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Kurzfassung

In dieser Arbeit wurde das gleichzeitige Herstellen und Sterilisieren von Emulsionen
mittels Premix-Membranemulgieren am Beispiel parenteraler Emulsionen untersucht. Die
verwendeten Membranen hatten eine mittlere Porengréf3e von 0,2 um und 0,45 pm.

Die Ergebnisse zeigen, dass man mit einem zweistufigen Premix-Membranverfahren
sowohl sterile als auch hinreichend feine Emulsionen in einem Schritt herstellen kann.
Daher ist dieses Verfahren zur Produktion parenteraler Emulsionen geeignet, die steril
sein mussen und keine Tropfen grofRer als 3 um enthalten durfen.

Einleitung

Viele Emulsionen haben hohe Herstellungs- und Stabilitdtsanforderungen. Parenterale
Emulsionen mussen z.B. steril sein und durfen keine Partikel oder Tropfen mit einem
Durchmesser groRer als 3 pym nach ihrer Herstellung und nach der Lagerungszeit
enthalten, da groRere Tropfen zu Embolien fiihren kdnnen. Die Lagerungszeit ist in der
Regel zwei Jahre [1].

Parenterale Emulsionen werden direkt in das Blut von Patienten injiziert, wenn der Magen-
Darmtrakt umgangen werden muss. Diese Emulsionen dienen zur Ernahrung von
Patienten oder als Tragersysteme flr nicht und schlecht wasserlosliche Arzneimittel.
Normalerweise werden parenterale Emulsionen mittels Hochdruckhomogenisatoren
hergestellt. Sie werden durch Warmebehandlung kombiniert mit Filtration sterilisiert.
Ausnahmen bestehen fur wirkstoffhaltige Emulsionen, bei denen der Wirkstoff thermisch
empfindlich ist. Derartige Emulsionen enthalten Ublicherweise einen Dispersphasenanteil
von 10 %. Sie bendtigen spezielle Materialien fur die parenterale Anwendung, zum
Beispiel spezielles Lecithin als Emulgator und besonders gereinigtes Pflanzendl.

Im vorangegangenen Projektjahr wurden unter dem Titel ,Untersuchungen zur Herstellung
von Emulsionen mit Flachmembranen® systematische Untersuchungen zum Herstellen
von Emulsionen mit Flachmembranen nach der Premix-Methode nach Suzuki [2]
durchgefuhrt. Mittels Premix-Membranemulgieren kann man Emulsionen mit engeren
TropfengroRenverteilungen und geringeren spezifischen Energieeintragen als mit
konventionellen Emulgierprozessen herstellen. Im Vergleich zum klassischen
Membranemulgieren erhalt man einen héheren Flux. Bei diesem Verfahren wird eine
zuvor hergestellte Rohemulsion durch die Poren einer mikropordésen Flachmembran
gepresst. Polyamid-Membranen mit einer mittleren Porengrof3e von 0,8 um wurden fur die



friheren Untersuchungen zum Herstellen von Ol-in-Wasser (O/W)-Emulsionen mit einem
Dispersphasenanteil von 30 % eingesetzt.

Die Ergebnisse des ersten Projektjahrs zeigen, dass zur Herstellung einer stabilen
Emulsion mit enger Tropfengrof3enverteilung eine 2- bis 3-fache Rezirkulation gewanhlt
werden sollte. Der mittlere Tropfendurchmesser (Sauterdurchmesser) der feinen Emulsion
liegt nach 3-fachem Emulgieren bei ca. dem doppelten Porendurchmesser der Membran.
Einen nur geringen Einfluss auf den Tropfendurchmesser der Feinemulsion hat im
Vergleich zum Mehrfachemulgieren die Erhdhung der Druckdifferenz an der Membran im
Untersuchungsbereich von 3 bis 12 bar. Fir das Premix-Membranemulgier-Verfahren
waren entgegen Literaturangaben [2] keine speziellen Emulgatoren notwendig.

Im Berichtszeitraum wurde das Premix-Membranemulgieren als ein alternatives Verfahren
fur das gleichzeitige Herstellen und Sterilisieren von Emulsionen untersucht. Um eine
ausreichende Sterilfiltration erreichen zu koénnen, wurden Membranen mit mittleren
PorengréfRen von 0,2 ym und 0,45 um eingesetzt. Als Modellemulsionen dienten einfache
O/W-Emulsionen. Zur Beurteilung der Eignung des Verfahrens wurde Uberpruft, ob die
Emulsionen steril sind und ob sie keine Tropfen groRer als 3 um enthalten.

Versuchdurchfiihrung

FUr das Herstellen von parenteralen Emulsionen sind spezielle Pflanzendle sowie
spezielle Emulgatoren erforderlich [3]. Fur die hier gewahlten Modellemulsionen wurde als
Emulgator Soja-Lecithin S75 (Lipoid GmbH, Ludwigshafen) in einer Konzentration von 1,2
% eingesetzt. Das Lecithin wurde in der dligen Phase der Emulsion bei 60°C geldst. Als
Olige Phase wurde gereinigtes Sojadl 700 (Lipoid GmbH, Ludwigshafen) gewahlt. Der
Dispersphasenanteil wurde mit 10 % konstant gehalten. Die wassrige Phase bestand aus
bidestilliertem Wasser mit 2,2 % Glycerin. Alle Konzentrationen sind in Prozentanteilen
der Gesamtmasse angegeben. Die d6lige Phase wurde zunachst in die wassrige Phase
mit Hilfe eines Propellerrihrers (Umfangsgeschwindigkeit u = 1,5 m/s, Zeitdauer t = 3 min)
dispergiert und anschlieRend mit einem Rotor-Stator-System (Ultra-Turrax®, u = 8,5 m/s, t
= 7 min) behandelt. Die so hergestellte Premix-Emulsion wurde in den Behalter der Anlage
(vgl. Abb.3) eingebracht und durch Uberlagerung mit Druck-Stickstoff durch die Membran
gepresst. Es wurden Polyamid-Membranen (Whatman, Intl. Ltd., Maidstone, England) mit
zwei verschiedenen mittleren PorengrofRen (0,2 um und 0,45 um) eingesetzt. Der Prozess
kann durch Rezirkulation der Emulsion mehrmals wiederholt werden. Die transmembrane
Druckdifferenz wurde mit 12 bar fur alle Versuche konstant gehalten.

TropfengroRenverteilung

Fur die Analyse der TropfengroRenverteilung der O/W-Emulsionen wurden die Proben mit
demineralisiertem Wasser verdinnt und mittels des Weitwinkel-Laserlichtbeugungs-
spektrometers Coulter LS230 (Beckmann Coulter GmbH, Krefeld) mit PIDS-Technologie
(polarization intensity differential scattering) vermessen. Als Kennwerte der
TropfengréfRenverteilung wurden der Sauterdurchmesser x1, als mittlerer Tropfendurch-



messer und der maximale Tropfendurchmesser x3 g9 gewahlt; xs g9 ist die Tropfengrofie,
bei der die Summenvolumenverteilung 99 % betragt.

Untersuchung der physikalischen Stabilitat

Zur Untersuchung der Stabilitdt wurden die Emulsionen bei Raumtemperatur, bei 37°C
und 45°C gelagert. Es wurden Proben von jeder Emulsion wahrend der Lagerungszeit
genommen und ihre TropfengroRendichteverteilung ermittelt. Erfahrungsgemal reicht es
fur eine Aussage Uber die physikalische Stabilitat aus, wenn die Emulsion einen Monat
lang bei 45°C gelagert wird. Zeigt die Emulsion wahrend dieser Zeit keine Zeichen von
Phasentrennung und gibt es keine Veranderung der TropfengroRenverteilung, kann die
Emulsion als stabil angesehen werden.

Untersuchung der mikrobiologische Stabilitat

Mittels des Premix-Membranverfahrens werden Mikroorganismen ahnlich wie beim
Sterilfiltrieren abgetrennt. Die Gute dieser Trennung wird durch den Anteil der jeweils
abgetrennten Keime festgelegt. Als Keime wurden E. coli K12 (DSM 498) und
Micrococcus luteus (DSM 20030) eingesetzt.

E. coli K 12 wurde in LB(Luria-Bertoni)-Medium und Micrococcus luteus in Nutrient-
Medium bis zur stationaren Wachstumsphase kultiviert. Die Mikroorganismen wurden
zentrifugiert und in eine isotonische Salzldsung (,Ringerlésung®, Merck, Darmstadt)
resuspendiert. Die Mikroorganismen-Suspension wurde in die kontinuierliche Phase der
Emulsion eingegeben.

Die Keimzahlkonzentration lieR sich nach einer Variante des Oberflachen-
Spatelverfahrens [4] bestimmen. Hierzu wurden die Proben verdinnt, damit die
entsprechende Keimzahl auf der Platte erreichen werden konnte, und mittels des
Spiralplattensystems Eddy Jet (IUL Instruments GmbH, Konigswinter) auf Agar
ausplattiert. Von jeder Verdlinnungsstufe wurden zwei Platten eingesetzt. Als spezifisches
Medium fur Enterobakterien diente Endo-Agar (Sigma-Aldrich, Taufkirchen), als
spezifisches Medium fur E. coli K12 bzw. Microccus Luteus wurde Standard1-Agar
verwendet.

Fur die Messung der Grolenverteilung der Mikroorganismen wurde ebenfalls das
Weitwinkel-Laserlichtbeugungsspektrometer Coulter LS230 (Beckmann Coulter GmbH,
Krefeld) mit PIDS-Technologie (polarization intensity differential scattering) verwendet. Zur
Verdinnung der Proben diente Ringerlosung. Fur die Auswertung dieser Messungen ist
der Brechungsindex des untersuchten Materials erforderlich, der von Bateman et al., 1965
[5] Ubernommen wurde.

Ergebnisse

Herstellung von parenteralen Emulsionen mittels des Membranemulgier-Verfahrens




Zur Beginn dieser Arbeit wurden die zwei genannten Membranen mit unterschiedlichen
mittleren Porengroflen zur Herstellung von parenteralen Emulsionen eingesetzt. Beide
Membranen haben sich fur diese Anwendung als geeignet erwiesen. Die
Emulgierergebnisse waren gut reproduzierbar. Im Verlauf der Untersuchung mussten
neuen Membranen mit der Porengrof3e 0,2 um angeschafft werden. Aus bisher noch nicht
geklarten Grinden hatten diese Membranen andere Eigenschaften als diejenigen der
ersten Lieferung und erwiesen sich als ungeeignet, da die Emulsionen unmittelbar nach
der Herstellung brachen. Die Ursache fir dieses Verhalten wird derzeit geklart. Denkbar
ware eine veranderte Oberflachenladung oder eine andere Benetzung der neuen
Membranen gegenuber den friher benutzten.

Fur die weiteren Untersuchungen wurden zunachst nur Membranen mit einer mittleren
Porengrdlie von 0,45 um eingesetzt.

Abb.1 zeigt die Volumendichteverteilungen der Emulsionstropfen, die mit dieser Membran
mit mittlerer PorengroRe von 0,45 ym gewonnen wurde. Die Emulsion wurde dreifach
durch die Membran gepresst und nach jedem Lauf eine Probe zur
TropfengréRenbestimmung entnommen. Nach dem zweiten Membrandurchlauf sind die
Tropfen der Emulsion kleiner als 3 ym (Sauterdurchmesser x12 = 0,9 ym, maximaler
Tropfendurchmesser x3g9 = 2,4 pm); damit ist das hier geforderte Ziel erreicht. Es gibt
kaum Unterschiede zwischen den Volumendichteverteilungen nach dem 2. und 3. Lauf.
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Abb.1: Volumendichteverteilung einer O/W-Emulsion, hergestellt nach dem Premix-
Verfahren mit einer Membran der mittleren PorengréRe von 0,45 um, nach ein,
zwei und drei nacheinander ausgeflhrten Durchlaufen.

Die hier gezeigten Emulgierergebnisse stimmen grundsatzlich mit den Ergebnissen des
ersten Projektsjahrs Uberein, auch wenn bei den friheren Untersuchungen grobere



Membranen mit einer mittleren Porengrof3e von 0,8 pm verwendet wurden. In beiden
Fallen ist ein zweiter Durchlauf erforderlich. Dagegen liefert ein dritter Durchlauf keine
signifikante Verbesserung des Ergebnisses.

Physikalische Stabilitat der Emulsionen

In Abb.2 sind der Sauterdurchmesser x4, und der maximale Tropfendurchmesser X3 g9
einer Emulsion wahrend der Lagerungszeit bei drei verschiedenen Temperaturen
(Raumtemperatur, 37°C und 45°C) dargestellt.
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Abb.2: TropfengrofRen xi2 und X3g9 einer Emulsion, die mit dem Premix-Membran-
Verfahren (Membran-Porengrofde 0,45 pm) und zwei Durchlaufen hergestellt
wurde, im Abhangigkeit von der Lagerungszeit.

Die Volumendichteverteilung, der Sauterdurchmesser xi2 und der maximale
Tropfendurchmesser x3 99 der Emulsion bleiben wahrend der Lagerungszeit unverandert
sowohl bei Raumtemperatur als auch bei hoheren Temperaturen. Damit kann die
Emulsion als physikalisch stabil angesehen werden.

Sterilitat der Emulsionen

Da die Versuchergebnisse gezeigt haben, dass zwei Durchlaufe durch die Membran
genugen, um hinreichend feine Emulsionen herzustellen, wurde das Verfahren so
verandert, dass ein kontinuierlicher Betrieb grundsatzlich mdglich ist. Anstelle von zwei
Durchlaufen wurden zwei Module entsprechend Abb.3 in Serie geschaltet. Bei der jetzigen



Konfiguration war wegen einer noch fehlenden Druckregeleinheit kein kontinuierlicher
Betrieb moglich. Daher wurde der Schlauch fur Druck-Stickstoff zunachst mit dem ersten
Gefal® verbunden und die Emulsion bei 12 bar durch die Membran in das zweite Gefal}
gepresst. Danach wurde das zweite Gefal3 mit Druck beaufschlagt und die Emulsion
wieder bei 12 bar durch die zweite Membran gepresst.

Nach dem zweiten Membranmodul wurde die Emulsion durch einen Schlauch in einen
Erlenmeyerkolben geleitet. Das zweite Membranmodul ist durch einen Schlauch mit einem
Erlenmeyerkolben verbunden. Der in Abb. 3 gekennzeichnete Teil der Anlage, also das
zweite Membranmodul, Verbindungsschlauch und Erlenmeyerkolben, wurde vor jedem
Versuch autoklaviert. Dadurch soll eine unerwinschte Kontamination durch den nicht
sterilen Teil der Versuchsanlage moglichst verhindert werden.

Schlauch fir Druck-Stickstoff
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den Modulen
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Teil der Anlage

Abb. 3: Zweistufige Premix-Membrananlage. Bei der neuen Konfiguration wird die
Emulsion durch zwei Membranmodule geleitet. Der gekennzeichnete Teill
der Anlage wird vor jedem Versuch autoklaviert

GroRenverteilung der Mikroorganismen

Abb.4 zeigt die Volumendichteverteilungen der hier untersuchten Mikroorganismen. E. coli
K12 haben den Uber das Volumen der Keime gemittelten Durchmesser x43 = 0,7 ym,



wobei es sich um Bakterien mit Stabchenform handelt. M. Luteus zeigen eine etwas
breitere GroRenverteilung als E. coli K12. Ursache flr dieses Verhalten sind
kettenformigen Anlagerungen der kugelformigen Mikroorganismen M. [uteus, die im
untersuchten System schwieriger zu dispergieren sind als E. coli K12.
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Abb. 4: Volumendichteverteilungen der untersuchten Mikroorganismen im Durchmesser-
Bereich zwischen ca. 0,04 pm und 6 pm

Die Abtrennung der Keime durch die zwei Membranmodule wurde flir jeden
Mikroorganismus getrennt untersucht. Die Anfangskonzentration der Mikroorganismen
wurde zwischen 10° und 10" KBE/mL gewahlt.

Die Untersuchungen mit M. luteus zeigen, dass die Sterilfiltration grundsatzlich erfolgreich
ist, auch wenn die Anlage derzeit noch nicht vollstandig steril betrieben werden konnte. Da
Standard1-Agar benutzt wurde, konnten daher auch andere Arten von Keimen auf der
Agarplatte wachsen.

Derzeit wird die Anlage hinsichtlich einer steriler Arbeitsweise und eines kontinuierlichen
Betriebs modifiziert.

Da die Verunreinigungen mit Mikroorganismen experimentell erfasst werden konnten, sind
die Versuchergebnisse dennoch brauchbar. Dies bestatigen auch Experimente mit E. coli
K12, bei denen spezifische Agarplatten fur den Nachweis von Enterobakterien verwendet
wurden. In diesen Fallen war die Sterilfiltration von E. coli K12 perfekt. Verunreinigungen
durch Keime infolge einer nicht vollstandig sterilen Arbeitsweise waren auf den
Agarplatten nicht erkennbar.

Schlussfolgerung

Das Herstellen von parenteralen Emulsionen mittels Premix-Membranemulgieren wurde
mittels Membranen mit mittleren Porengro3en von 0,45 um erfolgreich realisiert. Die
Emulsion muss mindestens zweifach durch die Membran bei 12 bar gepresst werden, um



das gewunschte Ergebnis (max. Tropfendurchmesser xs,99 < 3 um) zu erhalten. Allerdings
ist der Sauterdurchmesser der Emulsion mit x4, = 0,9 um etwas groRer als bei Ublichen
parenteralen Emulsionen. Durch den Einsatz von Membranen mit feineren Poren lasst
sich dieser Mangel einfach beheben.

Die Emulsionen sind unabhangig von der Lagerungstemperatur (Raumtemperatur, 37°C
und 45°C) wahrend der untersuchten Lagerungszeit von 30 Tagen physikalisch stabil.
Beim zweistufigen Premix-Membranemulgieren findet gleichzeitig eine Sterilfiltration statt.
Die in die Voremulsion eingebrachten Mikroorganismen waren in der Feinenemulsion nicht
nachweisbar, wurden also vollstandig zurlickgehalten. Kontaminationen, die auf eine nicht
sterile Arbeitsweise zurlickzufuhren sind, sollen zuklnftig durch eine modifizierte Anlage
vermieden werden. Grundsatzlich ist damit das Premix-Membranemulgieren zur
Herstellung parenteralen Emulsionen geeignet. Da bisher aber nur Laborversuche
vorliegen, sind weitere Experimente nétig, um auch Fragen des Membranfouling und der
Prozessstabilitat wahrend langerer Laufzeiten klaren zu kénnen.
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