2,37 ml auf den drucklosen Bereich jenseits des Auslassventils.
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Dieses Endstiick wurde vor jeder Probenahme mit sterilfiltrierter Luft gespiilt. Die
Prozessiiberwachung erfolgte {iber zwei Temperaturfiihler und ein analoges Manometer.
Der Arbeitsdruck des Haskel-Gaskompressors wurde mittels 50 I-Druckluftflaschen
aufgebaut. Fiir die Uberfithrung der fliissigen Probe aus 1 1-Laborflaschen in den Reaktor
wurde mit steriler Luft ein leichter Uberdruck in den Laborflaschen erzeugt und die Probe

in den Reaktorraum gedriickt.
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Abb. 37: Schematische Darstellung des Parr-Hochdruckautoklaven; H-Haskel-Gaskompressor;
P-Manometer; T-Temperaturfiihler; S-Sicherheitselement (Berstscheibe, 600 bar); F-Luftfilter mit
einem nominalen Porendurchmesser von 0,45 pm

4.2.2.2 HERSTELLUNG UND BEHANDLUNG DER PROBEN

Volumina von 250 ml (Premex-Autoklav) bzw. 500 ml (Parr-Autoklav) Fliissig-
ndhrmedium wurden mit einer Dauerkultur (vgl. Kap. 2.2.2.2) des jeweils zu
untersuchenden Keims angeimpft und unter den keimspezifischen Bedingungen inkubiert
(vgl. Kap. 2.2.2.3). Die erste Probe wurde direkt nach der Uberfiihrung der Keimsuspension
in den Druckwechselautoklaven entnommen (Ausgangskeimzahl). Eine weitere Probe-
nahme erfolgte direkt im Anschluss an die Druckbeaufschlagung sowie nach Druck-
haltezeiten von 30, 60 und 120 min. Die Probenahme unter Druck erfolgte in fast allen
Féllen durch Teilentspannung (2 bis 3 s) der Suspension in sterile 1.000 ml (Premex) bzw.
2.500 ml (Parr) Laborflaschen. Wéhrend der Gasbeladung, sowie eine Minute dariiber
hinaus, wurde die Probe mit einem Magnetriihrer (Parr) bzw. einem Blattriihrer (Premex)

geriihrt.

4.2.2.3 ASEPTISCHE VERSUCHSFUHRUNG

Fiir die Untersuchungsreihen im Druckwechselautoklaven musste sichergestellt werden,

dass es bei der Probenzufiihrung und -entnahme nicht zur Kontamination der Probe durch
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Fremdkeime aus der Umgebungsluft kam. Zu diesem Zweck wurden die in
Erlenmeyerkolben angezogenen Kulturen vor Versuchsbeginn in sterile Laborglasflaschen
iiberfiihrt, welche iiber sterile Schlauche mit dem Druckwechselautoklaven verbunden
werden konnten. Die Uberfiihrung des fliissigen Mediums erfolgte dann, je nach Typ des
Autoklaven, entweder durch eine leichte Druckbeaufschlagung mit sterilfiltrierter Luft
(Parr) oder durch Anlegen eines Vakuums im Autoklav (Premex).

Der Autoklav wurde nach Versuchsende durch dreimaliges Spiilen der Probenkammer mit
jeweils ca. 500 ml (Premex) bzw. 1.000 ml (Parr) demineralisiertem Wasser gereinigt. Um
eine bessere Wirmeiibertragung wéhrend der nachfolgenden Hitzesterilisation zu
gewahrleisten, verblieb das Wasser des letzten Spiilgangs im Autoklaven. Die
Hitzesterilisation mit gesattigtem, gespannten Wasserdampf erfolgte bei 140°C fiir 2,5 h
(Parr) bzw. bei 200°C fiir 1 h (Premex). Bei Erreichen der halben Sterilisationszeit wurden
nacheinander die Ventile der Probenzu- und -abfiihrung fiir ca. 1 min ge6ffnet und so das
Rohrleitungssystem mit gespanntem Wasserdampf (Probenzufiihrung) bzw. 140 oder
200°C heiBem Wasser gespiilt. Zur Uberwachung des Sterilisationsprozesses wurde nach
dem Abkiihlen des Systems das im Autoklaven verbliebene Wasser steril entnommen und

mikrobiologisch untersucht (Spatelplattenverfahren).

4.2.2.4 STAMMHALTUNG UND WACHSTUMSBEDINGUNGEN

Vgl. Kap. 2.2.2.2 und 2.2.2.3

4.2.2.5 MIKROSKOPISCHE VERFAHREN

Vgl. Kap. 2.2.2.6 und 2.2.2.7

4.2.2.6 KEIMZAHLBESTIMMUNG NACH LIVE/DEAD-FARBUNG

Die Keimzahlbestimmung wurde zur Uberpriifung der Startkeimzahl vor Versuchsbeginn
und zu jeder Probenahme anhand der optischen Dichte durchgefiihrt (Kap. 2.2.2.4). Parallel
dazu wurde die Lebendzellzahl jeder Probe nach dem Spatelplattenverfahren bestimmt
(2.2.2.5).

Eine zusitzliche quantitative Auswertung der Live/Dead-Fiarbung erfolgte retrospektiv
anhand der mikroskopischen Bilder durch Auszédhlen der Zellen. Fiir die rdumliche
Begrenzung des auszuzdhlenden Bereichs wurden die Bilder mit einem Messraster
versehen. Je nach verwendeter VergroBerung ergaben sich Quadranten verschiedener
Flache (Abb. 38). Die Auswahl des geeigneten Messrasters erfolgte in Abhingigkeit von

GroBe und Anzahl der Zellen. Je Probe wurden insgesamt drei Auszdhlungen an
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verschiedenen Bildern vorgenommen. Pro Auszdhlung wurden bei 100-facher
Vergroflerung und bei 400-facher VergroBerung (kleines Messraster) vier Quadranten
berticksichtigt, bei 400-facher VergroBerung (grofBes Messraster) und bei 1.000-facher
Vergroflerung der jeweils vollstindige Quadrant. Bei Zellen, die auf der Quadrantengrenze

lagen, wurden nur jene auf der linken bzw. unteren Begrenzung miterfasst.

Abb. 38: Messraster zur quantitativen Auswertung der Live/Dead-Firbung; A: bei 100-facher
Vergoflerung, Quadrantengrofie 100x100 pm; B bei 400-facher Vergofierung, Quadrantengrofie
120x160 pm; C bei 400-facher Vergoflerung, Quadrantengrofie 20x20 pm; D bei 1.000-facher
Vergoflerung, Quadrantengrofie 50x50 pm

Die Zellkonzentration wurde unter Zugrundelegung folgender Formel berechnet:

¢, = M _ Do Frine [Gl. 10]
Vkitiat FQuadrant * Vkiliat

Ct Konzentration zum Zeitpunkt t [KBE/ml]

NFilter Anzahl der Zellen pro Filter

Viltrat filtriertes Volumen [ml]

NQuadrant Anzahl der Zellen pro Quadrant

Fouadrant Fliache des ausgezihlten Quadranten

Fritter Gesamtflache des Filters (490,87 mmz)

Von jeder Probe wurden je nach Zellkonzentration 100 bis 1.200 Zellen ausgezéhlt. Daraus
ergibt sich fiir die Aussagekraft des Lebend/Tot-Verhiltnisses, dass ein Konzentrations-

unterschied zwischen lebenden und toten Zellen von 3-4 Zehnerpotenzen erfasst werden
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konnte. Eine homogene Verteilung der Zellen auf der Filteroberfldche vorausgesetzt, ist ein

Fehler von < 0,1 % fiir das Lebend/Tot-Verhiltnis zu erwarten.

4.2.2.7 DYNAMISCHE DIFFERENZKALORIMETRIE

Vgl. Kap. 2.2.2.9

4.2.2.8 VISKOSITATSMESSUNG

Die Bestimmung der dynamischen Viskositdt der idealviskosen Fliissigkeiten CASO-
Bouillon und isotone Kochsalzlosung erfolgte unter Verwendung eines Kapillar-
viskosimeters nach Ubbelohde im Klimaraum nach einer 48-stiindigen Temperatur-
Ausgleichzeit bei 21,5°C. Zur Bestimmung der Geritekonstante wurde demineralisiertes
Wasser verwendet. Parallel dazu wurde die Dichte der vermessenen Substanzen mittels
Fliissigkeitspyknometer (50 cm’) bestimmt. Auch hierfiir wurden die Fliissigkeiten und
Glasgerite zundchst fiir 48 h im Klimaraum bei derselben Temperatur gelagert.

Der Viskosititswert strukturviskoser Systeme, zu denen auch das Aerosil®-Gel zihlt, stellt
eine Funktion der Schubspannung bzw. der Deformationsgeschwindigkeit dar. Daher
bedurfte es bei der Charakterisierung der FlieBeigenschaften der Aufnahme eines
Rheogramms. Zu diesem Zweck wurden Scherversuche mit einem Haake RheoStress 1
Rotationsviskosimeter (Thermo Electron, Karlsruhe) bei 20°C durchgefiihrt. Die
Temperierung erfolgte mit einem Haake Phonix II Thermostat (Thermo Electron,
Karlsruhe). In Abb. 39 sind die Ergebnisse der mit 10 %igem Aerosil®-Gel durchgefiihrten

Messungen dargestellt.
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Abb. 39: Rheogramm einer 10 %igen Aerosil®-Suspension, aufgenommen mit einem Kegel-Platte-
Viskosimeter bei 20°C (X, n=6)



4. Kapitel — Entkeimungsversuche mit dem Druckwechselverfahren 80

Die Versuche wurden mit einer Kegel-Platte-Messeinrichtung (Messplattenaufsatz 35,
Rotor C 35/2, Thermo Electron, Karlsruhe) durchgefiihrt. Zunichst wurde die Probe fiir
Smin bei 20°C temperiert und im Anschluss fiir 3 min bei einer Deformations-
geschwindigkeit von 2,0 s’ vorgeschert. Die eigentliche Messung erfolgte danach im
Hysteresisverfahren (D = 0-1.000 s™). Die Beschleunigung des Kegels wurde dabei so
gewahlt, dass nach 100 s die hochste Drehgeschwindigkeit erreicht war. Nach einer sich
anschliefenden konstanten Scherung iiber eine Zeit von 30 s wurde die Abwirtskurve
aufgezeichnet. Das erhaltene Rheogramm war charakteristisch fiir einen thixotropen
Korper.

Da wihrend der Entspannungsphase im Druckwechselverfahren sehr hohe Scherkrifte
wirken, wurde fiir alle weiteren Betrachtungen nur die bei hdochster Deformations-

geschwindigkeit erhaltene Viskositdt beriicksichtigt.
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4.3 ERGEBNISSE

4.3.1 PROZESSGAS STICKSTOFF

Der hohe Anteil an elementarem Stickstoff in der Atmosphire (ca. 78 % V/V) ermoglicht
durch fraktionierte Destillation fliissiger Luft eine kostengiinstige Darstellung der Reinform
in groBen Mengen. Im Hinblick auf die Wirtschaftlichkeit eines spéteren Routinebetriebs
des Druckwechselverfahrens ist dies ein entscheidender Faktor. Dariiber hinaus kann auf
eine aufwindige Riickgewinnung des Prozessgases sowohl aus Sicht der Wirtschaftlichkeit
als auch des Umweltschutzes verzichtet werden. Dies beriicksichtigend, wurden
umfangreiche Untersuchungen zur Eignung von Stickstoff als Prozessgas fiir das

Druckwechselverfahren durchgefiihrt.

Stickstoff liegt bei Raumtemperatur im gasformigen, tiberkritischen Zustand vor, d. h. eine
Verfliissigung ist im Bereich der untersuchten Prozessparameter nicht moglich (Tab. 13).
Da bei allen Druckwechselversuchen sowohl der Druck als auch die Temperatur oberhalb
des kritischen Punktes liegen, ist von einem fluiden Zustand des Stickstoffs auszugehen.
Die hohe Dissoziationsenergie der N,N-Dreifachbindung hat eine extreme Reaktions-
tragheit des Stickstoffmolekiils zur Folge, was einen protektiven Einfluss auf die Stabilitét
des Sterilisationsgutes erwarten ldsst. Stickstoff weist im Vergleich mit dem ebenfalls
untersuchten Distickstoffoxid eine deutlich schlechtere Wasserldslichkeit auf. Somit ist
einerseits die fiir einen bestimmten Prozessdruck notwendige Gasmenge geringer und damit
verbunden die durch Kompressionsarbeit eingebrachte Warmemenge. Andererseits kommt
es jedoch zu einer deutlichen Verringerung des wihrend der Entspannung zur Verfiigung

stehenden Gases.

Tab. 13: Physikalische Eigenschaften von Stickstoff [153]

Molare Masse [g/mol] 28,013
Kritischer Punkt Temperatur [K] 126,26
Druck [bar] 34,1
Tripelpunkt Temperatur [K] 63,15
Druck [bar] 0,1246
Siedepunkt (bei 1,013 bar) [K] 77,36
Ostwald’scher Loslichkeitskoeffizient (Wasser) Ligec: 1,013 bar 0,0196
Lasec; 1,013 bar 0,0159

L4o°c; 1,013 bar 0,0140
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In Abb. 40 ist die Loslichkeit von Stickstoff in Wasser bei unterschiedlichen Driicken und
Temperaturen dargestellt. Ein deutlicher Unterschied zwischen der nach dem Henry’schen
Gesetz berechneten und der tatsdchlichen Loslichkeit ist bereits bei Driicken oberhalb von
25 bar zu beobachten. Mit steigendem Druck verstirkt sich dieser Unterschied; so betrdgt
die tatsachlich geloste Gasmenge bei einem Druck von 500 bar und einer Temperatur von
25°C nur ca. die Hilfte der berechneten Menge. Aufgrund der Expansionsneigung von
Gasen nimmt mit steigender Temperatur zudem die Loslichkeit deutlich ab. Auch hier liegt,

wie beispielhaft in Abb. 40 aufgefiihrt, kein linearer Zusammenhang zugrunde.
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Abb. 40: Loslichkeit von Stickstoff in Wasser in Abhiingigkeit von Temperatur und Druck. Die
ausgefiillten Symbole stellen die druckabhiingige Loslichkeit, berechnet nach dem Henry’schen Gesetz,
dar. Die leeren Symbole entsprechen den der Literatur entnommenen Daten (Loslichkeit bei 25°C nach
[154], Loslichkeit bei 40°C nach [148], temperaturabhiingige Loslichkeit bei 1 bar nach [155]).

Die genaue Kenntnis der Gasloslichkeit erlaubte es, den maximal mdglichen Gaseintrag in
die Mikroorganismenzellen zu berechnen. Als potentielles Solvens wurde nur das pro Zelle
zur Verfligung stehende Wasser beriicksichtigt. Da Trockenmassebestimmungen nicht
erfolgten, wurde die in der Literatur angegebene Spanne von 70-85 % Wasseranteil fiir die
Berechnung zugrundegelegt [16]. Die in Abb. 41 dargestellten Zusammenhénge wéhrend
des Entspannungsvorgangs basieren auf einer durch 500 bar Stickstoffpartialdruck zur

Verfiigung stehenden Gasmenge. Fiir die Berechnung der Druck/Volumen-Verhiltnisse

wurden folgende Annahmen getroffen:

e wihrend des duBleren Druckabfalls auf Atmospharendruck kommt es im Zellinneren

zu einer kompletten Freisetzung des geldsten Gases
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* die Gasphase verhilt sich ideal; es gilt das Boyle-Mariotte’sche-Gesetz (das Produkt
aus Volumen und Druck ist bei konstanter Stoffmenge und Temperatur ebenfalls
konstant)

* die Zelle ist ein geschlossenes System; kein Gas diffundiert wihrend der

Entspannung nach auflen

Demnach hingt der resultierende intrazelluldre Druck ausschlieBlich von der elastischen
Dehnbarkeit der Zelle und somit vom verfligbaren Volumen ab. Fiir gleiche intrazelluldre
Gaskonzentrationen wihrend der Druckhaltezeit gilt der dargestellte Zusammenhang
zellgroBenunabhingig. Vor- oder Nachteile fiir das Uberleben kleiner oder groBer
Mikroorganismen im Druckwechselprozess lassen sich daher nicht ableiten. FEin
unterschiedliches Verhalten der Mikroorganismen ist in diesem Zusammenhang nur mit
den unterschiedlichen viskoelastischen Eigenschaften der Mikroorganismenhiillen zu

erkldren.
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Abb. 41: Prozentuale Volumenzunahme in Abhiingigkeit vom intrazelluliren Uberdruck bei
Mirkoorganismenzellen wihrend der Entspannung von 500 bar auf Atmosphirendruck unter
Verwendung von Stickstoff als Prozessgas. Die farbigen Bereiche stellen die Ergebnisse der AFM-
Messungen dar (Rot: Druckbereich der zerplatzten Zellen, Griin: tolerierte maximale Druckbelastung
nicht zerplatzer Zellen; vgl. Kap. 2.3.4).

Die dargestellten AFM-Ergebnisse zeigen, dass eine geringe Bruchfestigkeit nur durch eine
sehr grofle Elastizitit ausgeglichen werden konnte. Die untersuchten B. diminuta Zellen
wiesen im Vergleich zu den B. atropheus Zellen in den durchgefiihrten AFM-Messungen

eine deutlich hohere Toleranz gegeniiber mechanischer Beanspruchung auf. So ist fiir diese

eine Volumenzunahme von 50 % ausreichend, um den entstehenden Innendruck auf ein
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tolerables Mall zu reduzieren. B. atropheus Zellen miissen fiir denselben Effekt ihr
Volumen mindestens verdoppeln. Die gewiéhlte Darstellung macht auch deutlich, dass die
Temperatur und der tatsdchliche Wasseranteil in der Mikroorganismenzelle bei hoherer
Drucktoleranz nur einen geringen Einfluss auf das Zerstorpotential haben, jedoch bei
geringer Drucktoleranz durchaus das Ergebnis beeinflussen konnen. So ist zu vermuten,
dass bei B. atropheus eine Erh6hung der Prozesstemperatur von 25°C auf 40°C mit einer
Verschlechterung der Reduktionsraten einhergeht, B. diminuta hingegen keine wesentliche

Verdnderung aufweisen wird.

Neben der Gasloslichkeit ist auch die Geschwindigkeit, mit welcher der Gaseintrag erfolgt,
fiir den Druckwechselprozess von grofer Bedeutung. Dies gilt besonders fiir die
Ubertragbarkeit der Ergebnisse vom LabormaBstab auf Prozessanlagen mit vorzugsweise
kontinuierlicher Prozessfiihrung. Die Geschwindigkeit des Gaseintrages in Wasser wurde in
Vorversuchen unter Verwendung einer Apparatur zur Abfiillung von Losungen unter
Schutzgasatmosphire untersucht (Abb. 42 A). Als Modellgase kamen Stickstoff, Sauerstoff
und Kohlendioxid zum Einsatz. Die Geschwindigkeit des Sauerstoffeintrages wurde bei
Raumtemperatur unter Atmosphirendruck mit einem inoLab OxilLevel 2 Sauerstoft-
messgerdat (WTW, Weilheim) direkt bestimmt. Die Losungsgeschwindigkeit von Stickstoff
und Kohlendioxid konnte nur indirekt liber die Abnahme der Sauerstoffkonzentration

ermittelt werden.
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Abb. 42: Bestimmung der Loésungsgeschwindigkeit verschiedener Gase in demin. Wasser (RT; 1,013
bar). A: Versuchsapparatur [206]; B: Sauerstoffkonzentration in Abhingigkeit von der Begasungs-

dauer (X +5s; n=3)
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Unabhingig von der Gasart konnte eine Gleichgewichtseinstellung innerhalb von einer
Minute beobachtet werden (Abb. 42 B). Da die Losungsgeschwindigkeit einer Kinetik 1.
Ordnung folgt, druckunabhingig verlduft und die Methodik des Gaseintrages mit den
Verhiltnissen im Parr-Autoklav vergleichbar ist, kann dieses Ergebnis direkt auf das
Druckwechselverfahren iibertragen werden. Das fiir die Druckhaltezeit gewéhlte
Prozessfenster von 5-120 min ist somit fiir den Gaseintrag in das wissrige Medium in

jedem Fall, eine gute Durchmischung vorausgesetzt, als ausreichend zu bewerten.

4.3.1.1 ABHANGIGKEIT DES ABTOTUNGSERFOLGES VON DER ART DER

MIKROORGANISMEN

4.3.1.1.1 GRAMPOSITIVE BAKTERIEN

Bacillus atropheus

Um die Aussagen iiber einen Einfluss der Art der Mikroorganismen iiber einen mdglichst
breiten Bereich abzusichern, wurden an insgesamt neun verschiedenen Mikroorganismen-
spezies Druckwechselversuche durchgefiihrt. Die Versuchsgruppe bestand aus fiinf
Vertretern grampositiver Bakterien, zwei Vertretern gramnegativer Bakterien und zwei
Pilzen. Der insgesamt sehr umfangreiche Versuchsplan erlaubte es nicht, alle Versuche
durch Wiederholung statistisch abzusichern. Um dennoch Aussagen {iiber die
Reproduzierbarkeit des Druckwechselverfahrens treffen zu konnen, wurden einzelne
Versuche mehrfach wiederholt. Sowohl diese Wiederholungsversuche als auch spétere
Versuche mit verdnderten Prozessparametern erfolgten immer reprasentativ an B. atropheus
und B. diminuta als Vertreter grampositiver bzw. gramnegativer Bakterien.

Wie Abb. 43 zu entnehmen ist, kam es bei der Wiederholung der Druckwechselversuche
mit B. atropheus trotz sehr &dhnlicher Ausgangskeimzahlen zu teilweise erheblichen
Schwankungen beziiglich der Keimzahlreduktion. Eine tendenzielle Abnahme der
Keimzahlreduktion bei fortschreitender Druckhaltezeit war jedoch in jedem Fall zu
erkennen. Auch wurde bei allen Versuchen die hochste Reduktion bereits nach einer
Haltezeit von fiinf Minuten erreicht. Eine wesentliche Ursache fiir die Schwankungen der
Keimzahlreduktionsrate ist in der nicht definierten, manuell erfolgten, Offnung des Ventils
wiéhrend der Entspannung zu sehen. Des Weiteren kommen trotz gleicher Anzucht-
bedingungen interindividuelle Unterschiede beziiglich Morphologie, Vegetationsphase und
Zellalter bei den Surrogatorganismen als mogliche Ursache fiir diese Ergebnisse in

Betracht.
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Abb. 43: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei drei verschiedenen
B. atropheus Kulturen; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse
des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung des
3. Versuchs mittels Live/Dead-Firbung; C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-Firbung im
Fluoreszenzlicht, Vergroflerung: 400-fach

Die Auswertung der Live/Dead-Farbung ergab neben einer Reduktion der Gesamtzellzahl
auch eine Zunahme an toten, nicht zerstorten Zellen, wobei jedoch die Reduktion der
lebenstdahigen Keime durch Zerplatzen iiberwog. Der beobachtete toxische Effekt von
verdichtetem Stickstoff ist bereits mehrfach in der Literatur beschrieben worden. So konnte
Arao et al. anhand von Wachstumsversuchen einen ,,minimalen Hemmdruck* von 239 bar
fiir S. cerevisiae bestimmen [156]. Auch ist seit lingerem bekannt, das Stickstoff unter

Druck analgetische und anaesthetische Eigenschaften besitzt, was auf eine Interaktion mit
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den Biomembranen bzw. den darin eingebetteten Proteinen der fiir die Reizweiterleitung
verantwortlichen Nervenzellen zuriickgefiihrt werden kann [157, 158]. Eine Interaktion des
Stickstoffs mit der Mikroorganismenzellmembran ist daher ebenfalls sehr wahrscheinlich.

Die B. atropheus Versuche wurden einerseits an Proben durchgefiihrt, welche direkt im
Anschluss an die Inkubation dem Druckwechselprozess unterworfen wurden und
andererseits an Proben, die nach Erreichen ihrer optischen Solldichte fiir 2 h im Kiihl-

schrank auf 4-5°C abgekiihlt wurden (Abb. 44).
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Abb. 44: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei drei verschiedenen, fiir
2 h im Kiihlschrank bei 4-5°C vorgekiihlten B. atropheus Kulturen; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar;
RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung
der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte;
B: qualitative und quantitative Auswertung des 3. Versuchs mittels Live/Dead-Firbung; C: mikros-
kopische Bilder nach Live/Dead-Fiarbung im Fluoreszenzlicht, Vergrofierung: 400-fach
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Es sollte geklart werden, ob eine Reduktion der Stoffwechselleistung bzw. eine einsetzende
Kalteschock-Antwort infolge der Temperaturerniedrigung zu einer verdnderten Toleranz
der Mikroorganismen gegeniiber dem Druckwechselprozess fiihrt. Auch hier waren
erhebliche Unterschiede zwischen den einzelnen Versuchen hinsichtlich der erzielten
Keimzahlreduktion zu verzeichnen. Im Gegensatz zu den ungekiihlten Proben ist jedoch
keine Tendenz hinsichtlich der Keimzahlreduktion mit steigender Druckhaltezeit zu
erkennen (Abb. 44 A). Die statistische Auswertung der Reduktionsraten (log N/Np) mit
dem t-Test nach Student ergab bei gleichen Druckhaltezeiten keinen signifikanten
Unterschied (Signifikanzniveau: 0,05) zwischen den gekiihlten und ungekiihlten Proben.
Der Anteil an toten, nicht zerstorten Zellen betrug bei den vorgekiihlten Kulturen nach der
Druckwechselbehandlung ca. 90 % der insgesamt vorhandenen Zellen (Abb. 44 B). Da
jedoch die 0-Probe, dhnlich der 0-Probe der nicht vorgekiihlten Kulturen, fast keine toten
Zellen aufwies (Abb. 44 C), ist zu vermuten, dass die schnelle Temperaturabsenkung selbst
nicht toxisch auf die Zellen wirkt, sondern nur den bereits beschriebenen toxischen Effekt
des Stickstoffs verstiarkt. Insgesamt erhoht sich der Anteil toxischer Effekte am
Gesamtbehandlungserfolg dadurch auf 50 %. Dennoch war keine Erhoéhung der
Keimzahlreduktion durch ein vorheriges Abkiihlen der Probe zu erzielen und es wurde

daher bei allen weiteren Versuchen auf diese Vorbehandlung verzichtet.

Bacillus pumilus

Die Versuche an B. pumilus und G. stearothermophilus wurden unter Verwendung des
Premex-Autoklav durchgefiihrt. Das vergleichsweise kleine Reaktorvolumen gestattete es
nicht, zu flinf verschiedenen Zeitpunkten eine Probe von ca. 70 ml zu entnehmen. Da
jedoch die Ergebnisse der B. atropheus Versuche keine Erh6hung der Reduktionsrate durch
eine verldngerte Druckhaltezeit erwarten lieBen, wurde auf die beiden letzten Probenahmen
verzichtet.

Die Ergebnisse der Druckwechselbehandlung von B. pumilus fielen trotz der vorhandenen
Gemeinsamkeiten mit B. atropheus (Gram-Verhalten, Form) im Vergleich deutlich
schlechter aus (Abb. 45). Weder die optische Dichte noch der Keimgehalt lieBen eine
nennenswerte Reduktion durch das Druckwechselverfahren erkennen. Eine Ursache fiir die
unerwartet hohe Resistenz gegeniiber den gewidhlten Prozessbedingungen kann in der
vergleichsweise geringen Zellgrof3e und dem damit verbundenen giinstigen A/V-Verhiltnis
von B. pumilus gesehen werden. Je Volumeneinheit steht den B. pumilus Zellen damit eine

im Vergleich zu B. atropheus Zellen groflere Oberfliche zur Verfiigung und der wihrend
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des Entspannungsvorgangs entstehende Uberdruck kann schneller durch Riickdiffusion des

iiberschiissigen Gases abgebaut und die Zelle damit vor der Zerstorung geschiitzt werden.
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Abb. 45: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer B. pumilus Kultur;
Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; 25°C (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungs-
vorgang: siche Anhang); Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte

Geobacillus stearothermophilus

Die Reduktionsergebnisse von G. stearothermophilus liegen ebenso wie der Zahlenwert des
A/V-Verhiéltnisses zwischen denen von B. atropheus und B. pumilus. Da alle drei Spezies
einen vergleichbaren Aufbau besitzen, liegt der fiir das Druckwechselverfahren
wesentlichste Unterschied in der ZellgroBe begriindet. Beim Vergleich der A/V-
Verhiltnisse ergibt sich folgende Reihung:

B. atropheus < G. stearothermophilus < B. pumilus

Bei der Betrachtung der Reduktionsergebnisse ist eine exakte Umkehr der Verhéltnisse zu
verzeichnen. Je grofler die pro Volumeneinheit zur Verfligung stehende Oberfldche, umso
schneller ist der Druckabbau wihrend der Entspannung und umso geringer das
Schadigungspotential des freiwerdenden Gases. Damit ergibt sich fiir das
Druckwechselverfahren die Forderung nach einer mdglichst schnellen, explosionsartigen
Entspannung. Dariiber hinaus konnte auch hier die hochste Reduktionsrate bereits nach

5 min erzielt werden, was die Annahme eines schnell verlaufenden Diffusionsprozesses

bestitigt (Abb. 46).
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Abb. 46: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer G. stearo-
thermophilus Kultur; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des
Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte

Staphylococcus aureus ssp. aureus

S. aureus wies wie fast alle untersuchten Keime nach 5 min die hochste Reduktionsrate auf.
Jedoch kam es hier im weiteren Verlauf der Druckwechselbehandlung zu einer massiven
Verschlechterung der Reduktionsrate. Die nach 120 min Druckhaltezeit entnommene Probe
ergab sogar eine Erhohung gegeniiber der Ausgangskeimzahl, was auf ein weiteres
Wachstum bei 500 bar schlieBen ldsst (Abb. 47). Auch die Zunahme der optischen Dichte
ist ein Beleg dafiir. Fiir das Prozessgas Stickstoff ergibt sich daher ein optimales Zeitfenster
von maximal 30 min.

Wie aus AFM-Messungen bekannt, entstehen bei der Zellteilung von S. aureus Locher
entlang des Septums [38, 44]. Diese Murosomen genannten Locher konnen unter
Umsténden einen protektiven Einfluss auf die Zelle wihrend der Gasexpansion ausiiben,
indem sie in der Funktion eines Ventils fiir einen schnellen intrazelluliren Druckausgleich
sorgen. Die Druckwechselergebnisse nach 60 und 120 min sind ein Indiz dafiir.

Einen anderen Erkldrungsansatz bietet die Auswertung der Live/Dead-Fiarbung. Diese
ergab im Gegensatz zu den bisherigen Beobachtungen an B. atropheus keinen toxischen
Einfluss des Stickstoffs. Auffillig war hierbei, dass die fiir S. aureus typischen
traubenférmigen Zellanordnungen mit zunehmender Druckhaltezeit an Struktur und Grofle
verlieren, so dass immer mehr Einzelzellen auftraten. Es kann nicht ausgeschlossen werden,
dass diese Vereinzelung von Zellen eine Erhoéhung der Gesamtzellzahl vortiuscht, da
einerseits bei der Bestimmung der Lebendzellzahl vormals aggregierte Zellen, aus denen
nur eine koloniebildende Einheit entstanden ist, nun als Einzelzellen erfasst werden und
andererseits mit einer Desaggregierung von Zellen die optische Dichte der Suspension

ansteigen kann. Die quantitative Auswertung der Live/Dead-Fiarbung bestitigt diese
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Annahme. Eine deutliche Reduktion der Gesamtzellzahl war nicht zu erkennen, was

wiederum mit der Vermutung, dass eine grofe relative Oberfldche schlechte Reduktions-

ergebnisse zur Folge hat, im Einklang steht.
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Abb. 47: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer S. aureus Kultur;
Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-
Féarbung; C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-Firbung im Fluoreszenzlicht, Vergroflerung:

1.000-fach

Clostridium sporogenes

Entgegen den bisherigen Versuchsbedingungen wurde bei den C. sporogenes Kulturen mit

einer Startzelldichte von 10°-10" KBE/ml gearbeitet, da fiir die sonst iibliche Zelldichte von

10® KBE/ml die Forderung nach exponentiellem Wachstum nicht mehr gegeben war.



4. Kapitel — Entkeimungsversuche mit dem Druckwechselverfahren 92

Der maximale Behandlungserfolg konnte auch mit C. sporogenes bereits nach 5 min
Druckhaltezeit erzielt werden (Abb. 48). Die Hohe der dabei erreichten Reduktionsrate ist
ein weiteres Indiz fiir die Richtigkeit der bisherigen Hypothese, dass ein ursdchlicher
Zusammenhang zwischen dem A/V-Verhiltnis und der maximal erreichbaren Reduktions-
rate besteht. Mit einem A/V-Verhéltnis dhnlich dem von B. atropheus wurden mit einer
Reduktion von ca. 90 % der Ausgangskeimzahl auch dhnliche Reduktionsraten erreicht.
Die mikroskopische Analyse mittels Live/Dead-Farbung war bei dem anaeroben Keim
aufgrund des ldngerfristigen Luftkontakts wihrend der Probenvorbereitung nicht moglich,
weil eine Uberlagerung des zu detektierenden toxischen Stickstoffeinflusses mit dem
toxischen Finfluss des Luftsauerstoffs eine Differenzierung nicht zulieB. Die mit der
Reduktion der Lebendzellzahl einhergehende deutliche Verminderung der optischen Dichte

deutet aber auf ein Zerplatzen der Zellen als hauptsichlichen Schidigungsmechanismus

hin.
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Abb. 48: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer C. sporogenes
Kultur; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungs-
vorgang: siche Anhang); Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Gussplatten-
verfahrens und der optischen Dichte

4.3.1.1.2 GRAMNEGATIVE BAKTERIEN

Brevundimonas diminuta

Die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse ist im Vergleich zu den mit B. atropheus erhaltenen
Daten deutlich besser. Auch hier geht eine Reduktion der Keimzahl mit einer Verringerung
der optischen Dichte einher, was als Indiz fiir das Zerplatzen der Zellen wihrend des

Entspannungsvorgangs zu werten ist (Abb. 49 A).
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Abb. 49: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei drei verschiedenen
B. diminuta Kulturen; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse
des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung des
1. Versuchs mittels Live/Dead-Farbung; C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-Firbung im
Fluoreszenzlicht, Vergroflerung: 400-fach

Dariiber hinaus ldsst sich auch hier erkennen, dass bereits nach 5 min die maximale
Wirkung des Prozesses erreicht war. Die Gasdiffusion ist somit bereits nach kurzer Zeit
abgeschlossen. Die aus den AFM-Messungen bekannte hohere Druckbestindigkeit der
B. diminuta Zellen gegeniiber den B. atropheus Zellen spiegelt sich im Ausmal} der
Reduktionsrate wider. So liegt die mittlere Reduktionsrate nach 5 min bei nur 0,9
Zehnerpotenzen, wihrend unter den gleichen Bedingungen eine mittlere Reduktion um 1,5

Zehnerpotenzen bei B. atropheus zu beobachten war. Neben der hoheren Druck-
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bestidndigkeit ist auch das A/V-Verhéltnis mit 5,16 fiir eine Gasriickdiffusion wéhrend der
Entspannung deutlich giinstiger als bei B. atropheus. Dariiber hinaus ist der toxische
Einfluss des verdichteten Stickstoffs bzw. des hydrostatischen Drucks von 500 bar deutlich
geringer ausgepragt (Abb. 49 B und C).

Pseudomonas aeruginosa

Die Druckwechselbehandlung von P. aeruginosa fiihrte entgegen den Erwartungen zu einer

deutlich geringeren Reduktionsrate als es fiir B. diminuta zu beobachten war (Abb. 50).
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Abb. 50: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer P. aeruginosa
Kultur; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungs-
vorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatel-
plattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der
Live/Dead-Firbung im Fluoreszenzlicht; C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-Firbung,
Vergroflerung: 1.000-fach
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Dieses Ergebnis iiberrascht, da beide Keime neben einem vergleichbaren Zellwandaufbau
auch ndherungsweise die gleiche Zellform und -grée aufweisen. Trotz dieser
Gemeinsamkeiten fiel die Keimzahlreduktion bei P. aeruginosa um den Faktor 10
schlechter aus. Eine Erklarung fiir dieses abweichende Verhalten konnte in der Ausbildung
einer duBeren Kapsel um die dullere Zellmembran liegen [11]. Eine Verkapselung wiirde
nicht nur eine Erhdhung des Diffusionswiderstandes bedeuten, sondern auch zu einer
Stabilisierung der Zelle im Entspannungsprozess beitragen. Die Kldrung dieses
Sachverhaltes bleibt nachfolgenden Untersuchungen vorbehalten. Daneben ist, wie in Kap.
2.1.1.2 beschrieben, ein protektiver Einfluss von mechanosensitiven Kanélen durch eine

kurzfristige Verringerung des Cytosols als Antwort auf den intrazelluldren Druckanstieg

denkbar.

4.3.1.1.3 PILzZE

Aspergillus niger

Aus den bereits in Kap. 2.3.1.3 genannten Griinden kamen bei der Druckwechsel-
behandlung von 4. niger nur angekeimte Sporensuspensionen zum Einsatz. Zunédchst wurde
der Einfluss der Inkubationszeit auf die Keimzahlreduktion untersucht. Dazu wurden
Sporensuspensionen fiir 3, 8§ und 12 h inkubiert und anschlieBend druckwechsel-
autoklaviert. Die hochsten Reduktionsraten konnten dabei nach 8-stiindiger Inkubation
beobachtet werden. Die Erhohung der Reduktionsrate gegeniiber der Suspension mit 3-
stiindiger Inkubation war aufgrund der fortgeschrittenen Sporenaktivierung zu erwarten, die
schlechten Reduktionsergebnisse nach 12-stiindiger Inkubation jedoch nicht (Abb. 51 A).
Hier kam es wahrscheinlich zu einer Uberlagerung zweier gegensitzlicher Effekte: die Zahl
an abgetoteten Zellen wurde durch die Zerstorung der mehrzelligen Hyphen unter
Freisetzung einzelner intakter Zellen kompensiert und so ein Gleichgewichtszustand bei der
Bestimmung der koloniebildenden Einheiten vorgetiduscht. Die in Abb. 51 B dargestellten
mikroskopischen Bilder veranschaulichen dies. Eine weitere Schwierigkeit bei der
Beurteilung der Reduktionsergebnisse lag in der zu unterschiedlichen Zeiten einsetzenden
Sprossung der einzelnen Sporen. Das Ziel eines einheitlichen Vegetationsstatus konnte
daher nicht realisiert werden. Dennoch waren die Versuche fiir eine erste Einschitzung
beziiglich der Erfassbarkeit von 4. niger im Druckwechselprozess sehr hilfreich. Dabei ist
festzustellen, dass die fiir den Reduktionserfolg notwendige Gasdiffusion, vergleichbar mit
den Ergebnissen der Bakterienkulturen, ebenfalls nach nur 5 min Druckhaltezeit sehr weit

fortgeschritten war, weil die zu diesem Zeitpunkt erreichte Reduktionsrate nur noch eine
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sehr geringe Steigerung mit weiter fortschreitender Druckhaltezeit erfuhr. Die Effektivitét

des Verfahrens betrug je nach Inkubations- und Druckhaltezeit maximal eine Zehnerpotenz.
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Abb. 51: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei 4. niger Kulturen in
Abhingigkeit von der Inkubationsdauer der Sporensuspensionen; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT
(Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der
Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens (die Ergebnisse bei 0 min
Druckhaltezeit stellen den Einfluss des Riihrens ohne Druck dar); B: mikroskopisches Bild einer fiir
12 h inkubierten Sporensuspension (I — Startprobe, II — 2 min riihren ohne Druck, III — nach 60 min
Druckhaltezeit, VergrofBerung: 12,5-fach)

Die Ergebnisse der nach 3 h Inkubationszeit druckwechselautoklavierten Sporensuspension
wiesen zudem auf eine Resistenz von intakten bzw. in zu geringem Umfang aktivierten
Sporen gegeniiber dem Druckwechselverfahren unter den gewihlten Bedingungen (500 bar,
Stickstoff, 25°C) hin. Eine Verbesserung der Reduktionsergebnisse ist erst durch eine
geeignete Sporenaktivierung zu erzielen. Diese kann, wie von Ludwig et al. beschrieben,
durch eine Vorbehandlung mit hydrostatischem Druck erfolgen [100, 159]. Ein erster

Hinweis fiir die Ubertragbarkeit dieser Beobachtung auf das Druckwechselverfahren

konnte die mit steigender Druckhaltezeit zunehmende Reduktionsrate sein.

Candida albicans

Entgegen den bisherigen Beobachtungen zeigte sich bei der Hefe C. albicans eine zeitlich
verzogerte Wirkung des Druckwechselverfahrens, was auf eine verlangsamte Gasdiffusion
in die Zellen schlieBen ldsst (Abb. 52). Die insgesamt schlechte Ansprechbarkeit der
Hefezellen auf den Druckwechselprozess bei Verwendung von Stickstoff als Prozessgas
konnte auch von Bonsch et al. durch Untersuchungen an S. cerevisiae bestétigt werden

[160]. Die Auswertung der Live/Dead-Fiarbung ergab dariiber hinaus keine nennenswerte
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Zunahme der toten, intakten Zellen, womit der Reduktionserfolg fast ausschlieBlich auf das
Zerplatzen der Zellen wihrend des Entspannungsvorgangs zuriickzufiihren ist. Ausgehend
von dem fiir die Zellen ungiinstigen A/V-Verhéltnis war ein grofleres Schidigungspotential
zu erwarten. Die deutlich stabilere Pilzzellwand kompensierte jedoch diese geringe relative

Oberfliche, so dass eine letale Zellschidigung wéhrend der Gasexpansion ausblieb.
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Abb. 52: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer C. albicans Kultur;
Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-
Firbung

Kompressionsversuche an S. cerevisiae Einzelzellen ergaben eine Bruchdehnung von 80 %

[79]. Eine Erhohung des Zellumfangs in dieser GroBenordnung hat eine Volumenzunahme
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um den Faktor 5,8 zur Folge. Unter Beriicksichtigung der in Kap. 4.3.1 dargestellten
Zusammenhdnge und Annahmen ergibt sich daraus bei der Entspannung von 500 bar auf
1 bar lediglich ein intrazelluldrer Druckanstieg um ca. 0,5 bar. Somit ist auch durch eine
Verldngerung der Druckhaltezeit keine wesentliche Steigerung der Reduktionsrate zu
erwarten. Im Gegensatz zu diesen Uberlegungen konnten Enomoto et al. bei S. cerevisiae
Versuchen mit nur 40 bar Stickstoff und einer Prozesstemperatur von 40°C nach 4 h
Druckhaltezeit Reduktionsraten von einer Zehnerpotenz beobachten [135]. Unklar ist
jedoch, ob es sich hierbei um eine Zellinaktivierung durch Zerplatzen handelt oder die

abweichenden Prozessbedingungen zu einem toxischen Effekt auf die Zellen fiihrten.

4.3.1.1.4 ZUSAMMENFASSUNG

Die Ergebnisse des Druckwechselverfahrens mit Stickstoff als Prozessgas und einem
Arbeitsdruck von 500 bar bei Raumtemperatur fielen in Abhéngigkeit von der Art der
untersuchten Mikoorganismen sehr unterschiedlich aus (Abb. 53). Daher war es auch nicht
moglich, eine Klassifizierung nach druckwechselsensitiven und -resistenten Gruppen
vorzunehmen. Sowohl bei den Bakterien als auch bei den Pilzen sprachen einige Vertreter
gut auf das Druckwechselverfahren an, andere weniger gut. Eine allgemeine Aussage, ob
grampositive oder gramnegative Keime besser durch das Druckwechselverfahren erfasst

werden, war nicht moglich.
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Abb. 53: Maximal erreichte Keimzahlreduktion in Abhingigkeit von der Art der Mikroorganismen mit
Stickstoff als Prozessgas bei RT und einem Druck von 500 bar

Insgesamt deutete sich jedoch an, dass der Gastransport in die Zelle innerhalb der ersten

5 min erfolgt, eine Steigerung der Reduktionsrate durch eine verldngerte Druckhaltezeit
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war nur in Ausnahmefillen moglich. Des Weiteren war bei einigen Vertretern ein
zusatzlicher toxischer Effekt in Form von toten, nicht zerstorten Zellen zu erkennen.

Inwiefern dieser toxische Effekt auf den verdichteten Stickstoff oder auf den hohen
hydrostatischen Druck zuriickzufiihren ist, konnte nicht gekldrt werden. Die Bestimmung
einer der Abtotung zugrunde liegenden Kinetik war ebenfalls nicht mdglich, weil zum
einen die zeitliche Auflosung - technisch bedingt - gerade in den ersten Minuten zu gering
war (der Druckaufbau nahm je nach Fiillungszustand der Stickstoff-Gasflasche bis zu 5 min
in Anspruch) und zum anderen toxische Nebeneffekte den eigentlichen Druckwechseleffekt
iiberlagerten. Die erreichten Abtotungsraten waren insgesamt fiir die an das Verfahren zu
stellenden Anforderungen zu gering, so dass weitere Versuche unter Variation der

Prozessparameter notwendig waren.

4.3.1.2 ABHANGIGKEIT DES ABTOTUNGSERFOLGES VON DER GELOSTGASMENGE

In einer Messreihe mit B. atropheus Kulturen wurde der Einfluss der Geldstgasmenge auf
den Behandlungserfolg untersucht. Da die Gelostgasmenge direkt vom Partialdruck des zu
l6senden Gases abhingt, wurden Versuche bei 200, 300, 400 und 500 bar Stickstoff-
partialdruck durchgefiihrt. Dabei stellte sich heraus, dass Driicke unterhalb von 500 bar zu
deutlich schlechteren Keimreduktionsraten bei kurzen Druckhaltezeiten fiihrten (Abb. 54).
Bei Druckhaltezeiten oberhalb von 30 min verringerte sich dieser Effekt im Vergleich zu
den tlibrigen untersuchten Driicken jedoch deutlich. Die bei Driicken zwischen 200 und 400
bar behandelten Proben wiesen zeitunabhédngig anndhernd dieselben Keimreduktionsraten
auf. Die Ergebnisse der Live/Dead-Fiarbung ergaben einen ,,minimalen toxischen Druck*
im Bereich von 500 bar. Niedrigere Prozessdriicke fiihrten nur in geringem Umfang zu
einem toxischen Effekt.

Der erwartete Zusammenhang zwischen Gelostgasmenge und Keimzahlreduktion konnte
bestdtigt werden. Die Ergebnisse deuten dariiber hinaus darauf hin, dass eine weitere
Erhohung der Gelostgasmenge durchaus auch eine weitere Steigerung des Behandlungs-
erfolges bewirken kann, da sich das Erreichen eines Plateaus bei der Reduktionsrate noch
nicht abzeichnet. Es scheint eher der Fall zu sein, dass ein Prozessdruck von 500 bar die

Untergrenze fiir ein effektives Prozessfenster darstellt.
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Abb. 54: Keimzahlreduktion verschiedener B. atropheus Kulturen in Abhéingigkeit vom verwendeten
Druck; Prozessgas: N,; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siehe
Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens
und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-Firbung

4.3.1.3 TEMPERATURABHANGIGKEIT DES ABTOTUNGSERFOLGS

Der Vorteil des Druckwechselverfahrens liegt in der nicht-thermischen Prozessfiihrung
verbunden mit einem geringen Energieeintrag in die zu entkeimende Fliissigkeit, um den
Erhalt der Inhaltsstoffe zu gewéhrleisten. Die Frage nach dem Temperatureinfluss auf die
Effektivitit des Verfahrens ist dennoch von methodischer wie wirtschaftlicher Bedeutung.
Fiihrt ein moderater Temperaturanstieg zu einer Steigerung der Abtdotungsrate bei
gleichzeitigem Erhalt der Wirkstoffe, kann die durch Kompressionsarbeit und Losungs-

wirme eingebrachte Wirmeenergie im System verbleiben und muss nicht durch aktive
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Kiihlung abgefiihrt werden. Zur Einschitzung des Temperatureinflusses wurden Versuche
bei 10, 25 und 40°C an verschiedenen grampositiven Bakterien und an A. niger als

Vertreter der Gruppe der Pilze durchgefiihrt.

Bakterien

Aus der Gruppe der Bakterien wurden B. atropheus, B. pumilus und G. stearothermophilus
hinsichtlich ihres Absterbeverhaltens untersucht. Bei B. atropheus Kulturen war ein
besonders starker Einfluss niedriger Temperaturen (10°C) zu erkennen (Abb. 55).
Vermutlich kommt es hier zu einer Verfestigung der Bakterienhiille und in diesem
Zusammenhang zu einer Verringerung der elastischen Verformbarkeit der Zelle und einer
starkeren Schiadigung wihrend des Entspannungsvorgangs. Da zunéchst eine Anpassung an
die duBeren Bedingungen stattfand, wurde erst nach 30 min die maximale
Keimzahlreduktion erreicht. Verglichen mit den Ergebnissen des 25°C-Versuches konnte
bei 10°C eine Steigerung der Effektivitit des Abtotungsprozesses um den Faktor 7 erzielt
werden. Dariiber hinaus ist eine Verminderung der Drucktoleranz als Folge einer
einsetzenden ,,Kilteschock-Antwort*, wie sie auch fiir die vorgekiihlten B. atropheus
Proben diskutiert wurde, denkbar [9, 67, 161]. Die gegeniiber dem 25°C-Versuch um die
Halfte geringere Keimzahlreduktion bei 40°C kann durch eine erhohte Flexibilitdt der
Bakterienhiille erkldrt werden. Der Effekt der Fluidisierung ist dabei auf einen
Phasentibergang der Phospholipiddoppelschicht von lamellar-gelartig zu fliissig-kristallin
zuriickzufiihren. In der Literatur sind anhand von DSC-Untersuchungen an Phospholipid-
doppelschichten Phaseniibergangstemperaturen im Bereich von 40°C beschrieben [162].
Zudem kommt die verminderte Stickstoffloslichkeit bei 40°C als Ursache fiir eine
verminderte Keimreduktion in Betracht. Analog dazu ldsst sich auch eine Erhohung der
Reduktionsrate bei 10°C mit einer verbesserten Stickstoffloslichkeit erkléren.

Verglichen mit den B. atropheus Daten ist die Keimzahlreduktion von B. pumilus bei allen
Temperaturen deutlich geringer. Jedoch sind auch hier temperaturbedingte Unterschiede zu
erkennen. So ist bei 40°C eine leichte Erhéhung der Keimzahlreduktion zu beobachten.
Demgegeniiber ist eine Temperaturabsenkung auf 10°C ohne Einfluss auf den
Behandlungserfolg. Das stark unterschiedliche Verhalten der beiden Bacillus Spezies
wihrend des Druckwechselprozesses iiberrascht aufgrund der vielen Gemeinsamkeiten
hinsichtlich Gramverhalten, Temperaturoptimum sowie Zellform. Eine Ursache kann
jedoch in dem bereits beschriebenen A/V-Verhiltnis liegen. Dieses fallt fir B. pumilus

aufgrund der geringeren GroBe gilinstiger aus und gewdhrleistet somit eine leichtere
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Riickdiffusion des bei der Entspannung iiberschiissigen Gases und dadurch einen

schnelleren intrazelluldren Druckausgleich.
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Abb. 55: Temperaturabhingige Keimzahlreduktion verschiedener grampositiver Bakterienkulturen;
Prozessgas: N,; Druck: 500 bar (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siehe
Anhang)

Die Herabsetzung der Prozesstemperatur bei G. stearothermophilus fithrte im Vergleich
zum entsprechenden B. atropheus Versuch zu @hnlich hohen Reduktionsraten. Die
Absenkung der Prozesstemperatur von 25°C auf 10°C hatte eine 6-fach hdhere
Keimzahlreduktion zur Folge. Eine Temperaturerhohung um 15°C, wiederum von 25°C
ausgehend, bedingte ebenfalls eine hohere Keimreduktion. Dieses Ergebnis ist insofern
iiberraschend, als dass der einzige thermophile Vertreter aus der Gruppe der untersuchten
Bakterienspezies eine hohere Sensitivitit gegeniiber der Prozesstemperatur von 40°C
aufweist als die mesophilen Keime B. atropheus und B. pumilus. Eine Ursache dafiir
konnte die Anwesenheit vieler in Teilung befindlicher Zellen sein, da die
Prozesstemperatur von 40°C nahe dem Temperaturoptimum fiir das Wachstum von G.
stearothermophilus (ca. 50°C) liegt. Die zeitliche Verzogerung bis zum Erreichen der
maximalen Keimzahlreduktion von etwa 30 min wire ebenfalls ein Indiz dafiir. Insgesamt
ist festzuhalten, dass eine von 25°C abweichende Prozesstemperatur in den meisten Féllen

zu einer Erhohung der Reduktionsrate fiihrt.
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Pilze

Als Vertreter der Pilze wurde A. niger fiir die Bewertung des Temperatureinflusses
untersucht. Die Quantifizierung des Einflusses der Prozesstemperatur auf die Keimzahl-
reduktion erfolgte mit Sporensuspensionen, welche fiir 3 h inkubiert wurden. Auch hier
kam es, wie bereits fiir die Bakterien beschrieben, zu hoheren Reduktionsraten wenn die
Prozesstemperatur nicht 25°C betrug (Abb. 56). Analog den Beobachtungen an
B. atropheus und G. stearothermophilus sind auch hier besonders die Ergebnisse des 10°C-

Versuches mit einer Vervierfachung der Reduktionsrate hervorzuheben.

4 10"
. 10°C A 10°C
N 25°C = v 25°C
3 CJ40°C £10 o 40°C
z z
~ 10 Q:
oo 2 = H =1 5
= 3 10' a a
1 e
n 210
0 H | 10"
05 30 60 035 30 60
Druckhaltezeit [min] Druckhaltezeit [min]

Abb. 56: Temperaturabhiingige Keimzahlreduktion bei A. niger Kulturen (3 h vorgekeimte Sporen-
suspension); Prozessgas: N,; Druck: 500 bar (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungs-
vorgang: siche Anhang)

Die Steigerung der Effektivitdt des Verfahrens bei hoheren Temperaturen liegt vermutlich
an der verbesserten Diffusion des Gases in die Zellen, welche bei Pilzen im Gegensatz zu
den Bakterien durchaus zum bestimmenden Faktor werden kann. Die bereits nach 5 min
erreichte maximale Keimzahlreduktion bestitigt dies. Bei geringerer Prozesstemperatur
wird wie bereits fiir B. atropheus beschrieben, eine Verringerung der elastischen
Verformbarkeit der Zellwand angenommen, was vermutlich beim Entspannungsprozess

den Zerstorungseffekt des freigesetzten Gases vergrof3ert.

4.3.1.4 EINFLUSS DER AUSGANGSKEIMZAHL

In weiteren Versuchen sollte eine mogliche Abhiangigkeit zwischen der Ausgangskeimzahl
und dem Reduktionserfolg untersucht werden. Damit der Einfluss des Zellalters die
Interpretation der Ergebnisse nicht erschwert, kamen Kulturen von Surrogatorganismen
gleichen Alters, jedoch unterschiedlicher Konzentration zum Einsatz.

Bei den eingesetzten B. atropheus Kulturen war ein deutlicher Unterschied im
Absterbeverhalten zwischen den verschiedenen Keimkonzentrationen zu erkennen. Mit der

unverdiinnten Probe konnte eine Reduktion um mehr als 99 % erzielt werden, wihrend die
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verdiinnte Probe nur um ca. 50 % in ihrer Keimzahl reduziert wurde (Abb. 57). Da alle
duBeren Bedingungen fiir beide Versuche identisch waren, muss der Grund fiir das
unterschiedliche Absterbeverhalten in der Aufbereitung der Proben liegen: die Probe mit
der geringen Zellzahl ist durch Verdiinnung mit frischem Nahrmedium hergestellt worden,
wihrend die Probe mit hoher Zelldichte direkt nach der Anzucht ohne weiteren Austausch
an Ndhrmedium dem Druckwechselverfahren unterworfen wurde. Es ist daher nicht
auszuschliefen, dass bei der unverdiinnten Probe die in hoherer Konzentration
vorliegenden Stoffwechselprodukte wihrend der Druckhaltezeit oder beim Entspannungs-

vorgang zu toxischen Effekten an den Bakterienzellen fiihren.
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Abb. 57: Keimzahlreduktion verschiedener B. atropheus Kulturen in Abhingigkeit von der Zelldichte;
Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang)

Im Gegensatz zu den mit B. atropheus erhaltenen Ergebnissen war die Keimzahlreduktion
bei B. diminuta nicht von der Ausgangskeimzahl abhdngig. Bei beiden Proben konnte
durch den Druckwechselprozess die Lebendkeimzahl um ca. 90 % reduziert werden (Abb.
58). Diese gegensitzlichen Ergebnisse lassen sich derzeit noch nicht interpretieren. Es wére
zu erwarten gewesen, dass unabhingig von der Ausgangskeimzahl bei identischen dufleren

Bedingungen derselbe Prozentsatz an Mikroorganismen zerstort wird.
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Abb. 58: Keimzahlreduktion verschiedener B. diminuta Kulturen in Abhéingigkeit von der Zelldichte;
Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang)

4.3.1.5 EINFLUSS DES ZELLALTERS

Da bei den Diffusions- und Entspannungsprozessen der Aufbau der Zellwand eine
entscheidende Rolle spielt, wird vermutet, dass das Alter der Zellen, einhergehend mit einer
Veridnderung der Zellwand, z.B. durch vorangegangene Zellteilungen, ebenfalls einen
Einfluss auf das Reduktionsergebnis hat. Von Fraser durchgefiihrte Druckwechselversuche
mit 24 h alten E. coli Kulturen (stationire Wachstumsphase) bestitigen dies [120]. Die
Reduktion der Lebendzellzahl war gegeniiber den sich im exponentiellen Wachstum
befindlichen Kulturen deutlich vermindert. Inwieweit diese Ergebnisse auf die
Prozessbedingungen — N;, 25°C und 500 bar — iibertragbar sind, wurde an Zellkulturen
unterschiedlichen Alters untersucht.

Die Ergebnisse aus den Untersuchungen an B. atropheus und B. diminuta Kulturen
verschiedenen Alters wiesen dieselbe Tendenz auf. Sehr junge und sehr alte Zellen waren
weniger gut mit der Druckwechseltechnologie zu erfassen (Abb. 59 und 60). Die schlechten
Reduktionsergebnisse bei den jungen Zellen lassen einen Einfluss der Zellgrof3e und dem
damit verbundenen A/V-Verhiltnis auf den Behandlungserfolg vermuten. Bei alten Zellen
konnte durch Narbenbildung, als Folge vieler Zellteilungen, eine Verdickung und/oder
Verdichtung und damit eine Stabilisierung der Zellmembranen erfolgt sein. Dies belegen

auch bereits publizierte AFM-Messungen [26].
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Abb. 59: Keimzahlreduktion verschiedener B. atropheus Kulturen in Abhéngigkeit von deren Alter;
Prozessgas: N,; Druck 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-
Féarbung
Eine generelle Verdnderung der elastischen Eigenschaften von Zellwinden durch das
Zellalter konnte anhand von AFM-Messungen an Zellen aus der exponentiellen und aus der
stationdren Wachstumsphase nicht bestdtigt werden [79, 80]. Neben der Verdnderung der
Zellwandeigenschaften ist bei B. atropheus auch eine einsetzende Sporulation als
Uberlebensstrategie denkbar. Aus den Wachstumsversuchen ist bekannt, dass unter den
gegebenen Anzuchtbedingungen der Ubergang aus dem exponentiellen Wachstum in das

stationdre Wachstum nach 8-12 h Inkubation erfolgt. Die verwendeten ,alten* Zellen

wurden fiir insgesamt 24 h inkubiert. Somit ist einerseits der Schliisselreiz ,,Néhrstoft-
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mangel“ bzw. ,zu hohe Konzentration an Stoffwechselprodukten und die fiir die
Sporulation notwendige Zeit vorhanden. Die mikroskopische Auswertung der Live/Dead-
Féarbung ergab bei den B. atropheus Versuchen weder fiir junge noch fiir alte Zellen einen
nennenswerten toxischen Einfluss der Prozessbedingungen. In beiden Féllen war lediglich
nach einer Druckhaltezeit von 120 min ein Anteil <5 % an toten Zellen zu verzeichnen.
Ahnliche Beobachtungen konnten auch bei der Auswertung der B. diminuta Versuche
gemacht werden (Abb. 60). Hier waren, wenn auch in geringerem Ausmal, besonders bei

den Zellen mittleren Alters, toxische Einfliisse des Verfahrens erkennbar.
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Abb. 60: Keimzahlreduktion verschiedener B. diminuta Kulturen in Abhingigkeit von deren Alter;
Prozessgas: N,; Druck 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-
Féarbung
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4.3.1.6 FEINFLUSS DER DRUCKHALTEZEIT

Zur Absicherung der Aussage, dass der Gaseintrag in die Zellen innerhalb kurzer Zeit
(< 5 min) anndhernd vollstindig erfolgt und somit das gesamte Zerstorungspotential des
eingebrachten Stickstoffs bereits nach dieser Zeit gegeben ist, wurden Langzeitversuche
durchgefiihrt. Dazu wurden Proben von B. atropheus und B. diminuta fiir eine Dauer von

12 h bei 500 bar Stickstoff druckwechselautoklaviert (Abb. 61).
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Abb. 61: Keimzahlreduktion in Abhéingigkeit von der Druckhaltezeit; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar;
RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: sieche Anhang); Diagramm
A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der
optischen Dichte; Diagramm B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-Firbung

Die Probenahmen erfolgten direkt nach der Druckbeaufschlagung sowie nach 6 und 12 h

Druckhaltezeit. Die direkt nach der Druckbeaufschlagung erhaltene Keimzahlreduktions-
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rate konnte durch die 6-stiindige Behandlung nur minimal erhht werden. Nach 12 h konnte
bei der B. atropheus Kultur keine weitere Erhohung der Reduktionsrate erzielt werden. Die
B. diminuta Kultur wies sogar ein leichtes Wachstum auf (Abb. 61). Diese Ergebnisse
belegen, dass eine verldngerte Druckhaltezeit und damit verbunden eine langere Zeit zur
Einstellung des Gelostgas-Gleichgewichts keine deutliche Verbesserung der Keimzahl-
reduktion bewirkt, woraus abgeleitet werden kann, dass die Gleichgewichtseinstellung
bereits in den ersten Minuten nahezu abgeschlossen ist.

Parallel zu den Wachstumsversuchen wurden die zu den genannten Zeitpunkten
entnommenen Proben mittels Live/Dead-Farbung auf tote, nicht zerplatzte Zellen
untersucht. Dadurch sollte geklart werden, ob ein stressbedingtes Absterben der Kulturen
unter lidngerer Druckeinwirkung, wie es vielfach fiir die Hochdruckbehandlung mit
hydrostatischem Druck beschrieben ist [163-165], ausgeschlossen werden kann. Die in
Abb. 61 B dargestellten Ergebnisse belegen, dass iiber die Abtotung der Zellen durch
Zerplatzen hinaus keine weiteren Effekte fiir die erreichte Keimzahlreduktion

verantwortlich sind.

4.3.1.7 EINFLUSS DES ENTSPANNUNGSVOLUMENS UND DER ENTSPANNUNGS-

HAUFIGKEIT

Das Entspannungsvolumen der bisher beschriebenen Versuche lag im Bereich von 40 bis
70 ml. Da es in Abhingigkeit vom Entspannungsvolumen zu einem mehr oder weniger
starken Druckabfall im System kam, war es notwendig, den Einfluss des Entspannungs-
volumens auf die Keimzahlreduktion zu untersuchen. Um moglichst eindeutige Aussagen
zu erhalten, wurde bei jeder Probenahme das gesamte Volumen (500 ml) entspannt. Zudem
wurde in diesem Zusammenhang die Moglichkeit gepriift, ob sich bei einer Wiederholung
des Druckwechselzyklus (Reprocessing) gleiche Reduktionsraten ergeben, oder ob
mehrfach hintereinander stattfindende Entspannungen die Selektion besonders verfahrens-
resistenter Keime beglinstigen und diese in der Lage sind, ihre fiir die Resistenz relevanten
Eigenschaften an nachfolgende Generationen zu iibertragen. Zu diesem Zweck wurden
500 ml-Kulturen von B. atropheus und B. diminuta dreimal in Folge dem Druckwechsel-
autoklaven zugefiihrt, mit 500 bar Stickstoff beaufschlagt und nach jeweils 30 min
Druckhaltezeit komplett entspannt. Zu jedem Zeitpunkt (Beschickung und Entspannung)
wurde die Lebendkeimzahl und die optische Dichte bestimmt sowie eine Live/Dead-
Firbung durchgefiihrt. Um die Frage der Ubertragbarkeit von Resistenzen auf nachfolgende
Generationen zu klaren, wurde ein Teil jeder dreifach druckwechselbehandelten Probe in

frisches N&dhrmedium iiberfiihrt, bis zum Erreichen einer Ausgangskeimzahl von
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10® KBE/ml inkubiert und erneut dem Druckwechselprozess unterworfen. Im Folgenden
sind die Ergebnisse der 500 ml-Proben nach Komplettentspannung dargestellt (Abb. 62). Es
lie} sich keine eindeutige Tendenz hinsichtlich der Entspannungshiufigkeit erkennen. Bei
der B. atropheus Kultur war die 2. Entspannung (30-2) besonders effektiv, wihrend die
B. diminuta Kultur die stirkste Keimzahlreduktion bei der 3. Entspannung (30-3) aufwies.
Insgesamt zeichnete sich ab, dass eine Mehrfachentspannung durchaus zu einer

Verbesserung des Verfahrens fithren kann.
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Abb. 62: Keimzahlreduktion nach mehreren Komplettentspannungszyklen; Prozessgas: N,; Druck: 500
bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siehe Anhang);
A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der
optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-Firbung
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Eine Selektion besonders resistenter Mikroorganismen gegeniiber dem Druckwechsel-
verfahren liel sich mit der nochmals frisch angeziichteten Probe nach der 3. Entspannung
nicht nachweisen. Die betreffende B. diminuta Probe (30-4) wies vielmehr die hochste
Keimreduktionsrate aller vier Entspannungen auf und die B. atropheus Probe (30-4)
erzielte zumindest den hochsten Wert der am Vortag bestimmten Keimreduktionsraten.
Verglichen mit den Ergebnissen aus den Teilentspannungversuchen (Kap. 4.3.1.1.1 u.
4.3.1.1.2) st fiir beide Spezies eine verminderte Reduktion bei fast allen
Komplettentspannungen festzustellen. Erkldrbar ist dies mit einer Verminderung der
Druckdifferenz bei zunehmender Entspannungsdauer durch den mit der Entspannung
verbundenen Druckabfall im Autoklav.

Wihrend sich die Reduktionsraten fiir B. diminuta mit fortschreitender Entspannungs-
hiufigkeit denen der teilentspannten Proben anglichen bzw. diese sogar {iberstiegen, lagen
die mit B. atropheus erreichten Ergebnisse immer unterhalb der durch Teilentspannung
erhaltenen Proben. Der Vergleich der Ergebnisse nach Live/Dead-Farbung ergab fiir die
teilentspannte Probe nach 30 min Druckhaltezeit einen wesentlich hoheren Anteil toter
Zellen (B. atropheus ca. 60 %; B. diminuta ca. 10 %). Eine Erklarung fiir dieses Ergebnis
konnte sein, dass es in der Initialphase der Entspannung neben dem Zerplatzen der Zellen
auch zu einer todlichen, jedoch nicht zerstorerischen Schiadigung der Zellen kommt. Das
bei der Komplettentspannung ca. 8-fach groflere freigesetzte Volumen fiihrt dann zu einer
starken Verdiinnung dieser toten, aber &duBerlich intakten Keime, so dass die
Wabhrscheinlichkeit einer Detektion durch die Live/Dead-Farbung gering ist.

Aus den Ergebnissen ldsst sich schlullfolgern, dass mehrere aufeinander folgende
Entspannungszyklen die Gesamtreduktionsrate positiv beeinflussen und dass zur Erzielung
gleicher Entspannungsvolumina eine Abfolge mehrerer Teilentspannungen der
Komplettentspannung vorzuziehen ist. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit bereits

publizierten Prozessabfolgen bei der Entkeimung mit liberkritischem Kohlendioxid [98].

4.3.1.8 MODIFIZIERUNG DER FLUIDITAT VON ZELLMEMBRANEN AN AUSGEWAHLTEN

MIKROORGANISMEN

Einen fluidisierenden bzw. rigidisierenden Effekt auf die Struktur der Zellmembranen der
Mikroorganismen herbeizufiihren, um somit den vermuteten Temperatureinfluss auf die
Zellmembranen (Verdnderung der Fluiditéit) zu modellieren und dadurch zu bestitigen, war
das Ziel weiterer Untersuchungen. Zur Erreichung des fluidisierenden Effektes wurden
20 % (V/V) des penetrationsbeschleunigend wirkenden Dimethylsulfoxid (DMSO) der

Keimsuspension zugesetzt. Als rigidisierend wirkendes Agens kam das als nachweislich
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penetrationshemmend wirkende Natriumlactat in einer Konzentration von 10 % (V/V) zum
Einsatz. Beide eingesetzte Substanzen hatten bei den Kulturen von B. atropheus einen

protektiven Einfluss auf die Mikroorganismenzellen (Abb. 63).
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Abb. 63: Beeinflussung der Keimzahlreduktion von B. atropheus durch Zusatz eines Penetrations-
verzogerers (Na-lactat) bzw. —beschleunigers (DMSQ); Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT
(Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der
Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte;
B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-Firbung

Von DMSO ist bekannt, dass es durch seinen amphiphilen Charakter sehr leicht in
Biomembranen diffundieren kann und dort einerseits die Fluiditit der

Phospholipiddoppelschicht erhdht und andererseits eine Abnahme der Membrandicke
bewirkt [166]. Letzteres ist durch eine Interaktion mit den polaren Kopfgruppen, den
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hydrophoben Lipidresten und einer damit einhergehenden Verringerung des
Ordnungsgrades bzw. Molekiilabstandes zu erkliren. Bei DMSO-Konzentrationen
> 10 mol % kommt es zusétzlich zur Ausbildung von voriibergehenden Wasserporen und
ab einer Konzentration > 25 mol % zu einer Zerstorung der Lipiddoppelschicht. Bei der
verwendeten Konzentration von 20 % (V/V), die einer molaren Konzentration von 5,4 %
entspricht, sind daher nur die erst genannten Effekte zu erwarten. Diese Fluidisierung, wie
sie auch bei einer Temperaturerh6hung zu erwarten ist, fiihrt zu einer erhohten Elastizitit
der Zellmembran und dadurch zu einer Verringerung des Schidigungspotentials des
expandierenden Gases wihrend der Entspannung. Auch ist ein beschleunigter Gasaustausch
und damit verbunden ein schnellerer Druckausgleich denkbar. Die Ergebnisse der
Druckwechselbehandlung von B. atropheus und B. diminuta unter Einfluss von DMSO
bestétigen dies (Abb. 63 und 64). Der bei B. atropheus vorhandene, gering ausgeprigte
Reduktionserfolg konnte durch die Auswertung der Live/Dead-Féarbung auf toxische
Effekte zuriickgefiihrt werden. Die vergleichbaren B. diminuta Proben wiesen keine durch
toxische Effekte abgetoteten Zellen auf; auch konnte insgesamt keine Zellreduktion
festgestellt werden.

Der Zusatz von Natriumlactat als rigidisierendes Agens fiihrte bei B. atropheus wie DMSO
zu einer deutlichen Verringerung der Reduktionsrate. Die B. diminuta Proben wiesen
hingegen eine leicht erhohte Reduktionsrate auf. Beide Ergebnisse sind mit einer
Verfestigung der Zellmembran zu erkldren, weil eine Verfestigung einerseits die
mechanische Stabilitit erhdhen, andererseits aber auch die Bruchdehnung verringern kann.
Die trotz erhohter Reduktionsrate geringe Zahl an toten, nicht zerstorten Zellen ist ein
Hinweis darauf.

Ein Einfluss der Membranfluiditit auf den Druckwechselerfolg ist damit eindeutig belegt.
Bei der praktischen Anwendung des Druckwechselverfahrens sollte daher auch immer der
Einfluss der verwendeten Hilfstoffe in den zu entkeimenden Zubereitungen berticksichtigt

werden.
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Abb. 64: Beeinflussung der Keimzahlreduktion von B. diminuta durch Zusatz eines Penetrations-
verzogerers (Na-lactat) bzw. —beschleunigers (DMSQ); Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT
(Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der
Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte;
B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-Firbung

4.3.1.9 EINFLUSS DES EINGESETZTEN PROBENVOLUMENS

Das eingesetzte Probenvolumen hat einen deutlichen Einfluss auf den Druckabfall im
System wéhrend des Entspannungsvorgangs. Je kleiner das Volumen der Probe, d.h. je
grofler das Volumen des Gasraumes, desto geringer ist der Druckabfall im System bei
gleicher Probenahmemenge. Zur Quantifizierung dieses Einflusses kamen Volumina von
125, 250 und 500 ml zum Einsatz. Bei den 125 ml- und 250 ml-Proben war es aufgrund der
zu geringen Gesamtvolumina nicht moglich, die letzte Probe nach 120 min zu entnehmen

(Abb. 65 und 66).
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Abb. 65: Beeinflussung der Keimzahlreduktion von B. atropheus durch Variation des eingesetzten
Volumens; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse
des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der
Live/Dead-Farbung; *Aufgrund des zu geringen Restvolumens war keine Probenahme méglich

Die mit B. atropheus Kulturen erhaltenen Ergebnisse entsprachen nicht den Erwartungen;
ein geringeres Volumen im System hétte sich positiv auf den Reduktionserfolg auswirken
sollen (Abb. 65). Die hochste Keimzahlreduktion konnte bei der 500 ml-Probe erzielt
werden, obwohl der Druckabfall im System wéihrend der Entspannung hier mit
durchschnittlich 59 bar am gréf3ten war. Die Live/Dead-Farbung ergab iiberraschender
Weise nur bei den 500 ml-Proben einen deutlich erh6hten Anteil an toten, nicht zerstorten

Zellen. Vernachldssigt man jedoch die durch die toxischen Effekte inaktivierten Zellen bei

der Bestimmung der Reduktionsrate ist kein volumenabhingiger Unterschied zu erkennen.
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Der unterschiedlich stark ausgepriagte Druckabfall im System hat somit keinen Einfluss auf
den Reduktionserfolg. Ahnliche Ergebnisse ergaben sich bei den B. diminuta Versuchen.
Auch hier war kein Einfluss der eingesetzten Probemenge auf die Keimzahlreduktion zu

erkennen (Abb. 66).
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Abb. 66: Beeinflussung der Keimzahlreduktion von B. diminuta durch Variation des eingesetzten
Volumens; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse
des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der
Live/Dead-Farbung; *aufgrund des zu geringen Restvolumens war keine Probenahme moglich

4.3.1.10 EINFLUSS DER VISKOSITAT DES MEDIUMS

Die Viskositit des Mediums kann einen entscheidenden Einfluss auf die Wirkung des
Druckwechselverfahrens nehmen. Zum einen ist eine verlangsamte Gasdiffusion bei

steigender Viskositdt zu erwarten und damit eine verzogert einsetzende Keimzahlreduktion.
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Zum anderen liegt eine verminderte Keimzahlreduktion bei erhohter Viskositdt nahe, da
diese die Scherbeanspruchung der Zellen wihrend der Entspannung vermindert. Fiir
idealviskose Systeme ergibt das Produkt aus dynamischer Viskositdit n und Scher-

geschwindigkeit D nach Newton die Scherkraft T (Gl. 11).
T=n*D [GL 11]

Aus konstanter Scherkraft und erhohter Viskositit des Mediums resultiert eine reduzierte
Schergeschwindigkeit. Inwiefern Scherprozesse und/oder eine verdnderte Gasdiffusion
einen Einfluss auf die zeitabhéngige Effektivitit des Druckwechselverfahrens haben, wurde
an Medien unterschiedlicher Viskositit untersucht. Diese wurden jeweils durch Animpfen
mit einer Vorkultur auf eine Ausgangskeimzahl von ca. 10° KBE/ml eingestellt. Als
niederviskose Medien kamen isotone Kochsalzlosung sowie CASO-Nidhrbouillon zum

Einsatz (Tab. 14).

Tab. 14: Dynamische Viskositiit der eingesetzten Medien (X +s, *n=3, “n=6)

n [mPa*s] Temp. [°C] Methode

isotone NaCl-Lsg. 1,005 + 0,001* 21,5 Ubbelohde
CASO-Bouillon 1,067 +0,001° 21,5 Ubbelohde
10 %iges Aerosil®-Gel 95,841 + 13,207 20,0 Kegel-Platte

Der Zusatz von 10 % (m/m) hochdispersem Siliciumdioxid zu einer isotonen
Kochsalzlosung fiihrte zu einer deutlichen Erhohung der Viskositdt. Diese Zubereitung
diente daher als Modell fiir ein Medium mit erhohter Viskositit. Dabei war ein
gegenldufiges Verhalten hinsichtlich der Viskositdt und der Reduktionsrate zu erwarten.
Die mit B. atropheus und B. diminuta erhaltenen Ergebnisse widerlegten dies jedoch (Abb.
67 und 68). Das Medium der hochsten Viskositit wies in den meisten Féllen die hochste
Reduktionsrate auf, was jedoch auch auf die sauren Eigenschaften der kolloidalen
Kieselsdure zuriickgefiihrt werden konnte. Die enthaltenen Silanolgruppen deprotonieren
im wassrigem Medium und fiithren so zu einer pH-Wert-Abnahme im System (ca. pH 4).
Diese Azidifizierung kann, wie bereits als Wirkungsmechanismus fiir die Entkeimung mit
Kohlendioxid diskutiert (siehe Kap. 3.3.2), zu einer Abtétung der Zellen fiihren. Dagegen
spricht jedoch die konstante Reduktionsrate bei dem B. atropheus Versuch, welche bei den
genannten Kohlendioxid-Versuchen nicht zu beobachten war [116, 167]. Vielmehr war eine
deutlich ausgeprigte Zeitabhingigkeit zu erkennen. Es ist daher davon auszugehen, dass
eine verminderte Diffusionsgeschwindigkeit den intrazelluldren Druckabbau wéhrend der

Entspannungsphase verlangsamt.
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Abb. 67: Beeinflussung der Keimzahlreduktion von B. atropheus durch die Viskositit des Mediums;
Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte

Aufgrund der geringen Viskosititsunterschiede zwischen isotoner Kochsalzlosung und
CASO-Néhrbouillon waren erwartungsgemill kaum Unterschiede in den Reduktionsraten
zu erkennen. Im Gegensatz zu den B. atropheus Versuchen zeichnete sich bei der

Druckwechselbehandlung der hoherviskosen B. diminuta Suspension eine zeitabhingige

Einflussnahme des Mediums ab (Abb. 68).
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Abb. 68: Beeinflussung der Keimzahlreduktion von B. diminuta durch die Viskositit des Mediums;
Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte
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Hier war eine Erhohung der Reduktionsrate mit steigender Druckhaltezeit zu erkennen. Der
lineare Anstieg der Reduktionsrate bei halblogarithmischer Auftragung weist auf eine dem
Abtotungsprozess zugrundeliegende Reaktionskinetik 1. Ordnung hin. Der bereits
diskutierte pH-Wert-Einfluss des Kieselsdure-Gels scheint sich hier deutlich in einer

zeitabhdngigen Erhohung der Reduktionsrate zu manifestieren.

4.3.1.11 ZERSTORUNG INAKTIVIERTER MIKROORGANISMEN

Die Untersuchung des Einflusses einer Zellschddigung auf das Verhalten der Zelle im
Druckwechselprozess war ein weiteres Ziel der vorliegenden Arbeit. Es wurde vermutet,
dass eine nicht-todliche Zellschddigung, in Form von kleinen Poren oder Rissen, einen
schiitzenden Einfluss auf die Zellen im Entspannungsprozess ausiibt, indem diese einen
schnellen Gasaustritt ermdglichen ohne dass eine vollstindige Zerstorung der Hiille eintritt.
Zu diesem Zweck wurden Kulturen von B. atropheus und B. diminuta bis zum Erreichen
einer Zelldichte von 10° KBE/ml unter den keimspezifischen Bedingungen inkubiert und
im Anschluss durch Dampfsterilisation (121°C, 2 bar, 15 min) inaktiviert. Danach erfolgte
eine Druckwechselbehandlung bei 500 bar mit Stickstoff als Prozessgas. Die quantitative
Auswertung der Proben erfolgte ausschlieflich durch Auszdhlung der mikroskopischen
Bilder nach Live/Dead-Féarbung. Dabei wiesen die inaktivierten Zellkulturen insgesamt eine
geringere Zellreduktionsrate auf als druckwechselbehandelte Proben von lebenden Kulturen

(Abb. 69).
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Abb. 69: Zerstorung von durch Dampfsterilisation inaktivierten Mikroorganismen mittels Druck-
wechselverfahren; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); Darstellung der Zellzahlreduktion anhand der Live/Dead-
Ergebnisse



4. Kapitel — Entkeimungsversuche mit dem Druckwechselverfahren 120

Die geringe Abnahme der optischen Dichte ist ebenfalls ein Beleg dafiir. Anhand der
mikroskopischen Aufnahmen im Phasenkontrast sowie nach Live/Dead-Fiarbung im
Fluoreszenzlicht konnte belegt werden, dass die durch Dampfsterilisation inaktivierten
Zellen duBerlich intakt waren und auch die anschlieBende Druckwechselbehandlung keine

Zellreduktion durch Zerplatzen im fiir lebende Zellen iiblichen Ausmal} bewirkte (Abb. 70).

Abb. 70: Mikroskopische Darstellung der dampfsterilisierten und anschlieBend druckwechsel-
behandelten Zellen von B. atropheus (1) und B. diminuta (II) bei 1.000-facher Vergroflerung; A: Start-
probe im Phasenkontrast; B: Startprobe nach Live/Dead-Firbung im Fluoreszenzlicht; C: 120 min-
Probe nach Live/Dead-Firbung im Fluoreszenzlicht; Vergrofierung: 1.000-fach

Damit wurde nachgewiesen, dass tote, jedoch duf3erlich intakte Zellen schlechter durch das
Druckwechselverfahren erfasst werden, als lebende. Fiir den Druckwechsel an lebenden
Zellen ist daher zu vermuten, dass eine leichte Zellschddigung, z.B. infolge des Druck-
verlustes im Autoklav wihrend der Entspannung und dem damit verbundenen Ausgasungs-
prozess, einen durchaus positiven Einfluss auf das Uberleben der Zellen nehmen kann.

Auch eine geringfiigige Schiddigung wihrend der Entspannung durch auftretende

Scherkrifte ist als Schutz vor Zerplatzen denkbar.

4.3.2 PROZESSGAS DISTICKSTOFFOXID

Neben Stickstoff als Prozessgas wurden zahlreiche Versuche mit Distickstoffoxid
(Lachgas) durchgefiihrt. Ein deutlicher Vorteil gegeniiber Stickstoff liegt in der wesentlich
besseren Wasserloslichkeit des Distickstoffoxids und der damit verbundenen Mdglichkeit,
bei gleichem Druck hohere Gasmengen einzutragen. Zu beriicksichtigen ist dabei jedoch,
dass Distickstoffoxid aufgrund der Lage des kritischen Punktes bei 72,4 bar und 36,4°C im

Druckwechselprozess druckverfliissigt werden kann (Tab. 15). Wéhrend der Druckhaltezeit
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entsteht somit ein terndres System aus fliissigem Sterilisationsgut, fliissigem
Distickstoffoxid und einer mit beiden Phasen im Gleichgewicht stehenden Dampfphase.
Dies hat den Vorteil, dass wihrend des Entspannungsprozesses eine bessere Zerstiubung
durch den spontanen Ubergang des Distickstoffoxids vom fliissigen in den gasformigen
Aggregatzustand erzielt werden kann. Andererseits ist der Druckabfall im Autoklav
wihrend des Entspannungsvorgangs verglichen mit dem Druckabfall bei den
Stickstoffversuchen um den Faktor 2 bis 2,5 hoher. Die gute Wasserloslichkeit und die
Druckverfliissigung stehen hier einem schnellen Ubergang in die Gasphase und damit einer

schnellen Kompensation des Druckverlustes entgegen.

Tab. 15: Physikalische Eigenschaften von Distickstoffoxid [153]

Molare Masse [g/mol] 44,01
Kritischer Punkt Temperatur [K] 309,56
Druck [bar] 72,40
Tripelpunkt Temperatur [K] 182,34
Druck [bar] 0,88
Siedepunkt (bei 1,013 bar) [K] 184,69
Ostwald’scher Loslichkeitskoeffizient (Wasser) Lioec; 1,013 bar 0,9140
Lasec; 1,013 bar 0,5937
L4ooc; 1,013 bar 0,4190

Das Distickstoffoxidmolekiil ist linear, mesomeriestabilisiert und isoelektronisch zu
Kohlendioxid. Die Gewinnung der Reinform kann durch Erhitzen von konzentrierten
wissrigen Ammoniumnitrat-Losungen oder durch vorsichtiges Schmelzen von festem
Ammoniumnitrat erfolgen [168]. Distickstoffmonoxid 1ist bei Raumtemperatur
reaktionstrdge, befindet sich jedoch nur in einem metastabilen Zustand und zerfillt bei
hoheren Temperaturen (> 600°C) in die einzelnen Elemente [169]. Die Loslichkeit von
Distickstoffoxid in Wasser ist, dhnlich der von Stickstoff, stark temperaturabhingig. So
verringert ein Temperaturanstieg von 10 auf 40°C die Loslichkeit um mehr als die Hélfte
(Abb. 71). Dariiber hinaus ist oberhalb des Verfliissigungsdruckes die druckabhingige

Loslichkeitszunahme nur noch gering ausgepragt.
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Abb. 71: Léslichkeit von Distickstoffoxid in Wasser in Abhéingigkeit von Temperatur und Druck. Die
ausgefiillten Symbole stellen die druckabhingige Loslichkeit berechnet nach dem Henry’schen Gesetz
dar. Die leeren Symbole entsprechen der Literatur entnommenen Daten. A: Loslichkeit bei 10°C, 25°C
und 40°C nach [170]; B: temperaturabhingige Loslichkeit bei 1 bar nach [145]

In Analogie zu den fiir Stickstoft getroffenen Annahmen ergeben sich aus der Loslichkeit
des Distickstoffoxids bei 500 bar in Wasser die in Abb. 72 dargestellten zelluldren

Druck/Volumen-Verhiéltnisse wahrend des Entspannungsvorgangs.
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Abb. 72: Prozentuale Volumenzunahme in Abhiingigkeit vom intrazelluliren Uberdruck bei
Mirkoorganismenzellen wihrend der Entspannung von 500 bar auf Atmosphirendruck unter
Verwendung von Distickstoffoxid als Prozessgas. Die farbigen Bereiche stellen die Ergebnisse der
AFM-Messungen dar (Rot: Druckbereich der zerplatzten Zellen, Griin: tolerierte maximale
Druckbelastung nicht zerplatzer Zellen; vgl. Kap. 2.3.4).
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Demnach verursacht die im Vergleich zu Stickstoff bei 500 bar 5-fach hohere Loslichkeit
von Distickstoffoxid bei gleicher Volumenzunahme der Zellen einen 5-fach hoéheren
intrazellularen Druck bzw. ist die fiir den gleichen intrazelluldren Druck notwendige
Volumenzunahme um den Faktor 5 grofer. Dies ldsst vermuten, dass die Keimzahl-
reduktion durch Zerplatzen unter Verwendung von Distickstoffoxid als Prozessgas deutlich
stiarker ausgeprigt sein muss als es bei den Stickstoffversuchen zu beobachten war. Ein
weiterer Unterschied zum bisher untersuchten Stickstoff besteht in der wesentlich stérkeren
Abkiihlung des Systems wihrend der Entspannungsphase. Dies lédsst sich, bedingt durch
den hoheren Gaseintrag, mit einem stirker ausgepragten Joule-Thomson-Effekt erklaren.
Ein damit zusammenhéngendes zusétzliches Schidigungspotential ist denkbar.
Weitreichende Bedeutung hat Distickstoffoxid bisher in der Anédsthesie erlangt. Es ist das
alteste Inhalationsanésthetikum. Dabei wird besonders dessen gute Steuerbarkeit aufgrund
des schnellen An- und Abflutens im Blutkreislauf (niedriger Blut-Gas-Verteilungs-
koeffizient) geschitzt [171]. Es wird vom Korper nicht verstoffwechselt und findet daher
selbst bei Neugeborenen Anwendung [168]. Das wirksame Prinzip des Distickstoffoxids in
der Andsthesie und Analgesie wird seit einigen Jahren kontrovers diskutiert. Frither wurde
angenommen, dass aufgrund der guten Lipidloslichkeit des Gases eine Fluidisierung der
Lipiddoppelschichten =~ von = Nervenzellmembranen  erfolgt und dadurch die
pharmakodynamische Wirkung hervorgerufen wird. Heute werden Wechselwirkungen mit
verschiedenen Rezeptoren und lonenkanédlen (NMDA-, GABA4-, Opioid-Rezeptoren, Na-
Kanidle) als ursdchlich angesehen [172]. Neben der anidsthetischen und analgetischen
Wirkung von Distickstoffoxid ist auch eine Beeintrachtigung der Methionin-Synthetase in
der Literatur beschrieben [172]. Dabei oxidiert das Distickstoffoxid das im Coenzym
(Cobalamin, Vitamin By,) komplexierte Co™-Ion zu Co>*. Die Methionin-Synthetase spielt
eine wichtige Rolle bei der Ubertragung von Methylgruppen wihrend der DNA- und RNA-
Biosynthese. Bereits vor iiber 25 Jahren wurde der toxische und mutagene Einfluss von
Distickstoffoxid auf Bakterien untersucht [173]. Mit steigendem Partialdruck konnte zwar
eine Erhohung der Zelltoxizitit beobachtet werden, die durch den Zusatz von Sauerstoff
oder Helium noch verstiarkt wurde [174], ein mutagenes Risiko konnte mittels Ames-Test
jedoch nicht nachgewiesen werden.

Trotz der in der Vergangenheit beobachteten Nebenwirkungen von Distickstoffoxid
ergaben sich beziiglich der Arzneimittelsicherheit grundlegende positive Verdnderungen.
So existieren seit der 14. AMG-Novelle (2005) erstmals arzneimittelrechtliche Vorgaben

fiir die medizinische Qualitdt von medizinischen Gasen, so auch von Distickstoffoxid. Die
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Anforderungen an medizinisch verwendetes Distickstoffoxid hinsichtlich Sterilitt,
Qualitédtskontrolle, Chargendokumentation und Gestaltung von Ab- und Umfiillprozessen
sind nunmehr in Abgrenzung zum technisch verwendeten Distickstoffoxid geregelt. Die
genauen Qualitdtsanforderungen hinsichtlich Reinheit und Gehalt sind der Ph. Eur. 6.0 zu
entnehmen. Der Gehalt an Stickstoffmonoxid und Stickstoffdioxid ist in diesem
Zusammenhang auf maximal 2 ppm beschriankt. So kann durch die Verwendung von
medizinischem Distickstoffoxid fiir die Druckwechselversuche ein toxischer Einfluss dieser
Gase auf die Mikroorganismenzellen ausgeschlossen werden.

Hinsichtlich der Wirtschaftlichkeit sowie des Umwelt- und Arbeitsschutzes ergeben sich im
Vergleich zum Stickstoff deutliche Nachteile fiir die praktische Nutzung von
Distickstoffoxid als Prozessgas fiir das Druckwechselverfahren. Eine Riickgewinnung aus
dem Prozess ist daher wiinschenswert und aus Sicht des Umweltschutzes sogar erforderlich,
da Distickstoffoxid aufgrund seines Absorptionsspektrums ein hohes Treibhauspotential

aufweist und damit zur Gruppe der klimarelevanten Gase zu zdhlen ist [170].

4.3.2.1 ABHANGIGKEIT DES ABTOTUNGSERFOLGES VON DER ART DER

MIKROORGANISMEN

4.3.2.1.1 GRAMPOSITIVE BAKTERIEN

Bacillus atropheus

In Analogie zu den mit Stickstoff durchgefiihrten Versuchen wurde der Einfluss der
Mikroorganismenart ebenfalls bei 25°C, 500 bar und einer maximalen Druckhaltezeit von
120 min durchgefiihrt. Wie bereits bei den Stickstoff-Versuchen beschrieben, wurden auch
einige Distickstoffoxid-Versuche zur Uberpriifung der Reproduzierbarkeit mehrfach
wiederholt. Im Gegensatz zu diesen war jedoch unter Verwendung von Distickstoffoxid
eine deutlich bessere Reproduzierbarkeit zu erzielen. Ebenso konnte das Ausmall der
Zellreduktion mit ca. 6 Zehnerpotenzen deutlich verbessert werden. Diese Verbesserung ist
nicht, wie zundchst angenommen, durch die bessere Gasloslichkeit und dem damit
verbundenen héheren intrazelluldren Druck wéhrend der Entspannung zu erkldren, da die
Gesamtzellzahl, erkennbar an der optischen Dichte, nicht in dem Mal3e abnahm, wie es die
Zahl der lebensfidhigen Keime vermuten lie. Vielmehr beruht sie auf einem zusétzlichen
toxischen Effekt des Distickstoffoxids auf die Zellen von B. atropheus. Die mikroskopische
Analyse mittels Live/Dead-Farbung bestétigte diese Annahme (Abb. 73). Inwiefern
fluidisierende Effekte des Distickstoffoxides auf die Zellmembranen [150] oder

Wechselwirkungen mit membranstindigen Molekiilen zu der irreversiblen Zellschiddigung
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gefiihrt haben, konnte dabei nicht gekldrt werden. Auffillig ist, dass trotz einer deutlichen
Abnahme der optischen Dichte die Zahl der Zellen iiber den gesamten Druckwechsel-

prozess konstant blieb.
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Abb. 73: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei drei verschiedenen
B. atropheus Kulturen; Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse
des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung des
1. und 2. Versuchs mittels Live/Dead-Farbung (bei der prozentualen Verteilung ist nur der Mittelwert
aus beiden Versuchen dargestellt); C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-Fiarbung im Fluoreszenz-
licht, Vergroflerung: 1.000-fach

Dies widerspricht den bisherigen Uberlegungen beziiglich der angenommenen intra-
zelluldren Druckverhéltnisse wihrend der Entspannung, wonach durch die grofle Menge an

intrazellular gelostem Gas ein Grofteil der Zellen hitte zerstort werden miissen. Zwei

Ursachen sind dafur denkbar: Zum einen konnte eine sehr schnelle Riickdiffusion des frei
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werdenden Gases in das duflere Medium erfolgen und somit eine starker intrazelluldrer
Druckanstieg vermieden werden. Zum anderen konnten, wie in Kap. 4.3.1.11 beschrieben,
vorgelagerte Zellschddigungen ein Zerplatzen wéhrend der Entspannung verhindern.

Im Vergleich zu den mit Stickstoff erhaltenen Werten ist auffdllig, dass die durch
Distickstoffoxid erzielte Reduktionsrate mit zunehmender Druckhaltezeit ebenfalls eine
Zunahme erfdhrt. Dies kann ein Hinweis auf eine verzdgerte Gasdiffusion sein, aber auch
auf das Vorhandensein von resistenteren Keimen, die erst durch eine lingere Druckhaltezeit
erfasst werden, hindeuten. Letzteres wird auch fiir die Inaktivierung mit Kohlendioxid
angenommen [175].

Dariiber hinaus konnte anhand der B. atropheus Versuche ein Vergleich der beiden
verwendeten Autoklaven Premex und Parr vorgenommen werden. Dabei fiel auf, dass trotz
weniger baulicher Unterschiede die Premex-Anlage deutlich bessere Ergebnisse lieferte

(Abb. 74).

8- k3 k3
1 — R 1 Premex-Reaktor

6 EZZ2 Parr-Reaktor e
ZU ]
Z 44 7
e 2 /)
= ] 2

= Z

] % %

0 - ¢ . ¢ . ’ . |

10 "
= 10 A -- - Premex-Reaktor 2.0
; 10 'i' a Parr-Reaktor 15
g 10 1.0 S
.E 4 ;v
; 10 T T i s
% 10> =z x = 0.5
Mo A A * x|

10 LI B E— T T T T T T T 0.0
05 30 60 90 120

Druckhaltezeit [min]

Abb. 74: Vergleich der erzielten Keimzahlreduktion in Abhéingigkeit von den verwendeten Autoklaven;
Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; (Ergebnisse des Parr-Autoklaven: X+s; n= 3; *aufgrund des zu
geringen Restvolumens war keine Probenahme méglich)

Die wesentlichen Unterschiede zwischen den beiden Anlagen liegen im Fassungsvermogen
(Premex: 500 ml; Parr: 1.300 ml), in den verwendeten Ventilen (Premex: Sitec; Parr:
Swagelok), in der Verrohrung fiir den Gaseintrag (Premex: in den Kopfraum des
Autoklaven; Parr: iiber ein Tauchrohr in das Medium) sowie in der Linge des Steigrohres
fiir die Probenahme. Da jedoch das Probenvolumen so angepasst wurde, dass das
Volumenverhéltnis Gasraum/Fliissigkeit anndhernd konstant blieb (Premex: 250 ml; Parr:

500 ml), ist dieser Unterschied zu vernachldssigen. Vermutlich haben bauliche
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Unterschiede zwischen den Ventilen und deren manuelle Handhabung den gréBeren
Einfluss auf die Keimzahlreduktion. Nicht auszuschlieBen ist auch ein negativer Einfluss
eines zu langen Steigrohres, da durch den stromungsbedingten Druckabfall bei steigender

Passagezeit die Moglichkeit eines langsamen Ausgasens erhoht wird.

Bacillus pumilus

Wie bereits bei der Darstellung der Stickstoff-Ergebnisse beschrieben, erfolgte die
Druckwechselbehandlung von B. pumilus wie auch G. stearothermophilus im Premex-
Autoklaven mit den beschriebenen Kapazititseinschrinkungen beziiglich des zu
behandelnden Volumens. Eine deutliche Reduktion der Lebendzellzahl von B. pumilus war
erstmals unter Verwendung von Distickstoffoxid moglich. Aber auch hier ging die
Inaktivierung der Zellen im Wesentlichen nicht mit einer Zerstorung durch den
Druckwechselprozess einher, wie an der vergleichsweise hohen optischen Dichte erkennbar
ist (Abb. 75). Dennoch ist auch die Reduktion der optischen Dichte deutlich stirker
ausgepragt als es bei der Verwendung von Stickstoff zu beobachten war. Vergleiche mit
den Reduktionsergebnissen von B. atropheus ergaben, wie zuvor bereits fiir Stickstoff
beschrieben, auch unter Verwendung von Distickstoffoxid ein deutlich schlechteres
Ansprechverhalten von B. pumilus auf den Druckwechselprozess, obwohl sich das
zahlenméBig groBere A/V-Verhiltnis durch den toxischen Effekt von Distickstoffoxid

nachteilig auf die Zelle auswirken miisste.
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Abb. 75: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer B. pumilus Kultur;
Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte

Geobacillus stearothermophilus

Die Ergebnisse mit G. stearothermophilus entsprechen denen der anderen aeroben
Bakterien. Auch hier war eine deutliche Steigerung des Reduktionserfolges gegeniiber der

mit Stickstoff behandelten Probe zu erkennen (Abb. 76). Dariiber hinaus ist die fiir mit
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Stickstoff behandelten Kulturen von B. atropheus, B. pumilus und G. stearothermophilus
gefundene Reihung direkt auf die Distickstoffoxid-Ergebnisse iibertragbar. Auch hier zeigt
sich, dass eine Zunahme der pro Volumeneinheit zur Verfligung stehenden Oberfldche eine
Abnahme der Reduktionsrate zur Folge hatte. Dieses Ergebnis {iberrascht, weil die toxische
Wirkung des Distickstoffoxids als wirkungsbestimmende GroBle eher das Gegenteil
erwarten lie}. Trotz des ausgeprigten toxischen Inaktivierungseffekts stieg aber auch die
Zahl der wihrend der Entspannung zerplatzten Zellen. Die im Vergleich zum
Stickstoffversuch deutlich stirkere Abnahme der optischen Dichte ist ein Beleg dafiir. Eine
abschliefende Bewertung kann an dieser Stelle aufgrund der fehlenden Vergleichs-
moglichkeiten mit Daten aus der Live/Dead-Farbung nicht erfolgen. Dass diese Vergleiche
jedoch notwendig sind, zeigten die bereits dargestellten B. atropheus Ergebnisse sehr
deutlich, wo trotz massiver Abnahme der optischen Dichte die Gesamtzellzahl anndhernd

konstant blieb.
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Abb. 76: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer G. stearo-
thermophilus Kultur; Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des
Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte

Staphylococcus aureus ssp. aureus

S. aureus als weiterer Vertreter der grampositiven Mikroorganismen entspricht in seiner
Empfindlichkeit gegeniiber dem eingesetzten Distickstoffoxid dem Verhalten der anderen
Mikroorganismen in dieser Gruppe (Abb. 77). Ahnlich den B. atropheus Versuchen war
auch hier eine Steigerung der Reduktionsrate in Abhdngigkeit von der Druckhaltezeit zu
erkennen, wobei das Maximum nach einer Druckhaltezeit von 60 min erreicht wurde. Die
anfianglich geringeren Reduktionsraten sind dabei wahrscheinlich auf das Vorhandensein
besonders robuster Zellen oder Zellaggregate zurlickzufiihren; die Ergebnisse der
Live/Dead-Farbung bestétigen dies. Das mikroskopische Bild nach 5 min Druckhaltezeit

weist neben toten FEinzelzellen Zellverbande mit lebenden Zellen auf. Somit ist die
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Diffusion des gelosten Gases in die durch den Zellverband geschiitzten Zellen als der

geschwindigkeitsbestimmende Schritt anzusehen.
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Abb. 77: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer S. aureus Kultur;
Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-
Féarbung; C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-Firbung im Fluoreszenzlicht, Vergroflerung:
1.000-fach

Die Abnahme der optischen Dichte korreliert im Gegensatz zu den mit B. atropheus
erhaltenen Ergebnissen sehr gut mit der Abnahme der Gesamtzellzahl. Aus dem
Stickstoffversuch ist bekannt, dass eine Abnahme der optischen Dichte um ca. 1,25 einer

Zellzahlreduktion von einer Zehnerpotenz entspricht. Eine Reduktion in dieser

GroBenordnung konnte auch mit Distickstoffoxid erreicht werden. Dass trotz der
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wesentlich hoheren Geldstgasmenge kein deutlich hoherer Zerstorungsgrad erreicht wurde,
lasst eine schnelle Riickdiffusion des freigesetzten Gases wihrend der Entspannung

vermuten.

Clostridium sporogenes

C. sporogenes wies als einziger obligat anaerob lebender Keim innerhalb der untersuchten
Gruppe der grampositiven Keime ein deutlich schlechteres Absterbeverhalten auf (Abb.
78). Eine Erhohung der Effektivitdit durch den Austausch von Stickstoff gegen
Distickstoffoxid als Prozessgas war nicht zu erkennen. In beiden Versuchen lag die
erreichte Reduktionsrate bei ca. 90 %. Die mit der Reduktion der Lebendzellzahl
einhergehende Verringerung der optischen Dichte deutet dabei auf ein Zerplatzen der
Zellen hin. Verglichen mit den S. aureus Ergebnissen ist das Ausmal} der Zellschddigung

durch Zerplatzen damit anndhernd gleich groB.
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Abb. 78: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer C. sporogenes
Kultur; Prozessgas: N,0; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des
Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte

Die Wirkung des Distickstoffoxids setzt sich demnach nicht, wie bei aeroben Bakterien zu
beobachten, aus einer physikalischen und einer chemischen Komponente zusammen,
sondern ist nur auf eine rein physikalische Schadigung der Zellwand zuriickzufiihren.

Zum besseren Verstindnis der Schidigungsmechanismen ist ein Vergleich zwischen aerob
und anaerob lebenden Bakterien notwendig. Der wesentlichste Unterschied dieser beiden

Bakteriengruppen liegt in der Art der Energiegewinnung. Obligat aerobe Mikroorganismen

beziehen ihren Energiebedarf ausschlieBlich aus der Atmung, wihrend die anaerob
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lebenden Mikroorganismen ihren Energiebedarf iliber die weniger effiziente Gérung
abdecken. Eine Zwischenform stellt die Gruppe der fakultativ anaeroben Mikroorganismen
dar. Je nach Nahrstoffangebot konnen diese sowohl die Atmung als auch die Gérung zur
Energiegewinnung nutzen. Fiir obligat anaerobe Mikroorganismen ist Sauerstoff toxisch; in
Abgrenzung hierzu ist fiir aerotolerante und mikroaerophile Mikroorganismen eine niedrige
Sauerstoffkonzentration tolerabel bzw. fiir das Wachstum notwendig.

Daraus ergibt sich nicht nur, dass Distickstoffoxid trotz des vorhandenen oxidativen
Potentials keinen toxischen Einfluss auf den obligat anaeroben Keim C. sporogenes ausiibt,
sondern auch, dass fiir den bei aeroben Mikroorganismen beobachteten toxischen Effekt

eine Storung der Zellatmung denkbar ist.

4.3.2.1.2 GRAMNEGATIVE BAKTERIEN

Brevundimonas diminuta

In Anlehnung an die B. atropheus Versuche wurden Untersuchungen an B. diminuta zur
Bestimmung der Robustheit des Verfahrens durchgefiihrt. Auch hier konnte eine gute
Reproduzierbarkeit der Ergebnisse erreicht werden (Abb. 79).

Auffillig war, wie generell bei allen Distickstoffoxid-Versuchen, dass die maximale
Keimzahlreduktion erst zu einem spiteren Zeitpunkt erreicht wird als es mit Stickstoff als
Prozessgas zu beobachten war. Da es trotz der wesentlich diinneren Bakterienhiille zu
dieser zeitlichen Verzogerung kam, ist eine behinderte Diffusion als Ursache
auszuschliefen. Insgesamt war ein vergleichbares Verhalten grampositiver und
gramnegativer Zellen zu beobachten. Sowohl die Zeit bis zum Erreichen der maximalen
Reduktion als auch deren Ausmal3 unterschieden sich nicht wesentlich beim Vergleich der

beiden Gruppen.
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Abb. 79: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei drei verschiedenen
B. diminuta Kulturen; Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse
des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung
mittels Live/Dead-Firbung (Verteilung: X; s< 1,41 %); C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-
Féarbung im Fluoreszenzlicht, Vergroferung: 1.000-fach

Pseudomonas aeruginosa

Die Reduktion vegetativer P. aeruginosa Zellen im Druckwechselprozess mit
Distickstoffoxid verlief identisch mit der von B. diminuta. Die maximale Reduktion wurde
auch hier nach 60 min erreicht, und auch das Ausmal} der Reduktion mit 6 Zehnerpotenzen
ist vergleichbar. Die starke Schidigung der Zellen im Druckwechselprozess verhinderte

eine quantitative Auswertung der Live/Dead-Féarbung (Abb. 80 C). Die in Abb. 80 B
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dargestellte Verteilung gibt daher lediglich den subjektiven Eindruck bei der Betrachtung

des mikroskopischen Prédparates wieder.
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Abb. 80: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer P. aeruginosa
Kultur; Prozessgas: N,0; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je
Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse
des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative Auswertung der Live/Dead-
Fiarbung; C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-Firbung im Fluoreszenzlicht, Vergroflerung:
1.000-fach
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4.3.2.1.3 PILzZE

Aspergillus niger

Aus den bereits genannten Griinden kamen auch bei den Untersuchungen mit
Distickstoffoxid vorgekeimte A. niger Sporensuspensionen zum Einsatz. Die Ergebnisse

entsprachen in ihrer Tendenz denen, die mit Stickstoff als Prozessgas erhalten wurden
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(Abb. 81). Die iiber 8 h angekeimten Sporen wiesen auch hier die hochste Absterberate auf.
Insgesamt war jedoch eine deutlich hohere Keimzahlreduktion zu beobachten. Die Griinde
fiir das ungleiche Verhalten der unterschiedlich lang angekeimten Sporensuspensionen

entsprechen den bereits bei der Bewertung der Stickstoff-Versuche genannten.
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Abb. 81: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei 4. niger Kulturen in
Abhingigkeit von der Inkubationsdauer der Sporensuspensionen; Prozessgas: N,; Druck: 500 bar; RT
(Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siche Anhang); Darstellung der
Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens

Candida albicans

Versuche mit C. albicans ergaben sehr hohe Keimreduktionsraten bei kaum verringerter

optischer Dichte (Abb. 82). Die fast unverdnderte optische Dichte ist ein unerwartetes
Ergebnis, welches auf einen im Vergleich zu den anderen Keimen ausschlielich
chemischen bzw. toxikologischen Abtotungsprozess bei Hefen hindeutet. Das Fehlen der
physikalischen Komponente bei der Inaktivierung der Zellen ldsst sich, wie bereits

beschrieben, mit der wesentlich hoheren mechanischen Festigkeit der Pilzzellwéinde

erkldren.
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Abb. 82: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer C. albicans Kultur;
Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang:
siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplatten-
verfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-
Féarbung; C: mikroskopische Bilder nach Live/Dead-Firbung im Fluoreszenzlicht, Vergroflerung:
1.000-fach

4.3.2.1.4 ZUSAMMENFASSUNG

Die Keimzahlreduktion mittels Distickstoffoxid als Prozessgas fiel bei allen betrachteten
aeroben Bakterien vergleichbar hoch aus. Die etwas geringere Reduktionsrate von
B. pumilus war auf die verkiirzte Prozesszeit zurlickzufiihren. Die Erfahrungen aus den
anderen Versuchen lieBen jedoch eine vergleichbar hohe Reduktionsrate nach einer
Druckhaltezeit von 60 min vermuten. Deutliche Abweichungen waren nur bei

C. sporogenes und A. niger aus den genannten Griinden zu beobachten. Bei allen
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Versuchen war eine zeitabhingige Abtotung festzustellen. Dass diese nicht auf
unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeiten zuriickzufiihren war, konnte durch den
Vergleich grampositiver und gramnegativer Bakterien belegt werden. Eine Bestimmung der
zugrundeliegenden Kinetik, wie sie fiir die Keiminaktivierung mit {iberkritischem
Kohlendioxid beschrieben ist [167], war nicht moglich. Die Ursache hierfiir liegt im
Inaktivierungsprozess begriindet. Dieser setzt sich je nach betrachtetem Keim aus bis zu
zwel Teilprozessen zusammen, der physikalischen Zerstérung durch Zerplatzen und einer
Abtotung durch toxische Effekte des verdichteten Distickstoffoxids. Den toxischen
Effekten konnen wiederum verschiedene Mechanismen, wie die Modifizierung der
Zellmembran, Enzyminaktivierungen oder die Extraktion von Zellbestandteilen
zugrundeliegen. Wie die dargestellten Ergebnisse belegen, variiert sowohl die
physikalische als auch die toxisch/chemische Komponente sehr stark. So war bei
B. atropheus und B. diminuta ein Zerplatzen der Zellen liberhaupt nicht nachweisbar, bei

C. sporogenes hingegen die einzige Ursache fiir die Keimzahlreduktion.
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Abb. 83: Maximal erreichte Keimzahlreduktion in Abhingigkeit von der Art der Mikroorganismen mit
Distickstoffoxid als Prozessgas bei RT und einem Druck von 500 bar

Anhand der vorliegenden Daten war eine Reaktionskinetik 1. Ordnung, wie sie zur
Beschreibung der Keimzahlreduktion bei thermischen Sterilisationsprozessen Anwendung

findet, auszuschlieBBen.

4.3.2.2 ABHANGIGKEIT DES ABTOTUNGSERFOLGES VON DER GELOSTGASMENGE

Die oberhalb des Verfliissigungsdruckes nur noch geringe Zunahme der Gasloslichkeit 1asst
eine ebenfalls geringe Zunahme der Keimzahlreduktion bei Erhhung des Prozessdruckes

erwarten. Zur Erhohung der Wirtschaftlichkeit des Verfahrens wurde dieser
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Zusammenhang mit dem Ziel untersucht, einen Prozessdruck zu definieren, der einerseits
fir eine sichere Keimabtotung erforderlich ist, andererseits aber die notwendige
Distickstoffoxidmenge auf ein Minimum begrenzt. Zu diesem Zweck wurden Versuche bei
200, 300, 400 und 500 bar durchgefiihrt. Wie aus Abb. 84 ersichtlich ist, ist der
Behandlungserfolg mit Distickstoffoxid innerhalb der untersuchten Druckspanne kaum

vom eingesetzten Druck abhingig.
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Abb. 84: Keimzahlreduktion verschiedener B. atropheus Kulturen in Abhéingigkeit vom verwendeten
Druck; Prozessgas: N,O; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siehe
Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens
und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-Firbung

Eine Beschleunigung der Inaktivierung und damit verbunden eine mogliche Verkiirzung

der erforderlichen Druckhaltezeit konnte mit einer Erhohung des Prozessdruckes ebenfalls
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nicht erzielt werden. Dies deutet wiederum auf einen chemischen bzw. toxikologischen
Abtotungsmechanismus hin, der in den betrachteten Grenzen nicht von der Konzentration
des gelosten Gases abhingig ist.

Fiir einen spdteren Routinebetrieb ist diese Erkenntnis von besonderer Bedeutung, weil
nicht nur die Kosten fiir den Anlagenbau erheblich reduziert werden kdnnen, sondern sich
auch die pro Volumeneinheit Sterilisationsgut benotigte Menge Distickstoffoxid verringert.
Zudem ist die Verminderung des Wérmeeintrags als Folge eines verringerten Gaseintrags

bei einer nicht-thermischen Prozessfithrung positiv zu bewerten.

4.3.2.3 TEMPERATURABHANGIGKEIT DES ABTOTUNGSERFOLGES

Mit dem Prozessgas Distickstoffoxid wurden im Vergleich zu Stickstoff lediglich die
Temperaturen 25 und 40°C untersucht. Aufgrund der eingeschrinkten apparativen
Moglichkeiten am Parr-Autoklav war eine Versuchsfiihrung bei 10°C leider nicht moglich.
Des Weiteren ist zu beriicksichtigen, dass bei einer Prozesstemperatur von 40°C die
kritische Temperatur von Distickstoffoxid {iiberschritten wird und das Gas somit in
iiberkritischem Zustand als Fluid zur Anwendung kam.

Durch die Erhohung der Prozesstemperatur auf 40°C und einer Druckhaltezeit von 120 min
war erstmals die Sterilisation einer B. atropheus Probe moglich (Abb. 85). Im Gegensatz zu
den mit Stickstoff erhaltenen Ergebnissen fdllt hier besonders der deutlich
wirkungsverstdrkende Effekt der erhohten Temperatur auf. Dariiber hinaus war bei einer
Prozesstemperatur von 40°C im Gegensatz zu den bei Raumtemperatur durchgefiihrten
Versuchen eine deutliche Zellzahlreduktion zu beobachten. Die Abnahme der optischen
Dichte und die Ergebnisse aus der Live/Dead-Farbung belegen dies. Die Wirkungs-
verstirkung setzt sich somit aus einer Verstirkung der beiden bereits diskutierten
Teilprozesse, Zerplatzen und toxischer Effekt, zusammen.

Ob diese moderate Temperaturerhohung auch beziiglich der Wirkstoffstabilitdt vertretbar
ist, wurde in gesonderten Stabilitdtsuntersuchungen an verschiedenen Modellarzneistoffen
getestet (Kap. 5). Hinsichtlich der Prozessfithrung wire eine Prozesstemperatur von 40°C
wiinschenswert, da einerseits die eingebrachte Kompressionswéarme nicht abgefiihrt werden
miisste und sich andererseits durch den tberkritischen Zustand des Gases die fiir einen

Druck von 500 bar notwendige Gasmenge reduzieren wiirde.
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Abb. 85: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer B. atropheus Kultur
in Abhingigkeit von der Temperatur; Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und
Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: sieche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion
anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte (* keine lebensfihigen
Mikroorganismen detektierbar); B: qualitative und quantitative Auswertung der Live/Dead-Firbung

Im Gegensatz zu den mit B. atropheus erhaltenen Daten konnte bei der Behandlung der
B. diminuta Kultur unter Erhohung der Prozesstemperatur keine Verbesserung des
Absterbeverhaltens erzielt werden (Abb. 86). Die bei 40°C erhaltenen Reduktionsraten
blieben sogar knapp unterhalb des bei Raumtemperatur erreichten Wertes, was, wie bereits
diskutiert, auf eine Fluidisierung der Zellmembran zurlickzufithren sein konnte. In

nachfolgenden Untersuchungen miisste gekldrt werden, ob eine Temperaturerniedrigung

die Reduktionsrate in dem Male erh6hen kann, wie es fiir eine sichere Sterilisation
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erforderlich wiére. Die mit Stickstoff bei 10°C durchgefiihrten Versuche lassen dies

vermuten.
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Abb. 86: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei einer B. diminuta Kultur
in Abhingigkeit von der Temperatur; Prozessgas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und
Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: sieche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion
anhand der Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und
quantitative Auswertung der Live/Dead-Farbung

4.3.2.4 EINFLUSS DER AUSGANGSKEIMZAHL

Die im Rahmen der Untersuchungen zum FEinfluss der Art der Mikroorganismen
erhaltenen, mit ca. 10° KBE/ml relativ konstanten, Restkeimzahlen, lielen einen
systematischen Fehler im Versuchsaufbau vermuten. Ausgehend von einer Startkeimzahl

von 10° KBE/ml wiirden 0,7 ul unbehandelte Keimsuspension geniigen, um in 70 ml
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keimfreiem Medium (iibliche Probenahmemenge) eine Konzentration von 10° KBE/ml zu
erzeugen. Bei einer verminderten Startkeimzahl von 10° KBE/ml wire eine
Restkontamination von 1 KBE/ml die Folge. Ausgehend von diesen Uberlegungen wurden
Druckwechselversuche an Kulturen mit einer Startkeimzahl von 10° KBE/ml bzw.
10° KBE/ml durchgefiihrt. Die Ergebnisse der B. atropheus Kulturen sind in Abb. 87
dargestellt. Uberraschend war, dass beide Kulturen eine anniihernd gleiche Restverkeimung
aufwiesen. Die Eingangs dargestellten Uberlegungen konnten daher nicht bestitigt werden
und eine Kontamination durch im Druckwechselprozess nicht erfasste Keimsuspension
infolge baulicher Unzuldnglichkeiten ausgeschlossen werden. Auch ein konstanter Anteil
an resistenten Keimen gegeniiber dem Druckwechselverfahren in der Gesamtpopulation

kann die erhaltenen Ergebnisse nicht erkliren.
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Abb. 87: Keimzahlreduktion von B. atropheus Kulturen in Abhiingigkeit von der Zelldichte; Prozess-
gas: N,O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: siehe
Anhang)

Die Wiederholung der Versuche mit B. diminuta ergab ein vollig anderes Bild. Nach einer
Druckhaltezeit von 60 min konnten bei der verdiinnten Probe keine lebensfahigen Keime
mehr nachgewiesen werden. Die Tatsache, dass bei den bisherigen Versuchen die
Sensitivitit der B. atropheus Zellen gegenliber dem Druckwechselverfahren hoher war als
die der B. diminuta Zellen, erschwert die Interpretation der Ergebnisse. Eine Erhéhung der

Anzahl an Versuchswiederholungen zur Bewertung der Robustheit des Verfahrens ist daher

unumgénglich.
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Abb. 88: Keimzahlreduktion von B. diminuta Kulturen in Abhéingigkeit von der Zelldichte (* keine
lebensfihigen Mikroorganismen nachweisbar); Prozessgas: N,0O; Druck: 500 bar; RT (Druckverlust
und Temperaturverlauf je Entspannungsvorgang: sieche Anhang)

4.3.3 PROZESSGAS STICKSTOFF/DISTICKSTOFFMONOXID

Im Hinblick auf eine spitere Kostenoptimierung des Druckwechselverfahrens wurde die
Einsatzmdglichkeit eines bindren Gasgemisches untersucht. Dazu wurde im Parr-Autoklav
zundchst durch Einleitung von Distickstoffoxid ein Druck von 50 bar erzeugt und im
Anschluss daran dieser mit Stickstoff auf 500 bar erhoht. Da bei diesem
Mischungsverhéltnis nur eine einmalige Entnahme moglich war und beide Gase ein
gegensitzliches Verhalten beim Einfluss der Druckhaltezeit aufwiesen, wurde die Probe
nach einer Druckhaltezeit von 60 min entspannt. Ziel dieses Versuches war es, die guten
Losungseigenschaften des kostenintensiveren Distickstoffoxids mit dem durch die
schlechte Loslichkeit bedingten schnellen Druckaufbau des preisgiinstigen Stickstoffs zu
kombinieren.

Zur Abschitzung der Effektivitit des eingesetzten Gasgemisches wurde zunidchst die
Keimabtotung in reiner Distickstoffoxidatmosphére bei 50 bar und den bisher verwendeten
Druckhaltezeiten untersucht. Der Vergleich mit reinem Stickstoff als Prozessgas erfolgte
anhand der bereits dargestellten Versuche. Im Ergebnis erwies sich das Gasgemisch bei
B. atropheus hinsichtlich der erzielten Reduktionsrate iiberraschenderweise als deutlich
schlechter gegeniiber den mit reinem Distickstoffoxid bei 50 bar erzielten Werten (Abb.
89). Auch im Vergleich mit reinem Stickstoff war das Gasgemisch weniger effektiv. Die

Ursache fiir dieses unerwartete Ergebnis konnte nicht geklart werden.
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Abb. 89: : Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei B. atropheus Kulturen
in Abhéngigkeit von der Zusammensetzung des Prozessgases; RT (Druckverlust und Temperatur-
verlauf je Entspannungsvorgang: siche Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der
Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative
Auswertung der Live/Dead-Firbung; Die umrahmten Daten heben die fiir den Vergleich der
verschiedenen Gase verwendeten Ergebnisse hervor.

Entgegen den Ergebnissen mit B. atropheus war bei den B. diminuta Versuchen ein
deutlicher Synergismus beim verwendeten Gasgemisch zu erkennen (Abb. 90). Die
Auswertung der Live/Dead-Féarbung ergab fiir das Gasgemisch einen deutlich stirkeren
toxischen FEinfluss als es bei den Reinsubstanzen der Fall war. Aufgrund der
widerspriichlichen Ergebnisse kann auf Basis der dargestellten Datenlage keine
abschlieende Bewertung erfolgen. Zur Absicherung der Ergebnisse sind weitere

Untersuchungen notwendig. Auch sollte der Einsatz alternativer Gasgemische gepriift
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werden. So ist aus der Literatur bekannt, dass Helium die Wirksamkeit von

Distickstoffoxid erhoht [174].
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Abb. 90: Durch das Druckwechselverfahren erreichte Keimzahlreduktion bei B. diminuta Kulturen in
Abhingigkeit von der Zusammensetzung des Prozessgases; RT (Druckverlust und Temperaturverlauf
je Entspannungsvorgang: siehe Anhang); A: Darstellung der Keimzahlreduktion anhand der
Ergebnisse des Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B: qualitative und quantitative
Auswertung der Live/Dead-Firbung; Die umrahmten Daten heben die fiir den Vergleich der
verschiedenen Gase verwendeten Ergebnisse hervor.

4.3.4 REM-UNTERSUCHUNGEN DRUCKWECHSELBEHANDELTER MIKROORGANISMEN

Fir die rasterelektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden 1 bzw. 2 ml der
jeweiligen druckwechselbehandelten Probe entnommen, in 10 ml isotoner Kochsalzlosung

dispergiert und durch einen Nucleopore®-Filter mit einer nominalen Porenweite von
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0,22 um filtriert. Im Anschluss erfolgte nach Trocknung der Proben die Graphit-

Bedampfung im Hochvakuum.

4.3.4.1 BACILLUS ATROPHEUS

Die rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigten sehr deutlich, dass es durch die
Druckwechselbehandlung mit Stickstoff zu einer Zerstorung der Bakterienhiille kam. Im
Vergleich zur unbehandelten Probe waren nach der Entspannung viele leere Hiillen (Abb.

91 C, weille Pfeile) bzw. Teile davon im mikroskopischen Bild erkennbar.

Mag» 1248 K X

Date 1 Nov 2006
LEO 1525

Abb. 91: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von B. atropheus; A: unbehandelte Probe;
B und C: nach dem Druckwechselverfahren mit N, bei 500 bar, 30 min, log N/N, = 0,39; D und E: nach
dem Druckwechselverfahren mit N,O bei 500 bar, 30 min, log N/N, = 3,16
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Die duBlerlich noch intakten Zellen wiesen keine Verdnderungen gegeniiber den Zellen der
unbehandelten Probe auf. Anders stellte sich das Bild nach der Druckwechselbehandlung
mit Distickstoffoxid dar. Hier waren, entsprechend den bereits dargestellten Ergebnissen
mit Distickstoffoxid, keine leeren Hiillen zu erkennen. Jedoch wiesen die in ihrer Form
intakten Zellen deutliche Ablagerungen auf. Als Ursache hierfiir sind ausgetretene
Zellbestandteile oder durch das Gas extrahierte Zellwand- oder Zellmembranbestanteile

denkbar.
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4.3.4.2 BREVUNDIMONAS DIMINUTA

Ein &dhnliches Bild ergab sich auch fiir die B. diminuta Zellen, wie die folgenden
Aufnahmen zeigen (Abb. 92). Die sich in der unbehandelten Probe noch vom Filter
abhebenden Zellen stellten nach der Druckwechselbehandlung mit Stickstoff nur noch eine

flache Schicht auf dem Filter dar (Abb. 92 B und C).

Mag = 1117 KX Date 1 Nov 2008
LEO 1525

Mag = 20.00 K X

Date 1 Nov 2008
LEO 1525

Abb. 92: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von B. diminuta; A: unbehandelte Probe; B und
C: nach dem Druckwechselverfahren mit N, bei 500 bar, 30 min, log N/Ny = 1,23; D und E: nach dem
Druckwechselverfahren mit N,O bei 500 bar, 30 min, log N/N, = 2,70;

Dariiber hinaus entsteht der Eindruck, als wiren Zellbestandteile iiber die gesamte Fliache
verteilt gewesen. Besonders deutlich war dieser Effekt bei den mit Distickstoffoxid

behandelten Proben in Form von volumindsen Gebilden zu erkennen (Abb. 92 D und E).
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Des Weiteren wiesen die mit Distickstoffoxid behandelten Proben deutlich erkennbare helle
Zonen auf, die eventuell auf zerstorte innere Zellstrukturen hinweisen. Auch ist eine

partielle Ablosung der Zellmembran von der Zellwand denkbar.

4.3.4.3 CANDIDA ALBICANS

Die in den rasterelektronenmikroskopischen Aufnahmen abgebildeten Zellen wiesen die fiir
Hefen typischen Knospungsnarben auf. Dariiber hinaus war bei einigen Zellen von

C. albicans eine Schutzhiille unbekannter Herkunft zu erkennen (Abb. 93).

s
Date :21 Feb 2007 2um T 00 kV s ag® 284KX Date :21 Feb 2007
LEO 1525 WD = 4 LEO 1525

Date 21 Feb 2007 2um T 00 kV ens ag® 754KX Date :21 Feb 2007
u WD = It

EO 1525 EO 1525

Abb. 93: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen von C. albicans; A: unbehandelte Probe; B und
C: nach dem Druckwechselverfahren mit N, bei 500 bar, 30 min, log N/Ny = 0,02; D und E: nach dem
Druckwechselverfahren mit N,O bei 500 bar, 30 min, log N/N, = 1,75
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Diese Ablagerungen konnten ein Grund fiir die schlechten Reduktionsergebnisse bei der
Stickstoffbehandlung sein, da auch die mit Stickstoff druckwechselautoklavierten Zellen in
vielen Féllen noch diese Hiille aufweisen (Abb. 93 B). Interessant ist, dass die Zellen,
besonders nach der Distickstoffoxid-Behandlung, wie zusammengeschweiflt erscheinen
(Abb. 93 D und E). Eventuell kommt es aufgrund dieser Zusammenlagerung zu einem
gegenseitigen Schutzeffekt der Zellen. Aber auch hier ist, wie bei den anderen Proben
bereits beobachtet, ein teilweises Austreten von Zellinhalt zu erkennen. Die besonders
deutlich nach der Distickstoffoxid-Behandlung auftretenden UnregelméBigkeiten in der
Zelloberfliche und die insgesamt stirkere Konturierung der Zellen wurde bereits bei

Kohlendioxidversuchen an S. cerevisiae beobachtet [121].

4.3.4.4 REINES NAHRMEDIUM

Zur Abklidrung der Ablagerungen auf den Zelloberflichen wurde reines Ndhrmedium
ebenfalls dem Druckwechselprozess mit Stickstoff und Distickstoffoxid unterworfen.
Jedoch konnten nur sehr vereinzelt dhnliche Strukturen wie auf den Mikroorganismenzellen

beobachtet werden. Somit stellen die Ablagerungen keine infolge des Druckwechsel-

prozesses ausgefallenen Bestandteile des Nahrmediums dar (Abb. 94).

Abb. 94: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen des reinen Nihrmediums; A: unbehandelte
Probe; B: nach dem Druckwechselverfahren mit N, bei 500 bar, 30 min; C: nach dem Druckwechsel-
verfahren mit N,O bei 500 bar, 30 min

4.3.5 DSC-UNTERSUCHUNGEN DRUCKWECHSELBEHANDELTER MIKROORGANISMEN

In Ergdnzung zu den bereits in Kap. 2.3.3 dargestellten DSC-Untersuchungen an
unbehandelten Mikroorganismenkulturen, wurde der Einfluss des Druckwechselverfahrens
auf die Denaturierungstemperaturen der 70-S Ribosomen und deren Untereinheiten bei
B. diminuta untersucht. Die Flissigkulturen wurden dafiir dem Druckwechselverfahren bei
500 bar und Raumtemperatur unterworfen. Als Prozessgase kamen Stickstoff und
Distickstoffoxid zum Einsatz. Die Probenahmen erfolgten, wie bei den vorangegangen
Versuchen, direkt vor der Druckbeaufschlagung sowie nach 5, 30, 60 und 120 min

Druckhaltezeit. Wie bereits in fritheren Versuchen beobachtet, fithrte die Verwendung von
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Stickstoff als Prozessgas im Vergleich zu Distickstoffoxid zu einer deutlich geringeren
Keimabtotung. Die Bestimmung der Lebendkeimzahlen ergab im Mittel eine Verringerung
um eine Zehnerpotenz wihrend die Keimbelastung durch Distickstoffoxid-Behandlung um

ca. flinf Zehnerpotenzen gesenkt werden konnte (Abb. 95 A).
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Abb. 95: Ergebnisse der DSC-Untersuchungen an druckwechselbehandelten B. diminuta Kulturen
(Druck: 500 bar, RT); A: Darstellung der erreichten Keimzahlreduktion anhand der Ergebnisse des
Spatelplattenverfahrens und der optischen Dichte; B, C: DSC-Thermogramme; Aufheizrate: 10°C/min
Die Auswertung der in Abb. 95 B und C dargestellten Thermogramme ergab fiir die mit
Stickstoff druckwechselautoklavierte B. diminuta Kultur keine Verdnderung der
Denaturierungstemperatur fiir die 70-S Ribosomen bzw. deren 50-S Untereinheit (Peak™*).
Jedoch war eine Verringerung und im weiteren Versuchsverlauf eine vollstindige
Elimination des Denaturierungspeaks der 30-S Untereinheit (Peak™) zu beobachten.
Ursache dafiir kann eine Denaturierung der 30-S Untereinheit bereits wéhrend des
Druckwechselverfahrens infolge der Druck- und Gaseinwirkung sein. Weiterhin ist eine
Separierung der 30-S Untereinheit wihrend der Probenpriparation denkbar, da 90 % der
Zellen zerplatzten und somit der Zellinhalt einschlieflich der darin befindlichen Ribosomen
an das umgebende Medium abgegeben wurde. Da die fiir die Probenpréparation gewéhlten

Bedingungen fiir eine Sedimentation der Ribosomen nicht ausreichten, kdnnten diese
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Ribosomen mit dem Uberstand verworfen worden sein. Dagegen spricht jedoch das
Vorhandensein des Denaturierungspeaks fiir die 70-S Ribosomen, weil diese ebenfalls beim
Zerplatzen an das umliegende Medium abgegeben worden und auch fiir deren
Sedimentation die Bedingungen nicht ausreichend gewesen wiren. Somit ist eine
Denaturierung der 30-S Untereinheiten wahrscheinlicher als deren Nichterfassung durch
eine unzureichende Trennung wéhrend der Probenaufbereitung. Dariiber hinaus war keine
weitere Verdnderung der Thermogramme im Temperaturbereich von 40-80°C erkennbar.
Es ist jedoch festzustellen, dass die Thermogramme der 120 min-Proben einen deutlichen
Peak im Bereich von 95-100°C aufwiesen, welcher bei den unbehandelten Proben bzw. den
Proben mit geringerer Kontaktzeit nicht vorhanden war. Hierfiir kann eine Verringerung
der Denaturierungstemperatur der zelluliren DNA bzw. eine zu geringeren Temperaturen
hin verschobene, thermische Zersetzung verschiedener Zellwandbestandteile ursdchlich
sein.Die Thermogramme der mit Distickstoffoxid behandelten Proben wiesen ebenfalls eine
Verringerung bzw. bei fortschreitender Druckhaltezeit die vollstindige Elimination des
30-S Denaturierungspeaks auf. Dariiber hinaus kam es bereits nach einer Prozesszeit von
5 min zu einer Verschiebung der Denaturierungstemperaturen zu hoheren Werten. Die in
Tab. 16 und 17 dargestellten Onset-Temperaturen in Abhéngigkeit von der Druckhaltezeit
verdeutlichen dies.

Tab. 16: Onset-Temperaturen der betrachteten Phaseniiberginge bei Verwendung von Stickstoff als
Prozessgas fiir das Druckwechselverfahren

Peak * 0-Probe (a) 5 min (b) 30 min (c) 60 min (d) 120 min (e)
Probe 1 55,84 55,68 - - -
Probe 2 55,77 55,63 - - -
Probe 3 54,40 59,56 56,07 55,39 -

X 55,34 56,96 - - -

s 0,81 2,25 - - -

Srel 1,47 3,96 - - -
Peak ** 0-Probe (a) 5 min (b) 30 min (c) 60 min (d) 120 min (e)
Probe 1 60,71 60,02 56,15 63,63 62,78
Probe 2 61,60 59,88 59,92 58,07 60,31
Probe 3 60,70 59,56 60,52 60,67 58,01

X 61,00 59,82 58,86 60,79 60,37
s 0,52 0,24 2,37 2,78 2,39
Srel 0,85 0,39 4,02 4,58 3,95

Unter dem Einfluss von Distickstoffoxid war somit neben der Denaturierung der 30-S
Untereinheiten auch eine Verdnderung der iibrigen ribosomalen Proteine zu verzeichnen.

Eine druckinduzierte Verdnderung der quartiren Proteinstruktur, wie vielfach beschrieben
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[176, 177], konnte dabei jedoch ausgeschlossen werden, da die stickstoffbehandelten

Proben dieses Verhalten bei gleichem Prozessdruck nicht aufwiesen.

Tab. 17: Onset-Temperaturen der betrachteten Phaseniiberginge bei Verwendung von Distickstoffoxid
als Prozessgas fiir das Druckwechselverfahren

Peak * 0-Probe (a) 5 min (b) 30 min (c) 60 min (d) 120 min (e)
Probe 1 53,77 61,64 - - -
Probe 2 54,84 60,81 61,23 - -
Probe 3 51,02 62,41 - - -
X 53,21 61,62 - - -
1,97 0,80 - - -

Srel 3,70 1,30 - - -
Peak ** 0-Probe (a) 5 min (b) 30 min (c) 60 min (d) 120 min (e)
Probe 1 60,74 64,13 62,90 62,90 63,45
Probe 2 61,04 63,91 63,84 62,33 62,24
Probe 3 59,57 64,58 62,70 63,48 62,46

X 60,45 64,21 63,15 62,90 62,72
0,78 0,34 0,61 0,58 0,64
Srel 1,28 0,53 0,96 0,91 1,03

Trotz des zeitlich versetzten Anstiegs der Denaturierungstemperaturen nach 5 min (Abb.
96) und der Zellinaktivierung nach 30 min (Abb. 95 A) unter Verwendung von
Distickstoffoxid als Prozessgas 1st ein direkter Zusammenhang dieser beiden
Beobachtungen denkbar. Es wird angenommen, dass sich der Einfluss einer gestorten
Proteinbiosynthese auf die Lebensfahigkeit der Bakterienzellen erst mit einer zeitlichen
Verzogerung in Form des Zelltods manifestiert. Dabei ist das zeitliche Ausmal3 dieser
Verzogerung von verschiedenen noch unbekannten &duBleren und inneren Faktoren
abhingig. Ein Beleg dafiir ist auch die je nach Mikroorganismenspezies unterschiedlich
lange Druckhaltezeit bis zum Erreichen der maximalen Reduktionsrate trotz gleicher

Losungsgeschwindigkeiten (vgl. Kap. 4.3.2)
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Abb. 96: Darstellung der Onset-Temperaturen in Abhingigkeit von der Druckhaltezeit; A: unter
Verwendung von N, als Prozessgas; B: unter Verwendung von N,O als Prozessgas (X =s; n=3)
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In Erginzung zu den hier dargestellten Ergebnissen konnte Spilimbergo et al. bei
Druckversuchen mit Kohlendioxid eine druckabhingige Schmelzpunktdepression
verschiedener Lipide (Tristearin, Phosphatidylcholin) nachweisen [178]. Diese Ergebnisse
lassen ein dhnliches Verhalten der membranir vorhandenen Phospholipide erwarten und
unterstiitzen die Annahme, dass mit der Druckwechselbehandlung eine Fluidisierung der

Bakterienmembranen stattfindet.
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5 WIRKSTOFFSTABILITAT

5.1 EINLEITUNG

Anhand von Stabilitdtsuntersuchungen mit verschiedenen hydrolyse-, oxidations- bzw.
druckempfindlichen Modellarzneistoffen sollte der Einfluss des Druckwechselverfahrens
auf zu entkeimende Arzneistofflésungen untersucht werden. Aus verfahrenstechnischer
Sicht war dariiber hinaus die Kldrung der Frage — ob die durch den Gaseintrag zugefiihrte
Wirme im System verbleiben kann, oder eine Abfiihrung dieser Warme aus dem System
aus Stabilitdtsgriinden zwingend notwendig ist — von besonderem Interesse. Auf den
Ergebnissen der Kurzzeitstabilititen aufbauend sollte aulerdem anhand von Probechargen
eines Arzneimittels, welche mit dem Druckwechselverfahren behandelt worden sind, die
Langzeitstabilitit nachgewiesen werden.

Als Modellsubstanzen wurden thermolabile Wirkstoffe gewéhlt, die hauptsdchlich in Form
von sterilen Losungen als Augentropfen bzw. als Injektions- oder Infusionslosung
therapeutische Anwendung finden. Mit Ausnahme des Humaninsulins handelte es sich
dabei um Verbindungen mit einzelnen tiberschaubaren funktionellen Gruppen, die fiir die in
Betracht kommenden chemischen Reaktionen, Hydrolyse und Oxidation, pradestiniert sind
(L-Epinephrin, D-Penicillamin, Physostigmin und Paraoxon).

Parallel zu den Druckwechselversuchen wurden die betrachteten Arzneistoffzubereitungen
einer Sterilisation mit den konventionellen Sterilisationsmethoden des Arzneibuches
(Hitzesterilisation mit gespanntem Wasserdampf, Filtration durch bakterienzuriickhaltende
Filter) unterworfen. Die erhaltenen Ergebnisse dienten mit als Bewertungsgrundlage fiir die

Effizienz des Druckwechselverfahrens.

5.1.1 L-EPINEPHRIN (ADRENALIN)

L-Epinephrin ist ein korpereigener Neurotransmitter des vegetativen Nervensystems. Als
Sympathomimetikum findet es wunter anderem Anwendung zur Behandlung
anaphylaktischer Schockzustinde, zur Akuttherapie des Asthma bronchiale und als
Notfallmedikament bei akutem Herzstillstand [179]. Die {ibliche Konzentration wéssriger
L-Epinephrin-Zubereitungen liegt zwischen 1 und 10 mg/ml [180]. Die freie Base ist ein
weilles bis schwach braunlich-weilles, kristallines Pulver von bitterem Geschmack und
ohne Geruch. Die Substanz ist trotz der vier hydrophilen funktionellen Gruppen (Abb. 97)
in Wasser nahezu unldslich. Im festen und gelosten Zustand ist die freie Base instabil.

L-Epinephrin-Lésungen werden durch Licht, Luftsauerstoff und andere Oxidationsmittel
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zersetzt. Abbaureaktionen und Racemisierung sind pH- und temperaturabhidngig. Das
Stabilitdtsoptimum liegt zwischen pH 3,0 und pH 3,8; wissrige Losungen ab pH 5,5 sind
instabil [180]. Die Stabilisierung wéssriger L-Epinephrin-Zubereitungen erfolgt
iiblicherweise durch einen 0,1 %igen Natriumdisulfit-Zusatz (Antioxidans). Aufgrund der
bereits genannten schlechten Losungseigenschaften der freien L-Epinephrin-Base findet nur

das Salz therapeutische Anwendung (Hydrochlorid, Hydrogentartrat).

OH
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HO
CH,

HO
M; 183,2

Abb. 97: Strukturformel von L-Epinephrin

Die Strukturen der meisten Abbauprodukte des L-Epinephrins sind bekannt. Das
oxidationsempfindliche Brenzkatechinderivat wird in wissriger neutraler oder alkalischer
Losung in der Warme unter Rotfarbung iiber die Adrenochrom-Oxidation zu Adrenochrom
(Abb. 98), Oxadrenochrom und Adrenolutin abgebaut. Tageslicht und Schwermetalle
beschleunigen die Reaktion [181].

OH
~
CH3 0X.
—_—
HO o) N\
CH;

Abb. 98: Adrenochrombildung

Aus den Oxidationsprodukten des L-Epinephrins koénnen zudem polymere Strukturen
entstehen, die als Epinephrin-Schwarz bezeichnet werden. Als Syntheseverunreinigung
kann Adrenalon auftreten [182].

Die Lagerfahigkeit von L-Epinephrin-Losungen ist stark vom Behéltnis abhéngig;
Kunststoffe sind geeigneter als Braunglas. L-Epinephrin-Zubereitungen sind lichtgeschiitzt
in evakuierten oder luftdicht verschlossenen oder in mit indifferentem Schutzgas gefiillten
GefdBen aufzubewahren. Die Sterilisation erfolgt iiblicherweise im Endbehéltnis mit
gesdttigtem, gespannten Wasserdampf bei 121°C, 2 bar und einer Einwirkzeit von 15 min
[181].
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5.1.2 D-PENICILLAMIN

D-Penicillamin (Abb. 99) ist eine nicht-proteinogene a-Aminosdure und als Abbauprodukt
des Penicillins bereits lange bekannt. Urspriinglich diente die Substanz als Antidot bei
Schwermetallvergiftungen (Chelatbildung). Therapeutisch wird sie des Weiteren bei
Morbus Wilson (Kupferspeicherkrankheit) eingesetzt. Die spiter entdeckte inaktivierende
Wirkung auf verschiedene Rheumafaktoren (Makroglobuline) und die Hemmung der
Bindegewebsproliferation fiihrten zur Anwendung bei rheumatoider Arthritis. Aufgrund
zum Teil schwerer Nebenwirkungen (Nierenschidden, Verdnderung des Blutbildes) besitzt
die Substanz allerdings nur noch als Reservestoff Bedeutung [183]. Ein neues
Therapiegebiet konnte die Behandlung der neurodegenerativen Krankheiten Alzheimer und
Parkinson sein. Es ist bekannt, dass Schwermetall-lonen bei diesen Erkrankungen
maligeblich am Krankheitsverlauf beteiligt sind. Gelingt es, durch entsprechende
Formulierungen (z.B. Nanopartikel) die Blut-Hirn-Schranke zu iiberwinden, konnte
D-Penicillamin die Konzentration der Schwermetall-lonen im Gehirn senken und dadurch
den Krankheitsverlauf verlangsamen [184].

Die Reinsubstanz ist ein weilles bis fast weilles, kristallines, leicht wasserlosliches Pulver.
Sie besitzt einen fiir schwefelhaltige Aminosduren typischen Eigengeruch und schmeckt
leicht bitter. In kristalliner Form und in Losungen niedriger pH-Werte (pH 2-4) ist

D-Penicillamin stabiler als in Losungen hoherer pH-Werte.

CH; NH,
HS COOH
CH; H

M, 149,2

Abb. 99: Strukturformel von D-Penicillamin

Durch ldngere Einwirkung von Luftsauerstoff oder bei Kontakt mit schwachen
Oxidationsmitteln wird D-Penicillamin oxidativ durch Bildung eines Disulfids abgebaut
(Abb. 100) [185]. Penicillamindisulfid ist ebenfalls eine weille Substanz. Die Bildung des

Disulfids tritt auch wihrend der Verarbeitung der Substanz auf. Die Lagerung muss

luftdicht erfolgen.
CH; NH, H CH; CH; NH,
HS—H7COOH . Hooc—Hfs—s—chom{
CH; H NH, CH; CH; H

Abb. 100: Dimerisierung von D-Penicillamin




5. Kapitel — Wirkstoffstabilitdt 157

Als Sterilisationsmethode fiir wissrige D-Penicillamin-Losungen wird die Sterilfiltration
durch bakterienzuriickhaltende Filter mit einer nominalen Porenweite von 0,22 um

empfohlen [181].

5.1.3 PHYSOSTIGMIN (ESERIN)

Physostigmin (Abb. 101) ist das Hauptalkaloid der Kalabarbohne. Durch kompetitive
Hemmung der Acetylcholinesterase verhindert es den Abbau des Neurotransmitters
Acetylcholin und wirkt dadurch indirekt parasympathomimetisch. Der damit einhergehende
pharmakodynamische Effekt der Miosis wurde in der Vergangenheit in der Glaukom-
Therapie genutzt. Heute besitzt Physostigmin nur noch als Antidot bei Vergiftungen mit
Parasympatholytika (m-Cholinozeptor-Antagonisten), wie z.B. Atropin, Bedeutung.

M; 275,4

Abb. 101: Strukturformel von Physostigmin

Physostigmin ist ein weiles, geruchloses, kristallines, in Wasser schwer 16sliches Pulver.
Bei Erwdrmung, Licht- und/oder Lufteinwirkung und Kontakt mit Metall tritt Rotfarbung
auf. Der Carbaminsdureester zersetzt sich temperaturabhdngig in basischem Milieu
hydrolytisch und oxidativ. Die Hydrolyse von Physostigmin unter Abspaltung von
Methylamin und Kohlendioxid ergibt Eserolin, welches leicht zum rot gefarbten Rubreserin
oxidiert wird. Weitere Zersetzung fiihrt zu Eserinblau und Eserinbraun. Physostigmin soll
in gut gefiillten, dicht verschlossenen, vor Licht geschiitzten Glasbehéltnissen aufbewahrt
werden. Fiir die Sterilisation wissriger Physostigmin-Losungen empfiehlt das DAC/NRF
2004 die Sterilfiltration in sterile Endbehéltnisse.

5.1.4 PARAOXON

Paraoxon (Abb. 102) gehort zur Gruppe der Organophosphate. Als irreversibler
Cholinesterasechemmer (Phosphorylierung des esteratischen Zentrums) wurde Paraoxon in
der Vergangenheit als Miotikum zur Glaukom-Therapie eingesetzt, besitzt aber aufgrund

des hohen toxischen Potentials heute keine Bedeutung mehr.
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Abb. 102: Strukturformel von Paraoxon

Die Reinsubstanz ist eine gelbe, 6lige Fliissigkeit von schwachem Geruch [181]. Die
Substanz ist in Wasser sehr schwer 16slich. Bei wéssrigen Paraoxon-Losungen mit einem
pH-Wert > 7 kommt es verstirkt zur Hydrolyse des Phosphorsdureesters; priméire
Abbauprodukte sind p-Nitrophenol und Diethylphosphat [186]. Als Sterilisationsmethoden
kommen aufgrund der genannten Hydrolyseempfindlichkeit nur die Sterilfiltration oder die

aseptische Herstellung in Betracht.

5.1.5 HUMANINSULIN

Humaninsulin ist ein Polypeptid aus 51 Aminosduren. Es besteht aus zwei Strdngen, der
aus 21 Aminosduren bestehenden A-Kette und der aus 30 Aminosduren gebildeten B-Kette.
Beide Ketten sind {liber zwei interchenare Disulfid-Briicken miteinander verkniipft (Abb.
103). Eine dritte Disulfid-Briicke ist innerhalb der A-Kette lokalisiert. Die Sekundérstruktur
der A-Kette weist zwei a-Helices und die der B-Kette zwei antiparallele B-Stinge und eine
a-Helix auf. Eine Spaltung der Disulfid-Briicken durch Oxidation, Reduktion oder
Sulfitolyse fiihrt aufgrund der damit einhergehenden Verdnderung der Tertidrstruktur des
Proteins zu einem Verlust der biologischen Aktivitdt. Auch die Einwirkung von Hitze,
Druck oder Alkalihydroxiden kann zu einer Entfaltung oder Missfaltung (Denaturierung)
des Proteins fithren. Ursache hierfiir ist der geringe energetische Unterschied zwischen
nativ gefalteter und entfalteter Form, resultierend aus nicht-kovalenten Wechselwirkungen.
Die Folgen sind Aktivititsverlust und die Gefahr einer Aggregation, welche zu amyloiden
Insulinablagerungen im Organismus von Diabetes-Patienten fiihren kann [187, 188]. Die
Biosynthese im menschlichen Organismus erfolgt im pankreatischen Gewebe (3-Zellen der
Langerhans-Inseln) iiber zwei Vorlduferproteine (Praeproinsulin und Proinsulin). Insulin
reguliert neben Glucagon (Antagonist) den Glucosestoffwechsel im Organismus und muss
daher bei einem vorliegenden relativen oder absoluten Mangel substituiert werden. Dies
geschieht bis auf wenige Ausnahmen parenteral, wobei die subkutane Applikation

bevorzugt wird.
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Abb. 103: Primérstruktur des Humaninsulins nach [189]

Insulin ist ein weiBles bis fast weilles Pulver und ist praktisch unldslich in Wasser. Die
Substanz 16st sich in verdiinnten Mineralsduren und unter Zersetzung in verdiinnten
Alkalihydroxid-Lésungen. Durch Zusatz von Zn*'-Tonen kristallisiert geldstes Insulin unter
Bildung von Dimeren aus wissrigen Losungen aus. Dabei assoziieren drei Dimere unter
Elimination eines Zink-Kations zu einem Hexameren. Dieser Vorgang ist reversibel; je
geringer der pH-Wert der Ldsung, desto stirker ist das Gleichgewicht in Richtung der
Monomere verschoben. Die native Faltung wird dabei nicht beeinflusst [190]. Jedoch
fordern die Bedingungen, welche die Bildung von Monomeren begiinstigen, auch die
Aggregation und Fibrillierung von Insulin [190]. Der isoelektrische Punkt von Insulin-
Monomeren liegt bei pH 5,4. Durch die Komplexierung mit Zink wird dieser zu héheren
pH-Werten verschoben. Insulin ist alkali- und hitzempfindlich; oberhalb pH 11 kommt es
zu einer raschen Denaturierung. Gemdfl Ph. Eur. entsprechen 0,0347 mg Humaninsulin
I LE. Insulin. Die tibliche Konzentration wissriger Insulinzubereitungen betrdgt je nach
Applikationssystem 40 bzw. 100 L.E./ml. Der pH-Wert der Zubereitungen liegt im
Allgemeinen zwischen 7,0 und 7,8 [180].
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5.2 MATERIALIEN UND METHODEN

5.2.1 MATERIALIEN

5.2.1.1 WIRKSTOFFE
L-Epinephrinhydrogentartrat
Paraoxon

D-Penicillamin
Physostigminsalicylat

Zink-Insulin, human

5.2.1.2 PUFFER

Phosphat-Puffer pH 4,5: 6,8 g Kaliumdihydrogenphosphat R (0,05 mol/l)
in 1.000 ml Wasser R

Phosphat-Puffer pH 7,0: 250 ml Kaliumdihydrogenphosphat-Losung. (0,2 mol/l)
148,2 ml Natriumhydroxid-Ldsung (0,2 mol/l)
601,8 ml Wasser R
pH-Einstellung mit 1 M Natriumhydroxid-Losung

Phosphat-Puffer pH 9,0: 17,4 g Kaliumdihydrogenphosphat (0,13 mol/l)
in 1.000 ml Wasser R
pH-Einstellung mit 1 M Kaliumhydroxid-Losung

5.2.1.3 STERILFILTRATION

Sterile Polypropylen-Einmalspritzen (Grof3e 10 ml)

Sterile Einmalkaniilen (20G x 1,5%)

Sterilfilter: Minisart® NML (PorengroBe 0,22 um, Celluloseacetat)

5.2.1.4 VERPACKUNGSMATERIAL

[SO-Injektionsflaschen aus Braunglas, 10 ml

Chlorbutylstopfen mit Flurotec®-Folie

Bordelkappen mit Mittelabriss
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5.2.2 METHODEN
5.2.2.1 HERSTELLUNG UND BEHANDLUNG DER PROBEN

5.2.2.1.1 KURZZEITSTABILITAT VON L-EPINEPHRIN, D-PENICILLAMIN,

PHYSOSTIGMIN UND PARAOXON

Erste Versuche wurden an wissrigen Wirkstofflosungen durchgefiihrt, um zunéchst
grundlegende = Abhidngigkeiten mdglicher chemischer Verdnderungen von den
verschiedenen Prozessparametern bei den unterschiedlichen konventionellen Sterilisations-
verfahren zu untersuchen. Im weiteren Verlauf der Untersuchungen kamen auflerdem
Phosphatpufferlosungen unterschiedlicher pH-Werte zur Anwendung (pH 4,5/7,0/9,0).
Sterilisationsverfahren waren die Dampfsterilisation im Endbehéltnis mit gespanntem,
gesdttigtem Wasserdampf (121°C, 2 bar, 15 min) und die Filtration durch bakterien-
zuriickhaltende Filter (Porengréfle 0,22 pum). Zur Quantifizierung des Wirkstoffabbaus
wiéhrend der Probenvorbereitung dienten Nullproben, die keiner Sterilisation/Entkeimung
unterworfen wurden.

Von allen Arzneistofflosungen wurden jeweils Proben mit und ohne Stickstoftbegasung
hergestellt. Nach 15 min Begasung wurden die Zubereitungen in mit Stickstoff vorgespiilte
und luftdicht verschlossene ISO-Injektionsflaschen abgefiillt. Die oxidationsempfindlichen
Substanzen L-Epinephrin, D-Penicillamin und Physostigmin erforderten dariiber hinaus die
Herstellung einer Sofortprobe direkt vor der Analytik. Auf Grund der geringen
Wasserloslichkeit von L-Epinephrin und Physostigmin kamen die in der Ph. Eur.
monographierten, gut wasserldslichen Salze zum Einsatz. 1 %ige wissrige Paraoxon-
Losungen waren nicht herstellbar, da die Loslichkeit des Paraoxons zu gering ist. Es
resultierten lediglich gelb gefarbte Zweiphasensysteme, in denen deutlich einzelne 6lige,

ungeloste Paraoxontropfen zu erkennen waren (Tab. 18).

Tab. 18: Eigenschaften 1%iger wiissriger Wirkstoffzubereitungen

1 %ige wiissrige

Wirkstoffzubereitung Eigenschaften

L-Epinephrinhydrogentartrat ~ klare, farblose, schwebstofffreie Losung
Paraoxon gelbe, schwebstofffreie Emulsion; einzelne Substanztropfen sichtbar
D-Penicillamin klare, farblose, schwebstofffreie Losung

Physostigminhemisalicylat klare, farblose, schwebstofffreie Losung
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Nach Vorversuchen zur Loslichkeit wurde die Konzentration des Wirkstoffes Paraoxon auf
0,005 % reduziert. Bei dieser Konzentration lag der Wirkstoff vollstindig gelost vor. Die
hergestellten Losungen wurden vor der HPLC-Analytik visuell beurteilt und deren pH-
Werte bestimmt.

In einer weiteren Versuchsreihe wurde die Wirkung des Druckwechselverfahrens unter
Variation der Parameter Einwirkzeit, Prozesstemperatur und pH-Wert der Losung auf die
chemische Stabilitdit der Wirkstoffe L-Epinephrinhydrogentartrat, D-Penicillamin,

Physostigminhemisalicylat und Paraoxon untersucht (Tab. 19).

Tab. 19: Druckwechselautoklavierte Zubereitungen

Arzneistoff Konzentration [%] Stickstoff-Begasung pH

L-Epinephrinhydrogentartrat 1,0 Ja 4,5/7,0/9,0/

dest. Wasser pH 6,8
D-Penicillamin 0,005 Ja 4,5/1,0/9,0/

dest. Wasser pH 6,8
Physostigminsalicylat 1,0 Ja 4,5/1,0/9,0/

dest. Wasser pH 6,8
Paraoxon 1,0 Nein 4,5/7,0/ 9,0/

dest. Wasser pH 6,8

Die Herstellung der Arzneistofflosungen (60 ml) erfolgte in 250 ml-Borosilikat-
Laborflaschen und mit einer Ausnahme immer unter Stickstoffbegasung. Bei der
Herstellung der oxidations-unempfindlichen = Paraoxon-Proben wurde auf die
Stickstoffbegasung verzichtet. Im Anschluss wurden die Proben unter Ausschluss von
Luftsauerstoff in den Druckwechselautoklaven (Premex) tiberfithrt und fiir 1 h bei
500 bar/20°C autoklaviert. Danach erfolgte die erste Probenahme durch Teilentspannung in

eine 100 ml-Borosilikat-Laborflasche (Abb. 104).
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Abb. 104: Versuchsbedingungen fiir das Druckwechselverfahren (Probenahmen vor und nach der
initialen Druckbeaufschlagung nicht dargestellt)
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Im weiteren Versuchsverlauf wurde die Temperatur in zwei Stufen im Abstand von einer
Stunde um jeweils 20°C erhoht. Am Ende jeder Temperaturstufe erfolgte eine Probenahme.
Bei keiner der so behandelten Zubereitungen kam es zu einer visuell erfassbaren
Verdnderung gegeniiber der Ausgangslosung. Um den Einfluss des Luftsauerstoffs auf die
Stabilitidt der oxidationsempfindlichen Proben wéhrend der Probenahme zu minimieren,
wurden diese nach der Entnahme aus dem Druckwechselautoklaven 30 s mit Stickstoff
durchspiilt. Alle Proben wurden bis zur Analytik im Kiihlschrank bei 6-8°C aufbewahrt
(max. 2 h).

5.2.2.1.2 KURZZEITSTABILITAT VON HUMANINSULIN

Die Kurzzeitstabilitdit von Humaninsulin wurde nach erfolgter Druckwechselbehandlung
am Fertigarzneimittel Actrapid® (40 1.E./ml) und an frisch hergestellten wissrigen Insulin-
Losungen (20 I.E./ml) untersucht. Zur Herstellung der Insulin-Lésungen wurden zunéchst
173,5 mg Zink-Insulin-Kristalle (Lilly, Greenfield, USA) in 250 ml demineralisiertem
Wasser suspendiert. Um eine vollstindige Auflosung der Hexamere zu gewdhrleisten,
wurde im Anschluss durch Zugabe von 1M Salzsdure ein pH-Wert von 2,5 eingestellt.
Nach abgeschlossenem Auflosungsprozess wurde die Losung mit 1M Natriumhydroxid-

Losung neutralisiert und fiir ca. 30 s mit steril filtriertem Stickstoff durchspiilt.

Zusammensetzung:

Actrapid® 40 1.E./ml Insulin-Lésung-Lilly 20 L.E./ml

1,4 mg/ml Humaninsulin (r-DNS) 173,5 mg Zink-Humaninsulin (kristallin, r-DNS)
Wasser fiir Injektionszwecke 250,03 g destilliertes Wasser

Salzsdure 1,00 ml 1M Salzsédure

Natriumhydroxid 1,05 ml 1M Natriumhydroxid-Ldsung

Glycerol

m-Kresol

Zinkchlorid

Die Lagerung der Insulin-Zubereitungen erfolgte im Kiihlschrank bei 6-8°C. Fiir jeden
Druckwechselversuch wurden 250 ml der entsprechenden Insulin-Zubereitung in den
Druckwechselautoklav iiberfiihrt (Parr) und dem in Kap. 5.2.2.1.1 dargestellten
Temperatur-Zeit-Regime unterworfen. Die Probenahmen erfolgten jeweils vor Beginn der
nichsten Temperaturstufe. Dariiber hinaus wurden Proben direkt vor und nach der ersten

Druckbeaufschlagung entnommen. Die notwendigen Teilentspannungen erfolgten analog
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den Entkeimungsversuchen in 2 1-Laborflaschen. Eine Uberfiihrung der Proben in 250 ml-
Laborflaschen und eine anschlieBende Spiilung mit sterilem Stickstoff diente der
Minimierung des Kontaktes mit Luftsauerstoff. AbschlieBend wurden die Proben in mit
Stickstoff vorgespiilten und luftdicht verschlossenen 10 ml-ISO-Injektionsflaschen
abgefiillt und bis zur Analytik im Kiihlschrank bei 6-8°C aufbewahrt.

Abweichend von dem bisherigen Vorgehen wurde die Stabilitit der Humaninsulin-
Losungen im Druckwechselprozess nicht nur mit Stickstoff als Prozessgas, sondern auch
mit Distickstoffmonoxid untersucht. Da eine Sterilisation im Endbehéltniss bzw. eine finale
Sterilfiltation von Humaninsulin-Losungen keine praktische Bedeutung haben, wurde auf

eine vergleichende Untersuchung an dieser Stelle verzichtet.

5.2.2.1.3 BESCHLEUNIGTER HALTBARKEITSTEST

Die Untersuchung der Langzeitstabilitit erfolgte modellhaft mit dem Wirkstoff
L-Epinephrinhydrogentartrat. =~ Dazu  wurden  vier = Chargen  unterschiedlicher
Zusammensetzung mit einem Volumen von jeweils 200 ml hergestellt. Die Chargen
Epi0106 und Epi0206 stellten reine 1 %ige L-Epinephrinhydrogentartrat-Losungen in
Phosphatpuffer pH 7,0 R dar. Die Chargen Epi0306 und Epi0406 wurden in Anlehnung an
das Fertigarzneimittel Adrenalin 1:1.000 Jenapharm® hergestellt und beinhalteten daher
neben dem Wirkstoff ein Antioxidans (Natriummetabisulfit) und einen isotonisierenden

Zusatz (Natriumchlorid).

Zusammensetzung:

Charge Epi0106

2,002 g Epinephrinhydrogentartrat
198,07 g Phosphatpuffer pH 7,0 R

Charge Epi0306

0,360 g Epinephrinhydrogentartrat
0,201 g Natriummetabisulfit

1,688 g Natriumchlorid

197,74 g destilliertes Wasser

Charge Epi0206

2,000 g Epinephrinhydrogentartrat
198,05 g Phosphatpuffer pH 7,0 R

Charge Epi0406

0,360 g Epinephrinhydrogentartrat
0,202 g Natriummetabisulfit

1,689 g Natriumchlorid

197,70 g destilliertes Wasser

Zur Entfernung des geldsten Sauerstoffs wurden die hergestellten Losungen 15 min mit
Stickstoff durchspiilt. Danach erfolgte die Abfiillung der Nullproben (6 x 10 ml) in
vorverschlossene, stickstoffgespiilte 10 ml-ISO-Injektionsflaschen. Die restliche Losung

(ca. 120 ml) wurde unter Ausschluss von Luftsauerstoff in den Druckwechselautoklav



5. Kapitel — Wirkstoffstabilitdt 165

iberfilhrt. In Anlehnung an die mikrobiologischen Untersuchungen wurde der
Temperatureinfluss bei 25 und 40°C untersucht. Die Probenahme erfolgte dabei so, dass
nach einer Stunde bei 25°C und 500 bar die Hélfte der Losung in eine stickstoffgespiilte
Laborflasche entspannt wurde. Nach Temperaturerhohung auf 40°C und einer weiteren
Stunde wurde die im Autoklav verbliebene Restmenge ebenfalls in eine stickstoffgespiilte
Laborflasche entspannt. Die Abfiillung der druckwechselbehandelten Proben erfolgte
entsprechend der Abfiillung der unbehandelten Proben. Die Stabilititsuntersuchung wurde
gemal ICH-Leitlinie Q1A (R2) als Beschleunigungspriifung durchgefiihrt (40°C; 75 % rel.
Feuchte; 6 Monate). Diese extremen Lagerbedingungen sollten eine kurzfristige

Beurteilung der relevanten chemischen Verdanderungen ermdéglichen [191, 192].

5.2.2.2 L-EPINEPHRIN-, D-PENICILLAMIN- UND PHYSOSTIGMIN-ANALYTIK (HPLC)

Gerdit: Hochdruckgradientensystem (Shimadzu, Duisburg)
Steuerung: SCL-10 A VP

Autosampler: SIL-10A

Detektor: UV/VIS-Detektor SPD-10 AV

Software: CLASS-VP version 6.1

Methode A (L-Epinephrinhydrogentartrat)
Saule: Luna C18 (2); 250/4,6 (Phianomenex, Aschaffenburg)
Eluent A (15 %): Acetonitril

Eluent B (85 %): Natriumoctansulfonat 0,1 %; Triethylamin 0,2 %; Wasser; mit
Phosphorsédure 85 % auf pH 2,5

Flussrate: 1 ml/min

Injektionsvolumen: 10 pl

Probenvorbereitung: Verdiinnung 1:10 mit Acetonitril:demineralisiertes Wasser (50:50)
Temperatur: 30°C

Detektion: 225 nm/310 nm

Tab. 20: Eichgerade von L-Epinephrinhydrogentartrat in demineralisiertem Wasser bei 225 nm (X =5,
n=3)

L-Epinephrinhydrogentartrat-Konzentration [g/1] Peakfldche [mV -min]
0,12 1142,6+10,2
0,24 2347,9+26,0
0,47 4747,14£32,2
0,95 9317,8+112,0
1,19 11612,9+£142,3

Regressionsgerade y=9632,6x+45,0; R=0,99980
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Tab. 21: Eichgerade von Adrenochrom in demineralisiertem Wasser bei 310 nm (X +s, n=3)

Adrenochrom-Konzentration [g/1] Peakfldche [mV min]
0,0015 77,7+£0,9
0,003 160,8+1,7
0,006 332,2+1,3
0,015 847,4+10,2
0,031 1668,7+15,5
0,061 3286,3+40,4
Regressionsgerade y=53058,9x+10,4; R=0,99991

Methode B (D-Penicillamin)

Saule:

Eluent:

Flussrate:
Injektionsvolumen:
Probenvorbereitung:
Temperatur:

Detektion:

Nucleosil Nautilus; 250/4,6; 100-5 (Macherey-Nagel, Diiren)
Methansulfonsaure 0,2 %; Natriumedetat 0,01 %; Wasser

I ml/min

10 pl

unverdiinnte Injektion

30°C

229 nm

Tab. 22: Eichgerade von D-Penicillamin in demineralisiertem Wasser bei 229 nm (X +s, n=3)

D-Penicillamin-Konzentration [g/1] Peakflache [mV min]
1,00 398,8£3,5
2,08 831,1+8,9
5,19 2092,3+13,8
8,30 3279,2+40,0
10,38 4089,5+50,7
Regressionsgerade y=387,9x+23,4; R=0,99986

Tab. 23: Eichgerade von Penicillamindisulfid in demineralisiertem Wasser bei 229 nm (X +s, n=3)

Penicillamindisulfid-Konzentration [g/1] Peakfldche [mV -min]
0,50 959,2+7,6
1,02 1963,6+24,9
2,56 4904,6+49,0
4,09 7620,9+105,9
5,11 9630,9+126,8
Regressionsgerade y=1840,8x+62,5; R=0,99983

Methode C (Physostigminsalicylat)

Saule:
Eluent A (20 %):
Eluent B (80 %):

Flussrate:

Luna C18 (2); 250/4,6 (Phianomenex, Aschaffenburg)
Acetonitril

Natriumoctansulfonat 0,1 %; Triethylamin 0,2 %; Wasser; mit
Phosphorséure 85 % auf pH 2,5

1 ml/min
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Injektionsvolumen: 10 pl

Probenvorbereitung: Verdiinnung 1:10 mit Acetonitril:demineralisiertes Wasser (50:50)
Temperatur: 30°C

Detektion: 310 nm

Tab. 24: Eichgerade von Physostigminsalicylat in demineralisiertem Wasser bei 310 nm (X +s, n=3)

Physostigminsalicylat-Konzentration [g/1] Peakfldche [mV -min]
0,12 470,7+4,3
0,27 1051,1+12,4
0,68 2641,8+17,2
1,09 4158,9+50,9
1,36 5197,54+65,5
Regressionsgerade y=3752,5x+31,5; R=0,99991

Tab. 25: Eichgerade von Eserolinfumarat in demineralisiertem Wasser bei 310 nm (X =s, n=3)

Eserolinfumarat-Konzentration [g/1] Peakfldche [mV min]
0,17 879,3+9,6
0,42 2267,5+24,3
0,67 3649,9+24,3
0,83 4563,7+60,4
1,12 5933,1+61,9
Regressionsgerade y=5297,6x+20,6; R=0,99926

5.2.2.3 PARAOXON-ANALYTIK (HPLC)

Methode D [193]

Gerit: HP 1100 series (Agilent, Boblingen)

Steuerung: G 1322A

Autosampler: G 1313A

Detektor: UV/VIS-Detektor G 1315A

Séule: Licrosorb-Licrophase C-18; 250/4,0 (Merck, Darmstadt)

Eluent A (50 %): Acetonitril

Eluent B (50 %): Wasser

Flussrate: 1 ml/min
Injektionsvolumen: 10 pl
Probenvorbereitung: unverdiinnte Injektion
Temperatur: 25°C

Detektion: 280 nm



5. Kapitel — Wirkstoffstabilitdt 168

Tab. 26: Eichgerade von Paraoxon in demineralisiertem Wasser bei 280 nm (X =s, n=3)

Paraoxon-Konzentration [mg/1] Peakfldche [mV min]
3,13 92,7+0,8
6,25 181,5+2,5
12,50 359,1£10,0
25,00 725,1£9,6
50,00 1451,0+18.,9
Regressionsgerade y=28,6x-1,9; R=0,99996

5.2.2.4 INSULIN-ANALYTIK (HPLC, UV/VIS, ZIRKULARDICHROISMUS)

Methode E (HPLC)

Gerit: Hochdruckgradientensystem (Kontron, Gross-Zimmern)
Steuerung: Multiport

Autosampler: 465

Detektor: UV/VIS-Detektor 430 A

Software: KromaSystem 2000

Saule: Pursuit C-18; 250/4,6 (Varian, Darmstadt)

Eluent A (42 %): Natriumsulfat, wasserfrei 2,84 %; Phosphorsdure 0,27 %; Wasser;
mit Ethanolamin auf pH 2,7

Eluent B (58 %): Eluent A:Acetonitril = 55:45 (V/V)
Flussrate: I ml/min
Injektionsvolumen: 20 pl

Probenvorbereitung: 0,2 ml Probe + 0,75 ml demineralisiertes Wasser + 0,01 %ige
Phenol-Losung (interner Standard) + 0,024 ml 1M Salzsdure

Temperatur: 40°C
Detektion: 214 nm

Tab. 27: Eichgerade von Humaninsulin in demineralisiertem Wasser bei 214 nm (X +s, n=3)

Humaninsulin-Konzentration [mg/1] Peakfldche [mV -min]
0,09 40,6+0,4
0,17 85,8+0,8
0,35 174,8+1,4
0,69 363,6+4,3
1,39 739,5+7,7

Regressionsgerade y=531,4x-8,2; R2=0,99995
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Methode F (UV/VIS)

Gerit: UV/VIS Photometer 8435 (Agilent, Boblingen)
Software: UV-Visible ChemStation
Messzelle: Quarzkiivette QS, Schichtdicke 1 cm

Verdiinnungsmittel: demineralisiertes Wasser (pH 6,8)

Methode G (Zirkulardichroismus)
Gerdit: Zirkulardichroismus Photometer 500C (Jasco, Gross-Umstadt)

Messzelle: Quarzkiivette, Schichtdicke 0,1 cm

Verdiinnungsmittel: demineralisiertes Wasser (pH 6,8)
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5.3 ERGEBNISSE

5.3.1 L-EPINEPHRINHYDROGENTARTRAT

5.3.1.1 KURZZEITSTABILITAT

Erste Aussagen iiber die Stabilitdt der wissrigen L-Epinephrinhydrogentartrat-Losungen
konnten durch eine sich direkt an die Sterilisation anschlieende pH-Wert-Bestimmung
sowie eine visuelle Bewertung der Proben getroffen werden (Tab. 28). Die erhaltenen
Ergebnisse lieen nicht in jedem Fall eine Unterscheidung zwischen begasten und
unbegasten Zubereitungen zu. Daraus war zu schliefen, dass auch durch
Stickstoffbegasung die oxidative Zersetzung der Arzneistoffe nicht komplett unterbunden
werden kann.

Tab. 28: Eigenschaften der L-Epinephrinhydrogentartrat-Losungen in Abhingigkeit von der
Herstellungs- und Sterilisationsmethode

Herstellungs- destilliertes
Methode Puffer pH 4,5 Puffer pH 7,0 Puffer pH 9,0 Wasser; pH 6,8
Nullprobe fafblose, Klare schwac'l']-gelbe, rotliche, klare farblose, klare
unbegast Losung, Klare Losung, Lésung, pH 7,3 Losung, pH 3,6
pH 3,6 pH 6,4 ’ ’ ) >
Sofortprobe sc.hwac{]-gelbe, schwac'l'l-gelbe, gelbe, klare farblose, klare
nbegast triibe Losung, klare Losung, Losung, pH 7,2 Losung, pH 3,5
Y pH 3,6 pH 6,3 PE PP
braune, triibe rotbraune, triibe braune, triibe gelbbraune, triibe
Dampfsterilisation Losung, dunkler Losung, dunkler Losung, dunkler Losung, dunkler
unbegast Niederschlag, Niederschlag, Niederschlag, Niederschlag,
pH 3,6 pH 6,3 pH 7,3 pH 3,5

Filtration unbegast

schwach-gelbe,
klare Losung,
pH 3,9

schwach-gelbe,
klare Losung,
pH 6,4

orange, klare
Losung, pH 7.3

farblose, klare
Losung, pH 3,5

farblose, klare

dunkel-orange,

Nullprobe N farblose, klare N farblose, klare
begast Losung, Losung, pH 6,4 Klare Losung, Losung, pH 3,4
pH 3,6 ’ > pH 7’3 s s
schwach-gelbe, schwach-gelbe, schwach-gelbe,
ngzgp robe f?;:l?}se’ kll{age 6 klare Losung, klare Losung, klare Losung,
& & Pt 2, pH 6,3 pH 7,2 pH 3,6
hellbraune, triibe orange, triibe schwach-gelbe
Dampfsterilisation gelbe, triibe Losung, dunkler Losung, dunkler Klare Lbsﬁn ’
begast Losung, pH 3,5 Niederschlag, Niederschlag, H35 &
pH 6,4 pH 7.5 P,
— schwach-gelbe, schwach-gelbe, schwach-gelbe,
E;Z;a'sttlon ?é::l?]sge,;(ll{age 6 klare Losung, klare Losung, klare Losung,

pH 6,3

pH 7.3

pH 3.5
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Es ist zu vermuten, dass trotz 15-miniitiger Stickstoffbegasung geringe Mengen
Luftsauerstoff in der Losung verbleiben, die geniligen, um den oxidativen Abbau zu
initiieren. Dariiber hinaus konnte der erwartete pH-Wert-abhdngige Wirkstoffverlust
bestitigt werden. Mit steigendem pH-Wert des Mediums war eine Steigerung der
Farbintensitédt der Losungen zu beobachten.

Die quantitative Analytik der Proben erfolgte mittels lonenpaarchromatographie. Dazu
wurden Triethylamin und Natriumoctanosulfonat als Ionenpaarreagenzien dem FlieBmittel
zugesetzt. Durch Komplexierung des hydrophilen, ionischen Analyten konnte damit eine
Verldngerung der Retentionszeit erzielt werden. L-Epinephrinhydrogentartrat wurde bei
einer Wellenldnge von 225 nm und Adrenochrom, welches das Hauptabbauprodukt

darstellt, bei 310 nm detektiert (Abb. 105).

0,5
0,4
g 03
g ’ | “ — L-Epinephrinhydrogentartrat
2 | —— Adrenochrom
<

370 430 490 550 610 670 730
Wellenlédnge [nm]

Abb. 105: UV-Spektrum von L-Epinephrinhydrogentartrat und Adrenochrom

Das verwendete Salz des L-Epinephrins erwies sich bei Behandlung mit den
konventionellen Sterilisationsverfahren als sehr stabil; nur bei hoher thermischer Belastung
und ungiinstigen pH-Verhidltnissen (pH > 7,0) nahm der Anteil an Epinephrin-
hydrogentartrat, gemessen an der Ausgangskonzentration, um mehr als 5 % ab (Abb. 106).
Zwischen begasten und unbegasten Proben war aufgrund der geringen Restluftmenge in
den befiillten Braunglasvials kein signifikanter Unterschied erkennbar. Auffillig war
jedoch, dass der Adrenochrom-Gehalt der Losung nicht in gleichem Mal} zunahm, wie der
Epinephrin-Gehalt abnahm (Abb. 107). Daraus konnte geschlossen werden, dass das
gebildete Adrenochrom einer weiteren Oxidation unterliegt. Als primédre Abbauprodukte
des Adrenochroms kommen dabei Oxadrenochrom und Adrenolutin in Betracht; zudem

konnen polymere Strukturen entstehen, die als Epinephrin-Schwarz bezeichnet werden. Der

beobachtete dunkle Niederschlag bei dampfsterilisierten Proben war ein Hinweis darauf.
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140 - | MpH4,5 MpH70 [pH90  Wasser |

Epinephrin-
hydrogentartrat [%]

Abb. 106: Prozentualer Epinephrinhydrogentartrat-Gehalt nach konventioneller Sterilisation bezogen
auf die Einwaage (X + halbe Variationsbreite; n=2)

Gemil den Ausfiihrungen in Kap. 5.1.1, kam es im alkalischen Milieu zu einer verstérkten
Abbaureaktion bedingt durch die hohere Oxidationsempfindlichkeit der dann mono-
anionisch vorliegenden Brenzkatechinstruktur. Neben dem beschriebenen oxidativen
Abbau ist auch ein Wirkungsverlust durch Racemisierung des chiralen Epinephrinmolekiils
moglich, durch die gewidhlte Analysenmethode jedoch nicht detektierbar. Die geringe
Reaktionsgeschwindigkeit der Racemisierung lisst keinen nennenswerten Einfluss auf die
Kurzzeitstabilitit erwarten [194]. Da eine Racemisierung aber nicht vollstindig

ausgeschlossen werden kann, beziehen sich alle Gehaltsangaben auf das Racemat.
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Abb. 107: Prozentualer Adrenochrom-Gehalt nach konventioneller Sterilisation bezogen auf die
L-Epinephrinhydrogentartrat-Einwaage (X + halbe Variationsbreite; n=2)

Auch wihrend der Hochdruckautoklavierung erwies sich das eingesetzte L-Epinephrin-

hydrogentartrat als stabil (Abb. 108). Mit einem maximalen Wirkstoffverlust von <5 % bei
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Prozesstemperaturen bis 40°C waren die Ergebnisse mit denen nach Sterilfiltration

erhaltenen vergleichbar.

140 - | MpH4,5 MpH7,0 pH 9,0 Wasser
120
S 100 -~ — .
80 -
60 -
40 -
20 -
0 - T T T T )

Epinephrin-
hydrogentartrat [%

Abb. 108: Prozentualer Epinephrinhydrogentartrat-Gehalt nach Druckwechselbehandlung mit
Stickstoff bei 500 bar bezogen auf die Einwaage

Nur die fiir den Wirkstoff ungiinstigsten Prozessparameter — hoher pH-Wert in
Kombination mit einer hohen Prozesstemperatur — bewirkten einen nennenswerten Anstieg
der Adrenochromkonzentration (Abb. 109). Daraus ergibt sich fiir L-Epinephrin-Losungen
ein breites Prozessfenster flir eine Entkeimung mit dem Druckwechselverfahren. Unter

optimalen Bedingungen wire damit sogar eine Prozesstemperatur von 60°C denkbar.

(MpH4,5 MpH70 [ pH90  Wasser |
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Abb. 109: Prozentualer Adrenochrom-Gehalt nach Druckwechselbehandlung mit Stickstoff bei 500 bar
bezogen auf die L-Epinephrinhydrogentartrat-Einwaage
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5.3.1.2 BESCHLEUNIGTER HALTBARKEITSTEST

Neben der Bewertung der Kurzzeitstabilitit wurde an vier Chargen unterschiedlich
zusammengesetzter L-Epinephrin-Losungen die Langzeitstabilitit nach Druckwechsel-
behandlung untersucht. Dazu wurden die druckwechselbehandelten und in ISO-
Injektionsflaschen abgefiillten Proben unter den fiir beschleunigte Stabilitdtspriifungen
festgelegten Bedingungen (40°C, 75 % rel. Feuchte) fiir 6 Monate im Klimaschrank
eingelagert. Zum Zeitpunkt der Abfiillung wurden Wirkstoffgehalt (HPLC) sowie pH-Wert
und Tonizitdt (nur Epi0306 und Epi0406) der Losungen bestimmt. Wéhrend des
Lagerungszeitraumes erfolgten vier weitere Gehaltsbestimmungen.

In Tab. 29 sind die Ergebnisse der pH-Wert-Untersuchung dargestellt. Dabei ist
festzustellen, dass es bei den Chargen Epi0306 und Epi0406 in Folge der
Druckwechselbehandlung zu einem statistisch signifikanten Anstieg des pH-Wertes kam.
Tab. 29: pH-Wert der untersuchten L-Epinephrinhydrogentartrat-Losungen (Charge Epi0106-

Epi0406) in Abhiingigkeit von den Prozessbedingungen (Stickstoff, 500 bar); X+s; n = 3; *; *¥%; %**
Signifikanzniveau (t-Test) gegeniiber der Nullprobe: 0,05; 0,01; 0,001 [195]

Epi0106 Epi0206 Epi0306 Epi0406
Nullprobe 4,88 + 0,006 4,96 + 0,006 3,67 +0,012 3,74 + 0,006
25°C 4,88+ 0,010 4,98 + 0,000 4,21 £0,010 *** 4,13 £ 0,006 ***
40°C 4,90 + 0,006 4,97+0,012 4,20 £ 0,017 *** 4,11 £ 0,000 ***

Als Ursache fiir diese Verdnderung kann die in Abb. 110 dargestellte Entstehung einer
C-Sulfonsdure aus Epinephrin und Natriummetabisulfit angesehen werden, in deren Folge
die Losung an Wasserstoffprotonen respektive Hydroniumionen verarmte [194]. Der stabile
pH-Wert der Natriummetabisulfit-freien Lésungen (Epi0106 und Epi0206) bestitigt diese

Vermutung.

Na,S,05 + H,O — 2 Na*+2 HSO;~
on Sy
H
HO N

CH; NaHSO; CH, .
_— + Na + H,O

Zm

HO

HO HO

Abb. 110: Reaktionsmechanismus der Bildung einer C-Sulfonsiure aus Epinephrin

Bei den Chargen Epi0306 und Epi0406, die Zubereitungen zur Injektion entsprechen, war

eine Bestimmung der Tonizitdt unerldsslich. Die beobachtete statistisch signifikante
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Verringerung der Osmolalitdt nach Druckwechselbehandlung (Tab. 30) bei Epi0406 kann
ebenfalls in der bereits erwidhnten Bildung einer C-Sulfonsdure des Epinephrins begriindet
liegen, da es bei dieser Reaktion zu einer Verringerung der Anzahl an geldsten Teilchen
kommt (ein Produkt der zugrunde liegenden Substitutionsreaktion ist Wasser, welches
keinen Einfluss auf die kolligativen Eigenschaften eines wéssrigen Systems hat). Aufgrund
der fehlenden Signifikanz bei den Messunterschieden der Charge Epi0306 sind
Messungenauigkeiten als Ursache nicht auszuschlieBBen.

Tab. 30: : Osmolalitit und Gefrierpunktserniedrigung AT der untersuchten L-Epinephrinhydrogen-
tartrat-Losungen (Chargen Epi0306 und Epi0406) in Abhingigkeit von den Prozessbedingungen

(Stickstoff, 500 bar); X =s; n =3; *; **; *** Sjonifikanzniveau (t-Test) gegeniiber der Nullprobe: 0,05;
0,015 0,001 [195]

Charge Epi0306 Epi0406
Osmolalitat Osmolalitat
[mosmol/kg] ATg [K] [mosmol/kg] ATg [K]
Nullprobe 307,33 £ 13,27 0,57 303,02 £ 7,12 0,56
25°C 296,34 + 8,19 0,55 278,88 £ 1,49 ** 0,52
40°C 287,50 + 16,48 0,53 264,44 £ 6,24 ** 0,49

Die Ergebnisse der durchgefiihrten Gehaltsbestimmungen sind in Abb. 111 bis Abb. 114
dargestellt. Dabei ist ein deutlicher Unterschied zwischen den rein wissrigen Proben
Epi0106 und Epi0206 und den isotonisierten und stabilisierten Proben Epi0306 und
Epi0406 zu erkennen. Uberraschend war die hohere Wirkstoffstabilitit der nicht
stabilisierten Proben (Abb. 111 und Abb. 112).

140 1 Charge: Epi0106 M unbehandelte Probe
M 25 °C; 500 bar, Stickstoff, 1 h

120 1 40 °C, 500 bar, Stickstoff, 2 h

Epinephrin-
hydrogentartrat [%]
o
)

105 197-1 197-11
Zeit [d]

Abb. 111: Prozentualer Wirkstoffgehalt einer 1 %igen Epinephrinhydrogentartrat-Losung in
Abhingigkeit von der Lagerungsdauer bezogen auf die Einwaage; Beschleunigungspriifung: 40°C,
75 % rel. Feuchte, 6 Monate; X+s;n=206
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Die halblogarithmische Auftragung der Wirkstoftkonzentration gegen die Lagerungsdauer
ergab unabhingig von den im Druckwechselprozess gewihlten Parametern einen Anstieg
der Geraden von anndhernd Null. Eine fiir den Druckwechselprozess ausreichende

Stabilitdt konnte damit belegt werden.

. M unbehandelte Probe
_ Charge: Epi0206
140 ge: =P B 25 °C: 500 bar, Stickstoff, 1 h
120 - 40 °C, 500 bar, Stickstoff, 2 h
X 100 -
=i
;a g 80 -
o' =
2% 60
-
2 40
20 A
O 1 T T T T 1
0 63 105 197-1 197-11
Zeit [d]

Abb. 112: Prozentualer Wirkstoffgehalt einer 1 %igen Epinephrinhydrogentartrat-Losung in
Abhingigkeit von der Lagerungsdauer bezogen auf die Einwaage; Beschleunigungspriifung: 40°C,
75 % rel. Feuchte, 6 Monate; X+S ;n=26

Demgegeniiber wiesen die mit Natriummetabisulfit stabilisierten Proben eine deutliche
zeitliche Abnahme der Epinephrin-Konzentration auf (Abb. 113 und Abb. 114). Die
halblogarithmische Darstellung der Wirkstoffkonzentration gegen die Lagerungsdauer

ergab einen linearen Zusammenhang zwischen beiden Groflen. Bei der beobachteten

Abbaureaktion ist somit von einer Kinetik 1. Ordnung auszugehen.

140 1 Charge Epi0306 M unbehandelte Prol?e
M 25 °C; 500 bar, Stickstoff, 1 h
120 A 40 °C, 500 bar, Stickstoff, 2 h
100
g B
g ]
£ E 80
Qg
£ % 60
-
> 40
20 A
0 1 T 1
0 58 100 192-1 192-11
Zeit [d]

Abb. 113: Prozentualer Wirkstoffgehalt einer 0,18 %igen Epinephrinhydrogentartrat-Losung in
Abhingigkeit von der Lagerungsdauer bezogen auf die Einwaage; Beschleunigungspriifung: 40°C,
75 % rel. Feuchte, 6 Monate; X+s;n=206
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Anhand des Kurvenanstieges konnte unabhédngig von der Prozesstemperatur wiahrend der
Druckwechselbehandlung eine mittlere Halbwertzeit von 1,14 Jahren ermittelt werden.
Auch hier ist, wie bei der pH-Wert-Zunahme, von einer fortschreitenden Sulfonierung des
Epinephrin-Molekiils als Ursache fiir die Verdnderung auszugehen. Langzeit-
untersuchungen an natriummetabisulfithaltigen L-Epinephrin-Losungen bestdtigen dies
[194]. Die mit der eingefiihrten Sulfonsduregruppe einhergehende Erhohung der Polaritdt
des Molekiils fiihrte bei der verwendeten HPLC-Methode wahrscheinlich zu stark
verkiirzten Retentionszeiten (Einspritzpeak wird groBer) und verhinderte dadurch eine

messtechnische Erfassung des Metaboliten.

140 - Charge: Epi0406 M unbehandelte Probe
M 25 °C; 500 bar, Stickstoff, 1 h
120 - 40 °C, 500 bar, Stickstoff, 2 h
2100 -
g =
-
£E 801
&S 60 A
o
<= 40 -
20 -
0 I T T T T 1
0 58 100 192-1 192-11
Zeit [d]

Abb. 114: Prozentualer Wirkstoffgehalt einer 0,18 %igen Epinephrinhydrogentartrat-Losung in
Abhingigkeit von der Lagerungsdauer bezogen auf die Einwaage; Beschleunigungspriifung: 40°C,
75-% rel. Feuchte, 6 Monate; X+s; n=26

Unter Beriicksichtigung der beschriebenen Umbaureaktion ist daher auch bei den Chargen
Epi0306 und Epi0406 von einer fiir den Druckwechselprozess ausreichend hohen Stabilitit
der Losungen auszugehen. Die Wirkstoftkonzentration der untersuchten Lésungen zum

Zeitpunkt t ist ebenfalls ein Indiz dafiir.

5.3.2 D-PENICILLAMIN

Als weitere oxidationsempfindliche Modellsubstanz kam D-Penicillamin zum Einsatz.
Auch hier wurde zunichst die Stabilitdt des Wirkstoffes nach konventioneller Sterilisation
mit gespanntem und gesittigtem Wasserdampf und nach Sterilfiltration untersucht. Dazu
erfolgte analog den L-Epinephrin-Untersuchungen eine organoleptische Priifung der
Losungen und die Bestimmung des pH-Wertes (Tab. 31). Daran anschlieend wurde eine

fliissigchromatographische Gehaltsbestimmung durchgefiihrt. Der Vergleich der pH-Werte
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der unterschiedlich behandelten Losungen zeigte hinsichtlich der Art der Behandlung nur
einen geringen Einfluss des Verfahrens. Die aus dem Wirkstoffabbau resultierenden
Farbverdnderungen waren erwartungsgeméif ebenfalls sehr gering, da eine Verfarbung erst
nach starkem Abbau eintritt [181]. Am deutlichsten konnte der oxidative Abbau der
Wirkstoffmolekiile iiber den Geruch der Losung wahrgenommen werden. Hier waren

besonders die dampfsterilisierten Proben auffillig.

Tab. 31: Eigenschaften der D-Penicillamin-Losungen in Abhéngigkeit von der Herstellungs- und
Sterilisationsmethode

Herstellungs- destilliertes
Methode Puffer pH 4,5 Puffer pH 7,0 Puffer pH 9,0 Wasser; pH 6,8
Nullorobe farblose Losung, farblose Losung, farblose Losung, farblose Losung,
r?bep ast schwacher Geruch, schwacher Geruch, sehr schwacher schwacher
unbeg pH 4,5 pH 6,7 Geruch, pH 7,5 Geruch, pH 4,6
Sofortorobe farblose Losung, farblose Losung, farblose Losung, farblose Losung,
nbe 5 st schwacher Geruch, sehr schwacher sehr schwacher sehr schwacher
unbeg pH 4,9 Geruch, pH 6,6 Geruch, pH 7,9 Geruch, pH 4,6
e farblose Losung, gelbe Losung, gelbe Losung, leicht-gelbe
Djl;n P fstterlllsatlon starker Geruch, starker Geruch, starker Geruch, Losung, starker
Hbegas pH 5,2 pH 6,5 pH 7,4 Geruch, pH 5,7

Filtration unbegast

farblose Losung,
schwacher Geruch,
pH 5,2

farblose Losung,
sehr schwacher
Geruch, pH 6,6

farblose Losung,
sehr schwacher
Geruch, pH 7,8

farblose Losung,
sehr schwacher
Geruch, pH 5,1

farblose Losung,

farblose Losung,

farblose Losung,

farblose Losung,

bN;];I; :obe schwacher Geruch, sehr schwacher sehr schwacher sehr schwacher
g pH 4,6 Geruch, pH 6,8 Geruch, pH 7,7 Geruch, pH 5,0
Sofortorob farblose Losung, farblose Losung, farblose Losung, farblose Losung,
bg Zs tp obe sehr schwacher sehr schwacher sehr schwacher sehr schwacher
g Geruch, pH 4,7 Geruch, pH 6,6 Geruch, pH 7,9 Geruch, pH 5,5
farblose Losung, gelbe Losung, gelbe Losung, gelbe Losung,

Dampfsterilisation
begast

starker Geruch,
pH 5.3

starker Geruch,
pH 5,7

starker Geruch,
pH 7,4

starker Geruch,
pH 5,9

Filtration
begast

farblose Losung,
sehr schwacher
Geruch, pH 4,9

farblose Losung,
sehr schwacher
Geruch, pH 6,7

farblose Losung,
sehr schwacher
Geruch, pH 7,9

farblose Losung,
sehr schwacher
Geruch, pH 4,6

Bei den fliissigchromatographischen Untersuchungen wurde neben der Bestimmung des
Penicillamin-Gehaltes auch der Anteil des Abbauproduktes Penicillamindisulfid als Maf}
fiir die Stabilitdt der untersuchten 1 %igen Losungen betrachtet. Frisch hergestellte
Arzneistofflosungen enthielten 0,3 % Disulfid bezogen auf die Wirkstoffmasse. Wie aus
Abb. 115 ersichtlich, kommt es auch bei Penicillamin-Losungen in Abhédngigkeit vom pH-
Wert der Losung zu einem unterschiedlich stark ausgeprigten Abbau der
Ausgangssubstanz. Ein alkalischer pH-Wert fordert demzufolge die Disulfidbildung (Abb.

116). Neben dem oxidativen Abbau der Wirkstoffmolekiile ist auch ein Wirkungsverlust
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durch Racemisierung denkbar. Dies ist besonders kritisch, da das L-Enantiomer ein hohes
toxisches Potential bei gleichzeitig verbesserten Resorptionseigenschaften aufweist. Leider
war eine enantiomerenreine Gehaltsbestimmung mit der zur Verfiigung stehenden Analytik

nicht moglich und bleibt daher zukiinftigen Untersuchungen vorbehalten.
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Abb. 115: Prozentualer Penicillamin-Gehalt nach konventioneller Sterilisation bezogen auf die
Einwaage (X + halbe Variationsbreite; n=2)

Bei der Dampfsterilisation der Proben mit Puffer pH 7,0 und 9,0 kam es zu einer
vollstindigen Zersetzung des Penicillamins, welche iiber die Disulfidbildung hinausging

(Abb. 116).

(V]
o
J

BpH4,5 WMpH7,0 MpH9,0 [ Wasser

—
(%]

1
]

Penicillamindisulfid [%]
=

5 -
0 - T )
X X X X X X X X
g & & F ¢ ¢ 9 9¢ &
{\Qa ¥ {\Qa & {\Qa o {\Qa o
N o N F S & S S
g © F © & & & &
S S S L S & S S
$ > $ & D & B
N A & & N N N &$
N <O %Q A S O &S
< N > NG @ )
=) ,@* & @Q
) N >
q,o 9
Q

Abb. 116: Prozentualer Penicillamindisulfidgehalt nach konventioneller Sterilisation bezogen auf die
D-Penicillamin-Einwaage ( X + halbe Variationsbreite; n=2)

Die Zersetzungsprodukte einschlielich des Disulfides sind bei diesen pH-Werten in ihrer

Vielfalt nicht mehr leicht quantifizierbar. Die Losungen mit schwach saurem pH-Wert sind
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wesentlich stabiler; nach der Dampfsterilisation liegen noch ca. 50% des Wirkstoffes vor.
Bei der vom DAC/NRF 2004 empfohlenen Sterilisation mittels Filtration durch
bakterienzuriickhaltende Filter war eine wesentlich geringere Abnahme der Wirkstoftf-
konzentration und damit einhergehend eine geringere Zunahme der Disulfid-Konzentration
zu beobachten. Dariiber hinaus war an dieser Stelle ein schwach ausgeprégter protektiver
Effekt der Stickstoffbegasung zu erkennen.

Die Behandlung der Proben im Druckwechselautoklav fiihrte schon bei Raumtemperatur zu
einem verstirkten Penicillamin-Abbau und damit verbunden zu einer vermehrten
Disulfidbildung, wenn der pH-Wert der Losung > 7 war (Abb. 117 und 118). Es ist jedoch
anzunehmen, dass nicht der Druckwechselprozess fiir den Abbau verantwortlich ist,
sondern das Vorhandensein von Luftsauerstoff in den Proben und die ungiinstigen pH-
Verhiltnisse, da bereits die Nullproben dhnlich hohe Disulfid-Konzentrationen aufwiesen.

Das Stabilitdtsoptimum wassriger D-Penicillamin-Losungen liegt im Bereich von pH 2-4.
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Abb. 117: Prozentualer Penicillamin-Gehalt nach Druckwechselbehandlung mit Stickstoff bei 500 bar
bezogen auf die Einwaage

Die Erh6hung der Prozesstemperatur von 20 auf 40°C fiihrte unabhédngig vom pH-Wert der
Losung zu keiner nennenswerten Erhohung des Disulfidgehaltes. Bei den schwach sauren
Proben (nahe dem Stabilitdtsoptimum) war erst bei Temperaturen ab 60°C ein deutlicher
Abbau erkennbar. Die Wahl des richtigen pH-Wertes der D-Penicillamin-Formulierung ist
somit die wichtigste Vorraussetzung fiir die Anwendbarkeit des Druckwechselverfahrens.
Da fliissige D-Penicillamin-Zubereitungen im Wesentlichen in der Augenheilkunde
Anwendung finden, ist eine Umsetzung dieser Forderung, Isotonie der Ldsung
vorausgesetzt, auch in den meisten Féllen moglich. Am Auge stellt sich nach der

Applikation der physiologische pH-Wert rasch wieder ein.
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Abb. 118: Prozentualer Penicillamindisulfid-Gehalt nach Druckwechselbehandlung mit Stickstoff bei
500 bar bezogen auf die D-Penicillamin-Einwaage

5.3.3 PHYSOSTIGMINHEMISALICYLAT

Das Physostigmin-Molekiil ist aufgrund seiner chemischen Struktur sowohl hydrolyse- als
auch oxidationsempfindlich. Erste Hinweise auf die Stabilitdt wéssriger Zubereitungen
wihrend der Dampfsterilisation bzw. der Sterilfiltration konnten durch die visuelle
Bewertung der Losungen und die pH-Wert-Bestimmung erhalten werden (Tab. 32). Die
dargestellten Ergebnisse belegen, dass auch hier ein pH-Wert-abhingiger Zersetzungs-
prozess, mit zunehmender Reaktionsgeschwindigkeit bei steigenden pH-Werten, vorliegt.
Des Weiteren war ein vom pH-Wert der Losung unabhingiger Wirkstoffabbau wihrend der
Dampfsterilisation zu beobachten. Die Ergebnisse der Sterilfiltration, als Entkeimungs-
methode der Wahl, waren mit denen der unbehandelten Proben vergleichbar.
Stabilitidtsunterschiede zwischen begasten und unbegasten Proben ergaben sich nur bei den

dampfsterilisierten Proben.
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Tab. 32: Eigenschaften der Physostigminhemisalicylat-Losungen in Abhiingigkeit von der Herstellungs-
und Sterilisationsmethode

Herstellungs- destilliertes
Methode Puffer pH 4,5 Puffer pH 7,0 Puffer pH 9,0 Wasser; pH 6,8
farblose, klare farblose, klare rétliche, klare farblose, klare
Nullprobe N N " N
nbeoast Losung, Losung, Losung, Losung,
unbeg pH 4,8 pH 6.8 pH 8,1 pH 5.6
farblose, klare farblose, klare farblose, klare farblose, klare
Sofortprobe N N N N
nbeoast Losung, Losung, Losung, Losung,
unbeg pH 4.9 pH 6.9 pH 8,1 pH 5,7
e rote, klare braune, klare griine, klare rote, klare
Dampfsterilisation . N N .
nbeoast Losung, Losung, Losung, Losung,
unbeg pH 6,1 pH 6,6 pH 7,9 pH 6,2
. . farblose, klare farblose, klare rétliche, klare farblose, klare
Filtration . . . .
nbeoast Losung, Losung, Losung, Losung,
unbeg pH 4.8 pH 6.8 pH 8,1 pH 5.4
farblose, klare farblose, klare rétliche, klare farblose, klare
Nullprobe N N .. N
beoast Losung, Losung, Losung, Losung,
& pH 4.8 pH 6.8 pH 8,1 pH 5.8
farblose, klare farblose, klare farblose, klare farblose, klare
Sofortprobe N N N N
beoast Losung, Losung, Losung, Losung,
& pH 4.9 pH 6.9 pH 8,1 pH 5.8
e rétliche, klare rétliche, klare rétliche, klare rétliche, klare
Dampfsterilisation . . . .
b ¢ Losung, Losung, Losung, Losung,
cgas pH 6,1 pH 6,8 pH 7,6 pH 6,4
. . farblose, klare farblose, klare rétliche, klare farblose, klare
Filtration e . . .
beoast Losung, Losung, Losung, Losung,
& pH 4.8 pH 6.9 pH 8,1 pH 6,1

Bei der HPLC-Analytik der Physostigminhemisalicylat-Proben lag das Hauptinteresse

neben der Quantifizierung des verbliebenen Wirkstoffanteils an Physostigminhemisalicylat

(Abb. 119) in der Erfassung des gebildeten Eserolins (farblos), welches das primére

Abbauprodukt darstellt.
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Abb. 119: Prozentualer Physostigminhemisalicylat-Gehalt nach konventioneller Sterilisation bezogen
auf die Einwaage (X + halbe Variationsbreite; n=2)
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Wie aus Abb. 119 zu entnehmen ist, erfolgte der Physostigmin-Abbau weitgehend
unabhidngig vom pH-Wert der Losung, obwohl Hydroxid-lonen den Abbau des Urethans
fordern. Der Hydrolyse des Urethans unter Bildung von Eserolin (Abb. 120) schlief3t sich
die Oxidation zum Rubreserin (rot) an. In welchem Umfang diese Oxidation stattfindet,
hingt von der Menge des vorhandenen Sauerstoffs und vom pH-Wert der Losung ab. Bei
den unbegasten Proben kam es zu einer erwartungsgemal stidrkeren Rotfarbung als bei den
begasten (Tab. 32). In einem Fall kam es zu einer Griinfarbung der Probe (dampfsterilisiert;
Puffer pH 9,0; unbegast). Als Ursache wird eine unvollstindige Oxidation des
Physostigmins angenommen. Ein Indiz dafiir war der Farbumschlag nach rot (Rubreserin)
bei Luftkontakt. Des Weiteren waren die Proben mit alkalischem pH-Wert stirker geférbt.
Ein hoher pH-Wert erhoht demzufolge nur die Sensitivitit des Eserolins gegeniiber
Oxidationsmitteln. Ein weiterer Beleg dafiir ist der reduzierte Eserolingehalt in den

alkalischen Proben (Abb. 120).
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Abb. 120: Prozentualer Eserolin-Gehalt nach konventioneller Sterilisation bezogen auf die
Physostigminhemisulfat-Einwaage ( X + halbe Variationsbreite; n=2)

Das verwendete Salz des Physostigmins erwies sich bei der Behandlung im
Hochdruckautoklav als stabil; bei thermischer Belastung nahm der Anteil an Physostigmin,
bezogen auf die Ausgangskonzentration, jedoch um mehr als 7 % ab (Abb. 121). Der hohe
Wirkstoffverlust der wéssrigen Physostigmin-Losungen (pH 5,9) bei 40°C ist durch den
pH-Wert nicht zu erkldren. Eine erhohte Stabilitdt gegeniiber der bei pH 7,0 gepufferten
Zubereitung wire aufgrund der pH-Abhéngigkeit von Hydrolyse- und Oxidationsreaktionen
eher zu erwarten gewesen. Der verstirkte Wirkstoffabbau ldsst sich eventuell mit dem

hoheren Sauerstoffgehalt von frisch destilliertem Wasser erklaren.
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Abb. 121: Prozentualer Physostigminhemisalicylat-Gehalt nach Druckwechselbehandlung mit
Stickstoff bei 500 bar bezogen auf die Einwaage

Um die Sicherheit der Aussage zu moglichen Abbaureaktionen wéhrend des Druck-
wechselverfahrens zu erhohen, wurde nicht nur der Gehalt an Physostigmin in den
einzelnen Proben beriicksichtigt, sondern auch der des primédren Abbauproduktes Eserolin.
Da es sich hierbei um ein Hydrolyseprodukt der im Physostigmin-Molekiil vorhandenen
Carbaminsdureester-Struktur handelte, war bei steigendem pH-Wert der Losung auch mit
einer Zunahme an Eserolin zu rechnen. Wie Abb. 122 zeigt, wies aber nicht die alkalisch
gepufferte Losung den hochsten Eserolin-Gehalt auf, sondern jene mit einem pH-Wert von
7,0. Dieses Ergebnis ist dadurch zu erkldren, dass es im alkalischen Milieu zu einer

weiteren Zersetzung des Eserolins kam.
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Abb. 122: Prozentualer Eserolin-Gehalt nach Druckwechselbehandlung mit Stickstoff bei 500 bar
bezogen auf die Physostigminhemisulfat-Einwaage
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Alle alkalischen Proben wiesen in ithrem Chromatogramm einen zusétzlichen Peak auf, bei
dem es sich hochstwahrscheinlich um Rubreserin, dem roten Oxidationsprodukt des
Eserolins, handelte (Abb. 123). Besonders gro8 war dieser Peak in der bei 60°C
behandelten Probe. Ein direkter Zusammenhang zwischen der geringen Eserolin-
Konzentration dieser Probe und dem Auftreten des unbekannten Abbauproduktes kann
daher als gesichert angesehen werden.

Ingesamt zeigte sich, dass auch fiir Physostigmin eine Entkeimung durch
Druckwechselbehandlung moglich ist, wenn die &duBeren Rahmenbedingungen,
insbesondere der pH-Wert der Losung, den Stabilititsanforderungen des Wirkstoffs
entsprechen. Ist dies der Fall, sind die mit dem Druckwechselverfahren erhaltenen

Ergebnisse mit denen der Sterilfiltration, als Referenzmethode fiir schonende Entkeimung,

vergleichbar.
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Abb. 123: Peakflichen (HPLC) des unbekannten Physostigmin-Abbauproduktes bei pH 9,0 nach
Druckwechselbehandlung mit Stickstoff bei 500 bar

Das ermittelte Prozessfenster fiir die Temperatur (bis 40°C) erlaubt dariiber hinaus den
Verbleib der durch Gaskompression zugefiihrten Warme im System, ohne gleichzeitig

einen verstarkten Wirkstoffabbau in Kauf nehmen zu miissen.

5.3.4 PARAOXON

Die Stabilitdt des Phosphorsdureester Paraoxon ist vor allem von dessen hydrolytischer
Resistenz abhidngig. Daher ist besonders im alkalischen Milieu mit Zersetzung zu rechnen.
Die in Tab. 33 dargestellten Ergebnisse der visuellen Bewertung der dampfsterilisierten
bzw. sterilfiltrierten Proben sowie der unbehandelten Proben bestitigen dies. Die

Farbintensitdt der Losungen, als MaB fiir den Wirkstoffabbau, nahm mit steigendem pH-
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Wert deutlich zu. Mit Ausnahme der dampfsterilisierten Proben wiesen alle Proben
deselben Mediums dhnliche Eigenschaften hinsichtlich pH-Wert und Farbe auf. Die starke
thermische Belastung der dampfsterilisierten Proben fiihrte oberhalb von pH 6,9 zu einer,
im Vergleich mit den anderen Proben, deutlichen Zunahme der Farbintensitét.

Neben dieser ersten Bewertung der Proben erfolgte auch hier, wie bei den anderen
Wirkstoffen, eine fliissigchromatographische Gehaltsbestimmung. Die HPLC-Analyse
erfolgte nach Methode D mit Zubereitungen, deren Ausgangskonzentration 50 mg
Paraoxon pro Liter betrug. Als zu erwartende Abbauprodukte kamen besonders das
p-Nitrophenol, diverse Organophosphate wie das Diethylphosphat, sowie verschiedene
[196].

Phosphatpuffer konnte nur im rein wéssrigen System eine zusitzliche informative

Diphenole bzw. deren Chinone in Betracht Aufgrund der verwendeten
Bestimmung der durch Hydrolyse entstandenen Phosphate mittels Ionenchromatographie
(Methode nicht beschrieben) erfolgen. Diese ergab bei zuvor dampfsterilisierten Proben
eine Diethylphosphat-Konzentration von weniger als 1 mg/l, bei allen anderen
Zubereitungen entstand kein Diethylphosphat in detektierbaren Mengen.

Tab. 33: Eigenschaften der Paraoxon-Losungen in Abhingigkeit von der Herstellungs- und
Sterilisationsmethode

Herstellungs- destilliertes
Methode Puffer pH 4,5 Puffer pH 7,0 Puffer pH 9,0 Wasser; pH 6,8
Nullprobe sehr schwach schwach-gelbe, gelbe, klare sehr schwach
nbegast gelbe, klare klare Losung, Losuns. oH 8.8 gelbe, klare
unbeg Losung, pH 4,5 pH 6.9 & PH S, Losung, pH 4,9
Dampfsterilisation sehr schwach gelbe, klare stark-gelbe, klare sehr schwach

unbegast

gelbe, klare
Losung, pH 4,7

Losung, pH 6.9

Losung, pH 8.9

gelbe, klare
Losung, pH 5.4

Filtration unbegast

sehr schwach
gelbe, klare
Losung, pH 4,6

schwach-gelbe,
klare Losung,
pH 7,0

gelbe, klare
Losung, pH 8.9

sehr schwach
gelbe, klare
Losung, pH 5.0

sehr schwach

schwach-gelbe,

sehr schwach

bN;];I; :obe gelbe, klare klare Losung, %eo.lsbli’] klar;:l 2.9 gelbe, klare
& Losung, pH 4,6 pH 6.9 & PH S, Losung, pH 5,0
Dampfsterilisation sehr schwach gelbe, klare stark-gelbe, klare sehr schwach

begast

gelbe, klare
Losung, pH 4,7

Losung, pH 6.9

Losung, pH 8.8

gelbe, klare
Losung, pH 5.3

Filtration
begast

sehr schwach
gelbe, klare
Losung, pH 4,6

schwach-gelbe,
klare Losung,
pH 6,9

gelbe, klare
Losung, pH 8.9

sehr schwach
gelbe, klare
Losung, pH 4.9

p-Nitrophenol als charakteristisches Abbauprodukt konnte in jeder Probe nachgewiesen
werden; jedoch niemals in Konzentrationen tiber 1 mg/l [197]. In Ermangelung eines gut
quantifizierbaren Abbauproduktes beschrinkte sich die Analytik auf die Bestimmung des

Paraoxon-Gehalt in den einzelnen Zubereitungen. Aus Abb. 124 ist ersichtlich, dass es
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besonders bei der Dampfsterilisation zu deutlichen Wirkstoffverlusten kam; je nach
Medium waren 80-95 % des urspriinglich vorhandenen Paraoxons abgebaut. Aber auch
Adsorptionseffekte bei der Sterilfiltration verringern den Wirkstoffgehalt um mindestens
20 %. Aufgrund der Tatsache, dass Ester im alkalischen Milieu leichter hydrolysiert
werden, sank der Paraoxon-Gehalt mit steigendem pH-Wert unabhingig von der Art der
Probenbehandlung. Leider konnte anhand der gewahlten Analytik keine konkrete Aussage
iiber den Verbleib des abgebauten Paraoxons getroffen werden, da die Abbauprodukte zu

polar fiir die verwendete Sdule waren und somit nur den Einspritzpeak beeinflussten.
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Abb. 124: Prozentualer Paraoxon-Gehalt nach konventioneller Sterilisation bezogen auf die Einwaage
(X + halbe Variationsbreite; n=2)

Da Paraoxon nicht oxidationsempfindlich ist, traten keine Unterschiede zwischen
stickstoffbegaster und -unbegaster Probe auf. Daher konnte auf eine Schutzatmosphére bei
der Behandlung im Druckwechselautoklav verzichtet werden, was den apparativen
Aufwand deutlich reduzierte. Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen sind in Abb. 125
dargestellt. Auch hier war bei steigendem pH-Wert ein verstirkter Abbau zu erkennen. Der
Wirkstoffverlust im Bereich der niedrigen pH-Werte beruht wahrscheinlich auf der
Tatsache, dass der hohe Druck die Loslichkeit des Paraoxons im Stickstoff erhoht und
somit beim Entspannen Teile mit der Gasphase entweichen. Da an dieser Stelle nicht mit
toxischen Abbauprodukten zu rechnen ist, konnte eine Uberdosierung bei der Herstellung

der Losung Abhilfe schaffen.



5. Kapitel — Wirkstoffstabilitit 188

140 - |MpH4,5 MpH7,0 [ pH9,0  Wasser
120 -
S 100 - — m — _
g 80
»
g 60
<
A 40 -
20
0 T T T T T 1
60@ -0;‘\0 \\‘ \\‘ \\‘
& o & A ¥
%& Qo(/" f-& b(Qo(/ ‘OQOQ"
v O o)
S . Q\VQ
%Q

Abb. 125: Prozentualer Paraoxon-Gehalt nach Druckwechselbehandlung mit Stickstoff bei 500 bar
bezogen auf die Einwaage

5.3.5 HUMANINSULIN

Der Einfluss des Druckwechselverfahrens auf die Stabilitdit von Proteinen wurde
stellvertretend an Humaninsulin, eines der am hédufigsten therapeutisch eingesetzten
Proteine, untersucht. Die strukturelle Beschreibung von Proteinen erfolgt auf vier
Organisationsebenen: der Primaérstruktur, welche die Aminosduresequenz der
Peptidkette(n) darstellt; der Sekundérstruktur als lokale rdumliche Anordnung der
Polypeptidkette; der Tertidrstruktur als Makrokonformation des gesamten Polypeptids und
der Quartdrstruktur als rdumliche Anordnung bei aus mehreren Untereinheiten
zusammengesetzten Proteinen [25]. GroBe Unterschiede zwischen den beschriebenen
Organisationsebenen bestehen auch hinsichtlich der vorherrschenden chemischen
Bindungen. Die Primérstruktur ist ausschlieBlich durch kovalente Bindungen
charakterisiert, wihrend die Sekundér- und Tertidrstruktur hauptsidchlich nicht-kovalente
Bindungen aufweisen. Im Detail handelt es sich hierbei um Wasserstoffbriickenbindungen
sowie um hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen. Unter Beriicksichtigung
dieser Gegebenheiten ist eine erste Abschdtzung der zu erwartenden Druckstabilitit
moglich. Dabelt ist eine Zerstorung der kovalenten Bindungen auszuschlielen, da diese bei
Driicken bis zu 15.000 bar stabil sind. Irreversible Anderungen der Sekundir- und
Tertidrstruktur sind oberhalb von 2.000-3.000 bar zu erwarten [177]. Aus
Stabilitidtsuntersuchungen an Insulinproben mittels FT-IR-Spektroskopie ist bekannt, dass
Driicke bis 300 bar keinen Einfluss auf die Sekundirstruktur ausiiben [198]. Die nach

Druckbehandlung erzeugten Spektren entsprachen dabei denen bei 1 bar aufgenommenen.
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Ein wesentlich stirkerer Einfluss auf die Proteinstruktur ist durch den pH-Wert des
Mediums zu erwarten. Dessen Verdnderung fiihrt durch die unterschiedlich aziden bzw.
basischen Reste der Aminosduren zu einer Verdnderung der elektrostatischen
Wechselwirkungen und damit verbunden zu einer direkten Beeinflussung der
Proteinstruktur. Besonders hohe pH-Werte (> 11) fiihren zu einer raschen Protein-
Denaturierung. Demgegeniiber fiihren niedrige pH-Werte bis pH 2 zu keiner Verdnderung
der natiirlichen Faltung des Insulin-Monomers [190]. Die vorliegenden Untersuchungen
wurden im neutralen bzw. euhydrischen pH-Bereich durchgefiihrt (Tab. 34). Die
beobachteten pH-Wert-Verdnderungen im Verlauf des Druckwechselprozesses lassen keine

eindeutige Tendenz erkennen.

Tab. 34: pH-Werte der unterschiedlich behandelten Insulin-Proben

Probe Actrapid® (N;)  Actrapid® (N;0) Insulin-Lilly (N;) Insulin-Lilly (N,0)
Nullprobe 7,7 7.4 7,2 7,0
20°C, 5 min 7,8 7,8 7,0 7,3
20°C, 1 h 8,0 8,0 7,1 7,6
20°C/40°C, je 1 h 7,7 8,0 7,4 7,3
20°C/40°C/60°C, je 1 h 7,8 7,9 7,0 7,4

Der Insulin-Gehalt der unterschiedlich behandelten Proben wurde zundchst mittels HPLC
bestimmt (Abb. 126). Eventuell auftretende Abbauprodukte, wie das ebenfalls biologisch
aktive Desamido-Insulin konnten durch die verwendete Methode erfasst werden [199, 200].
Alle Chromatogramme wiesen einen symmetrischen Insulin-Peak ohne Schulterbildung
und mit nur schwach ausgeprdgtem Tailing auf. Durch den niedrigen pH-Wert des
FlieBmittels wurde sichergestellt, dass eventuell vorhandene Dimere, Tetramere oder
Hexamere des Insulins in Monomere dissoziiert vorlagen. Der ermittelte Insulin-Gehalt lag
bei allen Proben zwischen 90 und 98 %. Eine Desamidierung des C-terminalen Asparagins
der A-Kette konnte nicht beobachtet werden, auch andere Abbauprodukte, wie kovalent
gebundene Insulin-Aggregate, traten in keinem Fall auf. Bezogen auf den Gehalt der
Nullproben war ein maximaler Wirkstoffverlust von 6 % zu beobachten. Sowohl Stickstoff
als auch Distickstoffoxid scheinen daher fiir die Druckwechselbehandlung wéssriger
Insulin-Zubereitungen geeignet zu sein. Der iiberkritische Zustand des Distickstoffoxids bet
Prozesstemperaturen > 37°C hatte ebenfalls keinen Einfluss auf die Insulinstabilitit, wie
der Vergleich mit den 20°C-Proben bestétigte. Ebenso waren keine Stabilititsunterschiede

zwischen dem Fertigarzneimittel Actrapid® und der frisch hergestellten Insulin-Lésung zu
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beobachten. Die bei ansonsten qualitativ gleicher Zusammensetzung in Actrapid®
zusdtzlich  enthaltenen  Substanzen Glycerol (Kryoprotektans) und m-Kresol

(Konservierungsmittel) besitzen demnach keinen Einfluss auf die Insulin-Stabilitét.
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Abb. 126: Prozentualer Humaninsulin-Gehalt nach Druckwechselbehandlung bei 500 bar bezogen auf
die angegebene Konzentration (Actrapid®) bzw. die Einwaage (X +s; n=6)

Neben der fliissigchromatographischen Gehaltsbestimmung wurden von allen Proben
UV/VIS-Spektren im Wellenldngenbereich von 190-300 nm aufgenommen. Die Spektren
der Actrapid®-Proben waren bestimmt durch den hohen Absorptionskoeffizienten des
enthaltenen m-Kresols; sie entsprechen denen des reinen m-Kresols (Abb. 127 A-I und
B-I). Die mit Distickstoffoxid behandelten Proben wiesen mit steigender Prozesszeit und
-temperatur eine deutliche Abnahme der Absorption auf. Grund hierfiir ist vermutlich ein
langsamer Konzentrationsausgleich des m-Kresols zwischen der wéssrigen und der
Distickstoffoxidphase, wobei das m-Kresol aus der wiassrigen Phase extrahiert und wihrend
der Entspannung mit der Gasphase an die Atmosphire abgegeben wurde. Die Spektren der
stickstoffbehandelten Actrapid®-Proben zeigten dagegen kaum Verinderungen; ein
Substanzverlust an m-Kresol war hier nur in geringem Umfang bei den 60 und 180 min-
Proben zu beobachten. Die Spektren der Insulin-Lilly-Losungen, welche das
Absorptionsspektrum des Humaninsulins darstellen, wiesen unabhéngig von der Art der
Behandlung nur geringfiigige Unterschiede auf (Abb. 127 A-II und B-II). Eine eindeutige
Tendenz war dabei nicht zu erkennen. Die beobachteten Unterschiede sind vermutlich auf
Messungenauigkeiten zuriickzufiihren. Die Ergebnisse der HPLC-Untersuchungen kénnen
damit Dbestdtigt werden. Aussagen zur Stabilitdit der Sekundirstruktur im
Druckwechselprozess waren jedoch auch hier nicht moglich. Dagegen konnte die Stabilitét

der Primérstruktur mithilfe beider Methoden bestitigt werden.
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Abb. 127: UV/VIS-Spektren wissriger Insulin-Lésungen vor und nach der Druckwechselbehandlung
bei 500 bar. A: Stickstoff; B: Distickstoffoxid; I: Actrapid® (Verdiinnung 1:500); II: Insulin-Lilly-
Losungen (Verdiinnung 1:50)

Um ausschlieBen zu konnen, dass die Druckwechselbehandlung wissriger Insulin-
Losungen eine Amyloid-Bildung begiinstigt, wie es mehrfach bei druckbehandelten
Insulin-Proben beobachtet wurde [201, 202], war es notwendig, genaue Aussagen zur
Stabilitit der Sekundérstruktur zu treffen. Etablierte Methoden zur Bestimmung der
Sekundarstruktur von Proteinen sind die NMR-Spektroskopie, die FT-IR-Spektroskopie
(teilweise mit zirkular polarisiertem Infrarot-Licht) und die Zirkulardichroismus-
Spektroskopie [202, 203]. Aufgrund der geringen Insulin-Konzentration war eine direkte
Bestimmung der Proben mit den beiden erstgenannten Methoden nicht moglich. Die seit
einigen Jahrzehnten etablierte Methode der Zirkulardichroismus-Spektroskopie erlaubte
dagegen die gewiinschte in-situ Bestimmung [204]. Das Messprinzip dieser chiroptischen
Methode  beruht darauf, dass optisch aktive Substanzen unterschiedliche
Absorptionskoeffizienten fiir rechts und links zirkular polarisiertes Licht aufweisen. Die
Messgrofle ist dabei die Differenz dieser beiden unterschiedlichen Absorptions-
koeffizienten, angegeben als molarer Zirkulardichroismus Ae. Die hohe Absorptionsrate
des m-Kresols im verwendeten Wellenbereich verhinderte jedoch eine Auswertung der
Actrapid®-Proben mit dieser Methode, so dass stellvertretend fiir alle Insulin-Proben nur
die Insulin-Lilly-Losungen auf eine mogliche Verdnderung der Sekundérstruktur im

Druckwechselprozess untersucht werden konnten. Die Vermessung der Proben erfolgte
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direkt nach der Druckwechselbehandlung sowie nach 3-monatiger Lagerung im
Kiihlschrank bei 6-8°C. Bei der Methodenentwicklung war besonders der hohe
Absorptionskoeffizient vorhandener a-Helices und pB-Faltblattstrukturen bei Wellenldngen
unter 205 nm problematisch. Die messtechnische Erfassung der Absorption in diesem
Wellenldngenbereich erforderte eine 1:5 Verdiinnung der Proben, was eine schlechtere
Erfassbarkeit der bei Wellenldngen oberhalb von 205 nm absorbierenden Strukturen zur
Folge hatte. Die Auswertung der direkt nach der Druckwechselbehandlung
aufgenommenen Spektren (Abb. 128 A-I und B-I) ergab einen relativ geringen
Informationsgehalt der bei 200-205 nm erhaltenen Daten, so dass bei der Nach-
untersuchung nach drei Monaten zugunsten einer Gléattung der Kurven im Bereich von 205-
300 nm auf eine Verdiinnung der Proben verzichtet wurde (Abb. 128 A-II und B-II).
Messungen bei Wellenldngen unter 200 nm waren aufgrund der apparativen Gegebenheiten
leider nicht moglich. Die vorhandenen Sekundérstrukturen absorbieren Licht bis zu einer
Wellenldnge von ca. 240 nm, Verdnderungen oberhalb dieser Wellenldnge deuten auf
Verdnderung in der Tertidrstruktur des Proteins hin.
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Abb. 128: CD-Spektren im fernen UV-Bereich wissriger Insulin-Lilly-Losungen vor und nach der
Druckwechselbehandlung bei 500 bar. A: Stickstoff; B: Distickstoffoxid; I: direkt nach der
Druckwechselbehandlung (Verdiinnung 1:5); II: nach 3 Monaten (unverdiinnt, gelagert bei 6-8°C)

Die Verdnderung der Absorptionspektren im Bereich von 205-240 nm deuten, wie bereits

von Melberg et al. [205] beschrieben, auf einen unterschiedlichen Gehalt an Insulin-

Monomeren, -Dimeren und -Hexameren hin. Eine deutliche Zunahme an B-Faltblatt-
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strukturen, erkennbar an einer verstarkten Absorption im Bereich von 210-220 nm, konnte
bei keiner Probe beobachtet werden. Da aggregiertes Insulin im Gegensatz zu nativem
Insulin einen besonders hohen Anteil an parallelen B-Faltblittern, bei gleichzeitig
konstantem Anteil antiparalleler p-Faltblitter, aufweist [198], kann das Vorhandensein
amyloider Strukturen in den untersuchten Proben ausgeschlossen werden. Die besonders
starke Abnahme der Absorptionsintensitit der Stickstoffbehandelten Proben nach drei
Monaten Lagerung konnte nicht vollstdndig geklart werden, jedoch war auffillig, dass sich
bei diesen Proben ein deutlicher weiller Niederschlag gebildet hatte, welcher sich auch
durch den Zusatz von 1M Salzsdure-Losung nicht auflosen lie3. Dariiber hinaus war auch
nur bei diesen Proben ein deutlicher Temperatureinfluss erkennbar, wobei dieser zu sehr
widerspriichlichen Ergebnissen fiihrte. Demnach wirkt sich eine Prozesstemperatur von
40°C giinstiger fiir die Insulin-Stabilitdt aus als 20°C. Die {ibrigen Proben wiesen nur
geringfiigige Verdnderungen im betrachteten Absorptionsbereich auf; ein Einfluss des
Druckwechselverfahrens auf die Stabilitdt der Sekundér- und Tertidrstruktur ist daher zwar
nicht vollstdndig auszuschlieen, jedoch im Fall des untersuchten Distickstoffoxides von so
geringem Ausmaf, dass weitere Untersuchungen notwendig sind, um eine abschlieBende
Aussage treffen zu konnen. Der Einsatz dieses Prozessgases scheint aber unter

Berticksichtigung der vorliegenden Ergebnisse durchaus denkbar.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Die Entkeimung pharmazeutischer Zubereitungen erfolgt haufig durch thermische
Verfahren. Diese sind aufgrund einer kontinuierlichen apparativen Weiterentwicklung in
den vergangenen Jahrzehnten in der Anwendung sehr sicher geworden und die thermische
Belastung des zu entkeimenden Gutes konnte, z.B. durch ein optimiertes Temperatur-Zeit-
Regime, auf ein Minimum reduziert werden. Dennoch sind viele Wirkstoffe aufgrund ihrer
geringen thermischen Stabilitdt diesen Verfahren nicht zuginglich. Daher gab es in der
Vergangenheit verschiedene Bemiihungen, alternative, nicht-thermische Verfahren mit
vergleichbarer Sicherheit zu entwickeln. Mit der vorliegenden Arbeit zum Druckwechsel-
verfahren soll ein Beitrag zu diesem Entwicklungsprozess geleistet werden.

In umfangreichen Vorversuchen wurden zundchst verschiedene Eigenschaften der
beispielhaft ausgewdhlten Mikroorganismen bestimmt. Neben Form und Grofle der Zellen
zur Berechnung der Zelloberfliche und des Zellvolumens wurden deren mechanische
Eigenschaften mittels AFM-Messungen und die thermischen Eigenschaften anhand von
DSC-Untersuchungen charakterisiert. Insgesamt wurden neun verschiedene Spezies
betrachtet (B. atropheus, B. pumilus, C. sporogenes, G. stearothermophilus, S. aureus,
B. diminuta, P. aeruginosa, A. niger und C. albicans), wobei der Schwerpunkt auf dem
grampositiven Keim B. atropheus und dem gramnegativen Keim B. diminuta, als Vertreter
der jeweiligen Gruppe, lag. Zur Groflenbestimmung der Mikroorganismenzellen kam neben
den iiblichen mikroskopischen Verfahren (Lichtmikroskopie, REM) auch die
Laserdiffraktometrie zum Einsatz. Die Ergebnisse der verschiedenen Methoden stimmten
weitgehend tiberein, so dass die Laserdiffraktometrie als schnelles und durch den hohen
Stichprobenumfang sehr aussagekriftiges Verfahren zur Groflenbestimmung von
Mikroorganismen zu empfehlen ist. Die durch DSC-Messungen an vegetativen Zellen von
B. atropheus, B. pumilus, G. stearothermophilus, S. aureus, B. diminuta P. aeruginosa und
C. albicans erhaltenen Thermogramme wiesen insgesamt ein sehr dhnliches Profil auf. Im
Temperaturbereich von 60-80°C waren, bis auf eine Ausnahme, mindestens zwei
endotherme Phasentlibergiinge zu erkennen, die aus der Denaturierung der Bakterien-
Ribosomen bzw. deren Untereinheiten resultierten. Aus der Lage der Peaks im
Thermogramm konnte fiir die Zellen von G. stearothermophilus die geringste und fiir
B. diminuta Zellen die hochste Thermosensitivitit dieser Zellbestandteile abgeleitet
werden. Die iibrigen untersuchten Mikroorganismen wiesen keine deutlichen Unterschiede

in ihrem thermischen Verhalten auf. Die Ergebnisse der an B. atropheus, B. diminuta und
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A. niger durchgefiihrten rasterkraftmikroskopischen Messungen iiberraschten, da fiir
B. diminuta, als Vertreter gramnegativer Bakterien, ein tendenziell héheres E-Modul
bestimmt wurde als fiir den grampositiven Keim B. atropheus. Die hochste mechanische
Festigkeit wiesen jedoch erwartungsgemil die Zellen des ebenfalls untersuchten Pilzes
A. niger auf.

Fir die Druckwechselversuche kamen zwei verschiedene Hochdruckautoklaven zum
Einsatz. Wesentlichster Unterschied zwischen beiden Gerdten war die apparative
Umsetzung der fiir die Druckerzeugung notwendigen Gaseinleitung. Am Premex-
Autoklaven erfolgte diese in den Kopfraum der Druckkammer, wéhrend im Parr-
Autoklaven das Gas direkt in die zu behandelnde Fliissigkeit geleitet wurde. Als
Prozessgase wurden Stickstoff, Distickstoffoxid sowie Mischungen aus beiden Gasen
verwendet. REM-Untersuchungen an druckwechselbehandelten Mikroorganismen und die
optische Dichte (ODgoo) der Proben bestitigten den angenommenen Zerstorungs-
mechanismus; die spontane Entspannung der mit Gas beladenen Keimsuspensionen fiihrt
infolge des Ausgasens zu einem Zerplatzen der Zellen. Die Quantifizierung der
Keimzahlreduktion erfolgte mit dem Spatelplattenverfahren. Parallel dazu wurde mittels
Live/Dead-Farbung der Anteil toter, nicht zerstorter Zellen bestimmt. Zusétzliche toxische
Effekte waren besonders bei Distickstoffoxid zu beobachten und urséchlich fiir dessen hohe
Effektivitit. Die Verwendung von Stickstoff fiihrte hingegen nur in wenigen Fillen zu
einem erhohten Anteil an toten, intakten Zellen. Insgesamt wurde das Absterbeverhalten
von Mikroorganismen im Druckwechselverfahren an sieben Vertretern aus den Gruppen
der grampositiven und gramnegativen Bakterien sowie an zwei Pilzen bei 500 bar und 25°C
mit den Prozessgasen Stickstoff und Distickstoffoxid untersucht. Mit Stickstoff wurden
dabei Reduktionsraten zwischen 0,03 und 2,5 Zehnerpotenzen erzielt; durch die
Verwendung von Distickstoffoxid konnten die Reduktionsraten auf Werte zwischen 1,2
und 6,8 deutlich erhoht werden. Auffallig war, dass bei sonst steigenden Reduktionsraten
mit Distickstoffoxid das Ansprechverhalten von C. sporogenes auf den Druckwechsel-
prozess unabhingig vom verwendeten Gas konstant blieb. Dies deutete auf eine
ausschlieBlich mechanische Zerstérung der Zellen hin. Da es sich in diesem Fall um den
einzigen untersuchten obligat anaeroben Keim handelte, wurde fiir den toxischen Einfluss
des Distickstoffoxids auf die iibrigen Mikroorganismen eine Stérung der Zellatmung
vermutet. DSC-Untersuchungen an druckwechselbehandelten B. diminuta Zellen lielen
dariiber hinaus auf eine Storung der Protein-Biosynthese schlieBen. Insgesamt war das

Ausmal der Keiminaktivierung stark von der Art der Mikroorganismen abhéngig; eine
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Tendenz war jedoch nicht zu erkennen. Ein Einfluss des Druckes und damit verbunden der
Gelostgasmenge war im untersuchten Bereich von 200-500 bar nur bei den Stickstoft-
Versuchen zu beobachten, wobei die Zunahme der Keimzahlreduktion bei einer
Druckerh6hung von 400 auf 500 bar iiberproportional hoch war. Dariiber hinaus konnte
durch mehrfach aufeinander folgende Druckwechsel eine Steigerung der Gesamtreduktion
erzielt werden. Trotz der angestrebten nicht-thermischen Prozessfiihrung wurde auch der
Einfluss der Temperatur auf die maximal erreichbare Reduktionsrate untersucht. Die in
einem sehr engen Temperaturbereich von 10-40°C durchgefiihrten Versuche zeigten, dass
eine von 25°C abweichende Prozesstemperatur die Effektivitit des Verfahrens deutlich
erhoht. So wurde mit der Absenkung der Prozesstemperatur auf 10°C eine Erhéhung der
Keimzahlreduktion um bis zu 500 % erreicht. Mit einer Prozesstemperatur von 40°C in
Kombination mit Distickstoffoxid als Prozessgas konnte sogar bei einer Ausgangskeimzahl
von 10° KBE/ml Sterilitit erzielt werden. Einen geringeren Einfluss auf den
Reduktionserfolg hatten das verwendete Probenvolumen und die Druckhaltezeit. Bei den
Stickstoff-Versuchen war bereits nach 5 min die maximale Reduktionsrate erreicht. Bedingt
durch den zusitzlichen toxischen Effekt des Distickstoffoxids konnte bis zu einer
Behandlungsdauer von 60 min eine Zeitabhidngigkeit der Reduktionsrate beobachtet
werden. Eine iiber diese Zeitspanne hinausgehende Druckbelastung fiihrte zu keiner
weiteren Erhohung der Reduktionsrate. Zudem beeinflusste das Alter der Zellen das
Absterbeverhalten. Besonders dltere Zellen erwiesen sich  gegeniiber dem
Druckwechselverfahren als deutlich unempfindlicher. Der Einfluss der Ausgangskeimzahl
wurde an B. atropheus und B. diminuta Kulturen verschiedener Konzentrationen (10° bzw.
10° KBE/ml) untersucht. Eine konzentrationsabhingige Keimzahlreduktion konnte nur bei
B. atropheus Kulturen beobachtet werden. Die Reduktionsraten der B. diminuta Kulturen
waren dagegen ausschlieBlich vom verwendeten Prozessgas abhingig. Mit Distickstoffoxid
konnte daher eine Sterilisation der geringer konzentrierten Keimsuspension erzielt werden.

Ein DMSO-Zusatz fiihrte sowohl bei B. atropheus als auch bei B. diminuta Keimen zu
einer deutlichen Verringerung der Reduktionsrate. Als Ursache hierfiir wurde eine
Fluidisierung der Zellmembranen angenommen. Die damit einhergehende Erhohung der
Zellelastizitiat fiihrte vermutlich zu einer Verringerung des Schiddigungspotentials des
expandierenden Gases wihrend der Entspannung. Ein 10 %iger Natriumlactat-Zusatz als
rigidisierendes Agens fiihrte zu unterschiedlichen Effekten. Ein protektiver Einfluss war bei
B. atropheus Zellen zu beobachten, wihrend B. diminuta Zellen empfindlicher auf das

Druckwechselverfahren reagierten. Bei der praktischen Anwendung des Druckwechsel-
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verfahrens sollte daher der Einfluss der verwendeten Wirk- und Hilfsstoffe auf die zu
entkeimende Zubereitung berilicksichtigt werden. Eine Schwierigkeit bei der
abschliefenden Bewertung des Druckwechselverfahrens lag in der Interpretation kleiner
Restkeimzahlen. Da im Allgemeinen mit sehr hohen Ausgangskeimzahlen gearbeitet
wurde, um die fiir eine sichere Entkeimung notwendigen hohen Reduktionsraten darstellen
zu konnen, war die Gefahr einer Verunreinigung durch ungeniigend behandelte Teilmengen
zu beriicksichtigen. So geniigt ein Volumen von 7 ul mit einer Keimzahl von 10° KBE/ml,
um 70 ml (iibliche Probemenge) einer keimfreien Fliissigkeit mit 10* KBE/ml zu belasten.

Die Ergebnisse der Stabilitdtsuntersuchungen an wiéssrigen Losungen von L-Epinephrin, D-
Penicillamin, Physostigmin und Paraoxon belegten, dass die Entkeimung im Druck-
wechselautoklav hinsichtlich der Belastung des Sterilisationsgutes mit der Sterilfiltration
vergleichbare Ergebnisse liefert. Als wichtigster Parameter fiir die Stabilitdt von fliissigen
Arzneistoffzubereitungen konnte neben dem verwendeten Sterilisationsverfahren der pH-
Wert der Losung bestitigt werden. Der Einfluss einer Schutzgasatmosphdre war im
Vergleich dazu deutlich weniger ausgeprdgt. Zwischen begasten und unbegasten Proben
wurden nur geringe Unterschiede gefunden. Beschleunigte Haltbarkeitstests an wéssrigen
L-Epinephrin-Zubereitungen zeigten, dass die Druckwechselbehandlung keinen negativen
Einfluss auf die Langzeitstabilitit der Arzneistoffzubereitungen ausiibt. Dem in den
vergangenen Jahren stark gestiegenen Anteil von Peptid-Wirkstoffen in der Pharmazie
wurde mit den Stabilitdtsuntersuchungen an Humaninsulin Rechnung getragen. Diese meist
fliissigen Zubereitungen stellen hohe Anforderungen an die mikrobielle Reinheit, sind
jedoch zu thermolabil fiir eine Dampfsterilisation. Bei dieser Wirkstoffgruppe konnte die
Druckwechseltechnologie daher einen wesentlichen Beitrag zur schonenden Entkeimung
und damit zur Arzneimittelsicherheit leisten. Die druckwechselbehandelten Humaninsulin-
Losungen wurden mittels HPLC und Zirkulardichroismus analysiert. Unterschiedlich stark
ausgepragte Verdnderungen in der Sekundir- bzw. Tertidrstruktur der Proteinmolekiile

lieBen eine abschlieBende Bewertung jedoch nicht zu.
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7 SUMMARY

The sterilization of pharmaceutical formulations often involves thermal treatment.
Continuous improvement of the required technical equipment in the past decades led to safe
sterilization procedures. Furthermore, optimized temperature/time regimes have reduced
the thermal stress of formulations to be sterilized. Many active pharmaceutical ingredients
(APIs) cannot be sterilized by heat sterilization due to their low thermal stability. The need
for safe non-thermal sterilization procedures led to the development of various novel cold
sterilization methods. The aim of this work was to verify the suitability of the pressure
change technology as a gentle cold sterilization procedure.

In preliminary experiments different properties of the chosen model microorganisms were
determined. Besides form and size of the cells (for calculation of cell surface and cell
volume) their elastic properties were characterised by AFM and the thermal characteristics
by DSC. Overall, nine different species of bacteria, yeasts and moulds (B. atropheus,
B. pumilus, C. sporogenes, G. stearothermophilus, S. aureus, B. diminuta, P. aeruginosa,
A. niger und C. albicans) were analysed, particularly B. atropheus (Gram-positive) and
B. diminuta (Gram-negative). Microscopic methods (light microscopy, REM) but also laser
diffraction were used to determine the size of the microorganism cells. The results of these
methods did not differ significantly, so that laser diffraction is recommended as a powerful
method for size determination of microorganism cells. Thermal analysis of the vegetative
form of B. atropheus, B. pumilus, G. stearothermophilus, S. aureus, B. diminuta,
P. aeruginosa and C. albicans revealed no significant differences between the
thermograms. In a temperature range between 60 and 80°C two or more endothermal phase
transitions were observed (except for C. albicans), indicating thermal denaturation of the
bacterial ribosomes and their subunits. With ribosomes of B. diminuta the highest
thermosensitivity was detected, with ribosomes of G. stearothermophilus the lowest. The
elastic properties of the cell wall of B. atropheus, B. diminuta and A. niger were
investigated by atomic force microscopy. The results surprised, as with B. diminuta, a
Gram-negative bacterium, a higher elastic modulus was determined than with the Gram-
positive germ B. atropheus. As expected, the cells of 4. niger showed the highest
mechanical stability.

For the pressure change treatment two high pressure autoclaves with a different technical
realisation of the gas supply for pressurization were used. In the Premex autoclave the gas

was directed into the head space of the pressure chamber, while in the Parr autoclave the
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gas was fed directly into the liquid to be treated. Nitrogen (type 5.0), nitrous oxide (medical
grade) as well as mixtures of both gases were used. The mechanism of cell destruction was
analysed by scanning electron microscopy and optical density (ODgop). The following
mechanism was confirmed: an increase in the intracellular volume and pressure by the
released gas after the expansion step ultimately leads to a disruption of the cell. The
sterilizing effect was evaluated by determining the number of viable cells after pressure
change treatment compared to that initally added. The number of viable cells was
determined by quantification of the number of colonies grown on agar medium. In addition,
the Live/Dead assay was used to quantify the fraction of dead cells. Toxic effects were
observed particularly with nitrous oxide as process gas supporting its efficacy, whereas
microorganism cultures treated with nitrogen scarcely showed increased numbers of dead
cells. Altogether, the reduction rates of nine microorganism species (Gram-negative and
Gram-positive bacteria, yeasts, moulds) were analysed with nitrogen and nitrous oxide as
process gas, respectively, at 500 bar and 25°C. With nitrogen reduction rates between 0.03
and 2.5 orders of magnitude were achieved. A significant increase of the reduction rates
could be observed with nitrous oxide (1.2- 6.8 orders of magnitude). Surprisingly, the
reduction rates of C. sporogenes did not depend on the type of gas. The death of these
microorganisms is considered to be caused mainly by mechanical rupture of the cell wall by
the released gas. Hence, for the toxic effect of non-fastidious anaerobes a disturbance of the
cell respiration was postulated. In addition, thermal analysis of B. diminuta cultures treated
by pressure change reveal a disturbance of protein biosynthesis. Altogether the reduction
rate was strongly dependent on the type of microorganism; however, no general tendency
was observed. An influence of the applied pressure in the examined range of 200-500 bar
was recognizable only with nitrogen as process gas. Especially a pressure increase from
400 to 500 bar led to a significant increase of the reduction rate. By repeating the pressure
change treatment an increase of the reduction rate was achieved. In spite of the overall goal
of a non-thermal sterilization process, the influence of the temperature was also examined.
All experiments were carried out within a temperature range of 10-40°C. Temperatures
above or below 25°C were most effective. A decrease of the temperature to 10°C increased
the reduction rate up to 5 fold. At 40°C sterility was achieved with nitrous oxide as process
gas. The sample volume and the treatment time had a less pronounced influence. With
nitrogen a treatment time of only 5 min already led to the maximum reduction rate. Because
of the toxic effect of nitrous oxide a time-dependent reduction rate up to a treatment time of

60 min was observed. Moreover, the age of the cells influenced the efficacy of the process;
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older cells were less sensitive. The influence of the bioburden was investigated by variation
of the cell concentration (10° and 10° cfu/ml). Only with B. atropheus cultures a
dependence of the cell concentration was observed. A constant reduction rate of 5-6 orders
of magnitude with B. diminuta led to sterilization of the culture with the lower cell
concentration.

DMSO, a widely known penetration enhancer, led to a decreased reduction rate with
B. atropheus as well as with B. diminuta cultures. It may be concluded that a fluidisation of
the cell membranes increases the tolerance against disruption by the released gas. Sodium
lactate, known for the rigidisation of cell membranes, caused different effects; cell
protection as well as cell sensitisation was observed. Hence, employing the pressure change
technology the influence of the APIs and the excipients on the formulation to be sterilised
should always be considered.

The problem with the final evaluation of the pressure change technology was the
interpretation of small viable cell concentrations after sterilization. A contamination of the
sterilized medium by untreated medium could not be ruled out. For instance, a volume of
7 ul of a microorganism culture with 10® cfu/ml can create a bioburden of 10* cfu/ml in
70 ml of sterile medium (= sample volume).

Chemical stability was confirmed with all investigated drugs (L-Epinephrine,
D-Penicillamine, Eserine and Paraoxon). The pH was the most important parameter with
regard to the stability of the aqueous drug solutions. The influence of a protective gas
atmosphere was comparatively low. The accelerated stability tests of different
L-Epinephrine solutions showed no negative influence on their shelf-life. The increasing
number of biologicals for therapeutical use was accounted for by stability testing of human
insulin. Insulin formulations are usually intended for parenteral application, moreover their
thermo-sensitivity prohibit heat sterilization. The pressure change technology could provide
an essential contribution to the gentle sterilization of these formulations. Insulin chemical
stability was confirmed by HPLC analysis. However, the results of the circular dichroism
experiments revealed a partial change in the secondary and tertiary structure. However, the

differently pronounced changes in the molecule structure did not allow a final conclusion.
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ANHANG: TEMPERATUR- UND DRUCKVERLAUF IM DRUCKWECHSELPROZESS

PROZESSGAS STICKSTOFF

Tab. A - 1: B. atropheus, Versuch 1, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 23 23
5 min 501 421 80 27 27
30 min 505 418 87 26 26
60 min 501 430 71 26 26
120 min 502 427 75 26 26

Tab. A - 2: B. atropheus, Versuch 2,500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 22 22
5 min 503 440 63 28 28
30 min 503 419 84 27 27
60 min 505 431 74 26 26
120 min 504 410 94 26 26

Tab. A - 3: B. atropheus, Versuch 3,500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 1 1 27 27
5 min 504 449 55 27 27
30 min 502 446 56 27 27
60 min 501 439 62 27 27
120 min 505 441 64 27 27

Tab. A - 4: B. atropheus, vorgekiihlte Kultur, Versuch 1, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 6 6
5 min 502 434 68 24 24
30 min 503 429 74 26 26
60 min 506 428 78 26 26
120 min 502 419 83 26 26

Tab. A - 5: B. atropheus, vorgekiihlte Kultur, Versuch 2, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)

Probenahme D Anfang [bar] DPEnde [bar] Ap [bar] D antang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 1 1 7 7
5 min 501 435 66 26 26
30 min 506 440 66 27 27
60 min 503 436 67 27 27

120 min 500 431 69 27 27




Anhang: Temperatur- und Druckverlauf im Druckwechselprozess 202
Tab. A - 6: B. atropheus, vorgekiihlte Kultur, Versuch 3, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)
Probenahme pAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] 1':}Anfang [OC] 1':}Ende [OC]
0 min 2 2 0 7 7
5 min 505 448 57 27 27
30 min 503 447 56 27 27
60 min 506 440 66 27 27
120 min 505 436 69 27 27
Tab. A - 7: B. pumilus, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)
Probenahme pAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] 1':}Anfang [OC] 1':}Ende [OC]
0 min 1 1 0 25 25
5 min 512 412 100 29 28
30 min 508 373 135 24 24
Tab. A - 8: G. stearothermophilus, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 1 1 0 25 25
5 min 506 367 139 30 29
30 min 514 368 146 26 23
Tab. A - 9: S. aureus, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 23 23
5 min 500 420 80 31 31
30 min 504 405 99 27 26
60 min 505 423 82 27 27
120 min 503 440 63 26 25
Tab. A - 10: C. sporogenes, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.1)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 28 28
5 min 502 430 72 33 33
30 min 504 423 81 28 28
60 min 505 424 81 28 26
120 min 500 450 50 25 25
Tab. A - 11: B. diminuta, Versuch 1, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.2)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] B anfang [°C] DEnge [°C]
0 min 4 3 1 27 27
5 min 501 442 59 29 29
30 min 505 443 62 27 27
60 min 506 440 66 27 27
120 min 503 434 69 27 27
Tab. A - 12: B. diminuta, Versuch 2, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.2)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 28 28
5 min 501 428 73 29 29
30 min 500 433 67 28 28
60 min 501 429 72 28 27
120 min 500 447 53 26 26
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Tab. A - 13: B. diminuta, Versuch 3, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.2)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] B anfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 25 25
5 min 500 439 61 27 27
30 min 501 444 57 27 27
60 min 503 438 65 26 26
120 min 500 448 52 26 25
Tab. A - 14: P. aeruginosa, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.2)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DAnfang [°C] Dnde [°C]
0 min 3 3 0 26 26
5 min 500 431 69 29 28
30 min 504 433 71 27 27
60 min 504 443 61 26 26
120 min 506 429 77 26 26
Tab. A - 15: A. niger, 3h inkubierte Sporensuspension, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.1.3)
Probenahme pAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] 1':}Anfang [OC] 1':}Ende [OC]
0 min - ohne rithren 1 1 0 25 25
0 min - mit rithren 1 1 0 25 25
5 min 498 346 152 28 28
30 min 504 338 166 24 22
60 min 525 356 169 29 26
Tab. A - 16: A. niger, 8h inkubierte Sporensuspension, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.1.3)
Probenahme DPAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] DEnde [°C]
0 min - ohne rithren 1 1 0 25 25
0 min - mit rithren 1 1 0 25 25
5 min 512 376 136 30 29
30 min 510 365 145 23 21
60 min 512 377 135 26 21
Tab. A - 17: A. niger, 12 h inkubierte Sporensuspension, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min - ohne rithren 1 1 0 25 25
0 min - mit rithren 1 1 0 25 25
5 min 507 358 149 29 28
30 min 510 340 170 26 24
60 min 508 387 121 27 25
Tab. A - 18: C. albicans, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dntang [°C] Bknde [°C]
0 min 3 3 0 26 26
5 min 501 411 90 32 32
30 min 504 406 98 28 27
60 min 507 407 100 27 26
120 min 503 429 74 26 25
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Tab. A -19: B. atropheus, 400 bar, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.2)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] Dknde [°C]
0 min 4 4 0 24 24
5 min 400 344 56 28 27
30 min 404 348 56 26 26
60 min 402 350 52 26 26
120 min 404 348 56 26 26
Tab. A -20: B. atropheus, 300 bar, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.2)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnde [°C]
0 min 5 4 1 23 23
5 min 306 267 39 28 27
30 min 306 270 36 26 26
60 min 304 269 35 26 26
120 min 304 259 45 26 26
Tab. A - 21: B. atropheus, 200 bar, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.2)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 3 3 0 20 20
5 min 209 184 25 27 27
30 min 207 189 18 25 25
60 min 202 183 19 25 25
120 min 205 187 18 25 25
Tab. A -22: B. atropheus, 10°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dnfang [°C] Bknde [°C]
0 min 1 1 0 15 14
5 min 504 369 135 13 13
30 min 511 349 162 10 5
Tab. A - 23: B. atropheus, 25°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dntang [°C] Bende [°C]
0 min 1 1 0 30 30
5 min 516 363 153 35 34
30 min 513 362 151 24 20
Tab. A - 24: B. atropheus, 40°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Danfang [°C] Oende [°C]
0 min 1 1 0 37 38
5 min 501 354 147 42 41
30 min 500 362 138 40 34
Tab. A - 25: B. pumilus, 10°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 1 1 13 13
5 min 510 368 142 13 13
30 min 503 374 129 10 8
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Tab. A -26: B. pumilus, 25°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 1 1 0 25 25
5 min 512 412 100 29 28
30 min 508 373 135 24 24
Tab. A - 27: B. pumilus, 40°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 1 1 0 38 38
5 min 490 358 132 41 41
30 min 506 420 86 40 37
Tab. A - 28: G. stearothermophilus, 10°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 1 1 15 14
5 min 479 356 123 19 17
30 min 516 361 155 12 9
Tab. A -29: G. stearothermophilus, 25°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] Dknde [°C]
0 min 1 1 0 25 25
5 min 506 367 139 30 29
30 min 514 368 146 26 23
Tab. A - 30: G. stearothermophilus, 40°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 36 37
5 min 522 370 152 44 44
30 min 509 375 134 39 37
Tab. A - 31: A. niger, 3h inkubierte Sporensuspension, 10°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min - ohne riihren 1 1 0 15 15
0 min - mit rithren 1 1 0 15 15
5 min 519 432 87 19 18
30 min 537 375 162 13 12
60 min 520 366 154 12 11
Tab. A - 32: A. niger, 3h inkubierte Sporensuspension, 25°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] Dknde [°C]
0 min - ohne riihren 1 1 0 25 25
0 min - mit rithren 1 1 0 25 25
5 min 498 346 152 28 28
30 min 504 338 166 24 22
60 min 525 356 169 29 26
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Tab. A - 33: A. niger, 3h inkubierte Sporensuspension, 40°C, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.1.3)
Probenahme pAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] 1':}Anfang [OC] 1':}Ende [OC]
0 min - ohne riihren 1 1 0 38 38
0 min - mit rithren 1 1 0 39 40
5 min 508 371 137 43 43
30 min 511 346 165 41 37
60 min 516 360 156 40 37
Tab. A - 34: B. atropheus, verminderte Ausgangskeimzahl, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.4)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnge [°C]
0 min 2 2 0 25 25
5 min 501 409 92 31 30
30 min 502 421 81 29 29
60 min 503 415 88 28 27
120 min 502 427 75 28 28
Tab. A - 35: B. diminuta, verminderte Ausgangskeimzahl, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.4)
Probenahme DPAantang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D antang [°C] DEnde [°C]
0 min 3 3 0 25 25
5 min 502 438 64 31 31
30 min 504 410 94 29 28
60 min 500 420 80 28 28
120 min 500 429 71 28 28
Tab. A - 36: B. atropheus, junge Zellen — 3,5 h, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.5)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] DEnde [°C]
0 min 1 1 0 21 21
5 min 500 401 99 29 29
30 min 503 399 104 25 24
60 min 504 411 93 25 25
120 min 502 448 54 25 25
Tab. A - 37: B. atropheus, alte Zellen — 24 h, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.5)
Probenahme Panfang [bar] Pende [bar] Ap [bar] Danfang [°C] Bgnde [°C]
0 min 2 2 0 29 29
5 min 501 398 103 35 35
30 min 502 418 84 30 30
60 min 503 421 82 29 29
120 min 504 434 70 27 26
Tab. A - 38: B. diminuta, junge Zellen — 6h, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.5)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] Dknde [°C]
0 min 2 2 0 26 26
5 min 500 398 102 26 26
30 min 501 417 84 25 25
60 min 502 420 82 25 25
120 min 500 438 62 25 25
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Tab. A - 39: B. atropheus, alte Zellen — 36 h, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.5)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 29 29
5 min 502 391 111 33 33
30 min 500 404 96 30 30
60 min 501 411 90 29 29
120 min 500 432 68 27 27
Tab. A - 40: B. atropheus, Langzeitversuch, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.6)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] Dknde [°C]
0 min 1 1 0 25 25
5 min 504 428 76 35 31
6h 500 404 96 26 24
12h 506 417 89 25 24
Tab. A - 41: B. atropheus, Langzeitversuch, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.6)
Probenahme DPAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] Dknde [°C]
0 min 2 2 0 24 24
5 min 502 410 92 34 33
6h 504 419 85 25 25
12h 505 410 95 25 23
Tab. A - 42: B. atropheus, mehrfache Komplettentspannung, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.7)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min - 1 1 1 0 23 23
30 min - 1 501 235 266 25 20
0 min - 2 1 1 0 25 25
30 min - 2 503 289 214 25 17
0 min - 3 1 1 0 25 25
30 min - 3 504 357 147 26 25
0 min - 4 2 2 0 22 22
30 min - 4 502 248 254 25 23
Tab. A - 43: B. diminuta, mehrfache Komplettentspannung, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.7)
Probenahme Panfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Danfang [°C] Onge [°C]
0 min - 1 1 1 0 23 23
30 min - 1 505 263 242 27 19
0 min - 2 1 1 0 24 24
30 min - 2 502 307 195 25 19
O min -3 2 2 0 24 24
30 min - 3 502 342 160 26 19
0 min - 4 2 2 0 25 25
30 min - 4 505 284 221 27 22
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Tab. A - 44: B. atropheus, Zusatz von 10 % Na-lactat, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.8)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 23 23
5 min 505 402 103 28 28
30 min 506 424 82 25 25
60 min 508 418 90 25 24
120 min 506 427 79 25 23
Tab. A - 45: B. atropheus, Zusatz von 20 % DMSO, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.8)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnde [°C]
0 min 3 3 0 27 27
5 min 505 418 87 30 30
30 min 508 422 86 27 26
60 min 508 420 88 27 26
120 min 504 442 62 26 26
Tab. A - 46: B. diminuta, Zusatz von 10 % Na-lactat, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.8)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 25 25
5 min 503 411 92 27 27
30 min 505 436 69 26 26
60 min 502 425 77 26 26
120 min 500 438 62 27 26
Tab. A - 47: B. diminuta, Zusatz von 20 % DMSQO, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.8)
Probenahme DPAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnde [°C]
0 min 3 3 0 25 25
5 min 501 415 86 28 28
30 min 505 428 77 27 27
60 min 501 433 68 26 25
120 min 502 444 58 25 25
Tab. A - 48: B. atropheus, vermindertes Volumen, 250 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.9)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] Dknde [°C]
0 min 1 1 0 24 24
5 min 500 430 70 35 34
30 min 502 444 58 26 26
60 min 505 472 33 26 26
Tab. A -49: B. atropheus, vermindertes Volumen, 125 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.9)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 24 24
5 min 500 453 47 35 34
30 min 500 463 37 26 26
60 min 502 462 40 26 26
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Tab. A - 50: B. diminuta, vermindertes Volumen, 250 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.9)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnde [°C]
0 min 3 3 0 24 24
5 min 500 428 72 35 32
30 min 500 438 62 28 28
60 min 500 463 37 28 26
Tab. A - 51: B. diminuta, vermindertes Volumen, 125 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.9)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] Dknde [°C]
0 min 2 2 0 24 24
5 min 500 441 59 30 30
30 min 503 461 42 27 27
60 min 502 460 42 25 25
Tab. A - 52: B. atropheus, 0,9 %ige NaCl-Lsg., 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.10)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 3 3 0 24 24
5 min 501 403 98 27 26
30 min 502 436 66 26 26
60 min 503 439 64 26 26
120 min 502 440 62 26 26
Tab. A - 53: B. atropheus, 5 % Aerosil, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.10)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Danfang [°C] Oende [°C]
0 min 2 2 0 24 24
5 min 501 409 92 26 26
30 min 502 428 74 27 27
60 min 505 411 94 26 24
120 min 500 421 79 26 26
Tab. A - 54: B. diminuta, 0,9 %ige NaCl-Lsg., 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.10)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Danfang [°C] Oende [°C]
0 min 2 2 0 25 25
5 min 503 411 92 27 27
30 min 505 436 69 26 26
60 min 502 425 77 26 26
120 min 500 438 62 27 26
Tab. A - 55: B. diminuta, 5 % Aerosil, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.10)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 3 3 0 25 25
5 min 501 415 86 28 28
30 min 505 428 77 27 27
60 min 501 433 68 26 25
120 min 502 444 58 25 25
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Tab. A - 56: B. atropheus, inaktivierte Mikroorganismen, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.11)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 1 1 0 23 23
5 min 505 400 105 34 34
30 min 500 411 89 28 28
60 min 500 422 78 28 28
120 min 501 418 83 26 26
Tab. A - 57: B. diminuta, inaktivierte Mikroorganismen, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.1.11)
Probenahme D Anfang [bar] DPEnde [bar] Ap [bar] D antang [°C] DEnde [°C]
0 min 1 1 0 16 16
5 min 500 403 97 29 29
30 min 501 400 101 25 25
60 min 504 428 76 25 25
120 min 502 417 85 25 25
PROZESSGAS DISTICKSTOFFMONOXID
Tab. A - 58: B. atropheus, Versuch 1,500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.1)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 3 3 0 25 25
5 min 500 280 220 35 35
30 min 502 268 234 33 33
60 min 501 257 244 33 31
120 min 500 261 239 31 30
Tab. A -59: B. atropheus, Versuch 2,500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.1)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnde [°C]
0 min 4 4 0 24 24
5 min 500 236 264 35 35
30 min 499 250 249 32 32
60 min 503 256 247 31 30
120 min 500 267 233 30 30
Tab. A - 60: B. atropheus, Versuch 3,500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.1)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 1 1 0 23 23
5 min 501 269 232 34 33
30 min 505 254 251 31 30
60 min 501 289 212 31 30
120 min 504 276 228 30 30
Tab. A - 61: B. pumilus, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.2.1.1)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnge [°C]
0 min 1 1 0 26 26
5 min 494 235 259 29 26
30 min 490 225 265 25 22
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Tab. A - 62: G. stearothermophilus, 250 ml, Premex (vgl. Kap. 4.3.2.1.1)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Danfang [°C] Oende [°C]
0 min 1 1 0 26 26
5 min 486 180 306 30 27
30 min 463 155 308 24 22
Tab. A - 63: S. aureus, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.1)
Probenahme DPAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D antang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 19 19
5 min 499 280 219 32 30
30 min 500 291 209 29 29
60 min 508 295 213 28 28
120 min 502 270 232 28 27
Tab. A - 64: C. sporogenes, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.1)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] Dknde [°C]
0 min 2 2 0 27 27
5 min 500 286 214 35 35
30 min 503 264 239 35 34
60 min 502 254 248 35 32
120 min 503 247 256 31 31
Tab. A - 65: B. diminuta, 1. Versuch, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.2)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Danfang [°C] Bknde [°C]
0 min 2 2 0 20 20
5 min 501 242 259 36 36
30 min 504 225 279 34 33
60 min 500 224 276 34 31
120 min 501 290 211 32 30
Tab. A - 66: B. diminuta, 2. Versuch, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.2)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dntang [°C] Oende [°C]
0 min 3 3 0 21 21
5 min 505 284 221 36 35
30 min 502 256 246 30 30
60 min 504 223 281 30 30
120 min 502 232 270 29 29
Tab. A - 67: B. diminuta, 3. Versuch, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.2)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] DEnde [°C]
0 min 3 3 0 24 24
5 min 500 285 215 35 34
30 min 501 278 223 32 31
60 min 506 266 240 31 30
120 min 500 257 243 30 29
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Tab. A - 68: P. aeruginosa, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.2)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 23 23
5 min 500 254 246 35 35
30 min 506 241 265 34 33
60 min 502 240 262 32 31
120 min 501 287 214 32 31

Tab. A - 69: A. niger, 3 h inkubierte Sporensuspension, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.3)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min - ohne riihren 1 1 0 25 25
0 min - mit rithren 1 1 0 25 25
5 min 498 173 325 28 25
30 min 503 155 348 27 23
60 min 486 180 306 27 24

Tab. A - 70: A. niger, 8 h inkubierte Sporensuspension, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.3)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] B anfang [°C] DEnge [°C]
0 min - ohne rithren 1 1 0 25 25
0 min - mit rithren 1 1 0 25 25
5 min 502 221 281 35 35
30 min 503 230 273 30 29
60 min 502 240 262 28 27

Tab. A - 71: A. niger, 12 h inkubierte Sporensuspension, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.3)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min - ohne rithren 1 1 0 25 25
0 min - mit rithren 1 1 0 25 25
5 min 505 248 257 35 34
30 min 503 240 263 30 29
60 min 502 249 253 28 26

Tab. A - 72: C. albicans, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.1.3)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 27 27
5 min 503 264 239 35 35
30 min 502 253 249 34 34
60 min 505 273 232 33 32
120 min 504 242 262 31 30

Tab. A - 73: B. atropheus, 400 bar, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.2)

Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 22 22
5 min 400 226 174 35 35
30 min 405 214 191 33 33
60 min 409 205 204 32 31

120 min 408 203 205 31 30
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Tab. A - 74: B. atropheus, 300 bar, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.2)
Probenahme DPAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D antang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 23 23
5 min 308 150 158 35 35
30 min 305 154 151 33 33
60 min 302 158 144 32 31
120 min 303 147 156 31 30
Tab. A - 75: B. atropheus, 200 bar, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.2)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 3 3 0 20 20
5 min 202 132 70 35 35
30 min 201 121 80 30 30
60 min 203 115 88 30 30
120 min 200 116 84 29 29
Tab. A - 76: B. atropheus, 40°C, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.3)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 35 35
5 min 504 300 204 43 42
30 min 501 289 212 43 42
60 min 502 277 225 40 40
120 min 500 250 250 40 39
Tab. A - 77: B. diminuta, 40°C, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.3)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 29 29
5 min 502 309 193 41 41
30 min 501 283 218 40 40
60 min 505 309 196 40 40
120 min 504 270 234 40 40
Tab. A - 78: B. atropheus, verminderte Ausgangskeimzahl, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.4)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 22 22
5 min 500 250 250 33 33
30 min 500 268 232 32 32
60 min 501 235 266 32 32
120 min 500 201 299 30 28
Tab. A -79: B. diminuta, verminderte Ausgangskeimzahl, 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.2.4)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 24 24
5 min 501 271 230 38 37
30 min 504 223 281 33 33
60 min 501 221 280 32 31
120 min 503 207 296 31 30
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PROZESSGAS STICKSTOFF/DISTICKSTOFFMONOXID
Tab. A - 80: B. atropheus, 50 bar, N,O; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.3)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnge [°C]
0 min 2 2 0 24 24
5 min 50 48 2 26 26
30 min 50 48 2 25 25
60 min 51 49 2 25 25
120 min 50 48 2 25 25
Tab. A - 81: B. atropheus, 50 bar N,O/ 500 bar N,; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.3)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] Dknde [°C]
0 min 2 2 0 22 22
60 min 504 387 117 27 27
Tab. A - 82: B. diminuta, 50 bar, N,O; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 24 24
5 min 50 48 2 27 27
30 min 51 49 2 26 26
60 min 50 48 2 25 25
120 min 50 48 2 25 25
Tab. A - 83: B. diminuta, 50 bar N,O/ 500 bar N,; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.3)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 25 25
60 min 502 407 95 27 27
RASTERELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN
Tab. A - 84: B. atropheus, N,; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.4.1)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnge [°C]
0 min 2 2 0 28 28
30 min 505 422 83 35 35
Tab. A - 85: B. atropheus, N,O; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.4.1)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 29 29
30 min 500 274 226 35 35
Tab. A - 86: B. diminuta, N,; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.4.2)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Dantang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 30 30
30 min 504 427 77 32 31
Tab. A - 87: B. diminuta, N,O; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.4.2)
Probenahme PAntang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] DEnde [°C]
0 min 2 2 0 27 27
30 min 500 318 182 35 35
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Tab. A - 88: C. albicans, N,; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.4.3)
Probenahme PAnfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Banfang [°C] DEnge [°C]
0 min 2 2 0 25 25
30 min 500 425 75 27 27
Tab. A - 89: C. albicans, N,O; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.4.3)
Probenahme Panfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] D anfang [°C] OEnge [°C]
0 min 2 2 0 25 25
30 min 503 328 175 35 35
DSC-UNTERSUCHUNGEN
Tab. A - 90: B. diminuta, N,; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.5)
Probenahme Panfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] DFantang [°C] Dknde [°C]
0 min 1 1 0 27 26
5 min 500 406 94 30 30
30 min 504 398 106 26 26
60 min 506 378 128 26 25
120 min 503 408 95 26 25
Tab. A - 91: B. diminuta, N,O; 500 ml, Parr (vgl. Kap. 4.3.5)
Probenahme Panfang [bar] PEnde [bar] Ap [bar] Danfang [°C] OEnde [°C]
0 min 1 1 0 27 27
5 min 500 228 272 35 35
30 min 503 186 317 34 34
60 min 501 191 310 33 32
120 min 500 239 261 33 32
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GEFAHRSTOFFVERZEICHNIS

Reagenz Gefahrstoffsymbole Sicherheitsratschlige
Acetonitril (LiChrosolv™) F; Xn 16-36/37
2-Aminoethanol 99% (V/V) C; Xn 26-36/37/39-45
Distickstoffmonoxid (¢ 9-17
D-Penicillamin Xi -
Ethanol 70% (V/V) F 7-16
Kohrsolin® Xn 9-23-24-26-37/39-45
3-Methylphenol T 36/37/39
Norepinephrin-L-bitartrat T+ 36/37/39-45
1-Octansulfonséure-Natrium Xi -
Paraoxon T+ 36/37/39-45
Phenol, kristallin T 24/25-34
Phosphorsédure 85% (V/V) C 26-36/37/39
Physostigminsalicylat T+ 23-45
2-Propanol F; Xi 7-16-24/25-26
Salzséure 1M C 26-45
Thioglycolat-Ndhrboden G Xi 24-37
Triethylamin C, F 3-16-26-29-36/37/39-45
Triton® X-100 Xi 36/37/39
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BEZUGSQUELLENNACHWEIS

Acetonitril (LiChrosolv®)
Actrapid® 40 L.E./ml
2-Aminoethanol 99% (V/V)
Anaerocult® A

Anaerocult” C

Bactolin” Basic Plus
CASO-Agar

CASO-Bouillon
Dinatriumdisulfid
Dinatriumhydrogenphosphat - 2 H,0
Distickstoffoxid (Ph.Eur.)
D-Penicillamin

Ethanol 70% (V/V)
Fleisch-Leber-Agar

Glycerol 87% (V/V)

HEPES

Kaliumchlorid, purissimum
Kaliumdihydrogenphosphat, pro analysi
Kohlendioxid

Kohrsolin®

LIVE/DEAD® BacLight™ L7012
Malzextrakt-Agar
3-Methylphenol
Néhrkartonscheiben
Natriumchlorid, pro analysi
Natrium-DL-lactat-Losung 50% (m/V)
Natriumsulfat, wasserfrei
Norepinephrin-L-bitartrat
1-Octansulfonsdure-Natrium
Paraoxon

Phenol, kristallin

Phosphorsédure 85% (V/V)

Merck, Darmstadt

Novo Nordisk, Bagsverd (Dadnemark)
Acros, Geel (Belgien)
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Bode, Hamburg

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs (Schweiz)
Merck, Darmstadt
Westfalen, Minster
Sigma-Aldrich, Steinheim
Carl Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Riedel-de Haén, Seelze
Riedel-de Haén, Seelze
Air Liquide, Leipzig
Bode, Hamburg
Invitrogen, Carlsbad (USA)
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe
Sartorius, Gottingen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim
Fluka, Buchs (Schweiz)
Fagron, Barsbiittel
Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe
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Physostigminsalicylat
2-Propanol
Pseudomonas-Agar P
R2A-Agar
Sabouraud-4%-Glucose-Agar
Salzsdure 1M

Sauerstoff (Ph.Eur.)
Sterillium®

Stickstoff 5.0
Siliciumcarbid; SiC-P600°06
Thioglycolat-Ndhrboden G
Triethylamin

Triton® X-100

Zink-Insulin, human

Fagron, Barsbiittel

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Air Liquide, Leipzig

Bode, Hamburg

Westfalen, Minster
Sympatec, Clausthal-Zellerfeld
Merck, Darmstadt

Fluka, Buchs (Schweiz)
Amresco, Solo (USA)

Elly Lilly, Greenfield (USA)
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