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1 Einleitung

Lebensmittel fur moglichst lange Zeit in ihrer Qualitat zu erhalten, ist
schon seit langem ein elementares Ziel der Menschen und damit eine
wichtige Aufgabe der Lebensmittelverfahrenstechnik. Der Befall durch
Mikroorganismen ist die haufigste Ursache fur den Verderb von
Nahrungsmitteln. Dabei kann es sich um offensichtliche Veranderun-
gen von Farbe, Geruch oder Form, aber auch aufierlich nicht erkenn-
bare Veranderungen handeln. Gerade diese kénnen beim Verbraucher
zu Erkrankungen, unter Umstanden mit Todesfolge fihren. In den
letzten Jahren hat dies am Beispiel der Salmonelleninfektionen wieder
die Beachtung der Offentlichkeit gefunden.

Um den Verderb durch Mikroorganismen zu vermeiden, ist die Abto-
tung oder die Hemmung des Wachstums der Verderberreger, zum
Beispiel durch Kuhlen, Gefrieren oder Trocknen, notwendig.

Die wichtigste Methode zur Abtétung von Mikroorganismen in
Lebensmitteln ist die Hitzebehandlung. Man unterscheidet zwischen
Pasteurisieren und Sterilisieren. Beim Pasteurisieren werden nahezu
alle vegetativen Keime, nicht aber deren Sporen, abgetétet. In pasteuri-
sierten Lebensmitteln sollen keine pathogenen Keime mehr vorkom-
men. Nach der Sterilisation sollen alle lebensfahigen Formen von
Mikroorganismen abgetdtet und alle unerwiinschten Enzyme inakti-
viert sein. Vollstandige Keimfreiheit aller sterilisierten Produkte ist
nicht moglich. Die Untersuchungen zum Abtéten von Mikroorganis-
men haben gezeigt, dall es sich hierbei um einen Prozel3 handelt, fur
den lediglich vorausgesagt werden kann, dal3 ein bestimmter Bruchteil
der Ausgangsmenge an Mikroorganismen in endlicher Zeit abgetdtet
wird. Deshalb wurde der Begriff der praktischen Sterilitat eingefuhrt,
bei der alle verderberregenden, pathogenen und toxinbildenden Mikro-
organismen mit einer bestimmten, vorgegebenen Wahrscheinlichkeit
inaktiviert werden. Die Fahigkeit von Mikroorganismen, eine Hitzebe-
handlung zu Uberleben, wird als Hitzeresistenz bezeichnet. Die Hitze-
resistenz von Mikroorganismen ist eine wichtige Information zur
Auslegung von Hitzesterilisations- und Pasteurisierungsprozessen
beim Haltbarmachen von Lebensmitteln. Die Hitzeresistenz wird oft
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durch die dezimale Reduktionszeit (D-Wert) charakterisiert. Das ist die
Zeit, die bendtigt wird, um die Zahl der Mikroorganismen um eine
Zehnerpotenz auf 10 % des Anfangswertes zu reduzieren.

Mit der Kenntnis der Hitzeresistenz und der Abtdétungskinetik kann
der thermische Inaktivierungsprozel3 so ausgelegt werden, dalR die
wertvollen, temperaturempfindlichen Inhaltsstoffe, zum Beispiel die
Vitamine, mdoglichst wenig geschadigt werden. Die Abtétungsreaktion
und die chemischen Reaktionen (z.B. Vitaminabbau) haben unter-
schiedlich starke Temperaturabhangigkeiten. Im Arrhenius-Ansatz
ist die Aktivierungsenergie der chemischen Reaktion (etwa 80 kJ/mol)
kleiner als diejenige der Abtdtungsreaktion (etwa 250 kJ/mol). Deshalb
ist es wunschenswert, die thermische Konservierung bei mdglichst
hohen Temperaturen und kurzen Zeiten durchzufuhren.

Einige Bakterien bilden unter ungunstigen Wachstumsbedingungen
resistente Dauerformen, die Sporen, aus. Sporen sind auch nach
langer Lagerung noch in der Lage auszukeimen und das Lebensmittel
zu verderben. Zur Beurteilung der Sterilisation wird oft die Reduktion
der Zahl an Bacillus stearothermophilus Sporen gepruft.

Sporen der Art Bacillus stearothermophilus besitzen die héchste Hitze-
resistenz der in Lebensmitteln vorkommenden Mikroorganismen.
Bacillus stearothermophilus vermehrt sich bei Temperaturen von 40 -
65 °C und kann durch leichtes Ansauern zum "flat-sour” Verderb von
Konserven fuhren. Bei Konserven wird er deshalb als Leitkeim
verwendet und eine Reduktion seiner Sporen um vier Zehnerpotenzen
gefordert. Dieser Keim wurde deshalb auch fur diese Arbeit verwendet.

Die Hitzeresistenz von Sporen hangt von vielen EinfluRgréRen, vor
allem vom pH-Wert, dem ayy-Wert und der chemischen Zusammenset-
zung des umgebenden Mediums (Erhitzungsmedium), ab. Bisher
wurden zur Bestimmung des pH-Wert-Einflusses auf die Hitzeresi-
stenz Untersuchungen meist mit Pufferlésungen als Erhitzungsme-
dium und bei niedrigen Temperaturen bis 121 °C durchgefuhrt. Die
Ubertragung dieser Ergebnisse auf die Behandlung von Lebensmitteln
mit gleichem pH-Wert kann zu Irrtimern fihren und ist daher nicht
ratsam [1].
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Im Rahmen dieser Arbeit wurde deshalb der EinfluB von Milch-, Zitro-
nen-, Essig- und Ascorbinsdure als Erhitzungsmedium bei pH = 5 und
pH = 4 auf die Hitzeresistenz von Bacillus stearothermophilus Sporen
untersucht. Diese vier Sauren werden als Sauerungsmittel in der
Lebensmittelindustrie, vor allem bei Gemuse-, Fleisch- oder Fischkon-
serven und Saucen, eingesetzt.

Milchsaure ist Bestandteil von vielen Milchprodukten, vor allem von
Sauermilcherzeugnissen, die oft pasteurisiert oder sterilisiert werden.
Auch bei der Herstellung von Trockensauer zur Brotbereitung und in
Limonadensirupen wird Milchsaure verwendet.

Zu den in Frichten enthaltenen Fruchtsduren gehort die Zitronen-
saure. In der Getrankeindustrie wird zur Herstellung von Saften und
Limonaden, in der SuBwarenindustrie bei der Herstellung von Bonbons
und Fruchtgummis und bei der Erzeugung von Vitamin- und Mine-
ralpraparaten Zitronensaure als Zusatzstoff eingesetzt.

Essig ist im wesentlichen verdinnte walrige Essigsaure mit einem
Gehalt an reiner Essigsaure von 5 - 15 g/100 ml. Essigsaure kommt in
vielen Feinkostprodukten vor, zum Beispiel in Salatsaucen.

Ascorbinsaure (Vitamin C) ist in Obst und Gemuise enthalten. Reich
an Vitamin C sind Zitrusfruchte, Hagebutten, Kohl und Kartoffeln.
Wegen ihrer antioxidativen Wirkung und zur Vitaminanreicherung
wird Ascorbinsaure als Zusatzstoff verwendet, zum Beispiel in Fleisch-
und Wurstwaren.

Ein pH-Wert von 5 und 4 wurde gewéahlt, weil zu den leichtsauren (5,3 <
pH < 7,0) oder mittelsauren Lebensmitteln (4,5 < pH < 5,3) viele
Nahrungsmittel gehéren, die zum Haltbarmachen sterilisiert werden
kénnen: Gemuse wie Bohnen, Spargel, Rote Bete, Kohl, Karotten,
Spinat und Fertiggerichte wie Tomatensuppe und Ravioli.

Zum anderen wurde untersucht, mit welchem kinetischen Ansatz die
Sporenabtétung in physiologischer Kochsalzlésung bei extrem hohen
Temperaturen (EHT) beschrieben werden kann. Der Bereich der EHT-
Erhitzung (Temperaturen uUber 140 °C) schliel3t sich an den Bereich der
UHT-Erhitzung (ultra hohe Temperaturen bis ca. 140 °C) an. In der



4 Einleitung Kapitel 1

Praxis wird oft mit dem Abtdétungsmodell erster Ordnung gerechnet
[2]. Dieses Modell betrachtet die Abtétung von Mikroorganismen als
statistischen Prozel3. Das fuhrt zur Vorhersage einer exponentiellen
Abnahme der Keimzahl mit der Zeit analog dem radioaktiven Zerfall.
Bei der Ublichen logarithmischen Auftragung der Uberlebenskeimzanhl
Uber der Zeit liefert dieses Modell Geraden. Frihere Versuche [3]
haben gezeigt, daR es im EHT-Bereich zu starken Abweichungen der
Uberlebenskurven von der Geraden, die das Modell erster Ordnung
vorhersagt, kommt. Ein Modell, dal die Abweichung erklaren kann,
ist das Aktivierungs-Inaktivierungs-Modell. Dieses Modell postuliert
zwei Zustande lebender Sporen. Aktivierte Sporen kénnen direkt in
vegetatives Wachstum Ubergehen, wenn die Milieuzusammensetzung
dies erlaubt. Sie kdnnen auch direkt thermisch inaktiviert werden.
Ruhende Sporen befinden sich in einem Zustand, aus dem sie nicht
direkt in vegetatives Wachstum tbergehen kénnen. Sie kénnen auch
nicht direkt thermisch inaktiviert werden; das kann erst erfolgen,
nachdem sie in den aktivierten Zustand bei ausreichend hohen Tempe-
raturen Uberfuhrt worden sind. Ziel war es zu prufen, ob die Abto-
tungskinetik im EHT-Bereich mit dem Aktivierungs-Inaktivierungs-
Modell beschrieben werden kann und, falls notwendig, ein neues
Modell zu entwickeln.

Neben der Sporenabtdtung im schon fertig komponierten Lebensmittel
bei hohen Temperaturen und kurzen Zeiten, die in den ersten beiden
Teilen der Arbeit untersucht wurde, ist das Sterilisieren der Einzel-
komponenten vor dem Mischen der Rezeptur eine Mdglichkeit, die
Produktqualitat zu erhéhen. Es kann dann fur jede Komponente ein
auf die Art der Verkeimung optimiertes Verfahren angewandt
werden.

Sporen werden oft Uber Gewdirze, die im Laufe ihrer Verarbeitung oder
ihres Wachstums von sporenbildenden Mikroorganismen besiedelt
worden sind, in das Lebensmittel eingebracht. Fur diese Arbeit wurde
das in Deutschland meistverwendete Gewilrz schwarzer Pfeffer
herausgegriffen. In Lebensmitteln wird es bis zu einer Konzentration
von 1 % eingesetzt und stellt mit einer Belastung von bis zu 5-107 keim-
bildenden Einheiten pro Gramm (KBE/g) somit eine bedeutende
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Kontaminationsquelle dar. Diese Verkeimung ist fur die Anwendung
im privaten Haushalt nicht problematisch, da es bei den kurzen Lage-
rungszeiten nicht zu starker Vermehrung der Mikroorganismen
kommt. Andere Voraussetzungen gelten bei der Herstellung von
Dauer- und Rohwiursten sowie von Konserven. Bei Konserven werden
lange Lagerungszeiten bis zu funf Jahre garantiert. Der Trend in der
Lebensmittelindustrie geht zu Produkten, die keine Konservierungs-
stoffe mehr enthalten. Das Auskeimen der Sporen wird dann nicht
mehr gehemmt. Deshalb kénnen diese langen Haltbarkeitszeiten nur
durch Sterilisieren des Produktes erreicht werden. In Konserven
verpackte Lebensmittel konnen nicht mit einem UHT/EHT-Verfahren
sterilisiert werden, da die Aufheiz- und Abkuhlzeiten sehr lang sind.
Die Abtdétung samtlicher vorhandener Sporen fuhrt deshalb unweiger-
lich zu QualitatseinbuRen. Die Verwendung von entkeimten Gewdlrzen
ist folglich winschenswert.

Gewdurze und andere oberflachlich verkeimte Stoffe kénnen z.B. durch
Begasen mit Ethylenoxid oder Ozon entkeimt werden. Das Begasen mit
Ethylenoxid ist in vielen Landern wegen des Verdachts krebserregen-
der Ruckstande verboten. Ozon erwies sich als ungeeignet, da es wegen
seiner stark oxidierenden Wirkung die atherischen Ole und andere
Inhaltsstoffe der Gewdulrze oxidiert. Das fuhrt zu Farb- und zu
Geschmacksveranderungen, die nicht mehr toleriert werden kénnen
[4]. Ein sehr gut geeignetes Verfahren stellt die Behandlung mit ioni-
sierenden Strahlen dar. Vorteilhaft ist, dal die Gewdilrze in der
Verpackung behandelt werden kénnen. Das Risiko der Wiederverkei-
mung nach der Behandlung ist dadurch reduziert. Dieses Verfahren
wird aber von den Verbrauchern nur in geringem Male akzeptiert,
obwohl viele Untersuchungen die Unbedenklichkeit des Verfahrens
belegen [5]. Hochdruckverfahren, die statische Dricke von einigen kbar
verwenden, erreichen nur geringe Abtétungsraten bei bakteriellen
Sporen. Die Geratekosten sind ebenfalls sehr hoch. Diese Verfahren
sind zum jetzigen Zeitpunkt nicht konkurrenzfahig.

Die Entkeimung oberflachlich verkeimter Stoffe wurde im Rahmen
dieser Arbeit am Beispiel von schwarzem Pfeffer und Modellpartikeln
aus Glas untersucht. Fur diese Stoffe stellt die Behandlung in einem
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Heillgasstrom eine Alternative zu den oben erwahnten Verfahren dar.
Grundidee des Verfahrens ist die schnelle Aufheizung der Oberflache
durch einen mit grolRerer Geschwindigkeit durch den Verfahrens-
raum stromenden heiRen Gasstrom. Das Innere des Produktes wird
sich dabei kaum erhitzen, so dall dort keine thermisch bedingte
Produktschadigung auftritt. Es wurde eine Anlage zur Heil3gasbe-
handlung stickiger Guter entwickelt und aufgebaut, mit der Gastem-
peraturen bis 600 °C erreicht werden kdnnen.
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2 Stand des Wissens

2.1  Verderb von Lebensmitteln durch sporenbildende
Mikroorganismen

Sporenbildende Mikroorganismen sind ein bedeutender Faktor flr den
Verderb von Lebensmitteln. Die Inaktivierung von vegetativen Zellen ist
in der Regel moglich, oft Uberleben jedoch die widerstandsfahigeren
Sporen im Lebensmittel eine Konservierungsbehandlung. Dies trifft auf
chemische, physikalische und thermische Verfahren zu. Die Sporen
konnen dann wahrend der Lagerung auskeimen und durch ihre Ver-
mehrung das Lebensmittel verderben. Die Lebensmittel werden haufig
durch sensorische Veranderungen ungeniel3bar. Einige Mikroorga-
nismen sind pathogen, d.h. sie verursachen Infektionen (z.B. Salmo-
nellen) oder produzieren Toxine, die fur den Menschen giftig sind (z.B.
Clostridium botulinum).

2.1.1 Eigenschaften sporenbildender Mikroorganismen

Bakteriensporen sind metabolisch inaktive, ruhende Zellen. Sie sind die
unter Nahrstoffmangel oder bei Anreicherung wachstumshemmender
Stoffwechselprodukte gebildeten Dauerformen von Bakterien [6]. Sie
sind gegenuber physikalischen und chemischen Einwirkungen
auferst resistent. Daher kdnnen Bakterien in diesem Zustand latenten
Lebens lange Zeit Uberdauern. In trockenen Bodenproben verlieren
90 % der Sporen erst innerhalb von 50 Jahren Aufbewahrung ihre
Lebensfahigkeit [6]. Aus dem Mageninhalt von in Bernstein einge-
schlossenen Bienen konnten noch lebensfahige Sporen isoliert und
vermehrt werden. Diese Sporen haben 25 - 40 Millionen Jahre Uber-
dauert [7].

Unter gunstigen Umgebungsbedingungen keimen Sporen aus; sie
werden zu vegetativen Zellen, vermehren sich und kénnen bei Lebens-
mitteln durch Stoffwechselprodukte Verderb oder Vergiftung hervorru-
fen. Gefahrdete Lebensmittel werden deshalb durch Erhitzen, wobei die
Hitzeresistenz der Sporen Uberwunden werden muf3, sterilisiert.
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Hitzeresistente Sporen werden nur von wenigen Gattungen gramposi-
tiver Stabchenbakterien gebildet. Zu den aerob beziehungsweise fakulta-
tiv anaerob wachsenden Sporenbildnern gehoért die Gattung Bacillus,
zu den streng anaeroben die Gattungen Clostridium und Desulfotoma-
culum [8, 9].

Sporen werden im Inneren der Bakterienzellen gebildet. Mit der
Ansammlung von proteinhaltigem Material (DNA und RNA) im
entstehenden Sporenbereich beginnt die Sporulation (Abb. 2-1). Durch
Einschniren der Cytoplasmamembran wird ein Teil des Kernmateri-
als der Mutterzelle abgetrennt. Der entstandene Sporenprotoplast wird
von der Cytoplasmamembran der Mutterzelle eingehullt. Die Membran
des Sporenprotoplasten synthetisiert nach aul’en die Keimzellwand, die
von der Mutterzelle stammende Membran synthetisiert nach innen die
Sporenrinde (Cortex). Diese besteht aus einem vielschichtigen Gerust
von Peptidoglykanen, das sich von dem der vegetativen Zelle unter
anderem durch den Vernetzungsgrad unterscheidet. Die mehrlagige,
aullere Sporenhulle wird von der Mutterzelle gebildet; sie besteht weit-
gehend aus Polypeptiden, die reich an Disulfidbricken sind. Diese
Hullen machen etwa 50 % der Trockenmasse der reifen Spore aus.
Beim Reifen der Spore verdichtet sich die Sporenhulle, die Lichtbre-
chung, ein Zeichen entwdasserten Proteins, und die Hitzeresistenz
nehmen zu. Durch Autolyse der Mutterzelle wird die reife Spore freige-
setzt (Abb. 2-2). Einen Anteil von 10 bis 15 % der Trockenmasse der
Spore kann die wahrend der Sporulation gebildete Dipicolinsédure errei-
chen. Sie kommt in vegetativen Zellen nicht vor. Meist ist sie in einem
Chelatkomplex mit Calcium, das wahrend der Synthese der Dipicolin-
saure bevorzugt aufgenommen wird, gebunden [6, 8, 3].

Unter geeigneten Bedingungen entwickelt sich aus der Spore wieder
eine vegetative Zelle. Dieser Vorgang wird in der Literatur meist in drei
Teilschritte unterteilt: die Aktivierung, die Keimung und das
Auswachsen.

Aktivieren, das Herstellen der Keimungsbereitschaft, geschieht haufig
durch kurzzeitige Hitzeeinwirkung. Fur Bacillus stearothermophilus
sind 80 °C fur 10 Minuten oft gewahlte Aktivierungsbedingungen, doch
wurde flr einen Stamm dieser Bakterien bei einer Temperatur von
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115 °C fuar drei Minuten die beste Aktivierung gefunden [10]. Der
Vorgang der Aktivierung ist jedoch nicht unbedingt fur die Keimung
erforderlich. Auch die Lagerungszeit und die Lagerungsbedingungen
sind Einflu3groflien, so dal3 gealterte Sporen in einem geeigneten Milieu
sofort auskeimen koénnen [6]. Ist kein entsprechendes Umfeld fur die
Spore vorhanden, ist die Hitzeaktivierung reversibel.

Abb. 2-1:

0
|
C —
Aktivieren / oy
Keimen

Auswachsen
a \ !

/ &)

Entwicklungsstadien bei der Sporenbildung [3]:

0 Vegetative Zelle IV Synthese der Cortex
I Axiale Filamentbildung V Synthese der Sporenhiille
Il Septumbildung VI Reifung

11 Einhullen der VII Autolyse der Mutterzelle

a = DNS; b = Vorspore; ¢ = Cortex; d = Keimzellwand;
e = Sporenhdlle
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Abb. 2-2:  Schnitt durch eine reife Bacillus cereus Spore; C = Cyto-
plasma; CX = Cortex; MC = Sporenhullen; EX = Exosporium
[11]

Die Keimung, der Verlust der Sporeneigenschaften, ist dagegen irre-
versibel. Dieser Proze3 wird durch verschiedene physikalische oder
chemische Stimulationen ausgeldst. Zum Beispiel fand SILLA [12], dal
die Anwesenheit bestimmter Substanzen, zum Beispiel von Harnstoff,
oder das Einwirken ionisierender Strahlung die Keimung initiieren
kann. Bei der Keimung nimmt die Spore Wasser auf, und es werden
die Sporenhille und der Cortex enzymatisch abgebaut. Dabei werden
Aminosauren, Peptide, Calcium und Dipicolinsaure ausgeschieden.
Die Keimung ist gekennzeichnet durch den Verlust der Widerstands-
fahigkeit gegen Hitze, Chemikalien und Strahlung und durch die
Abnahme der Lichtbrechung und der Trockenmasse um 25 - 30 % [6,
12].

Mit Auswachsen wird das Umwandeln der Spore in eine vegetative
Zelle, ihr Wachstum und die Vermehrung der Zellen bezeichnet [12].
FUr diesen Vorgang mussen geeignete Nahrstoffe anwesend sein.
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2.1.1.1 Ursachen der Hitzeresistenz von Sporen

Die Mechanismen der Hitzeresistenz von Bakteriensporen sind bislang
noch nicht vollstandig geklart. Die meisten Autoren, z.B. RUSSEL [11],
geben als Ursache fur die Hitzeinaktivierung eine Denaturierung von
Proteinen (DNA) an. Der geringe Wassergehalt der Sporen (etwa 15 %
der Gesamtmasse) im Vergleich zur vegetativen Zelle (70 - 75 %
Wasseranteil) wird als eine Ursache fir die Hitzeresistenz genannt [6,
11]. Die in der Spore enthaltene Menge an Calcium und Dipicolinsaure
konnte von MALLIDIS und SCHOLEFIELD [13] sowie MURRELL und
WARTH [14] mit der Hitzeresistenz korreliert werden. Bei einem hohe-
ren Gehalt dieser Substanzen wurde eine grol3ere thermische Wider-
standsfahigkeit gemessen [11, 13, 14]. In Anwesenheit von Dipicolin-
sdure und Calcium-Chelatkomplexen dieser Saure wurde in vitro eine
Reduzierung der normalen molekularen Beweglichkeit der DNA
gefunden. Bei hoheren Konzentrationen wurde keine Beweglichkeit
mehr beobachtet [15]. SAPRU und LABUZA [16, 17] haben mit Hilfe der
"Polymer Glass-Transition"” Theorie einen glasartigen Zustand fur das
Protoplasma von Bakteriensporen vorhergesagt. Demnach liegt ober-
halb der Glastbergangstemperatur Ty der Protoplast in viskosem, flUs-
sigem, unterhalb in einem amorphen, glasartigen Zustand vor. Nach
ihren Berechnungen entspricht die Temperatur Ty in etwa der Aktivie-
rungstemperatur der jeweiligen Sporenart. Nach diesem Modell ist die
Temperaturabhangigkeit der Hitzeinaktivierungsrate durch die WLF-
Gleichung (WILLIAMS, LANDEL und FERRY) [18] beschreibbar, die
zuerst bei rheologischen Eigenschaften glasartiger Polymere verwendet
wurde. Es ist bisher aber noch nicht gelungen, diese Hypothese durch
Messungen an Sporen zu belegen. Der genaue Zustand des Protopla-
sten ist unbekannt und bisher der direkten Messung nicht zuganglich.

2.1.1.2 Bacillus stearothermophilus

Bacillus stearothermophilus ist eine Art der Gattung Bacillus, die zur
Familie der Bacillaceae gehort. Bacillus stearothermophilus ist ein
sporenbildendes, grampositives Stabchen. Es ist ellipsoid geformt mit
einer Breite von 0,6 - 1 um und einer La&nge zwischen 2 um und 3,5 um.
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Die Sporen werden in der Mutterzelle endstandig gebildet und besitzen
eine sehr grol3e Hitzeresistenz (D (121 °C) = 250 s; D-Wert: vergleiche
Kapitel 2.1.3.1). Wachstum findet bei aerobem Stoffwechsel im neutra-
len pH-Bereich bei Temperaturen von 40 - 65 °C mit einem Optimum bei
56 °C statt. In Bdden, in heilen Quellen, im Wduistensand, sogar in
arktischen Gewassern, im Meeresboden, in Lebensmitteln und in
Kompost kommen Sporen von Bacillus stearothermophilus vor [8]. Fur
Mensch oder Tier sind Bakterien der Art Bacillus stearothermophilus
nicht pathogen. In Konserven kann bei einer Lagerung tber 40 °C ein
"flat-sour” Verderb durch geringe Sduerung ohne Gasbildung auftre-
ten [9].

Bei der Sterilisation wird Bacillus stearothermophilus wegen der
grolien Hitzeresistenz seiner Sporen als Leitkeim verwendet. Zur Beur-
teilung des Sterilisationsvorganges kann in Laboruntersuchungen die
Reduktion der Zahl seiner Sporen gepruft werden. FlUr den Einsatz im
Labor ist es von Vorteil, dal3 der Keim nicht pathogen ist.

2.1.2 Einflusse auf die Hitzeresistenz von Sporen

Die Einflu3faktoren auf die Hitzeresistenz von Sporen sind vielfaltig. In
den folgenden Kapiteln sind die wichtigsten Parameter beschrieben.
Grundsatzlich bilden Bacillusarten mit hoheren optimalen Wachs-
tumstemperaturen auch Sporen mit grof3erer thermische Widerstands-
fahigkeit [11]. Auch Sporen von verschiedenen Stammen einer Art
kénnen bei gleicher optimaler Wachstumstemperatur eine unter-
schiedliche Hitzeresistenz aufweisen [19]. Weiter wird die in Versu-
chen bestimmte Hitzeresistenz von der Aktivierung der Sporen und der
Art des Erhitzens beeinfluf3t [10, 19]. Die Hitzeresistenz wird im folgen-
den durch die dezimale Reduktionszeit D charakterisiert. Der D-Wert
ist die Zeit, die man bendtigt, um 90 % einer Population unter den
angegebenen konstanten Bedingungen abzutdten. Groliere Hitzeresi-
stenz bedeutet grofRere dezimale Reduktionszeit.
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2.1.2.1 Sporulationsbedingungen

Werden Bacillus stearothermophilus Sporen auf festen Nahrbdden
gezuchtet, ist ihre Hitzeresistenz grofRer als diejenige der in einem
flissigen N&hrmedium gleicher Zusammensetzung gezuchteten
Sporen [20]. COOK und GILBERT [21] konnten fur Sporen dieser Art
eine Zunahme der thermischen Widerstandsfahigkeit bei Erhdhung
der Sporulationstemperatur zeigen. MURRELL und WARTH [14] beob-
achteten dies auch bei Sporen anderer Arten. Auch die Zusammenset-
zung des Sporulationsmediums verandert die Hitzeresistenz der
Sporen. Bei Zugabe von Calcium und Mangan wurde ein Anstieg, bei
Anreicherung mit Phosphat eine Reduzierung der Hitzeresistenz beob-
achtet [11, 22]. Das verdnderte Absterbeverhalten durch die unter-
schiedlichen Bedingungen der Sporulation wird auf unterschiedliche
Zusammensetzung und Struktur der Sporen zuruckgefuhrt [19].

2.1.2.2 Wasseraktivitat des Erhitzungsmediums

Die Wasseraktivitat (a,-Wert) des Erhitzungsmediums hat einen star-
ken EinfluR auf die Hitzeresistenz der Sporen. In Abbildung 2-3 ist das
am Beispiel von Bacillus subtilis Sporen dargestellt. Die Hitzeresistenz
steigt bei a,, = 0,2 auf das 108-fache gegenuber a,, = 1 an. Das Maximum
im Bereich der a,-Werte 0,2 - 0,4 ist fur alle Arten von Sporen typisch
[23, 24, 25]. MURRELL und SCOTT [23] vermuten, dal} diese Maxima
dadurch entstehen, dal3 alle in der Spore vorkommenden Wassermole-
kile die Proteine und Proteinkomplexe als Hydratwasser stabilisieren.
Sinkt der a,-Wert weiter ab, wird ein Teil dieses Hydratwassers der
Spore entzogen, und es kommt zu einer gréBeren Beweglichkeit der
Proteinmolektle, wédhrend bei einer Zunahme des Wassergehalts in
der Spore die Proteine und Proteinkomplexe infolge der Verdinnung
beweglicher sind. An diesen Maxima liegt der Unterschied in der
Hitzeresistenz zwischen den verschiedenen Arten nur noch beim
Faktor 10. Bei a,, = 1 variiert die Hitzeresistenz zwischen den verschie-
denen Arten um den Faktor 105 [23].
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Abb. 2-3: Hitzeresistenz (Geschwindigkeitskonstante k; der Inaktivie-
rungsreaktion) von Bacillus subtilis var. niger Sporen flr
ay-Werte von 0 bis 1 [26].

Bei gleichen a,-Werten wurden fur Sporen eines Stammes Unter-
schiede der Hitzeresistenz gefunden, wenn verschiedene Substanzen
zur Einstellung der Wasseraktivitat verwendet wurden [23, 25, 27].
Verantwortlich gemacht wird dafur die chemische Struktur des osmo-
tisch aktiven Stoffes [27].
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2.1.2.3 Glaszustand

Eine weitere Ursache fur die grof3e Hitzeresistenz bakterieller Sporen
bei niedrigen Wasseraktivitdten kann sein, da das Protoplasma einen
amorphen, glasartigen Zustand annimmt (glassy state). Der Wasser-
entzug verstarkt die Wechselwirkungen zwischen den Komponenten
des Protoplasmas. Das fuhrt zu einer spezifischen Stabilisierung und
einer Erhohung der Glastibergangs-Temperatur. Dipicolinsdure (DPA)
und Kalziumdipicolinat (CaDPA), ein Chelatkomplex, werden in der
Literatur als stabilisierende Substanzen genannt [28, 29, 30].

Es gibt einige Faktoren, die mit der hohen Hitzeresistenz in Verbin-
dung gebracht werden, die auch fur den Glaszustand zutreffen. So
schloR MURRELL [31] aus dem Vergleich von Réntgen-Stuktur-Analy-
sen von Sporenprotoplasten und Material aus Sporenhillen von Bacil-
lus subtilis und Bacillus stearothermophilus, dal} es kaum Anzeichen
fur eine kristalline Struktur im Protoplasma gibt. Die von KADOTA
und IIJIMA [32] beobachtete kristalline Struktur fuhrt er darauf
zurick, dal eine direkte Untersuchung des Protoplasten mittels Ront-
gen-Stuktur-Analyse bei Sporen mit Sporenhtlle infolge der kristalli-
nen Struktur der Sporenhulle unmoglich ist. MURRELL [31] vermutet,
dalR KADOTA und I1JIMA [32] die kristalline Struktur der Sporenhille
als Protoplasmastruktur interpretiert haben. Eine Kristallisation des
Sporenprotoplasten wahrend der Trocknung wurde daruber hinaus zu
ungewohnlich hohen Spannungen fuhren, die die Lebensfahigkeit der
Sporen bedrohen [17].

CARSTENSEN et al. [33] konnten durch Untersuchung der dielektri-
schen Eigenschaften von Sporen zeigten, dal} lonen und kleine geldste
Molekule im Protoplasma vor der Keimung immobilisiert sind. Im
Glaszustand ist die Mobilitat von gelésten Stoffen stark eingeschréankt
[34].

31P-NMR (Nuclear Magnetic Resonance) Untersuchungen zeigen, daR
die Anwesenheit von DPA- und CaDPA die Torsionsbeweglichkeit der
DNA reduziert [30]. Bei hohen DPA und CaDPA-Konzentrationen
konnte selbst bei a,, = 0,98 keine Beweglichkeit der DNA mehr festge-
stellt werden [15]. Dies deutet auf einen starren Komplex aus DPA und
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der Nukleotidkette hin. Gehen Polymere in den Glaszustand Uber,
kann ebenfalls keine Beweglichkeit der Molekule festgestellt werden
[34].

Die Beziehung zwischen Wassergehalt und Glasubergangs-Tempera-
tur, die in Abbildung 2-4 dargestellt ist, veranschaulicht, dal} bei der
Erhitzung von Sporen in einem trockenen Heif3gasstrom der Glaszu-
stand auch bei hohen Temperaturen erhalten bleiben kann, wenn der
Wassergehalt schnell genug abnimmt [35].

- kritische Temperatur
bei langer Erhitzung

5
© kritische Temperatur
S bei kurzer Erhitzung
=
2 & T,

"Bereich des

‘Glaszustands

o -
Wassergehalt

Abb. 2-4: Zusammenhang zwischen Wassergehalt und Glasuber-
gangs-Temperatur Ty. Der Glaszustand geht bei Uberschrei-
ten der Glas-Ubergangs-Temperatur verloren, das Material
verhalt sich dann wie eine Schmelze. Kurzzeitig kann diese
Temperatur jedoch Uberschritten werden, ohne dall der
Glaszustand verlassen wird [35].

2.1.2.4 pH -Wert des Erhitzungsmediums

Der Einflull des pH-Wertes auf die Hitzeresistenz der Sporen ist sehr
stark. In Tabelle 2-1 sind fur Bacillus stearothermophilus Sporen D-
und z-Werte (siehe Kapitel 2.1.3.1) bei verschiedenen pH-Werten aus
der Literatur zusammengestellt.
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Tabelle 2-1 D- und z-Werte bei verschiedenen pH-Werten fur Bacillus
stearothermophilus.
Autor Stamm Erhitzungsmedium pH (°C) D(s) z(°C)
MAYOU NCA 1518 0,01 M POas-Putfer 6,5 228
JEZESKI, 0,01 M POg4-Puffer 7.2 234
1977 [36] rekonstituierte 6,5 144
Magermilch
rekonst. Magermilch 72 121 252
Magermilch 6,0 150
Magermilch 6,5 210
Magermilch 7.2 312
PFLUG und ATCC 7953 5% Glucose + 0,9% NaCl 4,7 78 11,4
SMITH , 5% Glucose 5,0 145 10,3
1977 [37] 5% Glucoset+ Ringerlsg. + 5,1 127 11,3
Lactat 121
Wasser 57 179 8,4
Sorensen POgs-Puffer 7,0 202 7,6
Butterfield PO4-Puffer 7.2 283 9,3
SRIMANI + entmineralls. Wasser 7,2 16200
LONCIN , Mc Ilvaine-Puffer 6,5 10020
1980 [38] Mc llvaine-Puffer 59 100 5880
Mc Ilvaine-Puffer 57 4500
Mc Ilvaine-Puffer 4,8 1140
MICHIELS 8,0 288 7,5
et al., 1985 7,0 204 71
[39] 6,2 121 132 7.9
52 102 7.2
40 54 9,5
3,2 18 10,5
COOK und NCIB 8919 Mc llvaine-Puffer 8,0 462
GILBERT, Mc Ilvaine-Puffer 7,0 552
1968a [21] Mc llvaine-Puffer 6,0 115 444
Mc Ilvaine-Puffer 50 252
0,066 M Sorensen-Puffer 7,0 678
0,066 M Sorensen-Puffer 6,0 648
CERNY, Merck 0,1 NaOH / Glycin 9,0 90 8,1
1980 [40] 11499
Phosphat-Puffer 70 121 70 8,0
Phosphat-Puffer 5,0 35 91
0,1 m Glycin/ HCI 3,0 15 11,4
HAASI3], Merck Mc Ilvaine-Puffer 7,0 106,1 8,1
1992 11499
Mc llvaine-Puffer 50 121 41,0 9,5
Mc llvaine-Puffer 30 15,9 14,9
DSM 1550 Magermilch + Milchsaure 6,28 168 7,38
BEHRINGER + Magermilch 6,68 120 246 7,54
KESSLER, Magermilchkonzentrat 6,28 154 7,89
1992 [41] Magermilchk. + NaOH 6,68 170 7,47
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Hitzeresistenz bei unterschiedlichen pH-Werten

Mit zunehmender Aciditat nimmt die Hitzeresistenz der Sporen ab [21,
24, 38, 40, 41, 42, 43]. SRIMANI und LONCIN [38] konnten ftr Bacillus
stearothermophilus Sporen eine exponentielle Abhangigkeit der Hitze-
resistenz vom pH-Wert zeigen.

In alkalischen Losungen ist die Hitzeresistenz ebenfalls geringer als
im neutralen Bereich, der Abfall der Hitzeresistenz ist jedoch bezogen
auf die pH-Wert-Anderung geringer als in sauren Lésungen [21, 27].

Uber die Auswirkungen der Wasserstoffionenkonzentration auf die
Temperaturabhangigkeit der Hitzeresistenz (z-Werte, siehe Kapitel
2.1.3.1) werden in der Literatur [1, 3, 19, 40] widerspruchliche Angaben
gemacht. CONDON und SALA [1] fanden fur Lebensmittel keinen
EinfluR, aber fuar Mc Ilvaine-Pufferlosungen eine Erhdhung der z-
Werte bei niedrigeren pH-Werten.

Hitzeresistenz bei konstanten pH-Werten

Wie beim ay-Wert ist auch bei gleichen pH-Werten ein Einflu3 der
chemischen Struktur der zum Anséuern eingesetzten Substanzen zu
beobachten. Bei konstantem pH-Wert werden Sporen von Bacillus
stearothermophilus in Mc llvaine-Zitronensaure-Phosphat-Puffer
schneller abgetotet (D (115 °C) = 444 s) als in 0,066 M Soérensen-Puffer (D
(115 °C) = 648 s) [21]. STEINBUCH [44] stellte bei pH =3,5in 0,06 M
Milchsdure eine starkere Abtdétungswirkung auf Bacillus stearother-
mophilus Sporen als in 0,026 M Salzsaure fest. Bei Untersuchungen
mit erhdhten Konzentrationen von Milchsaure und durch Zusatz
puffernder Stoffe bei pH = 3,5 fand er eine drastische Erhéhung der
Abtoétungsgeschwindigkeit. Das Ergebnis war unabhéngig von der Art
der puffernden Substanzen. ANDERSON et al. [24] fUhrten mit Sporen
von Bacillus thermoacidurans Versuche in Tomatensaft durch, der mit
Milch-, Essig- und Zitronensaure auf einen pH-Wert von 3,8 eingestellt
wurde. Die ermittelte Letalrate sank dabei von Essig- tGber Milch- zu
Zitronensaure ab.
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Mdogliche Mechanismen

Zu den Auswirkungen des Sauregehaltes des Erhitzungsmediums auf
die Hitzeresistenz von Sporen gibt es verschiedene Uberlegungen.
BEHRINGER und KESSLER [41] stellen zwei Erklarungen vor. Eine ist,
daR das Absenken des pH-Wertes die Neutralisation von negativ
geladenen Carboxylgruppen der Peptidoglykane in der Sporencortex
bewirkt (Abb. 2-5).
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Abb. 2-5:  Struktur vom Peptidoglykan der Sporencortex [14].

Die Reduzierung der Zahl geladener Gruppen vergroRert den osmoti-
schen Druckunterschied an der Protoplasmamembran, so dal} sich der
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Wassergehalt in der Spore erhoht und deren Zerstérung ermoglicht.
Diese Erklarung geht von der Voraussetzung aus, dald der geringe
Wassergehalt der Sporen fur die Hitzeresistenz verantwortlich ist. Die
andere Uberlegung sieht die Destabilisierung der Enzyme des
Keimungsmechanismus durch die Absenkung des pH-Wertes als
Begriundung an [41].

SILLA [12] und HUTTON et al. [43] sehen die Ursache in einer durch
die sauren Bedingungen hervorgerufenen, teilweisen Demineralisie-
rung der Sporen. Da die Konfiguration und Stabilitat von Nukleinséu-
ren durch eine ionische Umgebung beeinflul3t wird, kénnte der Verlust
von lonen die DNA destabilisieren und ihre Hitzeempfindlichkeit
steigern.

Aus ihren Versuchen bei konstanten pH-Werten schlieen STEIN-
BUCH [44] und ANDERSON et al. [24] auf die toxische Wirkung der
undissoziierten Saure, die aufgrund der polaren Struktur der Sporen-
halle weniger stark zurtckgehalten wird als die dissoziierte Saure.

2.1.2.5 Chemische Zusammensetzung des Erhitzungs-
mediums

Die chemische Zusammensetzung des Erhitzungsmediums (Medium,
in dem die Sporen wahrend des Erhitzens suspendiert sind) hat grof3en
EinfluR auf die Hitzeresistenz von Sporen, wie schon fur Bedingungen
konstanter pH-Werte und konstanter a,-Werte beschrieben wurde.
Weitere Einflul3groRen sind hierbei die lonenstarke beziehungsweise
der Salzgehalt, das Redoxpotential und der Fettgehalt des Erhitzungs-
mediums.

lonenstérke, Salzgehalt

ORDAL und LECHOWICH [22] erhielten deckungsgleiche Abtdétungs-
kurven fur das Erhitzen von Bacillus coagulans var. thermoacidurans
in 0,025 M Phosphat-Puffer und 0,005 M Phosphat-Puffer, dem bis zur
lonenstérke des 0,025 M Puffers NaCl, KCL, NaSO4 und Na,NO3 zuge-
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setzt worden war. Die Abtdtung in 0,025 M Phosphat-Puffer war gerin-
ger als diejenige in hoher und niedriger konzentrierten reinen Phos-
phat-Puffern. Sie schliel3en daher auf den Einflul3 der lonenstérke und
des osmotischen Druckunterschieds zwischen Lésung und Proto-
plasma in der Spore.

Redoxpotential

Das Redoxpotential einer Substanz ist ein Mal3 fur ihr Vermogen, einen
anderen Stoff zu oxidieren beziehungsweise zu reduzieren.

Wasserstoffperoxid, ein starkes Oxidationsmittel, totet Sporen nach
einer Reaktionskinetik 1. Ordnung ab. Mit steigender Temperatur
erhoht sich die Abtétungsrate, jedoch fihren hohe Temperaturen zum
Zersetzen von H»0, und damit zu einem Absinken der Abtdtungsrate.
Wasserstoffperoxid 10st die Sporenhtlle auf und zerstort so die Sporen.
Aktivierte Sporen werden schon vor dem Auflésen der Sporenhtlle
abgetotet [45].

Reduzierende Stoffe kdonnen die Disulfidbricken der Sporenhdlle
aufbrechen und so ihre Empfindlichkeit gegentber dem Einwirken
chemischer Substanzen erhdhen. Das erhoht die Abtdtungsgeschwin-
digkeit bei chemischen Desinfektionvorgangen. Ein Vermindern der
Hitzeresistenz in Anwesenheit reduzierender Stoffe konnte nicht beob-
achtet werden. [45].

Fette

Die Hitzeresistenz von Sporen in fetthaltigen Gemischen ist groRer als
in bis auf den Fettanteil gleichen Gemischen [46, 47]. SENHAJI und
LONCIN [46] konnten dies auf den Wassergehalt des Fettes zuruckfuh-
ren. Entscheidend fur die erzielbare Abtétungsgeschwindigkeit ist
unter anderem die Wasseraktivitat in unmittelbarer Umgebung der
Spore. Der Diffusionskoeffizient des Wassers in Ol ist etwa drei Zehner-
potenzen kleiner ist als die Temperaturleitfahigkeit des Ols, deshalb
sinkt beim Erhitzen die Wasseraktivitat in der Fettphase stark ab, was
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die Hitzeresistenz erhoht [48]. Nach RUSSEL [11] wird die Sporenabto-
tung in trok-kener Hitze (wasserfrei) durch Oxidationsreaktionen
verursacht. Der EinfluR der Temperatur auf diese Reaktion ist geringer
als auf die Mikroorganismenabtdtung in walrigen Losungen. Die Akti-
vierungsenergie im Arrhenius-Ansatz ist fur die chemische Reaktion
(etwa 80 kJ/mol) kleiner als fur die Mikroorganismenabtétung in
walrigen Losungen (etwa 250 kJ/mol). Die Sporenabtétung in Fetten
hat etwa die gleiche Aktivierungsenergie wie chemischen Reaktionen
[47]. ABABOUCH und BUSTA [47] fanden ebenfalls eine Abhangigkeit
vom ay-Wert, aber eine unterschiedliche Hitzeresistenz in verschie-
denen Olen mit der gleichen Wasseraktivitat. Aus ihren Ergebnissen
schlossen sie auf einen EinfluR der Konzentration an freien Fettsauren.

2.1.2.6 Einfluf® der Nachweismethoden auf die beobachtete
Abtétungsrate

Die Bedingungen, unter denen die hitzebehandelten Sporen auskei-
men, auswachsen und sich vermehren, beeinflussen ebenfalls das
Resultat von Abtétungsversuchen. Die Uberlebendkeimzahl wird im
wesentlichen durch die Nahrstoffzusammensetzung, den pH-Wert und
den Salzgehalt des Nachweismediums sowie die Dauer und Tempera-
tur der Bebrutung beeinflu3t [21, 49, 50, 11, 43, 42].

2.1.2.7 Weitere Einflul3faktoren

Auswirkungen auf die Ergebnisse von Untersuchungen der Hitzeresi-
stenz von Sporen konnen die Geschwindigkeit und die Hohe der
Temperaturdnderung von der Umgebungs- auf die Erhitzungstempe-
ratur [51] und die Ausgangskonzentration der Sporen im Erhitzungs-
medium [52] haben. Eine Absenkung der Vorlagentemperatur bei
gleichbleibender Erhitzungstemperatur fuhrt zur Abnahme der Resi-
stenz [51]. FuUr zwei verschiedene Sporenarten wurde eine Zunahme
der thermischen Widerstandsfahigkeit mit hoherer Ausgangskonzen-
tration an Sporen beobachtet [52]. Die Autoren geben keine Ursachen
far dieses Verhalten an.
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2.1.3 Reaktionskinetische Modelle zur Beschreibung der
Hitzeinaktivierung von Sporen

Am héaufigsten wird zur Beschreibung der Reaktionskinetik der ther-
mischen Abtdétung von Mikroorganismen das Inaktivierungs-Modell
verwendet. Es geht von einer Reaktion 1. Ordnung aus. Bei Untersu-
chungen zur Abtétung von Bakteriensporen wurden zum Teil Abwei-
chungen von dieser Kinetik gefunden [11, 45], was zu einer Vielzahl
von Reaktionsmodellen fuhrte (vergleiche HAAS [3]). FUr Sporen von
Bacillus stearothermophilus hat sich bisher das Aktivierungs-Inakti-
vierungs-Modell als geeignet erwiesen [53, 54, 3, 55, 51].

2.1.3.1 Inaktivierungs-Modell 1. Ordnung

Sporen (S) werden nach einer Reaktion 1. Ordnung (statistischer
Ansatz) mit dem Geschwindigkeitsfaktor k; inaktiviert (S)).

s—K 5, 2-1)

Der Geschwindigkeitsfaktor k; ist von der Temperatur abhangig. Die
Reaktion wird durch die folgende Gleichung beschrieben:

dN
Nk, (T)-N 2.2
at 1 (T) (2-2)

N ist die Anzahl der in einer Masseeinheit enthaltenen Sporen. Nach
Integration fur eine konstante Inaktivierungstemperatur in den
Grenzen von 0 bis t und Ng bis N, mit

N, = N(t =0) (2:3)

folgt:

N
In =k (T)-t (2-4)

0

beziehungsweise:
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Nt
No D(T)

mit n = Uberlebensrate

In10
Kk, (T)

D(T) =

Kapitel 2

(2-5)

(2-6)

D ist die dezimale Reduktionszeit, die Zeit, die notig ist, um die Zahl der
Sporen bei festgelegten konstanten Bedingungen (Temperatur, pH-
Wert, ay-Wert usw.) um eine Zehnerpotenz zu reduzieren. Im soge-
nannten Uberlebensdiagramm, dem Ig(N/Np) - t - Diagramm, ergibt
sich aus Gleichung (2-5) eine lineare Uberlebenskurve mit der Steigung

-1/D (Abb. 2-6).

Abb. 2-6: Schematischer Verlauf der Uberlebensrate n = Ig(N/Ng) in
Abhangigkeit von der Zeit t bei Inaktivierung nach einer

Reaktion 1. Ordnung.

Die Temperaturabhangigkeit des Geschwindigkeitsfaktors k; wird

durch den Arrhenius-Ansatz beschrieben:

k,(T) = k|0'eXp(—s—.||.)

(2-7)
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Ko ist der praexponentielle Faktor,

R die allgemeine Gaskonstante und

E, die Inaktivierungsenergie, d.h. die Aktivierungsenergie der Inakti-
vierungsreaktion.

Die Inaktivierungsenergie kann aus der Steigung im Arrhenius-
Diagramm ermittelt werden. In diesem Diagramm wird der
Geschwindigkeitsfaktor logarithmisch Uber der reziproken Tempera-
tur aufgetragen (Abb. 2-7).

E
A tanoc:-_l_

In (k;-s)

NG

-

1UT-K

Abb. 2-7:  Arrhenius-Diagramm, Bestimmung der Inaktivierungs-
energie.

Die Temperaturerhéhung AT = T;-T,, die notwendig ist, um den D-Wert
auf 1/10 zu reduzieren, wird als z-Wert bezeichnet:

Tl — T2
2= 10 =8

19 5ry)

Mit
D(T) _ | K (Ty)

= (2-9)
D(T1) "~k (Tp)

und
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Ki(Ty) _ By (Ty-Ty)

(2-10)

folgt

EI

(2-11)

T1 wird als Referenztemperatur, in der Regel 121,1 °C, vorgegeben.

Im Gegensatz zum Arrhenius-Konzept wird beim z-Wert-Konzept die
Temperaturabhéangigkeit des z-Wertes vernachlassigt. Nach Gleichung
(2-8) gilt

D(T,) T,-T,

(2-12)

Q
I

Der z-Wert wird als konstant angenommen (Abb. 2-8). Diese Annahme
ist nur fur geringe Temperaturunterschiede in guter Naherung
zulassig.

m
m -1
~
<> ~
|
Ty T

Temperatur T

Abb. 2-8: Temperaturabhéangigkeit der dezimalen Reduktionszeit,
Bestimmung des z-Wertes. Gestrichelte Linie: z-Wert-
Konzept, durchgezogene Linie: Arrhenius-Konzept.

Die nach dem Arrhenius- und dem z-Wert-Konzept berechneten D-
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Werte unterscheiden sich in Abhangigkeit von der gewahlten Referenz-
temperatur und der Differenz zwischen Halte- und Referenztempera-
tur. Die nach dem Arrhenius-Konzept berechneten D-Werte sind
immer gréRer als diejenigen nach dem z-Wert-Konzept ermittelten.

Vom linearen Verlauf der Uberlebenskurve abweichende Messungen
werden in der Praxis haufig gefunden [11, 45, 3]. Einige typische
Verlaufe sind in Abbildung 2-9 zusammengestellt.

Ilg N/N o

Abb. 2-9: Haufig auftretende Uberlebenskurven [53]:
Typ a, c: Reaktion 1. Ordnung;
Typ b: biphasige Kurve;
Typ d, e: Schulterkurven

Kurven des Typs b ergeben sich beispielsweise bei der Mischung zweier
Bakterienstamme unterschiedlicher Hitzeresistenz. Dieser Kurvenver-
lauf wird auch als biphasig bezeichnet. Der erste lineare Teil der Kurve
beschreibt hauptsachlich den Organismus mit geringerer Hitzeresi-
stenz, der zweite, flachere lineare Teil denjenigen mit der grofieren
thermischen Widerstandsfahigkeit. Schulterkurven (Typ d, e) ndhern
sich fur lange Zeiten einer Geraden an. In Anlehnung an das Inakti-
vierungs-Modell 1. Ordnung werden diese Kurven oft durch den
scheinbaren D-Wert (Dgpp), der aus der Steigung der Naherungsgera-
den fur lange Zeiten bestimmt wird, und der fur diese Gerade bestimm-
ten extrapolierten Uberlebensrate ney bei t = 0 beschrieben [53, 51, 54].
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2.1.3.2 Aktivierungs-Inaktivierungs-Modell

Wahrend das Inaktivierungs-Modell von der Annahme ausgeht, dal}
alle in einer Sporensuspension enthaltenen Sporen auch durch die
Keimzahlbestimmung erfal3t werden, erklaren SHULL et al. [54] Schul-
terkurven (Abb. 2-9 Typ d, e) durch die Hitzeaktivierung ruhender
("dormant”) Sporen und dem gleichzeitigen Abtdten aktivierter Sporen.
Die ruhenden Sporen sind zwar lebensfahig, aber unter den herr-
schenden Bedingungen nicht aktiviert, das heil3t, sie konnen nicht
auskeimen. Daher werden sie bei einer Keimzahlbestimmung nicht
nachgewiesen. Die Existenz solcher Sporen konnte HAAS [3] durch
Vergleich von Keimzahlbestimmungen nach dem Plattengul3verfahren
und mittels einer Zdhlkammer unter dem Mikroskop flir Sporen von
Bacillus stearothermophilus bestéatigen. Es bleibt aber die Unsicherheit,
ob es sich dabei um ruhende oder wéhrend der Lagerung abgestorbene
Sporen handelt.

Beim Aktivierungs-Inaktivierungs-Modell wird von einer Zahl N in
einer Keimzahlbestimmung nachweisbarer, aktivierter Sporen und der
Zahl M nicht in einer Keimzahlbestimmung nachweisbarer, ruhender
Sporen ausgegangen. Aktivierung und Inaktivierung werden durch
Reaktionen 1. Ordnung mit den Geschwindigkeitsfaktoren ka und k;
beschrieben.

M—Ka sN—K 5N, (2-13)

mit M = Zahl der ruhenden Sporen,
N = Zahl der aktivierten Sporen,
N, = Zahl der inaktivierten Sporen

dM =-M-k, -dt (2-14)

dN, =-N-k, -dt (2-15)
Fur den Zeitpunkt t = 0 gilt:

Ng = N(t=0) (2-16)

M, = M(t = o) (2-17)
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Die Anderung der Zahl der nachweisbaren Sporen wird beschrieben
durch:

dN = dN, —dM (2-18)
Mit (2-14) und (2-15) ergibt sich

Integration von Gleichung (2-14) fur die Anfangsbedingung (2-17)
liefert

Damit folgt fur Gleichung (2-19)

Die Integration dieser Gleichung mit der Anfangsbedingung (2-16)

ergibt

N=— KA Mo exp(cka -0+ (Ng —— <A M. )-exp(—k, 1)
(2-22)

Wird mit t das Ruheverhaltnis, das Verhaltnis der Zahl der ruhenden
zu der Zahl der aktivierten Sporen zum Zeitpunkt t = 0, bezeichnet

_Mo

T= 2-23
Ng (2-23)
t= Ruheverhéaltnis
und der Faktor o eingefuhrt
k
a=1-—A .1 (2-24)
Ky —Ka

folgt fur das Uberlebensverhaltnis:
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N

— =(1-a)-exp(-k, - t)+a-exp(-k, - t) (2-25)
0

ABRAHAM et al. [53] kénnen ihre experimentellen Ergebnisse zur Hit-

zeresistenz von Bacillus stearothermophilus mit Gleichungen der Art

N
N = Yo -exp(=K.. - t)+(1-Yyq) exp(-kgq - t) (2-26)
0

unter der Voraussetzung
K.. <kg (2-27)

darstellen. k.. ist die Steigung des linearen Teils der Uberlebenskurve
(Schulterkurve), ko ist die Anfangssteigung bei t = 0 und yg ist der aus
dem linearen Teil der Kurve bis t = 0 extrapolierte Wert des Uberlebens-
verhaltnisses. kg und k., kénnen die Geschwindigkeitsfaktoren ka und
k) zugeordnet werden, da das Ruheverhaltnis unabhangig von der
Inaktivierungstemperatur ist. Dabei mussen zwei Falle unterschieden
werden:

Fall 1: Die Inaktivierung ist die langsamere und damit geschwin-
digkeitsbestimmende Reaktion.
k, =k, (2-28)
ka =Kg (2-29)
oa=1-y, (2-30)
Fall 2: Die Aktivierung ist die langsamere und damit geschwin-

digkeitsbestimmende Reaktion.

ky =k (2-31)
K, =Ka (2-32)
o =Y, (2-33)

Mit diesem Modell kénnen lineare, konvexe und konkave sowie Schul-
terkurven beschrieben werden (Abb. 2-9). Fur k; > k, ergeben sich
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verschiedene theoretische Uberlebenskurven [53]:

a: Reaktion 1. Ordnung (Steigung: -k;), T = 0;

b: biphasige Kurve (Mischpopulation), 0 <t < (k,/kp) - 1;
c: Gerade mit der Steigung -ka, t= (k,/kp) - 1;

d: Schulterkurve, © = (k|/Kp);

e: Schulterkurve, © > (k,/ka)

Bei den von ABRAHAM et al. [53] und HAAS [3] ermittelten Schulter-
kurven fur Bacillus stearothermophilus ist die Aktivierung die
geschwindigkeitsbestimmende Reaktion. Das Ruheverhaltnis betragt
circa 8 (ABRAHAM et al.) beziehungsweise 7,2 (HAAS).

2.1.4  Technische Realisierung der Erhitzung von Sporen-
suspensionen

Zur Bestimmung der Hitzeresistenz wird die Sporensuspension entwe-
der direkt oder indirekt, kontinuierlich oder diskontinuierlich erhitzt.

Indirekte Methoden des Erhitzens

Beim indirekten Erhitzen sind Heizmedium und Sporensuspension
durch eine Warmedubertragerflache rdumlich voneinander getrennt.
Erwarmt werden kann absatzweise durch Eintauchen von verschlos-
senen Ampullen oder Rohrchen in Heizbadern oder kontinuierlich
unter Verwendung von ROhren- oder Plattenwarmedtbertragern.
Durch unterschiedlich lange Verweilzeiten wird bei der kontinuierli-
chen Methode die Haltezeit variiert.

Direkte Methoden des Erhitzens

Zum Aufheizen der Sporensuspension wird diese bei der direkten
Erhitzungsmethode in unmittelbaren Kontakt mit einem Heizmedium
gebracht. Als solches kann eine Flussigkeit, zum Beispiel Wasser, das
Erhitzungsmedium selbst oder ein Gas, zum Beispiel Wasserdampf,
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benutzt werden.

Bei diskontinuierlichen Verfahren werden kleine Mengen der Proben
in ein grolles Volumen des temperierten Heizmediums gegeben. Die
Probe kann durch Zugabe in ein entsprechend gekuhltes Verdin-
nungsmedium abgekuhlt werden.

Bei kontinuierlichen Versuchsanlagen wird ein als idealer Riuhrkessel
ausgelegter Mischer verwendet oder die Sporensuspension in einen
vorerhitzten FluUssigkeitsstrom eingespritzt. Durch Verdampfen eines
Teils der Flissigkeit in einer evakuierten Expansionskammer kann bei
kontinuierlicher und diskontinuierlicher Betriebsweise abgekuhlt
werden.

Beim Erhitzen der Sporensuspension mit Dampf wird dessen latente
Warme ausgenutzt. Der Dampf kann in die Sporensuspension injiziert
oder diese in einer Dampfkammer verspruht werden. Die nachfolgende
AbkuUhlung in einer Expansionskammer wird so gefuhrt, dal} sich die
Konzentration der Sporensuspension im Vergleich zur Ausgangskon-
zentration nicht andert.

Eine Verdinnung der Sporensuspension muf} bei der Keimzahlbe-
stimmung berticksichtigt werden. Diese Anderung der Zusammenset-
zung des Erhitzungsmediums kann die Hitzeresistenz beeinflussen.
Far Injektionssysteme sind zudem der Aufheizvorgang und damit
auch sein Einflu auf die Abtdétung der Sporen nur schwer beschreib-
bar.

2.1.4.1 Quasiisotherme Versuchsbedingungen

Die Abtétung von Mikroorganismen beginnt bei der letalen Temperatur
Tp. Abtotungsversuche zur Bestimmung der Hitzeresistenz werden bei
Temperaturen Ty, die groRer als die letale Temperatur sind, durchge-
fahrt. In der Aufheiz- und der Abkuhlphase, ab Erreichen der letalen
Temperatur T, findet eine Abtétung von Mikroorganismen statt, die
bei der Bestimmung der kinetischen Kennwerte berucksichtigt werden
muf. Zudem kommt es beim Aufheizen und Abkuhlen zur Ausbildung
von Temperaturprofilen in der Sporensuspension, die abhé&ngig von der
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Form der Probenbehalter und von den Stromungsverhaltnissen sind.

Sollen die reaktionskinetischen Parameter direkt aus der Haltezeit,
unter Vernachlassigung der Aufheiz- und Abkuhlphasen, ermittelt
werden, mussen quasiisotherme ProzelRbedingungen herrschen. Diese
Bedingungen liegen definitionsgemald dann vor, wenn weniger als 21 %
der Sporen beim Aufheizen und Abkuhlen abgetdtet werden (n > -0,1)
[3]. Dieser Fehler ist angesichts der Fehler bei der Keimzahlbestim-
mung und der Schwankungen der Hitzeresistenz der Mikroorganis-
men trotz praktisch gleicher Vorgeschichte noch tolerierbar.
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2.2  Oberflachlich verkeimte Lebensmittel am Beispiel von
schwarzem Pfeffer

Die Oberflachen pflanzlicher Lebensmittel, dazu z&hlen auch Gewtirze,
werden wahrend des Wachstums oder der Verarbeitung von Mikroor-
ganismen besiedelt. Ein Gewulrz mit besonders hoher Keimbelastung
ist schwarzer Pfeffer.

2.2.1 Die Pfefferpflanze

Pfeffer ist die Steinfrucht eines immergrinen Kletterstrauches (Piper
nigrum L. aus der Familie Piperaceae), der in Sudwestindien
(Malabar) beheimatet ist, heute jedoch in den Tropenlandern beider
Hemispharen kultiviert wird.

Die heutigen Hauptanbaugebiete liegen in Indien, Indonesien, Malay-
sia und Brasilien. Die Bundesrepublik Deutschland importierte 1988
12.558 t Pfeffer. Damit ist Pfeffer das meistverwendete Gewdirz. Der
jahrliche Pro-Kopf-Verbrauch liegt bei 200 g. Pfeffer wird in verschie-
denen Zustanden (gemahlen, geschrotet und ganz) als reines Gewdlrz
gehandelt. Ebenso ist Pfeffer Bestandteil vieler Gewlrzmischungen. In
der Lebensmittelindustrie wird Pfeffer in Konzentrationen bis zu
1 Gew.% eingesetzt. Bei einigen Salami-Sorten liegt der Anteil noch
hoher. Etwa 75 % der Weltpfefferproduktion (Exportmenge 1987:
110.000 t) entfallt auf schwarzen Pfeffer [56].

Schwarzer Pfeffer wird aus den noch unreifen, grinen, aber schon voll
entwickelten, ungeschalten Frichten gewonnen. Sobald sich die ersten
Beeren rotlich verfarben, werden die Fruchtstande abgeschnitten und
auf Matten oder direkt auf dem Boden in der Sonne ausgebreitet. Beim
Trocknen verfarbt sich die grine Fruchtschale durch enzymatische
Oxidationsprozesse schwarz. Die Beeren schrumpfen, und die Oberfla-
che entwickelt die typische, runzelige Struktur. Der Gewdulrzertrag aus
100 kg frischen Frichten betragt 35 kg Handelsware. Nach der Trock-
nung werden die Beeren durch Abreiben oder Stampfen von den
Fruchtstengeln geldst. Schon beim Wachstum kénnen die Beeren z.B.
durch Vogelkot oder luftgetragene Mikroorganismen kontaminiert
werden. Beim Trocknungsvorgang ist meist direkter Bodenkontakt
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vorhanden, so dalR im Erdboden vorkommende Mikroorganismen die
Oberflache der Beeren besiedeln und sich auf der noch feuchten
Fruchtschale vermehren kdénnen.

Schwarzer Pfeffer riecht charakteristisch aromatisch und schmeckt
scharf und brennend. Abbildung 2-10 zeigt den Querschnitt durch die
Fruchtwand. Die dulRerste Schicht ist eine Epidermis aus leicht tangen-
tial gestreckten Zellen mit dicker AuRenwand und dunklem Zellinhalt
(= Exokarp). Darauf folgt die aufRere Steinzellenschicht und weiter nach
innen ein wenige Zellen breites Parenchym, dessen polygonal gerunde-
ten Zellen Starke und Harz enthalten. Daran schliel3t sich eine Schicht
tangential gestreckter Parenchymzellen an, die von der 1 bis 2 Zellen
breiten Olzellschicht gefolgt wird. Sie besteht aus groRen, polygonal
gerundeten Zellen, die Oltropfen enthalten. Weiter nach innen folgt die
innere Steinzellschicht (= Endokarp). Sie umschlie3t die aus einer Lage
schmaler, tangential gestreckter Zellen bestehende Samenschale, die
den Samenkern enthalt [57].

Der weilRe Pfeffer wird aus reifen, bei der Ernte gelben bis roten Fruch-
ten hergestellt, indem man die Beeren zuerst wascht und im Anschluf3
fermentiert. Dabei weicht die harte Fruchtschale auf und lait sich
leicht mechanisch entfernen. Nach nochmaligem Waschen und
Trocknen an der Sonne erhalt man weilien Pfeffer. Hochwertiger
weiller Pfeffer besteht aus glatten, gelblichen bis schmutzigweil3en,
etwa gleich groRen Kdérnern. Im Vergleich zu schwarzem Pfeffer wird
der Geschmack als feiner und die Scharfe als geringer bezeichnet.
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Abb. 2-10: Aufbau eines Pfefferkorns [58].

222 Inhaltsstoffe

Einziges einfach analytisch zu bestimmendes Qualitatsmerkmal fur
Pfeffer ist der Gehalt an &atherischen Olen [59]. Das aroma- und
geschmacksbestimmende atherische Ol (Gehalt in schwarzem Pfeffer:
2,0 - 3,5%; in weilRem Pfeffer: 1,8 - 2,9 %) besteht zu 70 - 80 % aus
Monoterpenen (Sabinen 21 %, a-Terpinen 22 %, y-Terpinen, B-Pinen,
A3-Caren, Mycren, Limolen u.a.), oxidierten Monoterpenen (Borneol,
Carvon, Carvacrol, 1,8-Cineol, Linalool u.a.), bis zu 20 -30 % aus
Sesquiterpenen (B-Caryophyllin 17 %, Humulin, B-Bisabolon u.a.) und
oxidierten Sesquiterpenen (Caryophyllinketon, Caryophyllinoxid u.a.).
Phenylether (Eugenol, Methyleugenol, Myristricin, Safrol u.a.), Alde-
hyde und organische Sauren komplettieren die Zahl der bisher tber 100
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identifizierten Aromakomponenten. Je héher der Monoterpengehalt,
desto frischer wird das Pfefferaroma bewertet.

Stand des Wissens

In Tabelle 2-2 sind

weitere Inhaltsstoffe des Pfefferkorns aufgelistet [56].

Tabelle 2-2: Inhaltsstoffe des Pfefferkorns [56].
Pfeffer schwarz Pfeffer weil}

Wasser [Gew.%] 11 12
Protein [Gew.%] 1 10,5
Fett [Gew.%] 3,5 2,0
Atherisches Ol [Gew.%] 2,2-3,6 1,8-29
Kohlenhydrate [Gew.%)] 65 69
Rohfaser [Gew.%] 14 4,3
Asche [Gew.%] 3,9 1,0
Calcium [mg/100q] 400 130
Kalium [mg/100g] 1130 40
Natrium [mg/100g] 15 5

2.2.2.1 Eigenschaften der atherischen Ole

Atherische Ole stellen ein Gemisch chemisch unterschiedlicher
Substanzen dar. Neben einer grol3en Zahl miteinander verwandter
Terpene und Terpenabkémmlinge finden sich Phenole, Phenolether,
Kohlenwasserstoffe, Alkohole, Aldehyde, Ester und Sulfide. Die Vielfalt
dieser Stoffe schliel3t die Moglichkeit aus, auf chemischer Grundlage
allgemein gultige Methoden zur Bestimmung der atherischen Ole zu
entwickeln [60]. Meist wird der Gehalt an atherischen Olen mittels
Wasserdampfdestillation bestimmt. Dabei dient Wasserdampf als
Schleppmittel fir die hohersiedenden atherischen Ole.

Bedingt durch ihre chemische Struktur, z.B. den in den genannten
Aromastoffen enthaltenen Doppelbindungen, sind atherische Ole sehr
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reaktionsfreudig. Um dies zu veranschaulichen, ist in Abbildung 2-11
der MolekuUlaufbau von Isopren gezeigt, von dem sich die Terpene
ableiten:

CH, — C CH — CH,

CH

3

Abb. 2-11: Molekulstruktur von Isopren.

Daher kénnen bei der Wasserdampfdestillation Reaktionen wie Ester-
verseifungen, Ringschlisse und Oxidationen stattfinden, die zu
Produkten fuhren, die sich von den im Ausgangsmaterial vorhan-
denen Komponenten des Oles unterscheiden [60]. Mit Wasserdampf
bilden atherische Ole azeotrope Gemische, die sich beim Abkuhlen des
Dampfes wieder in zwei Phasen trennen, deshalb kénnen diese Ole
einer Matrix mit Wasserdampf entzogen werden. Es wurde festgestellt,
daBR aus einer Wasserdampfdestillation gewonnene &atherische Ole
mehr als doppelt soviel niedrige Terpene, aber nur 2/3 der Sesquiter-
pene eines Extraktoles enthalten [61]. Sesquiterpene sind Terpen-Poly-
mere, deren Grundbaustein aus 1 - Terpenmolekilen besteht.

Die Wasserloslichkeit atherischer Ole hangt von ihrer Zusammenset-
zung ab. Ein hoher Anteil hydrophiler Substanzen wie Ester, Phenole
und Alkohole erhoht die Wasserléslichkeit. Solche Ole, die wie die des
Pfeffers Uberwiegend Terpene enthalten, zeigen sehr geringe Loslich-
keit. Im Zusammenhang mit Destillationen ist auRerdem zu beachten,
daR die Wasserloslichkeit eine Temperaturfunktion ist [60].

Eine weitere Eigenschaft der atherischen Ole des Pfeffers, vor allem
von a-Pinen, ist die Fahigkeit zur Autoxidation. Dabei entsteht eine
Vielzahl von Verbindungen; o-Pinen wird hauptsachlich zu trans-
Verbenol, trans-Carvenol, Verbenon und o-Pinen-Oxid umgesetzt [62].
Aufgrund der molekularen Struktur solcher Komponenten hat Pfeffer
selbst eine hohe antioxidative Aktivitat. So wurden zusatzlich zu eini-
gen Phenol-Verbindungen und Tocopherolen funf phenolische Amide
isoliert, die starke Antioxidantien sind. Die Wirkungsweise der pheno-
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lischen Inhaltsstoffe auf das Lebensmittel beruht auf der Hemmung
der Autoxidation ungeséattigter Fettsauren [63]. Manche dieser Kompo-
nenten durften genauso effektiv sein wie synthetische Antioxidantien,
die gewdhnlich zur Haltbarmachung von Lebensmitteln eingesetzt
werden, z.B. Butyl-Hydroxy-Anisol (BHA) und Butyl- Hydroxy-Toluol
(BHT) [64].

Erste quantitative Ergebnisse zum Einflu3 des Erhitzens auf Gewdlrz-
aromen wurden von THIEREN und HOFMANN [65] publiziert. Unmit-
telbar nach dem Erhitzen wurden Sensoriktests sowie Versuche zu
gualitativen und guantitativen Veranderungen der mit Wasser fllchti-
gen Komponenten mit Hilfe der Gaschromatographie durchgefuhrt.
Dabei zeigte sich, dalR die urspringliche Menge an Terpenen und
terpenahnlichen Substanzen betrachtlich abnahm. Daflr traten neue,
hohersiedende Verbindungen auf, von denen angenommen wurde, daf}
sie Reaktionsprodukte darstellten.

Die Schéarfe des Pfeffers wird in erster Linie durch das Alkaloid Piperin
bestimmt. In Abbildung 2-12 ist die Strukturformel von Piperin darge-
stellt. Es kénnen sich vier Stereoisomere bilden. Den Uberragenden
Anteil zur Scharfe tragt das trans-trans-Piperin (=Piperin) bei. Die drei
weiteren moglichen Isomere cis-trans-Piperin (Isopiperin), trans-cis-
Piperin (lIsochavicin)und cis-cis-Piperin (Chavicin) besitzen nur
geringe bis fast keine Scharfewirkung. Weitere Pfefferalkaloide sind
Piperlonguminin, Piperylin, Piperanin, Piperettylin und Piperettin.
Der Alkaloidgehalt liegt zwischen 3,5 - 6 % berechnet als Piperin [56].

CH=CH-CH=CH-CO- N Q

Abb. 2-12: Strukturformel von Piperin.
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2.2.3  Mikrobiologische Belastung von schwarzem Pfeffer

Wie schon erwahnt, gehort schwarzer Pfeffer zu den stark keimhalti-
gen Nahrungsmitteln. Liegt die Keimbelastung pro Gramm unter 104,
spricht der Gewirzhandel bereits von keimarmen Gewlrzen [61].
Hauptsachlich sind Bakterien und Schimmelpilze auf der Kornoberfla-
che zu finden. Unter den Bakterien sind Formen der Gattung Bacillus
am héaufigsten vertreten, innerhalb dieser Gattung wiederum die
Arten Bacillus cereus und Bacillus subtilis [66, 67, 68, 69, 70]. Die
Sporen aerober mesophiler Sporenbildner kénnen einen Anteil von 50 %
der gesamten Mikroflora erreichen [71]. Bei 108 Proben von schwarzem
Pfeffer lag die mesophile aerobe Keimzahl bei 50 % der Proben zwischen
106 und 107 keimbildenden Einheiten pro Gramm (KBE/g), bei 42 % der
Proben sogar tber 107 KBE/g [72, 73]. Sporen thermotoleranter aerober
Sporenbildner kdnnen einen Anteil zwischen 1 und 10 % der gesamten
Sporenpopulation einnehmen. Strikt anaerobe Sporenbildner und nicht
sporenbildende Bakterien sind nur in geringem Male vertreten.
Salmonellen finden sich nur selten. 1981/82 verursachte in Norwegen
mit Salmonella oranienburg kontaminierter Pfeffer allerdings eine
Massenerkrankung [61]. Neben Bakterien bilden Schimmelpilze die
zweite groRBere Gruppe der Kontaminanten mit einer mittleren Bela-
stung von 104 KBE/g [61, 71]. In vielen Landern wird Pfeffer heute
durch Behandlung mit ionisierenden Strahlen pasteurisiert. In
Deutschland ist dieses Verfahren fur den inlandischen Markt verboten.
Allerdings durfen z.B. in Frankreich strahlenbehandelte Gewdurze fur
die Weiterverarbeitung in Deutschland verwendet werden. Vom
Verbraucher werden strahlenbehandelte Gewirze bisher nicht akzep-
tiert. Eine Entkeimung mit gesattigtem Wasserdampf wird nur von
wenigen Gewdirzfirmen durchgefiihrt, da ein Teil der atherischen Ole
dabei verloren geht. Meist wird der Pfeffer unbehandelt verarbeitet und
die mit dem Pfeffer eingetragenen Keime im fertigen Produkt abgetoétet.
Die nachfolgend dargestellten REM-Aufnahmen von Pfefferkérnern
[71] zeigen verschiedene Details eines Pfefferkorns und der typischen
Mikroorganismen-Population.
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Abb. 2-13: Ganzes Pfefferkorn (PK). Abb. 2-14: Oberflache eines PK mit
Bakterien (a) und
Schimmelpilz-
konidien (b).

Abb. 2-15: Oberfl. eines PK mit Abb. 2-16: Oberfl. eines PK mit
Schimmelpilzkonidien (a) Bakterien (-sporen)
und Pilzhyphen (b). und Schimmelpilz-

konidien.
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Abb. 2-17: Querschnitt durch ein PK: Abb. 2-18: Fruchtschale
Fruchtschale (a), Perisperm eines PK.
(b), zentraler Hohlraum (c).

2.2.4 Physikalische Eigenschaften von Pfeffer

Tab. 2-3: Physikalische Daten des Pfeffers [74, 59].

Symbol Wert Einheit
Dichte p 1,15-103 kg/m3
Temperaturleitfahigkeit a 6-108 m?2/s
Warmeleitfahigkeit A 0,1 W/mK
spezifische Cp 1,45-103 kJ/kg
Warmekapazitat
Schittgewicht L 500 - 600 g/l
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3  Material und Methoden
3.1 Diskontinuierliche Kapillarrohranlage

FUr Versuche mit Sporensuspensionen bei Temperaturen unter 135 °C
und far die Versuche mit Saurelésungen wurde eine diskontinuierli-
che Kapillarrohranlage verwendet, die von HAAS [3] entwickelt wurde.
Die Versuchsanlage ist in Abbildung 3-1 schematisch dargestellt. Bis
zu fuanf Kapillarrohre (K) kénnen in den Kapillarrohrhalter einge-
spannt werden. Dieser wird von drei Pneumatikzylindern (P;) so
bewegt, dall die Kapillarrohre (K) in die Bader (B1 - B3) eingetaucht
werden. Fur die horizontale Bewegung sind die parallel angeordneten
Zylinder P1 und P, zustandig, fur die vertikale der Pneumatikzylinder
P3. Aufheizbad (B1) und HeilBhaltebad (B,) werden durch je eine Regel-
box mit einer Genauigkeit von 0,2 K temperiert. Das Abkuhlbad (B3)
wird durch einen Kryostaten auf eine Temperatur von etwa 10 °C
eingestellt. Als Heiz- bzw. Kihlmedium in den drei Badern wird das
Warmetragerol SYNTH 260 (Firma HAAKE, Karlsruhe) verwendet.

I Pl
= P3
P2 / K
1 1 1
O ! O ! O !
o B1 B2 B3 o
| | | |

Abb. 3-1: Anlage fur Inaktivierungsversuche nach der Methode des
nicht durchstromten Kapillarrohres. K: Kapillarrohr; Pj:
Pneumatikzylinder; Bi: Aufheizbad; B,: Heillhaltebad; Bs:
Abkuhlbad.
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Der Bewegungsablauf ist rechnergesteuert. Die SteuergrofRen sind die
Temperatur des Kapillarrohrinhaltes, die Haltezeit bei der gewtnsch-
ten Inaktivierungstemperatur und die Kolbenstellung der Pneumatik-
zylinder. Die Temperatur im Kapillarrohr wird durch ein eingelotetes
Thermoelement gemessen und Uber einen AD-Wandler mit einer
Auflésung von 0,1 °C an den Rechner weitergegeben. Die Stellung der
Zylinderkolben wird uUber induktive Endschalter erfaldt, die an den
Pneumatikzylindern angebracht sind. Die Zeit wird durch die rechner-
eigene Uhr gemessen.

Die verwendeten Kapillarrohre haben die folgenden Abmessungen:

Innenradius: 0,7 mm
0,3 mm
Lange: 120 mm
Probenvolumen: 0,18 ml
Material: Edelstahl (Werkstoff 1.4301)

3.1.1 Versuchsablauf

Zunachst werden die aktuellen Temperaturen der Bader in einem
Probedurchlauf erfal’t und gegebenenfalls manuell mit den Tempe-
rierregelboxen korrigiert. Die Temperatur des Aufheizbades liegt um
10 K hoher als die des HeilRhaltebades. Das Abkuhlbad ist auf eine
Temperatur von 10 °C geregelt. HAAS [3] hat fur die hier verwendete
Anlage Grenzkurven der Sporeninaktivierung beim Aufheizen berech-
net. Die Temperatur des Aufheizbades wurde so gewahlt, dalR die
Kriterien eines quasiisothermen Versuchsablaufes erfullt sind (siehe
Abb. 3-2). Fur die Simulation wurde von HAAS [3] die aus fruheren
Versuchen bei niedrigeren Temperaturen bekannte Abtdtungskinetik
1. Ordnung extrapoliert. Der zeitliche Verlauf der Aufheizung bzw.
Abkuhlung wurde fiur die zwei Grenzfalle (Fall A: keine innere
Durchmischung, Fall B: ideale innere Durchmischung) berechnet. Die
resultierende Abtétung wahrend der Aufheiz- und Abklhlphase erhalt
man durch Kopplung von zeitlichem Temperaturverlauf und Abto-
tungskinetik.
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Abb. 3-2:  Grenzkurven der Inaktivierung von B. stearothermophilus
Sporen in Mc llvaine-Pufferlésung mit pH = 5. A: ohne
innere Vermischung der Sporensuspension (Bi/Bia =
51,5/0,11); B: ideale innere Vermischung (Bi,/Bia = 0/0,11) in
Abhéangigkeit der Warmetragertemperatur Ta [3].

Die Solltemperatur fur das Ende der Aufheizphase, d.h. Beginn des
Auftauchens aus dem Aufheizbad,wird ca. 7 K niedriger gewahlt als
die HeiRhaltetemperatur. Diese Differenz ist notwendig, um eine Uber-
hitzung des Kapillarrohrinhaltes durch die Verzégerung von Feststel-
lung "Solltemperatur erreicht" bis zum Auftauchen der Kapillarrohre
aus dem Aufheizbad (ca. eine Sekunde) zu minimieren.

Die Solltemperatur zum Abbrechen der AbkUhlphase wird auf 25 °C
eingestellt. Die letale Temperatur von 80 °C fir Bacillus stearothermo-
philus Sporen ist damit deutlich unterschritten.

Die Zeit von "Solltemperatur erreicht” bis zum Eintauchen der Kapil-
larrohre ins Abkuhlbad ist die HeiBhaltezeit. Wahrend der Uberfiih-
rung zwischen den Badern (1,1 - 1,3 Sekunden) findet kein mel3bares
AbkuUhlen der Kapillaren statt.

Der eigentliche Versuch beginnt mit dem Eintauchen der mit Sporen-
suspension gefullten Kapillarrohre in das Aufheizbad. Die Solltempe-
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ratur im Aufheizbad ist nach etwa 3 Sekunden Uberschritten, zu
diesem Zeitpunkt beginnt die Heil3haltezeit. Durch die Verzégerung bis
zum Ausheben der Kapillarrohre kommt es zu einer Uberhitzung der
Sporensuspension Uber die Temperatur des HeilBhaltebades hinaus.
Die Uberfiihrung der Kapillarrohre ins HeiBhaltebad dauert bei einem
in den Druckluftzuleitungen eingestellten Uberdruck von 4 bar 1,3
Sekunden. Die Kapillarrohre verbleiben fir die Sollhaltezeit minus
Uberfuhrungszeiten im HeiRhaltebad. Die Uberfiihrungszeit ins
Abkuhlbad betragt 1,1 Sekunden. Die Zeit ist kiurzer, da die bewegte
Masse kleiner ist als bei der Uberfilhrung vom Aufheiz- in das Heil-
haltebad. Mit dem Eintauchen ins Abkuhlbad endet die Haltezeit. Nach
etwa 2,5 Sekunden ist in den Kapillarrohren eine Temperatur von
80 °C, circa 20 Sekunden spater 25 °C erreicht. Die Kapillarrohre
tauchen aus dem Abkuhlbad auf.

Die Proben werden im AnschluR an den Versuch durch Keimzahlbe-
stimmung ausgewertet.
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3.2 Kontinuierliche Kapillarrohrstrecke

Bei dieser Methode wird die Sporensuspension durch eine Kapillare
gepumpt, welche durch mehrere Warmeubertrager fuhrt, in denen
das zu erhitzende Medium aufgeheizt, eine vorgewéhlte Zeit heil3gehal-
ten und schlieBlich wieder abgekihlt wird. Abb. 3-3 zeigt den schema-
tischen Aufbau der Versuchsanlage. Die Anlage wurde von HAAS [3]
entwickelt und aufgebaut und im Rahmen dieser Arbeit verbessert. Die
Verbesserungen sind in Kap. 3.2.1 zusammengestellt.

Als Pumpe wird eine HPLC-Pumpe Fabrikat BESTA HD 2-200 verwen-
det, die einen Volumenstrom von maximal 50 ml/min bei einem Druck
von maximal 300 bar fordert. Ein kurzes Kapillarstick mit 0,8 mm
Innendurchmesser fuhrt zunachst zu einem Pulsationsdampfer, eben-
falls Fabrikat BESTA (Art.-Nr. 55072, Gesamtvolumen 1 ml), an den
sich die Kapillarstrecke von durchgehend 0,2 mm Innendurchmesser
anschlie3t. Die Kapillare fuhrt durch vier Gegenstromwarmeubertra-
ger, die die Strecke in vier Temperaturzonen unterteilen:

= Die Vorwarmzone (VWZ), in der auf eine Temperatur von 1 bis 2 °C
unterhalb der Letaltemperatur (bei B. stearothermophilus Sporen 80
°C) aufgeheizt wird. Die Ladnge des Warmeubertragers betragt 200
mm.

= Die Aufheizzone (AHZ), in der die Sporensuspension auf einer Lange
von 50 mm schnell auf die gewlnschte Versuchstemperatur
gebracht wird.

= Die HeilBhaltezone (HHZ), in der die Sporensuspension auf Versuch-
stemperatur gehalten wird. Die Lange dieser Zone ist variabel.

= Die Abkuhlzone (AKZ), in der schnell deutlich unter die Letaltempe-
ratur abgekuhlt wird. Die Lange des Warmeubertragers betragt 100
mm.

Unterschiedlich lange Heil3haltezeiten werden sowohl durch Variation
des Volumenstroms als auch durch Variation des HeilBhaltevolumens,
das heil3t der Lange der Kapillare im HeiBhalte-Warmeubertrager,
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realisiert. Da das Mantelrohr dieses Warmeubertragers nur 200 mm
lang ist, werden langere Kapillarstiicke zu Spiralen aufgewickelt. Die
Lange der HeilBhaltekapillare (maximal 1,5 m) wird somit nur durch
den maximalen Pumpendruck (300 bar) beschrankt. Damit 143t sich bei
hochturbulenten Stromungsbedingungen (Re > 104) eine maximale
HeilBhaltezeit von 0,2 Sekunden erreichen. Am Ende der Versuchs-
strecke befindet sich ein Manometer, an dem der Gegendruck abgele-
sen werden kann. Der Gegendruck wird durch ein hinter der Abkuhl-
zone montiertes Kapillarstick aufgebaut und soll das Sieden innerhalb
der Kapillaren verhindern.

Hinter jedem Warmeubertrager befindet sich ein T-Stlck, in das ein
Ni/CrNi-Thermoelement eingebaut ist, um die Temperatur des durch
die Kapillare gepumpten Mediums zu messen.

Kleinere Undichtigkeiten der Anlage kénnen nicht visuell erfal3t
werden, da die Flussigkeit in die Isolierung austritt. Der Volumen-
strom wird deshalb Uber eine Waage mit Interface laufend kontrolliert.

Far die Sporensuspension, das bidestillierte Wasser und die beiden
Reinigungsflussigkeiten (50%ige Essigsaure und Isopropanol) sind
jeweils VorlagegefalRe installiert, deren Inhalt die Pumpe tber Silicon-
schlauchleitungen ansaugt. Zwischen den VorlagegefaRen und der
Pumpe befindet sich fur jede der Flussigkeiten (ausgenommen die
Sporensuspension) ein Tropfgefall, das ungefahr zur Halfte mit der
Flussigkeit gefullt ist und ahnlich wie in der Medizintechnik das
Abscheiden von Luftblasen und ein teilweises Entgasen bewirkt. Ein
Edelstahlfilter mit einer Maschenweite von 100 um verhindert das
Einsaugen von Partikeln, die die Kapillare verstopfen kénnen. Der
Zulauf wird Uber magnetische Schlauchquetschventile gesteuert.

Das Vorlagegefald fur die Sporensuspension besitzt ein Septum, durch
das die Suspension mit einer Kanule injiziert wird, und einen Sterilfil-
ter zum Druckausgleich.

Ein Rechner (PC) Ubernimmt folgende Aufgaben :

- Steuerung der Ventile,
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- Einlesen der Temperaturen,

- Regelung der Warmeubertrager der Aufheiz- und HeilRhaltezone,

- Ansteuerung der Waage zur gravimetrischen Kontrolle des Volumen-
stroms.

Zum Erfassen der Temperaturen werden die Spannungen der vier
Thermoelemente uUber einen AD-Wandler (Analog-Digital) mit einer
Auflésung von 0,1 °C eingelesen. Der AD-Wandler wandelt Spannun-
gen von -10 mV bis +10 mV in Zahlenwerte von -2048 bis +2048 um (12
bit Auflésung). Aus diesen digitalen Werten werden die entsprechen-
den Temperaturen nach einer fur den interessierenden Temperaturbe-
reich an die Kalibrierkurve der Thermoelemente angepaliten Glei-
chung (Polynom vierter Ordnung) berechnet.

Bei der Regelung der Aufheiz- und HeilZhaltezone ermittelt der Rech-
ner aus der Temperatur, die die Suspension nach der Aufheiz- bzw.
HeilBhaltezone hat, die neuen Temperatursollwerte flr die Warmetra-
gerdle. Diese Sollwerte werden Uber einen DA-Wandler (Digital-
Analog) den Thermostaten der Olbader vorgegeben. Der DA-Wandler
wandelt Zahlenwerte von 0 bis 4095 in Spannungen von -5 V bis +5 V
um. Ein nachgeschalteter Verstarker mit dem Verstarkungsfaktor 0,4
grenzt diese Spannungen auf -2 V bis +2 V ein, wodurch eine Auflo-
sung von 0,1 °C erreicht wird.

Die internen PID-Regler der Thermostaten werden genutzt, so dal3 der
Rechner lediglich die neuen Sollwerte vorzugeben braucht. Die Soll-
werte werden jede Minute einmal neu berechnet, was mit den Totzeiten
des Systems und den Einstellparametern der internen PID-Regler die
Stabilitat des Systems gewahrleistet.

Wahrend der Aufheizphase der Anlage bis in den stationaren Zustand
wird bidestilliertes Wasser durch die Kapillare gefordert. Dabei werden
die vier Temperaturen zehnmal pro Sekunde eingelesen und auf dem
Bildschirm tabellarisch ausgegeben, damit der Benutzer das Erreichen
des stationdren Zustands erkennen kann. Beim Versuch selbst wird
auf Betatigen einer Taste das Ventil zur Sporensuspension gedffnet, die
Temperaturen einmal pro Sekunde eingelesen und in einem ¥-t-
Diagramm uber der Versuchszeit auf dem Bildschirm abgebildet. Es
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ist somit sofort nach Versuchsende erkennbar, ob die Temperaturen
konstant geblieben sind.

Als Warmetragerol fur die Thermostaten der Aufheiz- und Heilzhalte-
zone wird Synth 260 (Firma HAAKE, Karlsruhe) verwendet. Fur die
Aufheizzone wird ein leistungsfahigerer Thermostat mit dem vom
gleichen Hersteller bezogenen Ol Min 350 verwendet. Die Abkiihlzone
wird von einem Thermostaten mit Kaltemaschine, der mit einer
Methanol-Wasser-Mischung befullt ist, gekthlt.

_0’00001 T T T T T T T T Rle:isodo
-0,0001 _————""Thnz=140°C
=
_—— 150°C
-0,001 ==
== __160°C
> % —====="""_ 170°C
E /
< -0,1 / o
o 180 °d
-1 ——
_10 1 1 1 } 1 1 1 } 1 1 1
200 400 600 800
th/ OC

Abb. 3-4:  Abhangigkeit der Uberlebensrate von Bacillus stearo-
thermophilus Sporen (Di21= 250 s, z=10 °C) beim
Austritt aus der Aufheizzone von der Temperatur des
Warmetragermediums SYNTH 260 (- - - - Kolbenstro-
mung, —— 2-Schichten-Stromungsmodell) [3].

Durch Simulationsrechnungen [3] wurde abgeschatzt, dall mit dieser
Versuchsanlage bis zu einer Temperatur von 170 °C, turbulente
Stomung in der Kapillare vorausgesetzt, quasiisotherme Bedingungen
realisiert werden kénnen (siehe Abb. 3-4). Fur die Simulation wurde
die aus fruheren Versuchen bei niedrigeren Temperaturen bekannte
Abtotungskinetik 1. Ordnung extrapoliert. Der zeitliche Verlauf der
Aufheizung bzw. Abkuhlung wurde fir die zwei Grenzfalle (ideale
Kolbenstromung, 2-Schichten-Stromungsmodell: turbulente Kern-
stromung mit laminarer Unterschicht) berechnet. Die resultierende
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Abtotung wahrend der Aufheiz und Abkuhlphase wurde dann durch
Kopplung des zeitlichen Temperaturverlaufes, der Verweilzeitvertei-
lung und der Temperaturabhangigkeit der Abtétungskinetik berechnet
[3]. Zu niedrigen Temperaturen hin ist der Einsatzbereich der
Versuchsanlage durch die maximale Heilthaltezeit von 0,2 Sekunden
auf Temperaturen > 140 °C beschrankt. Bei tieferen Temperaturen sind
deutlich langere Heillhaltezeiten notwendig, um den Abtétungsverlauf
zu erfassen.

3.2.1 Unterschiede zu der von HAAS verwendeten Anlage

Gegenuber der Anlage, die von HAAS [3] verwendet wurde, konnten
folgende Verbesserungen ausgefuhrt werden.

= Die Heillhaltezone der Anlage ist nicht mehr nur isoliert, sondern
wird jetzt durch einen Doppelrohrwarmeubertrager gebildet. Die
Heillhaltetemperatur der Sporensuspension wird geregelt.

= Die bisher verwendeten T-Stucke hatten einen Innendurchmesser
von 1,27 mm, eine Lange von 18,3 mm und ein Innenvolumen von
0,0235 ml je T-Stuck. Das Verhéaltnis von Lange zu Innendurchmes-
ser betrug 14,4. Dies war problematisch, da bei der bisher klrzesten
erreichbaren Heilzhaltezeit von ungefahr 0,1 Sekunden sich Uber
70 % des Gesamtvolumens der Heilhaltezone in den beiden T-
Stucken, die zur HeilBhaltezone gerechnet werden mussen, befand.
Das bedeutet, dal3 sich der grofite Teil des Heilhaltevolumens aul3er-
halb des Warmeubertragers befand. Weiterhin war nicht abschéatz-
bar, wie ein solches T-Stlck durchstromt wird, wenn ausgehend
vom Kapillardurchmesser von 0,2 mm ein Durchmessersprung auf
1,27 mm stattfindet und am Ende des T-Stuckes wieder auf einen
Durchmesser von 0,2 mm Ubergegangen wird. Ein Extremfall ist die
ideale Ruckvermischung der Suspension in der Diffusorstromung
(wie beim idealen Ruhrkessel). Ein anderer Extremfall ist das
Passieren eines Suspensionsstrahles durch das T-Stuck, der sich
kaum aufweitet. Im letzteren Fall wéare eine deutlich kurzere effek-
tive HeilRhaltezeit als berechnet die Folge.
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Abb. 3-5:  Ausbruch eines T-Stlickes mit Thermoelement (Mal3e in
mm).

e Die neuen T-Stucke haben einen Innenduchmesser von 0,33 mm,
eine Lange von 2,03 mm und ein Innenvolumen von 0,347 pul. Das
Verhaltnis von Lange zu Innendurchmesser betréagt hier 6,2. Bei der
jetzt erreichbaren kurzesten Heil3haltezeit von ungefahr 0,01 Sekun-
den betragt das Volumen der beiden T-Stlcke nur 4,4 % des gesam-
ten Heillhaltevolumens. Bei langeren Verweilzeiten wird der Anteil
noch kleiner. Der Durchmessersprung ist jetzt so gering, dafl kaum
mit Totrdumen innerhalb eines T-Stiuckes zu rechnen ist. Da die
Spitzen der Thermoelemente nicht direkt bis in die Stromung
reichen kénnen, wird die Temperaturmessung von der Temperatur
der T-Stucke beeinflu3t. Diese kann aber im stationaren Zustand der
Temperatur der Sporensuspension gleichgesetzt werden, da die T-
Stucke ausreichend isoliert sind. Um die Ansprechzeit der Thermo-
elemente zu testen, wurde im stationaren Zustand der Volumen-
strom an der Pumpe geringfugig geandert. Das der Aufheizzone
nachgeschaltete Thermoelement reagierte innerhalb einer Sekunde
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auf die veranderte Temperatur des Wasserstromes. Abbildung 3-5
zeigt einen malistabsgetreuen Ausbruch eines T-Stiuckes mit Ther-
moelement.

e Zum Anschlull des Manometers hinter der Abkuhlzone wurde eben-
falls ein solches neues T-Stlck eingebaut.

= Um das Sieden der Suspension in der Kapillaren zu verhindern, war
am Ende der Kapillarstrecke ein Drosselventil angebracht, mit dem
man den gewunschten Gegendruck manuell einstellen konnte. Da
auch hier dieselbe Problematik wie bei den alten T-Stucken herrschte
(nicht definiert durchstromtes Totvolumen), wurde das Ventil durch
zwei verschieden lange Kapillarsticke (Durchmesser 0,2 mm)
ersetzt. Bei niedrigen Volumenstromen wird das lange, bei hohen
Volumenstromen das kurze Kapillarstiick montiert.

3.2.2 Versuchsdurchfihrung

Bis zum Erreichen des stationdren Zustands wird bidestilliertes
Wasser durch die Anlage gefordert. Die Thermostate fur die Aufheiz-
zone und die Heillhaltezone werden Uber den Rechner geregelt. Ledig-
lich der Thermostat der Vorwadrmzone mufl3 noch von Hand eingestellt
werden. Der Thermostat fur die AbkUhlzone wird immer auf maxi-
male Kalteleistung eingestellt.

Der Volumenstrom wird an der Pumpe eingestellt und tber eine vom
Rechner angesteuerte Waage, auf der das Auffanggefall am Austritt
der Anlage steht, kontrolliert. Die Heil3haltezeit t berechnet sich aus

t= VHHz (3-1)
\

mit V = Volumenstrom
VHuz = Volumen der HeilRhaltezone

Die HeilRhaltezone reicht vom Ende des Warmeulbertragers der
Aufheizzone bis zum Anfang des Warmeubertragers der Abkuhlzone.
Bei der Berechnung des HeilRhaltevolumens muf3 das Volumen der
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beiden sich in diesem Abschnitt befindlichen T-Stiucke mitbericksich-
tigt werden.

I+ _stuck =2,03mm

dr_stick = 0,33mm

2
0,33mm)~ -
V- spiok = )" 5 03mm = 0,347yl
d?-m
Vhhz = (Mrz = 2+ Ir_staek ) + 2+ Vr_stick (3-2)
mit d; = Innendurchmesser der Kapillare

lhnz = Gesamtlange der HeilRhaltezone mit T-Stucken (bis 1,5
m)

Die Sporensuspension wird erst wenige Minuten vor dem Versuch in
das Vorlagegefald injiziert, um ein Absetzen der Sporen und einen
daraus folgenden Konzentrationsgradienten im Vorlagegefald zu
vermeiden.

Befindet sich die Anlage im stationaren Zustand, das heil3t andern sich
die Temperaturen nicht mehr (eine Toleranz von +0,2 °C ist zugelas-
sen), kann der Versuch gestartet werden. Dazu wird dem Rechner die
Versuchsdauer, die ublicherweise zwischen 35 und 45 Sekunden
betragt, eingegeben. Auf einen Tastendruck wird dann der Zulauf auf
Sporensuspension umgeschaltet. Um das noch in der Anlage vorhan-
dene Wasser vollstandig zu entfernen und um eine Verdinnung der
Sporensuspension sicher auszuschliel3en, wird mindestens die dreifa-
che mittlere Verweilzeit abgewartet, bevor mit der Probennahme
begonnen wird. Diese Wartezeit liegt beim niedrigsten Volumenstrom
von 20 ml/min bei 20 Sekunden und kann bei héheren Volumenstdomen
entsprechend verkirzt werden. Nach der Wartezeit werden im
Abstand von 10 Sekunden drei Proben von ungefahr je einem Milliliter
entnommen.

Nach Ablauf der Versuchsdauer schaltet der Rechner den Zulauf
automatisch auf bidestilliertes Wasser um. Die Anlage wird dann je 10
Minuten mit 50%iger Essigsaure und Isopropanol bei einem Volumen-
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strom von 20 ml/min zum Reinigen bzw. Entkeimen gespult. Danach
wird fur ca. 1 h mit Wasser nachgespult, um Reste der Reinigungs-
flussigkeiten zu entfernen.

Anhand des 9-t-Diagrammes, das der Rechner auf dem Bildschirm
ausgibt, wird festgestellt, ob die Temperaturen nach Aufheiz- und
HeilBhaltezone innerhalb der zulassigen Abweichung von 0,5 °C von
der Solltemperatur geblieben sind. Ist dies nicht der Fall, muld der
Versuch verworfen werden.

Die Keimzahlen der drei Proben werden bestimmt. Sie mussen im
Rahmen der Standardabweichungen Ubereinstimmen, sonst ist der
Versuch zu wiederholen.
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3.3 Entwicklung eines Verfahrens zur Heil3gasbehandlung
von Pfefferkoérnern

3.3.1 Fallrohranlage

In Anlehnung an grof3technische Prozesse, die in Falltirmen ablau-
fen, wurde zuerst versucht, die HeiRgasbehandlung in einem Fallrohr,
in dem das Gas im Gegenstrom gefuhrt wird, zu realisieren. FUr
Vorversuche wurde ein Plexiglasrohr mit einem Innendurchmesser
von 20 mm verwendet. Als Versuchsgas diente Luft bei Raumtempera-
tur. Die Luft wurde aus dem Druckluftnetz der Universitat bezogen.
Die Luft trat von unten in das Rohr ein und entwich durch Bohrungen
unterhalb der Dosiervorrichtung seitlich aus der Apparatur. Die Pfef-
ferkdrner wurden durch eine Dosiervorrichtung, die &hnlich einem
SuRstoffspender funktioniert, einzeln in das Rohr eingebracht. Die
Dosiervorrichtung ist in Abb. 3-6 dargestellt.

Ruhrer zur Verhinderung
| der Briickenbildung

I- Schieber mit pneumatischer
[ Betatigung
] ] o] ~a——

(]

Abb. 3-6: Dosiervorrichtung zur Dosierung einzelner Pfefferkérner.

Die Pfefferkérner werden in einem Trichter vorgelegt. Der Ruhrer
dient dazu, die Bricken, die sich bei rauhen Materialien bilden
kdénnen, zu zerstdren. Ohne Ruhrer war eine Dosierung nicht mdoglich.
Ist der Schieber in Ruheposition, fallt ein Korn in die Bohrung des
Schiebers. Diese Bohrung hat einen Durchmesser von 5,5 mm und ist
von oben mit einem Winkel von 120° angesenkt. Der Schieber ist 5 mm
hoch. Die Bohrung ist so bemessen, dal3 sich die groReren Pfefferkdrner
(Durchmesser 4,0 - 4,75 mm, Abb. 3-9 zeigt die PartikelgrélRenvertei
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Pfefferkorn \ @
| Dosierung (s. Abb. 3-6)

v
— | ] Fototransistor
Hm-mmoo- H------ === H
L1
Laser
Fallrohr | _| Steuerelektronik

fur Lichtschranke

L Fototransistor

A _- Siebgewebe

00.00.00
FI
Zeitmessung

Gasstrom

Abb. 3-7: Schema der Fallrohranlage fur die Vorversuche.

Kapitel 3
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lung) nicht festklemmen kénnen und von zwei kleineren Kérnern das
oben liegende beim Dosiervorgang wieder in den Vorlagetrichter
zuruckgedrickt wird. Der Schieber wird in die Austragsposition
gebracht, und das Korn fallt in das Rohr. Beim Eintritt in das Rohr
wird Uber eine Laser-Lichtschranke die Zeitmessung gestartet. Die
Fallzeit wird am Ende der Fallstrecke beim Durchtritt durch eine
Ebene aus mehreren Laser-Lichtschranken gestoppt. Unterhalb der
Fallstrecke befindet sich ein schrag eingebautes Sieb, auf dem die
Korner zum seitlichen Austrag aus der Apparatur rollen. Eine sche-
matische Darstellung der Anlage ist in Abbildung 3-7 zu sehen.

Die Fallzeiten der Korner variierten stark. Die Auswertung der gemes-
senen Fallzeiten und die Uberprifung der Zeitmessung durch mit
einem Stroboskop beleuchtete Video-Aufnahmen ergaben die in Abbil-
dung 3-8 dargestellten Fallgeschwindigkeits-Verteilungen. Abbildung
3-9 zeigt die PartikelgroRenverteilung des verwendeten Pfeffers.

1 T | T C | T .
| m Vg =06mis © . |
o
O  Vieer=15m/s
o
0,75 = .
o
X o - i
o
o 05t o . -
o
= O [ ] -
0,25 - © . -
o
X o - i
o
0 1 | 1 | 1
0 1 2 3

Fallgeschwindigkeit / m/s

Abb. 3-8: Fallgeschwindigkeits-Verteilung der Pfefferkérner in der
Fallrohrapparatur, Kurvenparameter ist die Leerrohrge-
schwindigkeit der im Gegenstrom gefuhrten Luft.
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Abb. 3-9: PartikelgréRenverteilung der verwendeten Pfefferfraktion.
Die Fraktion wurde durch Siebung mit Sieben von 4,00 mm
und 4,75 mm Maschenweite gewonnen. Die PartikelgrofRen-
verteilung wurde mit einem Flachbettscanner und Bild-
auswertungssoftware bestimmt.

Die daraus resultierende starke Streuung der Verweilzeiten ist bei
thermischen Behandlungsverfahren nicht tolerierbar. Deshalb wurde
eine Anlage mit Zwangsforderung konzipiert und aufgebaut.

3.3.2 Anlage zum Pasteurisieren einzelner Pfefferkérner

Bei der fur die Versuche realisierten Anlage werden die Pfefferkérner
einzeln mit einem Schieber in den HeilRgasstrom eingebracht und nach
Ablauf der vorgegebenen Behandlungszeit wieder ausgeworfen. Ein Schema
der Anlage sowie ein Photo des aufgeklappten Reaktorblocks sind in Abb. 3-
10 abgebildet. Die Numerierungen der Positionen auf beiden Bildern
entsprechen sich. Die Dosiervorrichtung wurde von der Fallrohranlage
Ubernommen. Nach dem Dosiervorgang (Position 1) fallt das Korn durch
eine schrag verlaufende Bohrung in den Pasteurisationsschieber
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(Position 2). Der Austragsschieber verschlie3t die Austragsoffnung.
Dann wird das Korn durch den Pasteurisationsschieber in den Heil3-
gasstrom eingebracht (Position 3). Der Behandlungsraum weist einen
Durchmesser von 12 mm und eine H6he von 7 mm auf. Zwei Siebe
begrenzen den Behandlungsraum nach unten und oben. Der
Austragsschieber offnet die Austragséffnung. Nach Ablauf der
Behandlungszeit wird das Korn durch den Pasteurisationsschieber
wieder aus dem Heil3gasstrom ausgetragen (Position 2). Durch den
nun geodffneten Austrag (Position 4) fallt das Korn in das Abkuhlme-
dium (Position 5). Die zeitliche Abfolge der Schieberbewegungen ist in
Abb. 3-11 dargestellt.
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Ruhezu- Korn wird Pasteurisationszeit Korn wird Ruhezu-
stand dosiert ausgetragen stand

Abb. 3-11: Zeitlicher Ablauf der Schieberbewegungen.
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Zu erkennen ist, dal} die effektive Pasteurisationszeit um die fur das
Verfahren des Schiebers erforderliche Zeit kirzer ist als die vorgege-
bene Behandlungszeit. Diese Fehlzeit betragt ca. 0,01 Sekunden. Die
Zeit, die vergeht, bis das Korn nach dem Ende der Behandlungszeit in
das Abkuhlmedium eintaucht, wurde auf maximal 0,1 Sekunden abge-
schatzt. Diese Zeit setzt sich aus der Zeit fur die Kolbenbewegung (ca.
0,01 Sekunden) und der Fallzeit zusammen. Die Fallstrecke betragt

jeweils 4 -5 cm.

Zylinder 111
Austrag

'_"'I;:\T"_'

Zylinder lI

Pasteurisierung

Zylinder |
Dosierung

Abb. 3-12: Draufsicht des Reaktorblocks mit Pneumatikzylindern.

Die Schieber werden pneumatisch angetrieben. Abbildung 3-12 zeigt
eine Draufsicht der Anordnung. Die Schieber sind aus Edelstahl
(1.4301) gefertigt. Die Laufflachen im Reaktorblock sind hartverchromt
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und auf Mal} geschliffen. Der Pasteurisationsschieber ist so ausge-
fahrt, daf? auch in der Ruhestellung (Position 2) durch eine Bohrung
der Behandlungsraum gebildet wird. Damit wird erreicht, dall3 der
Gastrom ungehindert passieren und kein Heil3gas seitlich entweichen
kann. Zwischen diesen beiden Bohrungen sind Aussparungen ange-
bracht, die den Gasstrom wahrend der Schieberbewegung durchtreten
lassen und der Gewichtseinsparung dienen. Um eine mdoglichst
schnelle Bewegung des Pasteurisationschiebers zu erreichen, werden
die Pneumatikzylinder mit dem maximal zul&assigen Druck von 7 bar
beaufschlagt. Damit ergibt sich unter Annahme von Reibungskréaften
von gesamt 10 N theoretisch eine Beschleunigung von fast 900 m/s2.
Der Hersteller garantiert bei den gewahlten Betriebsbedingungen eine
Verschiebegeschwindigkeit von 10 m/s. Bei einem Verschiebeweg von
5 cm wird dann eine Verschiebezeit von unter 0,01 Sekunden erreicht.

Die Korner in der Vorlage sollen nicht erwdrmt werden. Deshalb ist
zwischen Dosiervorrichtung und Reaktorblock eine temperaturbestan-
dige Isolierschicht angebracht. Die Anlage ist aus Edelstahl (1.4301),
der eine fur metallische Werkstoffe geringe Warmeleitfahigkeit besitzt,
gefertigt. Zusatzlich ist die Materialstarke im Mittelteil des Reaktor-
blocks auf das fur die mechanische Festigkeit erforderliche Minimum
reduziert. Der Reaktorblock ist auf einer 12 mm starken Platte aus
Edelstahl (1.4301) montiert. Die grof3e Materialstarke ist erforderlich,
damit sich die Platte aufgrund der unterschiedlichen Erwarmung
nicht wolbt. Auch hier wurde wegen der geringen Warmeleitfahigkeit
Edelstahl gewahlt, um die Warmeulbertragung an die rechte Seite des
Reaktorblocks (siehe Abb. 3-10) gering zu halten.

Das Erhitzungsgas wird in Gasflaschen vorgelegt. Die Einstellung des
Gasvolumenstroms erfolgt Uber zwei hintereinander geschaltete
Druckminderer. Der erste reduziert den Flaschendruck auf ca. 2,5 bar.
Mit dem zweiten Druckminderer wird die Feineinstellung durchge-
fahrt. Vor dem Eintritt in den SchwebekdrperdurchfluBmesser wird
das Gas auf Raumtemperatur erwarmt. Zur Kontrolle sind vor und
nach dem SchwebekorperdurchfluBmesser je ein NiCr/Ni-Thermoele-
ment eingebaut. Der gemessene Kaltgasvolumenstrom wird mit Hilfe
des idealen Gasgesetzes auf den Volumenstrom bei Versuchstempera-
tur umgerechnet.
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Das Gas wird in einem elektrischen Gaserhitzer auf maximal 700 °C
erhitzt. Der Gaserhitzer wird Uber einen Pl-Regler geregelt. Vor und
nach dem Behandlungsraum (Position 3 in Abb. 3-10) wird die
Gastemperatur mit je einem NiCr/Ni-Thermoelement mit 0,5 mm
Durchmesser gemessen. Als Behandlungstemperatur wird der arith-
metische Mittelwert dieser beiden Temperaturen berechnet. Eine
Messung der Behandlungstemperatur im Behandlungsraum ist beim
Pasteurisationsbetrieb nicht moglich, da die Koérner das Thermoele-
ment zerstoren wiuirden. Vergleichsmessungen ohne Koérner haben
jedoch gezeigt, daR die gemessene Temperatur vom Mittelwert um
maximal 2 °C abweicht. Deshalb ist es gerechtfertigt, die Versuch-
stemperatur ndherungsweise dem Mittelwert gleichzusetzen.

3.4  Untersuchungsmethoden und mikrobiologische
Arbeiten

3.4.1 Vorbereitung der Sporensuspension

Fur die Versuche in flissigen Medien werden Bacillus stearothermo-
philus Sporen der Firma MERCK (Darmstadt) (Art.-Nr. 11499, Ampul-
len zu 2 ml) verwendet. Fur die monoseptische Kontamination von Pfef-
ferkérnern und Glaskugeln werden auch Bacillus subtilis Sporen der
Firma MERCK (Art.-Nr. 10649, Ampullen zu 2 ml) eingesetzt. Uber die
Zusammensetzung der Flussigkeit in den Ampullen sind von der
Firma MERCK keine Angaben erhaltlich.

Um die Suspensionsflissigkeit auszutauschen, werden die Sporen
dreimal bei 10.000-facher Erdbeschleunigung far 10 Minuten abzentri-
fugiert und jedesmal in physiologischer Kochsalzlésung (9 g/l NacCl in
bidestilliertem Wasser) resuspendiert.

AnschlieBend wird dieses Konzentrat in einem Wasserbad fur 10
Minuten auf 80 °C erhitzt. Dabei werden eventuell vorhandene vegeta-
tive Bakterienzellen abgetdtet und die Sporen "aktiviert". Untersu-
chungen von HAAS [3] zeigten zwar, dal} zum einen keine vegetativen
Zellen in den Originalampullen vorliegen und die verwendeten Sporen
zum anderen auch ohne thermische Vorbehandlung auskeimen.
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Dennoch sollte diese Erhitzung immer durchgefihrt werden, um
einheitliche Ausgangsbedingungen fur die Versuche zu schaffen.
Insbesondere ist das Ruheverhaltnis t nur von der Vorgeschichte der
Sporen abhangig [53, 54]. Danach wird die Suspension fur Abtétungs-
versuche in Kochsalzlésung auf die gewlnschte Konzentration
verdunnt. FUr Versuche in Saurelésungen werden die Sporen nach
nochmaliger Zentrifugation in der zu untersuchenden Saureldésung
suspendiert.

3.4.2 Methoden zur Bestimmung der Keimzahl

3.4.2.1 Kochsches Plattengul3verfahren

Die Zahl der Uberlebenden Sporen bzw. der koloniebildenden Einheiten
wird mit dem zuverlassigen Kochschen PlattengulRverfahren [75]
(MERCK Standard-1-Nahragar Nr. 7881) ermittelt. Die Platten werden
48 Stunden bei 56 °C (Bacillus stearothermophilus) bzw. 30 °C (Bacillus
subtilis) bebriutet. Danach werden die Kolonien ausgezahlt, wobei nur
Platten mit Koloniezahlen zwischen 30 und 300 berucksichtigt werden.

Bestimmt wird der Mittelwert aus drei Parallelproben. Durch Multi-
plikation der Koloniezahl mit dem Verdunnungsfaktor erhalt man die
Gesamtkoloniezahl.

Fur den Nachweis sehr geringer Keimgehalte werden zusatzlich zu
dem Kochschen Plattengulverfahren noch zwei weitere Keimzahlbe-
stimmungs-Verfahren angewendet.

3.4.2.2 Most-Probable-Number-Technik

Eine Methode, niedrige Keimgehalte in Flissigkeiten nachzuweisen,
ist die Most-Probable-Number-Technik (MPN) [75]. Diese Methode
verwendet das Maximum Likelihood Prinzip der Statistik.

Analog dem Vorgehen bei dem Kochschen Plattenguliverfahren wird
eine Verdunnungsreihe (Verdinnungsfaktor ist jeweils 10) der zu
untersuchenden Flussigkeit angefertigt. Dann werden je drei Platten
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mit der Verdinnungsstufe 0, -1 und -2 beimpft. Wird keine Verdun-

nungsreihe angefertigt,

Tabelle 3-1: MPN-Auswertetabelle fur drei Parallelansatze [76].

Zahll unsteriler Platten | MPN Vertrauensbereichsgrenzen

pro Verdunnungsstufe |[KBE/mlI] [KBE/mI]

Stufe 0 Stufe -1 Stufe-2 95 % 99 %
0 0 0 <0.3
0 0 1 0.3 <0.1 1.7 <0.1 2.2
0 1 0 0.3 <0.1 1.7 <0.1 2.3
0 2 0 0.6 <0.2 2.2 <0.1 2.9
1 0 0 04 0.1 2.1 <0.1 2.8
1 0 1 0.7 0.2 2.7 <0.1 35
1 1 0 0.7 0.2 2.8 <0.1 3.6
1 1 1 1.1 04 34 0.2 4.3
1 2 0 1.1 04 35 0.2 4.4
1 2 1 1.5 0.6 4.1 04 51
1 3 0 1.6 0.6 4.2 04 5.2
2 0 0 0.9 0.2 3.8 <0.1 5.0
2 0 1 1.4 05 4.8 0.2 6.2
2 1 0 1.5 05 5.0 0.2 6.4
2 1 1 2.0 0.7 6.0 0.4 7.6
2 2 0 2.1 0.8 6.2 0.5 7.9
2 2 1 2.8 11 7.4 0.7 9.2
2 3 0 2.9 1.1 7.7 0.7 9.7
3 0 0 2 <1 13 <1 18
3 0 1 4 1 18 <1 23
3 0 2 6 2 23 1 29
3 1 0 4 1 21 <1 28
3 1 1 7 2 28 2 36
3 1 2 12 4 3H5 2 45
3 2 0 9 3 3 1 51
3 2 1 15 5 50 3 66
3 2 2 21 8 64 5 82
3 2 3 29 <11 79 8 98
3 3 0 2 10 140 <10 190
3 3 1 50 10 240 <10 320
3 3 2 110 30 480 2 640
3 3 3 >110
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wird mit 1 ml, 0,1 ml und 0,01 ml der zu untersuchenden Flussigkeit
angeimpft.

Kriterium fur die Auswertung ist nicht die Zahl der sich bildenden
Kolonien, sondern ergibt sich daraus, ob eine Platte steril bleibt oder
nicht. A u s der
Zahl der unsterilen Platten pro Verdlinnungsstufe kann auf die wahr-
scheinlichste Zahl der Keime pro ml untersuchter Flussigkeit
geschlossen werden. Dabei wird von normalverteilten Stichproben aus
einer groflen Grundgesamtheit ausgegangen. Die Vertrauensbereiche
der so ermittelten Keimgehalte sind breiter als beim Kochschen Plat-
tengulRverfahren. Es ist aber mit dieser Technik noch eine Aussage
Uber den Keimgehalt moglich, wenn das zuverlassigere Kochsche Plat-
tenguRverfahren aufgrund der geringen Zahl von Kolonien pro Platte
keine Aussage mehr zulaRt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Most
Probable Number Technik nur erganzend zum Kochschen Plattengul3-
verfahren und dem Membranfilterverfahren verwendet.

In Tabelle 3-1 sind die wahrscheinlichsten Keimzahlen in Abhangig-
keit von der Zahl unsteriler Platten angegeben. Unwahrscheinliche
Kombinationen wie 0 - 0 - 3 fehlen. Diese sollten auch nur mit grol3er
Vorsicht interpretiert werden.

3.4.2.3 Membranfilterverfahren

Das Membranfiltrationsverfahren ist ein Verfahren zur mechanischen
Anreicherung von Mikroorganismen aus einer beliebigen Menge eines
filtrierbaren Untersuchungsmaterials. Selbst bei minimalen Keimge-
halten ermdglicht dieses Verfahren eine exakte Keimzahlbestimmung
[75].

Bei der Membranfiltration wird die zu untersuchende Flussigkeit
durch ein Membranfilter mit definierter Porenweite gesaugt (Abb. 3-
13). Dabei werden die in der Flussigkeit enthaltenen Partikel und
Mikroorganismen zurtckgehalten, sofern ihr Durchmesser deutlich
grolder ist als der der Membranporen. Die Membran wird anschlieRend
auf einen Nahrboden aufgebracht oder mit Nahrboden Ubergossen. Der
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Keimgehalt der FlUssigkeit wird durch die Zahl der gebildeten Kolo-
nien wiedergegeben.

Es ist darauf zu achten, daf3 nach erfolgter Filtration der Aufsatztrich-
ter mit sterilem destilliertem Wasser nachgespult wird, um eventuell
an der Wandung haftende Keime auf das Filter zu schwemmen.

| zu untersuchende
Flussigkeit

(R EErERRTRrERRTY D ERRPYT ERRYYITI e Membranfilter

Vakuum

Abb. 3-13: Schematische Darstellung des Membranfiltrationsgeréates.

3.4.2.4 Bestimmung der Keimzahl von Pfefferkérnern und
Modellpartikeln

Fur die Versuche wird Pfeffer der Firma GEWURZMULLER
(Stuttgart) verwendet. Dieser Pfeffer ist gesiebt und grob gereinigt. Alle
Versuche werden mit Pfeffer aus der selben Charge durchgefuhrt.

Zur vollstandigen mikrobiologischen Untersuchung von Gewdrzen
wird die Bestimmung der Keimzahlen der mesophilen aeroben Mikro-
organismen (Gesamtkeimzahl), der coliformen Keime, der aeroben
Sporenbildner, der Schimmelpilze und Hefen sowie der saurebildenden
Bakterien vorgeschlagen [77, 59].
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In einem Vorversuch wurden auf dem verwendeten Pfeffer praktisch
keine Hefen und Schimmelpilze festgestellt. Deshalb wurde auf deren
weitere Untersuchung verzichtet. Die Untersuchungen dieser Arbeit
beschranken sich ausschliellich auf die Bestimmung der aeroben
Gesamtkeimzabhl.

Fur die Bestimmung der Keimzahl wird ca. 1 g Pfeffer (1 g Pfeffer = 20
Korner) in einen 250 ml Erlenmeyerkolben eingewogen. Dem Pfeffer
werden dann 100 ml Pepton-Kochsalz-Lésung (Ringer-Lésung, siehe
Kap. 3.4.2.5) zugegeben. Der Kolben wird im Schittelwasserbad 30 min
bei 25 °C geschiuttelt. Nach 10 Minuten Standzeit wird der Keimgehalt
der Flussigkeit bestimmt. Dieser Wert wird dann auf den Keimgehalt
pro Gramm eingewogenen Pfeffer umgerechnet. Bei hohen Abtdétungs-
raten, d.h. kleinen zu erwartenden Keimgehalten, werden ca. 10 g
Pfeffer eingewogen.

Bei den Untersuchungen mit Glaskugeln, die als Modellpartikeln mit
bekannten Stoffeigenschaften verwendet werden, wird die Keimzahl
auf der Oberflache von 20 Glaskugeln als aquivalent der Keimzahl auf
1 g Pfeffer angesehen.

3.4.2.5 Verwendete Nahrboden, Herstellung der Ringer-
Losung

Far die mikrobiologischen Untersuchungen wurden die folgenden
N&hrbdden der Firma MERCK verwendet :

 MERCK Standard-I-N&ahragar Nr.7881

 MERCK Chinablau-Lactose-Agar Nr. 2348 (Spezieller Nahrboden zur
Keimzahlbestimmung der mesophilen aeroben Mikroorganismen)

e MERCK Wiurze-Agar Nr. 1.05448 (Spezieller Nahrboden zur Keim-
zahl-bestimmung von Hefen und Schimmelpilzen)

Bei Vorversuchen waren mit Wirze-Agar nach dem beschriebenen
Verfahren praktisch keine Hefen und Schimmelpilze nachweisbar. Die
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Unterschiede der ermittelten Keimzahlen mit Chinablau-Laktose-Agar
und Standard-I1-N&hragar sind vernachlassigbar.

Zusammensetzung der Ringer-Loésung:

= 8,5 g/l NaCl

= 1,0 g/l Pepton

« 0,1 g/l Tween 80 (ein Tensid)

= Dbidestilliertes Wasser

Vor der Verwendung wird die Lésung bei 121 °C fur 15 Minuten sterili-
siert.

3.4.3 Monoseptische Kontamination von Pfefferkérnern
und Glaskugeln

Um die Abtotungskinetik von bakteriellen Sporen bei der Heil3gasbe-
handlung untersuchen zu kénnen, werden sterilisierte Pfefferkorner
und Glaskugeln monoseptisch mit Bacillus subtilis Sporen (MERCK,
Nr. 10649) und Bacillus stearothermophilus Sporen (MERCK, Nr.
11499) kontaminiert. Der Pfeffer wurde durch Behandlung mit ionisie-
render Strahlung sterilisiert. Diese Behandlung wurde freundlicher-
weise von der Bundesforschungsanstalt fir Erndhrung in Karlsruhe
durchgefiuhrt. Die Glaskugeln werden bei 121 °C fir 15 min in einem
Autoklaven dampfsterilisiert.

Es muldte ein Verfahren entwickelt werden, das es ermdglicht, Sporen
in hinreichend grol3er Zahl auf der Oberflache zu binden. Eine hohe
Anfangskeimzahl ist notwendig, um nach der Abtotung die verblei-
bende Keimzahl noch sicher bestimmen zu kénnen. Durch Besprihen
der Kérner mit Sporensuspension und anschlieRendes Trocknen sowie
durch Bewegen der Kugeln in einem Miniatur-Agglomerierteller, der
mit Sporensuspension bespriuht wurde, konnten nur Keimgehalte bis
102 KBE/g erzielt werden. Zu befriedigenden Ergebnissen fiihrt das
mehrmalige Tauchen der Koérner in hochkonzentrierte Sporensuspen-
sion. Nach jedem Tauchvorgang werden die Korner getrocknet. Bei
zweimaligem Tauchen werden mit Bacillus subtilis Keimgehalte von
ca. 5105 KBE/g und mit Bacillus stearothermophilus Keimgehalte von
ca. 10° KBE/g erreicht. Bei der Verwendung von Glaskugeln liegen die
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Keimgehalte bezogen auf 20 Kugeln (entspricht der Oberflache von 1 g
Pfeffer) tendenziell etwas niedriger.

3.4.4 Bestimmung des Gehalts an dtherischen Olen

Zum Bestimmen des Gehaltes an atherischen Olen wird der Pfeffer
gemahlen verwendet. Vor dem Mahlen wurden die Pfefferkdérner in
flussigem Stickstoff gekuhlt, um eine moglichst niedrige Austrittstem-
peratur aus der Muhle zu gewahrleisten und den Verlust an &atheri-
schen Olen beim Mahlen gering zu halten. Diese Methode wird in der
Industrie als sog. “Tiefkalt-Feinstvermahlung® eingesetzt, wobei Korn-
durchmesser von 100 um erreicht werden [78]. Das Vermahlen erfolgte
far die Versuche in geklihltem Zustand in einer nach dem Rotor-
Stator-Prinzip arbeitenden Kaffeemuhle, deren Zerkleinerungsgrad
sich in 14 Stufen einstellen lieR. Es wurde der feinste Mahlgrad
gewahlt. Dieser liefert eine Korngrolenverteilung mit einem Sauter-
durchmesser von 120 um (bestimmt mit einem Laserbeugungs-Mef3ge-
rat).

Die allgemeine Methode zur Gewinnung des atherischen Oles aus
Pflanzenteilen ist nach DAB 10 [79] und SCHWEIZER LEBENSMIT-
TELHANDBUCH [57] die Wasserdampfdestillation. Diese Methode
wurde von POHNL [59] von der Firma GEWURZMULLER auch fir die
vorliegende Arbeit empfohlen. Das fliichtige Ol geht dabei mit dem
Wasserdampf Uber und kondensiert mit ihm. Weil es kaum in Wasser
I6slich ist, trennt sich das Ol danach unter Schichtenbildung von der
walrigen Phase [80].

Die Apparatur zum Bestimmen der Menge an atherischem Ol sollte
ein direktes Ablesen erlauben, selbstregelnd sein [81] und gleichzeitig
eine Mdoglichkeit bieten, das Ol fur weitergehende Versuche zu erhal-
ten [80]. Diese Kriterien werden von der vorliegenden Anlage erfullt,
bei der es sich um eine nach DAB 10 [79] modifizierte Neo-Clavenger-
Apparatur [80] handelt (Abb. 3-14). Darin lauft die Destillation kontinu-
ierlich ab.
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Zur volumetrischen Bestimmung wird aus einem 500 ml fassenden
Rundkolben, der ca. 3 g gemahlenen Pfeffer, 200 ml destilliertes
Wasser und einige Siedesteinchen [79] enthalt, der mit atherischem Ol
beladene Wasserdampf tber einen RuckfluRkuhler geleitet. Der Kuhler
wird im Gegenstrom betrieben. Das Destillat tropft in ein Auffangrohr,
das als MelRkapillare ausgefihrt ist. Um die Phasentrennung durch
eine groRere Oberflache zu beglunstigen, ist dieses Rohr oberhalb der
Kapillare zu einer Blase aufgeweitet. Dort sammelt sich das atherische
Ol aufgrund seiner geringeren Dichte auf dem Wasser schwimmend
an. Das Wasser fliet tUber ein Rucklaufrohr zurick in den Rundkol-
ben, daher der Begriff “kontinuierliche Destillation“. Nach dem Erkal-
ten wird das atherische Ol in die MeRkapillare gezogen und kann dort
volumetrisch bestimmt werden [61].

Kuhler

Blase

Melkapillare

Rucklaufrohr

Rundkolben

Abb. 3-14: Apparatur zur kontinuierlichen Destillation.

Beim Beflllen der Apparatur ist darauf zu achten, dal3 in das Ruck-
laufrohr soviel Wasser gegeben wird, bis es an der Verbindungsstelle
zu dem Rohr, in dem der Dampf aufsteigt, austritt und in den Destilla-
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tionskolben herunterlauft [79]. Dadurch wird gewahrleistet, dal’ sich
der Trennspiegel von Anfang an in der Blase befindet. Die Kiuhlung
sollte so eingestellt werden, dal} der Dampf vollstandig kondensiert, das
Kondensat aber noch gut ablauft. Ein zu hoher Kuhlwasserstrom kann
dazu fuhren, dall der Dampf bereits im vorderen Teil des Kuhlers
kondensiert und Oltropfen dort an der Wand haften bleiben. Bei zu
niedrigem Kuhlwasserstrom kondensiert der Dampf nicht vollstandig
und kann durch den seitlichen Rohransatz entweichen. In beiden
Fallen geht atherisches Ol fiir den Nachweis verloren.

Die Destillationsdauer betragt 2 h. Dabei la3t sich beobachten, daf’ der
Hauptanteil des Oles in den ersten 30 min lbergeht. Die Apparatur
wird mit 10%iger Extranlésung gereinigt (MERCK, MA 02 neutral, Nr.
1.07553). Dazu werden sowohl der Rundkolben als auch die Destillati-
onsbricke vollstandig mit Reinigungslosung gefullt, die mindestens 30
min lang einwirkt. Danach wird zuerst mit warmem, dann mit kaltem
Leitungswasser und zum Schuld griandlich mit destilliertem Wasser
gespult.

3.45 Farbmessung

Der Pfeffer verandert wahrend der Behandlung seine Farbe. Die Farb-
messungen wurden mit einem Colortron Farbmelgeradt der Firma
LIGHT SOURCE INC. (Larkspur, Kalifornien, USA) durchgefihrt.
Das Gerat weist eine Mel¥flache von ca 5 x5 mm auf. Die zu vermes-
sende Flache wird von der eingebauten Lampe beleuchtet. Von dem
reflektierten Licht wird eine Spektralanalyse durchgefihrt. Um Alte-
rungseffekte der eingebauten Lampe und Drift des Photodetektors zu
eliminieren, wird das Geréat vor der Messung mit Farbmelitafeln kali-
briert. Das Gerat liefert einen integralen Mittelwert Uber die Mel3fl&-
che. Mit der mitgelieferten Software kann das MeRergebnis in die
meisten gangigen Farbsysteme umgerechnet werden (z.B. Rot-Grun-
Blau (RGB), Cyan-Magenta-Yellow-Black (CMYK) oder Hue-Satura-
tion-Brightness (HSB)). Fur die Beurteilung der Farbung von gemah-
lenem schwarzen Pfeffer hat sich die visuelle Farbséattigung im Farb-
system Cyan-Magenta-Yellow-Black (Vierfarb-Druckprozel3) als
geeignet erwiesen.
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4 Ergebnisse

4.1 Einflul3 von pH-Wert und verwendeter Saure auf die
Hitzeresistenz

Die Versuche zum EinfluR des pH-Wertes und der verwendeten Saure
wurden mit der diskontinuierlichen Kapillarrohranlage (siehe Kap.
3.1) durchgefuhrt. Mit dieser Anlage sind quasiisotherme Bedingun-
gen bis 130 °C erreichbar.

4.1.1 Voruntersuchungen

Der pH-Wert der verwendeten Saurelésungen wurde mit einer pH-
Elektrode gemessen. Dabei wurde die Temperatur von Raumtempera-
tur bis 90 °C variiert. Es zeigte sich sowohl beim Aufheizen als auch
beim Abkuhlen keine signifikante Verdnderung des pH-Wertes im
gesamten Temperaturbereich. Es wurde deshalb davon ausgegangen,
dal der pH-Wert bei den Versuchen konstant bleibt.

Die Sporen werden bei pH = 4 auch bei Raumtemperatur durch Saure-
angriff langsam abgetdtet. Dieser Einflul} wurde dadurch minimiert,
dal die Sporen erst unmittelbar vor der Erhitzung in der jeweiligen
Saure suspendiert wurden.

In den S&urelésungen kommt es zur Flockung bzw. Agglomeratbil-
dung der suspendierten Sporen. Es wird angenommen, dal} die GroRRe
der entstandenen Agglomerate keinen EinfluR auf die Hitzeresistenz
der einzelnen Sporen hat. Nach dem Erhitzungsversuch wurde
versucht, diese Agglomerate durch Aufschitteln und Ultraschallbe-
handlung (Pv = 2,5 W/ml) wieder aufzubrechen. Die aus der Agglome-
ratbildung resultierenden Abweichungen erzeugen grof3e Standardab-
weichungen der MeRBwerte sowie tendenziell zu geringe Keimzahlen
sowohl bei der Nullprobe als auch bei der erhitzten Probe, da ein
Agglomerat unabhangig von der Zahl der enthaltenen Sporen als eine
keimbildende Einheit erfal3t wird.
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Sofern nicht anders angegeben, handelt es sich bei den eingezeichneten
Fehlerbalken und den Schwankungsbreiten immer um die Stan-
dardabweichung.

4.1.2 Abtotungsergebnisse

In den nachfolgenden Abbildungen 4-1 bis 4-4 sind die gemessenen D-
Werte als Funktion der Temperatur sowie die Inaktivierungskonstan-
ten Uber der reziproken Temperatur aufgetragen. Die Versuche
wurden immer nach der Kinetik erster Ordnung ausgewertet. Eine
Auswertung mit dem Aktivierungs-Inaktivierungs-Modell war nicht
sinnvoll. Es wurden nie positive Uberlebensraten gefunden. Man kann
erkennen, dalR sich die MeRwerte fur die verschiedenen S&uren bei
niedrigen Temperaturen deutlich unterscheiden. Die Unterschiede
werden mit steigender Temperatur kleiner und verschwinden schliel3-
lich ganz. Die kinetischen Parameter sind in Tabelle 4-1 und 4-2 ange-
geben.

103 3 l\\:ziv T T T T T T T T T 3

- : 350 —o— Ascorbinsaure ]

i Na - -o-- Essigsaure -

102 | N —o - Milchsaure =

F --m-- Zitronensaure 3

= 10! | E

ok E

100 3
10—1 1 | 1 | 1 | 1 | 1 | 1

110 115 120 125 130 135 140

Temperatur/°C

Abb. 4-1: D- Werte von Bacillus stearothermophilus Sporen in Saure-
Iésungen bei pH = 5. Die Standardabweichungen sind exem-
plarisch fur Ascorbinsdure eingezeichnet.
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Abb. 4-2:  Arrhenius-Diagramm der Inaktivierungskonstante k; =
In10/D von Bacillus stearothermophilus Sporen in Saurel6-
sungen bei pH = 5.
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Abb. 4-3: D- Werte von Bacillus stearothermophilus Sporen in Saure-
I6sungen bei pH = 4. Exemplarisch ist eine Standardabwei-
chung eingezeichnet.
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Abb. 4-4:  Arrhenius-Diagramm der Inaktivierungskonstante
k) =In(10)/D von Bacillus stearothermophilus Sporen in
Saureldsungen bei pH = 4.

Tabelle 4-1: D-Werte und Inaktivierungsenergien von Bacillus stearo
thermophilus Sporen in Saurelésungen bei pH = 5. Ange-
geben sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung.

pH=5 Ascorbin- | Essigsaure | Milch- Zitronen-
saure saure saure

D115 oc/s 222+13 8751140 574441 663+35
Disiec /S 52+4,9 8745,3 70+2,0 78+1,0
D1os oc /S 11+0,5 25+2.4 25+1,5 19+0,9
D130 oc /s 4,8+0,6 5,1+0,9 5,2+0,4 5,4+0,6
D135 oc /s 0,910,13 0,910,18 1,2+0,15 1,1+0,23
E; /kJ/mol 359121 447+8,3 40318,2 417475
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Tabelle 4-2: D-Werte und Inaktivierungsenergien von Bacillus stearo-

thermophilus Sporen in Saurelésungen bei pH = 4. Ange-

geben sind jeweils Mittelwert und Standardabweichung.

pH=4 Ascorbin- [ Milch- Zitronen-
saure saure saure
D11s oc /s 181422 450430 492415
D1srec /S 67+11 149+18 17848
D1o5 oc /s 12+1,3 22114 19+0,9
D130 °c /S 4,740,2 4,8+0,9 4,6+0,4
D1ss oc /s 0,8+0,25 1,140,3 1,240,28
E, /kJ/mol 360131 413+31 418439

Aus Tabelle 4-1 und Tabelle 4-2 kann man erkennen, dal sich die D-
Werte bei pH =5 bei niedrigen Temperaturen signifikant von Saure zu
Saure unterscheiden. Bei pH =4 ist der Unterschied weniger ausge-
pragt. Der chemische Angriff der Sauren erfolgt bei niedrigen Tempe-
raturen schnell genug, um das Abtétungsergebnis zu beeinflussen. Bei
Temperaturen uber 125 °C kann man von einer gleichen Hitzeresistenz
unabhangig von der verwendeten Saure ausgehen. Bei den hdéheren
Temperaturen wachsen die relativen Standardabweichungen stark an.
Das liegt zum einen an der in den Voruntersuchungen festgestellten
Agglomeratbildung. Zum andern liegt dieser Temperaturbereich 9>
130 °C oberhalb des Bereiches, fur den quasiisotherme Bedingungen
mit der diskontinuierlichen, pneumatischen Kapillarrohranlage
erreicht werden kénnen. Mit der kontinuierlichen Kapillarrohrstrecke
kann bei den erforderlichen langen Verweilzeiten keine hochturbu-
lente Stromung (Re > 10000) realisiert werden, da der Druckverlust bei
Verwendung einer entsprechend langen 0,2-mm-Kapillare den maxi-
malen Pumpendruck tbersteigen wirde. Bei Kapillaren mit grof3erem
Durchmesser reicht der maximale Volumenstrom der Pumpe nicht
aus, um Reynoldszahlen > 10000 zu erzielen. Die z-Werte liegen fur alle
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untersuchten Lésungen im Bereich von 7 °C bis 10 °C. Zu steigenden
Temperaturen wachsen die z-Werte, dies wurde auch schon von HAAS
[3] beobachtet.

Die Auftragungen zeigen, dal3 im Bereich bis 135 °C die Abtétungskine-
tik von Bacillus stearothermophilus Sporen in Saurelésungen gut
durch die Kinetik erster Ordnung wiedergegeben werden kann.

Es kann davon ausgangen werden, dal} sich die Sporen immer anna-
hernd im thermischen Gleichgewicht mit ihrer Umgebung befinden.
Die Zeitdauer, bis sich die Temperatur zu 99 % ausgeglichen hat,
betragt 3 us fur eine einzelne Spore [2]. Bei hohen Temperaturen und
damit verbunden kurzen Zeiten ist kein signifikanter Unterschied der
Hitzeresistenz in den verschiedenen Sauren zu beobachten. Der chemi-
sche Angriff der Sauren erfolgt so langsam, dal3 er sich bei den kurzen
Behandlungszeiten nicht mehr deutlich bemerkbar macht. Die Sporen
werden rein thermisch inaktiviert. Der pH-Wert des umgebenden
Mediums, in dem die Sporen schon vor dem Versuch einige Zeit (ca. 20
min) suspendiert waren, bestimmt die Durchlassigkeit der Sporencor-
tex, damit die Art der Hydratation der Sporen-DNA und deshalb deren
Hitzeresistenz. Bei vollstdndiger Hydratation und gleichzeitiger Abwe-
senheit von freiem Wasser im Protoplasma der Spore verhalt sich
dieses anndhernd wie ein Festkorper. Die DNA ist am starksten gegen
Denaturierung stabilisiert [11]. Erst bei langen Behandlungszeiten
kommt es zur Destabilisierung der Sporencortex, und die Sauremole-
kule kénnen in das Innere der Spore eindringen. Jetzt hat die Art der
Saure und die Reaktionsgeschwindigkeit, mit der die Saure die DNA
denaturiert, einen Einflul auf die Abtdtungsgeschwindigkeit.

Dies bestatigt, dall die Hitzeresistenz von Bakteriensporen stark vom
umgebenden Medium abhangt. Die erforderliche Behandlungszeit fur
das Sterilisieren von z.B. Konserven kann somit nicht aus Versuchen
mit Modellésungen gleichen pH-Wertes zuverlassig vorhergesagt
werden. Die Abtdotungskinetik sollte daher immer durch Experimente
mit dem spéater zu behandelnden Produkt und/oder einer dem Produkt
nachgebildeten Losung bestimmt werden.
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4.2 Hitzeresistenz im Bereich ¥ >140 °C

Es wurden die Uberlebenskurven von Bacillus stearothermophilus
Sporen in physiologischer Kochsalzlésung bei den Temperaturen
145 °C, 150 °C, 155 °C und 160 °C gemessen. Die Ergebnisse wurden
nach dem Aktivierungs-Inaktivierungs-Modell und nach der Kinetik
erster Ordnung ausgewertet. Die Versuche wurden mit der kontinuier-
lichen Erhitzungsanlage (siehe Kap. 3.2) durchgefuhrt.

Nach der in Kapitel 3.4.1 beschriebenen Vorbehandlung der Sporen hat
HAAS [3] ein mittleres Ruheverhéaltnis von t = 7,2 ermittelt. Dieses
wurde bei der Auswertung als konstant angenommen, da es nur von
der bei allen Versuchen gleichen Vorgeschichte der Sporen abhangt.
Bei der thermischen Abtétung von Bacillus stearothermophilus Sporen
nimmt HAAS [3] die Aktivierungsreaktion als geschwindigkeitsbestim-
menden Schritt an, das heilRt, die Steigung der Uberlebenskurve im
linearen Teil enspricht dem Betrage nach der Konstanten ka der Akti-
vierungsreaktion. Diese wurde durch lineare Regression der
MeRpunkte im linearen Teil der Kurven berechnet. Der dritte verblei-
bende Parameter, die Geschwindigkeitskonstante fur die Inaktivie-
rungsreaktion k;, wurde durch Anpassung des Modells an die
Mel3punkte nach der Methode der kleinsten Fehlerquadrate bestimmt.

In den Abbildungen 4-5, 4-6, 4-7 und 4-8 sind die Uberlebenskurven
sowie die berechneten Kurven nach dem Aktivierungs-lnaktivierungs-
Modell (A.-1.-Modell) fur die untersuchten Temperaturen dargestellt.
Ebenfalls ist fur jeden MefRRpunkt die zugehorige Standardabweichung
eingezeichnet. Diese sind in einigen Fallen so klein, dal} sie in der
Grolle des Symboles verschwinden.
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Abb. 4-5:  Uberlebensdiagramm bei 145 °C (MeRwerte jeweils mit Stan-
dardabweichung), n = Ig (N/Np).
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Abb. 4-6:  Uberlebensdiagramm bei 150 °C (MeRwerte jeweils mit Stan-
dardabweichung), n = Ig (N/Np).
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Abb. 4-7:
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Abb. 4-8:
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Uberlebensdiagramm bei 155 °C (MeRwerte jeweils mit Stan-
dardabweichung), n = 1g (N/No).
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Uberlebensdiagramm bei 160 °C (MeRwerte jeweils mit Stan-
dardabweichung), n = Ig (N/Np).

Die Ergebnisse zeigen, dall erwartungsgemal mit zunehmender
Temperatur bei gleicher HeiRhaltezeit die Uberlebensraten abnehmen.
Bei den Temperaturen 145 °C und 150 °C ist zu erkennen, dal bei
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kurzen HeilRhaltezeiten kein merklicher Abtotungseffekt auftritt. Eine
Aktivierung, das heil3t positive Uberlebensraten, konnte in keinem Fall
beobachtet werden.

Eine Modellierung nach dem Inaktivierungsmodell erster Ordnung
wiurde bei diesen Ergebnissen zu groR3en Fehlern fuhren, da diese nicht
sinnvoll durch eine Ursprungsgerade darstellbar sind. Das Aktivie-
rungs-Inaktivierungsmodell hingegen scheint das Abtétungsverhalten
in geeigneter Weise zu beschreiben, wenngleich dieses Modell bei
kurzen Zeiten positive Uberlebensraten ergibt, die nicht nachgewiesen
werden konnten. Bei Sterilisationsverfahren interessiert man sich aber
fur den Bereich, in dem hohe Abtdétungsraten erzielt werden
(Sterilitatskriterium meist n < -4). Diese hohen Abtdétungsraten befin-
den sich bei allen untersuchten Temperaturen im linearen Teil der
Kurven, der durch das Aktivierungs-lnaktivierungsmodell gut
beschrieben wird. Die zu diesem Modell gehérenden Geschwindig-
keitskonstanten ka und k; sind in Tabelle A-1 im Anhang zusammen-
gestellt.
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Abb. 4-9:  Arrhenius-Diagramm der Aktivierungskonstanten fur
Bacillus stearothermophilus Sporen in physiologischer
Kochsalzlgsung.
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Die Abbildungen 4-9 und 4-10 zeigen die Temperaturabhangigkeit der
beiden Geschwindigkeitskonstanten im Arrhenius-Diagramm.
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Abb. 4-10: Arrhenius-Diagramm der Inaktivierungskonstanten fur
Bacillus stearothermophilus Sporen in physiologischer
Kochsalzldsung.

Es ergibt sich eine gute Korrelation fir die Aktivierungskonstante mit
der Temperatur. Diese kann auch mit gréRerer Zuverlassigkeit als die
Inaktivierungskonstante bestimmt werden, da sie den linearen Teil der
Kurven, fur den viele Mel3punkte vorliegen, reprasentiert. Die lineare
Regression fur die Inaktivierungskonstante korreliert nicht gut. Diese
Konstante wurde durch Anpassung des Modells an die MefRpunkte
gewonnen. Sie reprasentiert den Bereich kurzer Zeiten, also der Akti-
vierung, fur den wenige MefRpunkte vorliegen und in dem auch keine
Aktivierung beobachtet wurde.

Fur die Temperaturabhéngigkeit der Geschwindigkeitskonstanten ka
und k; ergibt sich (Angaben jeweils mit Standardabweichung,
r = Korrelationskoeffizient):

21630+ 1200

In(ka -S)=56+3— =-0,9969 4-1
(ka-s) TR r (4-1)
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+
In(k;-s)=138+33- 5598(;/1(14140 r=-0,9417 (4-2)

Die Aktivierungsenergie betragt 18010 kJ/mol, die Inaktivierungs-
energie 465+117 kJ/mol.

Die Geschwindigkeitskonstante der Inaktivierungsreaktion scheint bei
160 °C zu groB zu sein (Abb. 5-10). Dies kann daran liegen, dalR bei
dieser Temperatur zu wenige MeRwerte vorliegen und gerade in dem
Zeitbereich, der fur die Inaktivierungskonstante maf3gebend ist (t < 0,01
s), keine MeRwerte ermittelt werden kénnen.

LanRt man den Wert bei 160 °C unberucksichtigt, so ergibt sich eine
bessere Korrelation, und fur k; gilt dann:
32400 £ 6150

In(k,-s)=82+15- r =-0,9695 (4-3)
T/K

Die Inaktivierungsenergie betragt in diesem Fall 269+51 kJ/mol.

In beiden Fallen hat die Gerade fur k; die gréBere Steigung im Arrhe-
nius-Diagramm als die Gerade fur ka. Daher mul3 der Schnittpunkt
der beiden Geraden im Gegensatz zu den von HAAS [3] ermittelten
Resultaten im Bereich tieferer Temperaturen liegen. Fur ein k; nach
Gleichung (4-2) liegt dieser bei 147 °C und fur ein k; nach Gleichung (4-
3) bei 145 °C. Unterhalb dieses Schnittpunktes ware dann die Inaktivie-
rung die geschwindigkeitsbestimmende Reaktion, und es mufR3te nach
Fall 1 (siehe Kap. 2.1.3.1) ausgewertet werden.

Beim Versuch einer Auswertung nach Fall 1 ergaben sich far die
Temperaturen 145 °C und 150 °C fast identische Anpassungskurven,
und die Geschwindigkeitskonstanten fur Aktivierung und Inaktivie-
rung nahmen ahnliche Zahlenwerte an. Diese sind in beiden Fallen
fast gleich, da sie im Bereich des Schnittpunktes der beiden Arrhe-
niusgeraden liegen, wo Aktivierungs- und Inaktivierungsreaktion
gleich schnell sind. Die Zahlenwerte sind in Tabelle A-1 und A-3 im
Anhang zusammengestellt. FUr die Temperaturen 155 °C und 160 °C
war eine Auswertung nach Fall 1 nicht sinnvoll.
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Um die Temperaturabhangigkeit der Hitzeinaktivierung der Sporen
mit der Temperaturabhangigkeit von chemischen Reaktionen verglei-
chen zu konnen, werden sogenannte scheinbare D-Werte (Dapp) €inge-
fuhrt. Diese werden aus der Geschwindigkeitskonstanten berechnet,
die den linearen Teil der Uberlebenskurven beschreiben [3], in diesem
Fall also ka. In Tabelle A-2 im Anhang sind die Zahlenwerte von Dgypp
far die einzelnen Temperaturen wiedergegeben. Zur Ermittlung des z-
Wertes wird der dekadische Logarithmus der scheinbaren D-Werte
Uber der Temperatur aufgetragen. Abbildung 4-11 zeigt dieses Abto-
tungszeit-Diagramm.

'1,4 T T T T T T T
_1,6 L —
4 -1,8 | ° -
g s .
e
9 '2,0 — =
_2'2 = —
_2’4 | 1 | 1 | 1

|
145 150 155 160

Temperatur / °C

Abb. 4-11: Abtotungszeit-Diagramm fur Bacillus stearothermophilus
Sporen in physiologischer Kochsalzlésung.

Auch hier ergibt sich eine gute Korrelation (r = -0,9967) fur die Regres-
sionsgerade. Der z-Wert ist der negative Kehrwert der Geradenstei-
gung. Er ergibt sich fur den untersuchten Temperaturbereich zu
19,3 °C mit einer Standardabweichung von 1,1 °C (Ea = 186110 kJ/mol).
Damit liegt er deutlich hoher als die in der Literatur angegebenen z-
Werte fur den UHT-Bereich von 8 °C bis 10 °C [3]. Tendenziell
beschreibt auch HAAS [3], dal} bei hohen Temperaturen die Tempera-
turabhangigkeit des D-Wertes abnimmt, also der z-Wert zunimmt.
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Es ist anzumerken, dal3 diese Versuchsergebnisse stark von den fruher
an der alten Anlage durchgefuhrten Versuchen [3] abweichen. Es
waren bei gleicher Temperatur und gleicher berechneter Verweilzeit
vor dem Austausch der T-Stucke mit 1,27 mm durch T-Stlicke mit
0,33 mm Innendurchmesser durchweg gréRBere Uberlebensraten
gemessen worden. Wahrscheinlich ergaben sich bei den grolien
Durchmessern Stromungstotraume, die nicht zum Heil3haltevolumen
dazugerechnet werden durfen. Vor dem Austausch war die tatsachli-
che Heillhaltezeit wahrscheinlich kleiner als berechnet. Das fuhrt zu
einer Verschiebung der Uberlebenskurven zu gréReren Zeiten, was
dann eine scheinbar gréRere Uberlebensrate zur Folge hat.

4.2.1 Laminare Stromung bei gré3eren Kapillardurch-
messern

Um bei der Temperatur von 145 °C die HeilRhaltezeit auf 0,2 Sekunden
ausdehnen zu kénnen, wurde eine Kapillare mit 0,4 mm Duchmesser
in die HeiBhaltezone eingebaut. Eine Kapillare mit einem Durchmes-
ser von 0,2 mm mufte bei gleichem Innenvolumen fast 2 m lang sein,
was einen zu hohen Druckverlust zur Folge hatte.

Die Uberlebensraten, die mit der dickeren Kapillare gemessen wurden,
waren deutlich hoéher als durch Extrapolation der bis dahin mit der
dinnen Kapillare erzielten MelRpunkte zu erwarten gewesen ware.
Zum Vergleich wurde eine weitere Kapillare mit 0,2 mm Innen-
durchmesser und einer Lange von 1,5 m verwendet, mit der Heil3halte-
zeiten bis 0,15 Sekunden realisiert werden konnten. Die mit dieser
Kapillare gemessenen Uberlebensraten lagen auf der Extrapolations-
geraden.

Es wird vermutet, dalR in der Kapillare mit 0,4 mm Innendurchmesser
trotz Uberkritischer Reynoldszahlen laminare Stromungsverhaltnisse
geherrscht haben, was zu einer breiteren Verweilzeitverteilung und
damit zu einer groReren Uberlebensrate gefiihrt hat. Dies ist durchaus
moglich, da bei derart geringen Durchmessern eine laminare Stro-
mung langer aufrecht erhalten werden kann [82].
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Oberhalb der kritischen Reynoldszahl Rey,it = 2300 schaukeln sich
zufallige Storungen des laminaren Geschwindigkeitsprofils auf und
zerstoren dieses schlie3lich. Unterhalb von Reygrit werden diese jedoch
weggedampft, so dall das laminare Profil in jedem Fall erhalten bleibt.
Die kritische Reynoldszahl besagt deshalb nur, dalR unterhalb ihres
Wertes laminare Stromung vorliegen mul, oberhalb ihres Wertes
turbulente Stromung auftreten kann. Die Kkritische Reynoldszahl ist
also ein notwendiges, aber nicht hinreichendes Kriterium fur turbu-
lente Stromungsverhaltnisse. In der Tat ist es moglich, laminare Stro-
mung bei geeigneten VorsichtsmalBnahmen auch in groBeren Quer-
schnitten bis zum funffachen Wert der kritischen Reynoldszahl und
daruber aufrecht zu erhalten [83].

Bei den Versuchen mit der Kapillare mit 0,4 mm Durchmesser lag die
Reynoldszahl zwischen 5300 und 8300. Bei allen Versuchen mit der
Kapillare mit 0,2 mm Durchmesser lag die sie uber 9600, fur kurze
Zeiten unter 0,1 s konnte immer eine Reynoldszahl zwischen 14000 und
15000 erreicht werden.

In der folgenden Rechnung wird die Uberlebensrate unter Beriicksich-
tigung der Verweilzeitverteilung bei laminarer Rohrstromung
bestimmt:

Fur die Dichteverteilung der Verweilzeit E(t) einer laminaren Rohr-
stromung gilt [84]

E(t)=0 far t<t
2
t2 t
E(t) = fur t=>— 4-4
(=1 . (4-4)
mit t = mittlere Verweilzeit= V/V
Fur die Anzahl N der tiberlebenden Sporen gilt
N = j N(t)-E(t) dt (4-5)

0
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N(t) ist durch das Aktivierungs-lnaktivierungsmodell (Gleichung (2-
21)) als Funktion gegeben.

Damit folgt fur das Uberlebensverhaltnis

N _ —k,;-t k-t
N—O— (Oﬁ'e ! +(1—OC)'e A )—3 dt

N | &y 3

(4-6)

Dieses Integral wurde numerisch mit Hilfe des Computer-Algebra-
Systems MAPLE gelost.

In Tabelle 4-3 sind die Versuchsergebnisse mit der Kapillare mit 0,4
mm Durchmesser den nach Gleichung (4-6) berechneten Werten
gegenubergestellt.

Tabelle 4-3: Vergleich der Meliwerte mit der Kapillare mit 0,4 mm
Durchmesser und der berechneten Werte bei laminarer

Stromung.
HeiBhaltezeit t (s) n (MeRwerte) n (berechnete
Werte)
0,112 - 0,88 - 0,89
0,130 -1,28 -1,20
0,152 - 1,46 -1,55
0,174 -2,15 -191

Aufgrund der guten Ubereinstimmung von Versuchs- und Simulati-
onsergebnissen kann man annehmen, dal} unter den gegebenen
Bedingungen laminare Stromung vorgelegen hat. Eine ahnlich gute
Ubereinstimmung ergibt sich auch, wenn mit der Kinetik erster
Ordnung gerechnet wird, da sich die betrachteten Punkte im linearen
Ast der Uberlebenskurve befinden.
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Um mit der Kapillare mit 0,4 mm Durchmesser Reynoldszahlen tber
14000 zu realisieren, muf3 der Volumenstrom mindestens 50 ml/min
betragen, der gerade noch von der verwendeten Pumpe erreicht wurde.
Reynoldszahlen Uber 14000 waren nicht zu erreichen, deshalb wurden
keine weiteren Versuche mit Kapillaren mit 0,4 mm Innendurchmes-
ser durchgefihrt. Optimal ware eine Kapillare gewesen, die den glei-
chen Durchmesser wie die T-Stucke (0,33 mm) aufgewiesen hatte.
Kapillaren mit diesem Innendurchmesser waren aber nicht erhalt-
lich. Alle gelieferten Kapillaren mit 0,3 mm Nenndurchmesser erwie-
sen sich als Kapillaren mit 0,4 mm Innendurchmesser. Dies liel3 sich
durch Auslitern der jeweils 6 m langen Kapillaren sicher feststellen.
Alle Ubrigen Versuche wurden mit Kapillaren mit 0,2 mm Innen-
durchmesser durchgefuhrt.

4.3 Agglomerat-Modell

Mikroskopische Aufnahmen (Abb. 4-12) und die Bestimmung von
PartikelgréRenverteilungen mit einem COULTER-Counter (Abb. 4-13,
Abb. 4-14) zeigten, dal} es sich bei den untersuchten Sporensuspensio-
nen nicht um frei suspendierte einzelne Sporen, sondern grolitenteils
um Sporenagglomerate handelt, die bei der Passage durch die "alte"
Kapillarrohrstrecke aufgebrochen werden. Sporenagglomerate
verhalten sich aber bezuglich der mikrobiologischen Keimzahlbestim-
mung anders als einzelne Sporen. Ein Agglomerat bildet so lange eine
Kolonie und wird als eine einzige Spore gezahlt, bis alle Sporen, die in
ihm enthalten sind, abgetétet wurden. Sporenagglomerate kdénnen
beim Experiment aufgebrochen werden, was dazu fuhrt, dal3 die Zahl
der Kolonie bildenden Einheiten (KBE) steigt, obwohl die Zahl der
lebenden Sporen in der Suspension abnimmt.

Es wurde versucht, die Sporenagglomerate zu desagglomerieren. Der
Einsatz einer Zahnkranzdispergiermaschine (Py = 3,5 W/ml) und eines
Ultraschallgerates (Pyv = 3,5 W/ml) fuhrten aber nicht zur Vereinze-
lung der Sporen, lediglich sehr groRe Agglomerate wurden aufgebro-
chen. Dispergierhilfsmittel wurden nicht benutzt, um einen Einfluf3
auf das Ausskeimverhalten der Sporen auszuschlielen. Ein Vorver-
such zeigte, dalR auch mit Zusatz des Tensids LEO-10, das die Grenzfla
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Abb. 4-12: Phasenkontrastmikroskopische Aufnahme eines Sporenag-

glomerates.
T T T T | T T T T T T T T | T
6:10° - ,oT T T s m e .
P nach Passage
- / durch die "alte" 1
] Anlage
4-10° | II —— Vorlage |

2:10° |+

Gesamtzahl der Agglomerate

0 [ i | 1 1 1 1 PR N N B | 1
100 101
0 Agglomeratgrof3e / um 0
Abb. 4-13: PartikelgréfRen-Anzahlsummenverteilung (nicht normiert,
ausgezahlt wurden jeweils 0,1 ml Suspension) der Sporen-
suspension vor und nach der Passage durch die "alte"
Kapillarrohrstrecke.
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chenspannung stark erniedrigt und frei werdende Grenzflachen
schnell belegt, die kleinen Agglomerate nicht in der Zahnkranzdisper-
giermaschine und durch Ultraschall aufgebrochen werden kénnen.
Im Phasenkontrast-Mikroskop lassen sich freie Sporen (D=0,8 um) und
Vierer- bzw. Funferagglomerate (D=1,3 um) nicht eindeutig unter-
scheiden. Die Vereinzelung vegetativer Zellen ist aufgrund der grofie-
ren Abmessungen sehr viel einfacher.

2 T T T T | T T T T T T T T | T
I‘
i Y ---- nach Passage .
durch die ,alte”
Anlage
15F -
Vorlage
S I .
=.
g
S 1F i
£
<
©
N - -
c
<
0,5F -
O 1 1 PR T T | 1
101

Agglomeratgrof3e / um

1 5 10 100 1000 10000
Sporenzahl

Abb. 4-14: PartikelgroRen-Anzahlverteilungsdichte der Sporensuspen-
sion vor und nach der Passage durch die "alte" Kapillar-
rohrstrecke. Der erste Peak ist bei der Grolie einzelner freier
Sporen, der zweite bei der Grolle von Vierer- und Funferag-
glomeraten.
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Auf der Basis der folgenden Annahmen wird ein Modell vorgestellt,
das diese Eigenschaften der Sporenagglomerate berucksichtigt. Eine
Analogie stellt die Treffertheorie bei der Abtdung von Bakteriensporen
durch Bestrahlung dar [85].

- Alle Sporen erfahren die gleiche Temperatur-Zeit-Beanspruchung.

- Die Abtotung der Sporen gehorcht einer Kinetik erster Ordnung mit
der festgelegten Reaktionskonstante k; bzw. k;(t).

- Die Abtotung einer Spore wird nicht durch die Grolie des Agglome-
rates, in dem sich die Spore befindet, beeinflul3t.

- Die AgglomeratgroRe wird durch die Anzahl i der Sporen im
Agglomerat reprasentiert.

Zunachst wird von quasiisothermen Bedingungen, d.h. k; = konst.
ausgegangen. Gemal der Abtdétungskinetik erster Ordnung betragt die
Uberlebenswahrscheinlichkeit p einer einzelnen Spore

p(t)=e " (4-7)

Die Geschwindigkeitskonstante k; kann auch tUber den D-Wert ausge-
drickt werden.
In(10)

ki=—2 -
I D (4-8)

Die Abtotungswahrscheinlichkeit g errechnet sich zu
q(t)=1-p(t)=1-e™" (4-9)

Betrachtet man nun ein Agglomerat aus i Sporen, so bildet es bei biolo-
gischen Nachweismethoden solange eine Kolonie, bis alle i darin
enthaltenen Sporen abgetétet worden sind. Die Wahrscheinlichkeit
dafur betragt
N i —k,-t i
pi(t) = =1-[a(t)] =1-(1-e7") (4-10)
0
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Stellt man dies im Uberlebensdiagramm dar, so erhalt man, wie in
Abbildung 4-15 dargestellt, Schulterkurven mit einer waagerechten
Tangente fur t->0. Fur den Sonderfall einer Agglomeratgrof3e von
einer Spore fallt das Modell mit der Abtétungskinetik erster Ordnung
zusammen.

Zeit/s

Abb. 4-15: Uberlebenskurven fur unterschiedlich groRe Sporenagglome-
rate, D = 67 s, i = Zahl der Sporen in einem Agglomerat.

Die Kurven verlaufen fur kurze Zeiten zunachst waagerecht und fallen
dann steiler ab. Die Uberlebensrate ist fiir ein Agglomerat von 100
Sporen fur langere Zeiten als 150 s zwei Zehnerpotenzen grofRer als die
der frei suspendierten Sporen. Fur lange Zeiten scheinen die Kurven
far Agglomerate parallel zu der Geraden fur einzelne Sporen zu
laufen. Eine Grenzwertbetrachtung zeigt, dal3 sich die Steigung asym-
ptotisch der Steigung -k der Uberlebenskurve frei suspendierter Sporen
nahert. Die Herleitung ist im Anhang aufgefuhrt.

Wenn nicht von quasiisothermen Bedingungen ausgegangen werden
kann, mul der zeitliche Temperaturverlauf bericksichtigt werden und
der Therm e 1% in Formel (4-10) durch
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- [ ki (t)dt
o 0 (4-11)
__E
mit K, (t)=k,-e TV (4-12)

bei Verwendung des Arrhenius-Konzepts bzw.

_j In(10). .
e 0 (4-13)

Tref_T(t)
mit D(t)=D,g-10 2 (4-14)

bei Verwendung des z-Wert-Konzepts ersetzt werden. Eine Abschat-
zung zeigt jedoch, dal} bei den hier verwendeten Anlagen selbst bei
Agglomeraten mit i = 100 Sporen mit quasiisothermen Bedingungen
gerechnet werden darf.

Wenn eine AgglomeratgrofRenverteilung vorliegt, mufd der Verlauf der
Uberlebenswahrscheinlichkeit fur jede AgglomeratgroRe einzeln
berechnet werden. Die Gesamtuberlebensrate erhélt man dann durch
Integration bzw. Summation Uber alle GrolRenklassen.

Gegeben sei die Agglomerat-AnzahlgrofRenverteilungsdichte qg(i) mit
der Zahl i der Sporen in einem Agglomerat als GréRenmerkmal. Wenn
keine Agglomerate aufgebrochen oder neu gebildet werden, erhalt man
fur die Uberlebensrate:

Imax

nzlg(%o)zlg jqo(i)-pi(t)-di (4-15)

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit pj(t) eines Agglomerates mit i
Sporen als Funktion der Zeit ergibt sich aus Gleichung (4-10).

Mit diesem Modell lassen sich alle Schulterkurven beschreiben, die bei
t = 0 eine waagerechte Tangente haben. Ein Verlauf mit positiven Uber-
lebensraten, d.h. eine "Aktivierung"”, kann damit nicht beschrieben
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werden. Auf der Basis dieses Abtotungsmodells kann dennoch die von
einigen Autoren [54, 53, 86] postulierte Aktivierung, die sich in einer
Zunahme der Zahl der keimbildenden Einheiten (KBE) auliert, erklart
werden, wie folgende Uberlegung zeigt:

Bei einem Abtdtungsversuch kann es zum Aufbrechen und/oder zur
Neubildung der Agglomerate kommen. Es werden Koloniebildner frei,
solange die aus groRen Agglomeraten entstandenen kleineren Agglo-
merate oder freie einzelne Sporen noch eine Kolonie bilden kénnen,
d.h. mindestens eine lebensfahige Spore enthalten. Die Wahrschein-
lichkeit dafir hangt nur von der thermischen Vorgeschichte und der
GroRe der Bruchsticke ab, nicht von der GroRe der Agglomerate, aus
denen die Bruchstiicke gebildet wurden.

Veréandert sich durch Aufbruch und/oder Neubildung die Agglomerat-
groRenverteilung, mulR die Veranderung der Gesamtzahl aller Agglo-
merate (auch derer, die keine Kolonie mehr bilden kénnen) mit bertck-
sichtigt werden. Hier wird der Faktor Fa eingefuhrt:

NAges(t)
FA(t) } NAgeS(t = O)

(4-16)

mit Nages = Gesamtzahl der Agglomerate.

Fur die Uberlebensrate ergibt sich:

'max

nzlg(%o):lg jFA(t)-qo(i,t)-pi(t)-di (4-17)

Zur Verringerung des Rechenaufwandes kann die Agglomeratanzahl-
groRenverteilung diskretisiert werden. Die Zahl der Agglomerate mit i
Sporen bezogen auf die Gesamtzahl der Agglomerate zum Zeitpunkt
t = 0 wird durch die Funktion Fa;j beschrieben, die aus den experimen-
tell bestimmten PartikelgréBenverteilungen berechnet wird.

_ Ni(Y)
A (t) - NAges(t = 0)

(4-18)
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N; = Zahl der Agglomerate, die aus i Sporen bestehen

Die Uberlebensrate 14kt sich dann geman

'max

n= Ig(%o) =1Ig ;FAi(t)[l_(l_e_krt)i} (4-19)

berechnen.

Die Abb. 4-16, 4-17 und 4-18 zeigen nach dem Agglomerat-Modell
berechnete Uberlebenskurven von Bacillus stearothermophilus Sporen
in physiologischer Kochsalzlosung. Bei Berucksichtigung der experi-
mentell bestimmten Veranderung der Agglomeratgréfienverteilung
nach der Passage durch die "alte" Anlage findet sich auch die "Akti-
vierung" in der von HAAS [3] gemessenen Groélienordnung (Ig(N/Ng) <
0,3) wieder.

0,4 . , T , .
0’2 L T .
2 O ...... .
£ i
ey
_0,2 ................ nach Passage ]
i durch die "alte"
Anlage
-0,4 | ) J
keine
i Desagglomeration
_0’6 1 | 1 | 1
0 10 20 30
Zeit/ ms

Abb. 4-16: Nach dem Agglomerat-Modell berechnete Abtétung von
Bacillus stearothermophilus Sporen in physiologischer
Kochsalzlésung. Ausgangsverteilungen siehe Abb. 4-13 und
Abb. 4-14. k, = 100/s, das entspricht ca. einer Behandlungs-
temperatur von 150 °C.
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Abb. 4-17:
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Nach dem Agglomerat-Modell berechnete Abtétung von
Bacillus stearothermophilus Sporen in physiologischer
Kochsalzlésung. Ausgangsverteilungen siehe Abb. 4-13 und
Abb. 4-14. k, = 300/s, das entspricht ca. einer Behandlungs-
temperatur von 155 °C.
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Nach dem Agglomerat-Modell berechnete Abtétung von
Bacillus stearothermophilus Sporen in physiologischer
Kochsalzlésung. Ausgangsverteilungen siehe Abb. 4-13 und
Abb. 4-14. k, = 1000/s, das entspricht ca. einer Behandlungs-
temperatur von 165 °C.
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Fur einen Vergleich von gemessener Inaktivierung und Berechnung
wurden die Werte fur die Inaktivierungskonstanten k; aus den schein-
baren D-Werten Dapp, die den linearen Teil der Uberlebenskurven bei
langen Zeiten beschreiben, berechnet. Die Zahlenwerte wurden aus der
Arrhenius-Auftragung Abb. 4-11 abgelesen.

Das Agglomerat-Modell beschreibt die Abtétung von Bakteriensporen
in physiologischer Kochsalzlésung gut (Abb. 4-19 und 4-20). Auch der
Bereich kurzer Zeiten wird zufriedenstellend wiedergegeben. Das
Modell verwendet nur die gemessene PartikelgroRenverteilung der
Sporensuspension sowie die Inaktivierungskonstante k;, deren Tempe-
raturabhangigkeit nach den bisherigen Ergebnissen mit dem Arrhe-
nius-Ansatz beschreibbar ist.

O Messung
berechnet

o
N
|

19 (N/Ng)

[
I
T
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Zeit/ ms

Abb. 4-19: Vergleich der nach dem Agglomerat-Modell berechneten
Uberlebenskurve mit den mit der neuen Anlage experimen-
tell bestimmten Werten (mit Standardabweichung) fur
Bacillus stearothermophilus Sporen in physiologischer
Kochsalzlésung bei 150 °C, k; = 100/ s.
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Abb. 4-20: Vergleich der nach dem Agglomerat-Modell berechneten
Uberlebenskurve mit den mit der neuen Anlage experimen-
tell bestimmten Werten (mit Standardabweichung) fur
Bacillus stearothermophilus Sporen in physiologischer
Kochsalzlésung bei 155 °C, k; =270/ s.

Die hier gemessenen Schulterkurven stellen ein Artefakt dar, das
durch die vorhandenen Sporenagglomerate verursacht wird. Wird vor
dem Versuch nicht hinreichend desagglomeriert, kann es in der Kapil-
larrohrstrecke zum Aufbrechen von Agglomeraten kommen. Dies
auBBert sich dann in einer "Aktivierung". Es ist nicht auszuschlie3en,
dal} auch die in der Literatur beschriebene Aktivierung auf Desagglo-
meration wahrend des Versuchs zurtckzufuhren ist.
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4.4 Pasteurisieren oberflachlich verkeimter Lebensmittel
am Beispiel von schwarzem Pfeffer

44.1 Pasteurisationsversuche mit Pfefferkornern

Abtotungsversuche mit unbehandeltem Pfeffer zeigen, dal} es keinen
signifikanten Einflul3 des verwendeten Erhitzungsgases auf das Abto-
tungsergebnis gibt. Die Unterschiede der erzielten Abtdtungsraten
liegen im Bereich der Standardabweichungen der Versuchsergebnisse.
Eine Erklarung fur die Abweichungen ist der unterschiedliche
Warmeubergang an das Korn in Abhangigkeit des verwendeten Gases.
Der erwartete Einflull insbesondere des Luftsauerstoffs konnte nicht
gefunden werden. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die nachfol-
genden Versuche mit technischem Stickstoff (99 % Reinheit) durchge-
fahrt.

g (N/No)

Zeit/s
Abb. 4-21: Einflul3 der Gastemperatur auf den Verlauf der Abtétung
der Mischpopulation auf schwarzem Pfeffer. Der Kaltgasvo-
lumenstrom betragt jeweils 3 m3/h.

In Abbildung 4-21 ist der Verlauf der Abtétung der auf dem verwende-
ten Pfeffer vorhandenen Mischpopulation als Funktion der Behand-
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lungszeit zu sehen. Kurvenparameter ist die Gastemperatur. Der Kalt-
gasvolumenstrom betragt 3 m3/h. Zu erkennen ist, daB nach anfang-
lich schneller Abtdétung die Kurven zu langeren Behandlungszeiten
flacher verlaufen. Das ist typisch fur Mischpopulationen, da zuerst die
wenig hitzeresistenten Keime abgetttet werden. FUr langere Zeiten
bestimmen die hitzeresistentesten Keime die Steigung der Abtdétungs-
kurve. Man wurde aber erwarten, dald aufgrund der mit der Behand-
lungszeit steigenden Oberflachentemperatur die Abtétungsgeschwin-
digkeit zu langen Behandlungszeiten wieder zunimmt. Exemplarisch
sind fur eine Gastemperatur von 365 °C die Standardabweichungen der
MelRwerte eingezeichnet. Durch eine Behandlung bei 560 °C fur 2
Sekunden kann das Kriterium "keimarm" erfullt werden, d.h. die
Keimzahl unter den Wert von 104 KBE/g gesenkt werden.

Um den Einfluld der Mischpopulation auf den Verlauf der Abtétungs-
kurven auszuschlielen, wurden Versuche mit zuvor sterilisiertem
Pfeffer, der anschlieBend monoseptisch kontaminiert wurde, durchge-
fahrt. Der Pfeffer wurde durch Behandlung mit ionisierenden Strahlen
sterilisiert. Danach wurden die Kérner durch zweimaliges Tauchen in
hochkonzentrierte Sporensuspension mit Bacillus subtilis (MERCK,
Nr. 10649) oder Bacillus stearothermophilus (MERCK, Nr. 11499)
rekontaminiert.

Um die kinetischen Parameter der Sporenabtétung bestimmen zu
kénnen, mul3 der zeitliche Verlauf der Oberflachentemperatur bekannt
sein. Abb. 4-22 zeigt den berechneten Verlauf der Oberflachentempera-
tur als Funktion der Behandlungszeit bei einer Gastemperatur von
560 °C und einem Kaltgasvolumenstrom von 3 m3/h. Die Rechnung
wurde unter der Annahme durchgefuhrt, dall das Pfefferkorn eine
homogene Kugel ist. Es wurden die in Kap. 2.2.4 aufgelisteten Stoff-
werte verwendet. Die Berechnung wurde nach dem expliziten Differen-
zenverfahren [87] durchgefihrt, der Rechenweg ist im Anhang aufge-
listet. Der EinfluR des Warmeulbergangs durch Strahlung wurde
vernachlassigt. Dal} dies zuléssig ist, zeigt eine Abschatzung, die eben-
falls im Anhang dargestellt ist. Die Abbildungen 4-23 und 4-24 zeigen
das Fortschreiten des Temperaturprofils in das Innere des Kornes. In
den Abbildungen 4-25 und 4-26 ist die Abklthlung des Kornes nach dem
Eintauchen in das Abkulmedium dargestellt.
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Abb. 4-22: Berechnete Temperatur der Pfefferkornoberflache als Funk-
tion der Behandlungszeit bei einer Stickstofftemperatur von
560 °C und einem Kaltgasvolumenstrom von 3 m3/h.
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Abb 4-23: Berechnetes Temperaturprofil im Pfefferkorn mit dem
Radius R = 2,25 mm bei einer Anfangstemperatur von 25 °C,
Kurvenparameter ist die Aufheizzeit.
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Abb 4-24: Berechnetes Temperaturprofil im Pfefferkorn mit dem
Radius R = 2,25 mm bei einer Anfangstemperatur von -196
°C, Kurvenparameter ist die Aufheizzeit.
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Abb 4-25: Berechnetes Temperaturprofil im Pfefferkorn mit dem
Radius R = 2,25 mm nach 10 Sekunden Abkuhlung in
verschiedenen Medien ausgehend vom eingezeichneten
Ausgangsprofil.
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Abb 4-26: Berechnetes Temperaturprofil im Pfefferkorn mit dem
Radius R =2,25 mm nach AbkuUhlung in flissigem Stick-
stoff, Kurvenparameter ist die Kuhlzeit. Es wurde das
Ausgangsprofil aus Abb. 4-25 verwendet.

Man erkennt, dal3 der Einsatz von flussigem Stickstoff sinnvoll ist, da
sich das Korninnere dann wesentlich geringer erwarmt. FlUssiger
Stickstoff wird bereits in der Gewdlrzindustrie zur Kuhlung der
Gewdirze vor der Vermahlung eingesetzt.

Der Verlauf der Oberflachentemperatur wurde mit einer empirischen
Gleichung angepalit:

T(t)/°C = 560—C1-exp{—(t/s—to)b} (4-20)

mit: C;=673,23
to=-1,56-102
b =0,3532

Die Parameter haben keine physikalische Bedeutung. Die Funktion
dient nur dazu, fur die weitere Rechnung eine stetige Funktion T(t)
benutzen zu kodnnen. Unter der Annahme, dall auch auf Pfeffer-
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koérnern die Abtdtung einer Kinetik 1. Ordnung folgt, kann die Inakti-
vierung der Sporen durch folgende Gleichung beschrieben werden:
N 1 & T(t)—Trer
lg— =— -_[10 z gt (4-21)
No Dref 0

Diese Formel enthalt zwei unbekannte GroRen: die kinetischen Para-
meter z und Dy = D(Tref). Die Bezugstemperatur kann beliebig gewahlit
werden. Durch Quotientenbildung kann man Dyes eliminieren. Man

erhalt:
5§ T(t)—Trer
, 10 4 dt
n J
2 0
2 _ 4-22
nl 2§ T()—Tret ( )
10 z dt
0
. ’ N )
mit: N, =1g— furt=5s
No
’ N )
n,=1g— furt=2s
No

Mit dem Computer-Algebra-System MAPLE kann nun fdr verschie-
dene z-Werte das Verhaltnis der Uberlebensraten nach 2 Sekunden
und 5 Sekunden berechnet werden. Mit steigendem z-Wert sinkt dieses
Verhaltnis. Die Ergebnisse der Rechnung sind in Tabelle 4-4 darge-
stellt.

Tabelle 4-5 zeigt die experimentell ermittelten Uberlebensraten fir
Bacillus subtilis und Bacillus stearothermophilus Sporen.

Es ergibt sich ein kaum hoéherer Inaktivierungseffekt bei Erhéhung der
Pasteurisationszeit von 2 s auf 5 s bei Bacillus subtilis. Bei Bacillus
stearothermophilus erhdht sich die Abtdétungsrate nicht. Es ist
moglich, dal} dies durch die Berg-und-Tal-Struktur der Oberflache der
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Pfefferkorner verursacht wird. Diese Struktur konnte dazu fuhren, dal}
die Oberflache in den Talern nicht entsprechend erhitzt wird, und die
dort vorhandenen Sporen nur in geringem Umfang abgetttet werden.
Es wurden deshalb Abtotungsversuche mit Glaskugeln als Modellpar-
tikeln durchgefuhrt.

Tabelle 4-4: Verhaltnis der Uberlebensraten nach 5 s und 2 s in
Abhéangigkeit vom z-Wert. Die Werte wurden mit dem
Temperaturverlauf aus Abb. 4-22 berechnet.

z-Wert in °C Ny’ /ny
10 4,62-107
2 1.14-104
30 1,41-103
50 76
100 144

Tabelle 4-5: Experimentell bestimmte Uberlebensraten von Bacillus
subtilis und Bacillus stearothermophilus Sporen auf
Pfefferkérnern bei einer Gastemperatur von 560 °C und
einem Kaltgasvolumenstrom von 3 m3/h.

Uberlebensrate Bacillus subtilis | Bacillus stearothermo-
Sporen philus Sporen

ny beit=2s -1,42 -1,24

ny beit=5s -1,48 -1,24
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442 Pasteurisationsversuche mit kontaminierten Glasku-
geln und Einfluf3 einer Befeuchtung der Oberflache
vor dem Erhitzen

Bei Glaskugeln, die mit Bacillus subtilis Sporen oder Bacillus stearo-
thermophilus Sporen kontaminiert wurden, zeigte sich der gleiche
Abtotungsverlauf wie bei Pfefferkdrnern; zu langen Behandlungszeiten
verlauft die Abtotung langsamer (Abb. 4-27).
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Zeit/s
Abb. 4-27: Abtotungsverlauf von Bacillus stearothermophilus Sporen
und Bacillus subtilis Sporen auf Glaskugeln. Der Kaltgasvo-
lumenstrom betragt jeweils 3 m3/h, die Gastemperatur 560
°C.

Die Abtotungsgeschwindigkeit hangt stark von der Wasseraktivitat ab.
PFEIFFER [26] fand eine Steigerung der Hitzeresistenz um den Faktor
108 beim Absenken der Wasseraktivitat von 1 auf 0,2 flr Sporen von
Bacillus subtilis var. niger. Befeuchten der Glaskugeln mit einem
Spruhnebel unmittelbar vor der Erhitzung verbesserte das Abtétungs-
ergebnis. Es ist aber weiterhin das Flacherwerden der Kurven zu
langen Behandlungszeiten zu beobachten (Abb. 4-28). Bei Pfeffer
verbessert sich die Abtétung durch Befeuchten ebenfalls, der Kurven-
verlauf bleibt jedoch ebenfalls gleich (Abb. 4-29).
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Zeit/s
Abtotungsverlauf von Bacillus subtilis Sporen auf Glasku-
geln mit und ohne vorherige Befeuchtung durch einen
Spruhnebel. Der Kaltgasvolumenstrom betragt jeweils
3 m3/h, die Gastemperatur 560 °C.
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Zeit/s
Abtotungsverlauf von Bacillus subtilis Sporen auf Pfeffer-
kérnern mit und ohne vorherige Befeuchtung durch einen
Spruhnebel. Der Kaltgasvolumenstrom betragt jeweils
3 m3/h, die Gastemperatur 560 °C.
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Berechnungen, die die von PFEIFFER [26] gefundene Abh&ngigkeit der
Hitzeresistenz von der Wasseraktivitat bertcksichtigen, kénnen den
Verlauf nicht erklaren. Es kommt wéahrend der Trocknung zur
Ausbildung eines kurzen Plateaus. Wenn die Trocknung abgeschlos-
sen ist, steigt die Abtotungsgeschwindigkeit aufgrund der steigenden
Temperatur wieder stark an (Abb. A-2). Der Tocknungsverlauf der
Sporen wurde grob abgeschatzt. Eine weitere Erklarung fur den beob-
achteten Verlauf der Abtétung ware der Ubergang des Sporenproto-
plasmas vom flussigen Zustand in den Glaszustand. Aufgrund der
schnellen Trocknung ist es moglich, das Protoplasma in den Glaszu-
stand zu uberfuhren. Bei hohen Temperaturen geht der Glaszustand
bei Anwesenheit von Wasser wieder verloren. Bei einer Wasseraktivitat
nahe 0 kann der Glaszustand jedoch auch bei hohen Temperaturen
aufrecht erhalten werden (siehe Abb. 2-4) [35]. Wenn die beobachtete
Verringerung der Abtdtungsgeschwindigkeit durch den Ubergang des
Protoplasmas in den Glaszustand verursacht wird, dann mufl3 dieser
Effekt reversibel sein. Werden die Sporen nach der Hitzebehandlung
wieder mit einer Umgebung, in der eine hohe Wasseraktivitat
herrscht, ins Gleichgewicht gebracht, so geht das eventuell im Glaszu-
stand vorliegende Protoplasma wieder in seinen "normalen" Zustand
Uber. Die Abtotungsgeschwindigkeit sollte dann wieder so grold sein
wie bei der erstmaligen Behandlung, d.h. in den ersten 2 Sekunden
sollte eine merkliche Abtotung erreichbar sein. Bei langer Behand-
lungszeit sollte die Abtotungsgeschwindigkeit dann wieder abnehmen.
Zur Uberpriufung dieser Hypothese wurden kontaminierte Glaskugeln
und Pfefferkdérner 2 Sekunden bei einer Gastemperatur von 560 °C
erhitzt. AnschlieBend wurden sie fur 3 Tage bei 20 °C in einer Atmo-
sphare mit einer relativen Feuchte von ca. 80 % gelagert. Bei diesen
Bedingungen kdonnen die Sporen nicht auskeimen [11]. Die Keimzahl
nach der Zwischenkonditionierung stimmte im Rahmen der Nach-
weisgenauigkeit mit der Keimzahl davor Uberein. Die Konditionie-
rungszeit von 3 Tagen war versuchstechnisch bedingt. Es wird erwar-
tet, dal3 auch eine kurze Befeuchtung (einige Sekunden) den gleichen
Effekt hat. Nach dieser Lagerung wurden die Kugeln/Kérner nochmals
erhitzt. Abb. 4-30 zeigt den Verlauf der Abtotung nach der Zwischen-
konditionierung.
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Es ist erkennbar, dal3 die anfanglich erreichte Abtotungsgeschwindig-
keit in der gleichen GrélRenordnung liegt, wie bei der erstmaligen
Behandlung. Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dal} das Protoplasma
der Sporen bei der Behandlung in den Glaszustand tberfuhrt wird. Im
Glaszustand erfolgt die Abtotung sehr langsam; das macht sich als
Abflachen der Abtétungskurve bemerkbar. Werden die Sporen dann
durch eine Zwischenkonditonierung wieder in ihren "normalen”
Zustand gebracht, kann die Abtétung wieder mit der urspriunglichen
Anfangsgeschwindigkeit erfolgen. Das Flacherwerden des Abtétungs-
verlaufes nach der Zwischenkonditionierung kann nicht mehr sicher
nachgewiesen werden, da hier die Nachweisgrenze der Keimzahlbe-
stimmungsverfahren erreicht wird.
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Abb. 4-30: Abtotungsverlauf von Bacillus stearothermophilus Sporen
auf Glaskugeln und Pfefferkérnern nach einer Vorerhit-
zung und anschlieBender Zwischenkonditionierung. Der
Kaltgasvolumenstrom betragt jeweils 3 m3/h, die Gastempe-
ratur 560 °C.
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44.3 Veranderungen des Pfeffers durch die Heil3gas-
behandlung

4.4.3.1 Optische Veranderungen

Das Aussehen der Pfefferkérner andert sich im Laufe der Behandlung.
Durch die Bildung von Wasserdampf wird die Fruchtschale weich und
blaht sich auf. Dieser Zustand bleibt nach dem Abkuhlen erhalten. Bei
Abkuhlung in ruhender Luft sind fast alle Runzeln verschwunden,
eine kugelig aufgetriebene, sprode und schwarzlich verfarbte Frucht-
schale bleibt zurtck, die bei leichter Berihrung abplatzt. Bei Abkuh-
lung in flussigem Stickstoff bleibt die charakteristische Morphologie
des Pfefferkornes erhalten. Die Runzeln werden lediglich etwas
weicher, die Farbe der Kdrner veréndert sich nur gering. Dies ist in
Abbildung 4-31 zu sehen.

Abb. 4-31: Vergleich von in ruhender Luft und in flissigem Stickstoff
abgekuhlten Pfeffer (links: unbehandelter Pfeffer; Mitte: in
ruhender Luft abgekuUhlter Pfeffer; rechts: in flussigem
Stickstoff abgekuhlter Pfeffer). Die Behandlungszeit betragt
2 s, das verwendete Gas ist Stickstoff bei einer Temperatur
von 560 °C und einem Kaltgasvolumenstrom von 3 m3/h.

Die Pfefferkérner verandern bei der Behandlung auch die Farbe. Es
tritt eine Farbdnderung von dunkelbraun nach schwarz auf. Diese
Farbanderung wurde flr das gemahlene Produkt (vgl. Kap. 3.4.4) mit
einem Farbmeligerat (CONTRON) erfal3t. Als charakteristisch und mit
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dem Eindruck des menschlichen Auges korrellierend erwies sich die
visuelle Farbséattigung im Farbsystem Cyan-Magenta-Yellow-Black
(CMYK). Dieses Farbsystem beschreibt die zu verwendende Farbmenge
beim Vierfarbdruck. In Abbildung 4-32 ist der Verlauf der visuellen
Farbsattigung (CYMK) als Funktion der Behandlungszeit und der
Behandlungstemperatur dargestelit.
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Abb. 4-32: Verlauf der visuellen Farbsattigung im Farbsystem Cyan-
Magenta-Yellow-Black von gemahlenem Pfeffer als Funk-
tion der Behandlungszeit und der Behandlungstemperatur.

4.4.3.2 Gewichtsverlust bei der Heil3gasbehandlung

Aufgrund des Wassergehalts der schwarzen Pfefferkérner von 11 %
war ein Masseverlust bei der HeiRgasbehandlung zu erwarten. Abbil-
dung 4-33 zeigt die mittlere Kornmasse als Funktion der Behandlungs-
zeit. Die Gastemperatur betragt 500 °C, der Gasvolumenstrom 7,9 m3/h
(Kaltgasvolumenstrom 3 m3/h). Es wurde der Mittelwert aus 200
Kérnern bestimmt. FUr Kohlendioxid und Stickstoff als Heil3gase liegen
die Kurven eng beieinander. Die Abnahme der Kornmasse ist bei Erhit-
zung mit Luft deutlich gréRer. Ursache hierfur sind vermutlich
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chemische Reaktionen mit dem Sauerstoff der Luft, wie am Ende
dieses Unterkapitels erlautert wird. Bei langen Behandlungszeiten tritt
Abbrand ein. Die Kérner verlassen die Anlage gluhend. Der Massever-
lust ist bei allen untersuchten Gasen groRRer als der Wassergehalt. Dies
deutet darauf hin, dal neben Wasser auch andere flichtige Substan-
zen, z.B. atherische Ole, aus dem Korn verdampfen.
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Abb. 4-33: Abnahme der mittleren Kornmasse mit der Behandlungs-
zeit fur verschiedene HeiRgase (Gastemperatur: 500 °C,
Kaltgasvolumenstrom 3 m3/h).

4.4.3.3 Verlust an atherischen Olen

Der Geschmack eines Gewdurzes und dessen Intensitat wird u.a. durch
den Gehalt an atherischen Olen bestimmt. Erwartungsgemal nimmt
der Olgehalt bei der HeiBgasbehandlung ab. In den Abbildungen 4-34
bis 4-36 ist der Verlauf des Olgehaltes tiber der Behandlungszeit aufge-
tragen. Die Gastemperatur ist jeweils 500 °C, der Gasvolumenstrom 7,9
m3/h. Es sind der Olgehalt bezogen auf die Masse nach der Behand-
lung und der Olgehalt bezogen auf die Anfangsmasse dargestellt.



116

Olgehalt/ ml/100 g

Ergebnisse

1+
--0-- bezogen auf die Endmasse
i —e— bezogen auf die Ausgangsmasse
O 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
0 2 4 6 8 10

Zeit/ s

Kapitel 4

Abb. 4-34: Abnahme des Olgehaltes mit der Behandlungszeit bei Erhit-
zung mit Luft (Gastemperatur: 500 °C, Kaltgasvolumen-

Olgehalt / ml/100 g

strom 3 m3/h).
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Abb. 4-35: Abnahme des Olgehaltes mit der Behandlungszeit bei Erhit-
zung mit Kohlendioxid (Gastemperatur: 500 °C, Kaltgasvo-

lumenstrom 3 m3/h).



Kapitel 4 Ergebnisse 117

(@) -
o
o
o
= -
= ! -
<
)
(@)
'®) 1+ -
--0-- bezogen auf die Endmasse
- —e— bezogen auf die Ausgangsmasse .
0 1 | 1 | 1 | 1 | 1 |
0 2 4 6 8 10

Zeit/s
Abb. 4-36: Abnahme des Olgehaltes mit der Behandlungszeit bei Erhit-
zung mit Stickstoff (Gastemperatur: 500 °C, Kaltgasvolu-
menstrom 3 ms3/h).

Man erkennt wie auch beim Masseverlust, dall bei Verwendung von
Luft der Olverlust besonders groR ist. In Tabelle 4-6 sind die Ergebnisse
zusammengefallt und gegenubergestellt.

Tabelle 4-6: Ol- und Massenverlust bezogen auf die Anfangsmasse.

Luft Kohlendioxid Stickstoff

Verweil- Ol- |Massen-| OI- [Massen-| OI- |Massen-
zeit verlust| verlust | verlust| verlust |verlust| verlust

2'S 5 % 9 % 4 % 8 % 4 % 0,8 %

5Ss 11 % 18 % 18 % 20 % 14 % 12 %

10s 51 % 37 % 24 % 23 % 29 % 18 %
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Bei Behandlungszeiten bis 5s andert sich der Olgehalt bei den drei
Gasen bezogen auf die Ausgangsmasse nur wenig. Bezogen auf die
Masse nach der Behandlung nimmt der Olgehalt sogar zu. Dann setzt
bei Luft ein starker Abfall des Olgehaltes ein. Bei Kohlendioxid und
Stickstoff ist der Olverlust im gesamten untersuchten Bereich noch
tolerierbar.

Bei der Langzeitentkeimung mit Luft sind vermutlich auf’erdem
chemische Reaktionen zu berucksichtigen. Dafir kommen vor allem
Umsetzungen der atherischen Ole mit Sauerstoff aus der Luft zu
hydrophilen Substanzen wie Alkoholen, Ethern und Estern in Frage
(vgl. Kapitel 2.2.2.1) . Diese Reaktionsprodukte kénnen mit der verwen-
deten Methode der Wasserdampfdestillation nicht mehr als Olbestand-
teile nachgewiesen werden.

4.4.3.4 Sensorische Beurteilung des behandelten Pfeffers

Die sensorische Qualitat des Pfeffers wurde in einer Studie der Firma
DRAGOCO in Holzminden als zufriedenstellend eingestuft. Die senso-
rische Bewertung wurde extern durchgefuhrt, da nur eine Gruppe aus
geschulten Personen (Sensorikpanel) ein aussagekraftiges Ergebnis
liefern kann. Die Firma DRAGOCO, ein Aromahersteller, hat grolie
Erfahrung in der Bewertung von Geschmacksunterschieden. Es wurde
eine Geruchsprifung und eine Verkostung in verschiedenen Sof3en
durchgefuhrt. Dabei sollten die Testpersonen den sensorischen
Eindruck des behandelten Pfeffers beschreiben. Als Referenz diente der
unbehandelte Pfeffer, dessen sensorische Qualitat das Sensorikpanel
als gut einstuft. Von 18 Testpersonen eines geschulten Sensorikpanels
gaben sechs Personen dem behandelten Pfeffer den Vorzug vor dem
unbehandelten. Der behandelte Pfeffer ist scharfer als der unbehan-
delte, ein von einigen Testern wahrgenommener Beigeschmack und
Fremdgeruch sowie die dunklere Farbe fuhren zu der schlechteren
Gesamtbewertung des behandelten Pfeffers
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4.4.4  Industrielle Umsetzung des Verfahrens

Bei der industriellen Umsetzung ist zu berucksichtigen, dal3 die
Verweilzeitverteilung sehr eng sein muf3. Damit die erforderliche Abto-
tung erzielt werden kann, durfen die Koérner den Verfahrensraum
nicht vor Ablauf der notwendigen Erhitzungszeit verlassen. Um Quali-
tatsbeeintrachtigungen maoglichst gering zu halten, sollten so wenige
Korner wie moglich langer als notwendig im Verfahrensraum bleiben.
Aus diesem Grunde scheiden Falltirme oder Wirbelschichtapparate
aus. Ein Bandférderapparat mit einem Siebband, durch Stege auf dem
Band eine Zwangsforderung realisiert erscheint gut geeignet. FUr
einen einstufigen Prozel ist eine solche Anlage in Abb. 4-37 skizziert.
Eine zweistufige Behandlung 143t sich dadurch realisieren, dal} eine
weiteres Forderband mit Heiligaskanal und eine Zwischenkonditionie-

rung zwischen Abkihlbad und erster Heil3gasstufe installiert wird.

heiBes Gas Vorkonditio-

I
s

\‘ Abkuhlbad /

. (fliiss. Stickstoff) Forderband mit Stegen

Vermahlung

Abb. 4-37: Schema einer Produktionsanlage fur die HeiRgasbehand-
lung von Pfefferkérnern.
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5 Zusammenfassung

Viele Lebensmittel werden durch Erhitzen haltbar gemacht. Dabei
werden Enzyme inaktiviert und unerwinschte Mikroorganismen abge-
totet. Es werden aber auch wertgebende Inhaltsstoffe wie Vitamine und
Proteine abgebaut. Einige Bakterienarten sind in der Lage, Dauerfor-
men (Sporen) zu bilden. Diese Bakteriensporen werden im allgemeinen
erst bei hohen Temperaturen abgetdtet; zur Beurteilung der erreichten
Abtétung wird oft die Reduzierung der Zahl von Bacillus stearothermo-
philus Sporen herangezogen, da sie die héchste Hitzeresistenz aller in
Lebensmitteln vorkommenden Sporen besitzen.

Da die Temperaturabhangigkeit der Abtétungsgeschwindigkeit von
Mikroorganismen grof3er ist als die Temperaturabhéngigkeit der Reak-
tionsgeschwindigkeit der chemische Abbaureaktionen, ist es sinnvoll,
die Behandlung von Lebensmitteln bei hohen Temperaturen und
kurzen Zeiten durchzufuhren. Viele Lebensmittel wie Milch werden
deshalb im UHT-Bereich (ultra hohe Temperaturen) zwischen 130 °C
und 140 °C fur 20 s bis 2 s erhitzt. Um solche Anlagen zur Hitzebehand-
lung auslegen zu kdnnen, ist es notwendig, die Abhangigkeit der Abto-
tungsgeschwindigkeit von der Zusammensetzung des Produktes zu
kennen. Ebenso mulR die Inaktivierungskinetik, mit der der zeitliche
Verlauf der Abtétung beschrieben werden kann, bekannt sein. Fur den
Bereich extrem hoher Temperaturen (EHT) oberhalb 140 °C existierte
bisher keine zufriedenstellende Beschreibung der Abtdétungskinetik.

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit dem EinfluZ der chemi-
schen Zusammensetzung von Lebensmitteln auf die Abtétungsge-
schwindigkeit am Beispiel von in Saurelésungen suspendierten Bacil-
lus stearothermophilus Sporen. Es wurden Ascorbin-, Essig-, Milch-
und Zitronensaure ausgewahlt, die in der Lebensmittelindustrie als
Sauerungsmittel eingesetzt werden. Die gewahlten pH-Werte von 4 und
5 decken den Bereich der leicht sauren Lebensmittel ab, bei denen Uber-
lebende Bakteriensporen noch auskeimen und zu Verderb fuhren
kénnen.
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Zur Klarung der Inaktivierungskinetik wurden Versuche mit in
physiologischer Kochsalzlésung suspendierten Bacillus stearothermo-
philus Sporen durchgefihrt. In friheren Untersuchungen am Institut
far Lebensmittelverfahrenstechnik und in der Literatur wird zur
Beschreibung der Inaktivierungskinetik bakterieller Sporen das Akti-
vierungs-Inaktivierungs-Modell als geeignet dargestellt. Das Aktivie-
rungs-Inaktivierungs-Modell geht davon aus, dal3 die Sporen in einem
aktivierten und einem ruhenden Zustand vorliegen. Vor der Abtétung
mussen die Sporen aus dem ruhenden in den aktivierten Zustand Uber-
fuhrt werden. Dieser Vorgang kann sich bei sehr kurzen Behand-
lungszeiten in einer Zunahme der nachweisbaren, also vermehrungs-
fahigen Keime ausdricken. Eine am Institut fur Lebensmittelverfah-
renstechnik vorhandene Erhitzungsanlage wurde fir Versuche bei
sehr kurzen Verweilzeiten im EHT-Bereich optimiert. Im Rahmen
dieser Optimierung wurden die TotrAume der Anlage auf das tech-
nisch realisierbare Minimum reduziert und eine Regelung der
Suspensionstemperatur aufgebaut. Mit dieser Anlage koénnen bis
170 °C quasiisotherme Bedingungen realisiert werden. Das heil3t, die
Abtotung wahrend der Aufheiz- und Abkuhlphase ist so gering, dal3 sie
vernachlassigt werden kann (Es werden weniger als 21 % = 0,1
Zehnerpotenzen der anfangs vorhandenen Keime abgetOtet, dies ist
angesichts der wesentlich gréRBeren Steuungen bei der Keimzahlbe-
stimmung als systematischer Fehler noch vernachlassigbar). Die
klrzeste erreichbare Verweilzeit betragt 10 ms.

Bei gleichem pH-Wert ist der Einflul} unterschiedlicher Sauren auf die
Abtoétungsgeschwindigkeit nur unterhalb 120 °C feststellbar. Oberhalb
125 °C gibt es keinen Einfluf3 der verwendeten S&ure auf die Abtétungs-
geschwindigkeit. Sie hangt nur noch vom pH-Wert ab. Die Abtétungs-
geschwindigkeit wird durch die Geschwindigkeiten der thermischen
Abtétung und des chemischen Angriffs bestimmt. Unter 120 °C ist der
chemische Angriff schneller und somit geschwindigkeitsbestimmend.
Uber 125 °C ist die thermische Abtétung der geschwindigkeitsbestim-
mende Vorgang.

Fur in physiologischer Kochsalzlésung suspendierte Sporen wurde im
EHT-Bereich keine Aktivierung ruhender Sporen gefunden. Die
gemessenen Schulterkurven sind durch das neu eingefiihrte Agglome-
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rat-Modell erklarbar. Das Agglomerat-Modell bertcksichtigt die
GrolRenverteilung der in der Suspension enthaltenen Sporenagglome-
rate. Ein Sporenagglomerat wird bei mikrobiologischen Nachweisver-
fahren erst dann nicht mehr als keimbildende Einheit erfal3t, wenn
alle in ihm enthaltenen Sporen abgetétet sind. Sind Sporenagglomerate
in der Suspension vorhanden, verlauft die Abtotungskurve zunachst
waagerecht und ndhert sich dann asymptotisch der Steigung fir die
Abtotung einzelner Sporen. Betrachtet man z.B. eine Suspension, die
nur aus Agglomeraten mit 100 Sporen besteht, verlauft die Abtétungs-
kurve fur die Dauer von ca. 1,4 D-Werten (fur einzelne, frei suspen-
dierte Sporen) waagerecht, knickt dann ab. Der D-Wert D(v) (dezimale
Reduktionszeit) ist die Behandlungszeit, die erforderlich ist, um die
Mikroorganismenpopulation bei der Temperatur vum eine Zehnerpo-
tenz auf 10 % ihrer Anfangskeimzahl zu reduzieren. Die gleiche Abto-
tungsrate wird im Vergleich zu einzelnen, frei suspendierten Sporen
erst bei einer um 2 D-Werte langeren Behandlungszeit erreicht. Nach
ca. 3 D-Werten verlaufen die Abtotungskurven fur die Sporenagglome-
rate und die einzelnen, frei suspendierten Sporen parallel.

Fur die Abtétung der einzelnen Sporen gilt die bisher Ubliche Kinetik
erster Ordnung. Die in fruheren Untersuchungen gefundenen und aus
der Literatur bekannten positiven Uberlebensraten sind auf das
Aufbrechen von Sporenagglomeraten durch Scherbelastung zurtckzu-
fuhren. Berucksichtigt man die Agglomeratgrof3enverteilung vor und
nach dem Versuch, wird dieser Verlauf durch das Agglomerat-Modell
wiedergegeben.

Die Aktivierungsenergie fur die Abtdétung von Bacillus stearothermo-
philus Sporen in physiologischer Kochsalzlésung bei 9= 160 °C betragt
Ea = 186210 kJ/mol. Damit ist noch bei dieser Temperatur eine Quali-
tatsverbesserung beim Sterilisieren gegenuber einer Behandlung bei
tieferen Temperaturen moglich, da die Aktivierungsenergie bei chemi-
schen Reaktionen ca. Ea = 80-100 kJ/mol betragt.

Der dritte Teil der Arbeit beschaftigt sich mit der Ubertragung des
Prinzips der EHT-Behandlung auf stickige, oberflachlich verkeimte
Lebensmittel. Beispielhaft wurde das in Deutschland meistverwendete
Gewdlrz schwarzer Pfeffer untersucht. Dieses Gewdlrz stellt mit einer
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Keimbelastung von bis zu 5-107 keimbildenden Einheiten pro Gramm
(KBE/g) eine bedeutende Kontaminationsquelle bei der Herstellung von
Wurstwaren und Konserven dar.

Bei der Heillgasbehandlung oberflachlich verkeimter Lebensmittel am
Beispiel von schwarzem Pfeffer zeigte sich, dall das verwendete Erhit-
zungsgas keinen signifikanten Einfluld auf das Abtétungsergebnis hat.
Erwartungsgemal steigt die Abtdétungsrate bei hoherer Gastempera-
tur. Zu langen Behandlungszeiten wird der Abtdétungsverlauf flacher;
bei einer Verdoppelung der Behandlungszeit von 5 s auf 10 s wird der
Abtotungseffekt kaum gesteigert. Durch eine Behandlung mit Stickstoff
bei 560 °C fiur 2 Sekunden kann die Keimzahl unter 104 KBE/g gesenkt
werden. Damit wird das Kriterium keimarm erfullt.

Um den Einflull der natdrlichen Mischpopulation auszuschalten,
wurden Versuche mit monoseptisch kontaminierten Glaskugeln, die
als Modellpartikeln verwendet wurden, und Pfefferkdrnern, die vor der
Rekontamination durch Behandlung mit ionisierender Strahlung
sterilisiert wurden, durchgefuhrt. Alle bisherigen Befunde deuten
darauf hin, dal} das Protoplasma der Sporen durch die schnelle Trock-
nung in den Glaszustand Uberfahrt wird. Im Glaszustand verlauft die
Abtétung der Sporen sehr langsam. Werden die Kérner nach einer
Hitzebehandlung in einer Umgebung mit ca. 80 % relativer Feuchte
zwischenkonditioniert, geht das Protoplasma in den normalen Zustand
Uber, und die anfangliche Abtétungsgeschwindigkeit kann wieder
erreicht werden.

Neben der zweistufigen Behandlung besteht die Mdoglichkeit, die erziel-
bare Abtdétung zu erhdhen, wenn die Kdérner unmittelbar vor der
Behandlung mit einem Spruhnebel befeuchtet werden.

Das Gewicht der Pfefferkérner erniedrigt sich durch die Behandlung.
Es werden dabei Wasser und atherische Ole an das Heizgas abgegeben.
Der Verlust an atherischen Olen betragt 4% des Anfangsélgehalts bei
der oben erwdhnten Behandlung bei 560 °C fir 2 s. Dieser Verlust ist
im Vergleich zu anderen Hitzepasteurisationsverfahren aulierst
gering.



124 Zusammenfassung Kapitel 5

Das Aussehen des Produktes &ndert sich ebenfalls. Die braune
Farbung wird dunkler, nach langen Behandlungszeiten sind die
Koérner schwarz. Wird Luft als Erhitzungsgas verwendet, tritt regel-
recht Abbrand auf, die Kérner verlassen die Anlage gluhend. Bei der
empfohlenen Behandlung mit Stickstoff von 560 °C und einer Einwirk-
zeit von 2 s verandert sich die Farbe des gemahlenen Produkts jedoch
nur unwesentlich.

Die sensorische Qualitat des Pfeffers (Stickstoff, 560 °C fur 2 s) wurde in
einer Studie der Firma DRAGOCO in Holzminden als zufriedenstellend
eingestuft. Es wurde eine Geruchsprufung und eine Verkostung in
verschiedenen Solien durchgefuhrt. Von 18 Testpersonen eines
geschulten Sensorikpanels gaben sechs Personen dem behandelten
Pfeffer den Vorzug vor dem unbehandelten.

Das hier vorgestellte Verfahren zur Pasteurisierung von Pfeffer-
kérnern kann auf einfache Weise als Bandférderapparat in den indu-
striellen MalRstab Ubertragen werden.
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Anhang

Tabelle A-1: Aktivierungs- und Inaktivierungskonstanten mit Stan-

Anhang

dardabweichung nach dem A.-1.-Modell.

Temperatur / °C ka - s Ki-s
145 7244 85146
150 150+8 160+39
155 240+13 520+128
160 450425 10 000+2500

Tabelle A-2: Scheinbare D-Werte Dapp mit Standardabweichung.

Temperatur / °C Dapp / s
145 0,032+0,007
150 0,01520,003
155 0,0096+0,0018
160 0,0051+0,0011

Tabelle A-3: Aktivierungs- und Inaktivierungskonstanten mit Stan-
dardabweichung nach dem A.-1.-Modell bei Auswertung

nach
Fall 1.

Temperatur /°C Ka - S Ki-s
145 86+21 7215
150 160+25 150+7
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Grenzwertbetrachtung fur das Agglomerat-Modell

Die berechneten Kurven fir die Abtétung von Sporenagglomeraten
weisen einen linearen Ast auf, der annahernd parallel zu der Uberle-
benskurve frei suspendierter Sporen verlauft. Die Steigung dieses Astes
1aRt sich durch eine Grenzwertbetrachtung ermitteln. Der Verlauf der
Kurve wird durch

Ig(%o)z Ig[l—(l—e‘k't)i} (A-1)

beschrieben. Die Ableitung dieses Thermes nach der Zeit betragt

(1ot koKt

a(lg(%on= 1_(1_e—k-t)i (A-2)

Der Grenzwert dieses Ausdruckes ist flr t -> o nicht definiert. Er muf3
Uber den Satz, dald der Grenzwert eines Quotienten zweier Funktionen
deren Grenzwert Null ist gleich dem Quotienten der Grenzwerte ihrer
Ableitungen an dieser Stelle ist, berechnet werden (erste L"Hopital sche
Regel).

wenn lim f<t)

0 : f(t) . f’(t)
= lim -2 = lim —~ A-
. g(t) dann gilt i I (A-3)

t—=g(t) t-=g’(t)

wendet man dies auf den hier zu untersuchenden Ausdruck an, so
erhalt man

Jlgla_(jg(shgo)j
- ii - 1)(1_e—k.t)l—2 kz(e—k.t)Z ~ i(l—e_k't)i_lkze—k't

. (A-4)
t—oo i(l_e—k-t)"lke—k-t

der Ausdruck vereinfacht sich durch Kiirzen und Zusammenfassen zu
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i~ 1)k. k't _(1_a-kt
O

(A-5)

mit dem Grenzwert -Kk.

Abschéatzung des Warmeubergangs durch Strahlung

Die Anordnung Pfefferkorn im Reaktorraum kann als eine Zylinder in
Zylinder Anordnung angendhert werden [88]. Es ergibt sich dann fur
die Einstrahlzahl der Wert @12 = 0,07 [87]. Das Verhaltnis von strah-
lungsbedingtem zu konvektivem Warmeubergang betragt somit 0,23 %.
Selbst bei der maximal moglichen Einstrahlzahl von 1 betragt das
Verhaltnis nur 3,37 %. Der Warmeubergang durch Strahlung kann
also bei der Berechnung vernachlassigt werden. Die Zahlenwerte sind
in Tabelle A-4 gegenubergestellt.

Tabelle A-4: Einflull der Strahlung auf den Warmetbergang bei
verschiedenen Einstrahlzahlen ¢jo.

Q12 Orad / WIM2.K | okony / W/m2.K Olrad / Olkonv
0,07 0,68 287,88 0,23 %
0,1 0,97 287,88 0,34 %
0,5 4,85 287,88 1,68 %

1 9,71 287,88 3,37 %
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Berechnung des Temperaturverlaufes mit dem expliziten
Differenzenverfahren

Der Rechenweg ist ausfihrlich im VDI-WARMEATLAS [87] (Kap. EC
Instationare Wéarmeleitung in ruhenden Korpern) beschrieben,
deshalb wird hier nur die Diskretisierung der Warmeleitungsglei-
chung beschrieben.

Die Warmeleitungsgleichung lauet in dimensionsloser Form:

de _d% m do
dt dge? & dg

(A-5)
_ ) _ U -V
Mit der dimensionslosen Temperatur 0=——""""
V0 — Voo
a-t
der Fourier-Zahl 1=
R

. . i X
und dem dimensionslosen Radius & = R

Der Faktor m ist abhangig von der Art des Koordinatensystems. Fur
die hier verwendeten Kugelkoordinaten nimmt er den Wert m = 2 an.
Umgeformt in eine Differenzengleichung folgt:

o o B o5

AT
(a8)?

Mit Gleichung A-6 kann die Temperatur 6;j+1 x an jeder beliebigen Stelle
Ek zum Zeitpunkt tj+1 = Tj + Ataus der Temperatur dieser und der
beiden benachbarten Stellen i1 und &k+1 zum Zeitpunkt t; berechnet

+1-2

0i k (A-6)

werden. Auf diese Weise kann das Temperaturprofil als Funktion der
Zeit fur die gesamte Kugel berechnet werden. Die Aufteilung in
einzelne Schalen ist in Abbildung A-1 zu sehen.



Anhang 139

Als Randbedingungen ergeben sich:

Symmetrie: 0j o =0j 1

. . A
1I=0 ei’kN_,_l:ei’kN(l—BI?g)

1—BiA—§
>0 Oj ky+1=Oiky T A
1+BiA—é
2
2
@
2 5
s 5
10 1 2 ? /(;1 K l(['f K Igﬂ
l M TTT0 [\
Q&Q Tﬁw
0 s Mt 1
0 L i l 1 l L l 1 [ l
0 Ex 1 . g
~faz - P__l/BI .

Abb. A-1: Aufteilung eines Kdorpers in ky Schalen von der Dicke A zur
Durchfihrung des Differenzenverfahrens [87].

Das Verfahren ist stabil, wenn folgende Bedingung erfullt ist:

(A)* 2

Zur Berechnung wurden die Schrittweiten so gewahlt, da3 das Gleich-
heitszeichen gilt, somit fallt in Gleichung A-6 der letzte Term weg.
Nach jedem Zeitschritt wurden die Warmeubergangskoeffizienten neu
berechnet.

AT <1
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Abb. A-2: Berechneter Abtétungsverlauf unter Berucksichtigung der
von PFEIFFER [26] gefundene Abh&angigkeit der Hitzeresi-
stenz von der Wasseraktivitat. Es kommt wéhrend der
Trocknung zur Ausbildung eines kurzen Plateaus. Wenn
die Trocknung abgeschlossen ist, steigt die Abtotungsge-
schwindigkeit aufgrund der steigenden Temperatur wieder
stark an.
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