BOL
Bundesprogramm

Okologischer
Landbau

Untersuchungen zur mikrobiologischen
Wirksamkeit von Natriumnitrit bei

Rohwursterzeugnissen
-1

Influence on the microbial effect of sodium nitrite in raw fermented sausage

FKZ: 040E003/1F

Projektnehmer:

Max Rubner-Institut, Bundesforschungsinstitut fir Erndhrung und Lebensmittel
Arbeitsgruppe Analytik

E.C.-Baumannstrale 20, 95326 Kulmbach

Tel.: +49 9221 803-1

Fax: +49 9221 803-244

E-Mail: poststelle@mri.bund.de

Internet: http://www.mri.bund.de

Autoren:
Kabisch, Jan; Scheuer, Rainer; Rodel, Wolfgang; Gareis, Manfred

Gefordert vom Bundesministerium fiir Erndhrung, Landwirtschaft und Verbraucherschutz
im Rahmen des Bundesprogramms Okologischer Landbau (BOL)

Dieses Dokument ist iber http://forschung.oekolandbau.de unter der BOL-Bericht-ID 14568 verfiigbar.



Forschungsprojekt 040EQ03/F

,untersuchungen zur mikrobiologischen Wirksamkeit von

Natriumnitrit bei Rohwursterzeugnissen®
»Im Rahmen der Richtlinie zur Durchfiihrung des Programms des BMELV zur Forderung von

Forschungs- und Entwicklungsvorhaben sowie von Maflnahmen zum Technologie- und Wissenstrans-

fer im 6kologischen Landbau®

Zuwendungsempfanger/Ausfihrende Stelle:
Max Rubner-Institut
Bundesforschungsinstitut fir Ernahrung und Lebensmittel
Institut fir Mikrobiologie und Biotechnologie

E.C.-BaumannstralRe 20, D-95326 Kulmbach

Auftraggeber: Geschéaftsstelle Bundesprogramm
Okologischer Landbau (BLO)
Ferdinand-Lassalle-Str. 1-5

53175 Bonn

Laufzeit: 01.03.2006 - 30.04.2008

AbschlufRbericht

Berichtszeitraum Méarz 2006 — April 2008

Bearbeiter:
Jan Kabisch, Dr. R. Scheuer, Prof. W. Rodel,

Dir. und Prof. Dr. Dr. M. Gareis




INHALTSVERZEICHNIS

2.1

2.2

2.3

2.4

2.5

2.6

2.7

2.71

2711

2.7.2

2.7.3

2.8

2.9

2.10

2.11

2.12

2121

2.12.1.1

2.121.2

21213

21214

21215

Einleitung

Material und Methoden

Nahrmedien

Material fur die Herstellung von Rohwirsten
Chemikalien

Gerate

Mikroorganismen

Stammhaltung

Kultivierung von Stammen der Gattung Escherichia,

Listeria und Salmonella

Inkubationsanséatze fir die in vitro Versuche
Datenerhebung

Inkubationsanséatze fir die in vivo Versuche
Inkubationsansatze fiir die Elektronenmikroskopie
Messung der Wasseraktivitat (a,-Wert)
Messung des Sauregrades (pH-Wert)
Nitritbestimmung

Redoxpotentialmessung
Rohwurstherstellung

Herstellung einer feinzerkleinerten streichfahigen Rohwurst
Grundrezeptur

Zusatzstoffe

Technologie der Herstellung

Reife- und Lagerungsbedingungen

Chargenkodierung

10

10

11

1

11

11

12

12

12

12

13

13

13

13

14

14

15

17



INHALTSVERZEICHNIS

2.12.2 Herstellung einer schnellgereiften groben schnittfesten Rohwurst
2.12.2.1 Grundrezeptur
2.12.2.2 Zusatzstoffe
212.2.3 Technologie der Herstellung
2.12.2.4 Reife- und Lagerungsbedingungen
2.12.2.5 Chargenkodierung
2123 Herstellung einer langgereiften groben schnittfesten Rohwurst
2.12.3.1  Grundrezeptur
212.3.2 Zusatzstoffe
2.12.3.3 Technologie der Herstellung
2.12.3.4 Reife- und Lagerungsbedingungen
2.12.3.5 Chargenkodierung
2124 Herstellung einer schimmelpilzgereiften schnittfesten Rohwurst
2.12.4.1 Grundrezeptur
212.4.2 Zusatzstoffe
2.12.4.3 Technologie der Herstellung
2.12.4.4 Reife- und Lagerungsbedingungen
212.4.5 Chargenkodierung
2.13 Mikrobiologische Untersuchungen der Rohwirste
2.13.1 Kultureller Nachweis von Listeria monocytogenes
2.13.2 Kultureller Nachweis von Escherichia coli [EHEC/STEC]
213.3 Kultureller Nachweis von Salmonella spp.
3. Ergebnisse
3.1 Ergebnisse der in-vitro Untersuchungen
3.1.1 Multifaktorielle Untersuchungen zum Einfluss von Natriumnitrit auf
das Keimwachstum von Listeria monocytogenes
3.1.1.1 Vergleich der Wachstumskinetik bei 25 °C und verschiedenen pH- und

a,~-Werten

18
18
18
19
21
22
22
22
23
23
25
25
25
26
26
26
29
29
29
30

31

32

32

34

34



INHALTSVERZEICHNIS

3.1.1.2

3.1.1.3

3.1.2.1

3.1.2.2

3.1.2.3

3.1.24

3.1.3.1

3.1.3.2

3.1.3.3

3.1.34

3.2

3.2.1

3.2.1.1

3.21.2

3.21.3

3.2.2

3.2.2.1

Vergleich der Wachstumskinetik bei 17 °C, verschiedenen pH- und
a,~-Werten

Elektronenoptischer Vergleich zwischen Bakterienzellen nach 24-

stiindiger Inkubation mit und ohne Natriumnitrit

Multifaktorielle Untersuchungen zum Einfluss von Natriumnitrit auf

das Keimwachstum von Escherichia coli

Vergleich der Wachstumskinetik bei 25 °C und verschiedenen pH- und

ay,~Werten

Vergleich der Wachstumskinetik bei 17 °C und verschiedenen pH- und

ay,~Werten

Vergleich der Wachstumskinetiken mit hohen Anfangskeimzahlen bei
25 °C und 17 °C und verschiedenen pH- und a,-Werten

Elektronenoptischer Vergleich zwischen Bakterienzellen nach 24-

stundiger Inkubation mit und ohne Natriumnitrit

Multifaktorielle Untersuchungen zum Einfluss von Natriumnitrit auf

das Keimwachstum von Salmonella spp.

Vergleich der Wachstumskinetik bei 25 °C und verschiedenen pH- und

a,~-Werten

Vergleich der Wachstumskinetik bei 17 °C und verschiedenen pH- und

ay,~Werten

Vergleich der Wachstumskinetiken mit hohen Anfangskeimzahlen bei
25 °C und 17 °C und verschiedenen pH- und a,,-Werten

Elektronenoptischer Vergleich zwischen Bakterienzellen nach 24-

stindiger Inkubation mit und ohne Natriumnitrit
Ergebnisse der Challengeversuche
Schnellgereifte, streichfahige Rohwurst
Listeria monocytogenes

Escherichia coli

Salmonella spp.

Schnellgereifte, schnittfeste Rohwurst

Listeria monocytogenes

38

40

43

43

46

48

50

52

52

54

56

57

59

59

59

63

66

73

73



INHALTSVERZEICHNIS

3.222 Escherichia coli
3.2.23 Salmonella spp.
3.2.3 Langgereifte, schnittfeste Rohwurst
3.2.3.1 Listeria monocytogenes
3.2.3.2 Escherichia coli
3.2.3.3 Salmonella spp.
3.24 Schimmelpilzgereifte Rohwurst
3.241 Listeria monocytogenes
3.24.2 Escherichia coli
3.24.3 Salmonella spp.
4. Diskussion
4.1 Listeria monocytogenes
4.2 Escherichia coli
4.3 Salmonella spp.
5. Zusammenfassung

6. Empfehlung

7. Gegenuberstellung der

erreichten Zielen

7.1 Geplante Ziele
7.2 Erreichte Ziele
7.3 Vergleich der geplanten und der
weitergehende Fragestellungen
8. Literaturverzeichnis
9. Veroffentlichungen
9.1 Vortrage
9.2 Veroffentlichungen

ursprunglich geplanten

erreichten

zu den

Ziele,

75
77
82
82
84
86
92
93
95

97

103

103

110

114

118

125

127

127

128

129

131

140

140

140



ABKURZUNGSVERZEICHNIS
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EINLEITUNG 1

1. Einleitung

Rohwursterzeugnisse stabilisieren sich ausschliellich Uber einen geeigneten Fermentationsprozess.
Ablauf und Bedingungen dieses Prozesses sowie Zusatzstoffe und Qualitat der Ausgangsmaterialien
entscheiden dabei letztlich Gber die Sicherheit des Endproduktes. Das Rohmaterial (Schweine- oder
Rindfleisch) fiur die Herstellung von Rohwursterzeugnissen kann mit verschiedenen Krankheitserre-
gern belastet sein. Schweine sind beispielsweise ein Reservoir flr Yersinia enterocolitica (Bowman et
al., 2007; Nesbakken et al., 2003), wahrend Wiederkauer vor allem als Quelle fur enterohdmorrhagi-
sche Escherichia coli (EHEC) (Albihn et al., 2003; Chapman et al., 1997; Rasmussen et al., 1993) und
auch Listeria monocytogenes (Farber et al., 1989; Gobat and Jemmi, 1990) gelten. Weiterhin kénnen
Salmonellen (Fontain et al., 2007; Much et al., 2007), Clostridium perfringens (Kamber et al., 2007;
Singh et al., 2005) und Staphylococcus aureus (Balaban and Rasooly, 2000; Wieneke et al., 1993) als
Kontaminanten auf Fleisch vorkommen.

Zur Haltbarmachung und Wachstumshemmung von solchen unerwiinschten Keimen wird Rohwursten
Nitrit oder Nitrat zugesetzt. Nitrit und Nitrat (Nitrit-Reservoir) sind Lebensmittelzusatzstoffe, die seit der
Antike zum P&keln von Fleischerzeugnissen verwendet werden und sowohl positive als auch negative
Eigenschaften haben. Positive Effekte sind Umrétung (Wirth, 1991), Aromabildung (Fischer et al.,
2005), Konservierung (Albert et al., 2003; Hechelmann et al., 1974) und Oxidationsschutz (Arneth,
2001; Rodel et al., 1992).

Jedoch ist Nitrit nach der Zusatzstoff-Zulassungverordnung nur zur Konservierung zugelassen (ZZulV,
1998). Bei der Produktion von Rohwursterzeugnissen wird dem Rohwurstbrat in der Regel Nitrit in
Form von NitritpOkelsalz zugegeben, das meist zu etwa 99,5% aus Kochsalz und 0,4 bis 0,5% aus
Natriumnitrit besteht. Im Fleischerzeugnis wird Nitrit zum reaktiven Stickoxid (NO) umgesetzt (Wirth,
1991) dieses verbindet sich mit Hamo- und Myoglobin zum relativ stabilen ,Pokelrot‘. Nach
KLETTNER und TROEGER (2000) werden dabei 30-50 mg/kg Nitrit als minimal notwendige Menge

zur Ausbildung einer ausreichenden Pdkelfarbe bei allen Fleischerzeugnissen gesehen.

Das Pokelaroma entsteht ahnlich der Pokelfarbe aus einer Reaktion von NO mit verschiedenen
Fleischbestandteilen, wobei 20-40 mg/kg zur Ausbildung des typischen Pdkelaromas in Fleischer-
zeugnissen ausreichen (Klettner and Troeger, 2000). Nitrit wirkt weiterhin durch die Reaktion mit dem
Myoglobin des Fleisches zum Stickoxidmyoglobin antioxidativ. Nitrit verhindert somit zum einen die
Anlagerung des Sauerstoffs an das Myoglobin und damit dessen katalytische Aktivitdt bei der
Fettoxidation und zum anderen durch die Hemmung von Oxidasen im Fleisch einen oxidativen
Fettabbau (Rddel et al., 1992). Qualitdtsminderungen wie zum Beispiel im Geschmack (Ranzigkeit)

werden somit verzogert oder vermieden (Llicke, 1999).

Durch die Zugabe von 80 bis 150 mg/kg Natriumnitrit (Klettner and Troeger, 2000) soll eine
Inaktivierung unerwinschter Mikroorganismen erreicht werden. Darlber bestehen allerdings
widerspriichliche Meinungen (Birzele et al., 2005; Licke, 2003a). So warnt LUCKE (2003a) vor einer
Uberbewertung der mikrobioziden Wirkung von Nitrit. LUCKE (2003a) fiihrt dazu an, dass es keinen
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epidemiologisch feststellbaren Zusammenhang zwischen der Verwendung von Nitrit und einem
Botulismusrisiko gibt und dass gerade auch in Rohwurstwaren die antimikrobielle Wirkung von Nitrit

fraglich oder nicht relevant sei.

Die Zugabe von Nitrit kann aber auch unerwiinschte Folgen haben. So reagiert Nitrit in eiweil3haltigen
Lebensmitteln zu Nitrosaminen (Rywotycki, 1997; Rywotycki, 2007) und ist in hdheren Dosen toxisch
(Bruningfann and Kaneene, 1993; Standefer et al., 1979). Bereits 1934 wurde in Deutschland ein
Salzgemisch mit 0,5-0,6% Nitrit als alleiniges Pdkelmittel (Pdkelsalz) vorgeschrieben (RGBL, 1934),
nachdem es durch Fehlanwendungen zum gehauften Auftreten der Blausucht vor allem bei

Kleinkindern kam.

Die Gesamtmenge an Nitrit, die taglich den Magen erreicht, betrégt 4.2-5.6 mg, wovon ca. 3% auf
Pokelfleischerzeugnisse fallen sollen. Nach Berechnungen von WILD (2003) entsteht die Hauptmenge
als Folge der endogenen NO-Produktion (Wild, 2003). Somit tragen diese, wenn auch nicht in dem oft
angenommenen Ausmal, zur Nitritbelastung des Menschen bei (Schatzung fir Deutschland nach
Licke, 2003b). Die Frage, ob durch den Konsum nitritgepokelter Fleischerzeugnisse Krebs beim
Menschen entsteht, wird zur Zeit kontrovers diskutiert (rz-consult, 2000; Wild, 2003). Nitrosamine wie
z.B. N-Nitroso-dimethylamin, sind kanzerogen (Liteplo and Meek, 2001; Ray et al., 2005). Die Nitrit-
Nitrosamin-Hypothese besagt, dass bereits im Produkt und auch im Magen in Gegenwart von Nitrit
und sekundaren Aminen des Fleisches Nitrosamine entstehen (Honikel, 2008). Damit wirde ein
erhdhtes Risiko bestehen, durch den Verzehr von gepdkelten Rohwurstprodukten an Magenkrebs zu
erkranken. Entsprechende epidemiologische Untersuchungen liegen zwar vor, allerdings mit

widersprichlichen Ergebnissen (Gonzalez et al., 1994; van Loon et al., 1998).

Neben den gesundheitlichen Aspekten ist generell zu beachten, dass chemische Zusatzstoffe vom
Verbraucher weniger akzeptiert werden. Einige Verbande im Bereich des 0kologischen Landbaus (z.B.
Bioland, Demeter, Okosiegel, G4a) haben sich daher gegen die Verwendung von Nitrit ausgespro-
chen. Doch auch fir die Betriebe, die nicht strikt 6kologisch ausgerichtet sind, stellt sich das Problem,
einerseits den Verbraucherinteressen (keine oder verringerte Zusatzstoffmengen) nachzukommen und
andererseits den Forderungen nach langerer Haltbarkeit gerecht zu werden (Farag et al., 1989).
Zutaten auf pflanzlicher Basis (z.B. Gewirze, GemUseextrakte), die einen relativ hohen Nitrat-Gehalt
(Nitrit-Reservoir) aufweisen, werden hier z.T. als vom Verbraucher eher akzeptierte Alternativen
angesehen. Wurstwaren, die mit Gewirz- und Gemuseextrakten umgerdtet sind, kénnen als
.Konservierungsstoff frei“ deklariert werden. Die Sicherheit solcher Produkte kann jedoch zurzeit nicht
ausreichend bewertet werden (Fischer et al., 2005), da entsprechende wissenschaftliche Studien

fehlen.

Die konventionelle Herstellung von Fleischerzeugnissen mit Pékelsalz ist in der Anlage 5, Teil C, Liste
1 der Zusatzstoff-Zulassungsverordnung von 1998, oder in Anhang Ill Teil C der EU-Richtlinie 95/2
geregelt. In der Anderung dieser Richtlinie (Richtlinie 2006/52/EG) wird der Zusatz von Natriumnitrit in
Fleischerzeugnissen auf 150 mg/kg begrenzt. Damit folgte die Europaische Union der Empfehlung der

EFSA, die eine Regelung von Nitrit Uber die Zusatzmenge und nicht Uber den Hoéchstgehalt an
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Ruckstanden im Produkt empfiehlt. Nach Meinung der EFSA wiirde eine solche Regelung einen
moglichen Missbrauch von Nitrit als Zusatzstoff unterbinden und den Einsatz einwandfreier Rohware
(EFSA, 2003) erzwingen. Fur 6kologische Produkte trat zum 01.12.2007 die EU-Verordnung 780/06
zur Anderung des Anhangs VI der Verordnung 2092/91 in Kraft. In dieser wird ein Richtwert fir den

Zusatz von 80 mg/kg Natriumnitrit vorgeschlagen, sollte es keine technologische Alternative geben.

Die Verwendung von Nitrit als Konservierungsstoff fiir Rohwursterzeugnisse aus o6kologischer

Produktion ist daher zu Uberprifen.

Fir eine wissenschaftliche Uberpriifung der mikrobiologischen Wirksamkeit von Nitrit in Rohwurster-
zeugnissen mussen samtliche Aspekte und Faktoren, die einen wechselseitigen Einfluss auf
pathogene Keime haben, in die Untersuchungen einbezogen werden. Diese Faktoren konzentrieren
sich im Wesentlichen auf die jeweilige Keimart, das Vorhandensein von apathogenen Konkurrenzkei-
men und Starterkulturen, die Reifetemperatur, den Sauregrad und den Wasseraktivitdtswert des
Produktes sowie den Einfluss von Zusatzstoffen. Da diese Faktoren nicht isoliert betrachtet werden
kénnen, muss der Ansatz einer Uberpriifung multifaktoriell sein, d.h., es miissen die sich gegenseitig
unterschiedlich stark beeinflussenden Faktoren auf das Wachstum und Uberleben pathogener Keime

gleichermallen berlcksichtigt werden.

Zu diesem Zweck sollten in dem Projekt unter Einbeziehung der oben genannten Faktoren
Untersuchungen mit den wichtigsten Lebensmittelinfektionserregern Salmonella spp., Listeria
monocytogenes,  enterohamorrhagische/shigatoxinbildene  Escherichia  coli  (EHEC/STEC)

durchgefihrt werden.

In der ersten Phase des Projektes sollte die Kinetik des Wachstums/ Absterbens dieser hygienisch
relevanten Keime in flissigen Kulturmedien unter dem Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzent-
rationen und der Faktoren Keimzahlhdhe, Temperatur, Sduregrad, Wasseraktivitat untersucht werden.
Die Auswirkungen der variablen Faktoren auf das Wachstumsverhalten wurden auf der Basis von
Potentialmessungen und paralleler mikrobiologischer Diagnostik dokumentiert. Die aus dieser Phase
ermittelten quantitativen und qualitativen Ergebnisse bildeten die Grundlage entsprechende

Challengeuntersuchungen im zweiten Versuchsabschnitt.

In der zweiten Phase wurden Rohwurstprodukte mit den Lebensmittelinfektionserregern artifiziell
belastet (Challengetests) um das Verhalten der Keime unter dem Einfluss variabler Faktoren
(Natriumnitritkonzentration, Inokulumhdhe, Starter- oder Schutzkulturen, Wasseraktivitdt und
Sauregrad) unter praxistblichen Reifungsverfahren in entsprechenden Klimakammern zu Uberprifen.
Diese Untersuchungen sind erforderlich, da bei der Rohwurstreifung dynamische Prozesse ablaufen,
die in Kulturmedien nicht simuliert werden kénnen. Dynamische Prozesse sind z.B. die Senkung des
pH- und ayw-Wertes und Steuerung der Luftstrdomungsgeschwindigkeit in der Klimakammer und die
Temperaturkonditionen. Diese variablen externen und internen Faktoren veranlassen die Mikroorga-
nismen zu einer standigen Anpassung an die auferen Milieuverhaltnisse. In die Challengetests
wurden kurzgereifte streichfahige und schnittfeste Produkte, langgereifte und schimmelgereifte

Rohwursterzeugnisse einbezogen. In den Versuchen wurden zwei Reifeprogramme getestet, ein
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Standardverfahren und ein Verfahren, das durch einen kurzzeitigen Temperaturanstieg eine

metabolische Erschépfung von pathogenen Mikroorganismen hervorrufen kann.

Das Ziel dieses Forschungsprojektes ist die Uberprifung der antimikrobiellen Wirksamkeit von

Natriumnitrit auf die wichtigsten pathogenen Lebensmittelinfektionserreger in Rohwursterzeugnissen.

Die gewonnen Daten sollen zeigen, ob der Zusatz von Nitrit zur Herstellung eines mikrobiologischen

stabilen Produktes ausreichend ist oder ob er gegebenenfalls reduziert werden kann.

Weiterhin werden auch die Erzeuger 6kologischer Rohwurstprodukte profitieren, da bis jetzt fir die
Produktion von Nitrit-freien Erzeugnissen nur Erfahrungswerte nicht jedoch wissenschaftlich fundierte

Daten vorliegen.

Die Ergebnisse dieses Vorhabens sollen dazu beitragen, Empfehlungen abzuleiten, ob und unter
welchen Bedingungen eine Herstellung von hygienisch einwandfreien Rohwurstprodukten auch ohne

den Zusatzstoff Nitrit moglich sein kénnte.



MATERIAL UND METHODEN

2. Material und Methoden

2.1 Nahrmedien

Fir die mikrobiologischen Untersuchungen wurden die folgenden Fest- und Flissigmedien (siehe Tab.

1 und Tab. 2) verwendet.

Tab. 1: Verwendete Festmedien

Agar

Hersteller

Fluorocult®E.coli-O157:H7-Agar

Columbia-Agar

Schafsblut defibriniert steril
Desoxycholate-Hydrogen-Sulfide-Lactose-Agar
nach SAKAZAKI; DHL-Agar

Lactobacillus-Agar nach DE MAN et al.; MRS-Agar

Palcam-Listeria-Selektiv-Agar nach VAN NETTEN et al.

Palcam-Listeria-Selektiv-Supplement nach van Netten et al.

Oxoid-Chromogen-Listeria-Agar (OCLA®)
Listeria-Chromogen-Selektiv-Supplement
Sorbitol-MacConkey-Agar; SMAC-Agar
Standard-I-N&hragar

Xylose-Lysin-Desoxycholat-Agar; XLD-Agar

Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
ACILA, Morfelden-Walldorf (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
Oxoid, Wesel (D)

Oxoid, Wesel (D)

Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)

Bio-Rad, Munchen (D)
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Tab. 2: Verwendete Flissigmedien

Bouillon

Hersteller

Caso-Bouillon (TSB)

EC-Bouillon
Fraser-Listerien-Selektiv-Bouillon
Fraser-Listeria-Supplement

Pepton-Wasser (gepuffert)

Salmonella-Anreicherungsbouillon nach Rappaport und

Vasiliadis (RVS-Bouillon)

Standard | Bouillon

Merck, Darmstadt (D)
ACILA, Morfelden-Walldorf (D)
Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)
Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)

Merck, Darmstadt (D)

Alle Nahrmedien wurden entsprechend den Angaben des Herstellers verarbeitet.
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2.2  Material fur die Herstellung von Rohwirsten

Fir die Herstellungen von feinzerkleinerten und groben schnittfesten Rohwirsten wurden die in

Tabelle 3 aufgefuhrten Materialien verwendet.

Tab. 3: Materialien, die fir die Herstellung der Rohwursterzeugnisse bendtigt wurden

Material Hersteller

Glucose-monohydrat Merck, Darmstadt (D)
D-(+)-Glucono-1,5-lacton; GdL Alfa Aesar GmbH & Co KG, Karlsruhe (D)
Kaliumsorbat PROLABO, Darmstadt (D)

Nalo® Cellulosehydrat-Darme (¢ 45 mm, L 20 cm) Kalle GmbH, Wiesbaden (D)

Naturin R2 Kollagenfaserdarme (g 60 mm, L 40 cm) Naturin GmbH, Weinheim (D)

Natriumchlorid, NaCl Merck, Darmstadt (D)
Natrium-L-(+)-ascorbat Merck, Darmstadt (D)
Natriumnitrit; NaNO, Riedel-de Haen, Seelze (D)
Pfeffer, weild, gemahlen Raps, Kulmbach (D)
Rindfleisch, mager mit max. 5 % sichtbarem Farber, Kulmbach (D)

Fettanteil; R2
Schweinefleisch, fettfrei und ohne sichtbare Sehnen; S1 | Farber, Kulmbach (D)
Schweinefleisch, mager mit max. 5 % sichtbarem Farber, Kulmbach (D)
Fettanteil; S2
Schweinefleisch, kerniger Riickenspeck; S 8 Farber, Kulmbach (D)
Schweinefleisch, mittelfette Wammen ohne Schwarten Farber, Kulmbach (D)
und Drusen; S10
Starterkulturen BITEC LS-1, Milchsaurebakterien Gewiurzmuiller, Korntal-Miinchingen (D)

Starterkulturen M-EK 4-Bactoferm®, Edelschimmel Chr. Hansen, Nienburg (D)
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2.3 Chemikalien

Alle Versuche wurden mit handelstiblichen Chemikalien hdchster Reinheit durchgeflhrt. Spezielle

Chemikalien sind nachfolgend aufgelistet (Tab. 4).

Tab. 4: Reinheitsgrad und Herkunft der verwendeten Chemikalien

Substanz Reinheitsgrad Herkunft
Bromkresolpurpur k.A. Merck
Kaliumchlorid 99,5 % Merck
Kaliumdihydrogenphosphat (wasserfrei) p.a. Merck
L-(+)-Rhamnose-monohydrat puriss. Merck
Magnesiumchlorid-hexahydrat 99 % Merck
Milchs&ure 99,3 % Merck
Natriumchlorid; NaCl 99,8 % Merck
Natriumdihydrogenphosphat-monohydrat 99 % Merck
Natriumhydroxid, NaOH 98 % Sigma-Aldrich
Natriumnitrit, NaNO, 99 % Riedel-de Haen
Novobiocin 90 % Sigma-Aldrich
Standard-Pufferlosung pH 4 k.A. Merck
Standard-Pufferlésung pH 7 k.A. Merck
Universalpepton M66 k.A. Merck
D-(+)-Xylose 99 % Riedel-de Haen
K.A. keine Angaben

p.a. zur Analyse

puriss.: reinst
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2.4 Gerate

Tab. 5: Liste der verwendeten Gerate, Software und Testkits

Gerat

Hersteller

a,-Kryometer AWK-20°®

Akrobit® Software

Anemometer TA 3000
Aspiration-Psychrometer nach ABmann
Clip-Maschine Poly-CIip® System Typ SCH 7210
Datenlogger® ALMEMO 2590-9 V5 und V6
Datenlogger® ALMEMO 2890-9

Dispenser Dose 803
Einstabmesselektrode Typ SA Pt 6140
Fleischwolf FW82

Fleischkutter MTK 20/1 (Fassungsvermogen 10I)
Klimakammern

Merckoquant® Nitrit-Teststabchen

Multi Trip Temperature Logger

pH-Meter pH 526

pH-Elektrode SenTix®

Pipettierhilfe pipetus® Akku
Rasterelektronenmikroskop S 3000N
Stomacher 400

Spezialrechenstab flr Luftfeuchte
Temperatur-Feucht-Transmitter FH A646-1
Wourstflller (6 1)

Zentrifuge 5417R

Nagy Messsysteme, Gaufelden (D)
AMR, Holzkirchen (D)

Airflow Lufttechnik GmbH, Rheinbach (D)
BFEL, Kulmbach (D)

Niedecker GmbH, Frankfurt/ Main (D)
AMR, Holzkirchen (D)

AMR, Holzkirchen (D)

Integra Biosciences, Fernwald (D)
Schott, Mainz (D)

Bizerba, Balingen (D)

E. Mller & Séhne, Saarbrticken (D)
Karl Weiss, Giessen (D)

Merck, Darmstadt (D)

Tech Innovators LTD, Auckland (NZ)
WTW, Weilheim (D)

WTW, Weilheim (D)

Hirschmann, Eberstadt (D)

Hitachi, Tokio (J)

Colworth, London (GB)

Karl Weiss, Giessen (D)

AMR, Holzkirchen (D)

Firma Dick, (D)

Eppendorf, Hamburg (D)
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2.5 Mikroorganismen

Bei den in dieser Arbeit verwendeten Stdmmen handelt es sich um Organismen der Gattungen
Listeria, Escherichia und Salmonella aus der Stammsammlung des Max Rubner-Institutes in
Kulmbach. Zur Testung des Verhaltens von hygienisch relevanten pathogenen Mikroorganismen
gegeniiber verschiedenen Konzentrationen von Natriumnitrit wurden die folgenden Arten ausgewahlt
(Tab. 6).

Tab. 6: Artname, Stammnummer und Herkunft der verwendeten Organismen

Art/Serotyp Stammnummer Herkunft
Listeria monocytogenes 1/2a SLCC 6139 Liguor / Mensch (D)
Li 127 Prof. Wundt (Mannheim)
Listeria monocytogenes 4b NTCC 10527 Liquor / Mensch (D)
Li2 E. Weise (BgVV-Berlin)
Listeria monocytogenes 4d Li 135 Produktionsumfeld der
Rohwurstherstellung (BFEL)
Escherichia coli O157: H7 E 118 Faeces / Rind (D)
Prof. Biilte (Giel3en)
Escherichia coli O157: H7 ATCC 35150 Kot/ Mensch (USA)
E 134 K. Katsaras (BFEL)
Escherichia coli 0157: H7 ATCC 43896 roher Hamburger (USA)
E 135 K.Katsaras (BFEL)
Escherichia coli 026: H11 E 165 Stuhl / Kalb
BFEL
Salmonella Typhimurium S 469 Bratwurst / Schwein (D)
R. Pichner BFEL
Salmonella Enteritidis S 489 Bratwurst / Schwein (D)
R. Pichner BFEL
Salmonella Derby S 589 Fleischprobe / Schwein (D)
Serotyp B H. Hechelmann (BFEL)
Salmonella Goldcoast S 600 mech. entsehntes Fleisch (D)
Serotyp C H. Hechelmann (BFEL
Salmonella Infantis S 609 Fleischoberflache / Schwein (D)
H. Hechelmann (BFEL)
SLCC: Seeligers Listeria Culture Collection (Prof. Seeliger, Wiirzburg)
NTCC: National Collection of Type Cultures
ATCC: American Type Culture Collection

Li, Eund S: Stammnummern der BFEL Kulmbach
2.6 Stammhaltung

Die verwendeten Mikroorganismen (vgl.2.5) wurden auf Standard-lI-Nahragar kultiviert und alle zwei
Wochen neu uberimpft, um mit frischen Kulturen arbeiten zu kénnen. Nach einer Inkubation bei 30 °C
flr 24 Stunden wurden die Platten bei 10 °C gelagert. Zum Ausschluss einer Fremdinfektion wurden in
regelmafigen Abstdnden Vereinzelungsausstriche und mikroskopische Praparate der verwendeten

Stamme hergestellt.
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2.7 Kultivierung von Stdmmen der Gattungen Escherichia, Listeria und

Salmonella

Einer 24 Stunden alten N&hragarkultur (vgl. 2.6) wurde eine Impfése Zellmaterial des jeweiligen
Stammes entnommen, in ein Reagenzglas mit 9 ml Standard-I-Nahrbouillon (pH 7,2) tberflhrt und fir
24 Stunden bei 30 °C inkubiert.

2.7.1 Inkubationsansatze fiir die in vitro Versuche

Vor dem Beginn der in vitro Untersuchungen wurde sowohl der pH-Wert der Nahrbouillon mit Hilfe
einer 40 % igen NaOH-L&sung oder einer 90 % igen Milchsaure-Lésung auf 7, 6 oder 5, als auch der

Wasseraktivitatswert (a,,), im Bereich von 0,99 bis 0,94 mit NaCl, eingestellt.

Nach der Kultivierung (vgl. 2.7) wurden je 1 ml der Bakteriensuspension (ca. 1 x 10° KbE/ml)
entnommen und in einem 50-ml-Standkolben, welcher mit 27 ml 0,85 % iger Kochsalzldsung gefiillt
war, zu einem Bakterienpool der jeweiligen Gattung vereinigt. AnschlieRend wurde 1 ml aus dem
Koélbchen enthommen und in ein Reagenzglas, das mit 9 ml steriler 0,85 % iger Kochsalzlésung
beschickt war, Uberflhrt. Es folgten weitere Verdiinnungen, bis im Reagenzglas eine Bakteriensus-
pension von 1x10* KbE/ml erwartet werden konnte. Nach dem letzten Verdinnungsschritt wurden aus
der 1x104-Verd'L'|nnung 4,3 ml Bakteriensuspension enthommen und in einen sterilen 100-ml-
Standkolben, welcher mit 50 ml Nahrbouillon gefillt war, gegeben. Natriumnitrit wurde anschlieRend in
den Konzentrationen 0 mg/l 100 mg/l [1,45 mM], 150 mg/l [2,17 mM] und 200 mg/l [2,9 mM] zu den
verschiedenen Ansatzen zugesetzt. Aus diesen wurden nun jeweils 4 ml entnommen und in sterile
Reagenzglaser pipettiert, welche danach in eine klimatisierte Messbox eingebracht wurden. Die

Versuche erfolgten bei konstant eingestellten Temperaturen von 25 °C und 17 °C.
2.7.1.1 Datenerhebung

Zur quantitativen Erfassung der Ausgangskeimzahl sowie der Zahl der lebensfédhigen Keime nach
einer Inkubation mit und ohne Natriumnitrit (vgl. 2.7.1) wurde das Spatelverfahren eingesetzt. Bei
hohen Keimdichten musste die Bakteriensuspension verdinnt werden. Die Verdiinnungsreihen
wurden in dekadischen Stufen in 0,85 % iger Kochsalzlésung vorgenommen. Mit je 100 pl der
entsprechend verdiinnten Suspension wurden pro ausplattierter Verdiinnungsstufe zwei Nahragarplat-
ten beimpft. Die Agarplatten wurden fir 24 Stunden bei 30 °C aerob bebritet. Zur Auszahlung wurden
die Verdlnnungsplatten ausgewahlt, bei denen die Zahl der Keime zwischen 20 und 200 lagen. Die
Probenentnahme erfolgte nach 0, 24, 48, 72, 96 und 168 Stunden. Aus dem Medianwert der beiden
parallelen Messreihen wurde die Keimzahl gebildet und zur weiteren Auswertung in eine Tabellenkal-
kulation eingefligt. Der pH-Wert und die Nitritkonzentration wurden durch eine Doppelmessung zu

Beginn des Versuches und am 1., 2., 3., 4. und 7. Tag gemessen.
2.7.2 Inkubationsansatze fir die in vivo Versuche

Zur Herstellung des Beimpfungspools (Inokulum) wurden Mikroorganismen eingesetzt, die bei der

Produktion der Rohwurst ein besonderes Gefahrenpotential darstellen (siehe Tab.6). Die Isolate
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stammten aus klinischem Untersuchungsmaterial, Rohwirsten und aus dem Produktionsumfeld der
Rohwurstherstellung. Die Hohe der eingesetzten Keimmengen lag bei 5x10° KbE/g Brat. Far die
einzelnen Versuchsreihen wurden je 1 ml der Bakteriensuspension (ca. 1x10° KbE/ml) vgl. 2.7
entnommen und in einem sterilen Reagenzglas zu einem Bakterienpool der jeweiligen Gattung
vereinigt. Mittels einer dezimalen Verdunnungsstufe wurde eine Keimdichte von 1x10” KbE/ml
hergestellt. AnschlieRend wurden aus dieser 0,5 ml entnommen und erneut in ein Reagenzglas mit 9
ml 0,85 % iger Kochsalzlésung uberfiihrt. Die Beimpfung des Wurstbrates erfolgte danach mit 1,6 ml
dieser Ausgangssuspension pro Kilogramm, wobei Natriumnitrit in den Konzentrationen 0 mg/kg, 100
mg/kg [1,45 mM], 150 mg/kg [2,17 mM] und 200 mg/kg [2,9 mM] zu den verschiedenen Chargen

zugesetzt wurde.
2.7.3 Inkubationsansatze fur die Elektronenmikroskopie

Der Einfluss von Natriumnitrit auf die Bakterienzellen von Escherichia coli, Listeria monocytogenes
und Salmonella spp. wurde im Rahmen der Untersuchungen zudem elektronenmikroskopisch
analysiert werden. Dazu wurden die Zellen, wie unter Punkt 2.7 beschrieben, vorkultiviert und dann in
einen 300-ml Standkolben mit 100 ml Nahrbouillon Gberfihrt. Natriumnitrit wurde in einer Endkonzent-
ration von 100 mg/l [1,45 mM] und 200 mg/l [2,9 mM] den Medien zugesetzt. Dem Kontrollansatz
wurde kein Nitrit zugesetzt. Nach einer 24- oder 48- stlindigen Inkubation bei 25 °C und 180 rpm,
wurden finfmal 1 ml Suspension unter sterilen Bedingungen entnommen und in ein Eppendorfgefa
Uberfuhrt. Mittels Zentrifugation bei 8000 rpm flr 5 Minuten wurde das Nahrmedium entfernt, das
Zellpellet in 200 pl 0,85 % iger Kochsalzlésung aufgeldst und die 5 Zentrifugationsansatze vereinigt.
Im Anschluss an einen weiteren Waschschritt wurden die Proben im Laboratorium fir Elektronenmik-
roskopie des Institutes fur Mikrobiologie und Biotechnologie des MRI Kulmbach prapariert. Die

mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Rasterelektronenmikroskop durchgefihrt.
2.8 Messung der Wasseraktivitat (ay-Wert)

Die Wasseraktivitatswerte wurden mit einem a,-Kryometer Uber eine Doppelmessung ermittelt
(RODEL et al. 1989).

2.9 Messung des Sauregrades (pH-Wert)

Die pH-Wertmessung der Proben wurde alle 24 Stunden elektrometrisch mit einem pH-Meter
durchgefiihrt. Die pH-Elektrode wurde einmal wochentlich mit Standard-Pufferlésungen mit pH 4 und

pH 7 bei Raumtemperatur kalibriert.

2.10 Nitritbestimmung

Um die Konzentration des Zusatzstoffes Natriumnitrit im Nahrmedium/Wurstbrat im Verlauf des
Untersuchungszeitraumes zu verfolgen, wurde der Nitritgehalt semi-quantitativ mit Teststadbchen
bestimmt. Die Teststabchen deckten einen Bereich von 2-80 mg/l ab, fir hoher konzentrierte Proben

wurde eine 1:10 (Verdinnung mit 0,85 % iger Kochsalzlésung) verwendet.
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2.11 Redoxpotentialmessung

Die Untersuchungen zur kontinuierlichen Messung der Redoxpotentiale wurden mit Einstabmesselekt-
roden durchgefuhrt, die Messwerte mit einer Datenerfassungsanlage alle 15 Minuten gespeichert und
zur weiteren Auswertung an einen Computer Ubertragen. Diese Datensatze wurden anschlielend
durch eine geeignete Software graphisch weiterverarbeitet. Alle Redoxpotentialwerte wurden zu
Beginn der Messung rechnerisch auf Null zurickgesetzt, um einen besseren Vergleich der
Messreihen zu gewahrleisten. Die Redoxpotentialkurven sind daher als relative Redoxpotentialwerte
dargestellt. Eine eingehende Beschreibung der Methodik zur Redoxpotentialmessung wurde von
RODEL und SCHEUER (1998) publiziert.

Die Redoxelektroden steckten im Verlaufe der In Vitro-Untersuchungen in passgenauen Reagenzgla-
sern. Jedes dieser Rohrchen war mit 4 ml der entsprechenden Nahrbouillon beflllt (vgl. 2.7.1). Mit
diesem Messsystem konnten 8 Proben gleichzeitig gemessen werden. Bei unseren Versuchen
wurden zwei Messsysteme mit insgesamt 16 Elektroden eingesetzt. Die Experimente wurden in zwei
Messboxen mit einer konstant eingestellten Temperatur durchgefiihrt und waren als Zweifachmessun-
gen angelegt. Parallel zur Erfassung der mikrobiellen Stoffwechselaktivitdt wurden, wie unter Punkt
2.7.1.1 beschrieben, Keimzahlbestimmungen durchgefiihrt, um eine genauere Aussage Uber das

Verhalten der Mikroorganismen in den unterschiedlichen Versuchsansatzen treffen zu kénnen.

Um auch in den verschiedenen Rohwurstprodukten eine Aussage Uber den Verlauf der mikrobiellen
Aktivitat treffen zu kénnen, wurden die Redoxpotentialelektroden direkt in das Produkt eingefiihrt. Da
im Verlauf der Reifung das Produkt an Gewicht und Gréfie verlor, mussten die Redoxelektroden im

Produkt fixiert werden.
2.12 Rohwurstherstellung

Zur Untersuchung des Einflusses von Natriumnitrit auf das Verhalten von Escherichia coli
[EHEC/STEC], Listeria monocytogenes und Salmonella spp., wahrend der Reifung und Lagerung in
verschiedenen Rohwurstprodukten wurden Challengeversuche durchgefiihrt. Uberpriift wurden neben
der Wirkung des Zusatzstoffes Nitrit auch verschiedene Reifebedingungen. Das Brat wurde mit einer
Keimdichte von 3,4 — 4,0 logi; KbE pro Gramm beimpft. Hierfir wurde ein Keimpool verwendet (vgl.
Punkt 2.7.2).

2.12.1 Herstellung einer feinzerkleinerten streichfahigen Rohwurst

Fir die Uberpriifung des Verhaltens der eingesetzten Keime in feinzerkleinerten Rohwurstprodukten
(Typ Teewurst) wurden insgesamt 4 Untersuchungsreihen mit 4 unterschiedlichen Versuchsansatzen
durchgefiihrt.

2.12.1.1 Grundrezeptur

Bei allen Ansatzen wurde fiir die Vorchargen die aus Tab. 7 ersichtliche Grundrezeptur verwendet. Pro

Kilogramm Rohmaterial wurden 550 Gramm Schweinefleisch und 450 Gramm Fett (Wammen)
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verwendet. Die Starterkultur bestand aus Kulturen von Lactobacillus sakei, Staphylococcus carnosus
ssp. utilis und Kocuria varians. Es handelte sich dabei um ein gefriergetrocknetes Konzentrat mit
Dextrose (85 % +/- 5 %) und 5 % Magermilchpulver.

Tab. 7: Fur alle Versuchsansatze verwendete Grundrezeptur zur Herstellung von Rohwurst

Bestandteil Menge pro kg Rohmaterial
Glucose 3g (0,3%)
Pfeffer 3g (0,3%)
Starterkultur 0,8g (0,08 %)

Natriumascorbat

0,5g (0,05 %)

2.12.1.2 Zusatzstoffe

Bei den einzelnen Versuchsansatzen wurde Natriumchlorid und Natriumnitrit in unterschiedlichen

Mengen zugegeben

(siehe Tab. 8).

Tab. 8: Bei den Versuchsansatzen geprifte Zusatzstoffe

Zusatzstoff

Menge

Versuchsansatz

Natriumchlorid

25 g/kg (2,42 %)

30 g/kg (2,89 %)

Ala; Alla; B la; B lla; C la;
Clla;D la; D lla

Alb; A llb; B Ib; B lIb; C Ib;
Clib;DIb; D llb

Natriumnitrit

0 mg/kg
100 mg/kg
150 mg/kg

200 mg/kg

Ala;Alb;Alla; Allb
Bla;Blb; B lla; B llb
Cla;Clb;Clla; Cllb

Dla;DIb;Dlla; D llb

2.12.1.3 Technologie der Herstellung

Das Zuschneiden und Wolfen (Kérnung: 3 mm) der Rohmaterialien erfolgte am Tag vor der
Herstellung der Teewurste. Die Ausgangsmaterialien wurden bis zum nachsten Tag bei 4 °C gelagert.
Das Fettgewebe wurde vor der Zugabe zum Magerfleisch bis zu einer schaumig-klebrigen Konsistenz

gekuttert, das Inokulum (siehe Punkt 2.7.2) und die Zutaten dem Rohmaterial zugegeben und das so
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erhaltene Brat bis zur feinsten Kérnung ca. 60 Runden gekuttert. Die unbeimpften Kontrolichargen

wurden im Versuchsablauf zuerst hergestellt.

Das Brat wurde anschlielend mit einer Wurstfillmaschine in Cellulosehydrat-Darme zu je 200 g
abgefllt.

2.12.1.4 Reife- und Lagerungsbedingungen

Nach einer Angleichzeit von einer Stunde wurden die hergestellten Teewurste fur ca. 5 Sekunden in
eine 20 % ige Kaliumascorbat-Losung getaucht, um einen Oberflachenbewuchs wahrend der Reife-
und Lagerungsphase zu unterbinden. Insgesamt wurden zwei Reifeprogramme (1 u. 2) gefahren
(siehe Tab. 9). Dabei sollte unter anderem der Einfluss einer Temperaturerhdhung auf 25 °C nach dem
sechsten Reifetag auf das Verhalten der eingesetzten Keime untersucht werden (Leistner, 1992;

Leistner, 2000). Die Teewtrste wurden anschlief3end bei 17 °C fur 28 Tage gelagert.

Die relative Luftfeuchte wurde bei allen Versuchen auf 92 % und die Luftgeschwindigkeit auf einen
festen Wert von 0,01 m/s eingestellt. Jedoch konnten in der befillten Reifekammer an verschiedenen

Messpunkten in der Klimakammer Geschwindigkeiten zwischen 0,01 — 0,05 m/s gemessen werden.

Tab. 9: Ubersicht der gepriiften Reife- und Lagerungsbedingungen

Tag Reifeprogramm 1 Reifeprogramm 2
0-3 24 °C 24 °C
4-6 22°C 22°C
7-10 18 °C 25°C
Tag Lagerung
11-28 17 °C 17 °C

Die in den Klimakammern fir die jeweiligen Reifeprogramme eingestellten Werte, fir die Temperatur
und die relative Feuchte wurden an Hand von Datenloggern protokolliert und mit Hilfe eines

Aspiration-Psychrometers Uberprift.
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kurzgereifte streichfahige Rohwurst

Vorcharge

0 mg/kg Natriumnitrit

100 mg/kg Natriumnitrit

150 mg/kg Natriumnitrit

200 mg/kg Natriumnitrit

o)
B
(]
=}
N
2,42 % NaCl| (2,89 % NaCl 2,42 % NaCl| (2,89 % NaCl 2,42 % NaCl| |2,89 % NaCl 2,42 % NaCl | |2,89 % NaCl
L]
j
=}
i 1 2 1 2 1 2 1 2
x
2
= 17 °C 17 °C 17 °C 17 °C
S
(0]
—

Abb. 1: Schematische Ubersicht der Versuchsansatze zum Verhalten der verwendeten Keime in feinzerkleinerter, streichfahiger Rohwurst
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2.12.1.5 Chargenkodierung

Die Kodierung aller Versuchschargen und die dazugehodrigen Rezepturen sowie Reife- und

Lagerungsbedingungen sind in Tab. 10 zusammengefasst.

Tab. 10: Ubersicht aller hergestellten Chargen und der Chargenkodierung

Chargencode NacCl Natriumnitrit Reifeprogramm
Ala 2,42 % 0 mg/kg 1
Alla 2,42 % 0 mg/kg 2
Alb 2,89 % 0 mg/kg 1
Allb 2,89 % 0 mg/kg 2
Bla 2,42 % 100 mg/kg 1
B lla 2,42 % 100 mg/kg 2
Blb 2,89 % 100 mg/kg 1
B llb 2,89 % 100 mg/kg 2
Cla 2,42 % 150 mg/kg 1
Clla 2,42 % 150 mg/kg 2
Clb 2,89 % 150 mg/kg 1
Clib 2,89 % 150 mg/kg 2
D la 2,42 % 200 mg/kg 1
D lla 2,42 % 200 mg/kg 2
DIb 2,89 % 200 mg/kg 1
D lIb 2,89 % 200 mg/kg 2

2.12.2 Herstellung einer schnellgereiften groben schnittfesten Rohwurst

Fir die Uberpriifung des Verhaltens der eingesetzten Bakterien der Gattungen Escherichia coli
(EHEC), Listeria monocytogenes und Salmonella spp. in schnellgereiften schnittfesten Rohwurstpro-

dukten, wurden 4 Untersuchungsreihen mit 2 unterschiedlichen Versuchsansatzen durchgefihrt.
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212.2.1

Bei allen Ansatzen wurde die fir die Vorchargen aus Tab. 11 ersichtliche Grundrezeptur verwendet.
Dabei wurden pro Kilogramm Rohmaterial 330 Gramm Schweinefleisch, 330 Gramm Rindfleisch und
300 Gramm Ruickenspeck verwendet. Die Starterkultur bestand aus Kulturen von Lactobacillus sakei,

Staphylococcus carnosus ssp. utilis und Kocuria varians. Es handelte sich dabei um ein gefrierge-

Grundrezeptur

trocknetes Konzentrat mit Dextrose (85 % +/- 5 %) und 5 % Magermilchpulver.

Tab. 11: Fur alle Versuchsansatze verwendete Grundrezeptur fur die Herstellung von Rohwurst

2.12.2.2

Bei den einzelnen Versuchsansatzen wurde Natriumnitrit in unterschiedlichen Mengen zugegeben

(siehe Tab. 12).

Bestandteil Menge pro kg Rohmaterial
Natriumchlorid 28g (2,81 %)
GDL 59 (0,5%)
Pfeffer 3g (0,3%)
Starterkultur 0,8g (0,08 %)

Natriumascorbat

0,59 (0,05%)

Zusatzstoffe

Tab. 12: Bei den Versuchsansatzen geprifte Zusatzstoffe

Zusatzstoff Menge Versuchsansatz
Natriumnitrit 0 mg/kg Ala;Alb
100 mg/kg Bla;Blb
150 mg/kg Cla;Clb
200 mg/kg Dla;D b

2.12.2.3

Die Rohmaterialien wurden eine Woche vor der Herstellung des Produktes zugeschnitten und bis zur
Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Die tiefgefrorenen Teilstlicke wurden in einem Kutter, unter
gleichzeitiger Zugabe der Gewdirze und Starterkulturen, auf eine Kérnung von ca. 10 mm zerkleinert.

Zu dem in Chargen aufgeteilten Brat erfolgte die Zugabe der Inocula (siehe 2.7.2) und der

Technologie der Herstellung

Zusatzstoffe wahrend der Zerkleinerungsphase im Kutter.
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Das Brat wurde anschliefsend mit einer Wurstfilimaschine in Naturin Kollagenfaserdarme mit einem

Kaliber von 60 mm und einer Lange von 40 cm gefullt.
2.12.2.4 Reife- und Lagerungsbedingungen

Nach einer Angleichzeit von 4 Stunden wurden die hergestellten Rohwdirste (siehe 2.12.2.3) fir ca. 5
Sekunden in eine 20 % ige Kaliumascorbat-Lésung getaucht, um einen Oberflachenbewuchs wahrend
der Reife- und Lagerungsphase zu unterbinden. Die Reifung erfolgte in vollautomatischen
Klimakammern. Insgesamt wurden zwei Reifeprogramme (1 u. 2) gefahren (siehe Tab. 13). Hierbei
sollte erneut der Einfluss einer Temperaturerhéhung auf 25 °C nach dem dritten Reifetag auf das
Verhalten der eingesetzten Keime untersucht werden. Die schnellgereiften Rohwirste wurden dann

bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes bei 17 °C gelagert.

Tab. 13: Ubersicht der gepriiften Reife- und Lagerungsbedingungen

Tag Reifeprogramm 1 | Reifeprogramm 2 | rel. Luftfeuchtig- | Luftgeschwindigkeit
keit
0-1 24 °C 24 °C 93-94 % 0,4-0,5 m/s
1-2 22°C 22°C 92 % 0,4-0,5 m/s
2-3 20°C 20°C 90 % 0,4-0,5 m/s
4-6 19°C 25°C 88 % 0,3-0,4 m/s
Tag Lagerung
7-10 17 °C 17 °C 85 % 0,2-0,3 m/s
11-28 17 °C 17 °C 85 % 0,05-0,1 m/s

Die in den Klimakammern fir die jeweiligen Reifeprogramme eingestellten Werte fir die Temperatur,
die Luftgeschwindigkeit und die relative Feuchte wurde mit Datenloggern protokolliert und mit Hilfe von

einem Aspiration-Psychrometer und einem Anemometer taglich Uberpruft.
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schnellgereifte schnittfeste Rohwurst

Vorcharge

0 mg/kg Natriumnitrit

100 mg/kg Natriumnitrit

150 mg/kg Natriumnitrit

200 mg/kg Natriumnitrit

0,5 % GDL

0,5 % GDL

T L I T

0,5 % GDL

1 2

1 2

1 2

o
N

i

(]

=}
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Abb. 2: Schematische Ubersicht der Versuchsansatze zum Verhalten der verwendeten Keime in einer schnellgereiften Rohwurst
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2.12.25 Chargenkodierung

Die Kodierung aller Versuchschargen und die dazugehdrigen Rezepturen sowie Reife- und

Lagerungsbedingungen sind in Tab. 14 zusammengefasst.

Tab. 14: Ubersicht aller hergestellten Chargen und der Chargenkodierung

Chargenkodierung NacCl GDL Natriumnitrit Reifeprogramm
Ala 2,8% 0,5% 0 mg/kg 1
Alb 2,8% 0,5 % 0 mg/kg 2
B la 28 % 0,5 % 100 mg/kg 1
Blb 2,8% 0,5 % 100 mg/kg 2
Cla 2,8% 0,5 % 150 mg/kg 1
Clb 28 % 0,5 % 150 mg/kg 2
Dla 28 % 0,5 % 200 mg/kg 1
DIb 2,8% 0,5 % 200 mg/kg 2
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2.12.3 Herstellung einer langgereiften groben schnittfesten Rohwurst

Fir die Uberpriifung des Verhaltens der eingesetzten Keime (siehe 2.5) in einer langgereiften
schnittfesten Rohwurst wurden 4 Untersuchungsreihen mit 2 unterschiedlichen Versuchsansatzen
durchgefiihrt.

2.12.3.1 Grundrezeptur

Bei allen Ansatzen wurde fiir die gleiche Grundrezeptur fiir die Vorchargen (siehe Tab. 15) verwendet.
Pro Kilogramm Rohmaterial wurden 330 Gramm Schweinefleisch, 330 Gramm Rindfleisch und

300 Gramm Riuckenspeck verwendet. Die Zugabe der Starterkultur BITEC LS-1 erfolgte wahrend des
Zerkleinerungsvorgangs im Kutter.

Tab. 15: Fur alle Versuchsansatze verwendete Grundrezeptur fir die Herstellung von Rohwurst

Bestandteil Menge pro kg Rohmaterial
Glucose 2g (0,2%)
Pfeffer 3g (0,3%)
Starterkultur 0,8g (0,08 %)
Natriumascorbat 0,5g (0,05 %)

2.12.3.2 Zusatzstoffe

Bei den einzelnen Versuchsansatzen wurde Natriumchlorid und Natriumnitrit in unterschiedlichen

Mengen zugegeben (siehe Tab. 16).

Tab. 16: Bei den Versuchsansatzen gepriifte Zusatzstoffe

Zusatzstoff Menge Versuchsansatz
Natriumchlorid 28 g/kg (2,82 %) Ala;Bla;Cla;Dla
34 g/kg (3,4 %) Alb;BIb;Clb;DIb
Natriumnitrit 0 mg/kg Ala;Alb
100 mg/kg Bla;Blb
150 mg/kg Cla;Clb
200 mg/kg Dla;DIb
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2.12.3.3 Technologie der Herstellung

Die Herstellung der langgereiften schnittfesten Rohwurst erfolgte analog der Produktion fiir eine

schnellgereifte mit GDL produzierte Rohwurst (siehe 2.12.2.3).
2.12.3.4 Reife- und Lagerungsbedingungen

Nach einer Angleichzeit von 4 Stunden wurden die hergestellten Rohwirste (siehe 2.12.2.3) fir ca. 5
Sekunden in eine 20 % ige Kaliumascorbat-Lésung getaucht, um einen Oberflachenbewuchs wahrend
der Reife- und Lagerungsphase zu unterbinden. Die Reifung erfolgte in vollautomatischen
Klimakammern. Im Gegensatz zu den GDL-gereiften Rohwirsten wurde bei diesen Versuchen nur ein
Reifeprogramm (siehe Tab. 17), das einem herkdmmlichen industriellen Fermentationsprogramm

entsprach, verwendet.

Tab. 17: Ubersicht der gepriiften Reife- und Lagerungsbedingungen

Tag Reifeprogramm 1 relative Feuchte Luftgeschwindigkeit
0-1 24 °C 94 % 0,4-0,5m/s

1-2 22 °C 92 % 0,4-0,5m/s

2-3 20°C 90 % 0,4-0,5m/s

4-6 19 °C 88 % 0,3-0,4 m/s
Tag Lagerung

7-10 17 °C 85 % 0,2-0,3m/s
11-28 17 °C 85 % 0,01 - 0,05 m/s
29-84 17 °C 82 % 0,01 - 0,05 m/s

Die in den Reifekammern eingestellten Werte fir die Temperatur, relative Luftfeuchtigkeit und

Luftgeschwindigkeit wurden analog wie 2.12.2.4 dokumentiert und Uberprift.



24

MATERIAL UND METHODEN

langgereifte schnittfeste Rohwurst

Vorcharge

0 mg/kg Natriumnitrit

100 mg/kg Natriumnitrit

150 mg/kg Natriumnitrit

200 mg/kg Natriumnitrit

N
Hyl
g
N
2,82 % NaCl| | 3,4 % NaCl 2,82 % NaCl| | 3,4 % NaCl 2,82 % NaCl| | 3,4 % NaCl 2,82 % NaCl| | 3,4 % NaCl
(o]
c
=]
= 1 1 1 1
x
2
3 17°C 17°C 17 °C 17 °C
)
©
-

Abb.3: Schematische Ubersicht der Versuchsansétze zum Verhalten der verwendeten Keime in langgereifter Rohwurst
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2.12.3.5 Chargenkodierung

Die Kodierung aller Versuchschargen und die dazugehodrigen Rezepturen sowie Reife- und

Lagerungsbedingungen sind in Tab. 18 zusammengefasst.

Tab. 18: Ubersicht aller hergestellten Chargen und der Chargenkodierung

Chargenkodierung NaCl Natriumnitrit Reifeprogramm
Ala 2,82 % 0 mg/kg 1
AlB 3.4 % 0 mg/kg 1
Bla 2,82 % 100 mg/kg 1
Blb 3.4 % 100 mg/kg 1
Cla 2,82 % 150 mg/kg 1
Clb 3.4 % 150 mg/kg 1
Dla 2,82 % 200 mg/kg 1
Db 3.4 % 200 mg/kg 1

2.12.4 Herstellung einer schimmelpilzgereiften schnittfesten Rohwurst

Fir die Uberpriifung des Verhaltens der eingesetzten Keime (siehe 2.5) in einer schimmelpilzgereiften
schnittfesten Rohwurst wurden 4 Untersuchungsreihen mit 2 unterschiedlichen Versuchsansatzen
durchgefiihrt.

21241 Grundrezeptur

Bei allen Ansatzen wurde die gleiche Grundrezeptur fir die Vorchargen verwendet (siehe Tab. 19).
Pro Kilogramm Rohmaterial wurden 330 Gramm Schweinefleisch, 330 Gramm Rindfleisch und
300 Gramm Riickenspeck verwendet. Die Zugabe der Starterkultur BITEC LS-1 erfolgte wahrend des

Zerkleinerungsvorgangs im Kutter.

Tab. 19: Fir alle Versuchsansatze verwendete Grundrezeptur

Bestandteil Menge pro kg Rohmaterial
Glucose 2g (0,2%)

Pfeffer 3g (0,3%)

Starterkultur 0,8g (0,08 %)
Natriumascorbat 0,5g (0,05 %)
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2.12.4.2 Zusatzstoffe

Bei den einzelnen Versuchsansatzen wurde Natriumchlorid und Natriumnitrit in unterschiedlichen

Mengen zugegeben (siehe Tab. 20)

Tab. 20: Bei den Versuchsanséatzen verwendete Zusatzstoffe

Zusatzstoff Menge Versuchsansatz
Natriumchlorid 28 g/kg (2,82 %) Ala;Bla;Cla;Dla
34 g/kg (3,4 %) Alb;BIb; Clb; D Ib
Natriumnitrit 0 mg/kg Ala;Alb
100 mg/kg Bla;Blb
150 mg/kg Cla;Clb
200 mg/kg Dla;DlIb

2.12.4.3 Technologie der Herstellung

Die Rohmaterialien wurden eine Woche vor der Herstellung des Produktes zugeschnitten und bis zur
Verarbeitung bei -20 °C gelagert. Die tiefgefrorenen Teilsticke wurden in einem Kutter unter
gleichzeitiger Zugabe der Gewdirze und Starterkulturen (BITEC-LS 1) auf eine Kérnung von ca. 10 mm
zerkleinert. Zu dem in Chargen aufgeteilten Brat erfolgte die Zugabe der Inocula (siehe 2.7.2) und der

Zusatzstoffe wahrend der Zerkleinerungsphase im Kutter.

Das Brat wurde anschlieRend mit einer Wurstfillmaschine in Naturin Kollagenfaserdarme, mit einem

Kaliber von 60 mm und einer Lange von 40 cm geflllt.
2.12.4.4 Reife- und Lagerungsbedingungen

Nach einer Angleichzeit von 4 Stunden wurden die hergestellten Rohwirste fiir ca. 5 Sekunden in eine
Edelschimmelpilz-Lésung (MEK-4) getaucht, um einen gleichmaRiigen Oberflachenbewuchs mit
Penicillium nalgiovense wahrend der Reife- und Lagerungsphase zu erreichen. Die Edelschimmelkul-
tur bestand aus einem gefriergetrockneten Konzentrat mit Dextrose (85 % +/- 5 %) und 5 %

Magermilchpulver.
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Die Reifung erfolgte in vollautomatischen Klimakammern unter industriellen Bedingungen (siehe Tab.
21).

Tab. 21: Ubersicht der gepriiften Reife- und Lagerungsbedingungen

Tag Reifeprogramm 1 relative Feuchte Luftgeschwindigkeit

0-3 20°C 92 % 0-0,01 m/s

3-7 18 °C 88 % 0,05-0,1m/s
7-14 15°C 85 % 0,1-0,2m/s
14-21 15°C 80 % 0,1-0,2m/s
21-35 15°C 75 % 0,1-0,2m/s
35-42 15°C 72 % 0,1-0,2m/s

Tag Lagerung
42-84 15°C 75 % 0,01 - 0,05 m/s

Die in den Reifekammern eingestellten Werte fir die Temperatur, relative Luftfeuchtigkeit und

Luftgeschwindigkeit wurden analog wie Punkt 2.12.2.4 dokumentiert und tberpruft.
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Abb. 4: Schematische Ubersicht der Versuchsanséatze zum Verhalten der verwendeten Keime in schimmelpilzgereifter Rohwurst
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2.12.45 Chargenkodierung

Die Kodierung aller Versuchschargen und die dazugehdrigen Rezepturen sowie Reife- und

Lagerungsbedingungen sind in Tab. 22 zusammengefasst.

Tab. 22: Ubersicht aller hergestellten Chargen und der Chargenkodierung

Chargenkodierung NaCl Natriumnitrit Reifeprogramm
Ala 2,82 % 0 mg/kg 1
AlIB 3.4 % 0 mg/kg 1
Bla 2,82 % 100 mg/kg 1
BIb 3.4 % 100 mg/kg 1
Cla 2,82 % 150 mg/kg 1
Clb 3.4 % 150 mg/kg 1
Dla 2,82 % 200 mg/kg 1
Dlb 3.4 % 200 mg/kg 1

2.13 Mikrobiologische Untersuchungen der Rohwirste

Im Rahmen der mikrobiologischen Untersuchungen wurde der Keimzahlverlauf der eingeimpften
Stdmme (vgl. 2.5) der Milchsaurebakterienflora, der Enterobacteriaceen sowie der aeroben
mesophilen Mikroorganismen bestimmt. Das Rohmaterial wurde vor der Keimzugabe auf das
Vorhandensein von Escherichia coli [EHEC/STEC], Listeria monocytogenes und Salmonella spp.

untersucht.
2.13.1 Kultureller Nachweis von Listeria monocytogenes

Die Rohwirste wurden mit einem sterilen Skalpell in der Mitte senkrecht aufgeschnitten, anschlief3end
wurde unter sterilen Bedingungen 10 g Probenmaterial entnommen und zusammen mit 90 ml

0,85% iger Kochsalzlésung fur zwei Minuten im Stomacher homogenisiert.

Die Keimzahlbestimmung von Listeria monocytogenes erfolgte zum einem mit dem PALCAM-Medium
und parallel dazu zum Vergleich mit Chromogen-Listeria-Agar. Das Nachweisprinzip dieses Mediums
beruht auf der Spaltung des Farbstoffs Chromogen-X-Glycosid durch die B-Glycosidase und der
Hydrolysierung des im Agar enthaltenen Lecithins durch eine Phospholipase (Lecithinase). Kolonien
von Listeria monocytogenes erscheinen somit auf dem Agar tlrkis und sind von einem hellen Hof

umgeben.



MATERIAL UND METHODEN 30

Zur Keimzahlung wurden jeweils dezimale Verdiinnungsreihen von 10" bis 107 angelegt. Alle
Nachweismedien wurden mit 0,1 ml pro Platte im Spatelverfahren beschickt. Je 0,1 ml Suspension der
Verdiinnungsstufen 10", 102 und 10® wurden sowohl auf dem PALCAM- als auch auf dem
Chromogen-Listeria-Agar pipettiert und ausgespatelt. Die Agarplatten wurden anschlielend fir
48 Stunden bei 37 °C aerob bebritet. Eine Beimpfung des Standard |- und MRS-Agars erfolgte mit je
0,1 ml der Verdinnungsstufen 10”° und 10°. Ab dem zweiten Reifetag wurde die Verdiinnungsstufen
107 ausplattiert. Diese Medien wurden aerob bei 30 °C fiir 48 Stunden inkubiert. Sowohl vom

PALCAM- als auch vom Chromogen-Listeria-Agar wurden die charakteristischen Kolonien ausgezahlt.

Je Untersuchungstag wurden jeweils vier verdachtige Kolonien der niedrigst auszdhlbaren
Verdinnungsstufe auf Standard |-Agar subkultiviert und zur Kontrolle bestatigt. Hierzu wurden die
HENRY sche Beleuchtung und der CAMP-Test durchgefiihrt sowie das Hamolyseverhalten und die
Rhamnose und Xyloseverwertung Uberprift. Die Berechnung der Listeria monocytogenes Keimdichte
sowie der Zahl aerober Milchsaurebakterien und der aeroben mesophilen Keimflora erfolgte wie unter
Punkt 8 der Methode L 06.00 § 64 LFGB beschrieben.

2.13.2 Kultureller Nachweis von Escherichia coli [EHEC/STEC]

Die zu untersuchenden Rohwiirste wurden mit einem sterilen Skalpell senkrecht in der Mitte
aufgeschnitten. Jeweils 25 g Proben wurde unter sterilen Bedingungen sowohl aus der Wurstmitte als
auch aus dem Randbereich enthommen und in einen Stomacherbeutel mit Seitenfilter Gberfihrt. Nach
Zugabe von 225 ml 0,85 % -iger Kochsalzlésung (1:10 Verdinnung) wurde die Probe zwei Minuten
homogenisiert. Die Keimzahlbestimmung von Escherichia coli [EHEC/STEC] erfolgte mit dem DHL-
Medium (Desoxycholate Hydrogen Sulfide Lactose Agar) und parallel dazu zum Vergleich mit Sorbitol
MacConkey Agar (SMAC).

Zur Keimzahlung der beimpften Chargen wurden 1 ml Homogenat enthommen und in einer dezimalen
Verdunnungsreihe angelegt. Nach dem Anlegen der Verdinnungsreihe wurden jeweils 0,1 ml der
Verdiinnungsstufe 10 und 10 auf dem SMAC- und DHL-N&hrboden ausplattiert. Je 0,1 ml wurden in
der Verdiinnungsstufe 10 und 107 auf dem Standard |- und MRS-Agar angelegt. Die Bebriitung des
Sorbitol MacConkey Agar und des DHL Agar erfolgte fir 48 Stunden bei 30 °C. Das Zahlen der
Kolonien wurde wie unter Punkt 8 L 06.00 § 64 LFGB beschrieben durchgefiihrt. Im Vergleich zu
naturlich kontaminierten Proben erfolgte die Nachweismethode bei den verwendeten kiinstlich

beimpften Proben ohne einen Anreicherungsschritt so lange keine Keimzahlen < 10 erreicht wurden.

Dann wurde das Probenmaterial in 225 ml Trypton-Soja-Bouillon (TSB) aufgenommen und fiir 18
Stunden geschiittelt, um vorgeschadigte STEC wieder zu beleben. 1,0 ml der bebriteten Kultur
wurden in 4 ml sterile TSB mit 10 mg Novobiocin /I pipettiert und 16 Stunden in einem sterilen
Reagenzglaschen bei 180 rpm geschittelt. Am nachsten Tag wurde diesen 1 ml Homogenat
entnommen und in einer dezimalen Verdinnungsreihe angelegt. Ausplattiert auf SMAC wurden die
Verdinnungsstufen 107, 102 und 10™. In regelmaRigen Abstanden wurden zur Bestdtigung des

Ergebnisses verdachtige Kolonien von den SMAC- und DHL-Nahrbéden abgenommen und auf einem
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chromogen Medium (Fluorocult) fur 24 Stunden bei 30 °C ausgestrichen. Durch den Gehalt einer

fluorogenen Substanz wird der Nachweis der 3-D-Glucuronidase (positiv bei E. coli) mdglich.
2.13.3 Kultureller Nachweis von Salmonella spp.

Der kulturelle Nachweis von Salmonella spp. (siehe Punkt 2.5) geschah analog zu Punkt 2.13.2.
Jedoch wurden als geeignete Nachweismedien der XLD-Agar und autoklavierter DHL-Agar
eingesetzt. Dabei zeigten typische, auf XLD-Agar gewachsene, Salmonellen-Kolonien ein schwarzes
Koloniezentrum und eine leicht rotlich gefarbte transparente Zone durch den Umschlag des Indikators.
Im Gegensatz dazu konnte auf dem autoklavierten DHL-Nahrboden fir Salmonella spp. nur schwarze
Kolonien nachgewiesen werden. Eine selektive Anreicherung erfolgte erst nachdem die Keimzahl der
Proben auf kleiner 10 abgesunken war. Dazu wurden 25 g Probe in 225 ml gepuffertes Peptonwasser
Uberfuhrt, zerkleinert und fur 18 Stunden bei 37 °C bebritet. Von der Voranreicherung wurden
anschlieffend 0,1 ml zu 10 ml RVS-Bouillon pipettiert. Die beimpfte RVS-Bouillon wurde fiir 24 h unter
standigem Schiitteln (180 rpm) bei 41 °C inkubiert. Aus der RVS-Bouillon erfolgte ein Verdiinnungs-
ausstrich mit einer Impfése auf dem XLD- und DHL-Agar. Da in den Ausgangsmaterialien keine

Salmonellen nachgewiesen werden konnten, wurde auf eine serologische Bestatigung verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Ergebnisse der in-vitro Untersuchungen

Im Rahmen des ersten Arbeitsblocks sollte untersucht werden, ob die verwendeten pathogenen
Mikroorganismen Listeria monocytogenes, Escherichia coli (EHEC/STEC) und Salmonella spp. unter
verschiedenen Milieubedingungen mit bzw. ohne Zusatz von Natriumnitrit ein unterschiedliches

Keimwachstumsverhalten zeigen.

Dazu wurden die Versuche zunachst im Nahrmedium (in vitro) bei Temperaturen von 25 °C und 17 °C
durchgefihrt, die auch in der industriellen Fermentation von Rohwirsten haufig verwendet werden
(Farber et al. 1993; Trissel et al. 1989; Tydppdénen et al. 2003). In Hinblick auf das spater zu
untersuchende Produkt Rohwurst wurden multifaktorielle Aspekte (Zusatz von Natriumnitrit, pH-, a,-
Wert und Keimzahlhéhe) mit einbezogen, so dass die Wachstumskinetik der Mikroorganismen unter
realitdtsnahen Bedingungen verfolgt werden konnte. Parallel zur Erfassung der Keimzahl wurde die
mikrobielle Aktivitdt Uber das Redoxpotential bestimmt. Die kontinuierliche Aufzeichnung der
Redoxpotentialverlaufe ermdglicht, alle Geschehnisse aufzuzeichnen, die das umgebende Milieu der
Elektrode beeinflussen. Infolge einer Vermehrung der Mikroorganismen verandert sich stéandig die
Zusammensetzung des Milieus in Abhéngigkeit zur Menge und Art der gebildeten Stoffwechselproduk-
te (Rdédel und Scheuer, 2003). Eine Vermehrung der Organismen ist durch einen Abfall der relativen
Redoxpotentiale gekennzeichnet. Der Zeitraum bis zum exponentiellen Abfall der Messkurve, die
» elektronische lag-Phase®, ist ein prazise bestimmbarer Malstab fiir die Wirksamkeit einer Hirde

(siehe Abb.1).
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Abb.1: Einfluss verschiedner Konzentrationen des Zusatzstoffes Natriumnitrit (0, 100 und 200 mg/l) auf die Lange
der ,elektronischen Lag-Phase* bei Listeria inocua bei pH6, 25 °C in Peptonwasser
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Werden die Bakterien in ihrer Vermehrung durch Zusatzstoffe z.B. Natriumnitrit oder andere Faktoren
negativ beeinflusst, ist ebenfalls eine Verlangerung der ,elektronischen Lag-Phase® mit zunehmender
Hemmung zu beobachten. Neben der rein quantitativen Erfassung der Keimzahlen erlaubte die
Beobachtung der Redoxpotentialverlaufe eine genauere Interpretation der Wirkmechanismen

bestimmter Hirden.

Die Ergebnisse der im Arbeitsblock 1 ausgefiihrten Experimente bildeten die Grundlage fir alle

weiteren Versuche mit dem Produkt ,fermentierte Rohwurst® (Arbeitsblock 2).
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3.1.1 Multifaktorielle Untersuchungen zum Einfluss von Natriumnitrit auf

das Keimwachstum von Listeria monocytogenes

3.1.1.1 Vergleich der Wachstumskinetik bei 25 °C und verschiedenen pH- und a,-Werten

Bei einem pH-Wert von 7 und einem a,-Wert von 0,98 hatte Natriumnitrit nur in einer Konzentration
von 200 mg/l einen geringfiigig hemmenden Einfluss auf die Zellen von Listeria monocytogenes

(siehe, Abb.2).
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Abb.2: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/l auf den Redoxpoten-
tialverlauf und auf das Keimwachstum KbE/ml von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektivbouillon bei
25 °C, pH7 und aw: 0,98

Ab einem a,-Wert von 0,97 konnte ein beschleunigtes Wachstum der Mikroorganismen im Vergleich
zur Negativkontrolle festgestellt werden, so dass die Anfangskeimzahlen von ca. 5,0 x 10° KBE/ml
innerhalb von 24 Stunden auf ca. 5,0 x 10’ KBE/ml zunahmen (siehe, Abb. 3).
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Abb.3: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KbE/ml von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon bei 25 °C, pH 7 und aw: 0,97
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Obwohl die Negativkontrolle die Endkeimzahlen der Ansatze mit Nitrit um ca. eine Zehnerpotenz
Ubertraf, zeigte sich aber innerhalb der ersten 24 Stunden ein stimulierender Effekt des Zusatzstoffes
auf das Wachstum der Zellen von Listeria monocytogenes. Uber den gesamten Untersuchungszeit-

raum von 7 Tagen blieben die Keimzahlen konstant auf einem hohen Niveau von 5,0 x 10" KBE/ml.

Bei einer Erniedrigung des Wasseraktivitdtswertes auf 0,94 verstarkte sich der positive Effekt des
Nitrits im Vergleich zur Negativkontrolle noch deutlicher, so dass die Kulturen mit Nitrit eine héhere

Endkeimzahl erreichten als die Kontrollen (siehe, Abb. 4).
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Abb.4: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KbE/ml von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon bei 25 °C, pH 7 und aw: 0,94

Die Ergebnisse der Keimzahlbestimmung wurden durch die Messung der mikrobiellen Aktivitat Gber
die Redoxpotentiale bestatigt. Diese fielen innerhalb der ersten 24 Stunden steil ab und zeigten,
unabhangig von der eingesetzten Nitritmenge, einen fast identischen Verlauf bis zu einem
Redoxpotentialwert von -300 mV (Relativwert). AnschlieRend gingen die Redoxpotentialkurven, die
den Ansatzen mit unterschiedlichen Nitritkonzentrationen entsprachen, in einen waagerechten Verlauf
Uber. Der niedrigste Messwert von ca. -600 mV (Relativwert) wurde nur von der Negativkontrolle ohne

Natriumnitrit erreicht (siehe Abb. 2).
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Bei einem pH-Wert von 6 zeigte sich, dass die Mikroorganismen bei Wasseraktivitadtswerten von 0,98
und 0,97 durch Natriumnitrit in ihrem Wachstum geférdert oder nicht beeinflusst wurden. Ab einem
a,-Wert von 0,955 konnte jedoch in den Ansatzen mit 150 mg/l und 200 mg/l Natriumnitrit im

Gegensatz zur Negativkontrolle ein verzégertes Wachstum beobachtet werden (siehe Abb. 5).
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Abb.5: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KbE/mI von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon bei 25 °C, pH 6 und aw: 0,955

Mit einem weiter abnehmenden a,-Wert kam es zu einer zusatzlichen Verlangerung der lag-Phase der
Bakterienzellen. Listeria monocytogenes erreichte jedoch auch unter diesen Bedingungen im Medium
nach 3-4 Tagen eine vergleichbare Keimzahl wie bei den Experimenten, die mit einem pH-Wert von 7
durchgefuhrt wurden. Wurde Natriumnitrit in Konzentrationen von 100 mg/l zugesetzt, ergab sich eine
Wachstumskinetik, die sehr eng mit der der Negativkontrolle korrelierte. Die ermittelten Endkeimzah-

len waren jedoch um ca. eine halbe Zehnerpotenz in Richtung der Negativkontrolle verschoben.
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Bei einem pH-Wert von 5 war kein Wachstum mehr feststellbar (siehe Abb. 6). Stattdessen konnten

bakteriostatische (a,-Wert 0,98) oder bakterizide Zustadnde in den Ansatzen beobachtet werden.
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Abb.6: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KbE/ml von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon bei 25 °C, pH 5 und aw: 0,98

Wurde der a,-Wert schrittweise weiter erniedrigt, so starben die Mikroorganismen in den Ansatzen mit
Nitrit ab. Dabei wurde eine Zunahme der bakteriziden Wirkung des Nitrits mit steigender Konzentration
festgestellt (siehe Abb. 7).
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Abb.7: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KbE/ml von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon bei 25 °C, pH 5 und aw: 0,94
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Die Keimzahlen der Negativkontrollen blieben bei allen Versuchen stabil bei ihren Anfangswerten von
5 x 10® KBE/ml. Durch die Messung der mikrobiellen Aktivitat Gber die Redoxpotentiale (Rédel und
Scheuer 2003 a/b) konnte dieses Ergebnis bestatigt werden, da Uber den gesamten Untersuchungs-
zeitraum in keinem der Ansatze eine Abnahme des Redoxwertes und damit eine Zunahme der

mikrobiellen Aktivitat festgestellt werden konnte.
3.1.1.2 Vergleich der Wachstumskinetik bei 17 °C, verschiedenen pH- und a,~-Werten

Natriumnitrit hatte bei einem pH-Wert von 7 keinen hemmenden Einfluss auf das Wachstum der
Organismen. Wie auch schon die Untersuchungen bei 25 °C und pH 7 gezeigt haben, fallt auch hier
auf, dass die Ansatze mit Nitrit ab einem a,-Wert von 0,97 ein deutlich besseres Wachstum
aufwiesen, als die Negativkontrollen ohne Zusatzstoff (vgl. 3.1.1). Dieses Ergebnis wurde Uber die
Messung der Redoxpotentiale bestatigt, trat jedoch hier bei einer Konzentration von 100 mg/l etwas
abgeschwachter auf als bei 150 mg/l und 200 mg/I (siehe Abb.8).
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Abb.8: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/l auf den Redoxpoten-
tialverlauf und auf das Keimwachstum KbE/ml von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektivbouillon bei
17 °C, pH7 und aw: 0,955
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Dieser Wachstumsvorteil kehrte sich bei einer Erniedrigung des pH-Wertes von 7 auf 6 um (siehe
Abb. 9). Je héher nun die zugesetzte Konzentration an Natriumnitrit war, desto langer wird die lag-
Phase von Listeria monocytogenes. Im Vergleich zur Negativkontrolle wurden auch deutlich geringere
Endkeimzahlen erreicht.
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Abb.9: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KbE/mI von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon bei 17 °C, pH 6 und aw: 0,98

Wurde der a,-Wert, in Kombination mit einem pH von 6, auf 0,955 weiter abgesenkt, trat in den

Ansatzen mit 150 mg/l und 200 mg/I Natriumnitrit ein bakteriostatischer Zustand ein (siehe, Abb. 10).
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Abb.10: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KbE/ml von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon bei 17 °C, pH 6 und aw: 0,955
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Bei einer weiteren Erniedrigung des a,~-Wertes auf 0,94 war kein Wachstum mehr zu beobachten. Die
Mikroorganismen verharrten in einem Zustand der Bakteriostase. Folglich blieb die Keimzahl auf dem
Niveau der Anfangskeimzahl von ca. 5 x 10° KBE/ml.

Bei Absenkung des pH-Wertes von 6 auf 5 sank die Anfangskeimzahl um eine Zehnerpotenz und blieb
dann Uber den gesamten Untersuchungszeitraum konstant auf diesem Niveau. Im Vergleich zu den
Experimenten bei 25 °C kann festgestellt werden, dass es zu keinem Absterben der Mikroorganismen
unter den genannten Bedingungen kam (siehe Abb. 11).
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Abb.11: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KbE/mI von Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon bei 17 °C, pH 5 und aw: 0,94

3.1.1.3 Elektronenoptischer Vergleich zwischen Bakterienzellen nach 24- stiindiger

Inkubation mit und ohne Natriumnitrit

Ein Einfluss von Natriumnitrit auf die Zellen von Listeria monocytogenes wurde im Hinblick auf eine
Veranderung der Zelloberflaiche auch mikroskopisch untersucht. Mit Hilfe eines Rasterelektronenmik-
roskops konnte zwischen den mit und ohne Natriumnitrit inkubierten Zellen bei einem pH-Wert von 7
und einem a,~-Wert von 0,98 ein deutlich sichtbarer Unterschied in den Aufnahmen festgestellt

werden.
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Natriumnitrit fohrte unter den genannten Bedingungen zu deutlichen Verdnderungen in der
bakteriellen Zellwand (siehe Abb. 12).

Abb. 12: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Listeria monocytogenes nach einer 24-
stiindigen Inkubation in Fraser-Listerien-Selektiv-Bouillon (pH: 7 und a,: 0,98, Temp. : 25 °C,
Inokulum: 3x10® KBE/ml) ohne Natriumnitrit (A) und mit 200 mg/l Natriumnitrit (B)

Um die bei einem pH-Wert von 7 unter 3.1.1 gemachten Beobachtungen besser interpretieren zu
kdnnen, wurden auch von Zellen aus diesem Versuch elektronenmikroskopische Aufnahmen gemacht.
Dadurch sollte geklart werden, ob aufgrund der Morphologie der Zellen eine Aussage mdglich ist,
warum mit Nitrit inkubierte Zellen bei a,-Werten unterhalb von 0,98 ein besseres Anfangswachstum,
als die Zellen der Negativkontrolle zeigten. Mit der Rasterelektronenmikroskopie konnte zwischen den

mit und ohne Nitrit inkubierten Zellen kein optischer Unterschied festgestellt werden (siehe Abb. 13).

Abb. 13: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Listeria monocytogenes nach einer 48-
stliindigen Inkubation in Fraser-Listerien-Selektiv-Bouillon (pH: 7 und a,: 0,955, Temp.: 25 °C,
Inokulum: 5x10° KBE/mI) ohne Natriumnitrit (A) und mit 200 mg/I Natriumnitrit (B)

Jedoch fiel im Vergleich zur Abbildung 12 auf, dass die mit Nitrit inkubierten Zellen keine Schaden in
der Zelloberflache aufwiesen. Es konnte jedoch eine deutliche Veranderung der Form der Stabchen
beobachtet werden. Waren diese bei einem pH-Wert von 7 und einem a,-Wert von 0,98 doch eher

kompakt, wiesen sie bei einer reduzierten Wasseraktivitat eine schmalere und langlichere Form auf.
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Bei einer Absenkung des pH-Wertes von 7 auf 5 konnte eine deutliche Abnahme der Lange der

inkubierten Listerienzellen beobachtet werden (siehe Abb. 14).

Abb. 14: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Listeria monocytogenes nach einer 48-
stiindigen Inkubation in Fraser-Listerien-Selektiv-Bouillion (a,: 0,955, Temp.: 25 °C, Inokulum 3x10°
und 200 mg/I Natriumnitrit) bei einem pH-Wert von 7 (A) und 5 (B)
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3.1.2 Multifaktorielle Untersuchungen zum Einfluss von Natriumnitrit auf

das Keimwachstum von Escherichia coli

Da Escherichia coli und Salmonella spp. im Vergleich zu Listeria monocytogenes gegen eine
Absenkung des Wassseraktivitatswertes empfindlicher sind (Madigan et al. 2001; Kramer 2002),
wurden fur diese Untersuchungen hdhere a,-Werte gewahlt.

3.1.2.1Vergleich der Wachstumskinetik bei 25 °C und verschiedenen pH- und a,-Werten

Natriumnitrit hatte bei einem pH-Wert von 7 und a,-Werten von 0,99 bis 0,975 keinen Einfluss auf das
Wachstum der Mikroorganismen. Mit abnehmendem a,-Wert konnte lediglich eine Verlangerung der
lag-Phase um ca. 24 Stunden festgestellt werden, jedoch wurden in allen Ansatzen nach 7 Tagen
Keimzahlen von ca. 5 x 10® KBE/ml erreicht (siehe Abb. 15).
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Abb.15: Vergleich des Einflusses der Wasseraktivitat (aw: 0,99 und ay: 0,975) auf das Keimwachstum KBE/ml
von Escherichia coli in EC-Bouillon bei 25 °C, pH 7 und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen c (0,
100, 150 und 200 mg/l)

Die Ergebnisse, die durch Ermittlung der Keimzahl erzielt wurden, konnten durch die parallele
Messung der mikrobiellen Aktivitat Uber die Redoxpotentiale bestatigt werden. Innerhalb der ersten
24 Stunden fielen die Redoxkurven steil ab und zeigten unabhangig von der eingesetzten Nitritmenge
einen fast identischen Verlauf bis zu einem Redoxpotentialwert von -600 mV (Relativwert). Dies war
ein Hinweis fir eine starke mikrobielle Aktivitat.

Wurde der Wasseraktivitatswert auf 0,965 abgesenkt, konnten bereits nach 24 Stunden in den
Ansatzen mit 200 mg/I Nitrit keine Kolonien nachgewiesen werden. In den Versuchen mit 0, 100 und
150 mg/l Natriumnitrit konnten die Mikroorganismen mit den verwendeten Methoden zwischen dem

1. und 4. Untersuchungstag nicht mehr erfasst werden.
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Erst zwischen dem 4. und 7. Untersuchungstag kam es zu einer sprunghaften Vermehrung der

Organismen auf Keimzahlen von 3 x 10° KBE/ml (siehe Abb. 16). Damit lag die erreichte Keimdichte,

im Vergleich zu den vorangegangen Versuchen mit a,-Werten von 0,99 bis 0,975, auf einem ahnlich

hohen Niveau.
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Abb.16: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c¢ (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das

Keimwachstum KBE/ml von Escherichia coli in EC-Bouillon bei pH 7, a,: 0,965
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Wurde der pH-Wert von 7 auf 6 abgesenkt, konnte bei allen untersuchten a,-Werten eine Hemmung

der Mikroorganismen mit Natriumnitrit im Vergleich zur Negativkontrolle beobachtet werden. Dieses

Resultat konnte durch die Messung der mikrobiellen Aktivitat Gber die Redoxpotentiale bestatigt

werden (siehe Abb. 17).
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Abb.17: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/l) auf den
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Bei einer Senkung des a,-Wertes auf 0,965 waren bereits nach 24 Stunden in den Ansatzen mit 100,
150 und 200 mg/l Natriumnitrit keine Mikroorganismen im Vergleich zur Negativkontrolle mehr
nachweisbar. Die Kulturen der Negativkontrolle bewegten sich bis zum vierten Versuchstag auf einem
konstanten Niveau von 5 x 10° KBE/ml. AnschlieRend konnten auch diese Kulturen nicht mehr

nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis wurde durch die Messung der Redoxpotentiale gestitzt.

Bei einer weiteren Absenkung des pH-Wertes auf 5 trat in keinem der Ansatze ein Wachstum auf.
Stattdessen war mit abnehmendem Wasseraktivitdtswert eine Zunahme der Toxizitdt des

Natriumnitrits zu beobachten (siehe Abb. 18).
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Abb.18: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KBE/ml von Escherichia coli in EC-Bouillon bei pH 5, a,: 0,965
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3.1.2.2 Vergleich der Wachstumskinetik bei 17 °C und verschiedenen pH- und a,-Werten

Genau wie bei den vorherigen Untersuchungen (vgl. 3.2.1) war kein Einfluss des Natriumnitrits bei
einem pH-Wert von 7 und Wasseraktivitdtswerten von 0,99 bis 0,975 feststellbar. Jedoch war bei
einem a,~-Wert von 0,965 im Gegensatz zu den Versuchen, die bei 25 °C durchgeflihrt wurden, kein
Absterben der Mikroorganismen bei 200 mg/I Nitrit, zu beobachten. Zwar sank die Keimzahl innerhalb
der ersten 24 Stunden, vor allem fiir die Organismen, die mit 150 und 200 mg/I Natriumnitrit inkubiert
wurden, um zwei Zehnerpotenzen, aber bereits nach 48 Stunden erreichten diese Kulturen mit der

Negativkontrolle vergleichbare Keimzahlen (siehe Abb. 19).
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Abb.19: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c¢ (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KBE/ml von Escherichia coli in EC-Bouillon bei 17 °C, pH 7 und ay: 0,965

Die Ergebnisse der Keimzahlung konnten durch die parallele Messung der mikrobiellen Aktivitat Gber

die Redoxpotentiale bestatigt werden.

Bei einem pH-Wert von 6 zeigte der Zusatzstoff Natriumnitrit einen deutlichen Einfluss. Der
hemmende Effekt des Nitrits trat hier sehr viel ausgepragter auf als dies bei 25 °C (vgl. 3.2.1) der Fall
war. Im Vergleich zur Negativkontrolle verlangerte sich zum einen die lag-Phase der Bakterien im
Schnitt um 72 Stunden und zum anderen wurden deutlich niedrigere Keimzahlen erreicht (siehe
Abb. 20).
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Abb.20: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KBE/ml von Escherichia coli in EC-Bouillon bei 17 °C, pH 6 und ay: 0,975

Dass die Temperatur bei einem Wasseraktivitatswert von 0,965 einen starken Einfluss auf die
Uberlebensfahigkeit der Mikroorganismen besitzt, zeigten auch schon die vorangegangenen
Untersuchungen (vgl. 3.2.1). Wahrend bei Versuchen mit 25 °C nach 6 Tagen keine Organismen mehr
nachgewiesen werden konnten, stiegen die Keimzahlen im Verlaufe der Untersuchungen bei 17 °C
nach ca. 72 Stunden an und erreichten, je nach zugesetzter Menge an Nitrit, Keimzahlen von 1 x 10°
KbE/ml bei einer Konzentration von 100 mg/l oder 1 x 10* KBE/ml bei 200 mg/I (siche Abb. 21).
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Abb.21: Vergleich des Temperatureinflusses (25 °C und 17 °C) auf das Keimwachstum KBE/ml von Escherichia
coli in EC-Bouillon bei pH 6, aw: 0,965 und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200
mg/l)
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Die Beobachtungen wurden durch die Messung der mikrobiellen Aktivitdt mit der Redoxpotentialmes-
sung bestatigt.

Bei pH-Wert 5, war kein Wachstum der Organismen zu beobachten. Stattdessen traten in den
Versuchen bakteriostatische oder bakterizide Zustande ein. Bei a,~Werten von 0,98 und 0,975 war bei
allen verwendeten Nitritkonzentrationen ein Uberleben der Kulturen von Escherichia coli méglich
(Bakteriostase). Kam es zu einer weiteren Absenkung des a,-Wertes auf 0,965 konnten die
Mikroorganismen, in Reihenfolge der zunehmenden Toxizitdt der zugesetzten Nitritmengen, nicht

mehr nachgewiesen werden.

Vergleicht man die Daten bei 17 °C mit denen bei 25 °C, féllt auf, dass die Organismen, die bei 25 °C
inkubiert wurden, zu einem deutlich frGheren Zeitpunkt nicht mehr im Medium nachzuweisen waren
(siehe Abb. 22).
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Abb.22: Vergleich des Temperatureinflusses (25 °C und 17 °C) auf das Keimwachstum KBE/ml von Escherichia
coli in EC-Bouillon bei pH 5, ay: 0,975 und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen ¢ ( 0, 100, 150 und
200 mg/l')

3.1.2.3 Vergleich der Wachstumskinetiken mit hohen Anfangskeimzahlen bei 25 °C und

17 °C und verschiedenen pH- und a,-Werten

Sowohl bei 25 °C als auch bei 17 °C zeigte sich, dass Natriumnitrit bei einem pH-Wert von 7 und
hohen a,~-Werten keinen Einfluss auf das Wachstum von Escherichia coli hatte. Erst bei einer
Absenkung des Wasseraktivititswertes auf 0,965 traten Unterschiede bei den verwendeten
Temperaturen auf. Wahrend die Mikroorganismen, welche bei 17 °C inkubiert wurden, innerhalb der
ersten 48 Stunden auf dem Anfangsniveau von 7 x 10° KBE/ml verharrten, konnte bei 25 °C eine
Abnahme der Keimzahl um zwei Zehnerpotenzen beobachtet werden. Der Effekt trat jedoch nur
zeitlich begrenzt auf. Nach 72 Stunden setzte ein Wachstum der Bakterien ein und vergleichbare
Zellzahlen wie bei dem Versuch mit 17 °C wurden erreicht. Diese Beobachtung war aber nicht auf die
Wirkung von Natriumnitrit zurickzufuhren, da die Negativkontrolle ein dhnliches Verhalten wie die
Ansatze mit 100, 150 und 200 mg/l zeigte. Bei einem pH-Wert von 6, war nur bei 17 °C und hohen

Wasseraktivitatswerten eine Hemmung der Zellen durch Natriumnitrit feststellbar. Im Vergleich zur
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Negativkontrolle verlangerte sich die lag-Phase der Mikroorganismen, welche mit 150 und 200 mg/
Natriumnitrit inkubiert wurden, um 72 Stunden. Durch eine weitere Absenkung des a,-Wertes auf
0,965 konnte mit zunehmender Nitritkonzentration eine steigende Toxizitdt des Natriumnitrits
beobachtet werden. Dieser Effekt trat erst nach 48 Stunden auf und war bei einer Temperatur von
25 °C ausgepragter als bei 17 °C (siehe Abb. 23).
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Abb.23: Vergleich des Temperatureinflusses (25 °C und 17 °C) auf das Keimwachstum KBE/ml von Escherichia
coli in EC-Bouillon bei pH 6, aw: 0,965 und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und
200 mg/l)

Innerhalb der ersten 48 Stunden zeigte sich bei 25 °C und abgeschwacht bei 17 °C ein anderes
temperaturabhangiges Verhalten. Wahrend die Keimzahlen der Kulturen, welche mit 0 mg/l und
100 mg/I Nitrit inkubiert wurden, um drei Zehnerpotenzen abnahmen, sank die Keimdichte der mit
150 mg/l und 200 mg/l inkubierten Mikroorganismen in den ersten 24 Stunden um eine halbe
Zehnerpotenz. Innerhalb der nachsten 24 Stunden ftrat dann genau das Gegenteil ein. In der
Negativkontrolle und in dem Ansatz mit 100 mg/I Nitrit begannen die Kulturen von E. coli zu wachsen,
wahrend fir die Versuche mit hohen Nitritkonzentrationen eine Abnahme der Keimdichte um zwei

Zehnerpotenzen beobachtet werden konnte.
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3.1.2.4 Elektronenoptischer Vergleich zwischen Bakterienzellen nach 24- stiindiger

Inkubation mit und ohne Natriumnitrit

Ein Einfluss von Natriumnitrit auf die Zellen von Escherichia coli wurde im Hinblick auf eine
Veranderung der Zelloberflache analog zu 3.1.1.3 auch mikroskopisch untersucht. Zwischen den mit
und ohne Natriumnitrit inkubierten Zellen konnte bei einem pH-Wert von 7 und einem a,-Wert von
0,99 kein sichtbarer Unterschied festgestellt werden (siehe Abb. 24). Dieses Resultat bestatigt somit

die Ergebnisse der in in vitro Experimente, dass eine Hemmung des bakteriellen Wachstums durch

Nitrit bei einem pH-Wert von 7 nicht beobachtet werden konnte.

Abb. 24: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Escherichia coli nach einer 24-stiindigen
Inkubation in Peptonwasser (a,: 0,99, Temp.: 25 °C, Inokulum 3,7x10° KbE/ml) ohne (A) und mit
200 mg/I Natriumnitrit (B) bei einem pH-Wert von 7

Um das Verhalten von Escherichia coli in Anwesenheit des Zusatzstoffes Nitrit besser interpretieren zu
kénnen, wurden weitere elektromikroskopische Aufnahmen angefertigt. In diesen zeigte sich, dass

Nitrit bis zu einem pH-Wert von 5 die Oberflache der Zellen nicht schadigt.
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Jedoch konnte mit abnehmendem ay-Wert bei den pH-Werten 7 und 6, sowohl bei den Ansatzen mit

als auch bei denen ohne Natriumnitrit, eine verstarkte Bildung von Fimbrien und die damit verbundene

Bildung von Zellaggregaten beobachtet werden (siehe Abb. 25).

Abb. 25: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Escherichia coli nach einer 24-stiindigen
Inkubation in Peptonwasser (a,: 0,975, Temp.: 25 °C, Inokulum 3,7x10° KbE/ml) ohne (A) und mit
200 mg/l Natriumnitrit (B) bei einem pH-Wert von 6

Durch die Bildung von Zellaggregaten wurde schneller eine hohe Zelldichte erreicht, wodurch die
Bakterien verschiedene Vorteile gegenliber einzelnen Zellen hatten. So bietet die Gruppe Schutz vor
mechanischen, physikalischen und/oder chemischen Stress, ermdglichte die Spezialisierung einzelner
Zellen und erhdhte damit die Fahigkeit der Mikroorganismen auch unter extremen Milieubedingungen
zu Uberleben. Wurde der pH-Wert auf 5 gesenkt, konnte zum einen eine deutliche Verédnderung der
Form der Stabchen (siehe Abb. 26) beobachtet werden und zum anderen blieb die Aggregation der

Zellen aus.

Abb. 26: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Escherichia coli nach einer 24-stiindigen
Inkubation in Peptonwasser (a,,: 0,975, Temp.: 25 °C, Inokulum 3,4x10° KbE/ml, 200 mg/ml
Natriumnitrit) bei pH 7(A) und bei einem pH-Wert von 5 (B)

In den Anséatzen konnten lediglich einzelne Zellen nachgewiesen werden. In dieser Form waren die
Mikroorganismen viel starker den verschieden Umweltfaktoren wie pH-Wert, ay-Wert und

Nitritkonzentration ausgesetzt. Ein rasches Absterben von Escherichia coli war somit wahrscheinlicher
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und konnte in den in vitro Versuchen bei einem pH-Wert von 5 auch in dieser Form dokumentiert

werden (vgl. 3.1.2).

3.1.3 Multifaktorielle Untersuchungen zum Einfluss von Natriumnitrit auf

das Keimwachstum von Salmonella spp.

3.1.3.1 Vergleich der Wachstumskinetik bei 25 °C und verschiedenen pH- und a,-Werten

Natriumnitrit hatte bei einem pH-Wert von 7 und a,-Werten bis 0,965 keinen Einfluss auf das
Wachstum der Mikroorganismen. Mit abnehmendem a,-Wert konnte lediglich eine Verlangerung der
lag-Phase um ca. 24 Stunden festgestellt werden, jedoch wurden in allen Ansatzen nach 7 Tagen
Keimzahlen von ca. 1 x 10° KBE/ml erreicht (siehe, Abb. 27).
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Abb.27: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KBE/ml von Salmonella spp. in Peptonwasser bei 25 °C, pH 7 und ay: 0,97

Die Ergebnisse, die durch Ermittlung der Keimzahl erzielt wurden, konnten durch die parallele
Messung der mikrobiellen Aktivitat Gber die Redoxpotentiale bestatigt werden. Innerhalb der ersten
24 Stunden fielen die Redoxkurven steil ab und zeigten unabhangig von der eingesetzten Nitritmenge
einen fast identischen Verlauf bis zu einem Redoxpotentialwert von -300 bis -500 mV (Relativwerte).
Nur die Negativkontrolle erreichte bei allen getesteten a,-Werten ein niedrigeres relatives
Redoxpotential von -600 mV. Dies lasst auf einen leicht beeintrachtigten Stoffwechsel der Salmonellen

in Anwesenheit von Nitrit schlieRen.

Im Gegensatz zu den Listerien und den enterohdmorrhagischen E.coli konnte wahrend des
Versuchszeitraumes ein Anstieg des pH-Wertes auf 8 festgestellt werden. Diese Zunahme war bei
einem a,-Wert von 0,965 nicht ganz so stark ausgepragt, so dass hier pH-Werte von 7,3 -7,4
gemessen werden konnten. Salmonellen sekretieren damit im Gegensatz zu den untersuchten
Listerien und E. coli's keine sauren, sondern alkalische Stoffwechselprodukte. Diese Beobachtung
wird vor allem bei niedrigeren pH-Werten eine groRere Bedeutung haben. Da der Ublicherweise in
diesem pH-Wertbereich auftretende verstarkte Nitritzerfall durch den pH-Wert Anstieg infolge des

mikrobiellen Stoffwechsels vermindert wird. Damit wird durch das Ausscheiden von mikrobiellen
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Stoffwechselprodukten, indirekt die Uberlebenschance der Organismen in Anwesenheit des

Zusatzstoffes gesteigert.

Wurde der pH-Wert von 7 auf 6 abgesenkt, konnte bis zu einem a,-Wert von 0,975 kein antimikrobiel-
ler Einfluss beobachtet werden. Erst bei einem tieferen Wasseraktivitatswert konnte innerhalb der
ersten 48 Stunden eine Hemmung der mit Nitrit inkubierten Salmonellen beobachtet werden (siehe
Abb. 28).
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Abb.28: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KBE/ml von Salmonella spp. in Peptonwasser bei 25 °C, pH 6 und ay: 0,965

Diese Resultate konnten durch die Messung der mikrobiellen Aktivitat bestatigt werden. Bei einem pH-
Wert von 5 konnte in keinem der Ansatze mit Natriumnitrit ein Wachstum festgestellt werden.
Stattdessen konnte mit abnehmender Wasseraktivitdt eine Zunahme der Toxizitdt des Nitrits, in

Reihenfolge der zugegebenen Konzentration beobachtet werden (siehe Abb. 29).
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Abb.29: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KBE/ml von Salmonella spp. in Peptonwasser bei 25 °C, pH 5 und ay: 0,99
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In keinem der Ansatze war ein Uberleben der Salmonellen bis zum Ende des Versuchszeitraumes

moglich. Jedoch konnte im Gegensatz zu Listeria monocytogenes und Escherichia coli ein Wachstum

der Negativkontrolle beobachtet werden (siehe Abb. 29). Dieses Ergebnis ist auf die Anhebung des

pH-Wertes im Inkubationsgefall in Folge des unbeeintrachtigten Stoffwechsels der Mikroorganismen

zurtickzufuhren.

3.1.3.2 Vergleich der Wachstumskinetik bei 17 °C und verschiedenen pH- und a,-Werten

Genau wie bei den vorherigen Untersuchungen (vgl. 3.1.3.1) war kein Einfluss des Natriumnitrits, bei

einem pH-Wert von 7 feststellbar.

Bei einem pH-Wert von 6 zeigte der Zusatz von Natriumnitrit einen deutlichen Einfluss. Im Vergleich

zur Negativkontrolle verlangerte sich zum einen die ,elektronische lag-Phase* der Bakterien im Schnitt

um 72 Stunden und zum anderen wurden deutlich niedrigere Keimzahlen gemessen. Ab Wasseraktivi-

tatswerten von unter 0,975 wurden im Medium bakteriostatische Bedingungen erreicht (siehe

Abb. 30). Ein Wachstum der Salmonellen war nicht mehr festzustellen. Jedoch konnten die

Organismen im Gegensatz zu E. coli bei gleicher Temperatur bis zum Versuchsende in der Bouillon

nachgewiesen werden.
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Abb.30: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KBE/ml von Salmonella spp. in Peptonwasser bei 17 °C, pH 6 und ay: 0,965
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Wurde der pH-Wert auf 5 erniedrigt, war kein Wachstum der mit Nitrit inkubierten Organismen zu
beobachten. Stattdessen traten in Reihenfolge der zunehmenden Toxizitdt der zugesetzten
Nitritmengen bakteriostatische oder bakterizide Zustande ein (siehe Abb. 31). In den Inkubationsan-
satzen ohne Nitrit konnte erneut (vgl. 3.1.3.1) ein Anstieg des pH-Wertes und in Folge dieser

Zunahme, eine Vermehrung der Salmonellen registriert werden.
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Abb.31: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c¢ (0, 100 150 und 200 mg/l) auf das
Keimwachstum KBE/ml von Salmonella spp. in Peptonwasser bei 17 °C, pH 5 und ay: 0,99

Die Ergebnisse der Keimzahlung konnten bei allen getesteten pH-Werten durch die parallele Messung

der mikrobiellen Aktivitat Uber die Redoxpotentiale bestatigt werden.

Bei einer weiteren Absenkung des ayw-Wertes starben zuerst die Mikroorganismen ab, die bei einer
héheren Temperatur inkubiert wurden waren. Dieser Effekt wurde auch schon bei den zuvor

untersuchten Organismen beobachtet (vgl. 3.1.2.2).
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3.1.3.3 Vergleich der Wachstumskinetiken mit hohen Anfangskeimzahlen bei 25 °C und

17 °C und verschiedenen pH- und a,-Werten

Sowohl bei 25 °C als auch bei 17 °C zeigte sich, dass Natriumnitrit bei einem pH-Wert von 7,
unabhangig vom getesteten a,-Wert, keinen Einfluss auf das Wachstum von Salmonella spp. hatte.
Erst bei einer Absenkung des pH-Wertes auf 6 in Kombination mit einem erniedrigten a,,-Wert traten
Unterschiede bei den verwendeten Temperaturen auf. Mikroorganismen, die bei 25 °C inkubiert
wurden, zeigten keine Unterschiede im Wachstumsverhalten im Vergleich zur Negativkontrolle.
Dagegen konnte bei einer Temperatur von 17 °C eine Hemmung des mikrobiellen Wachstums
beobachtet werden. Dieser Effekt war zeitlich begrenzt, da nach ca. 72 Stunden mit der Negativkon-

trolle vergleichbare Zellzahlen erreicht wurden.

Bei einem pH-Wert von 5 war sowohl bei hohen, als auch bei niedrigen Wasseraktivitatswerten eine
starke Hemmung der Salmonellen durch den Zusatzstoff Natriumnitrit feststellbar. Im Vergleich zur
Negativkontrolle stellten sich mit zunehmender Nitritkonzentration bakteriostatische und bakterizide
Keimzahlverlaufe ein. Diese Beobachtung war bei einer Temperatur von 25 °C ausgepragter als bei
17 °C (siehe, Abb. 32) und ahnelte den erzielten Ergebnissen von Listeria monocytogenes und
Escherichia coli (vgl. 3.1.2.3).

10

9

8

c in mg/l

——0

—=—100

—x—150
—a—200

T _ —o—0

S —=—100
— —*—150
T~ —a—200

17 °C

Tage

Abb.32: Vergleich des Temperatureinflusses (25 °C und 17 °C) auf das Keimwachstum KBE/ml von Salmonella
spp. in Peptonwasser bei pH 5, aw: 0,99 und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen c (0, 100, 150 und
200 mg/l)
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3.1.3.4 Elektronenoptischer Vergleich zwischen Bakterienzellen nach 24- stiindiger

Inkubation mit und ohne Natriumnitrit

Ein Einfluss von Natriumnitrit auf die Zellen von Salmonella spp. wurde im Hinblick auf eine
Veranderung der Zelloberflache analog zu 3.1.1.3 und 3.1.2.4 auch mikroskopisch untersucht.
Zwischen den mit und ohne Natriumnitrit inkubierten Zellen konnte bei einem pH-Wert von 7 und
einem a,~-Wert von 0,99 kein sichtbarer Unterschied festgestellt werden (siehe Abb. 33). Dieses
Resultat bestatigt somit die Ergebnisse der in in vitro Experimente, dass eine Hemmung des

bakteriellen Wachstums durch Nitrit bei einem pH-Wert von 7 nicht beobachtet werden konnte.

Abb. 33: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Salmonella spp. nach einer 24-stiindigen
Inkubation in Peptonwasser (a,: 0,99, Temp.: 25 °C, Inokulum 3,9x10° KbE/ml) ohne (A) und mit
200 mg/I Natriumnitrit (B) bei einem pH-Wert von 7

Um das Verhalten von Salmonella spp. in Anwesenheit des Zusatzstoffes Nitrit besser interpretieren
zu koénnen, wurden weitere elektromikroskopische Aufnahmen angefertigt. Es zeigte sich, dass
Natriumnitrit bis zu einem pH-Wert von 5 keine elektronenmikroskopisch sichtbaren Zellschaden
verursachte. Jedoch konnte mit abnehmendem ay-Wert bei den pH-Werten 6 und 5, sowohl bei den
Ansatzen mit als auch bei denen ohne Natriumnitrit, eine deutliche Veranderung der Zellform

festgestellt werden.
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Des Weiteren wurde beobachtet, dass die Zellen von Salmonella spp. unter diesen Bedingungen
keine Geildeln bzw. Fimbrien mehr aufwiesen. (vgl. Abb. 33 und 34).

Abb. 34: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Salmonella spp. nach einer 24-stiindigen
Inkubation in Peptonwasser (a,,: 0,975, Temp.: 25 °C, Inokulum 3,5x10° KbE/ml) ohne (A) und mit
200 mg/l Natriumnitrit (B) bei einem pH-Wert von 6

Im Vergleich zu den elektronenmikroskopischen Aufnahmen von Escherichia coli bei einem pH-Wert
von 6 fallt auf, dass sich Salmonellen unter diesen Bedingungen nicht zu Zellaggregaten zusammen
lagern. Dies ist ein mdglicher Hinweis, warum Salmonella spp. unter sonst identischen Bedingungen

empfindlicher in den in vivo Versuchen reagierte als Escherichia coli (vgl. 3.2.3.2 und 3.2.3.3).

In den Ansatzen bei einem pH-Wert von 5 konnten lediglich einzelne, stark verkleinerte Zellen

nachgewiesen werden (sieche Abb. 35).

Abb. 35: Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme von Salmonella spp. nach einer 24-stiindigen
Inkubation in Peptonwasser (a,: 0,975, Temp.: 25 °C, Inokulum 4,6x10° KbE/ml) ohne (A) und mit
200 mg/ml Natriumnitrit (B) bei einem pH-Wert von 5

In dieser Form sind die Mikroorganismen viel starker den verschieden Umweltfaktoren wie pH-Wert,
aw-Wert und Nitritkonzentration ausgesetzt. Ein rasches Absterben von Salmonella spp. war somit
wahrscheinlicher und konnte in den in vitro Versuchen bei einem pH-Wert von 5 auch in dieser Form
dokumentiert werden (vgl. 3.1.3.1 und 3.1.3.2).
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3.2 Ergebnisse der Challengeversuche

3.2.1 Schnellgereifte, streichfahige Rohwurst

Streichfahige Rohwirste sind sortenabhangig gereifte, umgerotete, jedoch nur gering abgetrocknete,

nicht zur langeren Lagerung bestimmte Fleischerzeugnisse. Aus zerkleinertem Fettgewebe

freigesetztes Fett umhillt die Fleischteilchen und bewirkt die Streichfahigkeit. In Abhangigkeit vom

Zerkleinerungsgrad der Fleisch- und Fettpartikel unterscheidet man zwischen fein- und grobzerkleiner-

ter Ware. Die streichfahige Rohwurst ist reich an Eiweily und verfugbarem Wasser und stellt mit ihrer

feinen Kornung den idealen Nahrboden fiur Keime aller Art zur Verfigung. Auf Grund der geringen

Bandbreite der zur Verfigung stehenden Hirden, ist sie das sensibelste Produkt unter den

streichfahigen Rohwirsten.

Bei den Versuchsansatzen wurden zwei Reifeprogramme getestet. Zum einen ein Standardreifepro-

gramm A und zum anderen ein Reifeprogramm B , welches durch eine Temperaturerhéhung zwischen

dem vierten und sechsten Tag eine metabolische Erschdpfung (Leistner, 1992) der Keime hervorrufen

sollte. Des Weiteren wurde bei allen Chargen zum einen durch die Zugabe zweier verschiedener

Kochsalzkonzentrationen (2,42 % und 2,89 %) der Einfluss des Ausgangswasseraktivitatswerts und

zum anderen die Wirkung des Zusatzstoffes Natriumnitrit (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das

Verhalten der pathogenen Keime untersucht.

3.2.1.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes wurde in einer Keimdichte von 3,8 — 3,9 logyo KbE pro g (6,3 - 7,9 x
KbE/g) dem Brat zugegeben (siehe Abb.36).
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Abb.36: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Listeria monocytogenes in einer Teewurst. (Reifeprogramm A und 2,42 % NacCl)
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Der pH-Wert nahm in Folge des Wachstums der Starterkulturen innerhalb der ersten 48 Stunden auf
5,2 — 5,3 ab. Dabei lieR sich eine leichte Verzégerung der Ansduerung des Produktes mit zunehmen-

der Nitritkonzentration im Brat erkennen. Dieser Effekt war jedoch nicht signifikant.
Reifeprogramm A
Kochsalzkonzentration: 2,42 %

In den Chargen, welche ohne den Zusatzstoff Natriumnitrit, hergestellt wurden, konnte innerhalb der
ersten 48 Stunden eine starke Zunahme der Keimdichte von Listeria monocytogenes im Brat auf
4,8 logs KbE/g (6,3 x 10* KbE/g) beobachtet werden (siehe Abb. 36). Auf diesem Niveau blieb die
Keimzahl konstant bis zum Endes des Untersuchungszeitraumes von 28 Tagen. Im Gegensatz dazu
konnte in den Ansatzen denen Nitrit zugegeben wurde, kein Wachstum der pathogenen Mikroorga-
nismen festgestellt werden. Listeria monocytogenes konnte bis zum Tag 28 in etwa derselben
Konzentration wie am Tag der Herstellung nachgewiesen werden. Eine Reduzierung der Keimdichte
war in diesem Reifeprogramm und der hier verwendeten Salzkonzentration nicht moglich (siehe
Abb.36).

Kochsalzkonzentration: 2,89 %

Wurde der Anfangswasseraktivitatswert durch die Steigerung der Kochsalzkonzentration erniedrigt, so
konnte im Vergleich zu einem 2,42 %-tigen Zusatz von Natriumchlorid eine Verlangsamung der
Vermehrung von Listeria monocytogenes in den Ansatzen ohne Nitrit festgestellt werden (vgl. Abb. 36
und 37).
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Abb.37: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Listeria monocytogenes in einer Teewurst. (Reifeprogramm A und 2,89 % NacCl)
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Auch wurden nach 72 Stunden geringere Keimzahldichten von 4,3 logqo KbE/g (2 x 10* KbE/g) im Brat
beobachtet. Auf diesem Niveau blieb die Keimzahl bis zum letzten Untersuchungstag. In den Chargen
mit Nitrit war keine Vermehrung der pathogenen Mikroorganismen mdglich. Die in das Brat zum
Beginn der Versuche eingeimpfte Keimdichte blieb bis zum Tag 28 konstant (siehe Abb. 37). Ein
signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Natriumnitritkonzentrationen 100, 150 und
200 mg/kg konnte sowohl bei den Versuchen mit einer Kochsalzkonzentration von 2,42 % als auch bei

denen mit 2,89 % nicht festgestellt werden.
Reifeprogramm B
Kochsalzkonzentration: 2,42 %

In den Chargen ohne Nitrit konnte wie bei Reifeprogramm A eine Vermehrung der Listerien um eine
Zehnerpotenz in den ersten 24 Stunden festgestellt werden (siehe Abb. 38). Auf diesem Niveau blieb
die Keimdichte bis zum letzten Untersuchungstag, ohne dass eine Abnahme zu beobachten war. Die
Erhdhung der Temperatur auf 25 °C zwischen dem Tag 4 und 6 fuhrte nicht zum gewunschten Erfolg.
Der Keimzahlverlauf von Listeria monocytogenes entsprach hier dem des Reifeprogramms A (vgl.
Abb. 36 und Abb. 38). Durch den Zusatz von Natriumnitrit konnte ein Wachstum der pathogenen
Keime unterbunden werden. Die Keimzahl sank wahrend des Untersuchungszeitraumes leicht aber
kontinuierlich (siehe Abb. 38) von 3,8 logiqo KbE/g auf 3 log,q KbE/g (1,0 x 10° KbE/g). Im Vergleich zu
einem industriellen Reifeprogramm konnte eine Reduzierung der Keimdichte um eine halbe
Zehnerpotenz erreicht werden. Jedoch sollten diese Ergebnisse nicht Gberbewertet werden, da sie im
Bereich von Messungenauigkeiten liegen. Zwischen den zugesetzten Nitritkonzentrationen konnten

keine signifikanten Unterschiede, hinsichtlicht einer effektiveren Keimhemmung, beobachtet werden.
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Abb.38: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Listeria monocytogenes in einer Teewurst. (Reifeprogramm B und 2,42 % NacCl)
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Kochsalzkonzentration: 2,89 %

Eine Vermehrung der Listeria monocytogenes Stamme konnte nur in den Chargen ohne Natriumnitrit
festgestellt werden. Durch den erhéhten Zusatz von 2,89 % Kochsalz stieg die Keimzahl im Vergleich
zur Zugabe von 2,42 % NaCl langsamer und erreichte nur Keimzahlen von 4,5 log;, KbE/g
(3,2 x 10* KbE/g) Brat (siehe Abb. 39). Eine Abnahme der Keimdichte konnte innerhalb des 28-tagigen
Untersuchungszeitraumes nicht beobachtet werden. Im Gegensatz zu den Chargen ohne Nitrit wurde
in den Ansatzen mit Nitrit kein Wachstum der pathogenen Mikroorganismen festgestellt. Die
Keimdichte blieb nahe zu konstant und nahm erst zum Ende des Versuches leicht ab (siehe Abb. 39).

Ein Unterschied zu einem industriellen Reifeprogramm war nicht zu beobachten.

5
T N—‘
T t 1
4 -
4,‘{
¢ [mg/kg]
3
——0
—=-100
150
2 4 —a—200
1 4
0 ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Abb.39: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Listeria monocytogenes in einer Teewurst. (Reifeprogramm B und 2,89 % NaCl)
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3.2.1.2 Escherichia coli

Escherichia coli wurde dem Brét in einer Keimdichte von 3,5 — 4,1 logy, KbE pro g (3,2 - 12,6 x 10°
KbE/g) dem Brat zugegeben (siehe Abb. 40). Der pH-Wert nahm in Folge des Wachstums der
Starterkulturen innerhalb der ersten 48 Stunden von 5,8 auf 5,2 — 5,4 ab. Dabei lief sich eine leichte
Verzdgerung der Ansduerung des Produktes mit zunehmender Nitritkonzentration im Brat erkennen.

Dieser Effekt war jedoch nicht signifikant.
Reifeprogramm A
Kochsalzkonzentration: 2,42 %

In keiner der Chargen konnte eine Zunahme der Keimdichte im Verlauf einer 28-tdgigen Untersuchung
festgestellt werden. Die Keimdichte von Escherichia coli sank innerhalb der ersten 72 Stunden leicht
auf Werte um 3,3 — 3,5 logso KbE/g (2,0 — 3,2 x 10° KbE/g). AnschlieRend blieb sie bis zum Ende der
Untersuchungen konstant auf diesem hohen Niveau (siehe Abb. 40). Ein Unterschied zwischen den
Chargen mit oder ohne Nitrit war nicht zu erkennen, auch konnten keine charakteristischen

Besonderheiten hinsichtlich der zugesetzten Nitritmenge festgestellt werden.

5
4 F
L&
¥ - ¢ in mg/kg
s T 3 & i ¥
——0
—=—100
150
2 ——200
1 4
0 T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28

Abb.40: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Escherichia coli in einer Teewurst. (Reifeprogramm A und 2,42 % NacCl)
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Kochsalzkonzentration: 2,89 %

Im Verlauf der 28-tagigen Untersuchung wurde in keiner Charge eine Vermehrung der Organismen
beobachtet (siehe Abb. 41). Stattdessen sank die Keimzahl zunachst leicht auf Werte um
3,5 logq0 KbE/g, um dann bis zum Tag 20 auf diesem Niveau zu Uberdauern. Erst in der letzten
Untersuchungswoche konnte dann erneut eine Abnahme der Zellzahl im Brat registriert werden (siehe
Abb. 41). Die Keimdichte nahm im gesamten Versuchszeitraum um eine Zehnerpotenz ab. Im
Vergleich zu einer Kochsalzkonzentration von 2,42 % lasst sich erkennen, dass die Keimzahl, wenn
auch nicht deutlicher, bei einer héheren Salzkonzentration am Ende der Untersuchung niedriger ist
(ca. 2,8 logso KbE/g). Ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen zugesetzten Nitritkonzent-

rationen konnte nicht beobachtet werden (siehe Abb. 41).
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Abb.41: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Escherichia coli in einer Teewurst. (Reifeprogramm A und 2,89 % NaCl)

Reifeprogramm B
Kochsalzkonzentration: 2,42 %

Eine Vermehrung der enterohamorrhagischen Escherichia coli konnte analog dem Reifeprogramm A
nicht beobachtet werden (vgl. Abb. 40 und 42). Die Keimdichte nahm in Folge der Temperaturerho-
hung zwischen dem 4- und 6-ten Reifetag deutlich starker ab als im gleichen Zeitraum mit einem
herkdmmlichen Reifeprogramm. So konnte bereits nach dem achten Tag eine Reduktion um eine
Zehnerpotenz im Produkt nachgewiesen werden (siehe Abb. 42). AnschlieBend gingen die Keime wie
auch schon beim Reifeprogramm A beobachtet in eine stationdre Phase Uber und blieben bis zum
17-ten Versuchstag konstant auf diesem Niveau (siehe Abb. 42). Danach sank die Keimzahl noch

einmal deutlich um erneut eine Zehnerpotenz, so dass am Ende der Untersuchung Keimdichten von
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1,6 - 2,1 log4o KbE/g (40 - 125 KbE/g) im Produkt erfasst wurden. Im Vergleich zu einem industriellen
Reifeprogramm verbesserte sich die Reduktion der Keime um ca. eine Zehnerpotenz. Ein signifikanter

Unterschied zwischen den eingesetzten Nitritkonzentrationen wurde nicht festgestellt (siehe Abb. 42).
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Abb.42: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Escherichia coli in einer Teewurst. (Reifeprogramm B und 2,42 % NacCl)

Kochsalzkonzentration: 2,89 %

Mit zunehmender Kochsalzkonzentration im Ausgangsbrat konnte eine gleichmafige und konstante
Abnahme der Keimdichte im Produkt festgestellt werden (siehe Abb. 43).
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Abb.43: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Escherichia coli in einer Teewurst. (Reifeprogramm B und 2,89 % NaCl)
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Ein Ubergang in eine stationdre Phase und somit ein Anpassen an die Umweltbedingungen konnte

nicht beobachtet werden. Auch konnte kein Unterschied zwischen den Chargen mit oder ohne Nitrit,

hinsichtlich einer Wachstumshemmung auf die Organismen, festgestellt werden (vgl. Reifeprogramm

A). Am Ende des Untersuchungszeitraumes wurden im Median Keimdichten von 1,4 — 1,6 logso KbE/g

(25 - 40 KbE/g) nachgewiesen (siehe Abb. 43).

3.2.1.3 Salmonella spp.

Salmonella spp. wurde in einer Keimdichte von 3,5 — 3,9 logso KbE pro g (3,2 - 7,9 x 10° KbE/g) dem

Brat zugegeben (siehe Abb. 44 und 45). Der pH-Wert nahm in Folge des Wachstums der zugesetzten

Milchsaurebakterien innerhalb der ersten 24 Stunden auf Werte um 5,3 ab. Somit war eine

ordnungsgemalle Reifung und Herstellung des Produktes gewahrleistet.
Reifeprogramm A

Kochsalzkonzentration: 2,42 %

In den Chargen ohne Natriumnitrit konnte innerhalb der ersten 72 Stunden eine sehr schnelle

Zunahme der Keimdichte beobachtet werden (siehe Abb. 44). So stieg die Keimzahl um zwei

Zehnerpotenzen auf 5,5 logo KbE/g (3,2 x 10° KbE/g) an. Auf diesem Niveau bewegte sich die Anzahl

der Salmonellen bis zum Untersuchungstag 28 (siehe Abb. 4). Eine Abnahme der Keimzahl war nicht

festzustellen. Im Gegensatz dazu konnte in den Chargen, welche mit Nitrit hergestellt wurden, keine

Vermehrung der pathogenen Bakterien beobachtet werden. Die Keimzahl sank bis zum Ende der
Untersuchungen kontinuierlich (siehe Abb. 44) auf Werte von 1,7 bis 1,9 log,o KbE/g (50 - 79 KbE/qg)

ab. Ein charakteristischer Unterschied hinsichtlich der Hemmung des Bakterienwachstums zwischen

den einzelnen Natriumnitritkonzentration 100, 150 und 200 mg/kg war nicht zu erkennen (siehe

Abb. 44).

Tage

Abb.44: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Salmonella spp. in einer Teewurst. (Reifeprogramm A und 2,42 % NaCl)
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Kochsalzkonzentration: 2,89 %

Auch durch eine héhere Kochsalzkonzentration von 2,89 % konnte eine Vermehrung der zugesetzten
Salmonellen in den Chargen ohne Nitrit nicht verhindert werden (vgl. Abb. 44und Abb. 45). Zwar war
der Anstieg der Keimzahl in Folge des niedrigeren ayw-Wertes leicht verzogert (siehe Abb. 44 und Abb.
45), dennoch wurden vergleichbare Keimzahlen wie bei den Versuchen mit 2,42 % Kochsalz
nachgewiesen (siche Abb. 44). Nach dem Erreichen einer Keimdichte von 5,5 logiy, KbE/g
(3,2 x 10° KbE/g) ab dem 6. Versuchstag, sank die Zahl von Salmonella spp. bis zum Tag 28 nur leicht
auf Werte um 4,8 logqq KbE/g (6,3 x 10* KbE/g) ab. In den Chargen mit Nitrit konnte wahrend des
ganzen Versuchszeitraumes keine Vermehrung der Keime von Salmonella spp. beobachtet werden
(siehe Abb. 45). Die Keimzahl sank kontinuierlich, ohne dass signifikante Unterschiede zwischen den
zugesetzten Nitritmengen festgestellt wurden. Am Tag 28 lag der Median der Keimdichte zwischen 2,0
und 2,4 logqo KbE/g (1,0 - 2,5 x 10° KbE/g).
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Abb.45: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Salmonella spp. in einer Teewurst. (Reifeprogramm A und 2,89 % NacCl)

Eine vollstandige Reduktion der Keime von Salmonella spp. war mit dem Standardreifeprogramm nicht
moglich. Zwar wurde in den Chargen mit Nitrit eine Verminderung der Keimdichte von einer
Zehnerpotenz erreicht, dennoch lagen die Werte tber den gesetzlichen Bestimmungen, welche eine

Abwesenheit von Salmonella spp. in 25 g des zu untersuchenden Produktes verlangen.
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Reifeprogramm B

Kochsalzkonzentration: 2,42 %

Analog zum Reifeprogramm A konnte in den Ansatzen ohne Nitrit eine Vermehrung der Organismen

innerhalb der ersten 2 bis 3 Tage festgestellt werden (siehe Abb. 46). Die Keimzahl erreichte Werte
von 5,8 logo KbE/g (6,3 x 10° KbE/g). Auf diesem hohen Niveau blieb die Keimdichte konstant bis

zum Untersuchungstag 20. Erst in der letzten Woche konnte bis zum Tag 28 eine Abnahme auf

5logq9 KbE/g (1,0 x 10° KbE/g) beobachtet werden. Ein Einfluss der Temperaturerhéhung zwischen

dem Tag 4 und 6 war in diesem Fall nicht zu erkennen. In den Chargen mit Nitrit konnte im Vergleich

dazu keine Vermehrung der Salmonellen beobachtet werden (siehe Abb. 46). Die Keimzahl sank

kontinuierlich auf unter 10 KbE/g, so dass am Tag 28 ein Nachweis der Organismen nur noch nach

Anreicherung moglich war. Ein signifikanter Unterschied zwischen den zugesetzten Nitritkonzentratio-

nen, hinsichtlich einer effektiveren Wachstumshemmung war nicht festzustellen.

Abb.46: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Salmonella spp. in einer Teewurst. (Reifeprogramm B und 2,42 % NaCl)
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Kochsalzkonzentration: 2,89 %

Auch durch den Zusatz von 2,89 % Kochsalz konnte in den Chargen ohne Natriumnitrit eine starke
Vermehrung der Organismen nicht verhindert werden. Die Keimzahl stieg innerhalb der ersten 3 Tage
auf 5,5 logj, KbE/g (3,2 x 10° KbE/g) an und sank anschlieRend im Verlauf der Untersuchung
gleichmaRig auf 4,5 logy, KbE/g (3,2 x 10* KbE/g) ab (siehe Abb. 47). Bei den Chargen mit Nitrit
konnte analog zum Reifeprogramm A keine Vermehrung der pathogenen Mikroorganismen festgestellt
werden. Besonders deutlich sank die Keimdichte noch einmal nach dem Untersuchungstag 6, also
unmittelbar im Anschluss an den Temperaturerhéhungsschritt (siehe Abb. 47). Im weiteren Verlauf
nahm die Keimzahl bis zum Tag 20 auf Werte unter 10 KbE/g ab. Ein Nachweis von Salmonella spp.
war am letzten Untersuchungstag nur noch nach einer Anreicherung maéglich. Vor allem in den ersten
6 Tagen konnte eine leicht bessere Wachstumshemmung in den Chargen mit 200 mg/kg Natriumnitrit
festgestellt werden. Jedoch erreichten alle Chargen mit Nitrit am Ende der Untersuchung vergleichba-

re Keimzahlen.
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Abb.47: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KBE/g von Salmonella spp. in einer Teewurst. (Reifeprogramm B und 2,89 % NacCl)

Die schnellgereifte streichfahige Rohwurst ist ein sensibles Produkt, welches ohne den Zusatz von
Natriumnitrit vor allem in den kritischen ersten 48 Stunden eine Vermehrung von Listeria monocytoge-
nes und Salmonella spp. zulieB. Eine voltstadndige Eliminierung der pathogenen Keime gelang weder
mit einem erniedrigten Anfangswasseraktivitditswert noch mit einem optimierten Reifeprogramm.
Dennoch lieR® sich zeigen, dass mit Hilfe eines Temperaturerhéhungsschrittes nach dem Tag 4 eine
z.T. deutlich bessere Keimzahlreduzierung moéglich war, als mit einem Standardreifprogramm (vgl.
3.2.1.2und 3.2.1.3).
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Verlauf des ay-Wertes

Der aw-Wert betrug am Tag 0 beim Zusatz einer Kochsalzkonzentration von 2,42 % 0,968 (siehe Abb.
48).
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Abb. 48: Verlauf des Wasseraktivitatswertes wahrend einer 28-tédgigen Inkubation einer Teewurst mit
2,42 % NaCl und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen (0, 100, 150 und 200 mg/kg). (Reifeprogramm B
und beimpft mit Salmonella spp.)

Wurde die Kochsalzkonzentration im Ausgangsbrat auf 2,89 % erhdht, so konnte ein Anfangswasser-
aktivitatswert von 0,962 gemessen werden (siehe Abb.49). Die Abnahme der Wasseraktivitat war bei
allen Chargen vergleichbar, es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ansatzen mit
oder ohne Nitrit festgestellt werden. Die Veranderung des ay-Wertes (ayw) von Tag O bis 28 betrug

maximal 0,017 Einheiten.
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Abb. 49: Verlauf des Wasseraktivitatswertes wahrend einer 28-tédgigen Inkubation einer Teewurst mit
2,89 % NaCl und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen (0, 100, 150 und 200 mg/kg). (Reifeprogramm A
und beimpft mit Salmonella spp.)
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Die Temperaturerhohung auf 25 °C bedingte eine vergleichsweise starkere Abnahme des Wasserakti-
vitatswertes, wobei die Reduktion immer kleiner als 0,0004 Einheiten im Vergleich zum Standardreife-
programm war. Wie der Vergleich zur unbeimpften Charge zeigte, blieb der ay-Wert am Anfang und im
Verlauf der Reifung durch den eingeimpften Keimpool unbeeinflusst. Dies bestatigte sich bei allen

Versuchsreihen und ist hier beispielhaft in Abbildung 48 dargestellt.
Verlauf des pH-Wertes und der Milchsaurebakterienzahl

Der Anfangs-pH-Wert lag zwischen 5,8 und 5,9 und fiel bei allen Chargen auf Werte um 5,3 bis 5,4
(Abb. 50). Wie die Abbildung 51 zeigt, konnte gleichzeitig eine Vermehrung der nachweisbaren
Milchsaurebakterien beobachtet werden. Nach 24 bis 48 Stunden betrug der Anstieg etwa zwei
Zehnerpotenzen. Innerhalb dieses Zeitraumes war auch die pH-Wertabnahme am gré3ten. Wie der
Vergleich der beimpften zur unbeimpften Charge zeigte, wurde der Verlauf des pH-Wertes durch den
eingeimpften Bakterienpool nicht beeinflusst. Dies bestatigte sich auch in allen weiteren Untersu-

chungsreihen und ist hier beispielhaft in Abbildung 50 dargestellt.
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Abb.50: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf den
pH-Wertverlauf in einer Teewurst mit 2,42 % NaCl (Beimpft mit Salmonella spp. 5*10° KBE/qg).

Die Milchsaurebakterien sorgten durch die Verwertung der zugegebenen Glucose fir den
pH-Wertabfall und trugen somit dazu bei, dass der pH-Wert bis zum Ende des Untersuchungszeitrau-

mes nicht Uber einen Wert von 5,5 — 5,6 stieg.
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Bis zum Ende der Untersuchungen fiel die Zahl der Milchsdurebakterien in den Ansatzen nicht unter
8,0 logqo KbE/g (siehe Abb. 51).
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Abb. 51: Verlauf der Milchsaurebakterienzahl (LAB) KbE/g in einer Teewurst hergestellt mit 2,42 % NaCl und
beimpft mit Salmonella spp. (Reifeprogramm A)

Verlauf der Zahl der aeroben mesophilen Keime

Die Keimzahl auf Standard I-Agar war bei allen Versuchschargen nach 24 Stunden mit dem Verlauf
der Milchsaurebakterienzahl auf dem MRS-Agar vergleichbar. Die Absolutwerte waren auf Grund
miterfasster Micrococcaceae-Arten der Starterkulturen etwas hoher. In Abbildung 52 ist dies

beispielhaft dargestellt.
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Abb. 51: Verlauf der Gesamtkeimzahl KbE/g in einer Teewurst hergestellt mit 2,42 % NaCl und beimpft mit
Salmonella spp. (Reifeprogramm A)
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3.2.2 Schnellgereifte, schnittfeste Rohwurst

Der Zusatzstoff Glucono-delta-Lacton (GdL) ist ein Schnellreifungsmittel, das in Deutschland oft
verwendet wird. GdL ist ein zyklischer Ester, der sich in Wasser rasch in Gluconsaure umwandelt und
zu einer erwlnschten pH-Wert Senkung, einer schnellen Gelbildung und zu einer beschleunigten
Umrétung im Produkt flhrt. GdL verkiirzt zum einen die Reifezeit auf ein Drittel und reduziert den
Gewichtsverlust auf rund flinfzehn Prozent (liblich sind 30 bis 50 Prozent) und anderseits entstehen
durch die kurzere Reifezeit weniger aromatische Proteinabbauprodukte. Die Haltbarkeit GdL-gereifter
Produkte ist jedoch verkurzt, und die Farbe sowie das Aroma sind weniger intensiv. Die anfangs
niedrigen Gewichtsverluste, die schnell erreichte Schnittfestigkeit und somit Verkaufsfahigkeit und die
risikoarme Herstellung sind vorteilhaft, jedoch sind Geschmack, Farbe und auch Haltbarkeit dieser
Wirste begrenzt. Bei langerer Lagerung treten zudem ein beil3ig-saurer Geschmack und hohe

Gewichtsverluste auf.

Bei den Versuchsansatzen wurden zwei Reifeprogramme getestet. Zum einen ein Standardreifepro-
gramm A und zum anderen ein Reifeprogramm B , welches durch eine Temperaturerhdhung eine
metabolische Erschépfung (Leistner, 1992) und somit ein vorzeitiges Absterben der Keime hervorrufen
sollte. Bei allen Chargen sollte zum einem der Einfluss des Zusatzstoffes Natriumnitrit und zum
anderen der Einfluss der zwei Reifeprogramme auf das Verhalten der verwendeten Keime untersucht

werden.
3.2.2.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes wurde in einer Keimmenge von 3,8 log:, KbE pro g (6,3 x 10° KbE/g) dem
Brat zugegeben (siehe Abb. 52). Durch das zugesetzte Glucono-delta-Lacton nahm der pH-Wert in
der Rohwurst sehr schnell ab, so dass nach 48 Stunden bei allen Chargen pH-Werte von 5,1 - 5,2

gemessen werden konnten.
Reifeprogramm A

In Folge der sehr schnellen pH-Wertabsenkung konnte in keiner der Chargen eine Vermehrung der
Listerien beobachtet werden (siehe Abb. 52). Bis zum Versuchstag 6 nahm die Zellzahl leicht auf
3,0 logqo KbE/g (1,0 x 10° KbE/g) ab. AnschlieRend blieb die Keimdichte bis zum 20. Tag auf diesem
hohen Niveau konstant (siehe Abb. 52). Zwischen dem Tag 20 und 28 konnte in Folge der
zunehmenden Abtrocknung des Produktes eine weitere Reduktion der Keimzahl beobachtet werden.
Nach einer 4-wo6chigen Reifungs- oder Nachreifungszeit konnten in den Produkten Keimmengen von
1,7 — 2,0 logso KbE/g (50-100 KbE/g) festgestellt werden. Im Verlauf der Untersuchung sank die
Keimzahl somit um zwei Zehnerpotenzen, dabei konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen
den Ansatzen mit oder ohne Nitrit festgestellt werden (siehe Abb. 52). Auch spielte die zugegebene

Nitritmenge hinsichtlich einer effektiveren Keiminaktivierung keine Rolle.
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Abb. 52: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg auf das
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Keimwachstum KbE/g von Listeria monocytogenes in einer schnellgereiften Salami (Reifeprogramm A und

2,81 % NaCl)

Reifeprogramm B

Im Vergleich zum Reifeprogramm A konnte wahrend oder nach der Temperaturerhéhung auf 25 °C

keine deutlichere Keimzahlabnahme beobachtet werden (siehe Abb. 53). Stattdessen zeigte sich ein

Keimzahlverlauf, der mit dem des Standardreifeprogrammes fast identisch war (vgl. Abb. 52 und Abb.

53). Auch in diesem Fall konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Chargen mit oder ohne

Natriumnitrit festgestellt werden. Die verschiedenen Natriumnitritkonzentrationen (100, 150 und

200 mg/g) die dem Brat zugegeben wurden, zeigten keinen erhéhten antimikrobiellen Effekt.
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Abb. 53: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg auf das
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Keimwachstum KbE/g von Listeria monocytogenes in einer schnellgereiften Salami (Reifeprogramm B und

2,81 % NaCl)
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3.2.2.2 Escherichia coli

Das Brat wurde mit einer Escherichia coli Keimmenge von ca. 3,8 logy, KbE pro g (6,3 x 10° KbE/g)
Brat beimpft. Durch das zugesetzte GdL nahm der pH-Wert der Rohwurst sehr schnell ab, so dass

nach 48 Stunden bei allen Chargen pH-Werte von 5,2 gemessen wurden.
Reifeprogramm A

Ein Anstieg der Keimzahlen konnte infolge der raschen Erniedrigung des S&uregrades nicht
festgestellt werden, stattdessen nahm die Keimdichte auf 2,0 - 2,7 logso KbE/g kontinuierlich bis zu
Untersuchungstag 6 ab. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Zellen, die mit oder ohne
Natriumnitrit inkubiert wurden, konnte nicht beobachtet werden (siehe Abb. 54). Zwischen dem Tag 6
und 13 blieb die Zellzahl von E.coli in der schnellgereiften Rohwurst konstant (siehe Abb. 54). Durch
die weiter voran schreitende Abtrocknung des Produktes auf Wasseraktivitdtswerte unter 0,95 nahm
die Keimdichte weiter ab. Erst ab dem 17. Untersuchungstag zeigten sich Unterschiede in Bezug auf
die Keimdichte von Escherichia coli zwischen den Chargen ohne und mit Natriumnitrit (siehe Abb. 54).
Wahrend in den Nitritchargen niedrigere Keimdichten von ca. 1,0 log,q KbE/g nachgewiesen werden
konnten, lagen diese fiir die ohne Nitrit hergestellten Rohwiirste bei 1,5 - 1,7 log,o KbE/g. Dieses
Ergebnis konnte jedoch nicht direkt auf die Wirkung von Nitrit zurlickgefiihrt werden, da der
Zusatzstoff mit unseren Methoden ab dem dritten Untersuchungstag nicht mehr nachweisbar war.
Zwischen den Chargen mit unterschiedlichen Natriumnitritkonzentationen von 100 bis 200 mg/g
konnte hinsichtlich der Keimzahl keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Am Tag 28
konnten in den Chargen mit Natriumnitrit sowohl nach Anreicherung als auch nach molekularbiologi-
scher Diagnostik keine Keime mehr nachgewiesen werden. In den Ansatzen ohne Nitrit war dies nach

Anreicherung mdéglich (siehe Abb. 54).
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Abb. 54: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg auf das
Keimwachstum KbE/g von Escherichia coli in einer schnellgereiften Salami (Reifeprogramm A und
2,81 % NaCl)
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Reifeprogramm B

Eine Vermehrung von Escherichia coli konnte auch bei diesem Reifeprogramm nicht festgestellt

werden. Im Gegensatz zum Reifeprogramm A wurde durch eine Temperaturerhéhung auf 25 °C

zwischen dem vierten und sechsten Tag eine deutlichere Abnahme der Keimzahl im Produkt erreicht

(vgl. Abb. 57 und 58). So konnten in den Ansatzen mit Nitrit nach dem sechsten Untersuchungstag
Keimdichten von 1,0 - 1,8 logqq KbE/g (10 — 63 KbE/g) nachgewiesen werden (siehe Abb. 55). Ab dem

achten Tag war ein Nachweis von Escherichia coli in diesen Proben nur noch nach Anreicherung

moglich. Ein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen zugesetzten Natriumnitritkonzentratio-

nen konnte nicht beobachtet werden.

Bei den Chargen, denen kein Natriumnitrit zugesetzt wurde, konnte zu jedem Zeitpunkt der

Untersuchung eine héhere Keimzahl im Vergleich zu denen mit Nitrit ermittelt werden (siehe Abb. 55).

Dieser Unterschied war jedoch auf Grund der Spannungsbreite der Ergebnisse nicht signifikant und

sollte daher nicht Uberbewertet werden. Erst ab Tag 17 konnten die Bakterien nur noch mittels

Voranreicherung nachgewiesen werden.

Im Vergleich zum Reifeprogramm A lasst sich feststellen, dass in Folge der Temperaturerhéhung

zwischen dem Reifetag 4 und 6 eine deutliche Keimreduzierung im Produkt erreicht werden konnte

(vgl. Abb. 54 und 55). Bereits nach dem sechsten oder achten Versuchstag war ein Nachweis von

Escherichia coli in den Rohwdrsten mit Nitrit nur noch nach Voranreicherung méglich. Im Vergleich

dazu konnten die pathogenen Bakterien, welche ein Standardreifprogramm durchlaufen hatten, bis

zum 17. Tag ohne Voranreicherung nachgewiesen werden.

Abb. 55: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg auf das
Keimwachstum KbE/g von Escherichia coli in einer schnellgereiften Salami (Reifeprogramm B und
2,81 % NacCl)
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Weiterhin lie sich feststellen, dass eine Vermehrung der eingeimpften Keime bei keinem der
Versuchsansatze statt fand. Auch in den nitritfreien schnellgereiften Rohwirsten war kein Wachstum
der Bakterien von Escherichia coli zu beobachten. Jedoch waren am Ende des Versuchszeitraumes

geringe Keimzahlen nachweisbar.
3.2.2.3 Salmonella spp.

Das Brat wurde mit einer Salmonella spp. Keimmenge von 3,0 - 3,6 logy, KbE pro g
(1,0-3,9x 10° KbE/g) Brat beimpft. Durch das zugesetzte GdL nahm der pH-Wert der schnellgereiften
schnittfesten Rohwurst sehr schnell ab, so dass nach 24 Stunden bei allen Chargen pH-Werte von 5,1

gemessen werden konnten.
Reifeprogramm A

In keiner der Versuchschargen konnte wahrend des Untersuchungszeitraumes eine Vermehrung der
Zellen von Salmonella spp. beobachtet werden (siehe Abb. 56). Jedoch lieR sich ein hemmender
Einfluss des Zusatzstoffes Natriumnitrit auf die Keime feststellen. So bewirkte Nitrit innerhalb der
ersten 72 Stunden eine Reduzierung der Ausgangskeimzahl um 2 Zehnerpotenzen (siehe Abb. 56),
wahrend im gleichen Zeitraum bei den Organismen die ohne Nitrit inkubiert wurden nur eine
Reduktion von 1 Zehnerpotenz ermittelt werden konnte. Ab dem sechsten Versuchstag mussten die
Proben mit Natriumnitrit zum Nachweis der Organismen vorangereichert werden und ab dem 13.
Untersuchungstag war kein Nachweis mehr mdglich. Ein signifikanter Unterschied zwischen den
verschiedenen Nitritkonzentrationen konnte nicht festgestellt werden. In den Proben ohne Nitrit
konnten die Zellen von Salmonella spp. vereinzelt noch bis zum 17. Tag nach Anreicherung

nachgewiesen werden. Erst ab dem Tag 20 war diese Rohwurst Salmonellen frei (siehe Abb. 56).
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Abb. 56: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg auf das
Keimwachstum KbE/g von Salmonella spp. in einer schnellgereiften Salami (Reifeprogramm A und
2,81 % NacCl)
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Reifeprogramm B

Wahrend des Untersuchungszeitraumes war eine Vermehrung der Zellen von Salmonella spp. in
keiner der Chargen mdglich (siehe Abb. 57). Eine keimhemmende Wirkung des Nitrits konnte
beobachtet werden, jedoch wurden erneut keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen
getesteten Nitritmengen festgestellt. Innerhalb der ersten 72 Stunden wurde die Ausgangskeimzahl
anlog zum Reifeprogramm um zwei Zehnerpotenzen reduziert (siehe Abb. 56 und 57). Im Gegensatz
zum Reifeprogramm A konnte durch eine Temperaturerhdhung auf 25 °C zwischen dem vierten und
sechsten Tag eine deutlichere Abnahme der Keimdichte erreicht werden. So wurden ab dem achten
Versuchstag nur noch vereinzelt Bakterien der Gattung Salmonella nach einer Anreicherung
nachgewiesen (siehe Abb. 56), wahrend dies beim Reifeprogramm A erst nach dem 10. oder 13.
Untersuchungstag der Fall war (siehe Abb. 56). In den Chargen, welche ohne Natriumnitrit hergestellt
wurden, konnten die Salmonellen bis zum 13. Tag mittels Anreicherung detektiert werden. Im
Vergleich zum Standardreifeprogramm A bedeutete dies, dass die Keime durch die Temperaturerh6-
hung im Schnitt drei Tage friher nicht mehr im Produkt nachzuweisen waren, als dies bei einem
Standardreifeprogramm der Fall war (vgl. Abb. 56 und 57).
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Abb. 57: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg auf das
Keimwachstum KbE/g von Salmonella spp. in einer schnellgereiften Salami (Reifeprogramm B und
2,81 % NaCl)

Insgesamt gesehen ist die schnellgereifte schnittfeste Rohwurst ein sehr sicheres Produkt, denn die
durch die Gluconsaure induzierte pH-Wertabsenkung verhinderte sehr effektiv eine Vermehrung der
pathogenen Bakterien vor allem in den kritischen ersten 24 Stunden (vgl 3.2.1.). Salmonella spp. und
Escherichia coli erwiesen sich hier als sehr anfallig gegentber einer pH- und ayw-Wertabsenkung und

konnten mit dem Reifeprogramm B schnell abgetétet werden.
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Verlauf des ay-Wertes

Der aw-Wert betrug kurz nach der Beimpfung 0,964 (2,81% NaCl). Die Abnahme der Wasseraktivitat
war bei allen Chargen vergleichbar, es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den
Ansatzen mit oder ohne Nitrit festgestellt werden (siehe Abb. 58). Die Veranderung des ay-Wertes von
Tag 0 bis 28 betrug maximal 0,08 Einheiten. Die Temperaturerhéhung auf 25 °C bedingte eine
vergleichsweise minimal starkere Abnahme des Wasseraktivitatswertes, wobei die Reduktion immer
kleiner als 0,0002 Einheiten war. Wie der Vergleich zur unbeimpften Charge zeigte, blieb der ay-Wert
am Anfang und im Verlauf der Reifung durch den eingeimpften Keimpool unbeeinflusst. Dies

bestatigte sich bei allen Versuchsreihen und ist hier beispielhaft in Abbildung 58 dargestellt.
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Abb.58: Verlauf des Wasseraktivitatswertes wahrend einer 28-tdgigen Inkubation einer schnellgereiften Salami

hergestellt mit 2,81 % NaCl und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen (0, 100, 150 und 200 mg/kg).
(Reifeprogramm B und beimpft mit Salmonella spp.)

Verlauf des pH-Wertes und der Milchsaurebakterienzahl

Der Anfangs-pH-Wert lag zwischen 5,8 und 5,9 und fiel bei allen Chargen auf Werte um 4,9 bis 5,1
(Abb. 59). Wie die Abbildung 60 zeigt, konnte gleichzeitig eine Vermehrung der nachweisbaren
Milchsaurebakterien beobachtet werden. Nach 24 bis 48 Stunden betrug der Anstieg etwa zwei
Zehnerpotenzen. Innerhalb dieses Zeitraumes war auch die pH-Wertabnahme am gréf3ten. Die hier
beobachtete sehr schnelle pH-Werterniedrigung ist jedoch nicht nur auf den Zusatz der Starterkulturen
zurlckzufihren sondern auf die vor allem auf die Zugabe von GdL. Die Milchsaurebakterien
unterstitzten die pH-Wert senkende Wirkung des Glucono-delta-lactons und bewirkten mit ihrer
kontinuierlichen Produktion von Milchsaure, dass der pH-Wert bis zum Ende des
Untersuchungszeitraumes nicht tber einen Wert von 5,1 stieg. Bis zum Ende der Untersuchungen fiel
die Zahl der Milchsaurebakterien nicht unter 8,0 logio KbE/g. Wie der Vergleich der beimpften zur
unbeimpften Charge zeigte, wurde der Verlauf des pH-Wertes durch den eingeimpften Bakterienpool

nicht beeinflusst. Dies bestétigte sich auch in allen weiteren Untersuchungsreihen und ist hier
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beeinflusst. Dies bestatigte sich auch in allen weiteren Untersuchungsreihen und ist hier beispielhaft in
Abbildung 59 dargestellit.

6,4
6,2 4
6
58 §
5,6
c in mg/kg
54 -
——0
52 4 —=—100
e R 150
54 % : —a—200
48 4
4,6
4.4 T T T T T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28
Tage
Abb. 59: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf den
pH-Wertverlauf in einer schnellgereiften Salami mit 2,81 % NaCl (Reifeprogramm B und beimpft mit
Salmonella spp. 5*10° KbE/g).
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Abb.60: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf den Verlauf
der Milchséurebakterienzahl (LAB) KbE/g in einer schnellgereiften Salami mit 2,8 % NaCl. (Reifepro-
gramm B und beimpft mit Salmonella spp.)
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Verlauf der Zahl der aeroben mesophilen Keime

Die Keimzahl auf Standard-lI-Agar war bei allen Versuchschargen nach 24 Stunden mit dem Verlauf
der Milchsaurebakterienzahl auf dem MRS-Agar vergleichbar. Die Absolutwerte waren auf Grund
miterfasster Micrococcaceae-Arten der Starterkulturen etwas hoher. In Abbildung 61 ist dies

beispielhaft dargestellt.
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Abb.61: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf den Verlauf
der Gesamtkeimzahl (GKZ) KbE/g in einer schnellgereiften Salami mit 2,8 % NacCl. (Reifeprogramm B und
beimpft mit Salmonella spp.)
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3.2.3 Langgereifte, schnittfeste Rohwurst

Der Vorteil der langgereiften Rohwurst gegenuber einer kurzgereiften ist ihre lange Haltbarkeit und der

Verzicht auf den chemisch-synthetischen Zusatzstoff Glucono-delta-Lacton. Durch die verléangerte

Reifezeit entsteht mehr attraktiver Eigengeschmack — analog zu Wein und Kase. Gemal® RAPELLI

(2004) bendétigt eine Qualitatssalami pro Millimeter Kaliber einen Tag Reifezeit bei moderater

Temperatur. Ein genltigend hoher Trocknungsgrad ist entsprechend der Erfahrung der Hauptfaktor fiir

die Haltbarkeit. Die Wasseraktivitat muss fur alle Rohwirste auf unter aw: 0,93 oder noch tiefer

gesenkt werden. Aber auch weitere Faktoren bestimmen die Haltbarkeit der langgereiften Rohwurst.

Der pH-Wert sollte wahrend der Reifung mindestens pH 5,3 erreichen und bis zum Ende nicht Gber

5,7 steigen.

Bei den Versuchsansatzen wurden zwei verschiedene Salzkonzentrationen getestet. Zum einen eine

Salzkonzentration von 2,82 % und zum anderen eine von 3,4 %, welche leicht unterhalb oder

oberhalb der von der Industrie verwendeten Salzkonzentration von 3,0 % liegt, getestet. Ziel war es,

den Einfluss der Anfangswasseraktivitat auf das Verhalten von Listeria monocytogenes, Escherichia

coli (EHEC) und Salmonella spp. zu untersuchen.

3.2.3.1 Listeria monocytogenes

Das Brat wurde vor dem Fiillen mit einer Keimmenge von 3,8 log, KbE/g (6,3 x 10> KbE/g) beimpft

(siehe Abb. 62). Der pH-Wert der Rohwurst nahm in Folge der Vermehrung der Starterkultur schnell

ab, so dass nach 48 Stunden bei allen Chargen pH-Werte von 5,4 - 5,5 gemessen werden konnten.
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Abb.62: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg)auf das
Keimwachstum KbE/g von Listeria monocytogenes in einer langgereiften Salami mit 2,82 % NaCl
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Kochsalzkonzentration: 2,82 %

In den Chargen ohne Natriumnitrit konnte in den ersten 48 Stunden eine rasche Zunahme der
Keimdichte auf 4,8 log; KbE/g (6,3 x 10* KbE/g) beobachtet werden. Mit zunehmendem Reifeverlauf

sank die Keimzahl zuriick auf das Ausgangsniveau (siehe Abb. 62) und blieb auf diesem Level bis

zum Ende des Untersuchungszeitraumes.

Im Vergleich dazu konnte in den Ansatzen mit Nitrit keine Vermehrung der zugesetzten Organismen

beobachtet werden. Die Konzentration von Listeria monocytogenes nahm in den folgenden Reifetagen

leicht ab, erst nach dem Untersuchungstag 42 konnte eine Reduktion der Keime um eine Zehnerpo-

tenz festgestellt werden (siehe Abb. 62). Bis zu diesem Tag waren auch keine deutlichen Unterschiede

zwischen den eingesetzten Natriumnitritkonzentrationen sichtbar.

Erst nach dem Tag 42 sank die Keimzahl der Listerien in den Ansatzen mit 200 mg/kg Natriumnitrit

signifikant starker (auf 1,8 logyy KbE/g) als in den Chargen mit 100 oder 150 mg/kg
(2,5-2,6 logig KbE/g). Sie war damit im Schnitt 1 Zehnerpotenz niedriger (sieche Abb. 62). Diese

Beobachtung kann jedoch nicht auf die direkte Wirkung des Zusatzstoffes zurlickgefiihrt werden, da

Nitrit ab dem sechsten Untersuchungstag nicht mehr nachgewiesen werden konnte.

Kochsalzkonzentration: 3,4 %

Ein Wachstum von Listeria monocytogenes trat nur in den Chargen ohne Natriumnitrit auf. So wurden

Keimzahlen von 5,0 logs, KbE/g (1 x 10° KbE/g) im Produkt nach 48 Stunden nachgewiesen (siehe

Abb. 63). AnschlieBend sank die Keimdichte leicht und erreichte am sechsten Untersuchungstag eine
Keimhohe von 4,6 — 4,7 logqo KbE/g (4 - 5,0 x 10* KbE/g). Auf diesem Niveau blieb die Keimzahl bis

zum Tag 56. Erst am Ende des Untersuchungszeitraumes sank die Bakterienzellzahl unter 4,0 logqo

KbE/g auf 3,8 — 3,9 logso KbE/g (6,3 - 7,9 x 10° KbE/g).
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Abb.63: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg)auf das
Keimwachstum KbE/g von Listeria monocytogenes in einer langgereiften Salami mit 3,4 % NaCl
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Eine vollstandige Eliminierung der Stamme von Listeria monocytogenes in einer langgereiften
Rohwurst, welche unter streng 6kologischen Gesichtspunkten hergestellt wurde, war nicht moglich
(siehe Abb. 66). Auch war hier die nachweisbare Keimzahl im Produkt zum Zeitpunkt der Abgabe an
den Verbraucher deutlich héher, als dies im rechtlichen Rahmen (100 KbE/g) erlaubt ist (Verordnung
(EG) 2073/2005).

In den Chargen, die mit Natriumnitrit hergestellt wurden, konnte keine Vermehrung der zugesetzten
Listerien beobachtet werden (siehe Abb. 63). Stattdessen sank die Keimzahl bis zum Tag 28 um eine
Zehnerpotenz, ohne dass zwischen den unterschiedlichen Nitritkonzentrationen signifikante
Unterschiede hinsichtlich einer effektiveren Wachstumshemmung festgestellt werden konnten (siehe
Abb. 63). Erst ab dem Untersuchungstag 42 traten charakteristische Unterschiede zwischen den
eingesetzten Nitritmengen auf (siehe Abb. 63). Listeria monocytogenes konnte in den Ansatzen mit
150 und 200 mg/kg Natriumnitrit am Ende des Herstellungsprozesses nach 84 Tagen nur noch nach
Anreicherung nachgewiesen werden. Damit lagen die Keimzahlen hier deutlich unter den gesetzlich
geforderten Werten von 2 logo KbE/g Brat (100 KbE/g).

In den Chargen welche mit 100 mg/kg Natriumnitrit hergestellt wurden lagen die Keimzahlen im
Median leicht Uber der gesetzlich geforderten Grenze. Jedoch kdénnen die Ergebnisse bei den
unterschiedlichen Natriumnitritmengen von 100, 150 und 200 m/kg nicht auf die direkte Wirkung des
Zusatzstoffes zurlckgefuhrt werden, da dieser bereits ab dem sechsten Untersuchungstag nicht mehr

nachzuweisen war.
3.2.3.2 Escherichia coli

Das Brat wurde mit einer Escherichia coli Keimmenge von 3,8-4,2 logyg KbE pro g
(6,3-15,9 x 10° KbE/g) Brat beimpft (siehe Abb. 64). Der pH-Wert der Rohwurst nahm in Folge der
Vermehrung der Starterkultur schnell ab, so dass nach 48 Stunden bei allen Chargen pH-Werte von

5,3-5,4 gemessen werden konnten.
Kochsalzkonzentration: 2,82 %

Eine Vermehrung der pathogenen Escherichia coli Kulturen konnte in keiner Charge uber den
gesamten Untersuchungszeitraum nachgewiesen werden (siehe Abb. 64). Innerhalb der ersten 6 Tage
nahm die Keimdichte im Produkt um eine Zehnerpotenz ab. Bis zu diesem Zeitpunkt konnte
hinsichtlich einer effektiveren Keimhemmung sowohl zwischen den unterschiedlichen Nitritkonzentra-
tionen als auch bei dem Ansatz ohne Zusatzstoff kein signifikanter Unterschied festgestellt werden
(siehe Abb. 64). Zwischen dem 6. und 13. Untersuchungstag blieben die Keime auf einem konstant
hohen Niveau von 2,7-3,1 log4o KbE/g (5,0 — 12,5 x 10? KbE/g). Eine deutliche Keimzahlabnahme
konnte erst ab dem 17. Tag fir die Chargen, welche mit dem Zusatzstoff Nitrit hergestellt wurden,
beobachtet werden. Bei dem Versuchsansatz ohne Nitrit trat diese Reduktion der Bakterien erst ab

dem Untersuchungstag 20 auf.
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Diese Beobachtung kann jedoch nicht direkt auf den hemmenden Einfluss des Nitrits zurickgefiihrt

werden, da Natriumnitrit ab dem sechsten Untersuchungstag nicht mehr nachgewiesen werden

konnte. Eine vollige Abwesenheit der Keime konnte fur die Chargen mit Nitrit ab 42. und fir die

Chargen ohne Nitrit ab dem 56. Tag nachgewiesen werden (siehe Abb. 64).

In der langgereiften schnittfesten Rohwurst mit dem Zusatz von 2,82 % Kochsalz, die unter

Okologischen Aspekte ohne den Zusatz von Nitrit hergestellt wurde, konnten die Keime von

Escherichia coli (EHEC) im Schnitt 14 Tage l1anger nachgewiesen werden.
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Abb.64: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg)auf das
Keimwachstum KbE/g von Escherichia coli in einer langgereiften Salami mit 2,82 % NaCl

Kochsalzkonzentration: 3,4 %
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Wurde der Zusatz des Kochsalzes auf 3,4 % erhoht, so sank die Ausgangskeimzahl von Escherichia

coli innerhalb der ersten 17 Tage um fast drei Zehnerpotenzen (siehe Abb. 65). Am Untersuchungstag

28 konnten Kolonien von Escherichia coli (EHEC) nur noch mittels Anreicherung im Produkt

nachgewiesen werden. Zwischen den Chargen mit oder ohne Nitrit konnten keine Unterschiede

festgestellt werden.
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Der durch den Zusatz von 3,4 % Kochsalz erniedrigte Anfangswasseraktivitdtswert von unter 0,96
bewirkte in einer langgereifte Rohwurst, dass die eingeimpfte Keimzahl sehr schnell abnahm. Im
Vergleich zu einer Rohwurst die ohne Nitrit mit 2,8 % Kochsalz produziert wurde, konnte eine vollige
Abwesenheit der pathogenen Keime 4 Wochen friher erreicht werden (vgl. Abb. 64 und 65).
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Abb.65: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg)auf das
Keimwachstum KbE/g von Escherichia coli in einer langgereiften Salami mit 3,4 % NaCl

3.2.3.3 Salmonella spp.

Salmonella spp. wurde in einer Keimmenge von 3,5 logso KbE pro g (3,2 x 10° KbE/g) dem Brat
zugegeben. Der pH-Wert der Rohwurst nahm in Folge der Vermehrung der Starterkultur schnell ab, so

dass nach 48 Stunden bei allen Chargen pH-Werte von 5,3 - 5,4 gemessen werden konnten.
Kochsalzkonzentration: 2,82 %

Natriumnitrit hatte einen deutlichen Einfluss auf das Verhalten der Salmonellen, so konnte in der
Charge ohne Nitrit eine deutliche Zunahme der Zellzahl innerhalb der ersten 72 Stunden beobachtet
werden. In den Ansatzen wurden Zellzahlen von 4,8-4,9 log,, KbE/g (6,31 x 10* — 7,94 x 10* KbE/qg)
erreicht (siehe Abb. 66). Auf diesem Niveau blieb die Keimzahl bis zum 10. Untersuchungstag um

anschlieRend infolge der zunehmenden Abtrocknung kontinuierlich zu sinken (siehe Abb. 66).

Nach 56 Tagen wurden in den Ansatzen ohne Natriumnitrit keine Salmonellen mehr nachgewiesen. In
den Chargen mit Nitrit konnte Uber den gesamten Versuchzeitraum keine Vermehrung festgestellt
werden. In den ersten 72 Stunden nahm die Zelldichte um eine Zehnerpotenz ab, nach 10 Tagen
konnten die Keime nur noch nach Anreicherung und nach 20 Tagen nicht mehr in den Ansatzen mit

Nitrit nachgewiesen werden.
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Ein signifikanter Unterschied zwischen den eingesetzten Natriumnitritkonzentrationen (100, 150 und
200 mg/kg) war nicht zu beobachten (siehe Abb. 66).
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Abb.66: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg)auf das
Keimwachstum KbE/g von Salmonella spp. in einer langgereiften Salami mit 2,82 % NaCl

Kochsalzkonzentration: 3,4 %

In den Ansatzen ohne Natriumnitrit konnte, wie auch schon zuvor fiir eine Kochsalzkonzentration von
2,82 %, eine starke Vermehrung der Keime von Salmonella spp. beobachtet werden (siehe Abb. 67).
Jedoch fiel diese mit 4,2-4,3 log1o KbE/g Brat etwas geringer aus. Grund dafiir kdnnte der erniedrigte
Wasseraktivitatswert sein. Diese Beobachtung konnte schon bei Versuchen mit Listeria monocytoge-

nes gezeigt werden. Bis zum 8-ten Reifetag sank die Keimdichte nur minimal.

Mit beginnender Trocknung des Produktes und dem weiterhin niedrigen pH-Wert begann die Keimzahl
nach dem achten Untersuchungstag deutlich zu sinken. Im Vergleich zu einer Kochsalzkonzentration
von 2,82 % konnten bereits 14 Tage friher, also am Versuchstag 42 keine Bakterien der Gattung
Salmonella mehr nachgewiesen werden (siehe Abb. 67). Eine erniedrigte Ausgangswasseraktivitat
trug also zu einer schnelleren Abtétung in einem Produkt ohne Nitrit bei, auch wenn sie ein

anfangliches Wachstum der Bakterien nicht unterdriicken konnte.
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In den Chargen mit Nitrit konnte Gber den gesamten Versuchzeitraum, analog wie beim Ansatz mit
2,82 % Kochsalz, keine Vermehrung festgestellt werden. In den ersten 72 Stunden nahm die
Zelldichte um eine Zehnerpotenz ab, nach 8 Tagen konnten die Keime nur noch nach Anreicherung
und nach 20 Tagen nicht mehr in den Ansatzen mit Nitrit nachgewiesen werden (siehe Abb. 67). Im
Vergleich zu der Charge in der 2,82 % Kochsalz eingesetzt wurde, konnte keine schnellere Abtétung
der Salmonellen erreicht werden (vgl. Abb. 66 und 67). Zwischen den eingesetzten Nitritkonzentratio-

nen gab es keine charakteristischen Unterschiede.
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Abb.67: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg)auf das
Keimwachstum KbE/g von Salmonella spp. in einer langgereiften Salami mit 3,4 % NaCl

Ohne den Zusatz von Natriumnitrit kann in einer langgereiften Rohwurst eine Vermehrung von Listeria
monocytogenes und von Salmonella spp. in den kritischen ersten Reifungstagen nicht verhindert
werden. Erst mit der einsetzenden Erniedrigung des ayw-Wertes (Abtrocknung) und des pH-Wertes als
Folge des Wachstums der Starterkulturen kam das Wachstum der beiden pathogenen Vertreter zum
Stillstand. Mit zunehmender Abtrocknung sank auch der Keimgehalt im Produkt, so dass die
Salmonellen und enterohdmorrhagische Escherichia coli effektiv im Zeitraum der Herstellung

abgetotet werden konnten. Listeria monocytogenes konnte in keiner der Versuche abgetotet werden.
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Verlauf des ay-Wertes

Der aw-Wert betrug am Tag 0 beim Zusatz einer Kochsalzkonzentration von 2,82 % 0,965 (siehe Abb.
68).
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Abb. 68: Verlauf des Wasseraktivitdtswertes wahrend einer 84-tagigen Inkubation einer langgereiften Rohwurst
mit 2,82 % NaCl und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen (0, 100, 150 und 200 mg/kg). (Beimpft mit
Escherichia coli)

Wurde die Kochsalzkonzentration im Ausgangsbrat auf 3,4 % erhoht, so konnte ein Anfangswasserak-
tivitatswert von 0,958 gemessen werden (siehe Abb.69). Die Abnahme der Wasseraktivitdt war bei
allen Chargen vergleichbar, es konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen den Ansatzen mit

oder ohne Nitrit festgestellt werden.
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Abb. 69: Verlauf des Wasseraktivitdtswertes wahrend einer 84-tagigen Inkubation einer langgereiften Rohwurst

mit 3,4 % NaCl und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen (0, 100, 150 und 200 mg/kg). (Beimpft mit
Escherichia coli)
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Die Veranderung des ay-Wertes (aw) von Tag 0 bis 84 betrug maximal 0,13 Einheiten. Wie der
Vergleich zur unbeimpften Charge zeigte, blieb der ay-Wert am Anfang und im Verlauf der Reifung
durch den eingeimpften Keimpool unbeeinflusst. Dies bestatigte sich bei allen Versuchsreihen und ist
hier beispielhaft in Abbildung 69 dargestellt.

Verlauf des pH-Wertes und der Milchsaurebakterienzahl

Der Anfangs-pH-Wert lag zwischen 5,8 und 5,9 und fiel bei allen Chargen auf Werte um 5,1 bis 5,3
(Abb. 70) ab.
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Abb. 70: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf den
pH-Wertverlauf in einer langgereiften Salami mit 3,4 % NaCl (Beimpft mit Salmonella spp.).

Wie die Abbildung 71 zeigt, konnte gleichzeitig eine Vermehrung der nachweisbaren Milchsaurebakte-
rienbeobachtet werden. Nach 24 bis 48 Stunden betrug der Anstieg etwa zwei Zehnerpotenzen.
Innerhalb dieses Zeitraumes war auch die pH-Wertabnahme am gréRten. Bei den Chargen mit
héherer Kochsalzmenge (3,4 %) waren die pH-Wertabsenkung sowie die Zunahme der Milchsaure-
bakterienzahl leicht verzogert.

Bis zum Ende der Untersuchungen fiel die Zahl der Milchsaurebakterien nicht unter 8,0 logs, KbE/g.
Mit Zunahme der Lagerungszeit stieg auch der pH-Wert in der Rohwurst durch den mikrobiellen
und/oder biochemischen Saure- oder Fleischeiweillabbau auf pH-Werte von 5,5.
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Abb. 71: Verlauf der Milchsaurebakterienzahl (LAB) KbE/g in einer langgereiften Rohwurst hergestellt mit
3,4 % NaCl und beimpft mit Salmonella spp.

Wie der Vergleich der beimpften zur unbeimpften Charge zeigte, wurde der Verlauf des pH-Wertes
durch den eingeimpften Bakterienpool nicht beeinflusst. Dies bestéatigte sich auch in allen weiteren

Untersuchungsreihen und ist hier beispielhaft in Abbildung 70 dargestellit.
Verlauf der Zahl der aeroben mesophilen Keime

Die Keimzahl auf Standard I-Agar war bei allen Versuchschargen nach 24 Stunden mit dem Verlauf
der Milchsaurebakterienzahl auf dem MRS-Agar vergleichbar. Die Absolutwerte waren auf Grund
miterfasster Micrococcaceae-Arten der Starterkulturen etwas hoéher. In Abbildung 72 ist dies

beispielhaft dargestellt.
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Abb. 72: Verlauf der Gesamtkeimzahl (GKZ) KbE/g in einer langgereiften Rohwurst hergestellt mit 3,4 % NacCl
und beimpft mit Salmonella spec
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3.2.4 Schimmelpilzgereifte Rohwurst

Zur Herstellung von bestimmten Rohwurstsorten (Salami ungarischer und italienischer Art) wird die
Wurst direkt nach dem Fillen in ein Tauchbad mit Sporen eines nicht toxinogenen Penicillium
Stammes getaucht. Bei der Reifung entwickelt sich auf der Wurstoberflache ein weiles Schimmel-
pilzmycel. Die chemischen, physikalischen und mikrobiologischen Vorgange bei der Reifung sind
denen bei der Fleischpokelung sehr ahnlich (Umrétung, Sduerung und Aromabildung). Die Vorteile
einer schimmelpilzgereiften Rohwurst sind vielfaltig, so werden Geruch, Geschmack sowie die
Konservierung des Produktes positiv beeinflusst. Durch das schnelle Wachstum des Edelschimmels
wird das Wachstum von unerwiinschten Bakterien und Schimmelpilzen auf der Oberflache gemindert
und der Schimmelbelag schitzt vor einer unglnstigen Licht- und Sauerstoffeinwirkung, so dass ein
Ranzigwerden verzogert wird. Jedoch besteht durch das schnelle Wachstum des Schimmelbelages
und mit dem damit verbundenen Anstieg des pH-Wertes vor allem im Randbereich die Gefahr einer

verminderten Abtotung der pathogenen Keime.

Bei den Versuchsansatzen wurden zwei verschiedene Salzkonzentrationen getestet. Zum einen eine
Salzkonzentration von 2,82 % und zum anderen eine von 3,4 %. Ziel war es, den Einfluss der
Anfangswasseraktivitat auf das Verhalten von Listeria monocytogenes, Escherichia coli (EHEC) und
Salmonella spp. zu untersuchen. Des Weiteren sollte bei allen Chargen der Einfluss des Zusatzstoffes
Natriumnitrit auf die verwendeten Keime und der Einfluss des wieder ansteigenden pH-Wertes, in
Folge des Oberflachenbewuchses, untersucht werden.
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3.2.4.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes wurde dem Brat in einer Keimdichte von 3,8 — 3,9 logyy KbE pro g
(6,3-7,9x10° KbE/g) zugegeben. Zunichst nahm der pH-Wert in der Rohwurst durch die
Vermehrung der Starterkulturen auf Werte um 5,2 ab. Mit dem Beginn des Wachstums der
Edelschimmelpilzkulturen auf der Wurstoberfliche nahm der pH-Wert ab dem zehnten Reifetag

wieder zu und erreichte zum Ende des Untersuchungszeitraumes Werte von 6,3 (siehe Abb.73).
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Abb.73: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0,100, 150 und 200 mg/k) auf den
pH-Wertverlauf in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst mit 2,8 % NaCl (Beimpft mit Liste-
ria monocytogenes)

Kochsalzkonzentration: 2,8 %

In den Chargen ohne Natriumnitrit konnte in den ersten 48 Stunden eine rasche Zunahme der
Keimdichte auf 4,5 log:o KbE/g (3,2 x 10* KbE/g) beobachtet werden. Mit zunehmendem Reifeverlauf
sank die Keimzahl bis zum 42. Tag leicht auf 4 log:o KbE/g (1 x 10* KbE/g) und blieb bis zum Ende
des Untersuchungszeitraumes auf diesem Niveau (siehe Abb. 74). Eine weitere Reduktion der

Keimdichte wurde nicht beobachtet.
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Im Vergleich dazu konnte in den Ansatzen mit Nitrit keine Vermehrung der zugesetzten Organismen

beobachtet werden. Die Konzentration von Listeria monocytogenes nahm bis zum Untersuchungstag

42 leicht ab. Die Reduktion entsprach der GréRenordnung von einer Zehnerpotenz. Anschlief3end

blieb die Keimdichte bis zum Tag 84 auf diesem Niveau. Ein signifikanter Unterschied zwischen den

einzelnen zugesetzten Nitritmengen konnte nicht festgestellt werden (siehe Abb. 74).
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Abb.74: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KbE/g von Listeria monocytogenes in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst mit 2,8 % NaCl

Kochsalzkonzentration: 3,4 %
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Ein Wachstum von Listeria monocytogenes trat nur in den Chargen ohne Natriumnitrit auf. Im Mittel
wurden in diesen Produkten Keimdichten von 4,7 logs, KbE/g (5 x 10* KbE/g) nach 48 Stunden

nachgewiesen (siehe Abb. 75). AnschlieBend sank die Keimdichte leicht und erreichte am sechsten

Untersuchungstag eine Keimhéhe von 4,3 — 4,5 logo KbE/g (2 — 3,2 x 10* KbE/g). Auf diesem Niveau

blieb die Keimzahl bis zum Tag 56. Erst am Ende des Untersuchungszeitraumes sank die
Bakterienzellzahl auf 4,0 log4o KbE/g (1 x 10* KbE/g) Produkt.

Eine vollstandige Eliminierung der Stamme von Listeria monocytogenes in der Charge die ohne Nitrit

hergestellt wurde, war nicht méglich (siehe Abb. 75). Im Vergleich zu einer langgereiften Rohwurst war

auch hier die nachweisbare Keimzahl im Produkt zum Zeitpunkt der Abgabe an den Verbraucher
deutlich hdher, als dies im rechtlichen Rahmen (100 KbE/g) erlaubt ist (VO (EG) 2073/2005).

In der Charge, die mit Natriumnitrit hergestellt wurden, konnte keine Vermehrung der zugesetzten

Listerien beobachtet werden (siehe Abb. 75). Stattdessen sank die Keimzahl bis zum Tag 28 um eine

Zehnerpotenz,

ohne dass zwischen den unterschiedlichen Nitritkonzentrationen signifikante
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Unterschiede hinsichtlich einer effektiveren Wachstumshemmung festgestellt werden konnten (siehe
Abb. 75).
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Abb.75: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KbE/g von Listeria monocytogenes in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst mit 3,4 % NaCl

Anschlief3end stieg die Konzentration der pathogenen Bakterien erneut ganz leicht an und erreichte im
Mittel eine Keimdichte von 3 logso KbE/g (1 x 10° KbE/g) im Brat (siehe Abb. 75). Bis zum Ende des
Versuchszeitraumes konnte in den Nitritchargen keine weitere Zu- oder Abnahme der Keimzahl im
Produkt festgestellt werden. Die Keimdichte betrug am Tag 84 1000 KbE/g und war somit um eine
Zehnerpotenz héher als gesetzlich erlaubt.

3.2.4.2 Escherichia coli

Escherichia coli wurde in einer Keimmenge von 3,7 — 4,2 log4o KbE pro g (5,0 - 16 x 10° KbE/g) dem
Brat zugegeben. Der pH-Wert der Rohwurst nahm in Folge der Vermehrung der Starterkultur ab. Nach
72 Stunden konnten bei allen Chargen pH-Werte von 5,2 gemessen werden. Mit weiter voranschrei-
tender Reifung stieg der pH-Wert in Folge des Oberflachenbewuchses mit Penicillium nalgiovense ab

dem achten Tag wieder an und erreichte am Tag 84 pH-Werte um 6,2.
Kochsalzkonzentration: 2,8 %

Ein Wachstum der ins Brat eingeimpften enterohamorrhagischen Escherichia coli konnte weder in den
Chargen mit oder ohne Natriumnitrit festgestellt werden (siehe Abb. 76). Die Keimdichte sank in den
ersten 6 Tagen bei allen Ansdtzen um eine Zehnerpotenz auf 3,1 - 3,3 log,, KbE/g (1,3 —
2,0x10° KbE/g). Mit weiter fallendem ayw-Wert nahm die Keimzahl im Produkt deutlich ab, so dass
nach 28 Tagen eine Keimdichte von 1,6 — 2,0 logso KbE/g und nach 42 Tagen auch nach Anreicherung
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keine Escherichia coli Kolonien im Produkt mehr nachgewiesen werden konnten. Ein Unterschied

zwischen den Chargen mit oder ohne Nitrit konnte nicht beobachtet werden. Auch zwischen den

eingesetzten Nitritkonzentrationen gab es keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich einer

effektiveren Keimhemmung (siehe Abb. 76).
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Abb.76: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KbE/g von Escherichia coli in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst mit 2,82 % NaCl

Kochsalzkonzentration: 3,4 %

¢ in mg/kg

——0

—=—100
150

—a—200

Wie bei den Chargen mit 2,82 % Kochsalz konnte auch bei diesem Versuch keine Vermehrung von

Escherichia coli in den unterschiedlichen Ansatzen festgestellt werden (siehe Abb. 77). Die Keimdichte

nahm wie im zuvor beschriebenen Versuch in den ersten 6 Tagen um eine Zehnerpotenz auf

2,7 - 2,9 logso KbE/g (5,0 — 7,9 x 10° KbE/g) ab.
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Abb.77: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KbE/g von Escherichia coli in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst mit 3,4 % NaCl
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Bereits nach dem Tage 28 wurden in den Ansatzen mit Nitrit Keimzahlen im Median von unter

10 KbE/g und in den Chargen ohne den Zusatzstoff Natriumnitrit Keimdichten von 1,0 - 1,2 logo

KbE/g (10 — 16 KbE/g) erreicht. Jedoch waren die Unterschiede, sowohl zwischen den einzelnen

Nitritkonzentration als auch zwischen den Chargen mit oder ohne Nitrit, nicht signifikant (siehe

Abb. 77).

Die Keime nahmen in den beiden Versuchsansatzen gleichmafig ab und konnten ab dem Tag 42 nicht

mehr im Produkt nachgewiesen werden (vgl. Abb. 76 und Abb. 77). Ein signifikanter Unterschied

zwischen den unterschiedlichen Nitritkonzentrationen wurde nicht beobachtet.

Wie schon bei den kurzgereiften und langgereiften Rohwurstprodukten wurde keine Vermehrung von

enterohdmorrhagischen Escherichia coli weder in den Ansatzen mit noch ohne Nitrit beobachtet (vgl.

3.2.1.2und 3.2.3.2).

3.2.4.3 Salmonella spp.

Das Brat wurde vor dem Fiillen mit einer Keimmenge von 3,5 log, KbE/g (3,2 x 10° KbE/g) beimpft

(siehe Abb. 78). Der pH-Wert der Rohwurst nahm in Folge der Vermehrung der Starterkultur ab, so

dass nach 72 Stunden bei allen Chargen pH-Werte von 5,2 - 5,3 gemessen werden konnten. In Folge

des Wachstums der Edelschimmelpilzkulturen begann der pH-Wert zwischen dem achten und

zehnten Untersuchungstag wieder zu steigen.

Kochsalzkonzentration: 2,82 %

In den Chargen ohne Natriumnitrit konnte in den ersten 72 Stunden eine deutliche Vermehrung der
Salmonellen im Brat auf 4,4 log1o KbE/g (2,5 x 10* KbE/g) beobachtet werden (siehe Abb. 78). Dieses

Ergebnis wurde schon bei einer langgereiften Rohwurst ohne Edelschimmel festgestellt (vgl. 3.2.3.3).
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Abb.78: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen c¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KbE/g von Salmonella spp. in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst mit 2,82 % NacCl
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Im weiteren Verlauf der Reifung nahm die Keimdichte in Folge der zunehmenden Abtrocknung und der
Anwesenheit der Starterkulturen relativ schnell auf 2 log4o KbE (100 KbE/g) nach 28 Tagen ab. Jedoch
lieBen sich vereinzelt noch Salmonellen bis zum Tag 56 mit Hilfe einer Anreicherung nachweisen, erst

ab dem Tag 84 war das ohne Nitrit hergestellte Produkt frei von Salmonella spp.. In den Nitritchargen

war wahrend des gesamten Versuchszeitraumes keine Vermehrung der pathogenen Mikroorganismen

festzustellen (siehe Abb. 78). Die Keimdichte sank innerhalb von 13 Tagen unter Werte von unter

10 KbE/g.

Bis zum Tag 20 war jedoch ein Nachweis der pathogenen Bakterien nach Anreicherung mdglich. Ab

dem Untersuchungstag 20 konnten keine Salmonellen mehr in den konventionell hergestellten

Produkten nachgewiesen werden (siehe Abb. 78). Diese Ergebnisse sind vergleichbar mit denen in

langgereifter Rohwurst (vgl. 3.2.3.3) und zeigen, dass die verschiedenen lebensmittelrelevanten

Hirden wie Nitrit, pH-Wertabsenkung und Trocknung wirkungsvoll in einander greifen.

Kochsalzkonzentration: 3,4 %

In Abbildung 79 ist dargestellt, dass ein Anstieg der Keimdichte von Salmonella spp. nur in den

Chargen ohne Nitrit beobachtet werden konnte. Die Keimzahl stieg innerhalb von sechs Tagen auf

Werte von 4,2 logs, KbE/g (2,5 x 10* KbE/g). In den folgenden Untersuchungstagen konnte eine

deutliche Abnahme der Zellzahl im Produkt festgestellt werden. Bereits am Tag 28 sank die
Keimdichte auf Werte von 1,2 — 1,7 logso KbE/g (16 — 50 KbE/g) und am Tag 42 war auch nach

Anreicherung kein Nachweis von Salmonella spp. mehr méglich (siehe Abb. 79). Im Gegensatz zu

einem Rohwurstprodukt, welches mit 2,8 % Kochsalz hergestellt wurde, konnte eine Abwesenheit der

pathogenen Mikroorganismen bereits am Untersuchungstag 42 in den Rohwirsten ohne Nitrit erzielt

werden. In den Nitritchargen wurde im gesamten Zeitraum der Untersuchung keine Vermehrung von

Salmonella spp. nachgewiesen (siehe Abb. 79).
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Abb.79: Einfluss unterschiedlicher Natriumnitritkonzentrationen ¢ (0, 100, 150 und 200 mg/kg) auf das
Keimwachstum KbE/g von Salmonella spp. in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst mit 3,4 % NaCl
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Die Keimdichte sank bereits in den ersten 6 Tagen um zwei Zehnerpotenzen. Ab dem achten Tag
wurden Keimdichten von unter 10 KbE/g im Brat erreicht, so dass bis zum 17. Tag ein Nachweis der
Organismen nur nach einer Anreicherung gelang. Im Vergleich zu einer Kochsalzkonzentration von
2,82 % erreichte die Keimdichte im Schnitt zwei Tage friher die Nachweisgrenze von unter 10 KbE/g
(siehe Abb. 78 und Abb. 79).

In keinem der Versuche konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den unterschiedlichen
Nitritkonzentrationen nachgewiesen werden (siehe Abb. 78 und Abb. 79). Im Vergleich zu einer
langgereiften Rohwurst konnten hinsichtlich des Verhaltens der pathogenen Keime keine grofRen

Unterschiede festgestellt werden.

Der Anstieg des pH-Wertes ab dem zehnten Reifetag machte sich somit nicht negativ bemerkbar.
Auch konnten an den Randern der Rohwurst keine signifikant erhdhten Keimzahlen nachgewiesen
werden. Die Gefahr, die von einem steigendem pH-Wert ausgeht, wurde durch die kontinuierliche
Abtrocknung des Produktes kompensiert. Ein Wachstum der pathogenen Erreger war in den

Nitritchargen nicht moglich.

Verlauf des ay-Wertes

Der aw-Wert betrug beim Zusatz einer Kochsalzkonzentration von 2,82 % 0,964 (siehe Abb. 80).
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Abb. 80: Verlauf des Wasseraktivitatswertes wahrend einer 84-tdgigen Inkubation einer langgereiften Rohwurst
mit 2,82 % NaCl und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen (0, 100, 150 und 200 mg/kg). (Beimpft mit
Salmonella spp.)
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Wurde die Kochsalzkonzentration im Ausgangsbrat auf 3,4 % erhoht so konnte ein Anfangswasserak-
tivitatswert von 0,958 gemessen werden (siehe Abb.81)
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Abb. 81: Verlauf des Wasseraktivitdtswertes wahrend einer 84-tdgigen Inkubation einer langgereiften Rohwurst
mit 3,4 % NaCl und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen (0, 100, 150 und 200 mg/kg). (Beimpft mit
Salmonella spp.)

Die Abnahme der Wasseraktivitat war bei allen Chargen vergleichbar, es konnten keine signifikanten
Unterschiede zwischen den Ansatzen mit oder ohne Nitrit festgestellt werden. Die Veranderung des
aw-Wertes von Tag 0 bis 84 betrug maximal 0,18 Einheiten. Wie der Vergleich zur unbeimpften Charge
zeigte, blieb der ay-Wert am Anfang und im Verlauf der Reifung durch den eingeimpften Keimpool
unbeeinflusst. Dies bestatigte sich bei allen Versuchsreihen und ist hier beispielhaft in Abbildung 81
dargestellt. Nach einer 84-tagigen Trocknung betrug der aw-Wert im Mittel 0,8 — 0,78.
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Verlauf des pH-Wertes und der Milchsaurebakterienzahl

Der Anfangs-pH-Wert lag zwischen 5,8 und 5,9 und fiel bei allen Chargen innerhalb von 72 Stunden
auf Werte um 5,2 bis 5,3 (Abb. 82) ab.
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Abb. 82: Verlauf des pH-Wertes wahrend einer 84-tdgigen Inkubation einer langgereiften Rohwurst mit

3,4 % NaCl und unterschiedlichen Natriumnitritkonzentrationen (0, 100, 150 und 200 mg/kg). (Beimpft mit
Salmonella spp.)

Wie die Abbildung 83 zeigt, konnte gleichzeitig eine Vermehrung der Milchsdurebakterien beobachtet
werden. Nach 24 bis 48 Stunden betrug der Anstieg etwa zwei Zehnerpotenzen. Innerhalb dieses
Zeitraumes war auch die pH-Wertabnahme am grof3ten. Bei den Chargen mit héherer Kochsalzmenge
(3,4 %) waren die pH-Wertabsenkung sowie die Zunahme der Milchsdurebakterienzahl leicht
verzogert.
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Abb. 83: Verlauf der Milchsdurebakterienzahl (LAB) KbE/g in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst hergestellt
mit 3,4 % NaCl und beimpft mit Salmonella spp.
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Bis zum Ende der Untersuchungen fiel die Zahl der Milchsaurebakterien nie unter 8,0 log,o KbE/g. Mit
Zunahme der Lagerungszeit stieg auf Grund des Wachstums der Edelschimmelkulturen auf der
Wursthille der pH-Wert in der Rohwurst auf 6,2 — 6,3 an. Wie der Vergleich der beimpften zur
unbeimpften Charge zeigte, wurde der Verlauf des pH-Wertes durch den eingeimpften Bakterienpool
nicht beeinflusst. Dies bestéatigte sich auch in allen weiteren Untersuchungsreihen und ist hier
beispielhaft in Abbildung 82 dargestellt.

Verlauf der Zahl der aeroben mesophilen Keime

Die Keimzahl auf Standard I-Agar war bei allen Versuchschargen nach 24 Stunden mit dem Verlauf
der Milchsdurebakterienzahl auf dem MRS-Agar vergleichbar. Die Absolutwerte waren auf Grund
miterfasster Micrococcaceae-Arten der Starterkulturen etwas hoéher. In Abbildung 84 ist dies
beispielhaft dargestellt.
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Abb. 84: Verlauf der Gesamtkeimzahl (GKZ) KbE/g in einer schimmelpilzgereiften Rohwurst hergestellt mit
3,4 % NaCl und beimpft mit Salmonella spec
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4. Diskussion

4.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes ist ein fakultativ pathogener Erreger der ubiquitar in der Umwelt verbreitet ist
(Lianou and Sofos, 2007; Lyautey et al., 2007a; Lyautey et al., 2007b). Das natlrliche Habitat des
Erregers ist der Boden und verrottendes Pflanzenmaterial. Der Gattung Listeria werden neben L.
monocytogenes nur funf weitere Spezies zugeordnet. Ein besonderes Merkmal der Listerien ist ihre
Fahigkeit, sich auch unter ungunstigen Bedingungen, wie niedrigen Temperaturen (Chattopadhyay,
2008; Francois et al., 2007) bei niedrigem pH-Wert (Skandamis et al., 2008) und hohem Salzgehalt
(Duche and Labadie, 2003), zu vermehren (Gandhi and Chikindas, 2007) (siehe Tab. 23).

Tab. 23: Grenzbereiche fir das Wachstum von Listeria monocytogenes

Parameter Grenzwerte
Temperatur
minimale Temperatur 0-25°C
maximale Temperatur 43 °C

Wasseraktivitat (ay)

minimaler aw-Wert 0,9-0,89
pH-Wert

minimaler pH-Wert 4,5

optimaler pH-Wert 6,5-75

maximaler pH-Wert 9,0

Als humanpathogen wird nur Listeria monocytogenes angesehen. Neben einer Ubertragung von L.
monocytogenes durch den direkten Tierkontakt kann sich der Mensch vor allem durch Lebensmittel,

insbesondere Rohwursterzeugnisse (Colak et al., 2007; de Cesare et al., 2007), infizieren.

Infektionen mit Listeria monocytogenes verlaufen in den meisten Fallen klinisch inapparent, also ohne
erkennbare Symptome (Antal et al., 2007). Loést der Erreger jedoch eine Infektionserkrankung bei
Mensch und Tier aus, dann weist der Erreger eine der hdchsten Erkrankungsraten (10-30 %) und die
hdchste Mortalitatsrate der Lebensmittelpathogenen auf (Cabellos et al., 2008; Koch and Stark, 2006).
Der Erreger wird vor allem mit kontaminierter Nahrung aufgenommen. Eine wichtige Rolle spielen hier
vor allem Rohwurst, Milchprodukte und unbehandeltes Obst und Gemiise (Bassett and McClure,
2008; Bizani et al., 2008). Listeria monocytogenes verursacht beim Menschen unspezifische und

grippeahnliche, eventuell mit Durchfallen verbundene, Symptome.


http://de.wikipedia.org/wiki/Pathogen
http://de.wikipedia.org/wiki/Infektion
http://de.wikipedia.org/wiki/Krankheitsverlauf
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Daher sind bei der Verarbeitung, Zubereitung und Lagerung von Lebensmitteln, insbesondere ein

ausreichendes Erhitzen sowie entsprechende Hygienemalinahmen notwendig.

Aus den vorliegenden Ergebnissen wird deutlich, dass Natriumnitrit nur unter ganz bestimmten
Bedingungen eine antimikrobielle Wirkung besitzt. So konnten fir die verschiedenen Natriumnitritkon-
zentrationen bei einem pH-Wert von 7 keine wachstumshemmenden Wirkungen in den in vitro
Versuchen beobachtet werden. Stattdessen zeigte sich mit abnehmendem ay-Wert eine stimulierende

Wirkung des Zusatzstoffes auf das Wachstum von Listeria monocytogenes.

Erst mit abnehmenden pH-Wert konnte eine antimikrobielle Wirkung festgestellt werden. Unter diesen
Bedingungen katalysieren die Protonen der Saure die Umwandlung des Nitrits zur salpetrigen Saure
(Saure-Base-Reaktion) und anschliefend weiter zu NO*-Radikalen (Disproportionierung) (siehe
Abb.85).

Nitrit
NO,

l «— Séure-Base
Reaktion

Salpetrige Saure
HNO,

l <«— | Disproportionierung

NO - Radikale
(sehr reaktiv)

cytotoxisch

Peroxynitrit, peroxysalpetriger Saure, DNA - Schéaden,
Distickstofftrioxid, ..., Protein Inaktivierungen,...

Abb.85: Reaktionsmechanismus des Nitrits im sauren Milieu

Diese NO*-Radikale sind sehr zelltoxisch und fiihren zu Schaden an Proteinen, der DNA und der
Zellwandumhullung (Fang, 1997). Obwohl schon viele Studien die Aufklarung der ,Targets® der
reaktiven Nitritmolekile zum Inhalt hatten, bleiben doch viele Reaktionsmechanismen, die zu einer

Bakteriostase oder zum Tod der Zelle fuhren, unbekannt (Fang, 1997).
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Eine Schwierigkeit hierbei ist, dass die Molekiile auf Grund ihrer Ladung oder ihrer geringen Grofie
durch die Zellmembran diffundieren und spontan mit Zellbestandteilen und Kompartimenten reagieren.
Reaktionen mit NO*-Radikalen, Peroxynitrit oder Distickstofftrioxid kdnnen zu einer Desaminierung

und zu Strangbrichen (oxidativer Schaden) der DNA fiihren.

Proteine kénnen modifiziert und so verandert werden, dass sie ihre Funktion verlieren. Bevorzugte
Reaktionspartner sind die Hadm- und Thiolgruppen (S-Nitrosylation) der Proteine, hier vor allem
Enzyme, die als reaktives Zentrum ein Eisen-Schwefelcluster tragen (Fang, 1997). Peroxynitrit kann
aber auch durch eine Peroxydation der Lipide zu Schaden an der dufleren Umhillung beitragen.
Weiterhin wird angenommen, dass Nitrit und seine reaktiven Zerfallsprodukte die Proliferation und die
Cytokininproduktion der Mikroorganismen beeinflussen und somit wahrscheinlich den Hauptgrund fir

eine bakterielle Latenz von intrazellularen Erregern darstellen.

Denn Stickstoffmonooxid und weitere NO-Produkte werden als eine der ersten Antworten des
Immunsystems auf eine bakterielle Infektion gebildet (Addiscott and Benjamin, 2004). Demzufolge
sind in pathogenen intrazellularen Bakterien wie z.B. Listeria monocytogenes die unterschiedlichsten
Strategien zur Adaptation an die Umwelteinfliisse vorhanden. Dabei scheinen sich die Abwehrmecha-
nismen gegen die reaktiven Formen des Stickstoffmonooxids mit denen gegen Sauerstoffradikale zu
Uberlappen (Fang, 1997). Glutathion und andere niedermolekulare Verbindungen wie die Aminosaure
Homocystein spielen bei der Resistenzentwicklung gegentiber dem Stress durch NO*-Radikale eine
wichtige Rolle und so verwundert es nicht, dass sie in hohen Konzentrationen in den Zellen von

intrazellularen Erregern nachzuweisen sind.

Aber auch Enzyme wie die Exonuclease und die Endonuclease 1V, welche bei der Reparatur von
DNA-Schaden in Prokaryonten eine bedeutende Rolle spielen, werden verstarkt exprimiert (Fang,
1997). Listeria monocytogenes besitzt somit die genetische Information auf Stress, ausgeldst durch

NO*-Radikale, zu reagieren und zu Uberleben.

Dennoch bleibt die Frage, wie die bei einem pH-Wert von 7 gemachten Beobachtungen zu erklaren

sind.

Natriumnitrit hat nicht nur negative Auswirkungen auf den Mikroorganismus. Vor allem unter
Bedingungen unter denen Nitrit nicht in reaktive toxischere Zwischenprodukte zerfallt, also z.B. bei
einem pH-Wert von 7. Unter diesen Bedingungen kann Natriumnitrit von vielen fakultativ oder obligat
anaeroben Mikroorganismen bei Abwesenheit von Sauerstoff als terminaler Elektronenakzeptor

dienen.

Die Organismen Ubertragen in diesem Fall die Elektronen auf die Nitrit-lonen (Denitrifikation). Da die
Redox-Potenziale aller Einzelschritte der Denitrifikation positiv sind, kénnen diese Bakterien Nitrat als
Elektronenakzeptor (Oxidationsmittel) flr ihren oxidativen Energiestoffwechsel (oxidative Phosphory-
lierung) nutzen. Durch die chemiosmotische Kopplung des Elektronentransports mit der ATP-Synthese
in der Atmungskette fuhrt die Denitrifikation zur Energiegewinnung und ermdglicht auch unter

anaeroben Bedingungen ein Wachstum der Mikroorganismen. Wahrend in Bacillus subtillis, einem


http://de.wikipedia.org/wiki/Redox-Potenzial
http://de.wikipedia.org/wiki/Elektronenakzeptor
http://de.wikipedia.org/wiki/Oxidationsmittel
http://de.wikipedia.org/wiki/Energiestoffwechsel
http://de.wikipedia.org/wiki/Oxidative_Phosphorylierung
http://de.wikipedia.org/wiki/Oxidative_Phosphorylierung
http://de.wikipedia.org/wiki/Chemiosmotische_Kopplung
http://de.wikipedia.org/wiki/Adenosintriphosphat
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Modellorganismus der Gram-positiven Bakterien, die anaerobe Atmung mit Nitrat oder Nitrit vollstandig
aufgeklart werden konnte (Marino et al., 2000; Marino et al., 2001; Nakano et al., 1998; Nakano et al.,
2006; Nakano and Hulett, 1997), ist fur Listeria monocytogenes bis jetzt nur bekannt, dass der
Organismus ebenfalls eine Nitrit-Reduktase (nasDE) bzw. Regulatoren flir eine anaerobe Atmung mit
Nitrit besitzt (Glaser et al., 2001).

Listeria monocytogenes sollte daher in der Lage sein, unter aneroben Bedingungen Nitrit als
E-Akzeptor zu verwenden und damit unter definierten Bedingungen einen Wachstumsvorteil haben.
Es wird vermutet, dass Listeria monocytogenes Nitrit als terminalen E-Akzeptor unter den anaeroben
Bedingungen im Versuchsrohrchen nutzt und daher im Vergleich zu den Organismen der Negativkon-
trolle, welche unter diesen Bedingungen wahrscheinlich eine homofermentative Garung mit Glucose
durchfiihren, einen energetischen Vorteil hat. Dass diese Beobachtung erst bei erniedrigten
Wasseraktivitatswerten auftritt, kdnnte auf eine geanderte Stressantwort des Organismus hinsichtlich
einer Zunahme der Salzkonzentration im Medium, zurlickzufiihren sein. Die generelle Stressantwort
infolge der aw-Wert Absenkung (Jordan et al., 2008; Wood, 2007) kénnte in den Zellen dazu fuhren,
dass vermehrt stickstoffhaltige Osmoprotektanzien wie z.B. Prolin (Gerhardt et al., 1996; Kempf and
Bremer, 1998; Le Marrec et al., 2007; Sleator et al., 2001) produziert werden und Nitrit dafiir als

Ausgangsmaterial genutzt wird.

Eine andere Moglichkeit besteht darin, dass sich durch die Zunahme der Salzkonzentration die
Zusammensetzung der Zellwandumhillung andert. Dadurch koénnte ein ungehinderter Eintritt des
Nitrits unterbunden und damit eine negative Beeinflussung des Metabolismus verhindert werden.
Durch den nun geregelt ablaufenden Eintritt des Nitrits (iber einen Formiat/Nitrit-Transporter ware eine
anaerobe Atmung mit Nitrit denkbar. Fur diese Vermutung sprechen auch die elektonenmikroskopi-
schen Aufnahmen. Auf den Fotos erkennt man deutlich, dass die mit Nitrit inkubierten Zellen mit
zunehmender Salzkonzentration keine Schaden mehr in der Zellumhillung zeigen. Wahrend bei
niedrigen Salzkonzentrationen die mit Nitrit inkubierten Organismen im Vergleich zur Negativkontrolle,
deutliche strukturelle Schaden an der Zellumhillung erkennen lassen (vgl. 3.1.1.3). Ob sich diese

Vermutungen bestatigen lassen, bleibt weiteren Untersuchungen vorbehalten.

Wurde der pH-Wert in weiteren Versuchen auf 5 abgesenkt, konnte sowohl in den Ansatzen bei 25 °C
als auch bei 17 °C keine Vermehrung der Organismen mehr festgestellt werden. Wahrend bei einer
Temperatur von 17 °C die Keimzahl nur um eine bzw. eine halbe Zehnerpotenz im Untersuchungszeit-
raum sank, starben die Mikroorganismen, die bei 25 °C inkubiert wurden, relativ ziigig ab (vgl. 3.1.1).
Hier liel® sich mit steigender Natriumnitritkonzentration auch eine toxischere Wirkung des Zusatzstof-

fes erkennen.

Dies kdnnte auf ein Phdnomen zurickzufihren sein, das als ,Metabolic Exhaustion“ beschrieben
wurde (Leistner, 2000). Nach dieser Theorie wird durch héhere Temperaturen der Stoffwechsel der
Organismen gesteigert. Die Bakterien wachsen durch die erhdhte Stoffwechselaktivitat. Sie kdnnen in
diesem Fall nicht, wie andere Mikroorganismen (vgl. 3.1.2) bei niederen Temperaturen, in einem

Zustand der Bakteriostase schlechte Umweltbedingungen im Medium Uberdauern. Sie sterben
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letztendlich an dem Stress, der durch den a,-Wert, pH-Wert und die Nitritkonzentration ausgeubt wird.
Um diesen Effekt auszunutzen und die Produkte sicherer zu machen, werden deshalb vielfach
bestimmte fermentierte Rohwirste im Einzelhandel nicht mehr in der Kuhltheke gelagert, sondern im

Verkaufsraum bei moderaten Temperaturen um 22 °C angeboten.

Eine weitere Beobachtung, die bereits von RODEL und SCHEUER (2003 b) beschrieben wurde,
konnte ebenfalls bestatigt werden. So entfaltet Natriumnitrit bei pH-Werten um 7 erst bei hohen
Keimdichten seine antimikrobielle Wirkung im Medium. Bei einem Inokulum von 6,9 log KbE/ ml
konnte nur innerhalb der ersten 24 Stunden eine leichte Zunahme der Zellzahl auf 7 log KBE/ml im
Medium beobachtet werden. Die Keimdichte blieb anschlieRend, mit kleineren Schwankungen, Uber
den gesamten Untersuchungszeitraum konstant auf einem hohen Niveau. Dies erklart auch, warum
bei ahnlichen Versuchen mit geringeren Inokula die Mikroorganismen ungehemmt wachsen konnten,
jedoch ohne dabei die Keimzahlen der Negativkontrollen zu erreichen. Es wird angenommen, dass
diese Beobachtung auf die steigende Trefferwahrscheinlichkeit eines Nitritmolekils bzw. deren
reaktiver Zerfallsprodukte mit einer Bakterienzelle zurlickzuflhren ist. Somit scheint auch die

Keimdichte bei der Betrachtung der Wirkung des Zusatzstoffes Natriumnitrit eine Rolle zu spielen.

In den Challengeversuchen erwies sich Listeria monocytogenes im Vergleich zu Escherichia coli und
Salmonella spp. als ein sehr robuster Keim (vgl. Tab. 23). Auch unter sehr schwierigen Umweltbedin-
gungen war es kaum mdglich, eine Reduktion der Keimzahl durch herkémmliche Reifebedingungen
(Nightingale et al., 2006) herbeizufihren (vgl. 3.2.1.1, 3.2.3.1 und 3.2.4.1).

In allen untersuchten Produkten konnten die pathogenen Erreger bis zum Ende des Versuchszeitrau-
mes nachgewiesen werden. Nur selten lag dann die Keimdichte unter der gesetzlich geforderten Hohe
von 100 KbE/g. Vor allem in den kurzgereiften streichfahigen Rohwurstprodukten zeigte sich, dass
eine Abnahme der Keimdichte im Produkt mit einem Standardreifeprogramm nicht mdglich war (vgl.
3.2.1.1.). Jedoch konnte durch die Zugabe von Natriumnitrit ein Wachstum der Zellen von Listeria
monocytogenes verhindert werden. Im Vergleich dazu nahm in den Chargen ohne Nitrit die Keimzahl
im Schnitt um eine Zehnerpotenz zu und blieb auf diesem Niveau bis zum Ende des Versuchszeit-
raumes. Eine Reduktion der Keime um eine Zehnerpotenz in diesem Produkt war nur durch die
alternative Verwendung eines Reifeprogramms mit einem Temperaturerhéhungsschritts mdglich

(metabolische Erschopfung).

Annliche Ergebnisse wurden in einer kurzgereiften streichfahigen Rohwurst schon von ALBERT
(2003) erzielt. Auch hier war es nicht méglich, Listeria monocytogenes aus dem Produkt zu entfernen,
jedoch konnte mit einem alternativen Reifeprogramm die Keimdichte im Produkt leicht gesenkt
werden. Die kurzgereifte streichfahige Rohwurst bedarf daher hinsichtlich der Herstellungshygiene

eine besondere Aufmerksamekaeit.

In den langgereiften schnittfesten Produkten konnten in Bezug auf eine Reduktion der Keime bessere
Ergebnisse erzielt werden, so nahm die Keimdichte im Produkt im Verlauf der Untersuchungen um
zwei Zehnerpotenzen ab. Hier konnte vor allem zu Ende der Reifung festgestellt werden, dass die

Produkte die mit 150 und 200 mg/kg Natriumnitrit hergestellt wurden, im Vergleich zu denen mit
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100 mg/kg deutlich niedrigere Keimzahlen aufwiesen. Dieser Effekt kann jedoch nicht direkt auf die
Wirkung des Nitrits zurlickgefuhrt werden, da ein Nachweis des Zusatzstoffes mit den verwendeten
Methoden bereits nach 6 Tagen nicht mehr mdglich war. Ob bereits zum Beginn der Reifung in den
Organismen durch Nitrit entscheidende Weichen fir das weitere Uberleben im Produkt gestellt

werden, missen weitere molekularbiologische Untersuchungen klaren.

Die Edelschimmelpilzgereiften Erzeugnisse stellen auf Grund der Anhebung des pH-Wertes im
aufleren Randbereich eine besondere Gefahrengruppe dar. In Folge des Wachstums der Kulturen von
Penicillium nalgiovense werden alkalische Stoffwechselprodukte gebildet, die der von den
Starterkulturen produzierten Milchsdure entgegenwirken und somit zu einer Erhéhung des pH-Wertes
im Produkt beitragen. Somit konnte potentiell die Gefahr bestehen, dass es dadurch im Produkt zu

einer Vermehrung von pathogenen Erregern kommt.

Jedoch konnte eine Zunahme der Listeria monocytogenes Keimdichte im Produkt mit steigendem pH-
Wert nicht festgestellt werden. Dies ist vor allem auf die dynamischen Prozesse im Produkt
zurtickzufihren (Uyttendaele et al., 2001), an die sich die Mikroorganismen standig neu adaptieren
missen (Leistner, 1992; Leistner, 2000).

So verhindert zuerst der Zusatz von Nitrit ein Wachstum der Organismen in den kritischen ersten zwei
Reifungstagen. Innerhalb dieser 48 Stunden hat der pH-Wert durch das erst beginnende Wachstum
der Starterkulturen noch keinen wachstumshemmenden Bereich erreicht. Erst nach zwei Tagen ist der
pH-Wert bei Werten um 5,2 — 5,3. Durch den erniedrigten pH-Wert wird nun ein weiteres Wachstum
der Mikroorganismen nach dem Verbrauch des Nitrits verhindert. Neben der Senkung des pH-Wertes
im Produkt, setzt nun nach zwei Tagen auch eine verstarkte Abtrocknung des Produktes ein. Der
Wasseraktivitdtswert beginnt kontinuierlich zu sinken und erreicht nach 8 Tagen Werte unter 0,95. Ab
hier ist ein mdgliches Wachstum der pathogenen Erreger bereits stark gehemmt und wird durch die
weitere Abnahme des ayw-Wertes weiter erschwert bzw. verhindert. Damit kann auch ein ansteigender

pH-Wert die Zellen von Listeria monocytogenes nicht mehr in die Lage versetzen, erneut zu wachsen.

Die Bakterien gehen in einen bakteriostatischen Zustand Uber und berdauern. Eine Zunahme der
Keimdichte war im Produkt anschlieend nicht mehr zu beobachten. Im Gegensatz zur langgereiften
Rohwurst fiel auf, dass eine Reduktion der Keimdichte im Produkt um zwei Zehnerpotenzen nicht
mdglich war. Dies ist wahrscheinlich auf den wieder ansteigenden pH-Wert zurtickzufihren. Denn mit
jedem Stress mit dem sich die Mikroorganismen zusatzlich auseinandersetzen missen, bendtigt die
Zelle Energie zum Aufrechterhalten des inneren Gleichgewichts (Homdostase). Je schneller diese
Stoffwechselenergie verbraucht ist, desto grof3er ist die Wahrscheinlichkeit, dass der Organismus
abstirbt. Dies zeigt ganz deutlich, wie wichtig das Zusammenspiel der einzelnen konservierenden
Faktoren ist. Ein Weglassen einer Hirde kann wie im Fall einer Rohwurstherstellung ohne Nitrit
bedeuten, dass Listeria monocytogenes sich auch innerhalb des kurzen Zeitraumes von zwei Tagen

vermehren kann.
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Wie in dieser Untersuchung gezeigt werden konnte, ist es sehr schwierig Listeria monocytogenes auf
Keimdichten unterhalb der geforderten 100 KbE/g zu senken. Daher sollte sowohl auf die Auswahl
bzw. Kontrolle des Rohmaterials als auch auf eine gute Betriebshygienebesondere Aufmerksamkeit
gelegt werden. In Fleischverarbeitenden Betrieben muss mit einer Kontamination des Rohmaterials
mit Listeria monocytogenes gerechnet werden, welcher Uber desinfektionsmittelresistente Biofilme

eingetragen wird (Lebert et al., 2007).
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4.2 Escherichia coli

Die in dieser Arbeit verwendeten Stamme gehdren zu den enterohamorrhagischen Escherichia coli
(EHEC). Unter EHEC versteht man Shiga- oder Verotoxin produzierende Escherichia coli
(STEC/VTEC) (Messelhausser et al., 2007; Orth et al., 2007). Shiga- und Verotoxine sind sehr starke
Zellgifte, die beim Menschen schwere Erkrankungen hervorrufen kénnen (Xicohtencati-Cortes et al.,
2007). Der bekannteste Vertreter der enterohamorrhagischen Escherichia coli ist der Serotyp
0157:H7. Dieses Serovar ist weltweit am haufigsten mit schweren Krankheitsausbrichen und mit
einer Vielzahl von Erkrankten assoziiert (Ngbede et al., 2007; Ogura et al., 2007). Neben dem Serovar
0157:H7 produzieren weitere das so genannte Shiga-Toxin, dessen Pathomechanismus mittlerweile
aufgeklart werden konnte. Durch Bindung des Toxins an bestimmte Zellwandrezeptoren wird die
Proteinbiosynthese gehemmt und schlief3lich der Zelltod durch Apoptose ausgeldst (Lee et al., 2008),
dies geschieht vor allem durch die Absonderung von regulierenden und inhibierenden Proteinen in die
Zelle (Gobert et al., 2007). Die durch eine EHEC-Infektion ausgeléste Symptomatik umfasst ein relativ
breites Spektrum, das von wassrigem Durchfall bis zur blutigen Diarrhoe mit Bauchkrampfen reicht.
Eine schwerwiegende Verlaufsform ist das hamolytisch-uramische Syndrom (HUS), das rund finf bis

zehn Prozent der Infizierten entwickeln (Grif et al., 2005).

EHEC lassen sich aufgrund bestimmter Merkmale in mehrere Serotypen (Serovaren) einteilen, von
denen der Typus O157:H7 in Deutschland am haufigsten nachgewiesen wird. Der Keim kommt vor
allem im Darm von Wiederkauern wie Rindern (Mainil and Daube, 2005; Wieler et al., 2007), Schafen

oder Ziegen vor (Novotna et al., 2005) und gilt als sehr widerstandsfahig (siehe Tab. 24).

Tab. 24: Grenzbereiche fiir das Wachstum von Escherichia coli O157:H7

Parameter Grenzwerte
Temperatur
minimale Temperatur 8°C
optimale Temperatur 37-41°C
maximale Temperatur 45-46 °C

Wasseraktivitat (ay)

minimaler ay-Wert 0,95
pH-Wert

minimaler pH-Wert 4,2

optimaler pH-Wert 6,5-7,5

maximaler pH-Wert 9,5
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Die Infektion mit dem Erreger kann Uber mehrere Wege erfolgen. Da die Bakterien bei rund acht
Prozent der Rinder als Bestandteil der Darmflora nachgewiesen werden konnten, kann sich der Keim
durch unsachgemafle Schlachtung leicht weiterverbreiten. Damit ist die Infektion durch den Verzehr
von verunreinigten Lebensmitteln der Hauptgrund fir eine Erkrankung. Hackfleisch (Barlow et al.,
2006; Chinen et al., 2001) und ungenigend gegarte Rindfleischprodukte (Gallien et al., 1999) spielen
hier eine bedeutende Rolle. Langgereifte und schnittfeste Rohwirste sollten bei guter Herstellungs-
praxis und unter Anwendung Ublicher Herstellungstechnologien normalerweise kein Sicherheitsrisiko
hinsichtlich einer Infektion mit EHEC darstellen (Kofoth, 1999). Dennoch wurden Ausbriiche nach dem
Verzehr von langgereiften und fermentierten Rohwirsten dokumentiert (Alexander et al., 1995; Sartz
et al., 2008; Timm et al., 1999).

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass unter optimalen Bedingungen bei pH 7 und ayw-Werten bis
0,975 der Zusatzstoff Natriumnitrit keinen hemmenden Einfluss auf das Wachstum von Escherichia
coli hatte. Dies konnte auch durch elektronenmikroskopische Aufnahmen bestatigt werden, bei denen

eine Schadigung der Zelloberflache unter diesen Bedingungen nicht beobachtet wurde.

Im Vergleich zu den Ergebnissen von Listeria monocytogenes fallt auf, dass mit abnehmendem
Wasseraktivitatswert keine stimulierende Wirkung des Nitrits beobachtet werden konnte. Obwohl
Escherichia coli unter anaeroben Bedingungen wie auch Listeria monocytogenes in der Lage ist, eine

anaerobe Atmung mit Nitrat/Nitrit durchzufthren (Clarke et al., 2008; Nilavongse et al., 2006).

Moglich ware, dass bei Escherichia coli als gramnegativen Vertreter, hinsichtlich der Adaptation an
den osmotischen Stress, andere Mechanismen eine Rolle spielen. In diesem Fall kdnnte Nitrit/Nitrat
keine Rolle fir den geanderten Metabolismus in Folge der Anpassung an den osmotischen Stress

spielen. Dies musste durch molekularbiologische Untersuchungen geklart werden.

Erst mit sinkendem pH-Wert und ayw-Wert konnte eine Zunahme der antimikrobiellen Wirkung in der
Bouillon festgestellt werden. Dieses Ergebnis ist vor allem auf den verstarkten rein chemischen Zerfall
des Nitrits bei pH-Werten unter 6,5 und den damit bekannten Auswirkungen zurlickzufiihren (siehe
4.1).

Weiterhin fiel unter diesen Bedingungen auf, dass die Zellen von Escherichia coli aggregierten. Die
Bildung von Biofilmen ist flir Escherichia coli nicht ungewohnlich (Gualdi et al., 2007; Oh et al., 2007).
Dadurch wird schneller eine hohe Zelldichte erreicht, wodurch die Bakterien wiederum verschiedene
Vorteile gegeniber einzelnen Zellen haben (Palmer and Stoodley, 2007). So bietet die Gruppe Schutz
vor mechanischen, physikalischen und/oder chemischen Stress, ermdglicht die Spezialisierung
einzelner Zellen und erhdht damit die Fahigkeit der Mikroorganismen, auch unter extremen
Umweltbedingungen zu Uberleben (Flemming et al., 2007). Jedoch verloren die Zellen mit Absinken
des pH-Wertes auf 5 die Fahigkeit Biofilme zu bilden bzw. unter diesen Bedingungen in Bouillon zu

wachsen.

Dass die pathogenen Bakterien im Produkt auch in Form von Mikrokolonien wachsen und nicht

gleichmafliig Uber das Produkt verteilt sind, ist zu vermuten und soll in nachfolgenden Studien
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untersucht werden. Auch an anderen Matrizes konnte schon gezeigt werden, dass Mikroorganismen
naturlicherweise in Mikrokolonien vorkommen und dass eine homogene Verteilung im Lebensmittel
eher die Ausnahme ist (Nikolaev and Plakunov, 2007). Dies sollte bei der Bewertung der mikrobiologi-
schen Sicherheit, vor allem hinsichtlich Beprobung fur mikrobiologische Untersuchungen von

Lebensmitteln, bertcksichtigt werden.

Neben der Zellaggregation konnte wahrend der Bouillonversuche eine weitere Besonderheit bei
Escherichia coli beobachtet werden. Bei einem pH-Wert von 5 starben zuerst die Organismen, welche
bei 25 °C inkubiert wurden. Wahrend die Bakterien, die bei 17 °C untersucht wurden deutlich langer
im Medium nachzuweisen waren. Hinter dieser Beobachtung wird eine so genannte metabolische
Erschopfung vermutet (Albert et al., 2003; Leistner, 2000). Nach dieser Theorie erzwingt die
gleichzeitige Einwirkung verschiedener Stressoren die gleichzeitige Aktivierung verschiedener
Stressschutzmechanismen. Dies soll zu einer Erschépfung der metabolischen Reserven sowie zu
einer Storung des intrazellularen Gleichgewichts und somit zum Absterben der Erreger fiihren.
Allerdings ist Uber die an diesem Phanomen beteiligten intrazelluldaren Vorgange derzeit nichts
bekannt. Bei ambienten Temperaturen sind die Bakterien anfalliger gegeniber schadlichen
Umwelteinflissen wie niedrigen pH-, aw-Werten und Nitrit, wahrend sich bei Kuhltemperaturen die
Keime als widerstandsfahiger erweisen (Uyttendaele et al., 2001). Somit kdnnte eine Kihllagerung
von Rohwurstprodukten — wahrend oder nach der Reifung — ein erwilinschtes Absterben von

Pathogenen verhindern und damit kontraproduktiv flir ein mikrobiologisch einwandfreies Produkt sein.

Dazu wurde in den Challengeversuchen bei der schnellgereiften streichfahigen und schnittfesten
Rohwurst, neben einem Standardprogramm ein Reifeprogramm mit einer Temperaturerhéhung
getestet. Dabei konnte festgestellt werden, dass der Effekt der metabolischen Erschépfung bei
Escherichia coli vor allem bei Produkten mit einer kontinuierlichen Abtrocknung starker ausgepragt
war (siehe 3.2.1.2). Grundsatzlich wurden mit dem angepassten Reifeprogramm bessere Ergebnisse
erzielt als mit einem Standardreifeprogramm. Somit ware der Einsatz von angepassten Reifepro-
grammen zu empfehlen, da z.T. deutlich schneller ein mikrobiologisch einwandfreies Produkt erreicht
werden konnte (Roédel et al,, 2006; Uyttendaele et al., 2001). Die pathogenen Keime in den
Nitritchargen wurden bei einer schnellgereiften schnittfahigen Rohwurst bereits nach 13 Tagen unter
die Nachweisgrenze von 10 KbE/g gesenkt. Dies war bei einem herkémmlichen Reifeprogramm erst

nach 20 Tagen der Fall.

Etwas schwacher trat dieser Effekt bei den schnellgereiften streichfahigen Produkten auf. Hier konnte
die Escherichia coli Keimdichte in keiner Charge unter die Nachweisgrenze von 10 KbE/g gesenkt
werden. Im Vergleich zu einem herkdmmlichen Reifeprogramm konnten jedoch ein bis zwei
Zehnerpotenzen niedrigere Keimzahlen erreicht werden (siehe 3.2.1.2). Diese Beobachtung ist auf
eine fehlende Abtrocknung des Produktes zurlickzufihren. Escherichia coli reagiert im Vergleich zu
Listeria. monocytogenes sehr empfindlich auf eine aw-Wert Erniedrigung (vgl. Tab. 23 und Tab. 24)
(Rodel and Scheuer, 2006). So bewirkt bereits die Absenkung des Wasseraktivitdtswertes um 0,01
Einheiten eine Verminderung der Keimzahl um eine Zehnerpotenz (Rddel and Scheuer, 2001). Auch
RODEL und SCHEUER (2001) konnten keine starke Abnahme der Escherichia coli Keimzahl in
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kurzgereiften streichfahigen Produkten feststellen. Vielmehr blieb die Keimdichte in den mit Nitrit

hergestellten Rohwirsten tber den gesamten Untersuchungszeitraum konstant oder nahm leicht ab.

In Produkten, in denen auf Grund des verwendeten Reifeprogrammes bzw. des wasserdurchlassigen
Darmes eine Abtrocknung gewahrleistet wurde, konnte z.T. eine sehr deutliche Abnahme der
Keimzahl von Escherichia coli erfasst werden. So wurden E. coli in langgereiften und Edelschimmel-
pilzgereiften Rohwurstprodukten relativ ziigig und vollstandig abgetotet. Hier wie auch in anderen
Forschungsarbeiten zeigte sich deutlich, wie die einzelnen Hirden ineinander greifen und eine
Vermehrung der pathogenen Bakterien verhindern (Nissen and Holck, 1998a; Pichner et al., 2006).
Somit kénnte auch bei einer relativ hohen initialen Keimdichte bei Beachtung der Reifezeit ein

sicheres EHEC- freies Rohwurstprodukt hergestellt werden (Lahti et al., 2001).

Hinsichtlich der antimikrobiellen Effektivitat konnte in allen getesteten Produkten, sowohl zwischen
Ansatzen mit als auch ohne Nitrit keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die
Vermehrung von Escherichia coli ist in den Produkten durch den bereits erniedrigten pH-Wert von 5,8
und einem aw-Wert von unter 0,97 gehemmt. Dadurch ist auch die letztendlich eingesetzte
Nitritkonzentration nicht entscheidend, da das Wachstum der Organismen zu erst durch chemisch-
physikalische Parameter und nach zwei Tagen durch die beginnende Vermehrung der Starterkulturen

verhindert wird.

Ein Zusatz von Nitrit war damit nicht erforderlich und steht im Gegensatz zu den in vitro Versuchen, in
denen eine antimikrobielle Wirkung des Zusatzstoffes bei pH-Werten kleiner gleich 6 nachgewiesen
werden konnte. Eine mdgliche Erklarung ist, dass Escherichia coli im Produkt ein ganz anderes
Verhalten als in einer Bouillon zeigt. So ware zum Beispiel denkbar, dass die Organismen auf Grund
der raumlichen Ungleichverteilung nicht mit den reaktiven Nitritmolekiilen bzw. deren Zerfallsproduk-
ten in Kontakt kommen. Im Gegensatz dazu ist in Bouillon von einer Gleichverteilung der Nitritspalt-

produkte auszugehen.

Anderseits ware es aber auch denkbar, dass Escherichia coli durch Fett- oder Fleischbestandteile
geschutzt wird, da diese mit Nitritmolekilen reagieren. Eine weitere Mdglichkeit ware auch, dass sich
der Metabolismus der Organismen auf Grund der geanderten duleren Umstande dem komplexen
Medium Fleisch anpasst und somit méglicherweise die generelle Stressantwort von Escherichia coli
(Durfee et al., 2008; Flores et al., 2008; Thammavongs et al., 2008) auch Schutz vor der Wirkung des
Nitrits bietet. Dies soll in einer weiteren Studie unter Einbeziehung der beteiligten Gen-Regulatoren

geklart werden.



DISKUSSION 114

4.3 Salmonella spp.

Salmonellosen werden meist durch den Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln verursacht.
Besonders kontaminationsgeféhrdet sind ungekochte (rohe) Fleischwaren (Bianchi et al., 2007) wie
Kebap (Evans et al., 1999), Hackfleisch (Jansen et al., 2005), Mettwurst und Huhn (Rasschaert et al.,
2008) sowie Muscheln, Eier (Little et al., 2008), Speiseeis und Mayonnaise (Mason et al., 2001). Diese

mussen ausreichend gekiihlt und innerhalb von ein bis zwei Tagen verzehrt werden.

Salmonellen bilden eine grof’e Gruppe innerhalb der Enterobacteriaceae und sind ahnlich wie

enterohamorrhagische Escherichia coli gut an aufere Umweltbedingungen adaptiert (siehe Tab. 25).

Tab. 25: Grenzbereiche fur das Wachstum von Salmonella spp.

Parameter Grenzwerte
Temperatur
minimale Temperatur 52°C
optimale Temperatur 37-42°C
maximale Temperatur 45 -46 °C

Wasseraktivitat (ay)

minimaler aw-Wert 0,94
pH-Wert

minimaler pH-Wert 4,2

optimaler pH-Wert 6,5-7,5

maximaler pH-Wert 9,5

Als Durchfallerreger sind meist Serovare der Spezies Salmonella enterica subsp. enterica
dokumentiert. Als Erreger flr Durchfallerkrankungen sind fir den Menschen sind an erster Stelle die
Serovare Salmonella Enteritidis (Hopkins et al., 2007) und S. Typhimurium (Davis et al., 2007) zu
nennen. Diese verursachen beim Menschen meist spontan ausheilende Durchfallerkrankungen, die in
der Regel nicht antibiotisch behandelt werden muissen. Allerdings kénnen bei Risikogruppen, wie
Sauglingen, Kleinkindern (Friesen et al., 2008), alten Menschen, HIV-Patienten und Immunge-
schwachten Patienten (Davis et al., 2007; Swe et al., 2008), schwere Erkrankungen (Allgemeininfekti-
onen) hervorgerufen werden. Im Darm verursachen die Bakterien durch Lipopolysaccharide
(Endotoxine) (Brooks et al., 2008), die an der Oberflache der Zellwand sitzen oder durch Proteine die

beim Zerfall der Zelle freigesetzt werden, eine Stérung der Darmschleimhautzellen (Haraga et al.,
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2008). Daraus folgt ein massiver Durchfall (Enteritis), unter Umstanden auch Erbrechen, mit einem

Ungleichgewicht im Wasser- und Elektrolythaushalt.

In den vorliegenden Untersuchungen zeigte sich, dass Nitrit bei einem pH-Wert von 7 keinen
hemmenden Einfluss auf die Vermehrung von Salmonella spp. hatte. Wie schon fiir Listeria
monocytogenes (vgl. 4.1) und Escherichia coli (4.2) beschrieben, muss damit die Aussage, dass Nitrit
generell antimikrobiell wirkt, relativiert werden. Der Zusatzstoff wirkt nur unter ganz bestimmten

Bedingungen hemmend auf das Wachstum der pathogenen Erreger.

Eine antimikrobielle Wirkung konnte erst mit abnehmenden pH-Wert festgestellt werden. So konnten
bereits bei einem pH-Wert von 6 in den Ansatzen mit Nitrit in Reihenfolge der zugesetzten
Konzentrationen bakteriostatische Bedingungen erreicht werden (vgl. 3.1.3). Diese verstarkten sich

bei einem pH-Wert von 5 und fihrten zu einem raschen Absterben der Organismen.

Im Vergleich zu Listeria monocytogenes und Escherichia coli reagierten die Zellen von Salmonella
spp- bei diesem niedrigen pH-Wert am empfindlichsten. Diese Beobachtung ist auf die Zunahme der
toxischeren Zerfallsprodukte bei einem pH-Wertabfall zurlickzufiihren (vgl. 4.1). Weiterhin konnte
festgestellt werden, dass die Zellen zuerst im Medium starben, die bei einer Temperatur von 25 °C
inkubiert wurden. Hinter diesem Phanomen wird eine metabolische Erschépfung der Keime vermutet
(vgl. 4.1).

Im Gegensatz zu Listeria monocytogenes und Escherichia coli konnte bei pH 5 in den Ansatzen ohne
Natriumnitrit ein Wachstum der Zellen von Salmonella spp. beobachtet werden. Ein pH-Wert von 5 gilt
im Allgemeinen flir die meisten Bakterien als lebensfeindliche Umgebung in der keine Vermehrung
bzw. ein Uberleben méglich ist (Rédel and Scheuer, 2007). Jedoch stieg durch das Ausschleusen von
alkalischen Stoffwechselprodukten durch die Salmonellen der pH-Wert im Medium an. Damit

verbesserten sich die du3eren Umweltbedingungen und ein Wachstum wurde ermdglicht (vgl. 3.1.3).

Dieser hier beobachtete Effekt bewirkte, dass Nitrit bei einem pH-Wert von 6 und einer Temperatur
von 17 °C einen hdheren antimikrobiellen Effekt auf die Zellen hatte als bei gleichem pH-Wert und
einer Temperatur von 25 °C (vgl. 3.1.3.1 und 3.1.3.2). Da die Keime, die bei 25 °C inkubiert wurden,
eine hohere Stoffwechselleistung aufwiesen, brauchten sie im Vergleich zu denen, die bei 17 °C
inkubiert wurden, eine geringere Zeit um den pH-Wert im Medium zu erhdéhen. Durch diese pH-Wert
Zunahme sank die chemische Umsetzung des Nitrits in reaktivere und somit toxischere Zerfallspro-
dukte (vgl. 4.1) und dem zu Folge waren die Zellen bei 25 °C sehr viel weniger den reaktiven

Nitritspaltprodukten ausgesetzt.

Die in vitro Versuche verdeutlichten bei allen untersuchten Mikroorganismen, dass die antimikrobielle

Wirkung des Zusatzstoffes Nitrit direkt an den pH-Wert gekoppelt ist.
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In den Challengeuntersuchungen konnte mit Ausnahme der GdL-gereiften Rohwurst eine deutliche
Zunahme der Keimdichte in den Wirsten ohne Nitrit festgestellt werden. Hier wurde z.T. ein Anstieg
der Keimzahl auf 6 log.c KbE/g in einer kurzggereiften streichfahigen Rohwurst festgestellt (vgl.
3.2.1.3). Im Vergleich dazu konnte in allen Nitritchargen eine Abnahme der Keimzahl von Salmonella

spp. beobachtet werden.

In einer langgereiften- und in einer Edelschimmelpilzgereiften Rohwurst (mit entsprechender Reifezeit)
sanken die Keimzahlen in den Chargen mit Nitrit im Schnitt nach 14 Tagen unter die Nachweisgrenze
von 10 KbE/g und nach Tag 28 waren die Keime auch nach Anreicherung nicht mehr nachzuweisen.
Nur in den Ansatzen ohne Nitrit konnten die Keime langer im Produkt festgestellt werden, was jedoch
auf die anfangliche Erhohung der Keimdichte im Brat zurlckzufiihren war. Aber auch in diesen
Chargen waren die Keime im Schnitt nach dem Tag 42 nicht mehr nachzuweisen. Somit war eine
sichere Produktion von Rohwirsten auch ohne den Zusatzstoff, jedoch mit Beachtung einer langeren

Reifezeit, mdglich.

Salmonella spp. reagierte im Vergleich zu den beiden anderen getesteten Mikroorganismen sehr
empfindlich auf die in der Rohwurst vorherrschenden Bedingungen. Und so konnten die Erreger in
einer GdL-gereiften und in den langgereiften Rohwirsten mit Natriumnitrit sehr schnell und effektiv
abgetotet werden. In den nitritfreien Chargen konnte zwar anfanglich eine Vermehrung der
pathogenen Keime beobachtet werden, die jedoch mit beginnender Ansduerung, aber vor allem mit
einsetzender Abtrocknung des Produktes, zu einem Absterben der Mikroorganismen fiihrte. Bei
Beachtung einer entsprechenden Verlangerung der Reifezeit kann auch hier ein hygienisch und

mikrobiologisch stabiles Produkt ohne den Einsatz von Nitrit hergestellt werden.

Zwischen den Edelschimmelpilzgereiften- und den langgereiften Rohwirsten konnten keine
charakteristischen Unterschiede festgestellt werden. Trotz der deutlichen Erhéhung des pH-Wertes in
den schimmelpilzgereiften Produkten konnte keine Zunahme der Zahl der Salmonellen beobachtet
werden. Dies war auf die kontinuierliche Abtrocknung des Produktes zuriickzuflihren und stimmt mit
den Ergebnissen anderer in anderen Publikationen Gberein (Dambrosio et al., 2007; Nightingale et al.,
2006; Nissen and Holck, 1998Db).

Eine Ausnahme stellte erneut die kurzgereifte streichfahige Rohwurst dar. Auf Grund der fehlenden
Abtrocknung des Produktes konnten die Keime bis zum Ende des Untersuchungszeitraumes mit mehr
als 10 KbE/g nachgewiesen werden. Jedoch konnte bei Verwendung eines alternativen Reifepro-
gramms die Keimdichte durch einen Temperaturerhdhungsschritt deutlicher gesenkt werden als mit
einem Standardreifeprogramm (vgl. 3.2.1.3). Dieser Effekt lieR sich auch bei einer schnellgereiften
Rohwurst mit einem an die metabolische Erschdopfung angepassten Reifeprogramm erkennen (vgl.
3.2.2.3). Die Erhéhung der Reifetemperatur zum richtigen Zeitpunkt bewirkte wie auch schon bei
Listeria monocytogenes und Escherichia coli eine schnellere Absenkung der pathogenen Keimdichte
im Produkt. Damit die Temperaturerhéhung sinnvoll und zlgig wirkt, missen jedoch in der Rohwurst
bestimmte Bedingungen vorherrschen: So sollte der pH-Wert kleiner 5,2 und die Starter- und

Schutzkulturen sich auf Keimdichten von 8 log,, KbE/g vermehrt haben. Sind diese Parameter noch
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nicht erflllt, kann eine Temperaturerhéhung zu einem zu frilhen Zeitpunkt gegenteilig wirken. Hinter
dieser Beobachtung ist ein Effekt zu vermuten, der in der Literatur als metabolische Erschdpfung
beschrieben ist (Leistner, 1992; Sun-Young, 2004) und bereits unter Punkt 4.1. naher beschrieben

wurde.

Eine solche Temperaturerh6hung kann die mikrobiologische und hygienische Stabilitat eines typischen

Rohwurstproduktes deutlich erhéhen.

Die in den Challengeversuchen zugesetzte Natriumnitritmenge war zweitrangig, denn ein signifikanter
Unterschied zwischen den einzelnen Konzentrationen hinsichtlich der Keimzahlabnahme konnte nicht
festgestellt werden. Wie auch schon die Untersuchungen mit Listeria monocytogenes und Escherichia
coli zeigten, war ein Zusatz von 100 mg/kg ausreichend um eine Vermehrung der pathogenen

Bakterien effektiv zu verhindern.

Dass sich ein Zusatz von Nitrit positiv auf die mikrobielle Stabilitat auswirkt, konnte schon in einer
kinstlich mit Salmonellen beimpften Zwiebelmettwurst gezeigt werden (Birzele et al., 2005). Hier
verhinderte die Zugabe sowohl eines 0,4-0,5 % -tigen als auch eines 0,9 % -tigen Nitritpdkelsalzes

das Anfangswachstum der zugesetzten pathogenen Keime.

Die Challengeversuche wurden unter praxisnahen Bedingungen durchgefiihrt. Alle Versuche wurden
mindestens dreimal wiederholt, um die Ergebnisse statistisch abzusichern. Trotzdem muss angemerkt
werden, dass eine Beimpfung mit Pathogenen mit 5 x 10° KbE/g sehr hoch ist. Eine solche Belastung
des Ausgangsmateriales ist sehr unwahrscheinlich, jedoch sind kleinere Inokula sehr schwer im
mikrobiologischen Labor zu handhaben und fiihren eventuell zu falschen Schlussfolgerungen, da die

Wiederfindungsrate mit abnehmenden Keimgehalt exponentiell abnimmt.
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5. Zusammenfassung

Natriumnitrit wirkt nur unter ganz bestimmten definierten Bedingungen antimikrobiell auf die Zellen von
Listeria monocytogenes, Escherichia coli und Salmonella spp. Somit ist die generelle Aussage, dass

Nitrit einen keimhemmenden Effekt hat, nicht aufrecht zu erhalten.

So konnte bei einem pH-Wert von 7 gezeigt werden, dass Natriumnitrit keinen hemmenden Einfluss
auf die getesteten Stamme hatte. Statt der zu erwartenden Zunahme der antimikrobiellen Wirkung,
konnte fir Listeria monocytogenes insbesondere fir den Stamm Li 135 bei einer Absenkung des
aw-Wertes eine Stimulation des Wachstums in Bouillon beobachtet werden. Worauf dieser Effekt
zurUckzuflhren, ist bedarf weiterer Untersuchungen. Es wird vermutet, dass der Stamm Li 135 Nitrit
als terminalen E-Akzeptor unter den anaeroben Bedingungen im Versuchsréhrchen nutzt und daher
im Vergleich zu den Organismen der Negativkontrolle, welche unter diesen Bedingungen wahrschein-
lich eine homofermentative Garung mit Glucose durchfihren, einen energetischen Vorteil hat. Oder es
konnte auf eine geadnderte Stressantwort des Organismus hinsichtlich einer Zunahme der

Salzkonzentration im Medium zurtickzufiihren sein.

Bei einem pH-Wert von 5 konnte in allen Versuchen mit Nitrit keine Vermehrung der Zellen in Bouillon
beobachtet werden. Unter diesen Bedingungen katalysieren die Protonen der Saure die Umwandlung
des Nitrits zur salpetrigen Saure (Saure-Base-Reaktion) und anschlieRend weiter zu NO*-Radikalen
(Disproportionierung). Diese NO*-Radikale sind sehr zelltoxisch und flihren zu Schaden an Proteinen,
der DNA und der Zellwandumhdillung (Fang, 1997).

Weiterhin wurde festgestellt, dass bei erhohten Temperaturen und einem pH-Wert von 5 in unserem
Beispiel mit 25 °C Nitrit toxischer auf die Zellen wirkte als bei 17 °C. Als mdgliche Erklarung kénnte
hier das Phanomen der ,metabolischen Erschépfung“ genannt werden. Hierbei wird der Mikroorga-
nismus durch die erhdhte Temperatur férmlich ,gezwungen® zu wachsen und sich damit aktiv mit den
aufleren Umweltbedingungen auseinander zu setzen. Durch die Vielzahl der widrigen dufieren
Umstande (niedriger pH, Nitrit, niedriger aw-Wert) ist der Organismus nicht in der Lage sein inneres
Gleichgewicht (Homoostase) wiederherzustellen, folglich stirbt der Mikroorganismus bei dem Versuch,
an einer metabolischen Erschopfung (Leistner, 1992; Leistner, 2000). Wahrend Zellen, die bei 17 °C
inkubiert wurden, auf Grund eines verlangsamten Stoffwechsels, in eine Bakteriostase Ubergehen.

Die Zellen kénnen sich bei 17 °C zwar nicht vermehren, aber der Mikroorganismus bleibt lebensfahig.

Die Ergebnisse der ersten Versuchsphase sind in den Tabellen 27 und 28 vereinfacht dargestellt und

zusammengefasst.
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Tab.27: Vereinfachte Darstellung des Verhaltens von Listeria monocytogenes, Escherichia coli und
Salmonella spp. unter dem Einfluss von Natriumnitrit (100 mg/I, 150 mg/l und 200 mg/l) bei
25 °C unter verschiedenen duf3eren Bedingungen innerhalb der ersten 48 Stunden

Organismus pH-Wert a,~Wert Nitritkonzentration in mg/l
100 150 200
0,980 <> <> V
7,0 0,970 A\ M Y\
0 0,955 AN\ AN YN
2 0,940 AN AN N
g
= 0,980 A A A
Q 6,0 0,970 A A v
g 0,955 <> \4 \4
o 0,940 <> \4 V4
Q
4 0,980 v v %
5,0 0,970 V V \
0,955 V Vv V
0,940 Vv \i V
Organismus pH-Wert a,-Wert Nitritkonzentration in mg/l
100 150 200
0,990 <> <> <>
7,0 0,980 <> <> <>
0,975 <> <> <>
0,965 -
=
© 0,990 v A% A%
5 6,0 0,980 <> <> Vv
5 0,975 <> \ v
El 0,965 WV VvV VvV
ww
0,990 <> <> <>
5,0 0,980 v Vi Vv
0,975 Vv Vv V
0,965 v Vv v
Organismus pH-Wert a,-Wert Nitritkonzentration in mgl/l
100 150 200
0,990 <> <> <>
7,0 0,980 <> <> <>
0,975 <> <> <>
6 0,965 <> <> <>
(]
2y 0,990 <> < <>
2 6,0 0,980 % v v
5 0,975 \ Vv v
£ 0,965 V Vv VvV
&
0,990 VvV VvV VvV
5,0 0,980 VvV VvV VvV
0,975 A VA \A
0,965 VvV V'V VvV
Y Zunahme der Keimzahl um 1-2 log,q KbE/ml

\2%

Zunahme der Keimzahl um 0,5-1 log,, KbE/ml

Kein Einfluss des Zusatzstoffes zu erkennen
Abnahme der Keimzahl um 0,5-1 log;o, KbE/mI

Abnahme der Keimzahl um 1-2 logo KbE/ml
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Tab.28: Vereinfachte Darstellung des Verhaltens von Listeria monocytogenes, Escherichia coli
und Salmonella spp. unter dem Einfluss von Natriumnitrit (100 mg/I, 150 mg/I und
200 mg/l) bei 17 °C unter verschiedenen duferen Bedingungen innerhalb der ersten

48 Stunden

Organismus

pH-Wert

a,~-Wert

=y
o
o

Nitritkonzentration in mg/I

Listeria monocytogenes

7,0

0,980

0,970

0,955

0,940

6,0

0,980

0,970

0,955

0,940

5,0

0,980

0,970

0,955

0,940

<|<|<|< $$$$ >>>$

<|<|<|< $$$< $>>$§

s|<<|< $$<< $>>$B
o

Organismus

pH-Wert

a,~Wert

-
o
o

Nitritkonzentration in mg/I
150

Escherichia coli

7,0

0,990

0,980

0,975

0,965

6,0

0,990

0,980

0,975

0,965

5,0

0,990

0,980

0,975

0,965

<|<|<|< $$<< $$$$

<|<|<|< $$<< <$$$

<|<|<|< $$<< <$$$§

Organismus

pH-Wert

a,~-Wert

-
o
o

Nitritkonzentration in mg/I
150

N
o
o

Salmonella spec.

7,0

0,990

0,980

0,975

0,965

6,0

0,990

0,980

0,975

0,965

5,0

0,990

0,980

0,975

0,965

070/ s I A

U RUNEN R

U/ I o b I A A

M Zunahme der Keimzahl um 1-2 log, KbE/ml

A Zunahme der Keimzahl um 0,5-1 logo KbE/ml
<> Kein Einfluss des Zusatzstoffes zu erkennen
v Abnahme der Keimzahl um 0,5-1 logq KbE/ml

vV Abnahme der Keimzahl um 1-2 log,, KbE/ml



ZUSAMMENFASSUNG

121

Dieser erste Versuchsabschnitt stellte den Ausgangspunkt fir die eigentlichen Versuche in den
verschieden Rohwurstprodukten. Dazu wurde das Verhalten der pathogenen Lebensmittelinfektionser-
reger in kurzgereiften streich- und schnittfahigen Rohwurstprodukten sowie in langgereiften und

Edelschimmelpilzgereiften Produkten mit Hilfe von Challengeversuchen tberpruft.

In den Versuchsreihen wurden die Wirste mit praxisublichen Rezepturen und Reifeprogrammen
hergestellt. Daneben wurden fiir die kurzgereiften streichfahigen und schnittfesten Rohwurstprodukte
Versuchsansatze durchgeflhrt, bei denen die Reifetemperatur auf 25 °C erhdht wurde. Ziel dieser
Versuche war es, das Phanomen der metabolischen Erschépfung, welches in der ersten Versuchs-
phase bei allen Mikroorganismen auftrat, spater im Produkt zu nutzen und somit die Keimzahl

schneller unter die entsprechenden Nachweisgrenzen zu senken.

Kurzgereifte streichfahige Rohwiirste gelten als Risikoprodukte, da sie auf Grund fehlender
Abtrocknung oder anderweitiger stabilisierender MaRnahmen bei einer Kontamination mit Listeria
monocytogenes, Escherichia coli und Salmonella spp. eine Vermehrung zulassen kénnen. Um diese
Aussage zu Uberprifen, wurden in der vorliegenden Arbeit das Verhalten und die Absterbekinetik der

drei pathogenen Keime wahrend Reifung und Lagerung erfasst.

In allen Versuchsreihen mit Natriumnitrit konnte wahrend der Reifung und Lagerung keine
Vermehrung der eingeimpften Bakterien festgestellt werden. Jedoch war mit praxisiblichen
Rezepturen und Reifetechnologien innerhalb der ersten 14 Tage keine wesentliche Reduktion der
Keimdichte erkennbar. Erst bei héheren Kochsalzzugaben von 2,89 % war eine leichte Abnahme der
Zellzahl zu beobachten. Ahnliche Keimzahlreduktionen wurden durch die Verwendung eines
alternativen Reifeprogramms, mit einer kurzeitigen Erhéhung der Temperatur auf 25 °C erreicht. Am
sensibelsten reagierten Escherichia coli und Salmonella spp. auf die gednderten Bedingungen, so
dass eine Abnahme der Keimzahl um fast zwei Zehnerpotenzen beobachtet werden konnte. Fir
Listeria monocytogenes konnte unter allen getesteten Bedingungen keine wesentliche Reduktion der
Keimdichte festgestellt werden. Der Einsatz von Natriumnitrit ist bei diesem Produkt unbedingt zu
empfehlen, da in Abwesenheit von Nitrit vor allem fir Listeria monocytogenes und Salmonella spp.
eine deutliche Zunahme der Keimzahlen auf gesundheitsgefdhrdende Werte beobachtet werden
konnte.

In den schnellgereiften Rohwursten mit Glucono-delta-lacton war in Folge der sehr schnellen
Absenkung des pH-Wertes keine Vermehrung der pathogenen Infektionserreger mdglich. Als
besonders vorteilhaft erwies sich hier ein Temperaturerhéhungsschritt auf 25 °C zwischen dem
Reifetag 4 und 6. So konnten die Keime von Escherichia coli und Salmonella spp. deutlich schneller
unter die Nachweisgrenze von 10 KbE/g, im Vergleich zu einem herkdmmlichen Reifeprogramm
gesenkt werden. Fir Listeria monocytogenes konnte eine Abnahme der Keimzahl um fast zwei
Zehnerpotenzen festgestellt werden, jedoch blieben die Keimzahlen immer Uber den geforderten
Werten von 100 KbE/g.

In den langgereiften und Edelschimmelpilzgereiften Produkten konnte eine vollige Abwesenheit der

Keime von Escherichia coli und Salmonella spp. im Schnitt nach einer 42-tagigen Reifung erreicht
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werden. Obwohl die Chargen ohne Nitrit vor allem in den ersten drei Reifetagen eine Vermehrung der
eingeimpften Salmonellen zulielen, nahm die Zellzahl mit zunehmender Reifung in Folge der
zunehmenden Abtrocknung ab. Listeria monocytogenes erwies sich in allen Untersuchungen als
widerstandsfahiger Keim mit einer hohen Tenazitat. So konnte in den Chargen ohne Nitrit eine

Vermehrung innerhalb der ersten drei Tage festgestellt werden.

Diese ersten Reifetage sind flr das Produkt Rohwurst entscheidend, da hier die stabilisierenden
Faktoren wie niedriger aw- und pH-Wert noch nicht ausgepragt sind. Hier verhinderte Nitrit sehr

effektiv ein Wachstum der pathogenen Bakterien.

Eine Senkung der Keimdichte unter 100 KbE/g war jedoch fur Listeria monocytogenes in keinem der

beiden Produkte moglich.

Trotz der vergleichsmaRig schnellen Anhebung des pH-Wertes in Folge des Wachstums der
Edelschimmelpilzkulturen konnte sowohl am Rand als auch in der Mitte des Produktes kein erhdhtes

mikrobielles Risiko im Vergleich zu einer langgereiften Rohwurst festgestellt werden.

Ausschlaggebend dafir durfte die Anwesenheit von Nitrit und der Abfall des pH-Wertes auf Werte um
5,2 gewesen sein. Diese beiden Hurden verhinderten ein Wachstum der zugesetzten Infektionserre-
ger. Mit weiter voran schreitender Reifung nahm der Wasseraktivitatswert auf Werte unter 0,94 ab.
Dieser stellt vor allem fiir gramnegative Bakterien wie Escherichia coli und Salmonella spp. eine
wichtige Grenze dar, da unterhalb dieses Wertes kaum noch eine Vermehrung méglich ist (vgl. Tab. 23
und 24). Auch fir Listeria monocytogenes sind die Generationszeiten unter diesen Bedingungen sehr
lang. Da es sich hier aber um einen kontinuierlichen Prozess handelt und der Organismus sich standig
an die sich andernden Bedingungen anpassen muss, war auch fir den sonst so robusten Keim ein
Wachstum nicht méglich. Jedoch konnte Listeria monocytogenes im Gegensatz zu den beiden
anderen auch unter diesen extremen Bedingungen bei einem ay-Wert von 0,85 — 0,8 bis zum Tag 84

Uberleben.

Damit erwies sich Listeria monocytogenes als ein widerstands- und anpassungsfahiger Keim im
Lebensmittel. Weiterhin konnte festgestellt werden, dass hohere Reifetemperaturen von 25 °C den
Ergebnissen zu Folge kein mikrobiologisches Risiko darstellen, sondern fiihren, zum richtigen
Zeitpunkt eingesetzt, zu einer vergleichsweise starkeren Abnahme der Keimdichte der getesteten

Zoonoseerreger.

Die Ergebnisse der Studie zeigen, dass eine Zugabe von 100 mg/kg Natriumnitrit vollig ausreichend
ist, um eine Vermehrung von Listeria monocytogenes, Escherichia coli und Salmonella spp. in den
wichtigsten Rohwursterzeugnissen zu verhindern. Im Gegensatz zu den kurzgereiften streichfahigen,
den langgereiften und Edelschimmelpilzgereiften Rohwirsten kann in den mit Glucono-delta-lacton
hergestellten Produkten auf den Zusatz von Natriumnitrit komplett verzichtet werden. In diesen
Produkten war Uber den gesamten Versuchszeitraum keine Vermehrung der Infektionserreger
moglich. Listeria monocytogenes erwies sich als ein sehr widerstandsfahiger Keim, der in keinem der

getesteten Produkte in der zugesetzten Inokulumhdhe vollstandig eliminiert werden konnte. Dennoch
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ist vor allem in den langgereiften und Edelschimmelpilzgereiften Rohwirsten bei Beachtung der

Ublichen Hygienevorschriften und bei Verwendung von Ausgangsmaterial mit sehr guter Qualitat eine

sichere und hygienische Herstellung von Produkten ohne den Zusatzstoff Natriumnitrit mdglich.

Jedoch sollte auf eine ausreichende Reifezeit geachtet werden. Die Ergebnisse der Challengeversu-

che wurden in den Tabellen 29 und 30 vereinfacht dargestelit.

Tab.29: Vereinfachte Darstellung des Verhaltens von Listeria monocytogenes, Escherichia coli
und Salmonella spp. unter dem Einfluss von Natriumnitrit (100 mg/I, 150 mg/l und
200 mg/l) in einer schnellgereifte streichfahigen und einer schnellgereiften schnittfesten
Rohwurst unter Verwendung zweier verschiedener Reifeprogramme

Schnellgereifte streichfahige Rohwurst

Standardreifeprogramm

Alternatives Reifeprogramm

Mikroorganismus Zeitpunkt
Reifetag 2
Listeria monocytogenes Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 6)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 28)

Reifetag 2

Escherichia coli Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 6)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 28)

Reifetag 2

Salmonella spec. Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 6)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 28)

Schnellgereifte schnittfahige Rohwurst

0 mg/kg

Natriumnitrit
100 mg/kg 150 mg/kg

200 mg/kg

0 mg/kg

Natriumnitrit

100 mg/kg 150 mg/kg 200 mg/kg

Standardreifeprogramm

Alternatives Reifeprogramm

Mikroorganismus Zeitpunkt
Reifetag 2
Listeria monocytogenes Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 6)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 28)

Reifetag 2

Escherichia coli Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 6)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 28)

Reifetag 2

Salmonella spec. Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 6)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 28)

0 mg/kg

Natriumnitrit
100 mg/kg 150 mg/kg

200 mg/kg

0 mg/kg

7\ Zunahme der Keimzahl im Vergleich zum vorherigen Messtag

Natriumnitrit
100 mg/kg 150 mg/kg

<> Keine Veranderung der Keimzahl im Vergleich zum vorherigen Messtag

%

Abnahme der Keimzahl im Vergleich zum vorherigen Messtag

_ Keimzahl um mehr 2 log,, Stuffen Gber der Nachweisgrenze von 10 KbE/g
Keimzahl um max 1 logy, Stuffen ber der Nachweisgrenze von 10 KbE/g

[ Keimzahl unter der Nachweisgrenze von 10 KbE/g

200 mg/kg
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Tab.30: Vereinfachte Darstellung des Verhaltens von Listeria monocytogenes, Escherichia coli
und Salmonella spp. unter dem Einfluss von Natriumnitrit (100 mg/I, 150 mg/I und
200 mg/l) in einer lang — und einer schimmelpilzgereiften Rohwurst

Langgereifte Rohwurst

Natriumnitrit

Mikroorganismus Zeitpunkt 0 mg/kg 100 mg/kg 150 mg/kg 200 mg/kg
Reifetag 2
Listeria monocytogenes Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 42)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 84)

Reifetag 2

Escherichia coli Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 42)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 84)

Reifetag 2

Salmonella spec. Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 42)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 84)

Schimmelpilzgereifte Rohwurst

Natriumnitrit

Mikroorganismus Zeitpunkt 0 mg/kg 100 mg/kg 150 mg/kg 200 mg/kg
Reifetag 2
Listeria monocytogenes Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 42)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 84)

Reifetag 2

Escherichia coli Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 42)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 84)

Reifetag 2

Salmonella spec. Tag der Abgabe an den Verbraucher (Tag 42)

Ende des Versuchszeitraums (Tag 84)

AN Zunahme der Keimzahl im Vergleich zum vorherigen Messtag

<> Keine Veranderung der Keimzahl im Vergleich zum vorherigen Messtag

\l/ Abnahme der Keimzahl im Vergleich zum vorherigen Messtag
B Keimzahl um mehr 2 log;, Stuffen iiber der Nachweisgrenze von 10 KbE/g

Keimzahl um max 1 logy, Stuffen tiber der Nachweisgrenze von 10 KbE/g
[ Keimzahl unter der Nachweisgrenze von 10 KbE/g
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6. Empfehlung

Auf Grund der vorliegenden Untersuchung ist der Einsatz von Natriumnitrit unbedingt in schnellgereif-
ten streichfahigen Produkten zu empfehlen, da es ansonsten bei einer Belastung der Rohmaterialien
zu einem sehr schnellen Anstieg der Keimdichte der pathogenen Lebensmittelinfektionserreger
kommt. Dieser Anstieg ist gesundheitsgefahrdend und stellt ein zu vermeidendes Risiko flir den
Hersteller von Rohwurstwaren dar. Der Zusatz von Natriumnitrit kann, wie die Challengeversuche
zeigen, auf die von uns untersuchte Nitritkonzentration von 100 mg/kg reduziert werden, da diese

Menge flr die Herstellung eines hygienisch einwandfreien Produktes vollig ausreichend war.

Die schnellgereifte Rohwurst mit GdL ist mikrobiologisch gesehen ein sehr stabiles Produkt, da der
schnelle Abfall des pH-Wertes keine Vermehrung der einzelnen Mikroorganismen zulie3. Hier kann

auf den Zusatz von Nitrit verzichtet werden.

Durch die Anpassung des Reifeprogramms koénnten Bakterien der Gattungen Salmonella und
Escherichia schnell und effizient in den Produkten abgetétet werden. Dazu ware es notig, die
Temperatur nach dem 3. Reifetag auf Werte von 24 bis 25 °C zu erhdéhen. Auch hinsichtlich der
Belastung des Ausgangsmaterials mit Listerien lasst sich dieses Verfahren gut anwenden, um zu-

mindest eine Reduktion der Keime von 1 logso KbE/g zu erreichen.

In langgereiften luftgetrockneten Rohwiirsten sollte auf den Zusatz von Natriumnitrit (100 mg/kg) nicht
verzichtet werden. Zwar konnten auch in den nitritfreien Produkten gute Ergebnisse bei entsprechen-
der Reifezeit erzielt werden, jedoch kann eine Kontamination des Ausgangsmaterials mit Listeria
monocytogenes nicht ausgeschlossen werden. Dieser Mikroorganismus konnte sich somit auf
Keimmengen von mehr als 100 KbE/g in den ersten zwei Tagen vermehren. Wie die Untersuchungen
gezeigt haben, ist es sehr schwer die Listerien, wenn sie sich erst einmal vermehrt haben, aus dem

Produkt zu entfernen. Dieses Risiko sollte daher durch den Zusatz von Nitrit minimiert werden.

Zwischen einer langgereiften Rohwurst und einer mit Edelschimmel hergestellten konnten keine
wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der mikrobiellen Stabilitdt gefunden werden. Daher wird auch
bei diesem Produkt ein Zusatz von 100 mg/kg empfohlen, da eine Belastung des Ausgangsmaterials

mit Listerien nicht ausgeschlossen werden kann.

Die mikrobiologische Stabilitdt eines Lebensmittels sollte immer durch die Durchflihrung eines
Challengetests beurteilt werden. Die in vitro Versuche zeigten zwar unter den jeweiligen getesteten
Bedingungen Tendenzen an, wie sich ein Mikroorganismus verhalten wird und z.T. konnten gemachte
Beobachtungen zur schnelleren Abtétung in das Produkt Rohwurst tibertragen werden (metabolische
Erschépfung), aber dennoch wurden z.T. wahrend der dynamischen Prozesse bei der Rohwurstreifung
andere Ergebnisse erzielt (z.B. Listeria monocytogenes) als in den in vitro Versuchen. In vitro

Versuche sind geeignet fur die Beschreibung von ,worst case“ Szenarien.

Weiterhin wird grundsatzlich empfohlen, auf eine ausreichende Betriebshygiene und auf Verwendung

von Ausgangsmaterialien mit ausgezeichneter Qualitat zu achten. Denn wahrend Salmonellen und



EMPFEHLUNG 126

enterohamorrhagische Escherichia coli, die zu einem geringen Prozentsatz in den Rohmaterialien
vorkommen kénnen, relativ schnell im Verlauf der Reifung abgetdtet werden, stellt Listeria
monocytogenes die fleischverarbeitenden Betriebe vor Probleme. Kommen noch eine ungeniigende
Betriebshygiene, eine ungenligende Qualitdt der Rohmaterialien und Reifefehler zusammen, kann
sich Listeria monocytogenes auf gesundheitsgefahrdende Keimzahlen vermehren. Diese kdnnen
anschlieRend nicht durch die derzeit angewandten Technologien zuverlassig bis zur Abgabe an den

Verbraucher eliminiert werden.
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7. Gegenulberstellung der ursprunglich geplanten zu den erreich-

ten Zielen

7.1 Geplante Ziele

Das Ziel des Projektes war die wissenschaftliche Uberpriifung der mikrobiologischen Wirksamkeit von
Nitrit in Rohwursterzeugnissen. Dazu sollte zunachst in der ersten Phase des Projektes die Kinetik
des Wachstums/ das Absterben der lebensmittelrelevanten Mikroorganismen Listeria monocytogenes,
Escherichia coli und Salmonella spp. in flissigen Kulturmedien untersucht werden. In der zweiten
Phase wurden Rohwurstprodukte mit den Lebensmittelinfektionserregern artifiziell belastet und das
Verhalten der Keime unter dem Einfluss variabler Faktoren und unter praxistiblichen Reifungsverfah-
ren in entsprechenden Klimakammern tberpruft. Aus der Gesamtheit der Daten sollen Empfehlungen
und Mafinahmen fir einen sinnvollen Einsatz bzw. Nichteinsatz von Nitrit in der Lebensmittelindustrie

abgeleitet werden.
Das Projekt verfolgte zum Erreichen des Gesamtzieles folgende Arbeitsziele:

e Entwicklung und Etablierung eines geeigneten Nachweisverfahrens/Messsystems zur Testung der

mikrobiologischen Wirkmechanismen von Nitrit

¢ Modelluntersuchungen mit Listeria monocytogenes in Fraser-Selektiv-Bouillon

¢ Modelluntersuchungen mit Escherichia coli in EC-Bouillon

¢ Modelluntersuchungen mit Salmonella spp. in Peptonwasser

¢ Modelluntersuchungen zur Wechselwirkung anderer Faktoren mit den Wirkmechanismen von
Nitrit

e Ermittlung der quantitativen und qualitativen Ergebnisse aus der ersten Phase, als Grundlage flr
den zweiten Untersuchungsabschnitt (Challengetests)

e Artifizielle Belastung einer kurzgereiften streichfahigen Rohwurst mit Lebensmittelinfektionserre-

gern,

¢ Atrtifizielle Belastung einer schnellgereiften schnittfahigen Rohwurst mit Lebensmittelinfektionser-

regern,

o Atrtifizielle Belastung einer langgereiften schnittfahigen Rohwurst mit Lebensmittelinfektionserre-
gern,
o Atrtifizielle Belastung einer Edelschimmelpilzgereiften Rohwurst mit Lebensmittelinfektionserre-

gern,

e Untersuchung verschiedener Reifeprogramme, insbesondere Verfahren, die eine metabolische

Erschopfung von pathogenen Mikroorganismen hervorrufen kénnen
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7.2  Erreichte Ziele

Die Arbeiten am Forschungsprojekt resultierten in folgenden Ergebnissen:

1.

10.

11.

12.

Es wurde ein geeignetes Nachweisverfahren/Messsystem zur Testung der mikrobiologischen

Wirksamkeit von Nitrit in flissigen Kulturmedien etabliert.

Durchfiihrung von Modelluntersuchungen mit Listeria monocytogenes, Escherichia coli und
Salmonella spp. unter Einbeziehung einer multifaktoriellen Betrachtungsweise (pH-Wert, aw-Wert,

Nitritkonzentration, Temperatur und Redoxwert).

Durchfiihrung von Challengetests in vier verschiedenen Rohwurstprodukten mit Listeria
monocytogenes, Escherichia coli und Salmonella spp. unter dem Einfluss variabler Faktoren (pH-
Wert, aw-Wert, Natriumnitritkonzentration, Reifetemperatur, Starterkulturen, Edelschimmelpilzkul-

turen) und unter praxistiblichen Reifungsverfahren.

Die erarbeiteten Ergebnisse stellen eine der umfangreichsten Datensammlungen zu Natriumnitrit

und Listeria monocytogenes, Escherichia coli und Salmonella spp. der jingeren Zeit dar.

Es konnte gezeigt werden, dass die generelle Annahme, dass Natriumnitrit eine antimikrobielle
Wirkung besitze, nicht zutrifft. Nitrit hat nur unter ganz bestimmten Bedingungen eine keimhem-

mende Wirkung.

In diesem Zusammenhang konnte beobachtet werden, dass Natriumnitrit auf bestimmte Stamme

von Listeria monocytogenes bei einem pH-Wert von 7 sogar eine stimulierende Wirkung hat.

Mit abnehmenden pH-Wert konnte eine zunehmende antimikrobielle Wirkung von Natriumnitrit im

Kulturmedium nachgewiesen werden.

Listeria monocytogenes konnte in keinem Challengeversuch aus den Rohwurstprodukten entfernt
werden. Nur mit Hilfe des Zusatzstoffes Nitrit konnte eine Vermehrung verhindert werden.

Escherichia coli und Salmonella spp. stellen in langgereiften und Edelschimmelpilzgereiften

Rohwurstprodukten bei Beachtung der Hygienevorschriften und der Reifezeit kein Problem dar.

Es konnte gezeigt werden, dass Escherichia coli und Salmonella spp. in den verschiedenen
Produkten wahrend der Reifezeit sehr empfindlich auf einen Temperaturerh6hungsschritt (metabo-

lische Erschopfung) reagieren.

Der Zusatz von Natriumnitrit kénnte auf 100 mg/kg begrenzt werden, da in den Challengeuntersu-
chungen zwischen den einzelnen zugesetzten Nitritkonzentrationen keine signifikanten Unter-

schiede festgestellt werden konnten. Entscheidend war allein die Anwesenheit des Zusatzstoffes.

Ein Verzicht auf Natriumnitrit kann nicht empfohlen werden, da eine Anwesenheit von Listeria
monocytogenes im Rohmaterial nicht ausgeschlossen werden kann und damit eine Vermehrung
vor allem in den ersten beiden kritischen Reifetagen auf gesundheitsgefahrdende Keimdichten

nicht unterbunden werden kann.
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13. Escherichia coli reagierte empfindlich gegeniiber den in fermentierten Rohwirsten vorherrschen-
den Bedingungen, eine Ausnahme war jedoch die kurzgereifte streichfahige Rohwurst. -> ein

Zusatz von Natriumnitrit war nicht notwendig

14. Salmonella spp. erwies sich gegeniber den dufleren Bedingungen in einer Rohwurst ebenfalls als
sehr empfindlich, eine Ausnahme bildete erneut die kurzgereifte streichfahige Rohwurst. -> ein
Zusatz von Nitrit war notwendig, um eine Vermehrung innerhalb der ersten zwei Reifetage zu

verhindern

15. Listeria monocytogenes war ein sehr robuster Keim, der selbst durch die sehr starke Abtrocknung
in den langgereiften sowie durch die schnelle pH-Wert Absenkung in den schnellgereiften
schnittfesten Rohwurstprodukten nicht unter den geforderten Grenzwert von 100 KbE/g gesenkt
werden konnte. -> Von diesem Keim geht somit die grof3te Gefahr fiir das Produkt fermentierte

Rohwurst aus

16. Es konnte gezeigt werden, dass eine elektronenmikroskopische sichtbare Schadigung durch Nitrit
nur bei Listeria monocytogenes und dies nur bei einem pH-Wert von 7 und einem hohen ay-Wert
beobachtet werden konnte. Ansonsten schienen die Zellen nur durch den pH-Wert bzw. durch den
sinkenden Wasseraktivitatswert in Ihrer Gestalt beeinflusst zu werden. Unseres Wissens nach ist
dies die weltweit erste elektronenmikroskopische Untersuchung des Einflusses von Natriumnitrit

auf die Zelloberflache von Listeria monocytogenes, Escherichia coli und Salmonella spp..

7.3  Vergleich der geplanten und der erreichten Ziele, weitergehende

Fragestellungen

Alle der urspriinglich geplanten Ziele wurden erreicht. Somit wurde das Ziel der wissenschaftlichen
Uberpriifung der mikrobiologischen Wirksamkeit von Nitrit in Rohwursterzeugnissen verwirklicht. Die
durchgefiihrten Modell- und Challengeuntersuchungen mit den lebensmittelrelevanten Mikroorganis-
men Listeria monocytogenes, Escherichia coli und Salmonella spp. stellen eine der umfangreichsten
Datensammlungen der jingeren Zeit dar. Sie dokumentieren, dass Nitrit keine generelle antimikrobiel-
le Wirkung besitzt. Jedoch konnte gezeigt werden, dass sich Natriumnitrit unter den in der Rohwurst
vorherrschenden Bedingungen positiv auf die hygienische Stabilitdt des Produktes auswirkt. Es ist

letztlich entscheidend, unter welchen auReren Bedingungen der Zusatzstoff verwendet wird.

Weiterhin wurden in dem Projekt, durch die Testung der mikrobiologischen Wirksamkeit von
Natriumnitrit in einem flissigen Kulturmedium die Grundlagen geschaffen, Anderungen im
Metabolismus bzw. im Virulenzverhalten des Mikroorganismus durch die Analyse der Stoffwechselpro-
dukte bzw. des Genexpressionsmusters zu erfassen. Damit ware es mdglich, Aussagen zu treffen,
warum Listeria monocytogenes in Anwesenheit von Nitrit bei einem pH-Wert von 7 ein besseres
Wachstum zeigt als die Negativkontrolle. Nutzt der Stamm hier Nitrit unter anaeroben Bedingungen als
terminalen E-Akzeptor im Gegensatz zur Negativkontrolle, die unter diesen Bedingungen nur in der
Lage sein dirfte, die energetisch ungiinstigere Garung durchzufilhren? Oder ist fir diese Beobach-

tung eine ganz andere Erklarung heranzuziehen? Hierzu ist es erforderlich, dass abschlieRende
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molekularbiologische Untersuchungen durchgefihrt werden. Ziel ist es, die verwendeten Stamme zu
sequenzieren und anschlieRend einer genomischen Vergleichsanalyse zu unterziehen. Diese Arbeiten
werden unabhangig von der vorliegenden Studie am Institut fur Mikrobiologie und Biotechnologie
(MRI, Kulmbach) in Zusammenarbeit mit der TU-Minchen — Abteilung Mikrobielle Okologie
durchgefuhrt und entsprechende Ergebnisse zu einem spateren Zeitpunkt verodffentlicht. Des Weiteren
sollte Uberprift werden, ob ein niedrigerer Zusatz von Natriumnitrit fiir ein hygienisch stabiles Produkt
ausreichend ware. Zu Uberprifen ware hier z.B. eine Konzentration von 80 mg/kg, die auch als
Richtwert fur Produkte unter 6kologischen Gesichtspunkten hergestellt wurden. Weiterhin sollte das
Phanomen der metabolischen Erschopfung vor allem auf molekularbiologischer Ebene charakterisiert
werden. Da diese Beobachtung bis jetzt in der Literatur nur empirisch beschrieben ist und der Einsatz
einer Temperaturerhdhung ein hohes Potential hinsichtlich einer verklrzten Reifezeit und einer
schnelleren Erreichung eines mikrobiologisch stabilen Produktes aufweist. Parallel dazu sollten
Challengeversuche auch mit einer langgereiften- und Edelschimmelpilzgereiften Rohwurst, unter dem
Gesichtspunkt einer metabolischen Erschépfung durchgefiihrt werden, beide konnten aus Zeitgriinden

im Rahmen dieses Forschungsprojektes nicht verwirklicht werden.
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