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1. Veréffentlichungen

Die Ergebnisse des Forschungsprojektes wurden bereits bzw. werden der
Offentlichkeit in folgender Art und Weise zugénglich gemacht:

Publikationen:

BECKMANN G; KROTH E; BOMBLIES L; LEIMBECK R; SONNENSCHEIN B (2002):
An investigation into the microflora of medicinical plants during growth and harvesting -
the plant-associated microflora of melissa, valerian and parsley include enterobacteria.
PharmEuropa (Manuskript eingereicht).

Deutscher Titel: Ein Beitrag zur Mikroflora von Arzneipflanzen wahrend Aufwuchs und
Ernte - Enterobakterien gehéren zur pflanzenassoziierten Mikroflora von Melisse,
Baldrian und Petersilie.

BECKMANN G; KORNER U (2002): Untersuchungen zur Mikroflora von Arzneipflanzen.
Tagungsbericht zum Arzneipflanzenworkshop der FAH 6./7. Marz 2002, Bonn (im Druck).

BECKMANN G; STEINHOFF B; KROTH E (2002): Bericht tiber den FAH-Workshop
,2Arzneipflanzen als nachwachsende Rohstoffe am 6./7. Marz 2002 in Bonn“.
Pharmazeutische Industrie (Manuskript eingereicht).

BECKMANN G; KROTH E; SONNENSCHEIN B (2002); Mentaler Kurzschluss:
Enterobakterien auf Arzneipflanzen. SwissPharma 9a/02 (In Vorbereitung)

Weitere Publikationen z.b. fur die Zeitschrift fir Arznei- und Gewirzpflanzen sind in
Planung.
Vortrage:

BECKMANN G (2002): Untersuchungen zur Mikroflora von Arzneipflanzen.
Arzneipflanzenworkshop der FAH 6./7. Méarz 2002, Bonn
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3. Zusammenfassung

Das Projekt ,Mikroflora von Arzneipflanzen“ sollte den Mangel an Daten Uber die
Mikroflora von ungetrockneten Arzneipflanzen beheben. An die Qualitat pflanzlicher
Drogen werden gerade hinsichtlich der Mikrobiologie in den Arzneiblichern hohe
Anforderungen gestellt. Die Datenlage bei nicht getrockneten Pflanzen ist durftig.

In dem Projekt wurden die mikrobiologischen Verhéltnisse der Pflanzen Melisse,
Petersilie und Baldrian sowohl im frischen als auch im getrockneten Zustand (Droge)
untersucht. Insgesamt wurden 237 Proben untersucht, die sich folgendermaRen auf die

Kulturpflanzen verteilten:

Melisse: 88
Petersilie: 105
Baldrian: 44

Von diesen konnten nur einzelne Baldrian-Proben die Anforderungen der Europaischen
Pharmakopde fur Fertigarzneimittel der Kategorie 3B erfllen, die fur Zubereitungen zur
oralen Anwendung gilt, die Rohmaterialien natirlicher Herkunft enthalten. Bei allen
anderen Proben wurden die geforderten Grenzwerte fur mindestens einen, meistens

mehrere Parameter Uberschritten.
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Die Anforderungen fur pflanzliche Arzneimittel, denen vor der Anwendung siedendes
Wasser zugesetzt wird (Kat. 4A), wurden hingegen von der Mehrheit der Proben erfullt.
Alle Baldrian-Proben entsprechen den Anforderungen. Die Melisse-Proben (iberstiegen in
Einzelfallen den gegebenen Grenzwert von 10° KBE/g fur den Parameter 'Hefen und
Schimmelpilze', erfullten jedoch die Anforderung an die Gesamtkeimzahl von max. 107
KBE/g. Ahnlich verhielt es sich bei der Petersilie: auch hier stellten sich die Hefen und
Schimmelpilze als die begrenzenden Faktoren heraus. Von den getrockneten Petersilie-

Proben entsprechen alle den Anforderungen der Kategorie 4A.

Ein besonderes Augenmerk im Zuge der Untersuchungen galt den Enterobakterien (ohne
Salmonellen und Yersinia spp), die gelegentlich als hygienisch relevant bzw. als
Indikator flr fakale Verunreinigungen angesehen werden. Die Ergebnisse zeigen deutlich,
dass diese Annahme schlichtweg falsch ist, wurden doch die beprobten Flachen bereits
seit Jahren nicht mehr mit organischen Materialien gedingt und trotzdem
Enterobacteriaceae in groRer Zahl nachgewiesen.

Salmonellen und Pseudomonas aeruginosa konnten in keinem Fall per
Anreicherungsverfahren nachgewiesen werden, Staphylococcus aureus in jeweils einer

Feldprobe von Baldrian und Melisse.

Escherichia coli wurde 48 mal von allen drei untersuchten Pflanzen isoliert, davon
konnten zwei als E. coli Serovar O 107 typisiert werden. Letztere sind als potentiell

pathogen anzusehen.

Signifikante Unterschiede in den mikrobiologischen Ergebnissen zwischen den beiden
Vegatationsperioden und den untersuchten Pflanzenarten konnten nicht beobachtet

werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Studie machen  deutlich, dass
Limitiiberschreitungen bei Arzneipflanzen keinesfalls primar auf unsaubere
Erntetechniken oder Fehler bei Trocknung und Lagerung zuriickzufiihren sind.
Vielmehr zeigen die vegetationsbegleitenden Untersuchungen an verschiedenen

Standorten, dass die Mehrzahl der nachgewiesenen Keime der quasi natiirlichen
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pflanzenassoziierten Mikroflora zuzuordnen sind. Eine Revision der Anforderungen
fiir pflanzliche Arzneimittel sollte diesen Fakten Rechnung tragen. Dafiir werden
Vorschldge unterbreitet und sollen an die entsprechenden Gremien z.B. der

Deutschen und Europdischen Arzneibuchkommissionen herangetragen werden.

Es wird erwartet, dass sich die wissenschaftlichen Gremien diesen
Untersuchungsergebnissen zugéanglich zeigen. Damit kann der heimische
Arzneipflanzen-Anbau eine Stdrkung erfahren, weil er weniger auf teure und
qualititsmindernde  Entkeimungsverfahren angewiesen sein wird. Der
gesundheitliche Verbraucherschutz wird durch den hier vorgelegten

Anderungsvorschlag in keiner Weise beeintrichtigt.

4. Einfiihrung

Pflanzliche Drogen zeigen bei der mikrobiologischen Qualitatskontrolle haufig eine hohe
Keimbelastung (LEIMBECK 1987, BECKMANN et al. 1997, KOLB 1999, GRAF et al.
2002). Diese ist auf den Eintrag von Mikroorganismen wahrend des Aufwuchses z.B. Uber
witterungsbedingte Kontaminationen (BOVALLIUS et al. 1978), der Ernte und der
Nachbehandlung zurickzufthren und gibt vielfach Anlass zu Beanstandungen, wenn die
Drogen als Rohstoffe zur Arzneimittelherstellung dienen. So zeigte LEIMBECK 1987,
dass nur 8,7% der untersuchten Teedrogen den damaligen F.I.P.-Richtlinien entsprachen.

Haufig wird der mikrobiologische Status auch auf Nachernte- und anthropogene Faktoren
zurlickgefuhrt (FRANK 1989). Uber die Besiedlung von Arznei-Pflanzen wéhrend der
Vegetationsperiode gibt es kaum Publikationen (SCHNEIDER 1987). Uberhaupt ist die
Datenlage zum mikrobiellen Status von Pflanzen vergleichsweise rar (FRIEDRICH u.
SCHNEIDER 1973, WEEB et al. 1978, GEESON 1979, HARTLING 1983, ABDELNOOR
et al. 1984, HARTLING 1987, ALONZO et al. 1994, KOLB 1999, BECKMANN et al.
1996).

Es sollte im Rahmen eines Forschungsprojektes untersucht werden, wie die natlrliche
Mikroflora von verschiedenen frischen Arzneipflanzen Uber zwei Vegetationsperioden
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hinweg beschaffen ist. Dabei standen die in der Pharm. Eur. geregelten Keimgruppen im
Vordergrund. Besonders beriicksichtigt wurde die Familie der Enterobacteriaceae, weil
diese immer wieder bei Grenzwertiberschreitungen im Vordergrund steht.

5. Material und Methoden

Jeweils zwei konventionelle Anbauflachen fiir Melisse, Petersilie und Baldrian wurden
uber zwei Jahre hinweg (2000/2001) unter sterilen Kautelen beprobt (Blatt bei Melisse
und Petersilie, die Wurzel bei Baldrian). Die Flachen liegen in Bayern und Hessen und
wurden mindestens seit 1998 nicht mehr organisch gediingt. Die Flachen befanden sich
nicht in unmittelbarer N&he von Dungrotten, Klaranlagen, Rastplatzen und stark
befahrenen StraRen. Pro Feld wurden pro Zeitpunkt zwei Proben (Randbereich und
Zentrum) gezogen. In der Aufwuchsphase konnten Petersilie und Melisse bis zu drej Mal
in ungefahr monatlichem Abstand beprobt werden, Baldrian nur einmal kurz vor der Ernte
(s. Abb. 1). Zu Vergleichszwecken wurde geerntetes Material vor und nach der Trocknung
untersucht. Der Probentransport erfolgte am gleichen Tag mit Kihlboxen (10°C +/- 2°C)
ins Labor mit sofortiger Verbringung in Kiihlschréanke (2-8°C). Der Probenansatz wurde

am darauffolgenden Tag durchgefiihrt.

Abb. 1: Probeentnahmezeitpunkte, schematisch am Beispiel Petersilie (Zahlen beispielhaft)

- Abschlussbericht Forschungsprojekt ,Mikroflora von Arzneipflanzen® /Seite 7 von 32 -



Die Anbauer wendeten unterschiedliche Trocknungsverfahren an:

Melisse: Anbauer A: Hordentrockner 42 °C
Anbauer B: Bandtrockner 42 °C

Petersilie:  Anbauer A: Bandtrockner 40-104 °C

Baldrian: Anbauer A: Hordentrockner 42 °C
Anbauer B: begehbarer Hordentrockner 42 °C

Beim Baldrian wurde der grof3technische Waschvorgang (MARQUARD u. KROTH 2001)
im Labor imitiert: Waschen in Trinkwasser, bis das ablaufende Spulwasser optisch klar
war. Die Pflanzenproben wurde unzerkleinert in Stomacherbeutel gegeben und nach
Beflllung mit Pufferldésung mit dem Stomacher jeweils 2 Minuten behandelt. Die
Weiterverarbeitung der Proben erfolgte nach 10 bis max. 15 Minuten Standzeit.

Die nach den Vorgaben der Pharm. Eur. 2.6.12 durchgefthrten mikrobiologischen
Untersuchungen umfassten folgende Parameter:

+ aerob mesophile Bakterien (AMB)

+ Hefen und Schimmelpilze

« Enterobacteriaceae (quantitativ und semiquantitativ)

+ Escherichia coli (qualitativ und semiquantitativ)

« Salmonellen

+ Staphylococcus aureus

+ Pseudomonas aeruginosa

Probenzahlen: Melisse: 88
Petersilie: 105
Baldrian: 44

Alle Enterobacteriaceae-Isolate wurden konventionell biochemisch unter Verwendung des
API-/ATB-Systems (Fa. BioMerieux, Nurtingen) differenziert.

- Abschlussbericht Forschungsprojekt ,Mikroflora von Arzneipflanzen® /Seite 8 von 32 -



6. Ergebnisse

Da die Verteilung der Keimzahlen in einigen Fallen nicht einer Normalverteilung
entsprachen, wurde aus statistischen Griinden mit dem Median gearbeitet.

Melisse

Zwar zeigt sich im Jahre 2001 (n=32), dass die minimal nachgewiesenen Keimzahlen der
Parameter aerob mesophile Bakterien (AMB), Hefen, Schimmelpilze und
Enterobacteriaceae bis zu 1,5 Zehnerpotenzen unterhalb derer des Jahres 2000 (n=28)
liegen, der Vergleich der Medianwerte birgt jedoch ebenso wie der der Maximalwerte
keine nennenswerten Differenzen (s. Tab. 1).

Die Medianwerte aller quantitativ bestimmten Parameter liegen mindestens 2
Zehnerpotenzen Uber den Grenzwerten der Ph. Eur. Kat. 3B, die Bedingungen der Kat.
4A werden allerdings von den meisten Proben erftllt. Hier sind die Werte fur Hefen und
Schimmel der begrenzende Faktor. Die Anforderungen der Kategorie 4B wird von vielen
Proben nicht erfullt.

Tab. 1: Melissa officinalis L.;

Untersuchung der auf dem Feld gezogenen Proben
Angaben in KBE / g

2000 (n=28) 2001 (n=32)
Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 1,5 x10° 7.4 x107 1,4 x 107 6,8 x 10* 48x107 5,5 x 10°

Hefen 3,0x 102 1,3 x 10° 9,5 x10* <100 15510 8,0 x 101
Schimmelpilze 1,0 40* 4.4 x10° 2,3 x10° 1,9x10° 2,8 x10° 3,8 x10°
Enterobacteriaceae <100 1:5:%108 3,5x10* <100 1,4 x 108 1,8 x 10*

Die Untersuchungen der Proben vor der Trocknung fihrte zu &hnlichen Ergebnissen
(Tab. 2). Auch hier wurden Keimzahlen (AMK) um 10¢ / 107 festgestellt, und auch hier
bewegen sich die Keimzahlen fur Hefen und Schimmel dicht an bzw. Uber den erwahnten
Grenzwerten. Wie bei den auf dem Feld gezogenen Proben wurden Enterobakterien in
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einer sehr groRen Schwankungsbreite zwischen < 100 und 10° bzw. 10* KBE / g
nachgewiesen, der Median lag im Jahre 2001 mit 10° KBE / g eine gute Zehnerpotenz
unter dem von 2000. Allerdings war die Probenzahl relativ gering.

Tab. 2: Melissa officinalis L.;

Untersuchung vor Trocknung gezogener Proben
Angaben in KBE / g

2000 (n=6) 2001 (n=8)

Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 7,5 x 10° 2,3x107 1,7 x 107 1,3 x10° 2,9 x107 6,2 x 10°
Hefen 3,0x10* 2,3 x10° 7,0x10¢ 59x10° 1,1 x 108 5 7x10°
Schimmelpilze 50x10° 3,2 x10° 1,2x10° 2,1 x10* 3,8x10° 1,1 x 10°
Enterobacteriaceae <100 3,6 x10° 8,5x10* <100 2.5:x 10° 1,6 x10°

Proben nach der Trocknung (Tab. 3) enthielten stets Keimzahlen >100 KBE/g. Bei den
Enterobakterien lagen die Minimalwerte in beiden Jahren bei 10°, die Maximalwerte bei
10°. Die Gesamtkeimzahlen lagen auch bei diesen Proben, die nun, da sie als Droge
(getrocknete Arzneipflanze /-teile) bezeichnet werden kénnen, mit 107 KBE / g um drei
Zehnerpotenzen uUber den Anforderungen der Ph. Eur. (Kategorie 3B), lediglich die
Grenzwerte der weniger strengen Kategorie 4A wurden mit diesen Werten eingehalten.
Gleiches gilt fur die Hefen und Schimmelpilze, die addiert Werte von 10° bzw. 10° KBE / g
(im Jahre 2001) erreichten. Mit 10°
vergleichsweise niedrigen Anforderungen der Kategorie 4A.

KBE / g liegen diese Parameter sogar Uber den

Tab. 3: Melissa officinalis L.;

Untersuchung nach Trocknung gezogener Proben
Angaben in KBE / g

2000 (n=6) - Hordentrockner 2001 (n=8) - Bandtrockner

Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 7,9 x 10° 41 x107 2,0 x 107 8,0 x 10° 2,8 x107 1,7 x 107
Hefen <10% 9,5x 10° 6,0 x 10* 9,5x 10* 7.6 x10° 2,9 x10°
Schimmelpilze 9,0 x10? 1,5x 108 1,6 x 10° 57 x10° 9,5 x 10° 7,6 x10°
Enterobacteriaceae | 5,9 x10° 1,4 x10° 2,3 x10° 2,3x10° 1,2 x 108 2,8 x 104

* niedrigere Verdinnungsstufen waren nicht auswertbar
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Der Leitkeim Escherichia coli wurde in einzelnen Proben nachgewiesen, wie aus Tabelle
4 ersichtlich. Der Nachweis wurde sowohl in der Anreicherung als auch im MPN-
Verfahren gefuhrt, wobei nur zwei Proben im Jahre 2000 'vor Trocknung' in beiden
Verfahren positiv waren. Im MPN-Verfahren wurde die Keimzahl innerhalb der Grenzen
>100 <1000 KBE / g nicht Uberschritten.

Tab. 4. Melissa officinalis L.;
Nachweise von E. coli.

Klammerwerte: Probenzahl (n)

' VOR NACH
Feld Trocknung Trocknung Gesamt
2000 3 (28) 3 (6) 1(6) 7 (40)
2001 5 (32) 1(8) 2 (8) 8 (48)
Petersilie

Petersilie wurde in beiden Beprobungsjahren bei dem gleichen Anbauer gewonnen. Die
Ergebnisse der Feldproben (Tab. 5) sind mit denen der Melisse vergleichbar: Auch hier
wurden in beiden Beprobungsjahren Keimzahlen (AMB) von bis zu 10’ KBE / g ermittelt,
wobei die Medianwerte um eine bzw. zwei (2001) Zehnerpotenzen darunter lagen. Bei
den weiteren bestimmten Parametern sind die jeweilig ermittelten Medianwerte aus
beiden Jahren nahezu identisch und liegen sowohl bei den Hefen und Schimmelpilzen als
auch bei den Enterobakterien im Bereich von 10* KBE / g.

Tab. 5: Petroselinum crispum Hill;
Untersuchung der auf dem Feld gezogenen Proben
Angaben in KBE / g

2000 (n=31) 2001 (n=28)

Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 9,2 x10° 1,3 x107 2,2x10° 2,0x10* 1,1 x107 4,6 x10°
Hefen < 10** 1.3 1.08 50x10* 3,8x10° 5,7 %105 5.5:%:10*
Schimmelpilze 2,0 x 10? 1,3 x 108 5,0x10* 3,8x10° 7,6 x10° 3,0x10°
Enterobacteriaceae <100 1,3:%:108 6,0 x 10* 7,0x10° 4,0x10° 7,5 x10*

* niedrigere Verdiinnungsstufen waren nicht auswertbar
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Die Ergebnisse der Untersuchung des geschnittenen Erntegutes vor der Trocknung
(Tab. 6) erbrachte im Wesentlichen keine Abweichungen von den zuvor besprochenen
Werten. Wahrend die Keimzahlen (AMB) mit denen von Melisse vergleichbar sind bzw.
mit Werten um 10° KBE / g (2001) leicht darunter lagen, waren Enterobakterien hier bei
der Petersilie in héherer Zahl nachweisbar: Im Jahre 2000 um eine, 2001 gar um zwei

Zehnerpotenzen.

Tab. 6: Petroselinum crispum Hill;
Untersuchung vor Trocknung gezogener Proben
Angaben in KBE / g

| 2000 (n=10) 2001 (n=12)

Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 2,8 x 10° 1,7 x 10° 1,7 %107 3,8x10* 1,0 x 107 7,6 x10°
Hefen 2,6 x10* 7,6 x10° 1,3 x10° 1,3.x 104 1,1 x 106 5,3 x 10
Schimmelpilze 34x10° 5,0 x10° 2,0 x10* 3,8x10° 5,7 x 10° 8,6 x10°
Enterobacteriaceae 122107 9,3 x 108 6,2 x 10° 9,5x10? 2,7 x10° 1,7 x 10°

Nach der Trocknung untersuchte Petersilie (Tab. 7) unterschied sich hingegen deutlich
von den vergleichbaren Melisse-Proben. Besonders Hefen waren in deutlich geringerer
Zahl nachzuweisen; in beiden Erntejahren lagen diese Werte um zwei Zehnerpotenzen
darunter. Bei der Keimzahl aerob mesophiler Bakterien sowie den Schimmelpilzen waren
es jeweils mindestens eine Zehnerpotenz, mit Medianen von 10° KBE / g (GKZ) und 10*
bzw. 10° KBE / g (Schimmelpilze, 2000 und 2001). Die Keimzahlen an Enterobakterien
unterschieden sich hingegen mit Medianwerten von 10° und 10 KBE / g nicht von den

Melisse-Ergebnissen.

Tab. 7: Petroselinum crispum Hill,
Untersuchung nach Trocknung gezogener Proben
Angabenin KBE /g

2000 (n=12) - Bandtrockner 2001 (n=12) - Bandtrockner

Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 4,5 x 10* 2,4 x107 31 %10 7,6 x 10* 1,3 x 107 1,6 x 10°
Hefen <100 5,7 x10° 1,5 x 102 4,0 x 102 1,9x 108 6,7 x10°
Schimmelpilze 1,0 x 10? 1,8 x 10° 2:5x"10¢ 2,0x10? 1,9 x10° 3,8x10°
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2000 (n=12) - Bandtrockner
23x10° | 1,4x10° | 25x10°

2001 (n=12) - Bandtrockner
1,0x102 | 31x10° | 20x10° |

Enterobacteriaceae

E. coli wurde in insgesamt 28 Proben nachgewiesen (Tab. 8). Dabei Uberstiegen die
Keimzahlen im Regelfall den Bereich >10 <100 KBE / g nicht. In 6 Fallen (2000: 4; 2001:
2) jedoch fielen Proben 'vor Trocknung' durch hohe Keimzahlen >5000 KBE / g auf. Nach

der Trocknung konnte E. coli nur im Anreicherungsverfahren nachgewiesen werden.

Tab. 8: Petroselinum crispum Hill; Nachweis von E. coli
Klammerwerte: Probenzahl (n)

VOR NACH
Feld Trocknung Trocknung Gesamt
2000 7 (31) 6 (10) 1(12) 14 (53)
2001 3 (28) 8 (12) 3(12) 14 (52)
Baldrian

Feldproben von Baldrianwurzel (Tab. 9) erbrachten besonders im Jahre 2001 sehr
niedrige Minimal-Keimzahlen bei allen untersuchten Parametern: bei Hefen,
Schimmelpilzen und Enterobakterien sogar jeweils unter der Nachweisgrenze von 100
KBE / g. Im Jahre 2000 glichen die Mediane jedoch denen der zwei anderen untersuchten
Kulturpflanzen. Keimzahlen (AMB) von 107 KBE / g, Hefen bei 10° KBE / g, Schimmelpilze
bei 10 KBE / g und Enterobakterien in einer Anzahl von 10* KBE / g wurden
nachgewiesen. 2001 wurden weniger Hefen isoliert, bei mehr als der Halfte der Proben
wurde hier die Nachweisgrenze unterschritten. Die Keimzahlen (AMB) zeigten einen
Medianwert von 10° KBE / g, Schimmelpilze und Enterobakterien wurden in Keimzahlen

von 10% bzw. 10° KBE / g nachgewiesen.
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Tab. 9: Valeriana officinalis L.;

Untersuchung auf dem Feld gezogener Proben
Angaben in KBE / g

2000 (n=16) 2001 (n=12)

Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 1,9 x 10° 51x107 1,3 x 107 1,5x10° 1,3 x107 2,7 x10°8
Hefen 4,0x10?% S0 8,8 x10° <100 1,9 x10° <100
Schimmelpilze 2,4 x 10° 1,9 x 10° 4,5 x 10 <100 57 x10° 2,0x10°
Enterobacteriaceae <100 2,7 x10° 24 x10* <100 23x10° 4,5x10°

Die Baldrian-Proben mit der Bezeichnung 'vor der Trocknung' waren bereits durch die
Anbauer gewaschen und wurden somit im Labor nicht einem weiteren WaschprozeR
unterworfen. Die Ergebnisse &hneln jedoch weitgehend denen, die bei den auf dem Feld
gezogenen Proben ermittelt wurden. So lagen auch hier die Keimzahlen (AMB) im
Bereich von 10° KBE / g, die Hefen und Schimmelpilze wurden mit Werten von zusammen
10 bzw. 10° KBE / g nachgewiesen, wobei die Verteilung auf beide Parameter in den
beiden Jahren etwas unterschiedlich war (Tab. 10). Bis auf einen Minimalwert von < 100
im Jahre 2000 fiel die Verteilung der Enterobakterien recht gleichférmig um Werte von 10*
KBE / g aus.

Tab. 10: Valeriana officinalis L.;
Untersuchung vor der Trocknung gezogener Proben
Angaben in KBE / g

2000 (n=4) 2001 (n=4)

Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 3,4 x 10° 2,4 x107 9,5 x 10° 2,5x10° 6,6 x 10° 4,5 x10°
Hefen 1,0 x 10? 8,0 x 10? 2.5:%10? 2,0x10% 2,0x10* 1.2.%10°
Schimmelpilze 1,2 x 104 40x10* 2,0x10* 3,0x10? 9,5x10° 3,6 x10°
Enterobacteriaceae <100 9,5 x10° 1,6 x 10 1,0 x 10* 3,8 x10¢ 29x10%

Getrocknete Baldrian-Proben fielen besonders wegen

Jahre 2001 auf (Tab. 11).

niedriger Hefekeimzahlen im
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Tab. 11: Valeriana officinalis L.;

Untersuchung nach Trocknung gezogener Proben
Angaben in KBE / g

2000 (n=4) | 2001 (n=4)

Minimum | Maximum | Median | Minimum | Maximum | Median
Aerob meso. (AMB) | 1,1 x 10° 2,6 x 10° 2,0 x10° 2,1 x 10 7.4 x10* 3,4 x10°
Hefen 1. 7:10° 1,6 x 10° 51x10* <100 <100 <100
Schimmelpilze 2,0x10* 1,3 x 108 4,5 x 10* <100 7,6 x10° 3,8x10°
Enterobacteriaceae <100 2,0x10* 9,5 x 10° <100 2,0x10* 1,2:10*

Beim Baldrian wurden die wenigsten E. coli-Isolate nachgewiesen. Bei den Feld-Proben

waren zwei in der Anreicherung positiv, die dritte wies im MPN-Verfahren eine Keimzahl
im Bereich >100 <1000 auf.

Tab. 12: Valeriana officinalis L.;

E. coli - Nachweise

Klammerwerte: Probenzahl (n)

VOR NACH
Feld Trocknung Trocknung Gesamt
2000 1(16) 0 (4) 1(4) 2 (24)
2001 2(12) 0 (4) 0 (4) 2 (20)

Einfluss der Trocknung auf die Keimzahl

Um einen Vergleich der Proben vor und nach der Trocknung zu erméglichen, wurde die
Trockensubstanz bestimmt. Die im Text sowie in den Grafiken genannten Werte sind
Medianwerte.

Melisse

Die Melisse wurde in den zwei Projektjahren bei verschiedenen Anbauern gewonnen, die
mit unterschiedlichen Trocknungsverfahren arbeiteten. 2000 (Anbauer A) wurde die Ware
in einem Hordentrockner getrocknet, im Jahre 2001 wurde von Anbauer B ein

Bandtrockner eingesetzt. Die einwirkenden Temperaturen unterscheiden sich in beiden
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Trocknungsverfahren nicht voneinander, jedoch ist die Droge bei Einsatz des
Bandtrocknerverfahrens bereits nach ca. 7,5 h getrocknet, wohingegen die
Hordentrocknung > 12 h in Anspruch nimmt.

Die Ergebnisse beider Jahre unterscheiden sich nicht wesentlich voneinander; die
Keimzahlen sinken bei den untersuchten Parametern im Jahre 2000 um maximal eine
halbe Zehnerpotenz, sodass im mikrobiologischen Sinne nicht von einer signifikanten
Reduktion der Keimzahlen gesprochen werden kann (Abb. 2). Ahnliches gilt fur das Jahr
2001: Hier sind in der Abbildung 3 bei den Parametern Schimmelpilze und
Enterobacteriaceae geringfligige Erhéhungen der Keimzahlen zu erkennen. Dabei
handelt es sich um mikrobiologisch irrelevante GréRenordnungen von weniger als 0,5
Zehnerpotenzen. Die Werte der Parameter AMB sowie Hefen zeigen wie im Jahre 2000

ebenso geringe Erniedrigungen der Keimzahlen von < 1 Zehnerpotenz.

Anmerkung: In den folgenden Abbildungen bitte die Abkiirzung ,GKZ*
(Gesamtkeimzahl) durch den mikrobiologisch préziseren Begriff ,,Aerob mesophile
Keimzahl“ (AMB) ersetzen.

Melisse 2000 Melisse 2001
Einflug der Trocknung auf die Keimzahl (Anbauer A) EinfluB der Trocknung auf die Keimzahl (Anbauer B)

1,00E+08 . 1,00E+08

1,00E+07 1,00E+07

1,00E+06 1,00E+06 fii
8
1,00E+05 £ 1,00€405

1,00E+04 4 1,00E+04

KBE/gTs
KBE/gTs

1,00E+03 1,00E+03

1,00E+02 1,00E+02

1,00E+01 100E+01 i

1,00E+00 1.00E%00

Edvor Trocknung BEvor Trocknung
E nach Trocknung B nach Trocknung
Abb. 2: Melisse 2000 Abb. 3: Melisse 2001
Einfluss der Trocknung auf die Keimzahl Einfluss der Trocknung auf die Keimzahl
(Medianwerte, Angaben in KBE/g (Medianwerte, Angaben in KBE/g
Trockensubstanz) Trockensubstanz)
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Petersilie

Die Petersilie-Proben wurden in beiden Jahren beim gleichen Anbauer gezogen. Die

Trocknung erfolgte hier in einem Bandtrockner bei Temperaturen von 104 - 40 °C Uber

ca. 2 h. Die héheren Trocknungstemperaturen im Vergleich zur Melisse-Trocknung

spiegeln sich deutlich in den Ergebnissen wider. Besonders die Hefen reagierten deutlich

auf den Trocknungsvorgang: In beiden Jahren ist hier eine Reduktion der Hefen um bis

zu 2 Zehnerpotenzen zu verzeichnen. Auch die AMB sowie Enterobakterien zeigen im

Jahr 2000 eine deutliche Reduktion um ca. eine Zehnerpotenz, wahrend die

Schimmelpilze durch die Trocknung scheinbar nicht beeinflusst wurden (Abb. 4). Im Jahre

2001 konnte keine nennenswerte Reduktion der AMB festgestellt werden, daflr ist die

Reduktion der Schimmelpilze sowie der Enterobakterien umso deutlicher ausgefallen

(Abb. 5).

Petersilie 2000

Einflul der Trocknung auf die Keimzahl

1,00E408 o,
1,00E+08
1,00E+07
1.00E+06 i
1.D0E+05 45

1,00E+04

KBE/gTS

1,00E+03

1,00E+02 £
b

Ever Trocknung
Bl nach Trocknung

KBEigTS

1,00E+07 -
1.00E+06 +
1,00E+05 2=
1,00E+04

1,00E403 §

1.00E+0

1,00E+01

1.00E+00 45

Petersilie 2001

EinfluB der Trocknung auf die Keimzahl

Bvor Trocknung
Enach Trocknung

Abb. 4: Petersilie 2000

Einfluss der Trocknung auf die Keimzahl

(Medianwerte, Angaben in KBE/g
Trockensubstanz)

Abb. 5: Petersilie 2001

Einfluss der Trocknung auf die Keimzahl
(Medianwerte, Angaben in KBE/g
Trockensubstanz)
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Baldrian

Die Baldrian-Trocknung, bei der im allgemeinen Temperaturen tber 42 °C nicht
Uberschritten werden, hat einen EinfluR auf die Gesamtkeimzahlen. In beiden Jahren ist
hier eine Reduktion der AMB um zwei Zehnerpotenzen zu verzeichnen (Abb. 6 u. 7) .
Diese Ergebnisse sind jedoch vorsichtig zu beurteilen, handelt es sich doch in beiden
Jahren nur um die Medianwerte von jeweils zwei Trocknungsdurchgangen. Auf Hefen und
Schimmelpilze scheint die Trocknung keinen gréReren Einfluss zu nehmen:; zwar zeigt
sich 2001 ein deutliche Reduktion bei den Hefen um tber zwei Log-Stufen, allerdings
betrug die Probenzahl nur n=4. Die Werte fir Enterobakterien gehen in beiden Jahren

um eine Zehnerpotenz zuriick.

Baldrian 2000 Baldrian 2001
EinfluB der Trocknung auf die Keimzahl {Anbauer A) Einflug der Trocknung auf die Keinzahl (Anbauer B)

1,00E+08 1.00E+08

1,00E+08 1,00E+07

1,00E+07 &
1,00E+06

1,00E+06
1.00E+405 43
1.00E+05
1,00E404

KBE/gTS
KBE/gTs

1,00E+04

'. 1,00E+03
1,00E+03 4

1.00E+02 § 1.00E+02 &

1006401 £ 1,00E+01 i

1,00E+00 1,00E+00 e

E3vor Trocknung Bvor Trocknung
Einach Trocknung Einach Trocknung
Abb. 6: Baldrian 2000 Abb. 7: Baldrian 2001
Einfluss der Trocknung auf die Keimzahl Einfluss der Trocknung auf die Keimzahl
(Medianwerte, Angaben in KBE/g (Medianwerte, Angaben in KBE/g
Trockensubstanz) Trockensubstanz)

Isolierte Enterobacteriaceae
Verdachtige Isolate  wurden nach  Vorprifung  (gramnegative  Stabchen,

Cytochromoxidase-negativ) biochemisch mit dem APl 20 E (API/ATB-System der Fa.
BioMeérieux) differenziert (Tab.13).
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Tab. 13: Nachgewiesene Enterobacteriaceae

2000

2001

Pantoea sp

Pantoea sp

Serratia fonticola
S. liquefaciens
S. rubidaea

S. plymuthica
S. marcescens

S. proteamaculans

Serratia fonticola
S. liquefaciens

S. rubidaea

S. plymuthica

S. marcescens

S. odorifera

S. ficaria

S. proteamaculans

Escherichia coli

Escherichia coli

E. vulneris E. vulneris

E. fergusonii
Enterobacter cloacae Enterobacter cloacae
E. intermedius E. intermedius
E. cancerogenus E. cancerogenus
E. amnigenus E. amnigenus

E. gergoviae

E. sakazakii
Klebsiella terrigena
K. oxytoca K. oxytoca
K. planticola

Leclercia adecarboxylata

Leclercia adecarboxylata

Citrobacter freundii
C. amalonaticus

Citrobacter freundii

Rahnella aquatilis

Rahnella aquatilis

Hafnia alvei

Hafnia alvei

Kluyvera cryocrescens

Kluyvera cryocrescens

Buttiauxella agrestis

Buttiauxella agrestis

Yersinia intermedia

Yersinia intermedia

Morganella morganii

Morganella morganii

Ewingella americana

Providentia alcaligenes

P. rustigiannii
P. stuartii

Moellerella wisconsensis
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Atherische Ole

Melisse

In den folgenden Diagrammen sind die Gehalte an &therischen Olen bei der Melisse
sowohl nach Standorten, als auch nach Jahren geordnet. Um den Vergleich der Proben
vor und nach der Trocknung zu vereinfachen, sind die Angaben auf die Trockensubstanz
bezogen. Hochstwerte wurden im Jahre 2000 am Standort 1 in der ersten Feldprobe mit
0,4 ml /100 g TS erzielt, im Jahre 2001 lag der Hochstwert bei den Frischproben bei 0,29
ml / 100 g TS (Standort 1, 2. Schnitt). Bis auf den 2. Schnitt des Standortes 1 im Jahre
2001 wurden erwartungsgemaR EinbuRen des Olgehaltes bei der Trocknung
nachgewiesen, diese reichten von Ruckgangen um 0,038 bis 0,19 ml / 100 g TS, was
jeweils mindestens einer Halbierung, meistens mehr, des wertbestimmenden
Inhaltsstoffes entspricht. Im Jahre 2001 konnten im Gegensatz zum ersten
Beprobungsjahr die Hinweise in der Literatur bestatigt werden, dass die Olgehalte beim
zweiten Schnitt ansteigen. Auf Standort 1 konnte im Jahr 2000 kein zweiter Schnitt

gemacht werden.
Melisse 2000, Gehalt an dtherischen Olen Melisse 2000, Gehalt an therischen Olen
(auf TS berechnet) - Standort 1 auf TS berechnet) - Standort 2
2 2
;
£ £
Feld . Fel.d Feld . v ““ Feld Feld Feld vor nach
Trocknung Trocknung Trocknung Trocknung
1. Schnitt 1. Schnitt
2. Schnitt | 2. Schnitt
Abb. 8: Gehalt an &therischen Olen Abb. 9: Gehalt an atherischen Olen
Melisse 2000, Standort 1 Melisse 2000, Standort 2
Mittelwerte; Angaben inml/100g TS Mittelwerte; Angaben in ml/100g TS
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Melisse 2001, Gehalt an itherischen Olen Melisse 2001, Gehalt an dtherischen Olen
{auf TS berechnet) - Standort 1 auf TS berechnet) - Standort 2
035
0,30
0,25
(4]
E 0,20 455 E
£ 015 .é_’
€ 010 E
0,05
0,00
Feld Feld Feld vor nach
Trocknung  Trocknung
Briia 1. Schnitt Trocknung ook st
2. Schnitt Probe B2, Schnitt
Abb. 10:Gehalt an &therischen Olen Abb. 11: Gehalt an dtherischen Olen

Melisse 2001, Standort 1
Mittelwerte; Angaben inml/100g TS

Petersilie

Melisse 2001, Standort 2

Mittelwerte; Angabeninml/100g TS

Im Jahre 2000 wurden beim ersten Schnitt drei, dann nur noch jeweils zwei Proben auf

dem Feld vor der Ernte gezogen, daraus erkldren sich die fehlenden Angaben in den
Diagrammen. Ebenso konnte beim 2. Schnitt an Standort 1 im Jahre 2000 keine Probe

gewonnen werden. Hochstgehalte in den auf dem Feld gezogenen Proben beliefen sich
hier auf bis zu 1,0 ml / 100 g TS im Jahre 2000 (Standort 2, 1. Schnitt), im Jahre 2001
wurde ein Maximalwert von 1,1 ml / 100 g TS erreicht (Standort 1, 3. Schnitt). Die
Reduktion der Olgehalte stellt sich hier weniger gleichférmig dar als bei den Melisse-
Proben, jedoch sind die EinbuRen tw. deutlicher: bis zu 82,9 % (2000, Standort 2, 2.
Schnitt). Die Olgehalte in den getrockneten Proben reichten von 0,046 ml / 100 g TS
(2000, Standort 2. 2. Schnitt) bis zu einem Maximalwert von 0,37 ml / 100 g TS (2001,

Standort 2, 3. Schnitt).
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Petersilie 2000, Gehalt an dtherischen Olen Petersilie 2000, Gehalt an étherischen Glen
(auf TS berechnet) - Standort 1 (auf TS berechnet) - Standort 2
2 2
o (=]
8 8
:
Feld Feld Feld vor nach Feld Feld Feld vor nach
Trocknung  Trocknung Trocknung  Trocknung
1. Schnit E31. Schnitt
B2 Sha B3 Shnk
Abb. 12:Gehalt an dtherischen Olen Abb. 13: Gehalt an 4therischen Olen
Petersilie 2000, Standort 1 Petersilie 2000, Standort 2
Mittelwerte; Angaben in ml/100g TS Mittelwerte; Angaben in ml/100g TS
Petersilie 2001, Gehalt an dtherischen Olen Petersilie 2001, Gehalt an dtherischen Glen
(auf TS berechnet) - Standort 1 (auf TS berechnet) - Standort 2
0,800
0,700
0,600 }
2 0500 |
o 3
2 0,400 4
= 0300 §
3
0,200 §
0,100 4
0,000
Feld Feld vor Trocknung nach Feld Feld vor Trocknung nach
Trocknung gy 1. Sehnit Trocknung g1, schnitt
Probe B2, Schnitt Probe 2. Schnitt
O3 Schaitt o3 Schnitt
Abb. 14:Gehalt an 4therischen Olen Abb. 15: Gehalt an dtherischen Olen
Petersilie 2001, Standort 1 Petersilie 2002, Standort 2
Mittelwerte; Angaben in ml /100 g TS Mittelwerte; Angaben inml/100g TS
Baldrian
Baldrian 2000, Gehalt an dtherischen Olen Baldrian 2001, Gehalt an dtherischen Olen
{auf TS berechnet) (auf TS berechnet)
2 2
™ (=]
g g
: :
1% E E § ] E@ _§ = :E; Feld Feld Feld vor nach
‘g i g § g @ Standort 1 Trocknung Trocmungsmndun.l
X E " mSandort 2 E Standort 2
Abb. 14:Gehalt an atherischen Olen Abb. 15: Gehalt an &therischen Olen

Baldrian 2000
Mittelwerte; Angaben in ml /100 g TS

Baldrian 2001
Mittelwerte; Angaben inml/100g TS
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Die Unterschiede in der Probenanzahl zwischen den beiden Versuchsjahren beim
Baldrian sind bedingt durch die unterschiedliche Behandlung der Baldrianwurzeln nach

der Rodung.

In beiden Jahren lassen sich Unterschiede zwischen den beiden Standorten nur in
Einzelproben erkennen. Da es sich bei den dargestellten Werten lediglich um Mittelwerte
zwischen je 2 untersuchten Proben handelt, sind solche ,Ausreier* jedoch nicht
Uberzubewerten. Der Verlust an atherischen Olen l4Rt sich in beiden Jahren deutlich
erkennen. Im Jahre 2000 lag dieser bei 41,6 und 53,7 % (Standort 1 bzw. 2: Berechnung
von ,gewaschen® zu ,nach Trocknung‘), 2001 wurden Verluste von 33,5 und 25,8 %
nachgewiesen. Bedingt durch die héheren Ausgangsgehalte lagen die Werte bei den
getrockneten Proben in beiden Jahren etwa gleich hoch bei Olgehalten von 0,37 bis 0,49
ml /100 g TS.
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Es handelt sich bei den Angaben um Mittelwerte, die sowohl beide zu einem Zeitpunkt
gezogenen Proben, als auch beide Probenflachen mit einbeziehen. Nach Sichtung der
Einzelergebnisse ist diese Zusammenfassung méglich, ohne das Gesamtbild zu

verfalschen.

Zusammengefasst wird hinsichtlich der Trocknungsverfahren deutlich, dass die
vergleichsweise hohen Temperaturen bei der Petersilie-Trocknung (in der Anfangsphase
bis 104 °C) einen keimreduzierenden Effekt auf alle vier untersuchten Keimgruppen nach
sich zogen. Eine deutliche Verringerung der Keimzahlen war bei den anderen beiden
Pflanzenarten meist nicht zu beobachten; die Trocknungstemperaturen tiberschreiten in
diesen Fallen 42 °C nicht, um den Verlust an atherischen Olen wahrend der Trocknung

maéglichst gering zu halten.

7. Diskussion

Als Grundsatz der pharmazeutischen Mikrobiologie gilt, dass Rohstoffe mikrobiell nicht
mehr als die geltenden Grenzwerte fir das jeweilige Endprodukt belastet sein durfen
(WALLHAUSSER 1995).

Insgesamt wurden 237 Pflanzen-Proben mikrobiologisch untersucht. Nur einzelne Drogen
(hier: ausschlieRlich Baldrian) konnten samtliche Anforderungen der Pharm. Eur. an
Fertigarzneimittel der Kategorie 3B erfiillen. Die Anforderungen der Kategorie 4A
hingegen wurden von der Mehrzahl der Proben erfullt. Hier tberschritten Melisse und

Petersilie in Einzelfallen das Limit fur Hefen/Schimmelpilze.

Generell ist kein bedeutsamer Unterschied der Keimzahlen von Frischpflanzen im
Vergleich zu Erntegut und getrockneter Ware festzustellen. Einziger Unterschied: Bei
Einsatz héherer Trocknungstemperaturen, wie bei Petersilie technologisch méglich und
auch durchgefuhrt (Bandtrockner mit Temperaturen bis zu 104°C), kommt es zum

Absinken der Hefekeimzahl.
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Bei der Bewertung der Keimzahlen wurde der Trocknungsverlust bericksichtigt.
Signifikante Unterschiede zwischen den beiden untersuchten Anbaujahren wurden trotz

erheblicher Witterungsunterschiede nicht festgestellt.

Enterobacteriaceae wurden regelméaRig auf allen Frischpflanzen, aber auch im
getrockneten Material nachgewiesen. Neben E. coli dominierten Pantoea spp., Serratia
spp., Enterobacter spp., Klebsiella spp., Citrobacter spp. und Providentia spp. Im Jahr
2000 wurden insgesamt 27 verschiedene Vertreter der Familie der Enterobacteriaceae,
2001 sogar 30 nachgewiesen. 23 Gattungen/Arten wurden in beiden Jahren isoliert. Die
Zahl der Enterobakterien-Spezies pro Untersuchung konnte bis zu sieben verschiedene

Arten ausmachen.
Nur in 2000 wurden gefunden:

Klebsiella planticola
Citrobacter amalonaticus
Ewingella americana
Providentia alcaligenes

Nur in 2001 wurden isoliert:

Serratia odorifera
Serratia ficaria
Enterobacter amnigenus
Enterobacter gergoviae
Enterobacter sakazakii
Providentia rustigiannii

Providentia stuartii

Die Differenzierung der Keime erfolgte klassisch kulturmorphologisch und biochemisch.
Dabei wurde das API-System (ATB) erfolgreich eingesetzt. Einschrankung: Dieses
erlaubte nicht die Spezieszuordnung in der neugeschaffenen Gattung Pantoea. Hier sind
Folgeuntersuchungen notwendig, die eine héhere Zahl von biochemischen Merkmalen
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