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Einleitung 1

1 Einleitung

Aus Sicht der o6ffentlichen Meinung in Deutschland werden viele Verfahren,
wie die einfache Nutzung von Zusatzstoffen oder Mikrowellen, als hohes
Risiko angesehen. In Bezug auf Mikroorganismen ist es das Gegenteil und
die Menschen haben nur geringe Angst [vgl. Schubert, 2007]. Was vielleicht
vielen nicht bewusst ist: Allein in Deutschland werden jahrlich rund 200000
Lebensmittelerkrankungen gemeldet [Keweloh, 2006]. Weltweit sterben
viele Menschen an Vergiftungen, die durch Mikroorganismen hervorgerufen
werden.

Thema dieser Arbeit ist die Untersuchung der mikrobiologischen
Stabilisierung einer bestimmten Produktart: Emulsionen. Viele Lebensmittel
wie Milch, Margarine, aber auch kosmetische Cremes und einige
Arzneimittel sind Emulsionen, disperse Mehrphasensysteme aus
mindestens zwei ineinander nahezu unloslichen Flussigkeiten. Diese
Produkte sind haufig ideale Nahrboden fur viele Mikroorganismen. Ein
klassisches Beispiel ist die Milch.

Ein Produkt ist mikrobiologisch stabil, wenn keine Veranderung auf Grund
der Tatigkeit von Mikroorganismen stattfindet. Die mikrobiologische
Stabilitat kann durch unterschiedliche Verfahren, zum Beispiel durch
Absenken des pH- oder a,-Wertes (Wasseraktivitat), der Zugabe von
Konservierungsmitteln und/oder durch eine thermische Behandlung
(Pasteurisieren, Sterilisieren) erreicht werden. Die thermische Behandlung
findet haufig Anwendung. Sie wird vom Verbraucher akzeptiert und ist
gleichzeitig kostengunstig im Vergleich zu anderen Haltbarkeitsverfahren.

Unterschiedliche Produkte haben unterschiedliche Anforderungen an die
mikrobiologische Stabilitat. Fur Milch ist z.B. die Pasteurisierung und
anschlieRende Kuhllagerung hinreichend, um Uber einen relativ kurzen
Zeitraum (wenige Tage) ein sicheres Produkt zu liefern. Produkte wie
parenterale Emulsionen, die direkt ins Blut des Menschen oder eines Tieres
injiziert werden, mussen jedoch steril sein.

In den letzten Jahrzehnten ist ,fast food“ immer weiter verbreitet worden.
Eine Folge dieser Entwicklung ist die Zunahme an Uubergewichtigen
Menschen in der Bevdlkerung und es entstanden fett- bzw. kalorien-
reduzierte Lebensmittel. Ein Beispiel hierfur ist Margarine, die als
Halbfettmargarine im Fettgehalt von 80 % auf bis zu 40 % reduziert wurde.
Durch die Erhdhung des Wassergehalts wurde das Produkt jedoch
empfindlicher gegenuber Mikroorganismenbefall. Gleichzeitig wachst die
Tendenz bei den Verbrauchern, Lebensmittel mit weniger ,Chemikalien“ zu
bevorzugen. Das bedeutet, dass ubliche Konservierungsmittel wie
Sorbinsaure fur Halbfettmargarine derzeit nicht von hoher Akzeptanz sind.



2 Einleitung

Da Mikroorganismen Wasser benotigen, um sich zu vermehren, konnen sie
in Ol, wegen der zu geringen Loslichkeit des Wassers, nicht wachsen
[Miller, 2006]. In einer Wasser-in-Ol (W/O)-Emulsion wie Butter und
Margarine erfolgt das Wachstum daher nur in den Tropfen aus Wasser oder
an der W/O-Grenzflache. In frlUheren Zeiten war das Herstellen von
Butterschmalz weit verbreitet. Die Haltbarkeit der Butter wurde durch
Wasserentzug verlangert.

Jacobsen hatte im Jahr 1931 die erste Vermutung, dass das
Mikroorganismen-Wachstum in einer W/O-Emulsion von der Tropfengrofle
abhangig sein muss. Damals konnte er seine Hypothese nicht Uberprufen.
1980 bewiesen Verrips und Zaalberg sowie Verrips et al., dass W/O-
Emulsionen ohne Konservierungsstoffe und/oder Sterilisationsverfahren bei
geeigneter Mikrostruktur mikrobiologisch stabil sind. Erfahrungsgemaf ist
diese Stabilitat dann gegeben, wenn der Wasseranteil hinreichend klein ist
und die Tropfen eine kritische Grofe nicht Uberschreiten. Ab welcher
Tropfengrofle das Wachstum verhindert werden kann und inwiefern sich
der Einfluss des Dispersphasenanteils auswirkt, ist weiterhin unklar.
Prinzipiell konnte man sich vorstellen, dass eine Emulsion mit hohem
Wassergehalt (Biliquid Foams, mit einem Dispersphasenanteil ¢ > 90 %)
nur durch ihre Struktur und ohne weitere Verfahren mikrobiologisch stabil
sein kann. Um diese und andere Fragen zu beantworten wurde in dieser
Arbeit die mikrobiologische Stabilisierung von W/O-Emulsionen durch
Herstellung hinreichend kleiner Tropfen untersucht.

Generell kdnnen sich in Produkten, bei denen Wasser die kontinuierliche
Phase ist (Ol-in-Wasser (O/W)-Emulsionen), Mikroorganismen schnell
vermehren. Die mikrobiologische Stabilitdt von O/W-Emulsionen kann
durch eine thermische Behandlung erreicht werden. Bei der thermischen
Behandlung muss berlicksichtigt werden, dass die Mikroorganismen in Ol
eine hohere Resistenz haben konnen. Dies wurde von unterschiedlichen
Autoren, wie Senhaji und Loncin, 1977 und Cerny und Fink, 1986,
berichtet. 2006 zeigte Miller, dass vegetative Mikroorganismen nicht nur in
Ol, sondern auch in Mayonnaise ein hohes Mal} an Resistenz, im Vergleich
zur wassrigen Phase, besitzen. Als wassriges System wurde allerdings
entionisiertes Wasser, anstatt einer wassrigen Phase mit der gleichen
Zusammensetzung wie die der Mayonnaise untersucht. Hier waren
folgende Fragen zu klaren: Warum kdnnen Mikroorganismen in Emulsionen
eine so hohe Resistenz besitzen? Gibt es einen Schutzeffekt des Ols,
wenn sich die Mikroorganismen im Ol oder an der Grenzflache befinden?
Dazu wurden im zweiten Teil dieser Arbeit einige Versuche Uber die
thermische Inaktivierung von Mikroorganismen in Emulsionen
durchgefuhrt.

Um empfindliche und o6lhaltige Produkte mikrobiologisch zu stabilisieren,
wurde als alternative Methode das Herstellen von sterilen Emulsionen
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durch Premix-Membranemulgieren in dieser Arbeit untersucht. Das so
genannte Premix-Membranemulgieren [Suzuki et al., 1998] soll nicht nur als
Emulgierverfahren, sondern auch als Mikroorganismenabtrennung dienen.

Das Membranemulgieren wird erst seit dem letzten Jahrzehnt untersucht.
Dieses Verfahren ist besonders interessant, da Emulsionen sehr schonend
hergestellt werden koénnen. Weiterhin bendtigt das Verfahren weniger
Energie als konventionelle Emulgierprozesse und bei geeigneten Systemen
konnen Emulsionen mit einer sehr engen TropfengrofRenverteilung
hergestellt werden [Schroder, 1999]. Industriell ist der Prozess nicht weit
verbreitet. Dazu mussen die Probleme, wie der geringe Durchsatz im
Vergleich zu den konventionellen Emulgierverfahren und das Fouling der
Membran, gelost werden.

Bei der Abtrennung der Mikroorganismen ist das Prinzip vergleichbar mit
der Sterilfiltration. Ein typisches Emulsionsprodukt, bei dem die Steril-
filtration zum Einsatz kommt, sind parenterale Emulsionen, die neben der
Anforderung an die Sterilitat auch keine Partikeln gro3er als 3 um enthalten
durfen [Sigg, 2005]. Normalerweiser wird diese Art der Emulsion zuerst bei
hohem Energieeintrag in Hochdruckhomogenisatoren hergestellt und dann
filtriert.

Da es nur wenige Arbeiten Uber dieses Verfahren gibt, wurde hierfur auch
der Einfluss der Prozessparameter untersucht und es wurde Uberpruft, ob
das Herstellen von parenteralen Emulsionen mit dem Premix-
Membranemulgieren moglich ist.

Zusammenfassend gesagt, wurden in dieser Arbeit drei unterschiedliche
Methoden zur mikrobiologischen Stabilisierung von Emulsionen untersucht:
Die mikrobiologische Stabilisierung von W/O-Emulsionen durch Herstellung
hinreichend kleiner Tropfen, die thermische Inaktivierung von Mikro-
organismen in Emulsionen und die Abtrennung von Mikroorganismen aus
Emulsionen mit Hilfe des Premix-Verfahrens.
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2 Grundlagen und Stand des Wissens
2.1 Emulsionen
2.1.1 Allgemeines

Emulsionen sind disperse Mehrphasensysteme aus mindestens zwei
ineinander nahezu unldslichen Flussigkeiten. Im einfachsten Fall handelt es
sich um ein Zweiphasensystem aus einer wassrigen (hydrophilen), z.B.
Wasser, und einer 6ligen (lipophilen) Phase, z.B. Ol. Die disperse Phase
liegt in Form von Tropfen in der anderen Phase (kontinuierliche Phase) vor.
Man unterscheidet zwischen Ol-in-Wasser(O/W)-Emulsionen, bei denen
Oltropfen in einer Wasserphase dispergiert sind und Wasser-in-Ol(W/O)-
Emulsionen, die aus einer kontinuierlichen Olphase und feinen Wasser-
tropfchen bestehen.

Viele Lebensmittel, wie Milch und Mayonnaise sowie pharmazeutische und
kosmetische Cremes, sind Beispiele fur O/W-Emulsionen. Butter und
Margarine sind Beispiele fur W/O-Emulsionen.

Bei Emulsionen mit hohen Dispersphasenanteilen (ca. 90 %) spricht man
auch von ,Biliquid Foams*®. Hierbei sind die Tropfen der dispersen Phase
durch einen dunnen Film der kontinuierlichen Phase, vergleichbar mit
einem Schaum, voneinander getrennt [Sonneville-Aubrun et al., 2000].
Haben Emulsionen mit etwa gleich groRen Tropfen einen Dispers-
phasenanteil hoher als 74 %, werden ihre Tropfen beengt organisiert und
dabei deformiert, sodass sie von der Kugelform abweichen. Abb. 2.1 zeigt
eine mikroskopische Aufnahme von einem W/O-Biliquid Foam.

Zum Herstellen von Biliquid Foams kann die kontinuierliche Phase einer
Emulsion durch Zentrifugation weitgehend entzogen werden [Sonneville-
Aubrun et al., 2000]. Diese Methode wurde oft zum Herstellen von O/W-
Biliquid Foams untersucht [Princen et al., 1980; Ribeiro et al., 2004]. O/W-
Biliquid Foams mit bis 94 % Dispersphasenanteil konnen mit dieser
Methode hergestellt werden [Ribeiro et al., 2004].

Das Herstellen von W/O-Emulsionen mit bis 85 % Dispersphasenanteil
kann durch einfache Emulgierprozesse (dispergieren von Wasser in Ol)
erreicht werden [Chan Ik Park et al., 2003]. Hohere Dispersphasenanteile
(von ca. 95 %) konnen anhand der PIT- (Phaseninversionstemperatur)
Methode erzielt werden. Bei dieser Methode wird eine O/W-Emulsion
schnell erwarmt, bis eine Temperatur oberhalb der so genannten Ty
(HLB: Hydrophilic-Lipophilic Balance) erreicht ist. Mit der Temperatur-
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erhdhung erhoht sich der liphophile Anteil des Emulgators und damit die
Tendenz, eine W/O-Emulsion zu bilden [Esquena et al., 2003].
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Abb. 2.1: Mikroskopische Aufnahme einer hoch konzentrierten W/O-
Emulsion (Biliquid Foam).

Eine Emulsion wird vor allen durch ihren Dispersphasenanteil, ihre
TropfengrofRe und ihre TropfengroRenverteilung charakterisiert. Weitere
wichtige Eigenschaften einer Emulsion sind ihre physikalische, chemische
und mikrobiologische Stabilitat sowie ihre Flie3eigenschaften.

2.1.2 Emulgierverfahren

Die Tropfengrofie und die TropfengroRenverteilung einer Emulsion werden
hauptsachlich durch das Emulgierverfahren, die verwendeten Hilfsstoffe
und die Viskositaten der beteiligten Phasen beeinflusst.

Bei den meisten Emulgierverfahren werden die beteiligten Komponenten zu
einer Rohemulsion vorgemischt. Die Rohemulsion enthalt meist grol3e
Tropfen, die anschlieRend durch mechanischen Energieeintrag zerkleinert
werden. Die Tropfen werden dann zerkleinert, wenn deformierende Krafte
(Spannungen, die an der Grenzflache angreifen) grofer als die
formerhaltenden Kréafte sind.

Die zur Tropfenzerkleinerung bendtigte mechanische Energie kann auf
unterschiedliche Weise in die Emulsion eingetragen werden. Ein einfacher
diskontinuierlicher Emulgierapparat ist der Ruhrbehalter. Hierbei findet die
Tropfenzerkleinerung hauptsachlich in unmittelbarer Umgebung der
Ruhrblatter statt, was zu einem inhomogen Leistungseintrag in das
Dispergiervolumen fuhrt. Infolgedessen weisen die so hergestellten
Emulsionen eine relativ breite Tropfengrofenverteilung auf [Karbstein,
1994]. Zu den kontinuierlichen Emulgiermaschinen zahlen einige Rotor-
Stator-Maschinen (Kolloidmuhlen oder Zahnkranz-Dispergiermaschinen)
und Hochdruckhomogenisatoren. Erfahrungen mit diesen Maschinen
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zeigen, dass bedingt durch eine enge Verweilzeitverteilung und durch
einen hohen spezifischen Energieeintrag in Hochdruckhomogenisatoren
enge Tropfengrolienverteilungen erzeugt werden kénnen [Schuchmann u.
Schuchmann, 2005]. Stang, 1998 zeigt, dass die TropfengréRenverteilung
bei den von ihm untersuchten Dusen auch stark von der Blendengeometrie
abhangt. Die Dehnstromungen am Blendeneinlauf und die hochturbulenten
Stromungen am Blendenauslauf sind hierbei insbesondere fur die
Zerkleinerung der Tropfen und Breite der Verteilung verantwortlich und
konnen daher Uber die Blendengeometrie beeinflusst werden.

Weitere Moglichkeiten, um Emulsionen herzustellen, bieten Ultraschall-
emulgieren und mikroporose Systeme.

Durch Ultraschallwellen werden die Tropfen durch Kavitation zerkleinert.
Das Verfahren wird hauptsachlich im Laborbereich eingesetzt
[Schuchmann u. Schuchmann, 2005]. Eine detaillierte Untersuchung zum
Emulgieren mit Ultraschall befindet sich in Behrend, 2002.

Mikroporose Systeme sind bekannt fur ihren geringen Energieeintrag und
die enge TropfengroRenverteilung der Emulsion. Hierzu zahlen zum
Beispiel das Membranemulgieren und das Mikrokanal-Emulgieren
[Lambrich u. Vladisavljevic’, 2004].

Da in dieser Arbeit das Membranemulgieren verwendet wurde, wird es im
folgenden Abschnitt im Detail erlautert.

2.1.2.1 Membranemulgieren

Seit einigen Jahren wird das Emulgieren mit Hilfe mikroporéser Membranen
untersucht. Bei richtiger Oberflachencharakteristik der Membran erhalt man
im Vergleich zu konventionellen Emulgierverfahren eine engere Tropfen-
grolRenverteilung [Vladisavljevic” et al.,, 2003; Altenbach-Rehm, et al.,
2002]. Des Weiteren ist es moglich, sehr schonend zu emulgieren, d.h. bei
geringem spezifischem Energieeintrag sowie geringen Scherkraften zu
emulgieren [Schroder, 1999; Schroder u. Schubert, 1996; Schubert u. Ax,
2003]. Dies ist vor allem fur scherempfindliche Inhaltsstoffe wichtig. Von
Nachteil bei den Membranprozessen sind die niedrigen Durchsatze im
Vergleich zu den konventionellen Emulgierverfahren. Auflerdem kann in
Membranprozessen Fouling auftreten.

Beim klassischen Membranemulgieren (Direkt-Membranemulgieren) entfallt
das Herstellen einer Rohemulsion. Die Dispersphase wird durch die Poren
der mikroporésen Membran in die kontinuierliche Phase gepresst
(Abb. 2.2). Die hierbei gebildeten Tropfen wachsen solange an, bis sie von
der parallel zur Membranoberflache flielenden, kontinuierlichen Phase
abgeldst werden [Schroder, 1999].



8 Grundlagen und Stand des Wissens

Zur Herstellung von Emulsionen mittels Membranemulgieren mussen der
Druckverlust in den Poren sowie der Kapillardruck Uberwunden werden.
Der Anteil des Druckverlusts in den Poren wurde nach Hagen-Poiseuille
(Gl. 2.1) berechnet [Lambrich u. Vladisavljevic’, 2004].
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Abb. 2.2: Prinzip des Direkt-Membranemulgierens. Die Dispersphase
wird durch die Membran in eine kontinuierliche Phase gepresst.

32l v
Ap=—"7F— (2.1)
d
p
Wobei:
n = dynamische Viskositat
|, = Porenlange
v = Stromungsgeschwindigkeit

dp, = Porendurchmesser

Der Kapillardruck muss zur Erzeugung der Grenzflache uUberwunden
werden. Er kann anhand der Kapillardruckformel (Gl. 2.2) berechnet
werden [vgl. Lambrich et al., 2005]:

_4-K-y-cosd (2.2)
pk_d—

p
Wobei:

K = Beiwert, abhangig von der Porenstruktur (K = 1 flr zylindrische Poren)
v = Grenzflachenspannung zwischen den Phasen

o = Kontaktwinkel zwischen Fluid und Membran

dp, = Porendurchmesser der Membran



Grundlagen und Stand des Wissens 9

Zum Emulgieren wurden verschiedene Membranen eingesetzt. Beispiele
sind Rohrmembranen aus Keramik [Schdder, 1999] oder aus speziellem
Glas wie die SPG-(Shiratsu Porous Glass) Membranen [Vladisavljevic™ et
al., 2003] sowie Flachmembranen aus PTFE [Suzuki et al.,, 1998].
AulRerdem werden spezielle Membranen mit definierter Porenzahl, Poren-
format und PorengrolRe zur Herstellung von Emulsionen angefertigt
[Schadler u. Windhab, 2005; Kobayashi u. Nakajima, 2006; Geerken, 2006;
Zwan et al., 2006]. Sie haben nicht nur eine spezielle Struktur, sondern
auch spezielle Materialeigenschaften, mit denen es madglich ist, eine sehr
dinne Membran herzustellen und damit den Druckverlust zu reduzieren
ohne ihre mechanische Stabilitat zu stéren [Schuchmann et al., 2005]. Eine
weitere spezielle Anfertigung sind Mikrokanale [Kawakatsu et al., 1997], mit
denen bei geeigneter Struktur monodisperse Emulsionen hergestellt
werden koénnen. Zur Charakterisierung einer Membran gehodren unter
anderem die Eigenschaften: Porengrofe, Porositat, Benetzbarkeit und
Durchlassigkeit.

Die Durchlassigkeit einer Membran wurde nach 