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A Einleitung

Fleischerzeugnisse zahlen zu den zoonotisch generell bedenklichen Lebensmitteln. Bei den
Erzeugnissen aus Gefllgelfleisch gilt dies wegen des erhdhten Salmonellenrisikos in einem
besonderen Malke. Die Hitzekonditionierung zahlt bei dieser Produktgruppe deshalb zu den-
jenigen betrieblichen MaRnahmen und Kontrollen, denen im Ablauf des Fertigungsprozesses

eine auflerordentlich groRe Bedeutung zukommt.

In wieweit ein Erzeugnis aus Fleisch von Schwein und Rind als ausreichend pasteurisiert
und dadurch nicht nur die pathogene, sondern auch die saprophytare Bakterienflora als hin-
reichend inaktiviert angesehen werden kann, Iasst sich an deren Esterase-Restaktivitat sehr

gut ermessen.

Ob und unter welchen methodischen Bedingungen sich der ,Esterase-Test* auch bei den
Erzeugnissen aus Putenfleisch eignet, ist bisher nicht gesichert. Ziel der vorliegenden Arbeit
ist es, dies zu prufen und vor allem auf folgende Fragen Antwort zu geben:

1 Ist die Esterase-Restaktivitat auch bei Fleisch und Fleischerzeugnissen von Pute ein
geeigneter Indikator der ausreichenden Pasteurisation? Lasst sich das von PFEIF-
FER und Mitarb. (1969) bei den Erzeugnissen von Schwein und Rind empfohlene
Verfahren ohne weiteres auch bei den Erzeugnissen aus Putenfleisch anwenden oder
ist fur diese eine Modifikation der Testmethodik erforderlich?

2 Wie wirken sich Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung bei Skelettmuskulatur,
Fett- und Lebergewebe von Pute und bei den Erzeugnissen aus Putenfleisch auf die
Esterase-Aktivitat des Probengutes aus? Inwieweit sind die Rezeptur und die Vorbe-
handlung der Rezepturkomponenten von Einfluss?

3 Unter welchen Voraussetzungen und wie verlasslich eignet sich die mittels des Este-
rase-Tests bestimmte Restaktivitat des Leitenzyms bei Kochpokelware, Hackfleisch-
produkten sowie Briih- und Leberwurst aus Putenfleisch als Indikator einer wirksamen
Pasteurisation?

Die fir die Beantwortung dieser Fragen erforderlichen Untersuchungen werden in breiter

angelegten Modellstudien und an Probengut der genannten Handelskategorien durchgeftihrt.
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B Schrifttum

Der Wiedergabe des Schrifttums seien zu dessen besseren Verstandnis folgende Hinweise
vorangestellt.

Lebensmittel werden erhitzt, um gesundheitliche Unbedenklichkeit, Verdaulichkeit, Genuss-
wert und Haltbarkeit zu sichern. Dies gilt zumal bei Erzeugnissen aus Putenfleisch, die nicht
nur in hohem Male zoonotisch bedenklich sind, sondern auch zu den saprophytar beson-
ders gefahrdeten Lebensmitteln zahlen. Ein Schnelltest, mit dem sich bei diesen Produkten
verlasslich, rasch und mdéglichst einfach prufen lasst, ob die vegetative Mikroflora durch die
Hitzebehandlung hinlanglich inaktiviert und subletal dann meist auch die Bakteriensporen in
einem beachtlichen MalRe geschadigt wurden, bietet der Praxis sowohl auf Seiten der Pro-

duktion, als auch der amtlichen Lebensmitteliiberwachung wichtige Vorteile.

Fir den Hersteller besteht mittels eines solchen Tests die Moéglichkeit, auch im einfachsten
Minilabor zu prifen, ob die bei den verschiedenen Produkten des Betriebes zum Schutz der
Gesundheit des Verbrauchers vorgegebene Temperatur-Zeit-Relation der Hitzebehandlung
mit hinreichender Sicherheit erflllt wird. Die Prifung hierauf wird in der laufenden Produktion
auch fur den Nachweis erforderlich, dass den betrieblichen MaRnahmen und Kontrollen ge-
maf §4(1) Lebensmittelhygieneverordnung schon gleich auch bei der Hitzekonditionierung
der Produkte entsprochen und so nicht nur die Funktionstichtigkeit, sondern auch die funkti-
onsgerechte Anwendung des Temperaturschreibers kontrolliert wird. Im Rahmen der betrieb-
lichen Produkt- und Verfahrensentwicklung dient der Test der raschen Optimierung des
Temperatur-Zeit-Regimes einer etwa bei einer Produkt-Neuentwicklung, bei einer Verpa-
ckungsanderung oder bei einer vom Handel gewilinschten Haltbarkeitsverlangerung eines

stehenden Produktes erforderlichen Hitzebehandlung. Der amtlichen Lebensmitteliberwa-

chung dient der Test im Falle einer Lebensmittelepidemie fiir die rasche Identifizierung der-
jenigen Produkte, die nach aller Wahrscheinlichkeit nicht als Quelle der Infektion oder Intoxi-
kation in Frage kommen; des weiteren aber auch bei den Kontrollen, ob die fur die Beherr-
schung des kritischen Kontrollpunktes Hitzekonditionierung vorgegebenen Verfahrens- und
Arbeitsanweisungen der Betriebe verlasslich sind und verlasslich erflllt werden. Fir den
Nachweis der ausreichenden Erhitzung von Erzeugnissen aus Putenfleisch hat der Schnell-
test so eine den enzymatischen Erhitzungsnachweisen bei Konsummilch vergleichbare Be-
deutung. Bei Milch schreibt der Gesetzgeber aufgrund des auflierordentlichen Risikos, das
bei einer unzureichenden Hitzebehandlung fiir den gesundheitlich labilen Personenkreis und
insbesondere fiir Kleinkinder besteht, durch §4(5) in Verbindung mit Anlage 6, Nr. 2.1 bis 2.3
Milchverordnung ausdricklich vor, erforderlichenfalls Kontrollen mittels des Phosphatase-

und/oder Peroxidasetests durchzufiihren.
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Die Nutzung eines Leitenzyms fir den Nachweis, dass ein flr die Hitzekonditionierung eines
Produktes vorgeschriebenes Temperatur-Zeit-Regime mit hinreichender Verlasslichkeit er-
fullt wird, bietet gegeniber physikalisch-technischem Kontrollgerat den Vorteil, dass der Wir-
kungsgrad der Hitzebehandlung selbst und nicht lediglich dessen physikalische Vorausset-
zung als erflllt, als moglicherweise nicht erflillt oder als nicht erflillt nachgewiesen wird. Nach
PFEIFFER und Mitarb. (1970), SIEBENLIST (1992) und PFEIFFER (2002) bietet sich Este-
rase als Leitenzym flr einen retrospektiven Erhitzungsnachweis bei Fleisch und Fleischer-
zeugnissen von Rind und Schwein in doppelter Hinsicht an. Zum einen, weil ein Teil der
Esterase-Isozyme eine besonders hohe Hitzestabilitat aufweist. Zum anderen, weil Esterase
bei allen als Rezepturkomponenten genutzten Tierkdrperteilen auch noch nach einem be-
sonders vorhaltenden Pasteurisieren eine sehr hohe und bei allen Unterschieden zwischen
Skelettmuskulatur, Fettgewebe und Leber nicht zu differente Restaktivitat aufweist. Angaben
dardber, inwieweit diese Vorteile auch bei den von der Pute stammenden Rezepturkompo-

nenten der Erzeugnisse aus Putenfleisch zutrifft, sind im Schrifttum nicht vorhanden.

Der Esterase-Test vereint die Vorteile von Esterase als Indikator fur mikrobielle Hitzeinakti-
vierung auch insoweit mit der Einfachheit ihrer Aktivitatsbestimmung, als dem katalytischen
Effekt der mit den Substraten Naphthylacetat (NA), Naphthylbutyrat (NB) und Indoxylacetat
(IA) nachweisbaren Esterase eine Ein-Substrat-Reaktion ohne Konditionalreaktion zugrunde
liegt. Dem Stand des referierten Wissens zufolge erweist sich der Screeningtest bei den Er-
zeugnissen aus Rind- und Schweinefleisch als sehr gut reproduzierbar und hinsichtlich der
Abgrenzung einer statistisch ausreichenden von einer statistisch unzureichenden Erhitzung
als sehr sicher. Bei den einfachen analysentechnischen Voraussetzungen des Bestim-
mungsverfahrens |asst sich der Esterase-Test auch von angelerntem Personal und auch

unter einfachsten Rahmenbedingungen durchfuhren.

Im Folgenden wird der Stand des Wissens Uber die Eignung von Esterase als Kriterium ei-
nes Erhitzungsnachweises bei Fleisch und Fleischerzeugnissen aufgezeigt und eine Uber-
sicht Uber die derzeit zur Anwendung gelangenden oder im Stadium Erprobung oder Ent-

wicklung befindlichen Erhitzungsnachweise dargeboten.
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1 Retrospektive Erhitzungsnachweise bei Fleischerzeugnissen

Die Intensitat der Hitzebehandlung eines Lebensmittels lasst sich nach VAN LOEY und Mi-
tarb. (1996) retrospektiv an deren Auswirkung auf intrinsische und extrinsische Indikatoren
ermitteln. Intrinsische Indikatoren sind produktoriginare Inhaltsstoffe. Extrinsische Indikatoren
sind anorganische oder organische Stoffe, Mikroorganismen oder technische Sensoren, die
dem Probengut vor dessen Hitzebehandlung beigegeben werden. Besonders wichtige
extrinsische Indikatoren sind Bakterien, Enzyme, Vitamine oder bestimmte Indikatorsubstan-
zen, die mit lebensmittelorigindren oder beigegebenen Reaktionspartnern erhitzungsabhan-
gig reagieren, so z.B. Peptide zu Maillardprodukten. Ein haufiger genutzter Indikatorkeim ist
bei sterilisierten Lebensmitteln Bacillus coagulans, bei pasteurisierten Produkten meist eine
Enterokokkenart. Spezielle Mdoglichkeiten fir die Aufzeichnung von Temperatur-Zeit-

Verlaufen bieten heute hochsensitive Temperaturlogger.

1.1 Intrinsische Temperatur-Zeit-Indikatoren der Hitzebehandlung

Uber eine besonders grolde Zahl sensorischer, mikrobiologischer, chemischer, chemisch-
physikalischer, enzymchemischer oder immunologischer Kriterien, die als intrinsische Tem-
peratur-Zeit—Indikatoren herangezogen werden, wird im Schrifttum Uber Fleisch und Flei-

scherzeugnisse berichtet.

1.1.1 Sensorische Kriterien

Wie hoch etwa ein Bratenstiick oder eine Frikadelle erhitzt wurde, 18sst sich sensorisch nicht
nur an der mechanischen Beschaffenheit insbesondere der Skelettmuskulatur und des kolla-
genen Bindegewebes taxieren, sondern vor allem auch an der Farbe des Fleisches und an
der Farbe und Klarheit des Fleischsaftes. Wie wichtig diese Kriterien zumal im Tagesge-

schaft der kichenmaRigen Zubereitung von Fleisch sind, bedarf keines weiteren Hinweises.

EYERMANN (1955) teilt mit, dass sich die Auswirkung einer Temperatur von 80°C bei Rind-
bzw. Schweinefleisch nach OSTERTAG (1923) daran erkennen lasst, dass die Muskulatur
grau bzw. grau-weild verfarbt ist. Von der Schnittflache abflieRender Saft darf nicht mehr rét-
lich aussehen. Auch durch Erhitzen gemall § 56 des Fleischbeschaugesetzes i.d.F. 1940
brauchbar gemachtes Fleisch ist dann als ausreichend erhitzt anzusehen, wenn diese Krite-
rien erfiillt sind. Nach GLASSER (1946a und b, 1951) und REUSS (1951) hingegen ist die
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durch die Brauchbarmachung durch Erhitzen verursachte Grauverfarbung des Fleisches kein
verlassliches Indiz fur eine hinreichende Inaktivierung der pathogenen Mikroflora. NUSIMO-
VICH und Mitarbeiter (1979) objektivieren die Intensitat der Hitzebehandlung von Fleisch
durch eine instrumentelle Objektivierung der optischen Eigenschaften des Fleischsaftes.
Nach SNYDER (1964) weist auf 79,4°C erhitztes Rindfleisch durch die Entstehung von
Methmyoglobin eine maximale Absorption bei 584 nm auf. Eine hinreichende Objektivierung
des Farbaussehens von Fleischsaft ist durch dessen Vergleich mit einem adaquaten Farb-
standard auch visuell méglich. Nach HAGUE und Mitarb. (1994) weisen bei 55 - 66°C erhitz-
te Rinderbuletten roten bis dunkelroten, bei 71°C rosa-braunlichen und bei 77°C braunlichen
bis ocker farbenen Fleischsaft auf. Erzeugnisse, deren Fleischsaft auch im Kern ockerfarben
bis allenfalls braunlich aussieht, kdnnen als ausreichend pasteurisiert beurteilt werden. Das
USDA-FSIS (1989) ermisst den hygienischen Erfolg einer Hitzebehandlung von Fleisch nicht
am Farbaussehen des Fleischsaftes, sondern an dessen Proteinkonzentration. Hackflei-
scherzeugnisse sollen so erhitzt werden, dass nach dem Garprozess ein relativ klarer
Fleischsaft resultiert. HAGUE und Mitarb. (1994) teilen mit, dass eine vollstandige Klarung

des Fleischsaftes auch nicht nach einem Einwirken von 77°C erfolgt.

FOGG und HARRISON (1975) bringen Probengut vom M. semitendinosus des Rindes auf
25 und 45°C und prufen hierauf den Zusammenhang zwischen dem Farbaussehen des
Fleischsaftes und dessen Polyacrylamid-Elektropherogramm. Bei den 45°C-Proben ist der
Farbton des Fleischsaftes ins gelbliche verschoben und die Zahl und Intensitat der Protein-
banden des Pherogramms verringert. Zwischen dem Farbaussehen und der Auspragung der

Ham-Protein-Banden besteht keine engere Korrelation.

Gemal USDA-FSIS (1989) sind Hackfleischerzeugnisse als ausreichend erhitzt anzusehen,
wenn die Fleischstiickchen auch im Kern der Produkte ein grau-braunes Aussehen aufwei-
sen. Ein rotliches Aussehen darf beispielsweise bei einer Bulette auch nicht in noch so klei-
nen Partien bestehen. Nach HAGUE und Mitarb. (1994) ist die Beurteilung von Rinderbulet-
ten auf ausreichende Erhitzung an diesem Kriterium nicht méglich, da eine unzureichende
Hitzeinaktivierung pathogener Keime auch noch bei graubraun aussehendem Fleisch beste-
hen kann. Colorimetrisch lassen sich die auf eine Kerntemperatur von 71°C gebrachten Pro-
ben sowohl von den auf 77°C, als auch von den auf lediglich 66, 60 und 55°C erhitzten signi-
fikant unterscheiden. Die drei letztgenannten Chargen sind von einander colorimetrisch nicht
reproduzierbar unterschieden. LIU und BERRY (1996) teilen mit, dass sich colorimetrisch
auch auf 71°C und 74°C im Kern erhitzte Rinderbuletten signifikant von einander unterschei-
den lassen. DAVIS und FRANKS (1995) gelangen bei Putenoberkeule im Stlick hingegen

zur Feststellung, dass mittels des von LIU und BERRY (1996) angewandten colorimetrischen
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Verfahrens auch das auf 60 und 66°C, auf 66 und 71°C sowie auf 71 und 77°C erhitzte Pro-

bengut signifikant unterschieden werden kann.

1.1.2 Mikrobiologische Kriterien

Fir die Kontrolle des Erfolges einer Pasteurisation bei einer Temperatur von bis zu 90°C
empfehlen INCZE und Mitarb. (1999) als Indikator-Mikroorganismen vegetative Keime, die
eine hinreichend hohere Hitzeresistenz aufweisen, als die unerwiinschte potentielle vegetati-
ve Flora. Da Streptokokken unter den nicht sporenbildenden Keimarten nach HOUBEN
(1980), WOJCIECHOWSKI (1980), REICHERT und Mitarb. (1988) und MULLER (1989) die
hochste Hitzeresistenz aufweisen, werden als Richtkeime flir eine ausreichende Pasteurisa-
tion bei Fleischerzeugnissen meist Streptococcus faecium und faecalis verwendet. Die
Streptokokken der Serogruppe D, zu deren Habitat neben Haut, Fell, Haaren, Federn und
Hufen gerade auch der Verdauungskanal von Mensch und Tier zahlt, rangieren in der Sys-

tematik der Bakterien seit einiger Zeit als Enterokokken.

Der von WOJCIECHOWSKI (1980) fir Str. faecalis ermittelte D¢-c-Wert betragt bei nicht
gepokeltem Fleisch 31,22 min, der z-Wert 37,5°C. REICHERT und Mitarb. (1979) teilen mit,
dass in gepokeltem und auf eine Kerntemperatur von 55 bis 73°C gebrachtem Schweine-
fleisch die D-Streptokokken mit D7g:c = 2,95 min und z = 10°C unter den Genera Streptococ-
cus, Micrococcus und Lactobacillus die hochste Hitzeresistenz aufweisen. Str. faecalis hat
nach REICHERT und Mitarb. (1988) in nicht umgerdtetem Brihwurstbrat einen D7g-c-Wert
von 3,1 min und einen z-Wert von 10,67°C. Durch Zugabe von Nitritpokelsalz und Na-
Diphosphat verringert sich die Hitzeresistenz der Enterokokken. Wahrend die von OTT und
Mitarb. (1961), SPENCER (1967), ZAKULA (1969) und HOUBEN (1982) ermittelten D- und
z-Werte von Str. faecalis und Str. faecium mit den von Reichert und Mitarb. referierten Daten
Ubereinstimmen, gelangen MAGNUS und Mitarb. (1988) bei pasteurisiertem Kochschinken
zur Feststellung, dass die Hitzeresistenz der Enterokokken sehr stark differieren und Str.
faecalis so einen Dgg-c-Wert von 1,69 min, Str. faecium E-20 von 13,91 min und Str. faecium
P-1A sogar von 29,04 min aufweisen kann. Die Autoren geben zu Bedenken, dass die D-
und z-Werte keine konstanten GréfRen darstellen, sondern sehr milieuabhangig und deshalb

als Determinanten einer verlasslichen Pasteurisation sehr umsichtig vorzugeben sind.
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1.1.3 Chemische und chemisch-physikalische Temperatur-Zeit-Indikatoren

Zu den chemischen Indikatoren der beim Haltbarmachen von Lebensmitteln zur Wirkung
gelangenden Hitze zahlen Parameter wie die Konzentration der beim Erhitzen entstandenen
Maillardprodukte oder der hierbei denaturierten Proteine. Die Bestimmung dieser Parameter
erfolgt z.T. durch Nah-Infrarot-Spektroskopie (NIR), Dynamische Differenzkalorimetrie, Koa-

gulationstests, chromatographische Verfahren oder elektrophoretisch.

1.1.3.1Nachweis durch Nah-Infrarot-Spektroskopie (NIR)

Da die Hitzebehandlung des Probengutes zu einer temperaturabhangigen Veranderung auch
des Schwingungsspektrums von Molekllen im nahen Infrarotbereich fihrt, kann auch Infra-

rot-spektroskopisch auf die wirksam gewordene Temperatur rickgeschlossen werden.

ISAAKSON und Mitarb. (1989) bestimmen bei 2190 bis 3210 nm die Reflektion von Rinder-
hackfleisch nach Erhitzen auf Kerntemperaturen von 21 - 95°C. Sie teilen mit, dass die
Messwerte mit der Hitzebehandlung sehr eng korreliert (r = 0,987) und die Kerntemperaturen
bei einem Intervall von 3,9°C signifikant zu unterscheiden sind. Die Sensitivitat des Verfah-
rens lasst sich dadurch auf das Intervall von 2,5°C (r = 0,992) steigern, dass das Probengut
fur die NIR-spektroskopische Bestimmung lyophilisiert wird. ELLEKJAER und ISAKSSON
(1992) erhitzen von verschiedenen Rindern stammendes Hackfleisch auf 50 - 85°C im Kern
und gelangen NIR-reflektionspektroskopisch zur Feststellung, dass sich die Hitzebehandlun-
gen beim Intervall von 2 bis 2,1°C und nach Lyophilisieren des Probengutes beim Intervall
von sogar nur 1,4°C signifikant unterscheiden lassen. CHEN und MARKS (1997) bestimmen
die NIR-Reflektion unterschiedlich erhitzter Buletten aus Putenfleisch bei 400 bis 700 nm,
1100 bis 2500 nm und 400 bis 2500 nm. Den Mitteilungen von ELLEKJAER und ISAKSSON
(1992) sehr nahekommend zeigt sich, dass der Einfluss unterschiedlicher Hitzeintensitaten
am genauesten im Bereich von 400 bis 2500 nm unterschieden werden kann. Das Reflekti-
onsspektrogramm hangt erwartungsgemald nicht nur von der Héhe, sondern auch von der
Dauer der Temperatureinwirkung ab. THYHOLT und Mitarb. (1998) bringen Rinderhack-
fleisch auf 65,6 bis 75,6°C und stellen am gefriergetrocknete Presssaft der Proben fest, dass
die bei 400 bis 2500 nm resultierenden Reflektions-Spektrogramme mit der Temperatur der
Hitzebehandlung sehr eng korreliert und die verschiedenen Erhitzungschargen beim Intervall
von nur 1,5°C signifikant zu unterscheiden sind. Nach ELLEKJAER und ISAKSSON (1992),
CHEN und MARKS (1997) und THYHOLT und Mitarb. (1998) lassen sich die hitzebedingten



B Schrifttum 25

chemischen Veranderungen in Fleisch besser durch NIR-Spektroskopie als durch NIT-

Spektroskopie unterscheiden.

1.1.3.2Nachweis durch Dynamische Differenzkalorimetrie

Die Hitzedenaturierung von Protein ist ein endothermer Vorgang, der sich bei gestuft erhitz-
tem Probengut differenzkalorimetrisch als Funktion des Temperaturanstiegs bestimmen

lasst.

WRIGHT und Mitarb. (1977) teilen mit, dass das differenzkalorimetrische Thermogramm der
rohen Skelettmuskulatur drei Haupt-Peaks aufweist, die bei Kaninchenmuskulatur bei 60°C,
67°C und 80°C liegen und die Denaturierungstemperatur des Myosins, Sarkoplasmaproteins
und Aktins markieren. Nach STABURSVIK und MERTENS (1980), QUINN und Mitarb.
(1980) und PARSONS und PATTERSON (1986) kénnen diese Temperaturschwellen in Ab-
hangigkeit von der Tierart, vom Gehalt des Muskelfleisches an Aktomyosin, Fett- und Binde-
gewebe sowie vom pH-Wert und Salzgehalt mehr oder weniger differieren. PARSONS und
PATTERSON (1986) stellen bei Rindermuskulatur fest, dass die Peaks mit zunehmender
Temperatur schlie8lich vollstandig verflachen. Im Bereich von 40°C bis 72°C ist die Korrela-
tion zwischen der einwirkenden Temperatur und dem differenzkalorimetrisch identifizierten
Beginn der Denaturierung des Probenmaterials so eng, dass sich Temperaturunterschiede
von 2,6°C bzw. 1,2°C gesichert feststellen lassen. ELLEKJAER (1992) teilt mit, dass sich
differenzkalorimetrisch nicht nur der Beginn der Denaturierung der betreffenden Proteine

bestimmen lasst, sondern auch die zur Einwirkung gelangte Hochsttemperatur.

1.1.3.3Nachweis durch Koagulationstest

Das methodische Prinzip der Koagulationstests beruht auf der Verringerung des wasserlosli-
chen Proteinanteils des Probengutes, die als Funktion der absorbierten Warmemenge zu-

nimmt.

CORETTI (1957) extrahiert bei 65 bis 66°C gegarten Kochschinken des Handels mit Wasser,
erhitzt das Extrakt auf 65 bis 66°C und wertet die nach Filtration visuell erkennbare Triibung
als Indiz fur Unterkochung. Falsch-negative Ergebnisse sind bei diesem Prinzip nicht ausge-
schlossen. TOWNSEND und Mitarb. (1984, 1985) berichten, dass die Aussagekraft des Ko-

agulationstests weder durch die Art der Probenzerkleinerung, noch durch Extraktion mit
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0,9%iger NaCl-Lésung anstelle von Wasser, noch durch die Porositat des Filters beeintrach-
tigt wird. Nach JOHNSTON (1980) und TOWNSEND (1983) lasst sich die beim Hitzegaren
der Produkte wirksam gewordene Temperatur im Bereich von 54 bis 57°C mit einer Genau-
igkeit von 2 bis 3°C, im Bereich von 63 bis 67°C jedoch nur noch von 8 bis 10°C bestimmen.
TOWNSEND und Mitarb. (1990) bestimmen den Einfluss der Hitzebehandlung auf die Prote-
inkoagulation an deren Auswirkung auf die Geschwindigkeit der Schallleitung. Das Verfahren
erweist sich als zu wenig sensibel und zu zeitaufwendig. UDDIN und Mitarb. (2000) prifen
die Eignung des Koagulationstests bei Fischfleisch und stellen an stufenweise auf 67°C er-
hitztem Filet vom Blauen Merlin fest, dass die jeweilige Hitzebehandlung bis auf 1 bis 12°C
genau nachgewiesen werden kann. Die Genauigkeit der Resultate wird weder durch die
Dauer der Temperatureinwirkung, noch durch die Art der Probenzerkleinerung beeinflusst.
Die Tribung der Extrakte der auf 67°C erhitzten Proben wird nach Ergebnis der elektropho-
retischen und chromatographischen Kontrollen durch Laktatdehydrogenase verursacht. Die

genauesten Ergebnisse resultieren bei Extraktion mit 0,9%iger NaCl-Losung.

1.1.3.4Nachweis durch Biuret-Assay und Kjeldahl-Verfahren

Das methodische Prinzip dieser Verfahren beruht wie im Falle der Koagulationstests auf der
der absorbierten Warmemenge proportionalen Verringerung des Gehaltes der hitzegegarten
Produkte an I6slichen Stickstoffsubstanzen, deren Konzentration im Probenextrakt als Stick-

stoff-Aquivalent bestimmt wird.

Nach COHEN (1966) besteht bei Schinken, der im Kern auf 67 bis 92°C erhitzt wird, ein en-
ger Zusammenhang zwischen der wirksam gewordenen Kerntemperatur und dem Gehalt
des NaCl-Extraktes an biuret-positiver Substanz (BPS). Da die Hitzedenaturierung von Pep-
tiden nicht nur eine Funktion der Kerntemperatur, sondern auch der Zeit ist, lasst sich die
effektive Maximaltemperatur am Kriterium des BPS-Gehaltes nur annahernd bestimmen.
CRESPO und OCKERMANN (1977a und b) bringen Probengut von Brustmuskel und Keule
vom Huhn in Intervallen von 10°C auf eine Kerntemperatur von 40°C bis 80°C und bestim-
men den Gehalt der Probenextrakte an Sarcoplasmaprotein (SP), myofibrillarem Protein
(MP) und Nicht-Protein-Stickstoff (NPN). Signifikante Unterschiede resultieren lediglich bei
den 50-, 60- und 70°C-Proben und auch bei diesen nur bei den Gehalten an I6slichem SP
und relativ hitzelabilem MP. DAVIS und ANDERSON (1983) entnehmen bei sechs Schwei-
nekarkassen vom M. longissimus dorsi pH-differentes Probengut, erhitzen es auf 40 bis 80°C
und bestimmen den Gehalt der Aqua dest.-Extrakte an BPS jeweils vor und nach deren 15

min langem Erhitzen bei 70°C. Die Ergebnisse zeigen, dass die Konzentration von BPS zwar
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sehr stark vom pH des Probengutes abhangt, die nachtragliche Hitzebehandlung des Extrak-
tes aber eine Nivellierung der Konzentration auf annahernd 20,2% des Gehaltes der nicht
hitzebehandelten Kontrollen zur Folge hat. Ob bei einem Probengut 70°C wirksam geworden
sind, kann mit einer sehr hohen Sicherheit attestiert werden, wenn das Verhaltnis g der BPS-
Konzentration des Probenextraktes vor und nach dessen diagnostischer Erhitzung auf 70°C
dem Wert q = 1,3 entspricht. DAVIS und Mitarb. (1985) prifen am Kriterium des BPS-
Gehaltes der Aqua dest.-Extrakte vom M. longissimus des Schweins und M. semimembra-
nosus des Rindes den Einfluss einer 7,5, 15 und 30 min langen Einwirkung einer Kerntempe-
ratur von 60, 65, 67,5, 70 und 75°C. Die Ergebnisse zeigen, dass der BPS-Gehalt der Ex-
trakte im Temperaturbereich von 60 bis 70°C mit zunehmender Dauer der Hitzeeinwirkung
bis 30 min abnimmt, sich danach jedoch infolge von Inldsunggehen von Gelatine und Prote-
inhydrolyse erhoht. Die Autoren heben hervor, dass sich der BPS-Gehalt der Extrakte als
Parameter der Erhitzungsintensitat lediglich in der Verhaltniszahl q eignet. Hinsichtlich des
Einflusses der Pdkelung auf den Gehalt an BPS und den g-Wert, stellen DAVIS und Mitarb.
(1987) bei Schweinefleisch fest, dass die BPS-Gehalte um etwa die Halfte unter den von
DAVIS und ANDERSON (1983) referierten Konzentrationen liegen und q = 1,12 ein signifi-
kantes Indiz fir eine Unterkochung ist. Da bei dieser Beurteilungsgrundlage falsch-positive
Resultate nicht ausgeschlossen sind, postulieren die Autoren, vom BPS-Gehalt abgeleitete
Aussagen Uber die bei einem Probengut wirksam gewordene Temperatur an einem zusatzli-
chen Parameter abzusichern. PARSONS und PATTERSON (1986) extrahieren auf 30, 50,
60, 70 und 88°C temperierte Rindermuskulatur mit 0,9%iger Kochsalzlésung und bestimmen
nach Kjeldahl den Gehalt der gewonnen Extrakte an stickstoffhaltiger Substanz. Am starks-
ten verringern sich die Stickstoffgehalte beim Erhitzen von 40 bis 70°C. Die Autoren erachten
dieses Nachweisverfahren fir die Praxis als sehr aussichtsreich, heben jedoch hervor, dass
die von ihnen referierten Ergebnisse nicht an reprasentativem Probengut ermittelt sind und

eine Vielzahl von Divergenzfaktoren der Uberpriifung bedarf.

1.1.3.5Nachweis durch HPLC- und GC-Chromatographie

Die Hitzebehandlung von Probengut hat bei verschiedenen Inhaltsstoffen eine Veranderung
des Molekulargewichts und/oder der Molekiilladung zur Folge. Die Veranderungen lassen

sich chromatographisch nachweisen.

DAVIS und ANDERSON (1984) erhitzen Rinder- und Schweinemuskulatur bei Kerntempera-
turen von 60 — 75°C unterschiedlich lange und bestimmen den Gehalt der Aqua dest.-

Extrakte an wasserldslichem Protein durch Size exclusion high performence liquid chroma-



B Schrifttum 28

tography (SEC-HPLC). Die Chromatogramme sind speziesspezifisch, hangen sehr stark von
der Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung ab und weisen bei 280 nm 6 hitzelabile Pro-
teine auf. Bei dem dem Regime 67,5°C/15 min entsprechenden Warmeaquivalent verringert
sich der Einfluss der Hitzeintensitat auf die Chromatogramme bereits so sehr, dass bei einer
Intensivierung der Hitzebehandlung nur mehr unwesentliche Veranderungen auftreten. So
sind im Extrakt von Probengut, das 30 min bei der Kerntemperatur 70°C erhitzt wird, ebenso,
wie bei den lediglich auf 75°C im Kern gebrachten und anschlielend sofort gekuhlten Ver-
gleichsansatzen nur mehr 1% der hitzelabilen wasserldslichen Proteine des rohen Muskels
vorhanden. Eine Unterscheidung der beiden Temperatur-Zeit-Relationen ist also nicht mog-
lich.

McCORMICK und Mitarbeiter (1987) studieren mittels Rerverse Phase High Perfomance
Liquid Chromatography (RP-HPLC) den Einfluss der Hitzebehandlung von Skelettmuskulatur
vom Schwein auf den Gehalt des wassrigen Extraktes an Sarkoplasmaprotein. Der grofite
Loslichkeitsverlust erfolgt bei den auf eine Kerntemperatur von 60 bis 65°C gebrachten und
daraufhin sofort geklhlten Ansatzen. Wird die Temperatur 30 min lang gehalten, verringert
sich der Gehalt der Extrakte an Sarkoplasmaprotein auf etwa 50% des Gehalts vor dem Er-
hitzen. Die Extrakte der Proben, die nach Erreichen der Kerntemperatur 75°C sofort gekiihlt
werden, weisen nur noch 1% des Ausgangsgehaltes an Stickstoffsubstanz auf. Bei den 16s-
lich gebliebenen Eiweilkfraktionen des Probengutes, das auf 65°C gebracht und dann sofort
gekuhlt wird, handelt es sich vorwiegend um Laktatdehydrogenase, sodann um Pyruvatkina-
se und Myoglobin. Die Gehalte der Extrakte vom M. longissimus, M. serratus ventralis und
M. psaos major an Myoglobin, Laktatdehydrogenase, Aldolase, Pyruvatkinase, Enolase, Tri-
osephosphatisomerase, Phosphoglyceratmutase differieren signifikant.

ANG und HUANG (1993) untersuchen mittels Headspace-GC an Buletten aus Hahnchen-
keule den Einfluss einer Erhitzung auf 60 bis 85°C und einer 14 Tage langen Lagerung der
Produkte bei 4°C. Wahrend sich die Hitzebehandlung auf den Gehalt an flichtigen Kompo-
nenten kaum auswirkt, nimmt der Gehalt der auf 60 bis 70°C gebrachten Versuchschargen
an flichtigen Inhaltsstoffe im Verlaufe der Lagerung insbesondere bei den auf Gber 70°C
erhitzten Ansatzen sehr stark zu. Diese Ergebnisse bestatigen sowohl die Mitteilung von
ANG und LYON (1990), dass der gaschromatographisch ermittelte Gehalt des Brustmuskels,
der Keule und der Haut von Hihnchen an flichtigen Substanzen nach Erhitzen auf eine
Kerntemperatur von 80°C und einer anschlieRenden 5 Tage langen Lagerung bei 2°C konti-
nuierlich ansteigt, und dass dies nach SU und Mitarb. (1991) auch bei Buletten aus Hahn-
chenfleisch zutrifft, die nach einem Erhitzen auf 83°C 3 Tage bei 3°C gelagert werden. ANG
und HUANG (1993) erhitzen Hahnchen-Bulette auf 60, 65, 70, 75, 80 und 85°C und registrie-
ren gaschromatographisch bei den 60°C-, 65°C- und 70°C-Proben nach 14 Tage langer La-

gerung bei 4°C eine starke Zunahme flichtiger Substanzen wie Hexanal, Heptanal und Pen-
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tanal. Als Parameter fir die retrospektive Beurteilung der Intensitat einer Hitzebehandlung
eignet sich der hitzeinduzierte Gehalt an flichtigen Aromaverbindungen demnach allenfalls
dann, wenn er unmittelbar nach der Pasteurisation bestimmt wird. Bei gestuft erhitzten Er-
zeugnissen aus Geflugelfleisch notieren ANG und LIU (1996a) eine enge Korrelation zwi-
schen der absorbierten Warmemenge und den gaschromatographisch erfassbaren fllichtigen
Substanzen, bei denen es sich weithin um Sekundarprodukte der hitzekatalysierten Oxidati-
on der reichlich vorhandenen ungesattigten Fettsduren handelt. Beim Brustmuskel vom
Huhn hingegen, der in 5°C-Intervallen auf 60 bis 80°C erhitzt wird, stellen ANG und LIU
(1996b) fest, dass die Konzentration von 23 gaschromatographisch erfassten Substanzen

bei den auf Gber 70°C erhitzten Proben mit Ausnahme einer einzigen Verbindung abnimmt.

1.1.3.6 Nachweis durch Elektrophorese

Die Hitzebehandlung des Probengutes hat bei einer Reihe von Inhaltsstoffen eine Verande-
rung des Molekulargewichts und/oder der Molekuilladung zur Folge, die sich elektrophore-

tisch nachweisen lasst.

LAAKONEN und Mitarb. (1970) teilen mit, dass sich im Presssaft und im gefriergetrockneten
wassrigen Extrakt von bis zu 10 h lang bei 37, 45, 60 und 80°C inkubiertem von M. longissi-
mus, M. rectus, M. femoris und M. semitendinosus des Rindes durch Polyacrylamid Ge-
lektrophorese (PAGE) 17 Proteinbanden darstellen lassen und dass sich die Pherogramme
von Presssaft und Extrakt zwar nur geringgradig, dennoch aber sehr markant unterscheiden.
Die Konzentration der 4 Myoglobinbanden ist schon bei den auf 60°C erhitzten und dann
sofort geklhlten Proben signifikant verringert. Bei den Ansatzen von 60 min bei 80°C erhitz-
tem Probengut fehlen diese Fraktionen vollstdndig. CRESPO und OCKERMANN (1977a und
b) teilen mit, dass sich die wassrigen Extrakte von 15 min bei 40 bis 80°C erhitztem ,wei-
Rem” Fleisch vom Brustmuskel und ,rotem* Fleisch von der Keule des Huhns hinsichtlich der
Anzahl, Auspragung und elektrophoretischen Mobilitdt der Proteinfraktionen unterscheiden.
Das Extrakt aus der Keule enthalt auch nach 15 min langem Einwirken von 80°C noch 3 der
urspriinglich 6 wasserldslichen Proteinfraktionen.

TINBERGEN und OLSMANN (1976) extrahieren rohe und bei 75 bis 110°C erhitzte
Skelettmuskulatur vom Schwein, Rind, Pferd und Huhn mit Wasser und stellen mittels
Isoelektrisch fokussierender Polyacrylamid Gelelektrophorese (PAGIF) fest, dass sich die
isoelektrischen Punkte der Proteinfraktionen durch die Hitzebehandlung erniedrigen. KING
(1978) fuhrt dies auf die Hydrolyse der Aminogruppen von Arginin und Glutamin zurtick und

empfiehlt die Bandenverschiebung als ein Kriterium der Hitzebehandlung.
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LEE und Mitarb. (1974) unterziehen Probengut vom M. semitendinosus, M. semimembrano-
sus, M. biceps femoris und M. quadriceps femoris vom Rind einer bis zu 30 min langen ge-
stuften Erhitzung auf 65 bis 90°C und fraktionieren die im wassrigen Extrakt enthaltenen Pro-
teine mittels Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE). Von den
6 Proteinfraktionen geht bis zur Temperaturstufe 80°C mit jeder Temperaturerh6hung um
5°C bei bis zu 20 min langer Temperatureinwirkung jeweils eine Proteinfraktion verloren, und
zwar unabhangig von der anatomischen Provenienz und postmortalen Alterung des Proben-
gutes. Ein Chromatogramm mit 4 oder weniger Banden wird als ein verlassliches Indiz daflr
erachtet, dass eine Kerntemperatur von zumindest 70°C wirksam wurde. STEELE und LAM-
BE (1982) studieren mittels SDS-PAGE den Einfluss einer 20 min langen Einwirkung von 65,
70, 75, 80, 85 und 90°C auf Muskelfleisch von Rind, Pferd, Schwein, Hase, Huhn und Gans.
Die Hitzebehandlung lasst sich bei allen Spezies in den genannten Abstufungen unterschei-
den. Auf die Intensitat der Banden ist ohne Einfluss, ob die jeweilige Temperatur nur 20 min
oder bis zu 1 h einwirkt. CHANG und Mitarb. (2001) studieren an der Skelettmuskulatur der
Regenbogenforelle mittels SDS-PAGE den Einfluss einer 15 sec bis 30 min langen Einwir-
kung von 59 bis 65°C. Das 30 min lange Einwirken von 63°C hat im Pherogramm den
Schwund des Proteins 46 KD zur Folge. CALDIRONI und BAZAN (1980) erhitzten Skelett-
muskulatur vom Rind stufenweise von 60 bis 90°C und fraktionieren mittels SDS-PAGE die
im wassrigen Extrakt enthaltenen Proteine. Die densitometrische Auswertung der Phe-
rogramme lasst im Temperaturbereich von 68 bis 74°C eine besonders hitzeempfindliche
Fraktion D und eine besonders hitzeresistente Fraktion E erkennen. Ein dem Erreichen einer
Kerntemperatur von 70°C vergleichbarer Effekt besteht dann, wenn das Verhaltnis der Den-

sitometerwerte D:E den Quotienten 1 Giberschreitet.

1.1.4 Nachweis durch Enzyme-linked immunosorbent Assay (ELISA)

Das Epitop der Nativitat eines globularen Proteins ist nach IWABUCHI und SHIBASAKI
(1981) nicht so sehr dessen Primarstruktur als vor allem dessen Tertidrstruktur. Parameter
fur retrospektive Aussagen Uber die Intensitat der Hitzebehandlung eines bestimmten Pro-
bengutes kann so auch die aus einer Hitzeeinwirkung resultierende Veranderung der nativen

Konformation eines Proteins und die hierdurch bedingte Verringerung der Antigenitat sein.

MARIN und Mitarb. (1992) extrahieren M. semimembranosus und M. adductor des Rindes
mit einem Phosphatpuffer von pH 7 mit 0,6 M NaCl und 1 mM MgCl,, erhitzen die Extrakte in
10°C-Intervallen jeweils 30 min lang von 40 bis 100°C und bestimmen mittels ELISA die Ab-

nahme der Antigenitat. Die Ergebnisse zeigen, dass die Restantigenitat der hitzebehandelten
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Extrakte mit der Intensitat der Hitzebehandlung sehr eng und hochsignifikant korreliert ist.
WANG und Mitarb. (1992) extrahieren auf 68,3, 69,7, 70,9 und 72,1°C erhitzten Brustmuskel
der Pute mit Wasser und bestimmen den Proteingehalt, die LDH-Aktivitat und durch Indirekt
Kompetitiven ELISA mittels polyclonalen Antikorpern die LDH-Konzentration der Extrakte.
Die Proteingehalte und die LDH-Aktivitdten der Extrakte von Probengut, das auf = 69,7°C
gebracht wird, unterscheiden sich voneinander nicht signifikant. Im Bereich von 68,3 bis
72,1°C lasst sich am Kriterium der LDH-Konzentration die jeweilige Hitzeeinwirkung auf 1,1
bis 1,2°C genau bestimmen. Eine noch héhere Genauigkeit erreichen ABOUZIED und Mi-
tarb. (1993) mittels eines auf monoclonalen Antikérpern basierenden Sandwich ELISA-
Verfahrens. WANG und Mitarb. (1993) bestimmen mittels Sandwich ELISA den Einfluss von
NaCl, der Gefrierlagerung sowie der Erhitzung des Brustmuskels der Pute auf 68,3, 69,7,
70,9 und 72,1°C auf das extrahierbare Protein sowie auf die LDH-Aktivitdt und LDH-
Konzentration. Wahrend sich die Proteingehalte und die LDH-Aktivitaten der Extrakte von
Probengut, das auf eine Temperatur = 68,3°C gebracht wird, nicht signifikant unterscheiden,
lasst sich auf 69,7°C erhitztes Probengut am Kriterium der LDH-Konzentration auch noch
von Probengut signifikant unterscheiden, das auf 70,9°C erhitzt wird. Das Salzen des Brust-
muskels mit NaCl ist auf die hitzebedingte Proteindenaturation nur von geringem Einfluss.
Eine der Hitzebehandlung vorausgehende bis 42 Wochen lange Gefrierlagerung des Pro-
benguts bei —12°C ist zwar ohne Einfluss auf den Proteingehalt und die LDH-Konzentration
der Extrakte des hitzebehandelten Probengutes, die LDH-Aktivitat jedoch nimmt von der 16.
Woche an zu. Wird mit 1,2% NaCl gesalzenes rohes Probengut sowohl roh als auch nach
Erhitzen auf 68,3 bis 72,1°C bis zu 60 Wochen bei —12°C gelagert, so verringert sich beim
rohen Probengut im Gegensatz zum erhitzten mit dem Proteingehalt und der LDH-
Konzentration auch deren Aktivitat erheblich. In einer weiteren Studie bestimmen WANG und
Mitarb. (1994) bei den Extrakten aus Putenkeule, die im Kern auf 68,9 bis 72,2°C erhitzt
wird, den Proteingehalt sowie die LDH-Aktivitdt und mittels des Indirekt kompetitiven sowie
des Sandwich ELISA-Verfahrens die Konzentration der LDH, des Serum-Proteins und des
IgG. Wahrend sich die Extrakte von Probengut, das auf 68,9 bis 72,2°C erhitzt wird, hinsicht-
lich des Gehalts an Protein und IgG nicht unterscheiden, bestehen hinsichtlich der Serum-
Protein-Konzentration signifikante Unterschiede. Bei den 71,1°C-Proben von der Keule wird
trotz besonders niedriger LDH-Ausgangskonzentration eine relativ hohe, gegeniber den
70°C-Proben von Keule und Brustmuskel nicht signifikant unterschiedene LDH-
Restkonzentration nachgewiesen, die die LDH-Restkonzentration der 71,1°C-Proben vom
Brustmuskel jedoch um das 20-fache Ubersteigt. Die Autoren erachten die gepriften Para-
meter als Indikatoren einer Erhitzung auf bis zu 71,1°C zwar nicht fir geeignet, die LDH-
Restkonzentration und LDH-Restaktivitat jedoch aufgrund der relativ hohen Hitzestabilitat der

LDH-Isozyme der Keule als geeignet fiir den Nachweis einer entsprechend intensiveren Hit-
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zebehandlung. SMITH und Mitarb. (1996) teilen mit, dass sich bei gekochtem Schinken aus
Putenkeule von den Parametern l6sliches Protein, LDH-Aktivitat, mittels Sandwich ELISA
nachweisbare LDH-Konzentration und mittels Indirekt kompetitiver ELISA ermittelbare IgG-
und Serum-Albumin-(TSA)-Konzentration lediglich die IgG- und die LDH-Konzentration als
Indikatoren einer ausreichenden Erhitzung eignen. Die IgG-Konzentration der auf > 68°C
erhitzten Proben liegt bei den gepdkelten Ansatzen niedriger als bei den nicht gepdkelten,
und die LDH-Konzentration der pasteurisierten Proben nimmt im Verlaufe einer 12 Monate
langen Lagerung bei —20°C bis auf das Doppelte zu. VEERAMUTHU und Mitarb. (1997) er-
hitzen Brustmuskel und Keule von Pute und Huhn sowie Brihwurst und andere Erzeugnisse
aus Putenfleisch auf eine Kerntemperatur von 65,5 bis 73,8°C und bestimmen mittels Sand-
wich ELISA die LDH-Konzentration und mittels Indirekt kompetitiver ELISA die IgG- und Se-
rum-Albumin-Konzentration des Probenguts. Die Konzentration der LDH, von IgG und des
Serum-Albumins liegt bei den Proben von der Pute stets héher als bei den Vergleichsproben
vom Huhn. Die Keule weist héhere Konzentrationen an Serum-Albumin und IgG auf als der
Brustmuskel, die LDH-Konzentration hingegen liegt bei der Keule niedriger als beim Brust-
muskel. Bei den zusammengesetzten Erzeugnissen aus Putenfleisch hangt die Konzentrati-
on der LDH, von IgG und des Serum-Albumins sehr stark von der Rezeptur und vom Pro-
duktvolumen ab, so dass als Indiz einer ausreichenden Erhitzung bei jedem Produkt eine
spezifische Grenzkonzentration etabliert werden muss.

LEVIEUX und Mitarb. (1995) erhitzen das Extrakt von M. longissimus dorsi des Rindes 30
bis 780 min lang bei 54 bis 70°C und bestimmen mittels Single Radial Immunodiffusion den
Einfluss der Hitzebehandlung auf den Gehalt an Myoglobin, LDH, Albumin Transferrin und
IgG. An der LDH-Konzentration der 180 min lang bei 55 bis 61°C erhitzten Extrakte lasst sich
die wirksam gewordene Temperatur auf + 0,1°C, bei den bei 63 bis 70°C 30 min lang erhitz-
ten Proben auf £ 0,2°C genau ermitteln.

WANG und Mitarb. (1996) bestimmen mittels Sandwich ELISA und polyclonalen Antikérpern
gegen Rinder-LDH die LDH-Konzentration von Rinderhackfleischproben, die im Kern auf 62
bis 74°C erhitzt werden. Im Temperaturbereich von 66 bis 74°C nimmt die LDH-
Konzentration im Intervall von 2°C signifikant ab. ORTA-RAMIREZ und Mitarb. (1996) besta-
tigen diese Feststellung und teilen mit, dass sich die Empfindlichkeit des Sandwich ELISA-
Verfahrens um das 10-fache steigern lasst, wenn monoclonale anstelle von polyclonalen
Antikérpern verwendet werden. Nach Ergebnis bei den auf 70°C erhitzten Ansatzen ist eine
Erhdéhung des Fettanteils auf bis zu 20% und ein einmaliges Frosten und Auftauen des Pro-
bengutes vor dessen Erhitzen ohne Einfluss auf die LDH-Konzentration. Durch ein zweimali-
ges und ein mehrfach wiederholtes Frosten und Auftauen des Probengutes vor dem Erhitzen

verringert sich die LDH-Konzentration hingegen erheblich.
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1.1.5 Enzymatische Tests

Methodisches Prinzip der enzymatischen Erhitzungsnachweise ist die mit der absorbierten
Warmemenge zunehmende Denaturation des Leitenzyms, dessen Restaktivitat als Parame-

ter des hygienischen und technologischen Effektes der Hitzebehandlung bestimmt wird.

1.1.5.1Katalase

EYERMANN (1955) bestimmt die Peroxidase-Aktivitdt von Skelettmuskelfleisch und Blut
vom Rind, Kalb und Schwein nach Einwirken von 55 bis 100°C. Wahrend die Fleischproben
sensorisch schon nach 45 min langem Einwirken von 60°C als ,durchgekocht® befunden
werden, besteht eine positive Peroxidase-Reaktion auch noch nach 90 bis 135 min langem
Garen bei 60°C. Erhitztes Blut erweist sich auch noch nach Erhitzen auf maximal 100°C als
peroxidasepositiv. Nach SCHEIBNER (1973) ist Peroxydase als Indikator flr ausreichende
Erhitzung bei Fleisch nicht geeignet, da Myoglobin und Hamoglobin als hitzeresistente
Pseudoperoxydasen stéren. Katalase, Peroxidase und Katalase-Peroxidase sind Hydropero-
xidasen, die nach KING und WINFIELD (1963), WHITAKER (1972) und LEVY und Mitarb.
(1992) die Reduktion von H,O, in H,O und O, katalysieren. An der Umsetzung von H,O,

konnen jedoch auch sogenannte Pseudoperoxidasen wie Metmyoglobin beteiligt sein.

EYE (1982) nutzt Katalase als Leitenzym eines Erhitzungsnachweis bei Roastbeef, in dem
das homogenisierte Probengut in einer 3%igen H,O,-Lésung dispergiert wird, deren Oberfla-
chenspannung mit Natrium-Lauryl-Sulfat herabgesetzt ist. Indiz einer unzureichenden Pas-
teurisation, bei der 62,8°C nicht in allen Probebezirken wirksam wurden, ist die Abspaltung
von Sauerstoff aus H,O,, das als O, zu Schaumbildung und zur Flotation von Probenpartikeln
fuhrt. In gewissem Widerspruch hierzu wird von SPANIER und Mitarb. (1990) berichtet, dass
die Katalase-Aktivitat eines verdinnten Rindermuskelhomogenisates nach Erhitzen auf 74°C
lediglich um 50% verringert wird. DAVIS und CYRUS (1998) bestimmen manometrisch die
Katalase-Restaktivitdt von Rind- und Schweinefleisch, das — bei einem Teil der Proben auch
nach einem vorherigen Frosten - 15 bis 120 s bei 65, 68,3 und 71°C erhitzt wird. Es lassen
sich am Kriterium der Katalase-Restaktivitat die Regimes 66,1°C/41 sec, 67,2°C/26 sec und
68,3°C/16 sec sicher voneinander unterscheiden. Die vor dem Erhitzen gefrosteten Proben
weisen eine etwas geringere Restaktivitat auf als die nicht gefrosteten. ANG und Mitarbeiter
(1994) bestimmen die Katalase-Restaktivitat von Brustmuskel und Keule des Huhns nach 5
bis 15 min langem Erhitzen des Probengutes bei 65 bis 75°C in 1°C-Intervallen und bei 69

bis 71,5°C in 0,5°C-Intervallen. Hierbei werden 2 g Probe in ein Reagenzglas eingewogen,
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mit 4 ml einer 3%igen H,O,-Lésung vermischt, bei 23°C inkubiert und die Ergebnisse am
Kriterium von Flotation oder Schaumbildung je nach Restaktivitat nach 5, 10, 20, 30, 45, 90
oder 120 min abgelesen. Das Probengut erweist sich auch noch nach 15 min langem Einwir-
ken von 68°C als katalasepositiv, die bei = 72°C konditionierten Ansatze sind schon nach nur
5 min langer Hitzeeinwirkung negativ. Katalasepositive Resultate lassen sich auch bei den
bei =2 72°C erhitzten Proben ggf. dadurch erzielen, dass die Inkubationstemperatur auf 37°C
erhoht und die Inkubationszeit verlangert wird. ANG und Mitarb. (1996) stellen mittels dieses
Nachweisverfahrens fest, dass sich handelslbliche Produkte aus Brustmuskel resp. Keule
des Huhns nach Erhitzen auf dem Grill auf eine Kerntemperatur von maximal 69 resp. 68°C
stets als katalasepositiv erweisen, bei der Kerntemperatur = 73°C jedoch nur noch 3 von 12
resp. 1 von 17 Proben. Das Erreichen einer Kerntemperatur von = 73°C |asst sich auf + 3 bis
4°C genau bestimmen. LIU und Mitarb. (1996) weisen mittels des von ANG und Mitarb.
(1994) empfohlenen Katalasetests am Brustmuskel des Huhns nach, wie sehr die Restaktivi-
tat des Leitenzyms nicht nur eine Funktion der Hohe und Dauer der Kerntemperatur ist, son-
dern insbesondere auch der Geschwindigkeit des zentripetalen Temperaturanstiegs. Die
Autoren erinnern, dass die erhitzungsbedingte Restaktivitat des Leitenzyms stets als integra-
ler Gesamteffekt der Lethaleffekte in der Phase des Temperaturanstiegs (Aufheizphase), der
Temperaturkonstanz (Haltephase) und der Temperaturabnahme (Abklhlphase) einer Hitze-
behandlung in Betracht zu ziehen ist. LIU und Mitarb. (1997) stellen an sieben auf eine Kern-
temperatur von 69, 69,5, 70, 70,5 und 70°C gebrachten Proben aus Brustmuskel des Huhns
von unterschiedlichem Fett- und Wassergehalt fest, dass sich die nach Erreichen der Kern-
temperatur resultierende Katalase-Restaktivitdt mit der Dauer der Temperatureinwirkung
verringert, und zwar in Abhangigkeit vom Gehalt der Probe an Wasser und Fett in unter-

schiedlichem Malfe.

1.1.5.2Triose-Phosphat-lsomerase

Die Auflagen der USDA-FSIS (1996) an die hygienische Konditionierung von Rindfleisch
durch Erhitzen sind auf den z-Wert 5,6°C von Salmonella Senftenberg bezogen. ORTA-
RAMIREZ und Mitarb. (1997) ermitteln an M. semitendinosus des Rindes, der auf 53, 58, 63,
66 und 68°C erhitzt wird, den z-Wert der Sauren Phosphatase, Peroxidase, Lactatdehydro-
genase, Phosphat-Glycerat-Mutase, Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase und Triose-
Phosphat-lsomerase (TPI). TPI weist einen besonders niedrigen z-Wert von 5,7°C auf und
wird von den Autoren deshalb als Leitenzym flir ausreichende Warmebehandlung empfoh-
len. VEERAMUTHU und Mitarb. (1998) ermitteln an Probengut der Putenkeule, die im Kern
auf 55 bis 70°C erhitzt wird, den z-Wert von S. Senftenberg, Laktatdehydrogenase,
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Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase, Kreatin-Kinase, Triose-Phosphat-Isomerase
und Saurer Phosphatase sowie von Serumalbumin und IgG. Der z-Wert von TPI liegt bei
Probengut mit einem Fettgehalt von 4,3% bei 5,8°C resp. von 9,8% bei 5,4°C. Beide Werte

liegen dem z-Wert 5,6 °C von S. Senftenberg am nachsten.

HSU und Mitarb. (1999) erhitzen M. semimenbranosus des Rindes auf 48,9, 54,4, 60, 65,6
71,1 und 76,7°C und bestimmen die TPI-Aktivitat sowie mittels SDS-PAGE und ELISA die
TPI-Konzentration. Im SDS-PAGE-Chromatogramm der 71,1°C-Chargen werden TPI-
Banden nicht mehr manifest, obwohl TPl nach Ergebnis der ELISA-Tests noch in einer Kon-
zentration von 42,7% des bei den 48,9°C-Chargen bestehenden Gehaltes vorhanden ist. Da
die TPI-Aktivitat der 71,1°C-Chargen immer noch 5,1% der Aktivitat der 48,9°C-Proben be-
tragt und relativ einfach nachzuweisen ist, wird von den Autoren empfohlen, den Erhitzungs-
nachweis bei Rindfleisch flr die Gewahrleistung einer hohen Sensitivitat auf TPl als Leiten-
zym abzustellen. HSU und Mitarb. (2000) bestimmen die TPI-Aktivitdt von vorwiegend aus
roten Muskelfasern bestehendem M. trapezius und M. vastus intermedius sowie von vorwie-
gend weilte Muskelfasern enthaltendem M. longissimus dorsi und M. semimembranosus von
3 Kihen und 3 Stieren. Das Probengut wird z.T. nach einem vorherigen Frosten sowohl im
Wasserbad als auch im Ofen auf 48,9, 54,4, 60, 65,6, 71,1 und 67,7°C erhitzt. Wahrend sich
das Geschlecht der Tiere sowie die Frostung und die Art der Erhitzung auf die TPI-
Restaktivitat des Probengutes nicht auswirken, ist die von der anatomischen Provenienz der
Proben abhangige Ausgangsaktivitat des Leitenzyms z.T. von signifikantem Einfluss. Eine
Verringerung der TPI-Aktivitat resultiert beim M. vastus intermedius und M semimembrano-
sus schon von einer Temperatur von 65,7°C an, beim M. trapezius und M. longissimus dorsi
hingegen erst bei 71,1°C. Als Indikatoren einer ausreichenden Erhitzung postulieren die Au-
toren bei den verschiedenen Produktarten die Festsetzung von TPI-Restaktivitaten, bei de-

nen der Rezeptur der jeweiligen Probe Rechnung getragen ist.

1.1.5.3 Glutamat-Oxalat-Transaminase/Glutamat-Pyruvat-Transaminase

TOWNSEND und DAVIS (1992) studieren an reproduzierbar erhitztem Rindfleisch mittels
des klinischen Testkits SIGMA No. 505P Diagnostix Procedure Kit den Einfluss des zeitli-
chen Verlaufs des Temperaturanstiegs im Probengut, der Hohe und Wirkdauer der Tempera-
tur im Probenkern und des Extraktionsmittels auf die Restaktivitdt von Glutamat-Oxalat-
Transaminase (GOT) und Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT). GPT erweist sich als Leit-
enzym flr ausreichende Erhitzung als ungeeignet, da schon bei einer Temperatur von nur
57,2°C eine zu niedrige Restaktivitat resultiert. GOT weist bei den 57,2°C-Chargen bei Ver-
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wendung einer als Extraktionsmittel besser als Aqua dest. und Phosphatpuffer geeigneten
0,9%igen NaCl-Lésung eine ca. 10-fache hoéhere Aktivitat auf als GPT. Durch ein 30 min
langes Einwirken von 71,1 bzw. 79,4°C verringert sich die GOT-Aktivitat um 56,2 bzw. 98,9%
des Ausgangswertes. Bei einer Aufheizgeschwindigkeit von 3,5°C/min verringert sich die
GOT-Aktivitat starker als bei einer Geschwindigkeit von nur 0,35°C/min. Nach Erreichen der
Kerntemperatur 71,1°C verringert sich die GOT-Aktivitat des Probengutes im Verlaufe einer
Haltezeit von 30 min lediglich bei der Aufheizgeschwindigkeit von 0,35°C/min noch in einem
erheblichen MaRe. Aufgrund der hohen Hitzestabilitdt von GOT und deren deshalb hoher
Restaktivitat bei den 71,1°C-Chargen empfehlen die Autoren das Enzym lediglich fir den
Nachweis einer Kerntemperatur von 79,4°C als Indikator. SEARCY und Mitarb. (1995) ermit-
teln mit dem SIGMA-Testkit Nr. 505P die GOT-Aktivitdt von M. semimembranosus des Rin-
des nach Einwirken von 71,1, 73,3, 75,6, 77,8, 78,9, 79,4, 80, 81,1 und 82,2°C. Im Bereich
von 71,1 bis 82,2°C fuhrt die Hitzebehandlung zu einer Abnahme der GOT-Aktivitat um bis
zu 99,8%, auf 78,9 und 79,4°C erhitztes Probengut lasst sich unter den Testbedingungen am
Kriterium der GOT-Restaktivitdt jedoch signifikant unterscheiden. SENTER und Mitarb.
(1996) bestimmen mit dem SIGMA-Testkit die GOT-Aktivitat pasteurisierter Fleischerzeug-
nisse des Handels sowie von Probengut von Brustmuskel und Keule vom Huhn, das auf
70°C und im Intervall von 1°C bis 75°C erhitzt wird. Mit Ausnahme der 75°C-Chargen kénnen
nicht nur samtliche Temperaturstufen signifikant voneinander unterschieden werden, son-
dern auch die vom Brustmuskel stammenden Proben von denjenigen von der Keule, deren
Restaktivitat um bis zum 2-fachen Uber den Vergleichswerten des Brustmuskels liegen kann.
Die bei den Handelsprodukten nachgewiesenen Restaktivitaten liegen durchwegs in Berei-
chen, die bei Brustmuskel und Keule vom Huhn nach Einwirken von zumindest 74°C zu er-

warten sind.

1.1.5.4Pyruvatkinase

DAVIS und Mitarb. (1988) bestimmen bei gepdkeltem und auf 65,6, 66,6, 67,2, 67,8, 68,3
und 68,9°C erhitztem M. biceps femoris, M. semimembranosus, M. semitendinosus und M.
quadriceps vom Schwein die Restaktivitdt von Pyruvatkinase (PYK) mit dem klinischen
Testkit SIGMA No. 205. Positive Ergebnisse resultieren beim M. semimembranosus und M.
quadrizeps bis zum Erhitzen auf 68,9°C, beim M. biceps femoris bis 69,5°C und beim M.
semitendinosus bis 70°C. Es wird empfohlen, den Bestimmungen der PYK-Aktivitat nicht ein

Probenextrakt, sondern den Presssaft der Probe zu Grunde zu legen.
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1.1.5.5Creatin-Phosphokinase

Nach SPANIER und Mitarb. (1990) betragt die Restaktivitdt von Creatin-Phosphokinase
(CPK) bei M. semimembranosus des Rindes nach Erhitzen auf 65°C im Kern noch 50% der
Ausgangsaktivitat. BOGIN und Mitarb. (1992) teilen mit, dass sich die beim Brustmuskel der
Pute nach bis zu 90 min langem Einwirken von 50 bis 70°C bestehende CPK-Restaktivitat im
Verlaufe einer 8-wdchigen Lagerung bei —12 bis —15°C um ca. 11% verringert. TOWNSEND
und Mitarb. (1994) bestimmen mit dem klinischen Testkit SIGMA No. 661 die CPK-Aktivitat
pasteurisierter Handelserzeugnisse aus Fleisch von Huhn, Pute, Rind und Schwein sowie
des Brustmuskels von Huhn und Pute nach deren Erhitzen auf 62,8 66,7, 67,8, 68,9, 70,
71,1, 73,9 und 76,7°C. Beim Brustmuskel beider Tierarten nimmt die CPK-Restaktivitat mit
zunehmender Erhitzung bis zum Minimum bei 76,6°C kontinuierlich ab. Bei der Pute resul-
tiert bei 62,8 und 66,7°C eine hoéhere, bei den héher erhitzten Proben dagegen eine niedrige-
re Restaktivitat als beim Huhn. Die CPK-Restaktivitaten der Handelsprodukte aus Pute und
Huhn liegen weit unter den Restaktivitdten der Produkte, die der Vorschrift der USDA-FSIS
entsprechend auf eine Kerntemperatur von zumindest 71,1°C gebracht werden. Dasselbe gilt
bei den Handelsprodukten aus Rind- und Schweinefleisch, deren Restaktivitaten im Gegen-
satz zu den Erzeugnissen aus Gefllgelfleisch jedoch sehr stark streuen. Die Autoren flihren
diese Feststellungen auf Einflisse der Rezeptur zurlick und warnen so vor Fehlinterpretation
der Testresultate bei Produkten, deren Zusammensetzung und Fertigungsweise nicht hinrei-

chend bekannt ist.

1.1.5.6 N-Acetyl-B-D-Glucosaminidase

SPANIER und Mitarb. (1990) berichten, dass N-Acetyl-3-D-Glucosaminidase (NAGase) des
M. semimembranosus des Rindes durch ein Erhitzen auf 62°C zu 50% inaktiviert wird.
TOWNSEND und Mitarb. (1993) bringen Probengut vom M. semimembranosus und M. ad-
ductor des Rindes, vom M. longissimus des Schweins sowie vom M. pectoralis major, -minor
und von der Keule der Pute zum Teil nach einem vorlaufigen Frosten auf 30 bis 80°C und
prifen die Eignung von NAGase als Leitenzym fiir den Nachweis der ausreichenden Erhit-
zung. GroRere Unterschiede zwischen der NAGase-Aktivitat des gefrosteten und des nicht
gefrosteten Materials bestehen lediglich bei den auf maximal 50°C erhitzten Proben vom
Rind. Auf 40 bis 70°C erhitztes Probengut vom Rind, Schwein und der Pute weist signifikant
unterschiedliche NAGase-Aktivitaten auf. Ein Erhitzen der Probe auf 70°C verringert die
NAGase-Aktivitat beim Probengut vom Rind um 90%, vom Schwein um 98% und von der
Pute um 93 bis 98%.
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1.1.5.7 Saure Phosphatase

KORMENDY und GANTNER (1960) prifen an Kochschinken vom Schwein zum einen den
Einfluss von NaCl und Phosphat auf die Hitzeinaktivierung der Sauren Phosphatase (SPase)
und die Auswirkung der Lagerung des Probengutes auf die Konstanz der Restaktivitat; und
zum anderen den Einfluss des pH-Wertes des Puffers und der Inkubationstemperatur der
Analysenansatze auf die Nachweisbarkeit des Leitenzyms fir ausreichende Erhitzung. Wah-
rend die Hitzeinaktivierung von SPase durch einen Kochsalzzusatz von bis zu 8% gehemmt
wird, wird sie durch einen Zusatz von 0,5% Phosphat um ca. 20% verstarkt. Wie sich bei den
bis zu 240 min bei 60, 65, 70, 75 und 80°C erhitzten Chargen zeigt, weist die Hitzedenaturie-
rung von SPase eine flir jede Temperaturstufe typische Verlaufsform auf. So wird die SPase-
Restaktivitat beispielsweise bei den 60- und 65°C-Chargen bei einer Gber 90 min hinausge-
henden Erhitzung auf unterschiedlichem Niveau nur mehr sehr protrahiert verringert. Die
nach 3 min langem Einwirken von 70°C resultierende SPase-Restaktivitat bleibt im Verlaufe
einer Lagerung von 1 bis 2 d bei 37°C, von 1 bis 61 Tagen bei 18 bis 22°C, von 1 bis 172
Tagen bei 2 bis 5°C, von 1 bis 172 Tagen bei -10 bis —14°C und von 1 bis 172 Tagen bei —
20°C konstant. Um moglichst aussagekraftige Ergebnisse zu sichern, erfolgt die Inkubation
der Analysenansatze beim SPase-Test bei reaktionskinetisch nicht optimalem pH und nicht

optimaler Temperatur.

Hinsichtlich des Einflusses des pH-Wertes des Fleisches auf die Hitzeresistenz der SPase
und des Zusatzes von anorganischem Phosphat zu Kochschinken auf die Reaktivitat teilen
KORMENDY und GANTNER (1967) mit, dass das Maximum der Hitzeresistenz dem reakti-
onskinetischen pH-Optimum von ca. 5,6 nahe liegt und anorganisches Phosphat aktivitats-
hemmend wirkt. In einem Folgebericht weisen GANTNER und KORMENDY (1968) auf die
groRe Bedeutung hin, die beim SPase-Test als einem Schiedsverfahren fir den Nachweis
der ausreichenden Erhitzung bei Kochschinken einer standardisierten Probenhomogenisie-
rung zukommt. Je nachdem, mit welchem Geratetyp mit welchem Erfolg homogenisiert wird,
sind Aktivitats-Schwankungen von bis zu 25% mdglich. Um dem hitzeprotektiven Einfluss
von Kochsalz Rechnung zu tragen, wird von LIND (1968) empfohlen, die von der SPase-
Restaktivitatt gemal KORMENDY und GANTNER (1960) abgeleitete Kerntemperatur bei
einer etwaigen Uberschreitung des referenzgeméafien NaCl-Gehaltes von 3,5% um jeweils
0,53°C je 1% Uberschreitung zu minimieren. RANDALL und BRATZLER (1970) teilen mit,
dass sich die SPase-Aktivitat bei Kochschinken durch das Rauchern der Produkte um bis zu

60% verringern kann.
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Da die vorgegebene Kerntemperatur bei kleineren Schinkenstlicken schneller erreicht wird
und Unterkochungen bei einem auf kleinere Stlickgréflen ausgelegten Hitzeregime leichter
auftreten kénnen, erachten KORMENDY und Mitarb. (1987) beim SPase-Test eine Methodik
fur erforderlich, die nicht nur der erreichten Kerntemperatur Rechnung tragt, sondern auch
der Steig-, Halte- und Fallzeit des Temperatur-Zeit-Regimes der Kochung. Um die Sensitivi-
tat des 1960 empfohlenen SPase-Tests zu erhéhen, modifizieren KORMENDY und Mitarb.
(1992) die Testmethodik durch Anpassung des pH-Wertes des Extraktionsmittels an das
Optimum der SPase-Reaktivitat und durch Erhéhung der Substratmenge. Zudem teilen die
Autoren mit, dass bei einem Extraktionsverhaltnis von 2,5 g Probe und 50 ml Puffer anstelle
von 2,5 g Probe und nur 10 ml Puffer vermutlich deshalb héhere Testergebnisse resultieren,
weil die Analysenansatze hierbei einen entsprechend niedrigeren Gehalt an Aktivitdt hem-
mendem anorganischem Phosphat und an Phenol - das Reaktionsprodukt der SPase - ab-
sorbierenden Extraktstoffen aus dem Probengut aufweist. Angesichts des teils gegenlaufigen
Einflusses insbesondere des pH-Wertes sowie des Gehaltes der Probe an Kochsalz und
anorganischem Phosphat auf die Inaktivierung resp. Nachweisbarkeit der SPase wird des
weiteren hervorgehoben, dass die Aussagekraft der Testresultate sehr entscheidend davon
abhangt, dass die Proben standardisiert gefertigt sind. Die Uberpriifung der Reproduzierbar-
keit des Phosphatase-Tests in der aktuellen Modifikation von KORMENDY und Mitarb.
(1995) fuhrt im Rahmen eines Ringversuchs an den Homogenisaten von 7 Kochschinken,
die bei 70°C bis zu 200 min lang erhitzt wurde zur Feststellung, dass der Variationskoeffi-
zient der Resultate je nach Intensitat der Hitzebehandlung V. = 12,6 bis 43,5% betragen
kann.

DAVIS und TOWNSEND (1994) bestimmen mittels des klinischen Testkits Advanced Instru-
ments Fluorophos assay die SPase-Aktivitat von Brustmuskel sowie von rotem Fleisch von
Pute und Huhn, das auf 62,8, 65,6, 68,3, 71,1 und 73,9°C erhitzt wird. Die Frostung ist ohne
signifikanten Einfluss auf die SPase-Restaktivitat. Brustmuskel weist als weilRes Fleisch stets
signifikant hohere SPase-Restaktivitaten auf als das vergleichend geprifte rote Fleisch.
Beim Brustmuskel vom Huhn liegt die SPase-Aktivitdt sowohl des rohen als auch des bis
68°C erhitzten Probengutes héher, bei den auf 71,1 und 73,9 erhitzten Proben hingegen
niedriger als bei den Vergleichsproben von der Pute. Die Autoren sind der Auffassung, dass
bei der Festlegung einer SPase-Restaktivitat als Indikator einer bestimmten Erhitzung der
Rezeptur und Herstellungsweise der betreffenden Produktart Rechnung getragen werden

muss.
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1.1.5.8Leucin-Aminopeptidase

TOWNSEND und BLANKENSHIP (1987a) bestimmen mittels des semi-quantitativen ,API-
ZYM“-Testkits der Fa. Analytab Products das Enzymmuster von rohem und erhitztem M.
semimembranosus von Rind und Schwein und M. pectoralis major von Pute. Von den insge-
samt 19 auf diese Weise nachweisbaren Enzymen werden bei den nicht hitzebehandelten
Proben vom Rind 8, vom Schwein 11 und von der Pute 12 Enzyme manifest. Nach Erhitzen
der Proben auf 60°C sind nur noch 4, 3 und 9 dieser Enzyme nachweisbar. Da sich bei den
71,1°C-Proben nur noch im Falle der Leucin-Aminopeptidase von Rind und Pute eine sei es
auch nur minimale Restaktivitat nachweisen lasst, empfehlen die Autoren dieses Enzym als
Indikator einer ausreichenden Pasteurisation zu nutzen. In spateren Studien von TOWN-
SEND und BLANKENSHIP (1987b) lasst sich bei M. semimembranosus des Rindes, der auf
54, 60, 65 und 71,1°C erhitzt wird, lediglich bei den 65°C-Chargen noch eine schwache, mit
verlangerter Haltezeit noch weiter verringerte Restaktivitat von Leucin-Aminopeptidase fest-
stellen. Mit 0,9%-iger NaCl Lésung als Extraktionsmittel gelingt dies besser als mit Wasser.
Bei M. longissimus vom Schwein werden mdglicherweise infolge rascheren Erreichens der
vorgegebenen Kerntemperatur hdéhere Enzymaktivitaten nachgewiesen als beim Rind.
TOWNSEND und BLANKENSHIP (1988) teilen mit, dass sich bei pasteurisierten Produkten
des Handels unter bestimmten Voraussetzungen auch mit dem ,APIZYM*-System nachwei-

sen lasst, ob sie ausreichend erhitzt wurden.

1.1.5.9Laktatdehydrogenase

STALDER und Mitarb. (1991) uberprifen an den Suspensionen von 15 Muskeln weiblicher
und mannlicher Rinder unterschiedlichen Alters die Eignung von Laktatdehydrogenase
(LDH) als Leitenzym fir den Nachweis einer der Vorschrift der USDA-FSIS (1989) entspre-
chenden Erhitzung auf eine Kerntemperatur von 62,8°C. Das im Verhaltnis 1:10 in Wasser,
in 1,5-, 3- und 4,5%-iger Kochsalzlésung und in 0,3%-prozentiger Na-Tripolyphosphat-
Lésung suspendierte Probengut wird auf ein pH von jeweils 4,8, 5,6 und 6,4 gebracht und
anschliel®end auf 57, 60, 63 und 66°C erhitzt. Die Bestimmung der LDH-Aktivitat erfolgt am
homogenisierten und zentrifugierten Probengut durch photometrische Bestimmung von
NADH/H*, das beim enzymatischen Umsatz von Pyruvat zu Laktat zu NAD" oxidiert wird.
Wie sich beim rohen Probengut zeigt, kann die LDH-Aktivitat von Muskel zu Muskel je nach
Muskeltyp bis zum 5-fachen differieren. Mit Erreichen des 6. Lebensmonats beginnt sie an-

zusteigen. Die Hitzeresistenz von LDH wird durch NaCl und Phosphat bei allen pH-Werten
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verringert. Der hochste Aktivitatsverlust erfolgt bei pH 6,4 und je nach Muskel im Tempera-
turbereich von 60°C bis 63°C.

COLLINS und Mitarb. (1991a) prifen am M. semimembranosus und M. adductor des Rindes
den Einfluss einer Elektrostimulation, Kihllagerung, Frostung und Gefrierlagerung auf die
Hitzeinaktivierung von LDH durch ein 121 min langes Einwirken von 54,5°C im Kern und im
Vergleich hierzu den Einfluss der Erhitzung des Probengutes auf die Kerntemperatur 60,
62,8 und 65,6°C und der hierauf sofortigen Kiihlung des Probengutes auf Umgebungstempe-
ratur. Die Autoren stellen fest, dass sich die Ausgangsaktivitat der LDH durch die Erhitzung
auf 60, 63 und 66°C um 33,7, 77,1 und 96,5% verringert und der Quotient g von Enzymakti-
vitdt und Proteingehalt des Extraktes bis zur Schwelle von 60°C vergroRert, bei héherem
Erhitzen hingegen rapide verringert. COLLINS und Mitarb. (1991b) gehen bei Kochschinken
der Frage nach, inwieweit sich die Restaktivitat folgender Enzyme als Indikator einer geman
Vorschrift der USDA-FSIS (1989) vorgenommenen Erhitzung auf 68,9°C im Kern eignen
kénnte: Adenylat-Kinase, Aldolase, Aspartat-Aminotransferase, Citrat-Synthase, Kreatin-
Kinase, Glutamat-Oxalat-Transaminase, Isocitrat-Dehydrogenase, Malat-Dehydrogenase,
Pyruvat-Kinase, LDH. Wie die Ergebnisse beim nicht gepokelten Probengut zeigen, werden
die genannten Enzyme mit Ausnahme von LDH schon durch ein ledigliches Erhitzen auf nur
64,5°C weitestgehend inaktiviert. Die LDH-Restaktivitat der auf 65, 68 und 71°C im Kern
gebrachten und bei dieser Temperatur jeweils 8, 23 und 38 min lang gehaltenen Proben von
M. biceps femoris, M. rectus femoris, M. semimembranosus und M. semitendinosus hangt
nicht nur vom jeweiligen Hitzeregime ab, sondern auch von der anatomischen Provenienz
der Muskeln sowie von deren Vorbehandlung durch Kuhllagern, Frosten und Pokeln. Die
Haltezeit der Kerntemperatur hat auf die LDH-Restaktivitat zumal bei den 68°C- und 71°C-
Chargen geringere Auswirkung als die Temperaturhdhe. Als Leitenzym fir den Nachweis der
mikrobiologisch ausreichenden Erhitzung wird jedoch auch LDH fir nicht geeignet befunden,
da sich das Enzym bei gepdkeltem Schinken schon nach 23 min langem Einwirken von nur
63°C nicht mehr nachweisen lasst. WANG und Mitarb. (1996) erhitzen Frikadellen aus Rind-
fleisch durch Grillen auf eine Kerntemperatur von 63, 66, 68 und 71°C und bestimmen die
Restaktivitdt von LDH, Phosphoglycerat-Mutase (PGAM), Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH), Saurer Phosphatase (SP) und Triose-Phosphat-Isomerase (TPI).
Eine statistisch signifikante Unterscheidung der genannten Kerntemperaturen ist lediglich am
Kriterium der Restaktivitaten von LDH und TPl mdglich. Nach STALDER und Mitarb. (1997)
ermoglicht die LDH-Restaktivitat bei M. semimembranosus, M. longissimus und M. infraspi-
natus, die von Rindern unterschiedlichen Alters stammen und auf die Kerntemperatur von
57, 60, 63 und 66°C erhitzt werden, eine signifikante Unterscheidung der 60-, 63- und 66°C-
Chargen. Bei der Kerntemperatur 60°C hat eine Haltezeit von 12 min einen Aktivitatsverlust

von 50% zur Folge.
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Mit Salzlake perfundiertes Probengut weist geringere LDH-Restaktivitaten auf als die ohne
Kochsalzzusatz erhitzten Chargen. Die LDH-Aktivitdt und das LDH-Isoenzymmuster sind
sowohl vom Muskeltyp als auch vom Alter der Schlachttiere signifikant abhangig. Bei den
parallel durchgeflihrten in vitro-Studien Uber die Hitzeinaktivierung der LDH im Phosphatpuf-
fer-Extrakt zeigt sich, dass hierbei hdhere Restaktivitdten resultieren als beim Erhitzen des

Probengutes im Sttick.

1.1.5.10 Carbesterase

MATHIES (1966) entwickelt an Milch ein auch fir die Anwendung bei Fleisch und Fleischer-
zeugnissen empfohlenes Verfahren fir die Bestimmung der Esterase-Restaktivitat als Indika-
tor der ausreichenden Pasteurisation. Beispielsweise wird bei rohem Rindfleisch die Proben-
einwaage im Mérser zerrieben, in einem gréfieren Volumen von Aqua dest. suspendiert, die
Suspension mit Trispuffer auf pH 7,6 eingestellt und nach Zugabe von Indoxylacetat als
Substrat 15 min bei 25°C inkubiert. Das wahrend dessen entstehende Indigo wird mittels
einer Dimethylformamid-Chloroform-Lésung eluiert und spektralphotometrisch bestimmt. Als
eine moglicherweise nicht vernachlassigbare Fehlerquelle erachtet der Autor das Manko,
dass das Indigo aus dem suspendierten Probengut nicht quantitativ eluiert wird.

Fir den Nachweis der Intensitat einer vorausgegangenen Hitzeeinwirkung auf Fleisch und
Fleischerzeugnisse wird von PFEIFFER und Mitarb. (1969) ein Carbesterase-Test empfoh-
len, bei dem mit hochmolarem Citrat-Phosphat-Puffer von pH 6,6 gewonnenes Probenextrakt
nach Zugabe von Indoxylacetat 1 — 3 h bei 25°C inkubiert, anschlieBend mit N-Methyl-a-
pyrrolidon vermischt und nach hinreichendem Ausféllen des nicht Léslichen zentrifugiert
wird. Die Uberstehende Indigoldsung wird photometrisch gemessen. Gewerbeublich gepdkel-
ter M. supra spinam vom Schwein weist nach Pasteurisation bei F75 = 25 min noch deutliche
Restaktivitaten auf. Eine vollstandige Inaktivierung des Leitenzyms resultiert nach einer 15
min langen Einwirkung von 80°C. Eine ganz besondere Beachtung gewinnt der Esterase-
Test zum einen durch die Feststellung, dass selbst Briihwursterzeugnisse aus Freibank-
fleisch verarbeitenden Betrieben z.T. untragbar hohe beachtliche Esterase-Restaktivitaten
aufweisen kdnnen und dass zum anderen sehr schwache Restaktivitaten gelegentlich auch
noch bei ,high-short*-erhitzten Dosenwirstchen des Handels bestehen. GLATZL (1970) be-
stimmt die Carbesterase-Restaktivitat von Kochschinken des Handels sowie von M. supra
spinam vom Schwein, der — in Parallelansatzen nach Pdkelung — im Wasserbad von 76,5,
81,5 und 83,5°C in ca. 15, 20 und 25 min auf die Kerntemperatur von 75, 80 und 82°C ge-
bracht und dann unter flieRendem Leitungswasser sofort auf Zimmertemperatur gekuhlt wird.

Wahrend bei den 75°C-Ansatzen vom nicht gepokelten Probengut noch eine ausgepragtere
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Esterase-Restaktivitat besteht, trifft dies beim gepokelten Probengut nur abgeschwacht und
bei den 80°C-Ansatzen kaum noch zu. Die 82°C-Anséatze sind durchwegs negativ. Die mit-
tels des Carbesterase-Tests bei Kochschinken des Handels nachgewiesene Restaktivitat
weist eine groRe Streubreite auf. SINGRUN (1970) modifiziert den von PFEIFFER und Mi-
tarb. (1969) empfohlenen Carbesterase-Test dahingehend, dass das Probenextrakt aus der
Probensuspension abfiltriert, den Analysenanséatzen anstelle von Indoxylacetat als Substrat
1-Naphthylacetat zugesetzt, die Inkubation nach 60 min durch Inaktivieren des Enzymsres-
tes mit Ethanol beendet und das Spaltprodukt Naphthol flr die photometrische Bestimmung
mit Dibromchinonchlorimid in einen blauen Azofarbstoff Uberfiihrt wird. Bei M. supra spinam
vom Schwein, bei dem im Kern 80°C ca. 3 min lang einwirken, lasst sich mit dem Verfahren
eine im Grenzbereich der Nachweisbarkeit liegende, nach PFEIFFER (2002) jedoch auch
visuell noch als solche objektivierbare Restaktivitat nachweisen. Durch einen Zusatz von
Nitritpdkelsalz in einer Menge von zumindest 2,5% wird die Hitzeinaktivierung der Carbeste-
rase anscheinend leicht beschleunigt. Bei 20 Schlachtschweinen entnommener, gewolfter
und mit 2,3% NaCl vermengter M. supra spinam weist nach jeweils ca. 3 min langem Einwir-

ken von 80°C relativ konstante Restaktivitaten von Eg; = 0,065 — 0,110 auf.

PFEIFFER und Mitarb. (1970) erweitern den Carbesterase-Test in der Modifikation fur Indo-
xylacetat durch Verwendung von Indoxylbutyrat als Substrat und stellen an roher Muskulatur
von Schwein und Rind fest, dass der Gehalt an unspezifischer Esterase selbst innerhalb ei-
nes Muskels von Partie zu Partie erheblich differieren kann, dass myoglobinreichere Muskeln
offenbar héhere Gehalte aufweisen als myoglobinarmere und dass die Esterase-Aktivitat von
rohem Speck durchschnittlich doppelt so hoch liegt wie bei rohem Skelettmuskelfleisch.
Kochsalzgehalte von bis zu 4% bewirken bei Skelettmuskelfleisch eine meist deutliche Ver-
zbgerung der Hitzeinaktivierung. Bei Bruhwurst unterschiedlicher Rezeptur, die in Dosen
abgefiillt, im Wasserbad von 85 und 95°C auf 80 und 85°C im Kern erhitzt, dann sofort ge-
kihlt und z.T. im unmittelbaren Anschluss, z.T. erst nach 3 Monate langer Lagerung bei
Zimmertemperatur untersucht wird, zeigt sich, dass nicht irreversibel denaturierte Carbeste-
rase offenbar zumindest zu einem bestimmten Teil reaktiviert werden kann. Die Autoren stel-
len auf dieser Basis fest, dass eine Brihwurstkonserve dann als nicht ausreichend erhitzt zu
beurteilen ist, wenn sie am Tag der Herstellung eine Restaktivitat der Extinktion Eyxa > 0,015
bzw. E|x > 0,000 aufweist und nach einer mehrwdchigen Lagerung eine Restaktivitat von Eya
> 0,060 bzw. Ej5 > 0,020.

Aufgrund einer sehr langjahrigen Erprobung des Carbesterase-Tests an einem sehr breiten
Spektrum von parallel zum Carbesterase-Test routinegemaf auch mikrobiologisch validierter
Erzeugnisse aus einsehbarer Produktion haben sich fir PFEIFFER (2002) eine Vielzahl von

Erfahrung ergeben, die beziiglich der Festsetzung und Validitat von Grenzwerten auch in der



B Schrifttum 44

Perspektive einer potentiellen Reaktivierung von unvollstandig inaktivierter Esterase zu fol-
genden Feststellungen fuhren:

Fleischerzeugnisse — wie schiere Bratenstlcke, Buletten, Kochschinken oder Brihwurst vom
Typ einer Kalbfleischwurst, Jagdwurst oder eines Bierschinkens — sind statistisch als ,mit
héherer Wahrscheinlichkeit nicht ausreichend pasteurisiert® zu beurteilen, wenn mit NA und
NB unter den jeweiligen Testbedingungen die Extinktion Egq7 = 0,090 bzw. mit IA und IB die
Extinktion Eg47 = 0,030 resultiert. Nach den Ergebnissen von PFEIFFER und Mit. (1970) so-
wie nach allen spateren Erfahrungen von PFEIFFER (2002) an Probengut sehr vielfaltiger
Art ist der reaktivierbare Teil von hitzedenaturierter Esterase so gering, dass sich selbst im
Verlaufe einer langeren Lagerung nur eine den genannten Grenzwerten auch schon unmit-
telbar nach der Hitzebehandlung nahekommende Restaktivitat von Eyxa = 0,050 auf eine
Restaktivitat von Eya < 0,120 erhohen kann.

Einen Anlass zu gravierenderen Bedenken beziiglich einer hinlanglichen Inaktivierung insbe-
sondere der pathogenen vegetativen Mikroflora geben nach PFEIFFER (2002) bei den sehr
konservativ festgesetzten Grenzwerten selbst Restaktivitdten von Eya = 0,120 bis 0,150
nicht, sofern folgende Voraussetzungen erfillt sind: Die Rezeptur der betreffende Probe darf
hinsichtlich ihrer Rezeptur vom Brauch des reellen Gewerbes nicht extrem abweichen. Die
mikrobielle Belastung des Rohproduktes darf die obere Grenze des Streubereichs der ge-
werblichen Norm nicht zu weit Uberschreiten. Die Probe darf nach der Pasteurisation nicht
rekontaminiert worden sein. Die Kihlkette wahrend der Lagerung der Probe fir die Kommis-
sionierung und den Verkauf darf nicht in einem hygienisch bedenklicheren MalRe unterbro-

chen worden sein.

Nach HOTTENROTH (1974) bestehen bei handelslblich sterilisierten Produkten des Typs
Corned Beef, Gulasch, Blutwurst und Leberwurst keine mit Indoxylacetat nachweisbaren
Carbesterase-Aktivitaten, und zwar auch nicht nach einer langeren Lagerung. BREHMER
und FORSCHNER (1974) vereinfachen den Carbesterase-Test flr Leber- und Brihwirste
zur Tupfelplatten-Probe, bei der das Probengut lediglich zerdriickt, mit Citrat-Phosphat-
Puffer Gberschichtet und nach Zugabe von Naphtylacetat 30 min bei Zimmertemperatur in-
kubiert wird. Nach anschlieRendem Zusatz von Dibromchinonchlorimid tritt bei den im Kern
auf 70 bis 80°C erhitzten Modellproben eine hinsichtlich ihrer Intensitat mit der Intensitat der
Hitzebehandlung korrespondierende Blaufarbung auf. Anhaltspunkte flir eine Reaktivierung
der Carbesterase werden auch nach einer 12 — 14 Tage langen Kihllagerung der Proben
nicht manifest.

SIEBENLIST (1992) bestimmt mittels des Esterase-Tests und mit Naphthylacetat und
Naphthylbutyrat sowie Indoxylacetat und Indoxylbutyrat als Substrat die Restaktivitat von

Muskulatur, Fettgewebe, Niere und Leber von Schwein und Rind vor und nach einem 5 min
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langen Einwirken von 80°C im Kern, von Leberwurst-Modellbraten unterschiedlicher Rezep-
tur vor und nach einem 10 min langen Einwirken von 80°C im Kern und von 57 Leberwirsten
des Handels. Leber und Niere weisen beim rohen Probengut die mit Abstand héchsten Akti-
vitaten auf. Die Carbesterase-Aktivitaten der rohen Modellbrate hangen so zwar v.a. vom
Lebergehalt ab, durch die Pasteurisation wird jedoch der Einfluss unterschiedlicher Leberan-
teile aufgrund der Hitzelabilitat des weitaus grofiten Teils der Isozyme weitestgehend aufge-
hoben. Die Feststellung, dass die Indoxylester als Substrate gegentber den beiden Naphthy-
lestern keine wichtigeren Zusatzinformationen liefern, fihrt zur Empfehlung, den Carbestera-
se-Test bei Leberwurst auf die beiden Naphthylester abzustellen und als Grenzwerte einer
ausreichenden Erhitzung Restaktivitaten von Eya < 0,090 und Eyg < 0,390 zugrunde zu le-

gen.

2 Zu den wichtigsten Besonderheiten von Carboxylesterase (EC 3.1.1.1) sive Car-

besterase als Leitenzym des Esterase-Tests

Die Klassifizierung der International Union of Biochemistry (IUB) unterteilt die Enzyme seit
1961 in die Hauptklassen 1. Oxidoreduktasen, 2. Transferasen, 3. Hydrolasen, 4. Lyasen, 5.
Isomerasen und 6. Ligasen und identifiziert sie ihrer Unterklasse und Subunterklasse ent-
sprechend mit einer seriellen Kennnummer. Die Kennnummer ,EC-Nr. 3.1.1.1% von Carboxy-
lesterase ergibt sich so aus der Zugehdrigkeit des Enzyms zur Hauptklasse der Hydrolasen,
zur Unterklasse der Esterbindungen spaltenden Hydrolasen und zur Subunterklasse der
Carboxylester-Hydrolasen, in der es an erster Stelle steht. Nach LUPPA und ANDRA (1983)
sind die Carboxylester-Hydrolasen meist nicht nur zur Hydrolyse, sondern auch zur Synthese
von Carboxylestern geeignet und katalysieren so Reaktionen der Gleichung

RCOOR' + H,0 «+» RCOOH + R'OH.

Neben der IUB-Klassifikation existieren nicht immer eindeutige historische, fir das Verstand-
nis des alteren Schrifttums nichtsdestoweniger relevante Einteilungen. ALDRIGE (1953a;
1953b) unterteilt die Carboxylester-Hydrolasen nach ihrem Verhalten gegeniber Orga-
nophosphatinhibitoren wie Diethyl-4-nitrophenylphosphat ( = Paraoxon, E 600) in 2 Gruppen:
Bei den A-Esterasen handelt es sich um Arylesterasen der aktuellen Klassifizierung EC
3.1.1.2, die hauptsachlich Aromatische Ester und unter diesen bevorzugt Acetylester hydro-
lysieren. Die A-Esterasen werden durch Organophosphate nicht nur nicht gehemmt, sondern
hydrolisieren diese als Substrat. Als Inhibitoren wirken Sulfhydryl-Gruppen enthaltende Ver-
bindungen. Die B-Esterasen sind Enzyme der Klassifizierung EC 3.1.1.1, die bevorzugt kurz-

kettige aliphatische und aromatische Butyrylester hydrolisieren, relativ unempfindlich gegen
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Sulfhydryl-Gruppen sind und vorwiegend als Desmo-Esterasen vorliegen. Carboxylesterasen
dieser Gruppe werden durch Organophosphate gehemmt, weil sie diese kovalent an das
Serin des aktiven Zentrums binden. B-Esterasen, zu denen nach EINARSSON und Mitarb.
(1996) auch Acetylcholinesterase (EC 3.1.1.7) und Cholinesterase (EC 3.1.1.8) zahlen, wer-
den im alteren Schrifttum auch als Unspezifische Esterasen, Carbesterasen, Aliesterasen
und Serinhydrolasen bezeichnet. LUPPA und ANDRA (1983) teilen mit, dass haufig unter
Carboxylesterase auch Arylesterase und die als C-Esterase bezeichnete Acetylesterase ver-
standen wird.

ALDRIDGE (1953a,b), COATES und Mitarb. (1975), sowie LUPPA und ANDRA (1983) ge-
hen davon aus, dass C-Esterasen aromatische und aliphatische Acetylester spalten und
durch Eserin, Organophosphate und Sulfhydryl-Gruppen nicht gehemmt werden. Esterasen
werden nicht nur nach Substrat- und Inhibitorspezifitat, elektrophoretischer Mobilitat und Ver-
teilung im Gewebe unterschieden, sondern auch an molekularbiologischen, insbesondere
genetischen Merkmalen. So teilen DEIMLING und WIENKER (1992) mit, dass bei den 12
Carboxylesterase-Isozymen der Maus bereits mehr als 80 genetisch unterschiedliche Allele

der sogenannten Chromosom-8-Esterasen bekannt und benannt sind.

Lipasen und Esterasen unterscheiden sich nach SARDA und DESNUELLE (1958) dadurch,
dass Lipasen ihre maximale Aktivitat erst durch Ubersattigung einer Ol-in-Wasser-Emulsion
und den daraus resultierenden Anstieg der Wasser-Lipid-Grenzschichten erreichen, woge-
gen Esterasen schon bei sehr niedriger Konzentration der Ol-Phase und ohne Aktivitat stei-
gernden Einfluss einer Grenzflachenzunahme ihre maximale Aktivitat erreichen. TSUJITA
und Mitarb. (1988) unterteilen die Carboxylester-Hydrolasen in Esterasen, deren Aktivitat bei
steigendem Ol-Anteil hyperbol zunimmt, und in Esterasen, deren Aktivitat sich bei steigen-

dem Ol-Anteil erheblich verringert.

2.1  Zur Reaktionskinetik und geweblichen Verteilung

Carboxylesterase wird im Schrifttum mit einer héchst verwirrenden Vielfalt teils unterschied-
lichster Bezeichnungen benannt, und zwar nach IKEDA (1977) nach ihrer Substratspezifitat,
nach MENTLEIN und Mitarb. (1980, 1984) auch nach ihrem isoelektrischen Punkt und weite-
ren Kriterien und nach DEIMLING und WIENKER (1992) nach den codierenden Genloci.

Synonyme: Ali-Esterase, B-Esterase, Monobutyrase, Cocaine esterase, Procaine esterase,
Methylbutyrase, Vitamin A esterase, Butyryl esterase, Carboxyesterase, Carboxylate estera-
se, Carboxylic esterase, Serine esterase, Methylbutyrate esterase, Triacetin esterase, Buty-

rate esterase, Carboxylic acid esterase, Alpha-Carboxylesterase, Carboxyl ester hydrolase,
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Propionyl esterase, Albumin-Esterase, Nonspecific carboxylesterase, Esterase D, Esterase
B, Esterase A.

COATES und Mitarb. (1975) und OTTO und Mitarb. (1981) flhren dieses ,Durcheinander®
darauf zuruick, dass sich die enzymkinetischen und molekularen Eigenschaften der Enzyme
sehr stark Uberschneiden, SCHOMBURG und SALZMANN (1991) und die ENZYME NO-
MENCLATURE (1992) auf die geringe Substratspezifitdt der Enzymgruppe. Von KRISCH
(1971), HEYMANN (1980) und MENTLEIN und Mitarb. (1984) wird moniert, dass die No-

menklatur der Carboxylesterasen bis heute nicht zufrieden stellt.

Katalysierte Reaktion
Carboxylesterasen wirken, wie von KRISCH (1971) und STOOPS und Mitarb. (1975) berich-

tet wird, vor allem hydrolytisch. Bei den Substraten handelt es sich um ein weites Spektrum

von Carbonsaureestern, Thiolestern und einigen aromatischen Amiden. Aliphatische und
aromatische Ester mit kurzerem Fettsdureanteil werden nach ALDRIDGE und REINER
(1972), SOBEK und GORISCH (1988), GAUSTAD und Mitarb. (1991) sowie LITH und Mitarb
(1993) bevorzugt gespalten. KRISCH (1971) und MENTLEIN (1980) teilen mit, dass Carbo-
xylesterasen auch die Transacylierung von Gruppen auf nucleophile Akzeptoren katalysie-

ren.

Lokalisation der Carboxylesterase
Carboxylesterase (EC 3.1.1.1) ist, wie ARNDT und Mitarb. (1973) berichten, in faktisch jeder

lebenden Zelle in einer Vielzahl von primaren wie sekundaren Isozymen vorhanden, die sich

nicht nur hinsichtlich ihrer Kinetik und ihrer Reaktivitat gegentiber den verschiedenen Sub-
straten und Inhibitoren von einander unterscheiden, sondern auch bezuglich ihres Synthese-

ortes, ihrer geweblichen und intrazellularen Verteilung und der Lokalisation der Isozyme.

Die gewebliche Verteilung von Carboxylesterase ist sehr vielfaltig untersucht.

Nach KRISCH (1971), LUPPA und ANDRA (1983) und LITH (1993) sind Carboxylesterasen
bei den Saugetieren als gut I6sliche Lyoesterasen oder als schwer l6sliche bzw. strukturge-
bundene Desmoesterasen spezies- und organspezifisch vor allem in Leber, Niere, Duode-
num, Hoden, Blutserum, Blutplasma und Gehirn nachzuweisen. COATES und Mitarb. (1975)
weisen beim Menschen 5 Butyrylesterasen nach, die in unterschiedlicher Verteilung in Leber,
Niere, Herz, Skelettmuskel, Gastrointestinaltrakt, Milz, Fettgewebe, Lunge, Gehirn, Hoden,
Eierstocke, Plazenta, Leukozyten, Erythrozyten, Lymphgefale, Fibroblasten und Retina ent-
halten sind. TSUJITA und Mitarb. (1988) finden Carboxylesterase bei der Ratte vor allem in

der Leber, darliber hinaus — mit abnehmender Aktivitdt — auch im Fettgewebe, Diinndarm
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und Hoden, in Lunge und Nieren sowie im Magen, Blutserum, Herzmuskel, Gehirn und in der
Milz. KIRKEBY und Mitarb. (1990) teilen mit, dass bei der Maus die Aktivitdt von Carboxy-
lesterasen der Skelettmuskulatur mit deren Gehalt an Mitochondrien und mit dem oxidativen
Metabolismus korreliert ist. Beim Huhn besteht die nach QUIN-WEI und XUE (1991) in Herz-
und Skelettmuskulatur, Leber, Lunge, Niere, Hoden und Hirnrinde durch isoelektrischer Ge-
lelektrophorese differenzierbare Carboxylesterase aus bis zu 50 Isozymen. Hinsichtlich der
Isozymmuster und der Isozym-Aktivitaten konnen nicht nur zwischen den verschiedenen
Geweben, sondern auch zwischen verschiedenen Bezirken desselben Muskels erhebliche

Unterschiede bestehen.

Hinsichtlich der intrazellularen Verteilung der Carboxylesterase wird im Schrifttum folgen-
des berichtet:

Die hochste Carboxylesterase-Aktivitat weist nach KRISCH (1971), JUNGE und Mitarb.
(1974) und TSUJITA und Mitarb. (1988) die durch Dispergieren des Endoplasmatischen Re-
tikulums darstellbare mikrosomale Fraktion insbesondere der Leber auf. IKEDA und Mitarb.
(1977) teilen mit, dass ca. 40% der Carboxylesterase-Aktivitadt der Rattenleber in der mikro-
somalen Fraktion lokalisiert sind. Von MENTLEIN und Mitarb. (1980) werden in den Mikro-
somen der Rattenleber mehr als 20 verschiedene Serin-Hydrolasen nachgewiesen. HEY-
MANN (1980) berichtet, dass Mikrosomen haufig an ihrer auferen Oberflache hohe Carbo-
xylesterase-Aktivitat aufweisen. BEAUFAY und Mitarab. (1974), GRATZL und Mitarb. (1975),
RAFTELL und Mitarb. (1977), MENTLEIN (1984) und HARANO und Mitarb. (1988) geben
bekannt, dass Carboxylesterase im rauen und im glatten Endoplasmatischen Retikulum so-
wohl luminal als auch zum Cytoplasma hin lokalisiert sein kann. Nach HARANO und Mitarb.
(1988) ist bei der Maus Carboxylesterase E1 des Endoplasmatischen Retikulums der Leber
intrazisternal lokalisiert und weder in der Golgi-Fraktion noch im Serum nachweisbar. LITH
und Mitarb. (1989) stellen fest, dass beim Kaninchen 38% bis 52% der Carboxylesterase-
ES-1A-Gesamtaktivitat der Leberzelle mikrosomalen Ursprungs sind.

Hohe Carboxylesterase-Aktivitat finden IKEDA und Mitarb. (1977) in den Lysosomen der
Rattenleber. Nach TANAKA und Mitarb. (1987) liegt die lysosomale Carboxylesterase der
Kaninchenleber im Gegensatz zum mikrosomalen Enzym ungebunden vor. Von LITH und
Mitarb. (1989) wird berichtet, dass 12 bis 14% der Carboxylesterase-ES-1A-Aktivitat der Le-
berzelle des Kaninchens in den Lysosomen enthalten ist. KIRKEBY und Mitarb. (1990) loka-
lisieren Carboxylesterase der Skelettmuskulatur der Ratte neben anderen Zellkompartimen-
ten auch in den Lysosomen.

An Mitochondrien gebundene Esterase macht nach KOEPPEN und Mitarb. (1969) bei der
Ratte zumindest 12% der Aktivitat der unspezifischen Esterase des Gehirns aus. JUNGE

und Mitarb. (1974) teilen mit, dass die Lyoesterase der Mitochondrien der menschlichen Le-
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berzelle an deren Gesamtaktivitat lediglich geringen Anteil hat. Dies gilt nach IKEDA und
Mitarb. (1977) auch bei Rattenleber. KIRKEBY und Mitarb. (1990) teilen mit, dass mito-
chondriale Carboxylesterase der Skelettmuskulatur der Ratte locker gebunden und nicht in
jedem Mitochondrium vorhanden ist.

Im Cytoplasma der menschlichen Leberzelle enthaltenen Carboxylesterase hat nach JUNGE
und Mitarb. (1974) an der heparozellularen Gesamtaktivitat nur einen geringen Anteil. Von
AXENFORS und Mitarb. (1979) wird Carboxylesterase im Cytoplasma von Erythrocyten des
Menschen, von KIRKEBY und Mitarb. (1990) im Sarkoplasma von Skelettmuskulatur der
Ratte nachgewiesen. Bei der Lunge der Ratte bestehen nach GAUSTAD und Mitarb. (1991)
die héchsten Aktivitaten an Carboxylesterase im Gegensatz zur Leber im Cytosol.

Im Zellkern der menschlichen Leberzelle wird Carboxylesterase von JUNGE und Mitarb.
(1974), bei der Ratte von IKEDA und Mitarb. (1977) nachgewiesen.

DREXLER und Mitarb. (1985) berichten darliber hinaus tber das Vorkommen von Carboxy-
lesterasen auf der Ektomembran von Monocyten des Menschen, HARANO und Mitarb.
(1988) im Serum und der Golgi-Fraktion der Leber der Ratte und KIRKEBY und Mitarb.
(1990) in Fetttropfchen der Skelettmuskulatur der Ratte.

LUPPA und ANDRA (1983) teilen mit, dass die Esterase-Aktivitdt des Endoplasmatischen
Retikulums, Perinuclearbereichs und des Cytoplasmas vorwiegend auf B-Esterasen, diejeni-
ge des Golgi-Apparates, der Mitochondrien und der Lysosomen dagegen auf Paraoxon-
resistenten unspezifischen Esterasen beruht. Nach KIRKEBY und Mitarb. (1988) ist die Este-
rase-Aktivitdt der Muskelfasern mit der Aktivitdt der Succinat-Dehydrogenase direkt korre-

liert.

Physikochemische und enzymatische Eigenschaften der Carboxylesterase
Carboxylesterase besteht nach SCHOMBURG und SALZMANN (1991)aus 1 bis 4 Unterein-

heiten und weist Molekulargewichte auf, die je nach Bestimmungsmethode, Spezies und

Isozym 38 bis 360 kDa betragen.

Das Molekulargewicht von Carboxylesterase der menschlichen Leber betragt nach JUNGE
und Mitarb. (1974) bei Bestimmung durch Gelfiltration 181 kDa, bei Bestimmung durch SDS-
PAGE 61 kDa. Als Monomer weist Carboxylesterase der menschlichen Leber gelchroma-
tographisch nach COATES und Mitarb. (1976) ein Molekulargewicht von 20 kDa auf, nach
KLEINGEIST und Mitarb. (1998) als Polymer von 170 kDa und als Monomer von 59 kDa.
AXENFORS und Mitarb. (1979) sowie HOJRING und Mitarb. (1988) teilen mit, dass Carbo-
xylesterase der Erythrozyten des Menschen ein Molekulargewicht von 320 kDa und 4 Unter-
einheiten aufweist.

IKEDA und Mitarb. (1977) isolieren aus den Mikrosomen der Rattenleber 2 Isozyme, deren
durch Gelfiltration bzw. SDS-PAGE bestimmtes Molekulargewicht bei 70 und 160 kDa bzw.
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70 und 80 kDa liegt. MENTLEIN und Mitarb. (1980) geben bekannt, dass Carboxylesterase
pl 6 der Rattenleber nach Ergebnis der Gelffiltration und SDS-PAGE ein Molekulargewicht
von 180 kDa, die Untereinheiten von 68 kDa aufweisen. MENTLEIN und Mitarb. (1984) stel-
len gelchromatographisch fest, dass Rattenleber 5 Serinhydrolasen enthalt, deren Moleku-
largewichte 58 bis 61 kDa betragen. Nach HARANO und Mitarb (1988) ist das Molgewicht
der identisch trimeren C1-Esterase der Leber 175 kDa. Nach LITH und Mitarb. (1989) bzw.
FONNUM und Mitarb. (1985) betragen die Molgewichte einer ebenfalls trimeren Lebereste-
rase gelchromatographisch 183 bzw. 180 kDa, diejenigen der Untereinheiten bei Bestim-
mung durch SDS-PAGE 63 bzw. 60 kDa.

SCHMITT (1980) weist in der Lunge der Ratte eine monomere unspezifische Esterase von
48 kDa nach, OEHM und Mitarb. (1982) bei Lungenesterase 6A°®ein Molgewicht von 178 kDa
und bei deren Trimeren von 60 kDa. Ebenfalls durch Gelelektrophorese und SDS-PAGE
weisen GAUSTAD und Mitarb. (1991) in der Rattenlunge eine trimere gleichgewichtige Car-
boxylesterase von 180 kDa nach.

ARNDT und Mitarb (1973) teilen mit, dass es sich bei Carboxylesterase der Muskelzelle der
Ratte nach Ergebnis der analytischen Ultrazentrifugation und der SDS-PAGE um ein Trimer
von 177 kDa bzw. jeweils 61 kDa handelt.

GOPPINGER und Mitarb. (1978) weisen bei Rattenniere gelchromatographisch die monome-
re Carboxylesterase 9A mit einem Molekulargewicht von 51 kDa nach, LEXOW und Mitarb.
(1980) eine Carboxylesterase von 56 kDa und TSUJITA und Mitarb. (1988) von 60 kDa.
Rattenplasma enthalt nach LITH und Mitarb. (1993) die Esterase ES-1A von 59 kDa. ALEX-
SON und Mitarb. (1994) stellen lonenaustausch-chromatographisch fest, dass das Moleku-
largewicht von Serum-Carboxylesterase der Ratte 70 kDa betragt, das von OTTO und Mi-
tarb. (1981) durch SDS-PAGE bestimmte Molekulargewicht der monomeren Esterase F1 75
kDa.

Das von GOULLET und Mitarb. (1984) durch Gelfiltration bestimmte Molekulargewicht einer
Carboxylesterase aus E. coli betragt 57 kDa. SOBEK und GORISCH (1988) teilen mit, dass
Sulfolobus acidocaldarius Carboxylesterasen des Molgewichtes 117 bis 128 kDa (Geffiltrati-
on) und Untereinheiten von 32 kDa (SDS-PAGE) produziert.

Dass es sich bei den Carboxylesterasen sehr oft um Glykoproteine handelt, wird mittels
Neuraminidase von ARNDT und Mitarb. (1973), GOPPINGER und Mitarb. (1978), AXEN-
FORS und Mitarb. (1979), OTTO und Mitarb. (1981), OEHM und Mitarb. (1982), MENTLEIN
und Mitarb. (1984), HARANO und Mitarb. (1988), LITH und Mitarb. (1989) und KRISHNA-
SAMY und Mitarb. (1998) nachgewiesen.
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Das pH-Optimum der Carboxylesterase-Isozyme ist nach SCHOMBURG und SALZMANN
(1991), GOPPINGER und Mitarb. (1978), SCHMITT (1980), OTTO und Mitarb. (1981),
OEHM und Mitarb. (1982), TANAKA und Mitarb. (1987), SOBEK und GORISCH, (1988),
TSUJITA und Mitarb. (1988) und LITH und Mitarb. (1993) vom Substrat abhangig und liegt
meist bei pH 6 bis 9.

Der Isoelektrische Punkt der Carboxylesterasen liegt je nach Isozym und Spezies bei pH
3,9 bis 8,7. Berichtet wird dies neben anderen von ARNDT und Mitarb. (1973), COATES und
Mitarb. (1976), IKEDA und Mitarb. (1977), GOPPINGER und Mitarb. (1978), AXENFORS
und Mitarb. (1979), LEXOW und Mitarb. (1980), SCHMITT (1980), OTTO und Mitarb. (1981),
FONNUM und Mitarb. (1985), HARANO und Mitarb. (1988), HOJRING und Mitarb. (1988),
SOBEK und GORISCH (1988), TSUJITA und Mitarb. (1988), KETTERMANN und Mitarb.
(1989), LITH und Mitarb. (1989), GAUSTAD und Mitarb. (1991), LITH und Mitarb. (1993).

Die Temperaturstabilitdt von Carboxylesterase kann in Abhangigkeit von der Spezies nach
SCHOMBURG und SALZMANN (1991) sehr stark differieren.

GOULLET und Mitarb. (1984) teilen mit, dass die Carboxylesterase-Aktivitat von Escherichia
coli durch ein 10 min langes Einwirken von 60, 65 bzw. 70°C um 0%, 50% bzw. 100% ab-
nimmt. MURAKAWA und Mitarb. (1987) berichten, dass eine Enzyminaktivierung — wie bei
bestimmten Isozymen etwa von Emericella unguis — auch schon bei Temperaturen > 30°C
eintreten kann. Gereinigte Carboxylesterase der Kaninchenleber verliert nach TANAKA und
Mitarb. (1987) etwa 90% ihrer Aktivitdt schon durch ein 3 min langes Einwirken von 60°C,
hingegen Carboxylesterase des Bakteriums Sulfolobus acidocaldarius nach SOBEK und
GORISCH (1988) selbst nach 60 min langer Einwirkung von 90 bzw. 100°C lediglich 8%
bzw. 50% und Plasmaesterase der Ratte nach LITH und Mitarb. (1993) bei 55°C in 25 min
24% und bei 65°C in 7 min 88%.

Die Michaelis-Menten-Konstante hangt nach SCHOMBURG und SALZMANN (1991) sehr
stark vom Isoenzym, Substrat und von den Testbedingungen ab und liegt zwischen 0,0013
mM bei p-Nitrophenylacetat und 4,9 mM bei Butyrylthiocholin.

GOULLET und Mitarb. (1984) ermitteln bei Carboxylesterase von E. coli mit 1-
Naphthylacetat eine K,,-Konzentrationen von 0,032 bis 1 mM, HOJRING und Mitarb. (1988)
bei Carboxylesterase menschlicher Erythrozyten mit 1-Naphthylbutyrat von 7,6 uM. Substra-
te, deren Fettsdure aus mehr als 5 C-Atomen besteht, weisen nach SOBEK und GORISCH
(1988) und LITH und Mitarb. (1993) héhere K,-Werte auf, als Substrate mit kirzerkettigen

Fettsauren.
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Physiologische Bedeutung der Carboxylesterase

Die physiologische Bedeutung von Carboxylesterase ist bislang noch nicht zufriedenstellend
geklart, da sich deren Substratspezifitdt wie im Falle der Carboxylesterase (EC 3.1.1.1), Ace-
tycholinesterase (EC 3.1.1.7), Cholesterolesterase (EC 3.1.1.13) und Butyrylcholinesterase
(EC 3.1.1.8) weithin Uberschneidet. Nachdem jedoch die meisten Substrate im Intermediar-
stoffwechsel nicht vorkommen, gehen LEITES (1963), KRISCH (1971), COATES und Mitarb.
(1975), MENTLEIN (1980), BOCKING und DEIMLING (1982), HEYMANN (1982), OEHM
und Mitarb. (1982), MENTLEIN und Mitarb. (1985), ALDRIDGE (1993), ALEXSON und Mi-
tarb. (1994), SATOH und HOSOKAWA (1995) und SOGORB und Mitarb. (1996) von der
Hypothese aus, dass Carboxylesterase dem Fettstoffwechsel und der Entgiftung insbeson-
dere von Xenobiotika dient. Diese Annahme sehen BRANDT und Mitarb. (1980) dadurch
gestutzt, dass Versuchstiere selbst bei einer 90-%igen Hemmung der Leberesterasen keinen
Schaden nehmen. BOSKOVIC (1979), FONNUM und STERRI (1981), STERRI und Mitarb.
(1981), CLEMENT (1984), FONNUM und Mitarb. (1984), AAS und Mitarb. (1985) und FON-
NUM (1985) geben bekannt, dass Carboxylesterasen als sogenannte ,Scavanger” toxische
Organophosphor-Verbindungen wie Soman (Methylfluorphosphorsaurepinalkolylester) oder
Sarin (Methylflouorphosphorséaureisopropylester) unter Verlust ihrer Aktivitat binden und so
zur Detoxifikation beitragen. Bei neuromuskularen Erkrankungen andert sich die Aktivitat der
Carboxylesterasen nach KAR und PEARSON (1978), KAR und PEARSON (1979), BIANCHI
und Mitarb. (1982), KIRKEBY und MOE (1987) und KIRKEBY und Mitarb. (1989) auch quali-
tativ.

Carboxylesterase des menschlichen Foetus unterscheidet sich nach COATES und Mitarb.
(1975) qualitativ und quantitativ von derjenigen des Erwachsenen. Nach FONNUN und Mi-
tarb. (1985) ist Carboxylesterase-Aktivitat auch geschlechtsabhangig.

DREXLER und Mitarb. (1985) stellen fest, dass menschliche T-Zellen je nach Differenzie-
rungsgrad unterschiedliche Isozymmuster aufweisen.

KRISHNASAMY und Mitarb. (1998) identifizieren sog. ,surfactant convertase“ als eine Car-
boxylesterase, die an der Umsetzung der Lammellar-Korperchen in der Stabilitat der Lun-
genblaschen dienendes Tubulares Myelin beteiligt ist. Sollte diese Feststellung bestatigt
werden, ware dies die erste Carboxylesterase von erwiesener physiologischer Funktion. Dies
durfte — zum zweiten — auch fir die Retinylesterhydrolase der Leber des Menschen und des
Schweins gelten, bei der es sich nach SCHINDLER und Mitarb. (1998) um eine Carboxy-
lesterhydrolase handelt, die durch Freisetzung von Retinol in der Leber die Plasma-Vitamin-

A-Homoostase gewahrleistet.
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Substrate

Carboxylesterase sive Unspezifische Esterase hydrolisiert eine Vielzahl von Carboxylestern.
Da eine enge Prazisierung des Enzyms aufgrund dessen geringer Substratspezifitat nicht
maoglich ist, soll nachstehend lediglich die nach SCHOMBURG und SALZMANN (1991) und
ENZYME NOMENCLATURE (1992) bislang am haufigsten verwendeten Substrate in engli-
scher Bezeichnung benannt sein: Phenylthioacetate, p-nitrophenylvalerate, p-
nitrophenylacetate, phenylthiopropionate, phenylthiobutyrate, phenylthiovalerate, phenylthi-
oisobutyrate, o-nitrophenylacetate, o-nitrophenylpropionate, o-nitrophenylbutyrate, m-
nitrophenylbutyrate, p-nitrophenylbutyrate, phenylbutyrate, ethylbutyrate, butylbutyrate, me-
thyumbelliferyl — acetate, alpha-naphtyl butyrate, alpha-naphtyl acetate, bis(2-
ethylhexyl)phthalate, indoxyl acetate, indoxyl butyrate.

Inhibitoren

SCHOMBURG und SALZMANN (1991) sowie ENZYME NOMENCLATURE (1992) nennen
folgende zweckmafigerweise in ihrer englischen Bezeichnung benannten Stoffe: N-
Ethylmaleimide; p-Chloromercuribenzoate, HgCl,, lodoacetate, Phenylmethylsulfonyl fluori-
de, Diethyl p-nitrophenyl phosphate, Diisopropyl fluorophosphate, 5,5-Dithiobis(2-
nitrobenzoate), Organophosphates, Aldicarb, Carbaryl, Eserine, Trichlorfon, Zn?*, Bis(p-
nitrophenyl)phosphate, Cd?*, Mipafox, F, Physostigmine, p-Hydroxymercuribenzoate, 2-

Chloromercuri-4-nitrophenol, Aniline, Paraoxon, AgNO;.

2.2 Zu den tierartlichen Gegebenheiten

Von besonderem Interesse sind im Rahmen dieser Arbeit die Eigenschaften von Carbeste-

rase derjenigen Tiere, von denen Fleisch im Sinne der FleischhygieneV (§4) gewonnen wird.

2.2.1 Geflugel

Die im Schrifttum referierten Untersuchungen Uber Carboxylesterase des Geflligels erstre-
cken sich bislang auf das Huhn, und zwar wie bei Rind, Schwein, Pferd und Schaf meist tUber
die Isozyme der Leber.

AUGUSTEYN und Mitarb. (1969) bestimmen die Aminosaurenzusammensetzung des akti-
ven Zentrums Carboxylesterase der Leber von Schwein, Schaf, Rind und Huhn. Wahrend
Schwein und Schaf eine identische Sequenz von 8 Aminosauren aufweisen, ist beim Huhn
und Rind jeweils eine dieser Aminosauren substituiert. SCOTT und ZERNER (1975) stellen
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hinsichtlich der Aminosaurenzusammensetzung von Carboxylesterase der Leber von Rind,
Schwein, Pferd, Schaf und Huhn fest, dass die Esterasen von Rind, Schwein und Schaf
weithin Ubereinstimmen, die Esterase des Huhns und in geringerem Male auch des Pferdes
von diesen jedoch starker abweichen.

INKERMANN und Mitarb. (1975a) differenzieren Lebercarboxylesterase mittels PAG-
Elektrophorese und notieren 4 esteraseaktive Banden. Das durch Titration mit bis-
Nitrophenol-Phosphat bestimmte Equivalentgewicht betragt 67000 + 1000. Zu &hnlichen Er-
gebnissen gelangen INKERMANN und Mitarb. (1975b), die durch Gelfiltration und Gele-
lektrophorese feststellen, dass das Molekilgewicht des Monomers von Leberesterase 66 -
77 kDa betragt und unter Einfluss von SDS und Elektrophorese 50% des Enzyms zu Frakti-
onen von 28 und 30 kDa dissoziieren. Nach INKERMANN und Mitarb. (1975b) liegt der isoe-
lektrische Punkt der Leberesterase des Huhns bei 4,9 - 5,1, nach KEOUGH und Mitarb.
(1985) bei 4,75.

STOOPS und Mitarb. (1975) bestimmen die Michaelis-Menten-Konstante der Carboxyleste-
rase der Leber vom Huhn. Die K,-Konzentrationen betragen mit dem Buttersaureester des
Methanols, Ethanols, Phenols, o-Nitrophenols, p-Nitrophenols und mit Phenylacetat als Sub-
strat 0,028 — 1,8 mM. Carboxylesterase der Leber weist nach KEOUGH und Mitarb. (1985)
mit Ethylbutyrat eine K,-Konzentration von 0,52 mM auf. Nach BERNDT und Mitarb. (1996)
resultiert mit Phenylbenzoat eine K-Konzentration von 4,48, mit p-Nitrophenylbenzoat von
17,4 und mit o-Nitrophenylbezoat von 4,07 uM. Bei Phenylbutyrat erfolgt im pH-Bereich von
3 bis 6 mit zunehmendem pH ein deutlicher Anstieg der K,,.und bei Ethylbutyrat bei Konzent-

rationen > 13,4x10° M Substrathemmung.

2.2.2 Schwein

Der isoelektrische Punkt der Leberesterase liegt nach INKERMANN und Mitarb. (1975b) bei
pl = 5,0, nach SATHOH und HOSOKAWA (1995) bei pl = 5,2 — 5,4. JUNGE und HEYMANN
(1979) teilen mit, dass das pH-Optimum von Leber-Carboxylesterase | mit Methylhexanoat
als Substrat bei pH = 8 und von Leber-Carboxylesterase V bei pH = 6,5 liegt. Von anderen
Autoren wird bei wenig gereinigter Carbesterase aufgrund der unterschiedlichen Affinitat der
Isozyme zum jeweiligen Substrat Uber erheblich weiter divergierende pH-Optima berichtet.
SCHINDLER und Mitarb. (1998) teilen mit, dass die Retinylesterhydrolase von pH 4,5 bis 9,5
und optimal bei pH 8,2 aktiv ist.

Die Michaelis-Menten-Konstante der Leber-Esterase betrdgt nach STOOPS und Mitarb.
(1975), DUDMANN und ZERNER (1975a) und JUNGE und HEYMANN (1979) bei Ethylbuty-
rat 0,25 — 18,5 mM, bei Phenylbutyrat 0,061 — 0,333 mM, bei Phenylacetat 0,028 — 1,8 mM,
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bei o-Nitrophenylbutyrat 0,024 — 0,17 mM, bei 2,4-Dinitrophenylbutyrat 0,01 — 0,11 mM, bei
p-Nitrophenylbutyrat 0,007 — 1,6 mM bzw. bei p-Nitrophenylacetat 0,0013 — 2,3 mM.
SCHINDLER und Mitarb. (1998) teilen mit, dass die K,,-Konzentration der Retinylesterhydro-
lase der Leber bei Retinylpalmitat 27,5 yM betragt und dass sich die Aktivitat des Enzyms
mit Detergenzien wie Triton X-114 bis zum 1,7-fachen erhéhen lasst. Retinylesterhydrolase
der Leber weist nach SCHINDLER und Mitarb. (1998) ein mit SDS-PAGE ermitteltes Moleku-
largewicht von 65 kDa auf. Das Enzym ist nach NAPOLI und BECK (1984), NAPOLI und
Mitarb. (1984), HARRISON und GAD (1989) und SCHINDLER und KUHN (1989) auch in
Niere, Darm, Lunge, Pankreas, Hoden und vascularem Endothel enthalten.

INKERMANN und Mitarb. (1975b) gehen bei Leberesterase von einer trimeren Struktur aus.
Sie stellen mittels SDS-PAGE fest, dass das Molekulargewicht der Monomere 65 kDa be-
tragt und das Monomer-Polymer-Gleichgewicht sehr pH-abhangig ist. FARB und JENCKS
(1980) teilen mit, dass die Trimere der Leberesterase ein Molekulargewicht von 60 — 70 kDa
aufweisen. Nach SATHOH und HOSOKAWA (1995) ist Carboxylesterase P1 der Leber ein

Tetramer, dessen Monomere ein Molekulargewicht von 58 — 62 kDa aufweisen.

2.2.3 Rind

McRAE und RANDALL (1965) weisen in den Starkegel-Elektropherogrammen von 4 ver-
schiedenen Muskeln mit 1-Naphthylacetat- und 1-Naphthylbutyrat als Substrat 18 wasserlos-
liche Isozyme nach, von denen 14 als Carboxylesterasen identifiziert werden. Die Esterase-
Aktivitdt des Probengutes nimmt mafigeblich der Pherogramme in der Reihenfolge M. obli-
quus abdominus externus sowie M. flexor carpi ulnaris, M. longissimus dorsi und M. psoas
major ab. Wahrend nach einer 40 min langen Erhitzung des wassrigen Extrakts bei 60°C
noch 4 Banden sichtbar sind, hat ein 10 min langes Einwirken von 80°C eine vollstandige
Inaktivierung des Enzyms zur Folge.

DUDMANN und ZERNER (1975b) teilen mit, dass das gelchromatographisch bestimmte Mo-
lekulargewicht des Enzyms 16 bis 20 kDa betragt. Nach SATHOH und HOSOKAWA (1995)
liegt das Molekulargewicht der Untereinheiten der trimeren Lebercarboxylesterase bei 59
kDa und der Isoelektrische Punkt des Enzyms bei pl = 6,0.

Die K.,-Konzentration der Leber-Esterase betragt nach STOOPS und Mitarb. (1975) und
nach DUDMAN und ZERNER (1975b) mit Phenylbutyrat 0,061 - 0,333, mit o-
Nitrophenylbutyrat 0,024 — 0,17 und mit p-Nitrophenylbutyrat 0,007 — 1,6 mM.

SCHARMA und Mitarb. (1994) bestimmen die Carboxylesterase-Aktivitat des Muskelextrakts
von Rind, Schaf, Ziege, Schwein, Kaninchen und Huhn. Die hdchste Aktivitat wird bei

Rinder-Carboxylesterase registriert.
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2.2.4 Schaf

INKERMANN und Mitarb. (1975a) prufen gereinigte Carboxylesterase der Leber mittels Po-
lyacrylamidelektrophorese. Es resultiert nur eine esteraseaktive Bande, deren Monomere
nach Ergebnis der Gelelektrophorese, der Gelfiltration und der Titration mit bis-
Nitrophenylphosphat ein Molekulargewicht von 66 — 77 kDa aufweisen. Die von EINARS-
SON und Mitarb. (1996) mittels Gelfiltration und SDS-PAGE bestimmten Molekulargewichte
der Leberesterase betragen 182 und 58 kDa.

Das reaktionskinetische pH-Optimum der Leber liegt nach EINARSSON und Mitarb. (1996)
bei Verwendung von p-Nitrophenylacetat und 3-Naphthylacetat als Substrate bei pH 7,5. Die
im Bereich von pH 7 bis 8,5 bzw. 6 bis 9 registrierten Aktivitdten betragen 80% der Maximal-
aktivitat.

Wie von STOOPS und Mitarb. (1975) sowie INKERMAN und Mitarb. (1975a) berichtet wird,
betragt die Michaelis-Menten-Konstante von gereinigter Carboxylesterase der Leber mit dem
Buttersaureester des Methanols 0,26 — 218 mM, des Ethanols 0,25 — 18,5 mM, des Phenols
0,061 — 0,333 mM, des o-Nitrophenols 0,024 — 0,017 mM, des 2,4-Dinitrophenols 0,01 — 0,11
mM, des p-Nitrophenols 0,007 — 1,6 mM und mit Phenylacetat 0,028 — 1,8 mM. EINARSSON
und Mitarb. (1996) ermitteln mit p-Nitrophenylacetat eine K,,-Konzentration von 0,66 mM.
Substrathemmung erfolgt nach STOOPS und Mitarb. (1975) beim Buttersaureester des Phe-
nols bei 3,7 x 10° M, des Ethanols bei 3,4 x 10° M, des Methanols bei 2,8 x 10° M, des p-
Nitrophenols bei 7,3 x 10 M, des o-Nitrophenols bei 42 x 10 M und bei Phenylacetat resp.
Phenylvalerat bei 0,23 x 10 bzw. 3,7 x 10° M.

Die nach 20 min langem Einwirken von 58°C notierte Restaktivitat der Leberesterase betragt
nach EINARSSON und Mitarb. (1996) 50% und nach 20 min langem Einwirken von mehr als
62°C 0% der Ausgangsaktivitat.

2.2.5 Pferd

INKERMANN und Mitarb. (1975a) stellen bei PAGE elektrophoretisch als gereinigt erwiese-
ner Carboxylesterase der Leber durch Titration mit bis-Nitrophenyl-Phosphat fest, dass das
Equivalentgewicht des Enzyms 70 kDa betragt. TORRES und Mitarb. (1988) bestimmen mit-
tels HPLC und SDS-PAGE Molekulargewichte von monomerer Serum-Esterase und notieren
hierbei ca. 72 kDa.

Die Michaelis-Menten-Konstante der gereinigten Leberesterase liegt nach TORRES und Mi-
tarb. (1988) sehr niedrig. Die K,,-Konzentrationen betragen, wie von STOOPS und Mitarb.
(1975) berichtet wird, beim Buttersaureester des Phenols 0,77 mM, des p-Nitrophenols 1,1
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mM, des o-Nitrophenols 0,5 mM, des 2,4-Dinitrophenols 0,29 mM, des Ethanols 10,6 mM
und des Methanols 58,9 mM. In einer homologen Reihe von Phenylestern nimmt die Affinitat
der Leberesterase zum jeweiligen Substrat mit Zunahme der Kettenlange der Acylgruppen
deutlich zu. Mit Phenylbutyrat als Substrat manifestiert sich im pH-Bereich von 3 bis 6 ein
deutlicher Anstieg der K.-Konzentration.

Eine Substrathemmung tritt, wie STOOPS und Mitarb. (1975) berichtet, lediglich bei Verwen-

dung von o-Nitrophenylbutyrat und Phenylacetat in sehr hoher Konzentration ein.
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C Eigene Untersuchungen

Ziel der vorliegenden Untersuchungen ist es zu prifen, ob und inwieweit sich der von PFEIF-
FER und Mitarb. (1969) empfohlene und auf dem Nachweis von Carbesterase als Leitenzym
beruhende Erhitzungsnachweis flir Fleisch und Fleischerzeugnisse auch bei pasteurisierten

Erzeugnissen aus Putenfleisch eignet.

Die Arbeit gibt Antwort insbesondere auf folgende Fragen:

1 Ist bei den Erzeugnissen aus Putenfleisch eine Modifikation der Methodik des
Esterase-Tests erforderlich?

2 Wie wirken sich Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung bei Skelettmuskula-
tur, Fett- und Lebergewebe von Pute und bei den Erzeugnissen hieraus auf die
Esterase-Aktivitat des Probengutes aus? Inwieweit sind Rezeptur und Vorbehand-
lung des Probengutes von Einfluss?

3 Unter welchen Voraussetzungen und wie verlasslich eignet sich die mittels des
Esterase-Tests ermittelte Restaktivitdt von Carbesterase bei den Erzeugnissen
aus Putenfleisch der Kategorie Kochpdkelware, Hackfleischprodukte, Brihwurst

und Leberwurst als Indikator einer wirksamen Pasteurisation?
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1 Material und Methoden

Nachstehende Angaben zu Material und Methodik gelten bei samtlichen in dieser Arbeit
durchgefuhrten Versuchen. Soweit sich bei bestimmten Fragestellungen Abweichungen hier-
von gebieten, werden sie bei der Beschreibung der betreffenden Versuchsanordnung be-

nannt.

1.1 Probenmaterial

Das Probenmaterial von Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe stammt jeweils von Pu-
ten, die 1 bis 2 Tage vor Anlieferung des Probenmaterials ans Institut in derselben Puten-
schlachterei geschlachtet worden waren. Hinsichtlich der anatomischen Provenienz und der
technologischen Besonderheiten der Proben, die bei der Anlieferung Temperaturen von stets

< 4°C aufweisen, ist folgendes von Wichtigkeit:

Brustmuskel: Die hellfarbigen Muskeln sind in toto einzeln abgepackt.

Fligelmuskulatur: Die Abpackungen enthalten jeweils zwei von den Spitzen befreite Fllgel

von je ca. 450 g samt Haut und Knochen. Beim Abldsen der hellroten Skelettmuskulatur vom
Knochen werden die Cutis, Subcutis und etwaige Blutgerinnsel sorgfaltig entfernt.

Oberkeule: Es sind jeweils zwei Oberkeulen von je ca. 750 g samt Haut und Knochen abge-
packt. Beim Schieren der dunkelroten Skelettmuskulatur werden Haut, Knochen, Fettgewe-
be, gréfRere Sehnen und Fascien sowie Blutgerinnsel entfernt.

Unterkeule: Die Gebinde enthalten jeweils zwei Unterkeulen, die einzeln mit Haut und Kno-
chen ca. 550 g wiegen. Beim Schieren der dunkelroten Muskulatur wird wie bei den Ober-

keulen verfahren.

Karkassenfleisch: Das beim maschinellen Entbeinen als grobere Paste anfallende Produkt
besteht aus knochennahem Fleisch, Fettgewebe und einer unbedeutend geringen Menge
von technisch nicht vermeidbarem Knochenmark. Das zu ca. 500 g abgepackte Probengut
weist ein rotlich-weilles Aussehen auf.

Leber: Eine Packung enthalt jeweils 5 bis 7 Lebern.

Fettgewebe: Das zu ca. 500 g abgepackte Probengut besteht zum gréf3ten Teil aus Haut mit
fettgewebsreichem Unterhautgewebe und anhaftender Muskulatur. Bei der Praparation des

Probengutes wird lediglich das Muskelfleisch, nicht jedoch die Haut entfernt.
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1.2 Probenaufbereitung und Erhitzung

Das gemal 1.1 Probenmaterial geschierte Probengut wird jeweils am Tag der Anlieferung
durch die 4-mm-Scheibe gewolft, manuell vorvermischt, mittels Moulinette in entsprechenden
Teilmengen homogenisiert und in Portionen von je 30 + 0,5 g in hitzestabile, 19 x 30 cm gro-
Re Beutel aus PE-Folie der Dicke 100 ym eingewogen. Die Beutel werden nach Absaugen
der Luft mittels eines haushaltstblichen Folienschweil3gerates hermetisch verschlossen und

das Probengut gleichmafig auf eine Dicke von etwa 2 mm verteilt.

Das auf diese Weise standardisierte und chargierte Probengut wird sofort auf —18°C ge-
bracht und fir die jeweiligen Studien bei dieser Temperatur maximal aber 4 Wochen vor-

gehalten. Fur die Hitzebehandlung im Wasserbad werden die Folienbeutel nach Auslagerung

aus der Tiefkhltruhe durch jeweils 2 h langes Liegenlassen auf dem Labortisch auf Zimmer-
temperatur erwarmt, anschliel®end fir die jeweilige Dauer der Hitzebehandlung flach auf den
Boden des auf 80 x 0,1°C temperierten Wasserbads gegeben, danach sofort in Eiswasser 5

min gekihlt und bis zur Untersuchung 24 bis 56 h im Kihlschrank bei 4°C gelagert.

1.3 Bestimmung der Esterase-Restaktivitat

Methodisches Prinzip

Im Homogenisat von Fleisch und Fleischerzeugnissen enthaltene, nicht hitzeinaktivierte
Esterase wird mit héher molarem Citrat-Phosphat-Puffer extrahiert und mit den Substraten
NA, NB und IA bestimmt, indem die enzymatischen Hydrolyseprodukte Naphthol mit Dibrom-
chinonchlorimid und Indoxyl durch spontane Oxidation durch Luftsauerstoff in einen photo-

metrisch bei jeweils 617 nm quantifizierbaren blauen Farbkomplex tberfuhrt werden.

Chemikalien:

Citronensaure-Monohydrat (Merck Nr. 744 K 00745841)
di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat (Riedel- de Haen AG Nr. 04272)
1-Naphthylacetat (Serva Nr. 30040)

Indoxylacetat (Serva Nr. 26230)

1-Naphthylbutyrat (Serva Nr. 30069)

2,6-Dibromchinon-4-chlorimid (Merck Nr. 3035)

Ethanol

1-Methyl-2-pyrrolidon (Merck Nr. 806072)

1-Naphthol (Aldrich Nr. N199-2)

Gerate und Hilfsmittel:

Ultra-Turrax mit Schaft TP 18/2N (Janke und Kunkel)

Magnetrthrer

Mettler Analysenwaage AE 200: Wagebereich 205 g; Wagegenauigkeit 0,1 mg
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Scaltec Prazisionswaage SBA 52: Wagebereich 2200 g; Wagegenauigkeit: 0,01 g
Beckmann Spektralphotometer UV-DU 62: Messbereich 200 — 700 nm

Lauda Prazisionswasserbad S8/12: Temperierbereich 20 — 100°C; Genauigkeit 0,1°C
Julabo SW-20C Schiittelwasserbad: Temperierbereich 20 — 100°C;

Universal Kiichenmaschine Typ MUM 6010 (Bosch)

Microprocessor pH/ION Meter pMX3000 (WTW)

FolienschweiRautomat FS201 vacuplus (Electricpetra)

Vortex Reagenzglasrittler (Bender & Hobein AG)

Moulinette (Moulinex)

Erlenmeyerkolben: 200 ml

Homogenisierbeutel Whirl-Pak (Roth)

Messzylinder: 250 ml

Trichter mit Filter Nr. 520 h %2 und 597 %2 (Schleicher & Schiill)

Reagenzréhrchen mit Stander

Pasteurpipetten: 0,2 ml; 5 ml

Reagentien:
Citrat-Phosphat-Pufferlésung, pH 6,6

Im 1 |I-Messkolben werden in 950 ml destilliertem Wasser nacheinander 21,02 g Citronen-
saure-Monohydrat und 35,5 g di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat in Losung gebracht, mit
6 N NaOH auf pH 6,6 eingestellt und mit destilliertem Wasser aufgefullt.

Substratlésungen
25 mg NA, IA und NB werden in jeweils 2 ml Ethanol geldst. Die Losungen sind bei 4 bis 8°C
3 Tage haltbar.

2,6-Dibromchinon-4-chlorimid-Lésung
5 mg DBCC werden in 2 ml Ethanol geldst. Die Lésung ist jeweils frisch anzusetzen.

Bestimmungsverfahren:

Probenaufbereitung:
Das definiert erhitzte, gekihlte und im Kihlschrank vorgehaltene Probengut wird im Folien-
beutel zunachst durch intensives Massieren, und nach Offnen des Beutels durch erneutes

Verrihren mit dem Spatel homogenisiert.

Gewinnung des Probenextraktes:

In 200 ml-Erlenmeyerkolben werden bei den Ansatzen mit NA 5 g Homogenisat in 50 ml, bei
den Ansatzen mit NB und IA 25 g Homogenisat in 75 ml Citrat-Phosphat-Puffer von 40°C
jeweils 15 sec lang mit dem Ultra-Turrax dispergiert. Anschlielend wird das Probenextrakt

durch Filtration der Probendispersion durch das Filter Nr. 520 h 2 gewonnen.

Herstellen der Anséatze:

Fir die Herstellung der Probenansatze werden jeweils 3,5 ml Extrakt in ein Reagenzglas

gegeben und nach 10 min langer Vorinkubation bei 25°C mit 0,1 ml der jeweiligen Substrat-
I6sung durch intensives Schitteln mittels Vortex vermischt. Mit jedem Substrat wird ein Dop-

pelansatz hergestellt. Die Blindproben bestehen ebenfalls aus 3,5 ml Extrakt und aus 0,1 ml
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der jeweiligen Substratlésung, die jedoch erst nach Enzyminaktivierung - bei den Ansatzen
mit NA und NB durch 5 ml Ethanol und bei den Ansatzen mit IA durch 5 ml Methylpyrrolidon -
zugesetzt wird. Die Blindproben dienen der Kontrolle einer womaéglich nicht durch Esterase,
sondern unspezifisch, bei geraucherten Produkten beispielsweise auch durch Phenole des

Rauchs bedingten Testreaktion. Die Nullwertkontrollen bestehen aus 3,5 ml Pufferldsung

und 0,1 ml Substratiésung und dienen der Kontrolle einer womdglich infolge von Authydroly-

se der Substrate falschlich positiven Reaktion der Probenansatze.

Inkubation der Ansatze:

Die Inkubation der Probenansatze, Blindproben und Nullwertkontrollen erfolgt im Wasserbad
bei 25 + 0,5°C. Sie dauert bei den Ansatzen mit NA 60 min, bei den Ansatzen mit NB und IA
180 min. Beendet wird die Inkubation bei den Ansatzen mit NA und NB durch Zumischen von
5 ml Ethanol, bei den IA-Ansatzen von 5 ml Methylpyrrolidon auf dem Vortex. Die NA- und
NB-Ansatze kdnnen sofort durch das 597 h Vz-Filter filtriert und fur die photometrische Be-
stimmung aufbereitet werden. Die IA-Ansatze werden vor dem Filtrieren fur die Gewahrleis-
tung des vollstandigen in Losunggehens des Indigos und einer nachhaltigen Vorklarung 1 h

bei Zimmertemperatur abgestellt.

Aufbereitung der Ansatze fur die photometrische Bestimmung:

Die Filtrate der NA- und NB-Ansatze werden mit 0,1 ml DBCC-LAsung vermischt, fur die Re-
aktion des Naphthols mit DBCC zum Farbkomplex 15 min bei Raumtemperatur stehen ge-
lassen und anschlielRend durch das Filter Nr. 597 h % in ein Reagenzglas klarfiltriert. Die

Filtration der IA-Ansatze wird auf gleiche Weise durchgefuhrt.

Photometrische Bestimmung:

Die Bestimmung der Extinktion erfolgt sowohl bei den Probenansatzen mit NA und NB, als
auch mit IA bei 617 nm, und zwar dann gegen die Nullwertkontrolle statt gegen die Blindpro-
be, wenn die Blindprobe eine geringere Absorption aufweist als die Nullwertkontrolle.

1.4 Bestimmung des Keimgehalts

Methodisches Prinzip:

Die Bestimmung der Keimzahlen erfolgt mittels Oberflachen-Spatelverfahren. 0,1 ml der
Probe der jeweiligen Verdinnungsstufe werden auf eine gut getrocknete Nahrbodenplatte
aufgegeben und mit einem sterilen Drigalski-Spatel gleichmalig ausgestrichen. Nach vor-

schriftsmaRigen Bebriten werden die koloniebildenden Einheiten (KBE) gezahit.
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Glaswaren und Geréate:

Erlenmeyerkolben: 250 ml

Reagenzglaser mit Verschlusskappen

Eppendorf-Pipetten und Spitzen (100 pl)

Petrischalen

Brutschranke (Memmert)

Wasserbad (Kéttermann)

Mettler Analysenwaage AE 200: Wagebereich 205 g; Wagegenauigkeit 0,1 mg
Ultra-Turrax mit Schaft TP 18/2N (Janke und Kunkel)

Vortex Reagenzglasrittler (Bender & Hobein AG)

Spatel, Loffel, Messer

Verdinnungslosung:
Ringerlésung (MERCK Nr. 115525)

Nahrbdden:

Plate-Count-(PC)-Agar (MERCK Nr. 105463) fir die Bestimmung der aeroben Gesamtkeim-
zahl und der aeroben Sporenbildner. 22,5 g Plate-Count-Agar werden in 1 | Aqua dest. ge-
I6st und nach Sterilisation im Autoklaven in Petrischalen ausgegossen.

Citrat-Azid-Tween-Carbonat-(CATC)-Agar (MERCK Nr. 110279) fur den Nachweis von Ente-
rococcus faecalis und Enterococcus faecium. 56 g Citrat-Azid-Tween-Carbonat-Agar werden
in 1 | Aqua dest. geldst und im Autoklaven sterilisiert. Vor dem AusgieRen werden einem
Liter Nahrboden 20 ml 10%-ige Natriumcarbonatlésung (MERCK Nr. 106392), 10 ml 1%-ige
2,3,5,-Triphenyltetrazoliumchloridldsung (MERCK Nr. 108380) und 4 ml 10%-ige Natriuma-
zidlésung (MERCK Nr.106688) zugesetzt. Die Lésungen werden sterilfiltriert

Durchfuhrung der Keimgehaltsbestimmungen:

Probennahme:

Die im sterilen Folienbeutel pasteurisierten Probenhomogenate werden vor der Probennah-
me mit einem sterilen Spatel vermischt. Bei den stlickigen Proben erfolgt die Entnahme unter
sterilen Kautelen im Bereich des geometrischen Mittelpunkts der Probe. Wurstwaren werden

hierfir ggf. nach Anritzen der Hulle mit einem sterilen Messer aufgebrochen.

Probenaufbereitung und Verdiinnung

Fur die Erstverdinnung werden 10 g Probe unter sterilen Kautelen in einen 250 ml-
Erlenmeyerkolben eingewogen und nach Zugabe von 90 ml Ringerlésung mit dem Ultra-
Turrax 30 sec lang dispergiert. Fir die Zweitverdinnung wird nach 5 min langem Aufrahmen
des Fettigen und Sedimentieren des Grdberen aus der feindispersen Zwischenphase der
Erstverdinnung 1 ml Probensuspension entnommen und mit 9 ml Ringerlésung im Rea-
genzglas auf dem Ruttler vermischt. Analog werden je nach erwarteter Keimzahl hdhere
Verdinnungsstufen angesetzt und von diesen 0,1 ml auf die Nahrbéden aufgebracht. Fir die
Ermittlung der aeroben Sporen werden die Reagenzglaser der betreffenden Verdiinnungs-

stufen vor Aufbringen der Probe auf die Nahrbdden 10 min im Wasserbad von 70°C erhitzt.



C Eigene Untersuchungen 64

Inkubation und Auswertung der Ansatze:

Zur Ermittlung der aeroben Gesamtkeimzahl sowie der aeroben Sporen werden die Ansatze
auf PC-Agar 72 h bei 30°C bebritet. Ausgewertet werden nur Platten mit 10 bis 300 Kolo-
nien.

Der CATC-Agar wird zunachst 24 h bei 37°C, danach 24 h bei Raumtemperatur bebritet.
Ausgezahlt werden Platten mit 10 bis 150 rotgefarbten Enterococcus-Kolonien. Helle, weile

und rosa Kolonien <1 mm werden nicht gezahlt.

15 Bestimmung des Proteingehaltes der Probenextrakte flir den Esterase-Test mit-

tels des Bicinchoninsaure-(BC)-Assay (BCA)

Methodisches Prinzip:

Im Citrat-Phosphat-Puffer-Extrakt enthaltenes Protein enthalt u.a. die Aminosauren Cystein,
Cystin, Tyrosin und Trypthophan, die - wie Peptidbindungen (iberhaupt - Cu* zu Cu* redu-
zieren. Cu” bildet mit BC einen photometrisch bei 562 nm quantifizierbaren violetten Farb-

komplex.

Chemikalien:

Citronensaure-Monohydrat (Merck Nr. 744 K 00745841)
di-Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat (Riedel- de Haen AG Nr. 04272)
Trichloressigsaure (TCA)

Natriumdodecylsulfat (SDS)

BC-Reagenz (Testkit der Firma Interchim)

Gerate und Hilfsmittel:

Zentrifuge

Wasserbad

Ultra-Turrax mit Schaft TP 18/2N (Janke und Kunkel)

Magnetrihrer

Beckmann Spektralphotometer UV-DU 62: Messbereich 200 — 700 nm
Vortex Reagenzglasruttler (Bender & Hobein AG)

Trichter mit Filter Nr. 520 h 72 und 597 "2 (Schleicher & Schll)
Reagenzréhrchen mit Stander

Bestimmungsverfahren:

Probenaufbereitung:

30 ml des gemal 1.3 Bestimmung der Esterase-Restaktivitat gewonnenen Citrat-Phosphat-
Puffer-Extraktes werden bei 20.000 g und 4°C 20 min zentrifugiert. 1ml mit 80 ul 10%iger
SDS-Ldsung versetztes Zentrifugat wird mit 1 ml 20%iger TCA-L6sung vermischt, die Mi-
schung bei 10.000 g und 4°C 30 min zentrifugiert. FUr die Bereitstellung der Probelésung
wird das Zentrifugat in 1 ml 0,1 mol NaOH durch 60 min langes Inkubieren bei Zimmertem-

peratur in Lé6sung gebracht.
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Aufbereitung des Eichproteins:

Aus einer 0,2%igen (G/V) Rinderserumalbumin-Standardlésung werden Verdiinnungen von
je 300 pl und mit einem Proteingehalt von 0,008, 0,016, 0,024 und 0,32% (G/V) hergestellt,
jeweils mit 24 pl einer 10%igen SDS-LAsung, dann mit 300 ul einer 20%iger TCA-Lésung auf
dem Vortex vermischt und bei 10.000 g und 4°C 30 min zentrifugiert. Das Zentrifugat wird in

1 ml einer 0,1 mol NaOH durch 60 min langes Inkubieren bei Zimmertemperatur geldst.

Eiwei3-Bestimmung:

Mit 0,1 ml Probeldsung bzw. Eichlosung der Proteinkonzentration der Probeldsung werden 2
ml BCA-Reagenz, das aus 50 Teilen Reagenz A und 1 Teil Reagenz B des Testkits zuberei-
tet wird, auf dem Vortex vermischt. Als Blindproben werden analog 3 Ansatze mit 0,1 mol
NaOH anstelle von Probenlésung verwendet. Nach 30 min langem Inkubieren bei 37°C und
Abkuhlen auf 20°C werden die Ansatze bei 562 nm photometriert. Nach Abzug des arithme-
tisch gemittelten Blindwertes vom Probenwert wird die Proteinkonzentration an der Eichge-

raden abgelesen.

1.6 Isoelektrische Fokussierung von Esterase-Isozyme

Methodisches Prinzip:

Gemall 1.3 Bestimmung der Esterase-Restaktivitdt gewonnenes Citrat-Phosphat-Puffer-
Extrakt wird nach Abzentrifugieren des nicht Geldsten dialysiert. Die nicht dialysierbaren Pro-
teine werden lyophilisiert und mittels isoelektrisch fokussierender Polyacrylamidgel-
Elektrophorese differenziert. Die Darstellung der Esterase-Isozyme erfolgt mit einer Lésung

von Naphthylacetat als Substrat und Echtblausalz als Kupplungsreagenz fiir Naphthol.

Chemikalien:

Acrylamid (MERCK Nr. 100209)

N,N’-Methylendiacrylamid (MERCK Nr. 1546)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan (MERCK Nr. 108382)

HCI 4 N (BAKER Nr. 6081)

N,N,N",N"-Tetramethylendiamin TEMED (PHARMACIA BIOTECH Nr. 17-1345-01)
Ammoniumpersulfat 40% (MERCK Nr. 101201)
1,1,1-Trichloethan 98% (BAKER Nr. 7309)
Dichlordimethylsilan 2% (MERCK Nr. 803452)

Glycerin (MERCK Nr. 1.04092.1000)

Sorbit (MERCK Nr. 1.07759.0100)

Harnstoff (MERCK Nr. 1.08487.0500)

Ampholyt pH 4 — 7 (SERVA Nr. 42948)

Methanol (MERCK Nr. 1.06009.1000)

Essigsaure 99,8% (MERCK Nr. 33209)

1-Naphthylacetat (SERVA Nr. 30040)

Protein Test Mixture for pl-Determination (SERVA, pH 3 — 10)
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Aceton (MERCK Nr. 1.00014.1000)

Ethanol (MERCK Nr. 1.00983.1000)

Echtblausalz B (MERCK Nr. 103191)

Citrat-Phosphat-Puffer pH 7,6

Colloidal Blue Staining Kit Stainer A/B (NOVEX Nr. LC 6025)
Anodenflussigkeit (SERVA Nr. 42984.03)
Kathodenflussigkeit (SERVA Nr. 42986.03)
Ammoniumperoxodisulfat 40% (MERCK Nr. 101201)

Gerate und Hilfsmittel:

Elektrophoresekammer (LKB BROMMA 2117 Multiphor Il Electrophoresis Unit)
Netzteil (LKB BROMMA 2297 Macrodrive 5)
Lyophilisator (CHRIST Reta)

Kuhlgerat (JULABO Paratherm FT 40 PS electronic)
Vakuumpumpe (KNF Neuberger)

Magnetrihrer (IKA — Combimag)

Kolbenhubpipette 0,5-10pul, 10-100pl, 100-1000ul
Festvolumenpipette 20ul 500ul,1 ml

Pipettenspitzen (SERVA Nr. 44114)

Pipettenspitzen 50-1000ul (MERCK Nr. 612F5734)
Pipettenspitzen 10-100ul (MERCK Nr. 612F5724)
Pipettenspitzen 0,1-20ul (MERCK Nr. 612F5714)
Pasteurpipette

Eppendorfreaktionsgefalie 1,5 ml (MERCK Nr. 612Q6640)
Becherglas 1|

Witt'scher Topf

GieRkassette

Folien-Walze

Elektrophoresepapier (WHATMAN Nr. 3030917)
Gelfolie (Gel-Fix for PAG, SERVA Nr. 42999)
Kassettenklammern

Standard-Verschlussklammer (ROTH Nr. H277.1)
Becherglas 50 ml

Messkolben 25 ml

Slotformer oder Dymoband

Reagenzien:

Acrylamid-Bisacrylamid-Losung:

Im 25 ml-Messkolben werden 7,2 g Acrylamid und 0,3 g Bisacrylamid in Wasser geldst, der
Kolben aufgefillt und die Lésung bis zur Verwendung bei 6°C gelagert.

Tris-HCL-Pufferlésung (0,5 M, pH 8,0):
1,5 g Tris(hydroxymethyl)aminomethan werden in 20 ml Aqua dest. geldst. Die Lésung wird
mit 4 N HCI auf pH 8,0 gebracht und bis zur Verwendung bei 6°C gelagert.

Gelstammlésung:
2ml Acrylamid-Bisacrylamid-Lésung, 1,5 ml Tris-HCI-Pufferldsung und 11,5 ml Aqua dest.
werden auf dem Magnetrihrer vermischt und im Witt’schen Topf entgast.

Repel-Silane-Lésung:
Die Lésung wird aus 98% 1,1,1-trichlorethan und 2% Dichlordimethylsilan bereitet.

Impragnierlésung:
Im Messkolben werden 2 g Glycerin und 1 g Sorbit in 1 | Aqua dest. geldst.
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Rehydratationslésung:
Je Gelportion wird eine Lésung aus 2,5 g Glycerin, 3,6 g Harnstoff, 12 ml Aqua dest. und 1,4
ml Ampholyt pH 4 - 7 hergestellt und im Witt"schen Topf entgast.

Fixier-Entfarbeldésung:
Im Messkolben werden 20 ml Methanol und 10 ml Essigsaure 99,8% in 1 | Aqua dest geldst.

Konservierungslésung:
Im Messkolben werden 100 ml Essigsaure 99,8% und 50 ml Glycerin in 1 | Aqua dest. geldst.

Substratfarbelésung:

60 mg Naphthylacetat werden in 5 ml Aceton und 100 mg Echtblausalz B in 5 ml Aqua dest.
geldst. Die Lésungen werden vor Gebrauch mit 250 ml Citrat-Phophat-Puffer (pH 7,6) ver-
mischt.

Coomassie-Farbung:
20 ml Stainer A, 2 ml Stainer B und 20 ml Methanol werden mit 58 ml Aqua dest. gemischt.

Herstellen der GieRkassette
Die 0,45 mm dicken, 24 cm langen und 10 cm breiten Gele werden nach WESTERMEIER
(1990) folgenderweise hergestellt: Glasplatte 1 wird randstandig in U-Form 9-lagig mit , Tesa-

film“ und an den spateren Probeauftragstellen mit Platzhaltern aus ,Dymoband® beklebt.
Nach Hydrophobisieren der Glasplatte 1 mittels Repel-Silane unter dem Abzug und nach
Aufwalzen der Tragerfolie auf die Glasplatte 2 vermittels weniger Tropfen Aqua dest. als Ad-
hasionsmittel werden die beide Glasplatten einander deckungsgleich angelegt und so an

einander mittels Klammern fixiert.

GieRRen, Waschen, Impragnieren und Trocknen des Gels

15 ml entgaste Gelstammlésung werden mit 6 pl TEMED und 11,5 yl APS vermischt und
mittels Gradientenmischer langsam in die senkrecht stehende Gieltkassette gegeben. Das
polymerisierte Gel wird nach 2 Stunden bei Zimmertemperatur aus der Giel3kassette ent-
nommen und 4 x 15 min in Aqua dest. gewaschen. Vor dem Trocknen wird das Gel 30 min
mit Impragnierlésung behandelt. Getrocknet wird das Gel unter staubfreien Bedingungen bei

Zimmertemperatur.

Rehydratisieren des Gels

Das Rehydratisieren des Gels erfolgt in einer der GielRkassette analog hergestellten Kasset-
te mit einem 0,5 mm tiefen U-Rand und ohne die Platzhalter fir den Probenauftrag. Das ge-
trocknete Gel wird auf die Glasplatte 2 vermittels weniger Tropfen Aqua dest. als Adhasi-
onsmittel aufgerollt und mit Glasplatte 1 zur Kassette zusammengesetzt. Mittels Gradien-
tenmischer wird die Rehydratisierlésung in die Kassette gegeben. Nach 2 Stunden kann das
Gel entnommen, mittels fusselfreiem Tuch abgetupft und zur elektrophoretischen Trennung

eingesetzt werden.



C Eigene Untersuchungen 68

Elektrophoretische Trennung

Das rehydratisierte Gel wird dem auf 10°C temperierten Kuhlblock der Trennkammer so auf-
gelegt und vermittels weniger Tropfen Auqga dest. verhaftet, dass die Probeauftragstellen auf
der anodischen Seite liegen. Im Abstand von exakt 10 cm wird dem Gel am anodischen bzw.
kathodischen Rand diesem parallel mit elektrodenhomologem Puffer durchtréanktes E-
lektrophoresepapier aufgelegt. Durch das SchlieRen der Kammer wird das Gel mit den inn-
seitig des Deckels liegenden Elektroden verbunden. Der pH-Gradient wird bei 2500 V durch
30 min langen Stromfluss von 15 mA und 4 W erzeugt. Im Anschluss an das Vorfokussieren
werden je 25 pl Probe in die hierfir vorgesehenen Vertiefungen pipettiert und unter den aus

Tab. 1 ersichtlichen Bedingungen zur Auftrennung gebracht.

Tab. 1: Parameter der Isoelektrisch fokussierenden Elektrophorese

Phase U ! P t
V) (mA) W) (min)
1 600 15 4 20
2 2500 15 4 40
3 3000 6 20 60
4 3000 7 25 60

Farberische Darstellung der Esterase-lsozyme und der Markerproteine

Im unmittelbaren Anschluss an die Elektrophorese wird das Gel mit den Markerprotein-
Bahnen vom Gel mit den Probenprotein-Bahnen getrennt. Das Markerprotein-Gel wird in der
Fixierldsung 60 min, in der Coomassie-Lésung 30 min und in Aqua dest. 7 h inkubiert. Vor
der Trocknung werden die Gele jeweils 10 min mit Konservierungslésung behandelt. Das
Probeprotein-Gel wird in der Substratfarbeldsung von 37°C je nach Probe 5 sec bis 5 min
inkubiert. Vor dem Trocknen wird das Gel 15 min in Fixier-Entfarbelésung und darauf 10 min

in Konservierungslésung behandelt.
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2 Prifung der methodischen Eignung des referierten Esterase-Tests bei Erzeug-

nissen aus Putenfleisch

Kriterien der Prifung sind der Einfluss der Substratkonzentration, der Inkubationstemperatur
und —dauer sowie der Verflgbarkeit der Spaltprodukte Naphthol und Indoxyl fir die bestim-
mungsgemale Farbbildung auf die jeweils resultierende Extinktion. Dartber hinaus soll die

Unterscheidungsscharfe des Testverfahrens ermittelt werden.

Die Ermittlung dieser Parameter erfolgt an Brustmuskel, Fettgewebe und Leber der Pute.

2.1 Einfluss der Inkubationstemperatur

Zu prufen steht zunachst die Frage, ob sich die Inkubationstemperatur 25°C, die bei den
Erzeugnissen aus Rind- und Schweinefleisch empfohlen wird, auch bei den Erzeugnissen

aus Putenfleisch eignet.

2.1.1 Probengut und Versuchsanordnung

Die Studien erfolgen an Ansatzen mit 5 min bei 80°C erhitztem Probengut von Brustmuskel,
Fettgewebe und Leber der Pute, die bei 20, 25, 30, 35 und 40°C inkubiert werden. Um auch
fur etwaige Versuchswiederholungen reprasentatives Probengut in hinreichender Menge
verfligbar zu haben, wird jeweils von mehreren Tieren stammendes Probenmaterial in etwa
gleichen Anteilen zu Sammelproben von je 400 g vereint. Fir die Gewahrleistung der erfor-
derlichen Homogenitat wird das gewolfte Probengut manuell griindlich vorgemischt und da-
nach in Portionen von ca. 120 bis 150 g in der Moulinette feinzerkleinert. Die weitere Be-

handlung der Proben erfolgt gemaf 1.2 Probenaufbereitung und Erhitzung.
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2.1.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Der Einfluss der gepriften Inkubationstemperaturen auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei Brustmuskel, Leber Fettgewebe der Pute ist aus den Tabellen 2, 3 und 4

und aus den Abbildungen 1, 2 und 3 ersichtlich.

Die Ergebnisse lassen folgende Feststellungen zu.

Die Authydrolyse von NA und IA nimmt, wie die Nullwerte zeigen, mit steigender Inkubations-
temperatur kontinuierlich zu. NB erweist sich hingegen auch bei 40°C als stabil.

Die mit Abstand hdchsten Extinktionen resultieren trotz etwa dreifach hoherer Extraktver-
dinnung und etwa dreifach kurzerer Inkubationsdauer bei den NA-Ansatzen. Dies durfte z.T.
sicherlich auch auf die relativ gute Loslichkeit des Substrates zurtickzuflihren sein. Bei 5 min
bei 80°C erhitzter Leber (Tab. 2; Abb. 1) erhoéht sich die Hydrolyserate der Esterase-
Restaktivitat mit steigender Inkubationstemperatur sowohl bei NA als auch bei NB kontinuier-
lich. Bei den Ansatzen mit IA manifestiert sich dieser Effekt erst bei 35 und 40°C. Dass bei
den Ansatzen mit IA sehr viel niedrigere Extinktionen resultieren als bei NB — und nicht zu-
letzt auch in Relation zur héheren Extraktverdiinnung und kiirzeren Inkubationsdauer schon
gleich bei NA - ist darauf zurlickzuflhren, dass sich IA in den Ansatzen faktisch nur in soweit
dispers genug verteilen lasst, als dies durch das sofortige und intensive Schitteln der Ansat-
ze nach Zugabe der ethanolischen Substratldsung gewahrleisten lasst. Wahrend die Blind-
werte bei den Ansatzen mit NA und IA faktisch konstant bleiben, nehmen sie bei den Ansat-
zen mit NB mit zunehmender Temperatur sicherlich durch Reaktion mit Leberinhaltsstoffen
kontinuierlich ab.

Bei 5 min bei 80°C erhitztem Brustmuskel (Tab. 3; Abb. 2) erhéht sich die Kinetik der Estera-
se mit zunehmender Inkubationstemperatur bei allen 3 Substraten kontinuierlich, bei den
Ansatzen mit NA infolge von Substratauthydrolyse in beachtlichem MafRe auch der Null- und
Blindwert, bei den Ansatzen mit 1A der Nullwert.

Im Gegensatz zu Leber und Brustmuskel verursacht die beim Fettgewebe (Tab. 4; Abb. 3)
nach 5 min langem Einwirken von 80°C bestehende Esterase-Restaktivitat erst bei einer
Inkubationstemperatur > 30°C und auch nur bei den Ansatzen mit NB und IA héhere Extink-
tionen. Dass sich bei NA mit zunehmender Temperatur sowohl die Nullwerte als auch die
Blindwerte und bei IA nur die Nullwerte erhdhen, dirfte auf die bei steigender Temperatur
héhere Authydrolyse der Substrate und bei IA auf die Reaktion des enzymatischen Hydroly-

seprodukts Indoxyl auch mit Inhaltsstoffen der Extrakte zuriickzuflihren sein.
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Tab. 2: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Kinetik der Esterase bei pasteurisierter Le-
ber (80°C/5 min)

Substrat Extinktion [Eg47] bei der Inkubationstemperatur

20°C 25°C 30°C 35°C 40°C

NA  Nullwert 0,067 0,082 0,096 0,119 0,166
Blindwert 0,134 0,121 0,126 0,123 0,137
Ansatz 1 0,201 0,231 0,310 0,340 0,517
Ansatz 2 0,198 0,232 0,342 0,341 0,485

MW 0,065 0,110 0,200 0,217 0,335

NB  Nullwert 0,199 0,201 0,199 0,188 0,188
Blindwert 0,184 0,176 0,166 0,149 0,150
Ansatz 1 0,365 0,460 0,601 0,635 0,779
Ansatz 2 0,359 0,469 0,585 0,635 0,760

MW 0,163 0,263 0,394 0,447 0,581

1A Nullwert 0,058 0,067 0,088 0,107 0,124
Blindwert 0,060 0,064 0,060 0,063 0,066
Ansatz 1 0,111 0,120 0,135 0,018 0,297
Ansatz 2 0,105 0,120 0,132 0,152 0,317

MW 0,048 0,053 0,045 0,063 0,183

Erklarungen: MW = Endwert resp. Blindwert- bzw. Nullwert-bereinigter arithmetischer Mittelwert von Ansatz 1 und
Ansatz 2
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Abb.1: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Kinetik der Esterase bei pasteurisierter Le-
ber (80°C/5 min)
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Tab. 3: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Kinetik der Esterase bei pasteurisiertem

Brustmuskel (80°C/5 min)

Substrat Extinktion [Eg47] bei der Inkubationstemperatur

20°C 25°C 30°C 35°C 40°C

NA  Nullwert 0,071 0,081 0,100 0,126 0,171
Blindwert 0,083 0,095 0,112 0,130 0,143
Ansatz 1 0,224 0,308 0,420 0,595 0,772
Ansatz 2 0,230 0,319 0,423 0,609 0,797

MW 0,144 0,218 0,309 0,472 0,613

NB  Nullwert 0,198 0,181 0,203 0,186 0,189
Blindwert 0,207 0,198 0,211 0,194 0,208
Ansatz 1 0,237 0,269 0,319 0,349 0,518
Ansatz 2 0,245 0,268 0,326 0,347 0,512

MW 0,034 0,070 0,111 0,154 0,307

IA Nullwert 0,060 0,068 0,089 0,109 0,124
Blindwert 0,051 0,051 0,052 0,052 0,053
Ansatz 1 0,075 0,129 0,243 0,270 0,299
Ansatz 2 0,075 0,125 0,240 0,284 0,326

MW 0,015 0,059 0,152 0,168 0,188

Erklarungen: MW = Endwert resp. Blindwert- bzw. Nullwert-bereinigter arithmetischer Mittelwert von Ansatz 1 und

Ansatz 2
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Abb. 2: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Kinetik der Esterase bei pasteurisiertem

Brustmuskel (80°C/5 min)
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Tab. 4: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Kinetik der Esterase bei pasteurisiertem

Fettgewebe (80°C/5 min)

Extinktion [Eg47] bei der Inkubationstemperatur

Substrat
20°C 25°C 30°C 35°C 40°C
NA Nullwert 0,069 0,079 0,092 0,111 0,150
Blindwert 0,069 0,076 0,082 0,095 0,112
Ansatz 1 0,091 0,084 0,096 0,119 0,153
Ansatz 2 0,083 0,085 0,106 0,126 0,162
MW 0,018 0,005 0,009 0,011 0,007
NB Nullwert 0,172 0,174 0,178 0,183 0,189
Blindwert 0,198 0,217 0,228 0,205 0,215
Ansatz 1 0,216 0,220 0,202 0,229 0,307
Ansatz 2 0,228 0,218 0,234 0,229 0,307
MW 0,024 0,002 0 0,024 0,092
1A Nullwert 0,058 0,068 0,093 0,109 0,124
Blindwert 0,068 0,056 0,058 0,057 0,062
Ansatz 1 0,063 0,078 0,086 0,120 0,229
Ansatz 2 0,061 0,071 0,083 0,129 0,229
MW 0 0,006 0 0,015 0,105

Erklarungen: MW = Endwert resp. Blindwert- bzw. Nullwert-bereinigter arithmetischer Mittelwert von Ansatz 1 und

Ansatz 2
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Abb.3: Einfluss der Inkubationstemperatur auf die Kinetik der Esterase bei pasteurisiertem

Fettgewebe (80°C/5 min)
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Hinsichtlich der Nachweisbarkeit sehr geringer Restaktivitaten mittels des Esterase-Tests sei
bei den Ergebnissen dieser Versuchsreihe festgehalten, dass ein gewisser Teil des enzyma-
tisch freigesetzten Naphthols und Indoxyls mit Inhaltsstoffen des jeweiligen Probenextraktes
auch unspezifisch reagieren kann. Bei den diese Arbeit abschlielenden Grenzwert-
Empfehlungen (siehe 7 Studien an Putenfleisch-Produkten des Handels und Empfehlung
von Grenzwerten als Indikatoren einer ausreichenden Pasteurisation) ist diesem Umstand

Rechnung getragen.

Aus dem Dargestellten folgt:

Ein Anheben der Inkubationstemperatur auf > 25°C fuhrt bei jeden der drei Substrate zu ei-
ner Beschleunigung der enzymatischen Reaktion. Eine Verkirzung des Bestimmungsverfah-
rens durch eine Erhdhung der beim referierten Testverfahren empfohlenen Inkubationstem-

peratur ist aufgrund der Thermolabilitat vor allem von NA und IA nicht mdglich.
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2.2 Einfluss des Puffer-pH-Wertes

Zur Frage steht, ob sich das bei den Erzeugnissen aus Fleisch von Schwein und Rind be-
wahrte pH 6,6 des hoher molaren Citrat-Phosphat-Puffers auch bei den Erzeugnissen aus
Putenfleisch eignet oder ob sich fir die Gewinnung des Probenextraktes oder fir die Gestal-
tung der reaktionskinetischen Bedingungen der Esterase-Bestimmung Abanderungen gebie-
ten oder empfehlen. Zudem soll festgestellt werden, wie sich das Probengut beim Extrakti-
onsverhaltnis von 1:4 bei den Ansatzen mit NB und IA und 1:11 bei NA auf das pH der Pro-
benextrakte auswirkt.

Eine Prifung auch des Einflusses der Puffermolaritat auf die Extrahierbarkeit insbesondere
auch von etwa okkludierter Carbesterase ist verzichtbar, da sich die Erzeugnisse aus Puten-
fleisch von denjenigen aus Rind- und Schweinefleisch diesbezliglich weder biochemisch

noch technologisch wesentlich unterscheiden.

Die Studien dieser Versuchsreihe werden an Brustmuskel, Fettgewebe und Leber durchge-
fuhrt.

2.2.1 Probengut und Pufferbereitung

Die Besonderheiten des Probengutes sowie dessen Aufbereitung fiir die genannten Recher-
chen sind unter 1.1 Material und Methoden dargelegt. Fir die Herstellung des Citrat-
Phosphat-Puffers in Chargen von pH 5,8 bis 9,0 werden ca. 900 ml destilliertes Wasser in
einen 1 I-Messkolben gegeben und hierin 21,04 g Citronensaure-Monohydrat und 35,5 g di-
Natriumhydrogenphosphat-2-hydrat in Lésung gebracht. Nach Einstellen der pH-Werte mit 6
N NaOH auf 5,8 bis 9,0 in Intervallen von jeweils 0,4 Einheiten wird mit Wasser auf 1 | aufge-
fullt.

2.2.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die Einflisse des pH-Wertes des Citrat-Phosphat-Puffers sowie des Extraktionsverhaltnisses
zwischen Probeneinwaage und Puffervolumen auf das pH der Probenextrakte und auf die
Hydrolyserate der Esterase bei Brustmuskel, Fettgewebe und Leber der Pute nach 5 min
langem Einwirken von 80°C sind aus den Tabellen 5 bis 7 und Abbildungen 4 bis 6 zu erse-

hen.
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Tab. 5: Einfluss von Puffer-pH und Extraktionsverhaltnis auf das pH des Probenextraktes und
die Kinetik der Esterase bei pasteurisierter Leber (80°C/5 min)

Extinktion [Eg17]

pH pH NA NB 1A
Puffer | Probenextrakt
1:4 N A1 E N A1 E N A1 E
1:11 B A2 B A2 B A2
58 59 0,060 0,136 0,055 | 0,104 0,225 0,123 | 0,053 0,101 0,045
’ 54 0,082 0,138 0,101 0,230 0,058 0,105
6.2 6.2 0,068 0,233 0,131 | 0,144 0,451 0,300 | 0,084 0,135 0,050
’ 6,2 0,104 0,237 0,124 0,437 0,062 0,133
6.6 , Z; 0,085 0,272 0,164 | 0,208 0,641 0,438 | 0,070 0,143 0,072
’ 6,6 0,121 0,299 0,158 0,651 0,060 0,142
70 6.9 0,110 0,389 0,240 | 0,249 0,878 0,630 | 0,129 0,165 0,030
’ 7,0 0,120 0,337 0,180 0,876 0,058 0,161
74 7.2 0,141 0,453 0,334 | 0,266 1,028 0,759 | 0,155 0,176 0,021
’ 7,3 0,138 0,498 0,199 1,023 0,060 0,176
78 7.4 0,200 0,550 0,323 | 0,348 1,123 0,780 | 0,158 0,232 0,069
’ 7,6 0,146 0,497 0,192 1,133 0,069 0,225
8.2 7.4 0,332 0,836 0451 | 0,295 0,852 0,567 | 0,142 0,220 0,076
’ 7.8 0,195 0,730 0,254 0,900 0,082 0,216
86 75 0,520 0,879 0,341 | 0,322 1,000 0,650 | 0,139 0,227 0,082
’ 7.8 0,210 0,844 0,261 0,964 0,080 0,215
9 7.5 0,862 0,888 0 0,378 1,028 0,664 | 0,155 0,223 0,056
8,0 0,226 0,826 0,269 1,056 0,083 0,200

Erklarungen: N = Nullwert; B = Blindwert; A1, A2 = Ansatz 1 und 2; E = Endwert als Blindwert-bereinigter arithme-
tischer Mittelwert von A1 und A 2
a) bzw. b) pH des Blindwertes nach Ethanolzugabe 7,4 bzw. 7,6
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Abb. 4: Einfluss von Puffer-pH und Extraktionsverhéltnis auf die Kinetik der Esterase bei pas-
teurisierter Leber (80°C/5 min)
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Tab. 6: Einfluss von Puffer-pH und Extraktionsverhaltnis auf das pH des Probenextraktes und
die Kinetik der Esterase bei pasteurisiertem Brustmuskel (80°C/5 min)

Extinktion [Eg17]

pH pH NA NB 1A
Puffer | Probenextrakt
1:4 N A1 E N A1 E N A1 E
1:11 B A2 B A2 B A2
58 59 0,067 0,093 0,030 | 0,102 0,139 0,017 | 0,051 0,073 0,020
’ 5,8 0,062 0,091 0,122 0,140 0,052 0,072
6.2 6.2 0,067 0,141 0,073 | 0,144 0,177 0,027 | 0,076 0,093 0,017
’ 6,2 0,070 0,145 0,150 0,178 0,051 0,094
6.6 6.6 Z’ 0,083 0,281 0,186 | 0,193 0,257 0,055 | 0,066 0,146 0,083
’ 6,6 0,094 0,280 0,202 0,258 0,051 0,153
70 7.0 0,107 0,389 0,290 | 0,240 0,356 0,110 | 0,118 0,282 0,160
’ 7,0 0,107 0,406 0,241 0,355 0,052 0,265
74 7,0 0,145 0,725 0,585 | 0,143 0,430 0,209 | 0,074 0,350 0,271
’ 7,3 0,121 0,735 0,217 0,422 0,052 0,340
78 7.1 0,191 0,872 0,680 | 0,288 0,503 0,220 | 0,138 0,262 0,127
’ 7,5 0,130 0,870 0,239 0,513 0,052 0,269
8.2 7.2 0,293 1,145 0,852 | 0,306 0,533 0,231 | 0,148 0,273 0,124
’ 7,6 0,188 1,145 0,251 0,541 0,052 0,271
86 72 0,473 1,211 0,746 | 0,338 0,557 0,218 | 0,149 0,282 0,133
’ 7,7 0,144 1,228 0,248 0,555 0,052 0,282
9 7.2 0,869 1,203 0,308 | 0,388 0,552 0,161 | 0,201 0,307 0,108
7,7 0,199 1,152 0,312 0,546 0,052 0,311

Erklarungen: N = Nullwert; B = Blindwert; A1, A2 = Ansatz 1 und 2; E = Endwert als Blindwert-bereinigter arithme-
tischer Mittelwert von A1 und A 2
a) bzw. b) pH des Blindwertes nach Ethanolzugabe 7,4 bzw. 7,6
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0,8
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Abb. 5: Einfluss von Puffer-pH und Extraktionsverhaltnis auf die Kinetik der Esterase bei pas-
teurisiertem Brustmuskel (80°C/5 min)
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Tab. 7: Einfluss von Puffer-pH und Extraktionsverhaltnis auf das pH des Probenextraktes und
die Kinetik der Esterase bei pasteurisiertem Fettgewebe (80°C/5 min)

Extinktion [Eg17]

pH pH NA NB 1A
Puffer | Probenextrakt
1:4 N A1 E N A1 E N A1 E
1:11 B A2 B A2 B A2
58 5,8 0,067 0,066 0,005 | 0,102 0,102 0,000 | 0,051 0,054 0,004
’ 5,8 0,060 0,064 0,106 0,104 0,051 0,056
6.2 6.2 0,064 0,077 0,007 | 0,145 0,147 0,000 | 0,086 0,072 0,000
’ 6,2 0,068 0,074 0,150 0,148 0,053 0,074
6.6 6,62’ 0,078 0,088 0,010 | 0,207 0,226 0,001 | 0,072 0,068 0,000
’ 6,6 0,076 0,089 0,225 0,226 0,052 0,068
70 7.0 0,102 0,117 0,010 | 0,248 0,263 0,000 | 0,132 0,117 0,000
’ 7,0 0,103 0,109 0,267 0,267 0,058 0,117
74 7.3 0,149 0,128 0,000 | 0,268 0,278 0,000 | 0,157 0,146 0,000
’ 7.4 0,120 0,128 0,288 0,281 0,055 0,150
78 7.6 0,185 0,143 0,000 | 0,288 0,287 0,000 | 0,145 0,103 0,000
’ 7,7 0,141 0,142 0,306 0,278 0,061 0,114
8.2 7.8 0,307 0,205 0,000 | 0,303 0,306 0,000 | 0,140 0,203 0,067
’ 8,0 0,133 0,205 0,335 0,305 0,064 0,210
86 8,0 0,501 0,234 0,000 | 0,334 0,329 0,000 | 0,144 0,281 0,137
’ 8,2 0,171 0,238 0,340 0,332 0,060 0,281
9 8.0 0,832 0,440 0,000 | 0,389 0,346 0,000 | 0,146 0,232 0,085
8,3 0,144 0,450 0,345 0,330 0,060 0,230

Erklarungen: N = Nullwert; B = Blindwert; A1, A2 = Ansatz 1 und 2; E = Endwert als Blindwert-bereinigter arithme-
tischer Mittelwert von A1 und A 2
a) bzw. b) pH des Blindwertes nach Ethanolzugabe 7,4 bzw. 7,6

Extinktion [617]
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Abb. 6: Einfluss von Puffer-pH und Extraktionsverhaltnis auf die Kinetik der Esterase bei pas-
teurisiertem Fettgewebe (80°C/5 min)
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Die in den Tabellen 5 bis 7 und den Abbildungen 4 bis 6 zusammengestellten Ergebnisse
fuhren zu folgenden Feststellungen:

Bei den NA- und NB-Ansatzen der Leber (Tab. 5; Abb. 4) nimmt die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bis zu einem Puffer-pH von 8,2 bzw. 7,8 kontinuierlich zu, bei einer weiteren
pH-Erhéhung ab. Bei NB nehmen die Extinktionen in wesentlich geringerem Male ab als bei
NA. Bei den Ansatzen mit IA wirkt sich deren pH auf die enzymatische Hydrolyse des Sub-
strates kaum aus. Inwieweit die Feststellungen bei NA und NB auf eine pH-bedingte Veran-
derung des Loslichkeitsproduktes der Substrate oder die katalytische Wirkung des Enzyms
zuruckzufuhren ist, kann dahingestellt bleiben.

Bei der Brustmuskulatur (Tab. 6; Abb. 5) besteht bei den Ansatzen mit NA und NB bis zu

einem Puffer-pH von 8,2 eine sehr dhnliche Situation wie bei der Leber. Bei den |IA-Ansatzen

besteht das reaktionskinetische Optimum bei einem Puffer-pH von 7,4.

Beim Fettgewebe resultiert nach einem 5 min langen Einwirken von 80°C nur noch eine sehr
schwache und mit Ausnahme der IA-Ansatze von pH 8,2 bis 9,0 lediglich bei den NA-
Ansatzen von pH 5,8 bis 7,4 soeben noch nachweisbare Esterase-Restaktivitat. Bei den IA-
Ansatzen resultiert bei pH 5,8 eine faktisch negative, bei pH 6,2 bis 7,8 negative und pH 8,2

bis 9 sehr ausgepragte Reaktion mit einem sehr hohen Maximum bei pH 8,6.

Hervorgehoben sei zudem, dass der N/B-Quotient aus ,Extinktion des Nullwertes:Extinktion
des Blindwertes® bei den NB-Ansatzen der Leber generell > 1 ist, bei der Brustmuskulatur
und dem Fettgewebe dagegen erst von pH 7,4 bzw. 9 an. Dies kdnnte insofern von Bedeu-
tung sein, als ein N/B-Quotienten < 1 moglicherweise auch dadurch bedingt sein kdnnte,
dass in einem Extrakt mit einem sehr hohen Gehalt an Inhaltsstoffen des Probengutes in
Lésung gegangenes Substrat und moglicherweise auch dessen Spaltprodukte in einem gro-
Reren MaRe von den Extraktstoffen gebunden und dadurch der enzymatischen Hydrolyse
bzw. der Reaktion zum Ergebnis bestimmenden Farbkomplex entzogen wird. Mit NA und IA
ist der N/B-Quotient sowohl bei der Leber, als auch bei der Brustmuskulatur und dem Fett-

gewebe generell > 1.

Aus dem Dargestellten folgt:

Ein gezieltes Anheben des pH-Wertes des Puffers kann bei allen drei Substraten eine Be-
schleunigung der katalytischen Reaktion bewirken. Da jedoch mit Anhebung des Puffer-pH-
Wertes die Authydrolyse der Substrate sehr stark zunimmt, empfiehlt sich die Beibehaltung

des referierten Puffer-pH 6,6.
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2.3 Einfluss der Substratkonzentration und Inkubationsdauer

Zu prufen steht die Frage, ob die Substrate NA, NB und IA bei den Erzeugnissen aus Puten-
fleisch in derselben Konzentration zur Anwendung gelangen kénnen, wie beim referierten

Testverfahren fur Erzeugnisse aus Fleisch von Schwein und Rind.

2.3.1 Material und Methodik

Probengut und Probenaufbereitung entsprechen den Angaben unter Ziffer 1.1 Material und
Methoden. Jeweils 240 g Homogenisat von Leber, Brustmuskel und Fettgewebe der Pute
wird in Einzelportionen von 30 g im Folienbeutel so erhitzt, dass 80°C im gesamten Proben-
gut exakt 5 min lang wirksam sind. AnschlieRend werden die Portionen in Eiswasser ra-
schestens gekihlt und durch sorgfaltiges Vermischen mit dem Spatel zur Probe vereint. Fir
die Gewinnung der Extrakte flr die Ansatze mit NA werden 30 g Probe in 330 ml Puffer und
fur die Ansatze mit NB und IA 80 g Probe in 320 ml Puffer dispergiert und filtriert. Fir die
Bestimmung des Einflusses der Substratkonzentration auf die Hydrolyserate der Esterase-
Restaktivitat werden die Substrate jeweils in einer Menge zugegeben, die dem 0,05-, 0,25-,
0,50-, 2- und 3-fachen der Substratkonzentration des referierten Testverfahrens entspricht.
Um festzustellen, welche Inkubationsdauer sich fir die Bestimmung derjenigen Esterase-
Restaktivitat empfiehlt, die signifikant flr eine hinreichende Inaktivierung der vegetativen
Mikroflora ist, wird gepruft, welche Extinktion bei den NA-Ansatzen nach 10, 20, 30, 40, 50
und 60 min und bei den NB- und IA-Ansatzen nach 30, 60, 90, 120, 150 und 180 min resul-

tiert.

2.3.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Der Einfluss von Substratkonzentration und Inkubationsdauer auf die bei Leber, Brustmuskel
und Fettgewebe nach 5 min langem Pasteurisieren bei 80°C unter den methodischen Bedin-
gungen des Esterase-Tests bestehende Restaktivitat des Leitenzyms ist aus den Tabellen 8
bis 10 und den Abbildungen 7 bis 15 ersichtlich.
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Tab. 8: Einfluss der Substratkonzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisierter Leber (80°C/5 min)

Substrat Inkubationszeit Extinktion [Eg4-] bei Substratkonzentration [%] K
[min]
300 200 100 50 25 5

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

10 0,0,17 0,018 0,017 0,017 0,013 0,004

20 0,037 0,0,39 0,040 0,032 0,027 0,010

NA 30 0,052 0,039 0,039 0,037 0,027 0,010

40 0,072 0,080 0,079 0,096 0,050 0,020

50 0,092 0,097 0,099 0,081 0,065 0,030

60 0,117 0,116 0,117 0,104 0,078 0,033

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

30 0,000 0,000 0,058 0,047 0,040 0,024

60 0,000 0,000 0,163 0,091 0,085 0,053

NB 90 0,000 0,000 0,219 0,148 0,134 0,063

120 0,000 0,000 0,278 0,264 0,150 0,083

150 0,000 0,013 0,317 0,302 0,250 0,086

180 0,000 0,000 0,319 0,301 0,260 0,084

0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

30 0,017 0,021 0,013 0,015 0,010 0,003

60 0,057 0,062 0,023 0,034 0,024 0,004

1A 90 0,088 0,089 0,071 0,060 0,047 0,010

120 0,098 0,086 0,067 0,077 0,041 0,008

150 0,093 0,099 0,075 0,065 0,053 0,010

180 0,093 0,104 0,079 0,081 0,059 0,008

" Bezogen auf die Substratkonzentration beim referierten Testverfahren
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Abb. 7: Einfluss der NA-Konzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisierter Leber (80°C/5 min)
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Abb. 8: Einfluss der NB-Konzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisierter Leber (80°C/5 min)
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Abb. 9: Einfluss der IA-Konzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisierter Leber (80°C/5 min)
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Tab. 9: Einfluss der Substratkonzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisiertem Brustmuskel (80°C/5 min)

Inkubationszeit Extinktion [Eg7] bei Substratkonzentration [%] "
[min]
300 200 100 50 25 5
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,046 0,047 0,035 0,030 0,029 0,012
20 0,096 0,079 0,065 0,048 0,037 0,019
NA 30 0,127 0,113 0,098 0,072 0,045 0,022
40 0,155 0,145 0,108 0,091 0,068 0,018
50 0,211 0,176 0,143 0,108 0,062 0,025
60 0,204 0,199 0,198 0,135 0,087 0,026
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,000 0,000 0,000 0,008 0,008 0,001
60 0,000 0,000 0,007 0,018 0,019 0,000
NB 90 0,008 0,033 0,027 0,047 0,046 0,012
120 0,000 0,043 0,050 0,047 0,037 0,012
150 0,023 0,035 0,068 0,066 0,049 0,018
180 0,006 0,04 0,080 0,071 0,059 0,018
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,030 0,013 0,006 0,002 0,001 0,002
60 0,058 0,046 0,021 0,004 0,002 0,002
1A 90 0,172 0,078 0,041 0,015 0,006 0,006
120 0,209 0,118 0,083 0,033 0,009 0,001
150 0,179 0,152 0,084 0,049 0,020 0,003
180 0,275 0,170 0,114 0,062 0,025 0,002

" Bezogen auf die Substratkonzentration beim referierten Testverfahren
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Abb. 10: Einfluss der NA-Konzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisiertem Brustmuskel (80°C/5 min)
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Abb. 11: Einfluss der NB-Konzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisiertem Brustmuskel (80°C/5 min)
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Abb. 12: Einfluss der IA-Konzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisiertem Brustmuskel (80°C/5 min)
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Tab. 10: Einfluss der Substratkonzentration auf die Kinetik der Esterase-Restaktivitat bei pas-
teurisiertem Fettgewebe (80°C/5 min)

Inkubationszeit Extinktion [Eg7] bei Substratkonzentration [%] "
[min]
300 200 100 50 25 5
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
10 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
20 0,010 0,011 0,006 0,005 0,001 0,000
NA 30 0,012 0,009 0,006 0,006 0,005 0,000
40 0,018 0,017 0,011 0,006 0,004 0,000
50 0,012 0,012 0,008 0,005 0,001 0,003
60 0,023 0,027 0,015 0,015 0,005 0,003
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
60 0,000 0,000 0,000 0,002 0,000 0,000
NB 90 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
120 0,010 0,000 0,008 0,000 0,001 0,000
150 0,020 0,007 0,003 0,003 0,000 0,000
180 0,018 0,009 0,007 0,001 0,000 0,000
0 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
30 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
60 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
1A 90 0,035 0,036 0,012 0,000 0,000 0,000
120 0,028 0,014 0,000 0,000 0,000 0,000
150 0,036 0,024 0,000 0,000 0,000 0,000
180 0,052 0,036 0,000 0,000 0,000 0,000

" Bezogen auf die Substratkonzentration beim referierten Testverfahren
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Abb. 13: Einfluss der NA-Konzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-
Restaktivitat bei pasteurisiertem Fettgewebe (80°C/5 min)
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Abb. 14: Einfluss der NB-Konzentration und Inkubationsdauer auf die Kinetik der Esterase-

Restaktivitat bei pasteurisiertem Fettgewebe (80°C/5 min)
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Beim Probengut Leber (Tab. 8; Abb. 7 - 9) ergeben sich bei den Ansatzen mit NA die hdchs-
ten Hydrolyseraten bei den Substratkonzentrationen 50 bis 300%. Mit zunehmender Inkuba-
tionsdauer nimmt die Substrathydrolyse bei allen Substratkonzentrationen offensichtlich line-
ar und bei den Konzentrationen 100, 200 und 300% kongruent zu. Mit NB bestehen die
hoéchsten Hydrolyseraten bei den Substratkonzentrationen bei 25 bis 100%, die héchste bei
100%. Bei den Konzentrationen 200% und 300% kommt es offensichtlich zu einer so weit-
gehenden Substrathemmung, dass NB unter den Bedingungen des Esterase-Tests nicht
mehr nachweislich hydrolisiert wird. Bei IA resultieren die hchsten Hydrolyseraten bei den
Substratkonzentrationen 100, 200 und 300%. Bei allen Substratkonzentrationen nimmt die
Hydrolyserate in den ersten 90 min der Inkubation proportional zu, danach vermutlich in Fol-
ge von Produkthemmung ab. Die Hydrolyserate bei der Substratkonzentration von 200% ist

mit derjenigen von 300% faktisch identisch.

Beim Brustmuskel (Tab. 9; Abb. 10 - 12) ergeben sich mit NA bei den Substratkonzentratio-
nen 100, 200 und 300% faktisch identische Hydrolyseraten. Die Extinktionen nehmen bei
allen Substratkonzentrationen proportional zur Inkubationsdauer zu. Bei NB bestehen die
héchsten Hydrolyseraten bei den Substratkonzentrationen 25, 50 und 100%. Die Hydrolyse-
produkte nehmen — wenn von den methodisch bedingten Unscharfen abgesehen wird — bei
allen Substratkonzentrationen zeitproportional zu. Dass die Hydrolyseraten bei den Substrat-
konzentrationen 200 und 300% niedriger sind als bei 25%, dirfte auf eine Substrathemmung
zurtickzufuihren sein. Bei 1A resultiert die hochste Hydrolyserate bei der Substratkonzentrati-
on 300%. Dass sie mehr als das Doppelte der Hydrolyserate der Konzentration 100% be-
tragt, durfte nach aller Erfahrung auch in anderen Versuchsreihen dieser Arbeit darauf zu-
rickzufihren sein, dass das in alkoholischer Lésung zugegebene, in Wasser sehr schlecht
I6sliche |A in den Anséatzen trotz sofortigen Schittelns mit dem Vortex-Ruttler nicht dispers
genug verteilt wird oder in der erzielten Dispersitat nicht lange genug verteilt bleibt. Ange-
sichts dieser Problematik sollten die Ansatze auch wahrend der Inkubation durch intermittie-

rendes Schutteln in guter Vermischung gehalten werden.

In der Versuchsreihe mit Fettgewebe (Tab. 10; Abb. 13 - 15) liegt die Hydrolyserate bei den
NA-Anséatzen bei den Substratkonzentrationen von 200 und 300% am hdéchsten, bei 100%
und auch bei 50% jedoch nicht wesentlich niedriger. Dass die Substrathydrolyse bei diesem
Probengut besonders unstet zu erfolgen scheint, ist angesichts der minimalen Restaktivitat
und der deshalb extremen Auswirkung geringster Methodenfehler erklarlich. Um wie viel
mehr sich durch die geringe Loéslichkeit von NB und IA bedingte Methodenfehler bei sehr
geringen Restaktivitaten auswirken kénnen, wird auf Grund des geringen Gehaltes an Sub-

stratdispersitat stabilisierendem Protein schon gleich bei den Extrakten aus dem Fettgewebe
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ersichtlich. Bei den NB-Ansatzen zeichnen sich die hdchsten Hydrolyseraten zwar bei 300%
und bei den IA-Ansétzen bei 300 und 200% ab, es bestehen jedoch keine Zweifel, dass sich
bei einem mehrmaligen intensiveren Schutteln der Ansatze wahrend der Inkubation auch die
Substratkonzentration 100% als sattigend erweist.

So sehr sich die dargelegte Erklarung aus den Erfahrungen an den verschiedenen Probenar-
ten aufdrangt, so wenig soll aber als Ursache des abnormen Hydrolyseverlaufs bei den NB-
und NA-Ansatzen die Moglichkeit ausgeschlossen werden, dass es sich bei den Esterase-
Isozymen des Fettgewebes im Gegensatz zu den Isozymen von Leber und Brustmuskulatur
um allosterische sive sigmoide Enzyme handelt. Der auch bei NA irregulare Hydolyseverlauf
ware in diesem Fall dadurch bedingt, dass die gepriften Substrate als positive Modulatoren

fungieren und so als molekulares Signal die Kinetik des Enzyms steigern.

Aus dem Dargestellten folgt:

Die Substratkonzentrationen des referierten Testverfahrens kénnen beigehalten werden. Um
bei den IA-Ansatzen eine optimale Dispersitat zu gewahrleisten, missen diese auch wah-
rend der Inkubation durch ein haufiger wiederholtes Schitteln in ausreichender Vermischung

gehalten werden.
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24 Einfluss der unspezifischen Reaktion der enzymatischen Hydrolyseprodukte

mit Inhaltsstoffen der Probenextrakte

In den Versuchsreihen 2.1 Einfluss der Inkubationstemperatur und 2.2 Einfluss des Puffer-
pH-Wertes zeigt sich, dass durch Esterase freigesetztes Naphthol und Indoxyl der photomet-
rischen Quantifizierung durch Reaktion mit Extraktkomponenten aus dem Probenmaterial bis
zu einem gewissen Teil entgehen kann. Um festzustellen, inwieweit sich hierdurch die als
Esterase-Restaktivitat resultierende Extinktion [Eg47] verringern kann, werden mit Naphthol —
stellvertretend auch fur Indoxyl — in reinem Puffer sowie in verschiedenen Extrakten Eichge-
raden erstellt. Desgleichen wird geprtift, ob und in wie weit womdglich auch der aus Naphthol
und Indoxyl entstehende Farbkomplex mit Inhaltsstoffen des Probenextraktes reagieren und

dadurch der photometrischen Erfassung ebenfalls verloren gehen kann.

2.4.1 Versuchsanordnung, Material und Methodik

Die Kontrollen auf unspezifische Reaktion von Naphthol und Indigo mit Inhaltsstoffen des
Probengutes erfolgen an den Probenextrakten aus den Homogenisaten von Brustmuskel,
Leber und Fettgewebe der Pute, die nach Frostlagerung gemaf 1 Material und Methoden bei
Fso = 5 erhitzt werden, sowie an den Extrakten aus Putenfleisch gefertigter Kochpokelwaren,
Brihwurst und Leberwurst des Handels. Bei den von Lebensmittelgeschéaften in Freising und
Umgebung bezogenen Handelsprodukten handelt es sich bei den Brihwirsten um Puten-
wiener (BW 1), Puten-Schinkenwurst (BW 2), Puten-Bierschinken (BW 3), Putendebreziner
(BW 4), Putenwiener (BW 5), bei den Leberwursten (LW 1 bis LW5) um Gourmet-Leberwurst
und bei den Kochpdékelwaren um ,Putenkochschinken® (KS 1), , Truthahnbrust natur (KS 2),
»Truthahnbrust mit Honig“ (KS 3) und um ,Putenbrust gepokelt® (KS 4, KS 5). Der Fleischan-

teil der Produkte stammt deklarationsgemaf® ganzlich von Pute. Die Proben werden bei ca.

4°C transportiert und bis zur Untersuchung max. 3 Tage bei 4 bis 6°C gelagert. Die Extrakti-
on erfolgt gemaR der Methodik des Esterase-Tests, die Prifung der Parameter in Versuchs-
reihe A und B.

Versuchsreihe A: Bei den Ansatzen mit Naphthol werden 3,5 ml Extrakt jeweils mit 5 ml
Ethanol vermischt, in denen 0, 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30 und 40 pg Naphthol gelést sind. Nach 60
min langer Inkubation der Ansatze bei 25°C und anschlieender Zugabe von 100 pl Ethanol
mit 0,25 mg DBCC wird bei 617 nm die Extinktion bestimmt.

Versuchsreihe B: Parallel zu Versuchsreihe A wird gepruft, ob auch aus Naphthol (N) und
DBCC entstandener Azofarbstoff (N-DBCC-Farbkomplex) durch Reaktion mit Komponenten

des Probenextraktes der photometrischen Bestimmung entzogen werden. Hierflir werden
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1,75 ml aus doppelter Probeneinwaage gewonnener Probenextrakt von Homogenisaten von
Brustmuskel, Leber und Fettgewebe der Pute, die gemall 1 Material und Methoden vorab
gefrostet und dann 5 min bei 80°C erhitzt werden, mit 1,75 ml Puffer und jeweils 5 ml Ethanol
vermischt, denen fir die Generierung steigender Mengen von N-DBCC-Farbkomplex bis 40
ug Naphthol und 0,25 mg DBCC zugegeben werden. Nach 60 min langer Inkubation bei
25°C wird der Farbstoffgehalt der Ansatze bei 617 nm photometrisch bestimmt. Diese Ver-
suchsanordnung gebietet sich so nicht nur fir die Gewahrleistung der Vergleichbarkeit der
Ergebnisse von Versuchsreihe A und B, sondern vor allem auch deshalb, weil die Reaktion

von Naphthol und DBCC zum sichtbaren Farbkomplex in reinem Ethanol nicht erfolgt.

Inwieweit womoglich auch Indigo durch Reaktion mit Extraktstoffen aus dem Probengut der
photometrischen Bestimmung entgehen kann, wird geprift, indem den Probenextrakten der
Versuchsreihe A mit jeweils 5 ml Methylpyrrolidon mit 2, 4, 6, 8, 10, 20, 30 und 40 ug Indigo

zugesetzt wird.

2.4.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die Ergebnisse der Versuchsreihe A Uber den potentiellen Einfluss etwaiger Reaktionen von
Naphthol und Indigo mit Komponenten des Probenextraktes auf die photometrisch nach-
weisbare Menge von N-DBCC-Farbkomplex bzw. von Indigo sind in den Tabellen 11 bis 14

und den Abbildungen 16 bis 19 zusammengestellt.
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Tab. 11: Einfluss des Probenextraktes auf die Extinktion des aus Naphthol und DBCC entste-
henden N-DBCC-Farbkomplexes aus pasteurisiertem Homogenisat (80°C/5 min) von Brust-
muskel, Leber und Fettgewebe (Versuchsreihe A)

Extinktion [Eg47] des entstehenden N-DBCC-Farbkomplexes
Naphthol [ug]
0 2 4 6 8 10 20 30 40
Puffer 1 0 0,026 0,050 0,076 0,099 0,125 0,248 0,375 0,496
Puffer 2 0 0,024 0,052 0,076 0,090 0,131 0,253 0,353 0,474
Puffer 3 0 0,026 0,055 0,078 0,105 0,13 0,256 0,391 0,524
MW 0 0,025 0,052 0,077 0,098 0,129 0,252 0,373 0,498
Brustmuskel 1 0 0,036 0,056 0,08 0,101 0,132 0,256 0,381 0,506
Brustmuskel 2 0 0,037 0,057 0,081 0,104 0,133 0,256 0,379 0,503
Brustmuskel 3 0 0,041 0,063 0,091 0,11 0,142 0,262 0,381 0,508
MW 0 0,038 0,059 0,084 0,105 0,136 0,258 0,380 0,506
Leber 1 0 0,007 0,018 0,024 0,032 0,035 0,06 0,084 0,134
Leber 2 0 0,007 0,031 0,033 0,045 0,061 0,114 0,158 0,208
Leber 3 0 0,015 0,025 0,04 0,04 0,062 0,133 0,167 0,224
MW 0 0,010 0,025 0,032 0,039 0,053 0,102 0,136 0,189
Fettgewebe 1 0 0,027 0,058 0,086 0,114 0,143 0,273 0,412 0,533
Fettgewebe 2 0 0,036 0,062 0,086 0,116 0,141 0,279 0,413 0,538
Fettgewebe 3 0 0,027 0,053 0,08 0,108 0,135 0,269 0,397 0,532
MW 0 0,030 0,058 0,084 0,113 0,140 0,274 0,407 0,534
Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert
0,6
0,5 - 2
~ 0,4
g * —e—B
c / —=—L
S 0,3
< , F
5 0,2 —a P
0.1 W .
B
0 *'/7.’/ S T T T T T T T
0 10 15 20 25 30 35 40 45
Naphthol [ug]

Abb. 16: Einfluss des Probenextraktes auf die Extinktion des aus Naphthol und DBCC entste-
henden N-DBCC-Farbkomplexes bei pasteurisiertem Homogenisat (80°C/5 min) von Brustmus-
kel (B), Leber (L) und Fettgewebe (F) (Versuchsreihe A; P = Puffer)
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Tab. 12: Einfluss des Probenextraktes auf die Extinktion des aus Naphthol mit DBCC entste-
henden N-DBCC-Farbkomplexes bei Kochpdkelware, Brihwurst und Leberwurst aus Puten-
fleisch (Versuchsreihe A)

Probenart ! Extinktion [Eg7] des entstehenden N-DBCC-Farbkomplex
Naphthol [ug]
0 2 4 6 8 10 20 30 40
Kochschinken 1 0 0,020 0,036 0,069 0,096 0,138 0,251 0,354 0,473
Kochschinken 2 0 0,017 0,038 0,069 0,089 0,118 0,202 0,285 0,349
Kochschinken 3 0 0,025 0,042 0,068 0,085 0,108 0,207 0,303 0,376
Kochschinken 4 0 0,037 0,055 0,083 0,095 0,103 0,161 0,215 0,245
Kochschinken 5 0 0,033 0,056 0,080 0,110 0,127 0,240 0,299 0,324
MW 0 0,026 0,045 0,074 0,095 0,119 0,212 0,291 0,353
Bruhwurst 1 0 0,013 0,010 0,044 0,041 0,048 0,096 0,143 0,181
Bruhwurst 2 0 0,035 0,042 0,059 0,060 0,072 0,102 0,117 0,16
Brihwurst 3 0 0,009 0,040 0,051 0,065 0,080 0,164 0,206 0,311
Brihwurst 4 0 0,015 0,027 0,032 0,051 0,059 0,090 0,165 0,219
Brihwurst 5 0 0,015 0,037 0,058 0,063 0,073 0,095 0,103 0,132
MW 0 0,017 0,031 0,049 0,056 0,066 0,109 0,147 0,201
Leberwurst 1 0 0,002 0,028 0,044 0,057 0,061 0,128 0,177 0,219
Leberwurst 2 0 0,011 0,023 0,023 0,032 0,042 0,064 0,099 0,117
Leberwurst 3 0 0,007 0,016 0,026 0,032 0,037 0,079 0,105 0,148
Leberwurst 4 0 0,014 0,021 0,036 0,052 0,064 0,103 0,149 0,176
Leberwurst 5 0 0,011 0,014 0,020 0,024 0,028 0,056 0,070 0,088
MW 0 0,009 0,020 0,030 0,039 0,046 0,086 0,120 0,150

Erklarungen: Y Es handelt sich jeweils um 5 verschiedene Produkte; MW = arithmetischer Mittelwert
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Abb. 17: Einfluss des Probenextraktes auf die Extinktion des aus Naphthol und DBCC entste-
henden N-DBCC-Farbkomplexes bei Kochschinken (KS), Brihwurst (BW) und Leberwurst (LW)
(Versuchsreihe A; P = Puffer)
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Tab. 13: Einfluss des Probenextraktes auf die wiederfindbare Menge von zugesetztem N-DBCC-
Farbkomplex bei pasteurisiertem Homogenisat (80°C/5 min) von Brustmuskel, Leber und Fett-

gewebe (Versuchsreihe B)

Probenart Extinktion [Eg17] des wiederfindbaren N-DBCC-Farbkomplexes
Basismenge Naphthol [ug]
0 2 4 6 8 10 20 30 40

Brustmuskel 1 | Extrakt " 0 0,036 | 0,056 | 0,080 | 0,101 | 0,132 | 0,256 | 0,381 | 0,506
Puffer ? 0 0,015 | 0,041 | 0,064 | 0,086 | 0,109 | 0,211 | 0,356 | 0,459

Brustmuskel 2 | Extrakt 0 0,037 | 0,057 | 0,081 | 0,104 | 0,133 | 0,256 | 0,379 | 0,503
Puffer 0 0,018 | 0,047 | 0,078 | 0,090 | 0,116 | 0,245 | 0,343 | 0,481

Brustmuskel 3 | Extrakt 0 0,041 | 0,063 | 0,091 | 0,110 | 0,142 | 0,262 | 0,381 | 0,508
Puffer 0 0,013 | 0,025 | 0,069 | 0,085 | 0,107 | 0,243 | 0,346 | 0,436

Leber 1 Extrakt 0 0,018 | 0,031 | 0,040 | 0,058 | 0,073 | 0,124 | 0,187 | 0,248
Puffer 0 0,067 | 0,089 | --% | 0,099 | 0,123 | 0,233 | 0,26 | 0,345

Leber 2 Extrakt 0 0,007 | 0,031 | 0,033 | 0,045 | 0,061 | 0,114 | 0,158 | 0,208
Puffer 0 0,009 | 0,032 | 0,055 | 0,062 | 0,094 | 0,210 | 0,349 | 0,463

Leber 3 Extrakt 0 0,015 | 0,025 | 0,040 | 0,040 | 0,062 | 0,133 | 0,167 | 0,224
Puffer 0 --¥ 10,044 | 0,019 | 0,053 | 0,069 | 0,168 | 0,284 | 0,415

Fettgewebe 1 | Extrakt 0 0,027 | 0,058 | 0,086 | 0,114 | 0,143 | 0,273 | 0,412 | 0,533
Puffer 0 0,025 | 0,037 | 0,067 | 0,097 | 0,121 | 0,233 | 0,354 | 0,472

Fettgewebe 2 | Extrakt 0 0,036 | 0,062 | 0,086 | 0,116 | 0,141 | 0,279 | 0,413 | 0,538
Puffer 0 0,030 | 0,039 | 0,062 | 0,092 | 0,116 | 0,238 | 0,346 | 0,465

Fettgewebe 3 | Extrakt 0 0,027 | 0,053 | 0,080 | 0,108 | 0,135 | 0,269 | 0,397 | 0,532
Puffer 0 0,017 | 0,044 | 0,059 | 0,090 | 0,112 | 0,229 | 0,363 | 0,499

Erklarungen: " N-DBCC-Farbkomplexbildung in Filtrat; 2 N-DBCC-Farbkomplexbildung in Puffer; ® Technisch

bedingtes Fehlresultat
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Abb. 18: Einfluss des Probenextraktes auf die wiederfindbare Menge von zugesetztem N-
DBCC-Farbkomplex bei pasteurisiertem Homogenisat (80°C/5 min) bei Brustmuskel (B), Leber
(L) und Fettgewebe (F) (Versuchsreihe B); N-DBCC-Farbkomplexbildung in Filtrat: -F; N-DBCC-

Farbkomplexbildung in Puffer: -P
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Tab. 14: Einfluss des Probenextraktes auf die wiederfindbare Menge von zugesetztem Indigo
bei pasteurisiertem Homogenisat (80°C/5 min) von Brustmuskel, Leber und Fettgewebe sowie
aus Kochpotkelware, Brihwurst und Leberwurst

Probenart Extinktion [Eg7] des wiederfindbaren Indigo”

zugesetzte Menge an Indigo [ug]

0 2 4 6 8 10 20 30 40
Puffer 1 0,009 0,016 0,025 0,030 0,045 0,093 0,154 0,188
Puffer 2 0,021 0,024 0,035 0,040 0,055 0,109 0,163 0,205
Puffer 3 0,009 0,029 0,031 0,038 0,047 0,110 0,155 0,194
Puffer 4 0,012 0,030 0,032 0,041 0,051 0,100 0,180 0,203
Puffer 5 0,010 0,019 0,034 0,044 0,068 0,116 0,176 0,230

Brustmuskel 1
Brustmuskel 2
Brustmuskel 3

0,008 0,015 0,029 0,033 0,044 0,088 0,134 0,184
0,010 0,022 0,025 0,032 0,042 0,087 0,133 0,183
0,008 0,017 0,021 0,029 0,039 0,084 0,119 0,173

Leber 1 0,004 0,012 0,019 0,024 0,030 0,055 0,106 0,155
Leber 2 0,007 0,013 0,021 0,029 0,032 0,061 0,113 0,156
Leber3 0,015 0,025 0,046 0,045 0,061 0,071 0,139 0,225

Fettgewebe 1
Fettgewebe 2
Fettgewebe 3

0,009 0,018 0,034 0,046 0,048 0,072 0,157 0,223
0,011 0,024 0,031 0,043 0,043 0,049 0,143 0,208
0,012 0,020 0,029 0,036 0,040 0,054 0,139 0,254

Kochschinken 1
Kochschinken 2
Kochschinken 3
Kochschinken 4
Kochschinken 5

0,013 0,030 0,036 0,039 0,050 0,099 0,157 0,204
0,010 0,029 0,034 0,042 0,055 0,106 0,163 0,218
0,012 0,022 0,031 0,041 0,053 0,105 0,176 0,221
0,010 0,020 0,023 0,032 0,049 0,098 0,133 0,189
0,014 0,025 0,031 0,036 0,056 0,116 0,169 0,229

Leberwurst 1
Leberwurst 2
Leberwurst 3
Leberwurst 4
Leberwurst 5

0,011 0,021 0,032 0,041 0,052 0,101 0,154 0,207
0,012 0,021 0,024 0,030 0,049 0,099 0,134 0,193
0,013 0,028 0,032 0,039 0,059 0,120 0,172 0,250
0,012 0,024 0,034 0,035 0,059 0,117 0,184 0,243
0,023 0,027 0,035 0,039 0,061 0,126 0,187 0,243

Brihwurst 1
Brihwurst 2
Brihwurst 3
Brihwurst 4
Brihwurst 5

0,014 0,022 0,049 0,041 0,059 0,091 0,154 0,211
0,015 0,026 0,028 0,039 0,068 0,112 0,158 0,205
0,016 0,027 0,037 0,049 0,067 0,125 0,188 0,255
0,006 0,021 0,034 0,033 0,050 0,096 0,123 0,174
0,009 0,018 0,025 0,035 0,044 0,098 0,121 0,167

[eNeololololloNeoloNolollecNoNolololloNolollocNololloNoNolloNoNoNoNeo)

Erklarungen: " Bei den Angaben bei reinem Puffer handelt es sich jeweils um Einzelbestimmungen, bei den An-
gaben bei den Probenextrakten jeweils um den Mittelwert einer Doppelbestimmung.
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Abb. 19: Einfluss des Probenextraktes auf die wiederfindbare Menge von zugesetztem Indigo
bei pasteurisiertem Homogenisat (80°C/5 min) von Brustmuskel (B), Leber (L) und Fettgewebe
(F) sowie aus Kochpokelware (KS), Bruhwurst (BW) und Leberwurst (LW) (P = Puffer)

Die in Versuchsreihe A bei Brustmuskel und Fettgewebe resultierenden Extinktionen (Tab.

11; Abb. 16) sind mit denjenigen beim Puffer faktisch identisch, die bei Leber ermittelten
Werte liegen hingegen deutlich unter den Vergleichswerten beim Puffer. Die Eichgeraden mit
den Extrakten von Kochpokelware, Brihwurst und Leberwurst (Tab. 12; Abb. 17) liegen aus-
nahmslos unter der Eichgeraden mit Puffer. Die maximalen Extinktionen, die bei den Koch-
pokelwaren ermittelt werden, betragen ca. 70%, bei den Brihwirsten ca. 40% und bei den
Leberwursten sogar nur ca. 30% der bei den Ansatzen mit Puffer bestehenden Extinktionen.
Dass die Extinktionen auch im oberen Bereich der Messreihen von Produkt zu Produkt selbst
innerhalb der jeweiligen Probenkategorie um Uber 100% differieren kénnen, ist durch den in

Relation zur geringen Farbstoffkonzentration sehr hohen Methodenfehler begriindet.

Wie sich in der Versuchsreihe B zeigt, resultieren aus dem Zusatz von 2 bis 40 ug Naphthol
entsprechendem N-DBCC-Farbkomplex bei den Extrakten von pasteurisiertem Brustmuskel
und Fettgewebe faktisch ebenso hohe und von Eg; = 0,027 bis 0,538 linear ansteigende
Gehalte an N-DBCC-Farbkomplex wie bei den Ansatzen mit reinem Puffer (Tab. 13; Abb.
18). Die bei Leber gemessenen Extinktionen liegen bei allen Naphthylkonzentrationen um

mehr als die Halfte unter den Werten bei Brustmuskel und Fettgewebe.

Bei den mit vorab in reinem Puffer erzeugtem N-DBCC-Farbkomplex vermischten Ansatzen

der Versuchsreihe B ergeben sich beim Extrakt aus pasteurisiertem Brustmuskel und Fett-
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gewebe im Extinktionsbereich Eg; > 0,100 um ca. 14% hdhere, beim Extrakt aus pasteuri-
sierter Leber hingegen um ca. 36% niedrigere Extinktionen als bei den Vergleichsansatzen
mit Puffer (Tab. 13; Abb. 18).

Die mit Indigo bei den Extrakten von pasteurisiertem Brustmuskel, Leber und Fettgewebe
sowie von Brihwurst, Leberwurst und Kochschinken aus Putenfleisch erstellten Eichgeraden
unterscheiden sich von den Eichgeraden mit Puffer nur sehr geringgradig und offenbar zufal-
lig (Tab. 14; Abb. 19).

Aus Versuchsreihe A und B ergeben sich folgende fir den Esterase-Test wichtigen Schluss-
folgerungen.

Sowohl das enzymatische Hydrolyseprodukt Naphthol, als auch dessen Farbkomplex mit

DBCC koénnen bis zu einem gewissen Anteil mit Inhaltsstoffen des Probenextraktes reagie-
ren und dadurch der photometrischen Bestimmung entgehen. Am ausgepragtesten ist dies
bei den Extrakten von pasteurisierter Leber und Leberwurst.

Auf gleiche Weise geht — wie sich aus den Versuchen 2.1 Einfluss der Inkubationstemperatur
ergibt — auch ein gewisser Teil des Indoxyls der photometrischen Quantifizierung als Indigo
verloren. Bereits zu Indigo oxidiertes Indoxyl hingegen verbleibt auf Grund der hohen Polari-
tat von N-Methyl-2-pyrrolidon in diesem quantitativ in Lésung. Bei den idealen Lésungsei-
genschaften N-Methyl-2-pyrrolidon bestehen keine Zweifel, dass im wassrigen Milieu der
Testansatze aus enzymatisch freigesetztem Indoxyl entstandenes und an affinen Molekilen
und Aggregaten des Probenextraktes gebundenes Indigo im Lésemittel quantitativ in Lésung
geht. Hierfur spricht visuell auch der Befund, dass die beim Klarfiltrieren der inkubierten
Testansatze fur die photometrische Bestimmung der Restaktivitat im Filter verbleibenden
Ruickstande bei keiner der gepruften Proben ein intensiveres Blau erkennen lassen als die
Filtrate.

Aus dem Dargestellten folgt:

Sowohl Naphthol als auch Indoxyl kann von affinen Inhaltsstoffen des Probenextraktes ge-
bunden werden und so der Reaktion zum Ergebnis bestimmenden Farbkomplex entgehen.
Bei der Festsetzung der fir eine unzureichende Pasteurisation kennzeichnenden Grenzwer-

te des Esterase-Tests ist diesem Zusammenhang vorhaltend Rechnung zu tragen.
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2.5 Isozymmuster pasteurisierter Brustmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Fir die Beurteilung der Aussagekraft der Esterase-Restaktivitat eines Erzeugnisses aus Pu-
tenfleisch als Korrelat der absorbierten Warme und deren pathogene und saprophytare Bak-
terien inaktivierenden Effektes, ist wichtig zu wissen, ob und wodurch sich das Isozymmuster
der Esterase enthaltenden Rezepturkomponenten der betreffenden Probe unterscheidet.
Dies qilt bei einem Bratenstiick und einer Kochpokelware nicht weniger als bei einem Hack-
fleischprodukt oder einer Brih- oder Leberwurst, die aus mageren und fetten Abschnitten
unterschiedlichster anatomischer Provenienz zusammengesetzt sein kdnnen.

In dieser Versuchsreihe wird an Brustmuskel, Fettgewebe und Leber der Pute untersucht,
wie sich eine gestufte Erhitzung des Probengutes auf die jeweiligen Pherogramme auswirkt.
Von besonderer Wichtigkeit ist hierbei die Frage, ob hinsichtlich der Inaktivierungstemperatur
der einzelnen Isozyme bei den gepriften Rezepturkomponenten Unterschiede bestehen, die
die Aussagekraft des Esterase-Tests in Frage stellen kénnen. Auf die Darstellung des Iso-
zymmusters mit NB und IA wird verzichtet, nachdem sich in orientierenden Vorversuchen
zeigt, dass zwar nicht alle NA-positiven Banden auch mit den unvergleichlich schwerer 16sli-
chen Substraten NB und IA darstellbar sind, jedoch alle NB- und IA-positiven Isozyme mit

dem vergleichsweise gut I0slichem NA.

2.5.1 Material und Methodik

Je 500 g Brustmuskel, Leber und Fettgewebe der Pute werden gemaf 2.1.1 Probengut und
Versuchsanordnung homogenisiert, in Einheiten von je 30 g gemaf 1.2 Probenaufbereitung
und Erhitzung im maximal £ 0,5°C differierenden Wasserbad bei 60, 65, 70, 75 und 80°C
jeweils 5 min lang erhitzt, danach sofort in Eiswasser 5 min lang gekuhlt und 24 h bei 4 bis
6°C zwischengelagert. Das fir die elektrophoretische Differenzierung erforderliche Proben-
extrakt wird aus dem pasteurisierten Homogenisat gemafl 1.3 Bestimmung der Esterase-
Restaktivitat im Verhaltnis 1:4 (G/V) gewonnen, in Einheiten von jeweils 15 ml gegen 1,5 |
Aqua dest. 12 h im Turnus von 1 h dialysiert, anschliefend bei 20.000 g und 4°C 20 min
zentrifugiert, im Witt"schen Topf entgast und dann in Einheiten von 5 ml lyophilisiert. Fur die
elektrophoretische Darstellung der Isozyme und deren Hitzestabilitdt wird das Lyophilisat in
60 pl Aqua dest. geldst und in Teilmengen von jeweils 25 pyl gemal 1.6 Isoelektrische Fo-

kussierung der Esterase-lsozyme differenziert.
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2.5.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die Pherogramme der jeweils 5 min lang bei 60°C bis 80°C erhitzten Homogenisate von

Brustmuskel, Leber und Fettgewebe sind in den Abbildungen 20 bis 23 wiedergegeben.

Die Pherogramme der Carbesterase von Brustmuskel, Leber und Fettgewebe der Pute zei-
gen hinsichtlich der Zahl, der pl-Werte und der Hitzestabilitat der Isozyme folgendes:

Die esteraseaktiven Banden der gepriften Probenart liegen im pH-Bereich von pH 4,5 und
pH 6.

Brustmuskel (Abb. 20) weist nach Erhitzen bei Fgg = 5 je nach Pherogramm 12 bis 14, bei Fgs
= 5 9 und bei F7o = 5 nur noch 3 esteraseaktive Banden auf. Die Steigerung der Hitzebe-
handlung von 70°C auf 75°C und 80°C hat bei den Banden b1 und b2 eine anscheinend nur
geringe Abschwachung zur Folge. Die Banden b1 und b2 dirften insofern auf eine beson-
ders hohe Temperaturstabilitdt schlieen lassen, als sie auch schon bei 60°C und 65°C eine
nur mittelstarke Auspragung aufweisen.

Die von Fettgewebe (Abb. 23) nach 5 min langem Einwirken von 60°C und 65°C gewonne-
nen Pherogramme sind voneinander kaum unterschieden. Ein 5 min langes Pasteurisieren
fihrt schon von 70°C an zu einem faktisch vollstandigen Schwund der Banden.

Bei der Leber (Abb. 21) muss die Inkubation der Pherogramme der 60°C/5 min-Chargen in
der Substratlésung wegen der sehr hohen Esterase-Aktivitat auf wenige Sekunden begrenzt
werden. Der Temperatureffekt von 65°C/5 min hat zwar bereits eine sehr starke Abschwa-
chung der Banden zur Folge, bei den 70°C/5 min-Chargen manifestieren sich jedoch immer
noch 15 bis 18 gut differenzierbare esteraseaktive Banden. Wahrend sich selbst bei den
75°C/5 min-Chargen - wenn z.T. auch kaum mehr erkennbar - noch 3 bis 5 Isozyme zeigen,
sind esteraseaktive Banden bei den 80°C-Chargen in keinem der mehrfach wiederholten

Versuche noch zu erkennen.
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Abb. 20: IEF-PAG-Pherogramme der Esterase-lsozyme von 5 min bei 60, 65, 70, 75 und 80°C
erhitztem Brustmuskel der Pute nach Darstellung mit NA
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Abb. 21: IEF-PAG-Pherogramme der Esterase-Isozyme von 5 min lang bei 60, 65, 70, 75 und
80°C erhitzter Leber der Pute nach Darstellung mit NA
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75°C
70°C
65°C
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Abb. 22: IEF-PAG-Pherogramme der Esterase-lsozyme von 5 min bei 60, 65, 70, 75 und 80°C
erhitztem Fettgewebe der Pute nach Darstellung mit NA

I. Markerproteine

]
‘4,5 5,2‘ ‘5,3 56,0 ‘6,9

Abb. 23: pl-Markerproteine
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2.6 Empfindlichkeit des Esterase-Tests und Madglichkeit einer Steigerung dieser

durch die Korrelation (q) Restaktivitat:Proteingehalt des Probenextraktes

An Brustmuskel der Pute soll zum einen an entsprechend geringgradig unterschiedlich er-
hitzten Probenchargen die Unterscheidungsscharfe des Esterase-Tests bestimmt werden.
Hierbei ist insbesondere auch von Wichtigkeit, ob sich unterschiedliche Stadien der postmor-
talen Muskelphysiologie auf die Restaktivitat auswirken und mit welchem der in vorliegender
Arbeit einbezogenen Substrate Esterase-Restaktivitat in welchem Temperaturbereich am
besten zu bestimmen ist. Zum anderen soll festgestellt werden, ob sich die Aussagekraft des
Tests bezlglich der minimal wirksam gewordenen Warmemenge moglicherweise dadurch
steigern lasst, dass die Proteinkonzentration des Probenextraktes als ein anderer Parameter

der Hitzedenaturation mitbewertet wird.

2.6.1 Material und Methodik

Etwa 1500 g Brustmuskel werden, wie unter 2.1.1 Probengut beschrieben, homogenisiert.
Fir die Sensitivitatsprifung wird ein Teil des Homogenisates an 3 aufeinanderfolgenden
Tagen jeweils in 9 Beuteln zu 30 g gemafR 1.2 Probenaufbereitung und Erhitzung 5 min bei
80°C im maximal um + 0,5°C differierenden Wasserbad erhitzt, danach sofort in Eiswasser 5
min lang gekuhlt und bis zur Bestimmung der Esterase-Restaktivitdt gemafl 1.3 Bestimmung
der Esterase-Restaktivitat 24 h bei 4 bis 6°C zwischengelagert. Nach Vereinen und einge-
henden Vermischen der Tageschargen mittels Spatel wird deren Esterase-Restaktivitat im
Neunfachansatz bestimmt. Der andere Teil des Homogenisates wird ebenfalls in Portionen
von 30 g jeweils 5 min bei 65, 67,5, 68, 69, 70, 71, 72,5, 75 und 80°C erhitzt, gekihlt und
nach maximal zweitagiger Zwischenlagerung bei 4°C gemal 1.3 Bestimmung der Esterase-

Restaktivitat und 1.5 Bestimmung des Proteingehaltes mit Bicinchoninsaure untersucht.
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2.6.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die an 5 min bei 80°C erhitztem Brustmuskel ermittelte Wiederholbarkeit des Esterase-Tests
ist aus Tabelle 15 zu ersehen. Die fir den Nachweis der Sensitivitdt des Screeningtests mit
NA, NB und IA ermittelte Esterase-Restaktivitat und der mit dieser korrespondierende Prote-
ingehalt der von jeweils 5 min bei 65°C bis 80°C erhitztem Brustmuskel der Pute stammen-
den Probenextrakte sind in den Tabellen 16 bis 18 und den Abbildungen 24 bis 29 dokumen-
tiert.

Tab. 15: Einfluss des postmortalen Stadiums und der Erhitzung von Putenbrustmuskel bei Fg
=5 auf die Wiederholbarkeit der Ergebnisse des Esterase-Tests

Extinktion [Eg17]
Tag Probe

NA NB IA
1 0,196 0,050 0,066
2 0,198 0,056 0,077
3 0,205 0,050 0,080
4 0,205 0,056 0,073
5 0,206 0,055 0,072
Tag 1 6 0,202 0,054 0,072
7 0,201 0,053 0,074
8 0,205 0,054 0,074
9 0,202 0,054 0,076
MW 0,202 0,054 0,074
S 0,003 0,002 0,004

VK 1,7 4,2 53
1 0,193 0,054 0,066
2 0,201 0,046 0,068
3 0,199 0,046 0,065
4 0,194 0,051 0,065
5 0,188 0,040 0,073
Tag 2 6 0,190 0,042 0,076
7 0,190 0,046 0,075
8 0,185 0,047 0,069
9 0,187 0,048 0,073
MW 0,192 0,047 0,070
S 0,005 0,004 0,004

VK 2,8 9 6,2
1 0,205 0,050 0,080
2 0,205 0,051 0,083
3 0,206 0,053 0,083
4 0,213 0,048 0,086
5 0,203 0,056 0,081
Tag 3 6 0,198 0,056 0,077
7 0,191 0,058 0,083
8 0,193 0,054 0,066
9 0,196 0,050 0,066
MW 0,201 0,053 0,078
S 0,007 0,003 0,007

VK 3,5 6,4 9,5

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert; s = Standardabweichung; VK = Variationskoeffizient
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Tab. 16: Einfluss eines jeweils 5 min langen niedrig gestuften und Erhitzens von Brustmuskel
der Pute bei 65°C bis 80°C auf die Esterase-Restaktivitat, den Proteingehalt und auf das Ver-
héltnis g zwischen Restaktivitat und Proteingehalt des Probenextraktes

Extinktion [Eg+7] Proteingehalt [ug/ml] q
[°C] | Probe | NA NB IA 111 Y 1:4 " NA NB IA
1 0,850 0,560 0,787 500 1642 0,1700 | 0,0341 | 0,0479
2 0,857 0,554 0,802 615 1877 0,1393 | 0,0295 | 0,0427
65 3 0,861 0,561 0,791 531 1738 0,1621 | 0,0323 | 0,0455
MW | 0,856 0,558 0,793 549 1753 0,1572 | 0,0320 | 0,0454
VK 0,7 0,7 1,0 10,9 6,7 10,1 7.2 5,7
1 0,542 0,356 0,313 474 1565 0,1143 | 0,0227 | 0,0200
2 0,590 0,354 0,349 518 1465 0,1139 | 0,0242 | 0,0238
675 | 3 0,586 0,375 0,352 488 1554 0,1201 | 0,0241 | 0,0227
MW | 0,573 0,362 0,338 493 1528 0,1161 | 0,0237 | 0,0222
VK 4,7 3,2 6,4 4,6 3,6 3,0 34 8,8
1 0,532 0,369 0,262 420 1265 0,1267 | 0,0292 | 0,0207
2 0,561 0,405 0,264 458 1469 0,1225 | 0,0276 | 0,0180
68 3 0,514 0,383 0,255 477 1469 0,1078 | 0,0261 | 0,0174
MW | 0,536 0,386 0,260 452 1401 0,1190 | 0,0276 | 0,0187
VK 4.4 4,7 1,8 6,4 8,4 8,4 5,6 6,6
1 0,393 0,340 0,201 349 1046 0,1126 | 0,0325 | 0,0192
2 0,378 0,336 0,182 392 1219 0,0964 | 0,0276 | 0,0149
69 3 0,373 0,329 0,194 398 1265 0,0937 | 0,0260 | 0,0153
MW | 0,381 0,335 0,192 380 1177 0,1009 | 0,0287 | 0,0165
VK 2,7 1,7 5,0 7.1 9,8 10,1 11,8 14,3
1 0,285 0,314 0,106 268 927 0,1063 | 0,0339 | 0,0114
2 0,284 0,310 0,114 315 777 0,0902 | 0,0399 | 0,0147
70 3 0,284 0,304 0,095 249 962 0,1141 | 0,0316 | 0,0099
MW | 0,284 0,309 0,105 277 888 0,1035 | 0,0351 | 0,0120
VK 0,2 1,6 9,1 12,3 11,0 11,8 12,2 20,4
1 0,290 0,212 0,103 202 769 0,1436 | 0,0276 | 0,0134
2 0,287 0,234 0,106 211 704 0,1360 | 0,0332 | 0,0151
71 3 0,284 0,251 0,102 234 638 0,1214 | 0,0393 | 0,0160
MW | 0,287 0,232 0,104 215 704 0,1337 | 0,0334 | 0,0148
VK 1,0 8,4 2,0 7.7 9,3 8,4 17,6 8,9
1 0,231 0,220 0,060 137 442 0,1686 | 0,0498 | 0,0136
2 0,224 0,243 0,073 158 581 0,1418 | 0,0418 | 0,0126
725 | 3 0,225 0,236 0,066 171 569 0,1316 | 0,0415 | 0,0116
MW | 0,227 0,233 0,066 155 531 0,1473 | 0,0444 | 0,0126
VK 1,7 5,1 9,8 11,0 14,5 13,0 10,6 7.9
1 0,231 0,120 0,067 123 423 0,1878 | 0,0284 | 0,0158
2 0,225 0,113 0,061 137 523 0,1642 | 0,0216 | 0,0117
75 3 0,226 0,110 0,068 142 465 0,1592 | 0,0237 | 0,0146
MW | 0,227 0,114 0,065 134 471 0,1704 | 0,0245 | 0,0140
VK 14 45 5,8 7,2 10,7 9,0 14,1 15,3
1 0,212 0,060 0,058 88 350 0,2409 | 0,0171 | 0,0166
2 0,214 0,059 0,070 146 488 0,1466 | 0,0121 | 0,0143
80 3 0,215 0,059 0,063 108 465 0,1991 | 0,0127 | 0,0135
MW | 0,214 0,059 0,064 114 435 0,1955 | 0,0140 | 0,0148
VK 0,7 1,0 9,5 26,1 17,1 24,2 19,8 10,6

Erklarungen: q = ( Esterase-Restaktivitat : Eiwei3gehalt) x 100; MW = arithmetischer Mittelwert; VK = Variations-
koeffizient; " Extraktionsverhaltnis (GIV);
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Die Ergebnisse der statistischen Auswertung der in Tabelle 16 zusammengestellten Daten

sind aus den Tabellen 17 und 18 ersichtlich.

Tab. 17: Temperaturbedingte Differenz der Esterase-Restaktivitat, Korrelationskoeffizient zwi-
schen Erhitzungsintensitat und Esterase-Restaktivitat der Probenextrakte und Steigung der
Regressionsgeraden der Aktivitatsverringerung beim Brustmuskel von Pute nach jeweils 5 min
langem und niedrig gestuftem Erhitzen von 65 bis 70°C und 70 bis 80°C

Substrat Temperaturbereich A r a
NA 65-70°C 0,572 -0,998 -0,115
70 -80°C 0,070 -0,817 -0,005
NB 65 -70°C 0,249 -0,955 -0,049
70 - 80°C 0,250 -0,949 -0,025
1A 65-70°C 0,688 -0,977 -0,139
70 —-80°C 0,041 -0,754 -0,003

Erklarungen: A = Differenz zwischen der minimalen und der maximalen Restaktivitat [E 617] des jeweiligen Tem-
peraturbereichs; r = Pearson Korrelationskoeffizient; a = Steigung der Regressionsgeraden der erhitzungsbeding-
ten Abnahme der Esterase-Restaktivitat

Tab. 18: Temperaturbedingte Differenz des Eiwei3gehaltes, Korrelationskoeffizient zwischen
Erhitzungsintensitat und EiweiRgehalt der Probenextrakte und Steigung der Regressionsgera-
den der Abnahme des Eiweil3gehaltes beim Brustmuskel der Pute nach jeweils 5 min langem
und niedrig gestuftem Erhitzen bei 67,5 bis 72,5°C und 72,5 bis 80°C

Verdinnung Temperaturbereich A [ug/ml] r a
111 67,5-72,5°C 338 -0,988 -70,3
) 72,5 -80°C 41 -0,977 -5,3
1-4 67,5-72,5°C 997 -0,988 -207
) 72,5 -80°C 96 -0,944 -12

Erklarungen: A = Differenz zwischen dem minimalen und dem maximalen EiweilRgehalt der Probenextrakte des
jeweiligen Temperaturbereichs; r = Pearson Korrelationskoeffizient; a = Steigung der Regressionsgeraden der
erhitzungsbedingten Abnahme des Proteingehaltes der Probenextrakte
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Abb. 24: Mit NA ermittelte Esterase-Restaktivitat bei Brustmuskel der Pute nach jeweils 5 min
langem und niedrig gestuftem Erhitzen bei 65 bis 70°C und 70 bis 80°C und Regressionsgera-

den der Aktivitatsverringerung
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Abb. 25: Mit NB ermittelte Esterase-Restaktivitat bei Brustmuskel der Pute nach jeweils 5 min
langem und niedrig gestuftem Erhitzen bei von 65 bis 70°C und 70 bis 80°C und Regressions-
gerade der Aktivitatsverringerung
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Abb. 26: Mit IA ermittelte Esterase-Restaktivitat bei Brustmuskel der Pute nach jeweils 5 min
langem und niedrig gestuftem Erhitzen bei 65 bis 70°C und 70 bis 80°C und Regressionsgerade

der Aktivitatsverringerung
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Abb. 27: EiweiRgehalte der 1:11-Extrakte von Brustmuskel der Pute nach jeweils 5 min langem
und niedrig gestuftem Erhitzen bei 67,5 bis 72,5°C und 72,5 bis 80°C und Regressionsgeraden

der Gehaltsverringerung
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Abb. 28: EiweiRgehalte der 1:4-Extrakte von Brustmuskel der Pute nach jeweils 5 min langem
und niedrig gestuftem Erhitzen bei 67,5 bis 72,5°C und 72,5 bis 80°C und Regressionsgeraden

der Gehaltsverringerung
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Abb. 29: Verhéltnis q zwischen Restaktivitat und Proteingehalt nach jeweils 5 min langen und
niedrig gestuftem Erhitzen von Brustmuskel der Pute bei 65 bis 80°C
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Wie der Tabelle 15 zu entnehmen ist, resultiert bei 5 min bei 80°C erhitztem Brustmuskel bei
den NA-Ansatzen (n = 9) ein Variationskoeffizient von VK = 1,7 bis 3,5, bei den NB-Ansatzen
(n =9) von VK = 4,2 bis 9 und bei den |A-Anséatzen (n = 9) von VK = 5,3 bis 9,5. Die hdchste
Reproduzierbarkeit besteht somit bei den Ansatzen mit NA. Bezlglich des Einflusses der
biochemischen post mortem-Prozesse zeigt sich, dass sich die ca. 24 h nach Schlachtung
am ,1. Tag“ bestehende Restaktivitat im Verlaufe der um weitere 2 Tage verlangerten Lage-
rung bei 4 bis 6°C nicht nennenswert andert.

Hinsichtlich der Eignung des Esterase-Tests, geringgradig unterschiedlich erhitztes Proben-
gut als solches anzuzeigen, lassen die Esterase-Restaktivitdten der 5 min bei 65 bis 80°C
erhitzten Homogenisate von Brustmuskel der Pute folgende Feststellungen zu. Wie sich dem
Resumee von Tabelle 16 entnehmen lasst, verringert sich die Esterase-Restaktivitat bei den
NA-Ansatzen von 65 bis 70°C linear (r = -0,998) und relativ steil (a =-0,115) von Eg17 = 0,856
auf 0,284. Die Extinktionsabnahme je 1°C Temperaturerhéhung betragt ~ Eg17 = 0,114. Im
Bereich von 70 bis 80°C verringert sich die Esterase-Restaktivitat immerhin noch um insge-
samt Eg17 = 0,070 (a = -0,005) auf Eg17 = 0,241. Dass die Variationskoeffizienten z.T. etwas
grofder sind als die in Tabelle 15 dokumentierten, ist durch die wesentlich kleinere Zahl von 3
Messwerten bedingt. Auch bei den NB-Ansatzen nimmt die Esterase-Restaktivitat von 65 bis
80°C nahezu linear ab (r = -0,955 und 0,949), und zwar von Eg7 = 0,558 bei 65°C je 1°C
Temperaturerh6hung um lediglich Eg17 ~ 0,049 auf Eg7 = 0,309 bei 70°C (a = -0,049) und
weiter um Egq7 ~ 0,025 je 1°C Temperaturerhéhung (a = -0,025) auf Eg7 = 0,059 bei 80°C.
Die Esterase-Restaktivitat der IA-Ansatze nimmt von Egq7 = 0,793 bei 65°C je 1°C Tempera-
turerhéhung linear (r = -0,977) um Eg47 ~ 0,137 (a = -0,139) auf Eg17 = 0,105 bei 70°C ab. Im
Temperaturbereich von 70 bis 80°C verringert sich die Esterase-Restaktivitdt nur noch sehr
geringgradig (a = -0,003) von Eg7 = 0,105 auf 0,064 (r = -0,754).

Der aus den Tabellen 16 bis 18 und den Abbildungen 24 bis 29 ersichtliche Einfluss einer 5
min langen Einwirkung von 65°C bis 80°C auf den Proteingehalt der fir die NA-Ansatze im
Probe-Puffer-Verhaltnis 1:11 und fir die NB- und IA-Ansatze 1:4 gewonnenen Brustmuskel-
Extrakte flihrt zu folgenden Feststellungen.

Bei den 1:11-Extrakten nimmt der Proteingehalt sowohl von 67,5 bis 72,5°C (r = -0,988), als
auch von 72,5 bis 80°C (r = —0,977) linear ab, und zwar von 493 ug/ml bei 67,5°C je 1°C
Temperaturerh6hung um durchschnittlich jeweils 67,6 pg/ml auf 155 ug/ml bei 72,5°C (a = -
70,3). Bei der weiteren Temperaturerhéhung verringert sich der Proteingehalt je 1°C durch-
schnittlich um nur noch 5,46 ug/ml auf 114 ug/ml bei 80°C (a = -5,3). Bei der Extrakt-
Verdinnung 1:4 nimmt der Proteingehalt sowohl im Temperaturbereich von 67,5°C bis
72,5°C (r =-0,988), als auch von 72,5°C bis 80°C (r = —0,944) linear ab. Durch Erhéhung der

Temperatur um jeweils 1°C verringert sich der Proteingehalt der Extrakte von 1528 ug/ml bei
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67,5°C um durchschnittlich 199 ug/ml auf 531 ug/ml bei 72,5°C (a = -207) und bei weiterer
Erhéhung der Temperatur um jeweils 9,2 ug/ml auf 435 ug/ml bei 80°C (a = -12).

Bezuglich des Zusammenhangs zwischen dem Proteingehalt und der Esterase-Restaktivitat

der Extrakte ergeben sich folgende Schlussfolgerungen:

» Die Proteingehalte der Proben weisen mit Ausnahme des 1:4- und 1:11-Extraktes der
67,5°C-Charge meist sehr viel hohere Variationskoeffizienten auf als die Esterase-
Restaktivitaten.

» Das Verhaltnis q von Esterase-Restaktivitat:Proteingehalt bleibt bei den NB- und IA-
Anséatzen von 65 bis 80°C annahernd konstant, bei den NA-Ansatzen nimmt es bis zur
Temperaturstufe 69°C ab und von 71 bis 80°C sehr stark zu (Abb. 29).

Die Ergebnisse der Versuchsreihe lassen so die Feststellung zu, dass sich die Auswirkung

der Hitzebehandlung eines fraglichen Produktes am Parameter g allenfalls dann noch diffe-

renzierter als mit dem Esterase-Test beurteilen lasst, wenn die Rezeptur des Erzeugnisses

verlasslich genug bekannt ist.
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3 Einfluss der Pasteurisation auf die Esterase-Restaktivitdt und den Restkeimge-

halt bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Um von der Esterase-Restaktivitat etwa eines gebratenen Putenschnitzels, einer gepdkelten
Oberkeule, einer Frikadelle, Lyoner, Leberwurst oder eines anderen pasteurisierten Erzeug-
nisses aus Putenfleisch auf das potentielle mikrobiologisch-hygienische Risiko des Produk-
tes schlieBen zu kdénnen, muss auch hinreichend bekannt sein, wie sich die Esterase-
Aktivitat der rohen Rezepturkomponenten, die beim Hitzegaren des Produktes aufgenom-
mene Warmemenge und eine womdglich ausgepragtere Pravalenz der Substrataffinitat der
hitzestabileren Isozyme auf die mit NA, NB und IA resultierende Restaktivitat auswirken.

Ziel der nachstehend beschriebenen Versuchsreihe ist es,

» den Einfluss der Hitzebehandlung der als Bestandteile der betreffenden Erzeugnisse aus
Putenfleisch wichtigsten Putenteile auf die Dynamik der Inaktivierung von Esterase und
der Mikroflora als einer Funktion von Temperatur und Zeit zu bestimmen;

» die Aussagekraft des Esterase-Tests beziglich der Inaktivierung der vegetativen Mikro-

flora des Probengutes zu eruieren.

3.1 Darstellung der Dynamik der Hitzeinaktivierung der Esterase

Die nachfolgend beschriebenen Studien erstrecken sich auf die Probenarten Skelettmuskula-
tur von Brustmuskel, Fligel, Oberkeule, Unterkeule und sogenanntes Karkassenfleisch so-

wie auf Leber und Fettgewebe der Pute.

3.1.1 Material und Methodik

Das Probenmaterial wird in Einheiten von je 1000 g, im Falle des Brustmuskels von 2000 g
gemal 2.1.1 Probengut homogenisiert. Die Erhitzung des einen Teils der Homogenisate
erfolgt bei 65, 72,5 und 80°C, und zwar bei 65°C flr die Dauer von 5, 10, 30, und 60 min, bei
72,5°C von 2,5, 5, 10, und 30 min und bei 80°C von 1, 5 und 10 min flr Ansatze mit NA und

NB und von 2,5, 5 und 10 min fur die Ansatze mit IA. Der andere Teil des Probengutes wird

jeweils 5 min bei 67,5, 70 und 85°C erhitzt. Um dem Lambert-Beer-Gesetz entsprechend
Extinktionen von Eg; £ 0,600 zu sichern, werden die Extrakte fir die NA-Ansatze im Pro-
be:Puffer — Verhaltnis (G/V) von 1:11 und fir die NB- und IA-Ansatze von 1:4 gewonnen und

auf die aus Tabelle 19 ersichtlichen Endverdiinnungen gebracht.
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Tab. 19: Verdinnung des rohen und erhitzten Probengutes bei der Extraktgewinnung

Probenart Extraktionsverhaltnis [G/V]
NA NB 1A
Skelettmuskulatur 1:11011 1:34441 1:3311
roh Leber 1:1112111 1:667711 1:334411
Fettgewebe 1:11011 1:34441 1:3311
Skelettmuskulatur 1:121 1:561 1:44
65 -67,5°C Leber 1:33033 1:77077 1.7777
Fettgewebe 1:121 1:561 1:44
Skelettmuskulatur 1:11 1:4 1:4
70-72,5°C Leber 1:121 1:561 1:44
Fettgewebe 1:11 1:4 1:4
Skelettmuskulatur 1:4 1:4
75 -85°C Leber 1:4 1:4
Fettgewebe 1:4 1:4

Erklarungen: G = Gewicht; V = Volumen

In der Perspektive einer bei den Putenfleischprodukten etwa erforderlichen methodischen
Optimierung des Esterase-Tests hat in dieser Versuchsreihe vor allem auch zu interessieren,
ob und erforderlichenfalls wie den je nach Probenart und Pravalenz der integralen Substrat-
affinitdt des jeweiligen Isozymsystems z.T. sehr stark differierenden NA-, IA- und NB-
Aktivitdten Rechnung zu tragen ist. Um die mit NA, NB und IA beim jeweiligen Probengut
nach dessen gestuftem Erhitzen resultierenden Restaktivitaten direkt vergleichen zu kdnnen,

werden die als relative Bezugswerte ,gemessenen Extinktionen® der den Testansatzen zu

Grunde liegenden Verdinnung der Probeneinwaage entsprechend in direkt vergleichbare,
die Bezugsverdinnung von 1:11 bei NA und 1:4 bei NB und IA reprasentierende ,absolute

Extinktionswerte” (aEw) umgerechnet. Bei den in den Tabellen 20 bis 27 genannten Daten

muss so im Auge behalten werden, dass sich beim Aufrechnen der z.T. extremen Proben-
verdinnung (siehe Tab. 19) schon kleinste subjektiv und objektiv bedingte Analysenfehler
extrem vervielfachen und dadurch nur scheinbare Unstimmigkeiten bedingt sein kdnnen.
Beim direkten Vergleich der bei den verschiedenen Substraten errechneten absoluten Ex-
tinktionswerte kdnnte je nach Fragestellung auch noch zu berticksichtigen sein, dass die NA-

Ansatze jeweils nur 1 h, die NB- und IA-Ansatze dagegen 3 h inkubiert werden.
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3.1.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Der Einfluss einer bis zu 60, 30 bzw. 10 min langen Erhitzung von Skelettmuskelfleisch, Le-
ber und Fettgewebe bei 65, 72,5 bzw. 80°C auf die Inaktivierung der Esterase ergibt sich aus
den Tabellen 20 bis 26 und den Abbildungen 30 bis 50, der Einfluss einer jeweils 5 min lan-
gen Einwirkung von 65, 67,5, 70, 72,5, 80 und 85°C aus den Tabellen 27 und den Abbildun-
gen 51 bis 57.

3.1.2.1Brustmuskel

Das rohe Probengut weist mit NA einen absoluten Extinktionswert (aEw) von ca. 73, mit NB
von 228 und mit IA von 22 auf. Bei diesen Angaben ist nicht beglichen, dass die Inkubations-

frist bei den NA-Ansatzen 60 min und bei den Ansatzen mit IA und NB 180 min betragt.

Der bei den NA-Ansdtzen vom rohen Brustmuskel-Homogenisat bestehende aEw von
73,073 verringert sich beim Hitzeregime 65°C/5 min (Tab. 20 und Abb. 30 bis 32) auf 0,913,
also auf eine Restaktivitat von ca. 1,2% des Ausgangswertes, beim Regime 65°C/60 min auf
ca. 0,5% und bei 72,5°C/5 min sowie 80°C/5 min auf die als Indikator einer ausreichende

Pasteurisation anzusehende Restaktivitat von jeweils ca. 0,2%.

Die bei den NB-Ansatzen bei 65°C erkennbare Dynamik der Esterase-Inaktivierung und die
bei 65°C/5 min, 65°C/60 min, 72,5°C/5 min und 80°C/5 min bestehenden Restaktivitadten von
ca. 1,5 bzw. 0,8% bzw. jeweils ca. 0,1% der Ausgangsaktivitat liegen im GréRenbereich der
bei den NA-Ansatzen ermittelten Restaktivitaten.

Mit IA wird bei 65°C/5 min noch eine Esterase-Restaktivitat von 5,1%, bei 65°C/60 min von
1,3%, bei 72,5°C/5 min von 0,6% und selbst bei 80°C/ 5 min noch von 0,4% der Ausgangs-

aktivitat nachgewiesen.
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Tab. 20: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Brustmuskels der Pute
auf die absolute Esterase-Restaktivitat

Absoluter Extinktionswert (aEw) "

Dauer 65°C 72,5°C 80°C
[min] (rohes Probengut)
NA NB A
(73,073) (228172) (21,035 | A NB IA NA NB IA
1 0,237 0,251
25 0278 0,303 0,142 0,138
5 | 0913 3206 1133 | 0204 0259 0136 | 0204 0069 0093

10 0,663 2,625 0,660 0,187 0,116 0,131 0,161 0,052 0,054
30 0,446 4,909 0,330 0,187 0,077 0,081
60 0,407 1,753 0,303

Erklarung: Y siehe Ausfiihrungen unter 3.1.1 Material und Methodik

—e—65°C
—=—725°C
80°C
0,1 1 : n—— 0 a
0,01 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Erhitzungsdauer [min]

Abb. 30: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Brustmuskels auf die
mit NA nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 31: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Brustmuskels auf die

mit NB nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 32: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Brustmuskels auf die

mit IA nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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3.1.2.2Fliigel

Die Esterase-Aktivitat des rohen Probenhomogenisates liegt mit einem aEw von 148 bei NA,

396 bei NB und 52 bei IA etwa doppelt so hoch wie beim Brustmuskel.

Die Hitzeinaktivierung der Esterase der Fligelmuskulatur verlauft aufgrund der héheren
Ausgangsaktivitat - wie sich bei den NA—Ansatzen der 65°C-Proben (Tab. 21 und Abb. 33
bis 35) besonders deutlich zeigt — sehr viel protrahierter als beim Brustmuskel. So besteht
bei der 65°C/5 min-Charge eine Restaktivitat von 5,5% und bei 65°C/60 min von 1,5% der
Ausgangsaktivitat. Die bei 72,5°C/5 min und 80°C/ 5 min resultierende Restaktivitat liegt je-

weils bei ca. 0,1%.

Tab. 21: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Fligelmuskulatur auf die
absolute Esterase-Restaktivitét

Absoluter Extinktionswert (aEw) R

Dauer 65°C 72,5°C 80°C
[min] (rohes Probengut)
NA NB IA
(148,148) (396,072) (51,734)| NA  NB IA NA NB IA
1 0216 0210 0,132
25 0,266 0,305 0,195
5 8,140 79382 5473 | 0203 0187 0.122 | 0,144 0002 0,086

10 6,969 77,138 3,724 0,159 0,052 0,119 0,133 0,014 0,107
30 3,234 20,242 1,689 0,134 0,025 0,099
60 2,228 13,674 1,128

Erklarung: Y siehe Ausfiihrungen unter 3.1.1 Material und Methodik

Bei den NB-Ansatzen der 65°C-Proben manifestiert sich der sehr protrahierte Verlauf der
Hitzeinaktivierung noch ausgepragter als bei den NA-Ansatzen. Bei 65°C/5 min besteht so
eine Restaktivitat von 20%, bei 65°C/60 min von 3,4%. Bei 72,5°C/5 min und 80°C/5 min
hingegen erweist sich auch die Esterase der Flugelmuskulatur als so instabil, dass nur noch

Restaktivitaten der GroRRenordnung 0,04 und 0,001% gemessen werden.

Bei den |A—Ansatzen Iasst sich ahnlich wie beim Brustmuskel eine ausgepragte Restaktivitat
auch noch nach mehrere min langem Einwirken von 72,5 und 80°C nachweisen. Die bei
65°C/5 min ermittelte Restaktivitat betragt 10,5%, bei 65°C/60 min 2,1%, bei 72,5°C/5 min
0,2% und bei 80°C/5 min 0,1% der Ausgangsaktivitat.
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Abb. 33: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Fligelmuskulatur auf die
mit NA nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 34: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Fliigelmuskulatur auf die
mit NB nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 35: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Fligelmuskulatur auf die
mit IA nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat

3.1.2.30berkeule

Nimmt man die potentielle Fehlerbelastung der absoluten Extinktionswerte ins Kalkil, so
entspricht der beim rohen Probenhomogenisat mit NA resultierende aEw etwa demjenigen
des Brustmuskels und der mit NB ermittelte aEw etwa demjenigen der Fligelmuskulatur. Der
mit IA nachgewiesene aEw liegt Uber dem Mittelwert des aEw von Brustmuskel und Fligel-

muskulatur.

Die bei den NA—Ansatzen errechneten absoluten Extinktionswerte (Tab. 22; Abb. 36 bis 38)
liegen bei jeder der 3 Temperaturen knapp unter den bei der Fligelmuskulatur ermittelten
Werten. Die nach 5 min langem Einwirken von 65, 72,5 und 80°C resultierende Restaktivitat
betragt 5,1, 0,09 und 0,06% der Ausgangsaktivitat.

Bei den NB—Anséatzen entspricht die Dynamik der Esterase-Inaktivierung etwa derjenigen bei
der Flugelmuskulatur. Der absolute Extinktionswert der 65°C/5 min-Probe liegt jedoch mit
6,9% der Ausgangsaktivitat sehr viel niedriger. Die bei 72,5°C/10 min und 80°C/5 min beste-

hende Restaktivitat lasst sich aufgrund der kleinen Messwertzahl nicht naher taxieren.
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Tab. 22: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Oberkeule auf die abso-
lute Esterase-Restaktivitat

Absoluter Extinktionswert (aEw) "

Dauer 65°C 72,5°C 80°C
[min] (rohes Probengut)

NA NB A

(83,083) (387,461) (37,663) | A NB IA NA NB IA
1 0,169 0298 0,073
25 0,209 0087 0,133
5 4268 26788 2404 | 0076 0031 0028 | 0051 0003 0,009
10 | 2219 18373 1397 | 0062 0005 0019 | 0058 0003  0.005
30 | 0820 3787 0517 | 0075 0007 0023
60 | 0.341 1683 0198

Erklarung: Y siehe Ausfiihrungen unter 3.1.1 Material und Methodik

Bei den 1A-Ansatzen der 65°C/60 min-Proben resultiert wie beim Brustmuskel eine Restakti-

vitat von 0,5% der Ausgangsaktivitat, die somit Uber derjenigen der Vergleichsansatze mit
NA und NB liegt. Die Restaktivitdten der 72,5°C/5 min- und 80°C/5 min-Proben liegen mit
0,07 und 0,02% Uber den Vergleichswerten der NB-Ansatze.
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Abb. 36: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Oberkeule die mit NA
nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 37: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Oberkeule auf die mit NB
nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 38: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Oberkeule auf die mit IA
nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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3.1.2.4Unterkeule

Die Esterase-Aktivitat des rohen Probenhomogenisates der Unterkeule stimmt mit derjenigen

der Oberkeule sehr gut Uberein.

Desgleichen verlauft bei den NA-Anséatzen auch die Hitzeinaktivierung in einer sehr ahnli-
chen Weise wie bei der Oberkeule (Tab. 23; Abb. 39 bis 41). Die bei 60°C/5 min bestehende
Restaktivitat liegt bei 5,8%, bei 65°C/60 min bei 0,7%, bei 72,5°C/5 min bei 0,1% und bei
80°C/5 min bei 0,08% der Ausgangsaktivitat.

Tab. 23: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Unterkeule auf die abso-
lute Esterase-Restaktivitat

Absoluter Extinktionswert (aEw) R

Dauer 65°C 72,5°C 80°C
[min] (rohes Probengut)

NA NB A

(87.588) (378.851) (32,282) | NA  NB IA NA NB IA
1 0,167 0303 0,090
25 0250 0,329 0,137 0.053
5 5104 47,545 2343 | 0,097 0054 0066 | 0,077 0000 0,031

10 3,281 28,541 1,174 0,069 0,015 0,033 0,068 0,000 0,013
30 0,996 9,888 0,325 0,057 0,007 0,035
60 0,682 7,503 0,209

Erklarung: Y siehe Ausfiihrungen unter 3.1.1 Material und Methodik

Bei den NB-Ansétzen resultieren bei 65°C/5 min mit 12,5% und bei 65°C/60 min mit 1,9%
besonders hohe Restaktivitaten, die um mehr als das Doppelte tUber den NA- und IA-
Ansatzen liegen. Bei der 72,5°C-Probe hingegen besteht wie bei Brustmuskulatur, Fllgel
und Oberkeule eine besonders niedrige Restaktivitat. Die Absorption einer dem Regime
80°C/5 min naherkommenden Warmemenge fuhrt bereits zu einer so weitgehenden Inakti-
vierung der Esterase, dass unter den Bedingungen des Esterase-Tests ein negatives Ergeb-

nis resultiert.

Wahrend die 1A-Ansatze bei den 65°C/5 min- und 65°C/60 min-Proben relativ niedrige Rest-
aktivitaten zu erkennen geben, die mit 7,2 und 0,6% der Ausgangsaktivitat unter den Ver-
gleichsansatzen mit NA und NB liegen, werden bei 72,5°C/5 min und 80°C/5 min Restaktivi-
taten von 0,2 und 0,09% notiert.
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Abb. 39: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Unterkeule auf die mit
NA nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat

100 =
10 - ‘\‘\‘\<
. >
R 1 .
§ —e—65°C
g —® 725°C
z .
W01 80°C
001{ "
.
0,001 T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Erhitzungsdauer [min]

Abb. 40: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Unterkeule auf die mit
NB nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 41: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Unterkeule auf die mit IA
nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat

3.1.2.5Karkassenfleisch

Rohes Karkassenfleisch weist unter den gepriften Probenarten die dritthdchste NA- und NB-
Aktivitat auf, und zwar im Falle von NA mit einem aEw von 106,6 nach Leber und Fllgel-
muskulatur und im Falle von NB mit einem aEw von 486,4 nach Fettgewebe und Leber. Die
IA-Ausgangsaktivitat entspricht mit aEw = 31,4 etwa dem Durchschnitt der IA-

Ausgangsaktivitaten der gepriften Skelettmuskel-Proben.

Die Hitzeinaktivierung der Esterase verlauft bei den NA-Ansatzen des Karkassenfleisches
ahnlich wie bei der Muskulatur von Fligel, Oberkeule und Unterkeule (Tab. 24; Abb. 42 bis
44). Die nach 5 min langem Einwirken von 65, 72,5 und 80°C errechnete Restaktivitat be-
tragt 8,1, 0,1 und 0,09% der Ausgangsaktivitat.

Auch der mit NB nachgewiesene Inaktivierungsverlauf ahnelt demjenigen bei Fligelmuskula-
tur, Oberkeule und Unterkeule. Durch ein 5 min langes Einwirken von 65°C verringert sich
die Ausgangsaktivitat auf 11%, von 72,5°C auf 0,03% und von 80°C auf 0,008%.
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Tab. 24: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Karkassenfleisches auf
die absolute Esterase-Restaktivitét

Absoluter Extinktionswerte (aEw) "

Dauer 65°C 72,5°C 80°C
[min]

NA NB A

(106,607) (486,479) (31,455) | NA  NB IA NA NB IA
1 0173 0,167 0,084
2,5 0292 0352 0,159
5 8679 54557 7,656 | 0119 0147 0053 | 0,102 0,041 0,034
10 | 5984 40392 4752 | 0099 0057 0033 | 009 0021 0027
30 | 3179 18,092 2343 | 0083 0026 0018
60 | 0913 4839 0215

Erklarung: Y siehe Ausfiihrungen unter 3.1.1 Material und Methodik

Bei den |A-Ansatzen ist vor allem hervorzugeben, dass die Restaktivitat von 24% bei der

65°C/5 min-Probe weit tGber den Vergleichswerten mit NA und NB liegt und derjenigen von
Fettgewebe gleichkommt. Die Restaktivitat der 5 min bei 72,5°C und 80°C erhitzten Proben
betragt 0,16 und 0,1%.
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Abb. 42: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Karkassenfleisches auf

die mit NA nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 43: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Karkassenfleisches auf
die mit NB nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 44: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Karkassenfleisches auf
die mit IA nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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3.1.2.6 Leber

Leber weist mit aEwya = 6975,96, aEwyng = 5592,08 und aEw, = 2549,88 zwar bei allen drei
Substraten die mit sehr groBem Abstand hdchsten Ausgangsaktivitaten auf. Diese verringern
sich jedoch schon durch ein 30 min langes Einwirken von 65°C und ein jeweils nur 5 min
langes Einwirken von 72,5 und 80°C (Tab. 25; Abb. 45 bis 47) auf Restaktivitaten, die bei

jedem der drei Substrate unter den Vergleichswerten des Brustmuskels liegen.

Die bei den NA-Ansatzen resultierende Restaktivitat betragt bei 65°C/5 min 13%, bei
65°C/60 min 1,5%, bei 72,5°C/5 min 0,5% und bei 80°C/5 min 0,007 %.

Tab. 25: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Leber auf die absolute
Esterase-Restaktivitét

Absoluter Extinktionswert (aEw) R

Dauer 65°C 72,5°C 80°C
[min]

NA NB A

(6975,96) (5592,08) (2549.88) | A NB A NA NB IA
1 0,745 0735 0419
25 4340 113252 4,626

5 968,468  1040,54 257,613 | 3,498 18,386 2,195 | 0,456 0,549 0,113
10 768,768  1464,46 120,544 | 3,190 10,710 0,985 | 0,298 0,470 0,180
30 319,820 77,077 46,662 1,738 4,437 0,550 | 0,132 0,251 0,029
60 109,610 173,423 34,024 1,095 4,310 1,463 | 0,083 0,208 0,013

Erklarung: Y siehe Ausfiihrungen unter 3.1.1 Material und Methodik

Wird von der erheblich langeren Inkubationsfrist der NB-Ansatze abgesehen, weisen diese
bei hitzebehandelter Leber héhere Restaktivitaten auf als die NA-Ansatze. Sie betragen nach
Einwirken von 65°C fur die Dauer von 5 min 18%, und von 60 min 3,1% und nach einem 5
min langen Einwirken von 72,5 und 80°C 0,3 und 0,01%.

Die 1A-Restaktivitat betragt bei 65°C/5 min 10%, bei 65°C/60min 1,3%, bei 72,5°C/5 0,08%
und bei 80°C/5 min 0,004%.
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Abb. 45: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Leber auf die mit NA
nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 46: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Leber auf die mit NB
nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 47: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung der Leber auf die mit IA
nachgewiesene Esterase-Restaktivitat

3.1.2.7 Fettgewebe

Die beim rohen Fettgewebe mit NA und IA resultierenden absoluten Extinktionswerte liegen
mit 32,5 und 14,1 deutlich unter den Vergleichswerten der Skelettmuskelproben, mit NB
nachgewiesene aEw von 1254,0 Uberschreitet hingegen die Vergleichswerte der gepriften

Skelettmuskulatur erheblich.

Die mit NA bei der 65°C/5 min-Probe ermittelte Restaktivitat liegt mit 27% aufierordentlich
hoch, mit 0,25% bei 72,5°/5 min und mit 0,05% bei 80°C/5 min hingegen meist sehr nahe bei

den Vergleichswerten der Skelettmuskulatur.

Mit NB resultieren beim hitzebehandelten Probengut generell geringere Restaktivitdten als
mit NA. Sie betragen bei den jeweils 5 min bei 65, 72,5 und 80°C erhitzten Proben 7, 0,02
und 0,002% der Ausgangsaktivitat.

Bei 65°C/5 min besteht mit 26% die hdchste aller in dieser Arbeit mit JA ermittelten Restakti-
vitaten. Die Restaktivitdt von 5 min bei 72,5 und 80°C erhitztem Fettgewebe liegt immerhin

noch im GroRRenbereich von 0,9 bzw. 0,2%.
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Tab. 26: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Fettgewebes auf die

absolute Esterase-Restaktivitat

Absoluter Extinktionswert (aEw) "

Dauer 65°C 72,5°C 80°C
[min]
NA NB IA
(32,533) (1254.04) (14072) | NA  NB IA NA NB IA
1 0,194 0,407 0,141
2,5 0,238 0,721 0,212
5 8,844 93,266 3,768 0,082 0,332 0,129 0,018 0,022 0,030
10 3,795 35,133 2,679 0,045 0,064 0,028 0,016 0,000 0,017
30 0,963 5,876 0,446 0,013 0,000 0,009
60 0,429 3,576 0,248
Erklarung: Y siehe Ausfiihrungen unter 3.1.1 Material und Methodik
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Abb. 48: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Fettgewebes auf die mit
NA nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 49: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Fettgewebes auf die mit
NB nachgewiesene absolute Esterase-Restaktivitat
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Abb. 50: Einfluss von Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung des Fettgewebes auf die mit
IA nachgewiesen absolute Esterase-Restaktivitat
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3.1.2.8 Synopse

Der Verlauf der Hitzeinaktivierung der Carbesterase als Funktion einer jeweils 5 min langen
und in niedriger Temperaturstufung erfolgenden Hitzebehandlung der gepriften Probenarten
bei 65 bis 85°C und die hierbei resultierenden absoluten Extinktionswerte sind aus Tabelle
27 und den Abbildungen 51 bis 57 zu ersehen.

Tab. 27: Einfluss einer 5 min langen gestuften Erhitzung von Skelettmuskulatur, Leber und
Fettgewebe der Pute bei 65 bis 85°C auf die absolute Esterase-Restaktivitat

Absoluter Extinktionswert (aEw) "
Temperatur .
[°C] Brustmuskel Flugel Oberkeule | Unterkeule | Karkasse Leber Fettgewebe

NA NA NA NA NA NA NA

NB NB NB NB NB NB NB

1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A
Kontrolle 73,07 148,1 83,08 87,58 106,6 6975 32,53
(roh) 228,1 396,0 387,4 378,8 486,4 5592 1254
21,39 51,73 37,66 32,28 31,45 2549 14,07
0,913 8,140 4,268 5,104 8,679 968,4 8,844
65 3,296 79,38 26,78 47,54 54,55 1040 93,26
1,133 5,473 2,404 2,343 7,656 257,4 3,768
0,495 3,823 1,936 3,190 3,581 507,5 3,548
67,5 1,893 30,22 15,42 27,84 20,33 655,1 32,25
0,182 2,750 1,106 1,199 2,283 85,54 2,057
0,288 0,382 0,381 0,497 0,354 41,02 0,273
70 0,278 0,392 0,675 0,497 0,371 327,5 0,773
0,170 0,339 0,295 0,313 0,176 17,49 0,346
0,204 0,203 0,076 0,097 0,119 3,498 0,082
72,5 0,259 0,187 0,087 0,054 0,147 18,386 0,332
0,136 0,122 0,028 0,066 0,053 2,195 0,129
0,204 0,144 0,051 0,077 0,102 0,456 0,018
80 0,069 0,002 0,003 0,000 0,041 0,549 0,022
0,093 0,086 0,009 0,031 0,034 0,113 0,030
0,162 0,137 0,064 0,050 0,082 0,201 0,017
85 0,056 0,021 0,001 0,007 0,038 0,205 0,000
0,057 0,102 0,026 0,000 0,035 0,061 0,002

Erklarung: Y siehe Ausfiihrungen unter 3.1.1 Material und Methodik

Von den fir die Aussagekraft des Esterase-Tests bei Erzeugnissen aus Putenfleisch beson-
ders wichtigen Ergebnissen der Versuchsreihe 3.1 Darstellung der Dynamik der Hitzeinakti-
vierung der Esterase ist hinsichtlich des Einflusses der Pasteurisation auf die Esterase-
Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute folgendes hervorzuhe-
ben:

Die mit auRerordentlich groRem Abstand héchste Ausgangsaktivitat weist mit jedem der ge-

priften Substrate gemalR Tabelle 27 Leber auf, danach mit NB das Fettgewebe. Beim Ske-
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lettmuskelfleisch bestehen beziglich der mit NA, NB und IA nachweisbaren Ausgangsaktivi-

taten keine sonderlich groRen Unterschiede.

Werden die beim rohen Probengut durch ihre Extinktion definierten Esterase-Aktivitaten der
jeweiligen Verdunnung der Probeneinwaage entsprechend in direkt vergleichbare absolute
Extinktionswerte (aEw) umgerechnet, so ergeben sich mafRgeblich der Daten in Tabelle 27

folgende der Bezugsverdinnung 1:11 bzw. 1:4 entsprechende Ausgangsaktivitaten:

Brustmuskel: aEwna = 73,073, aBEwyg = 228,1, aEwj,y = 21,935,
Flugel: aEwya = 148,148, aEwyg = 396,072, aEwp = 51,737,
Oberkeule: aEwya = 83,083, aEwyg = 387,461, aEw, = 37,663,
Unterkeule: aEwya = 87,588 aEwyg = 378,851, aEw,, = 32,282.
Karkassenfleisch: aEwya = 106,607, aEwyg = 486,479, aEw, = 31,455,
Leber: aEwya = 6975,96, aEwyg = 5592,08, aEw, = 2549,88,
Fettgewebe: aBEwya = 32,533, aEwng = 1254,04, aEwj,, = 14,072.

In diese absoluten Extinktionswerte nicht eingerechnet ist zu Gunsten des dadurch erleich-
terten Vergleichs beim Taxieren der Resultate in den anderen Versuchsreihen, dass die An-

satze mit NA nur 1 h, diejenigen mit NB und IA hingegen 3 h inkubiert werden.

Nach Vorschrift der USDA-FSIS (1996) sind Erzeugnisse aus Putenfleisch dann als ausrei-
chend pasteurisiert zu beurteilen, wenn im Kern eine Mindesttemperatur von 71,1°C auch
nur soeben erreicht wird. Beim Esterase-Test weisen die Restaktivitaten der 72,5°C/2,5 min-

Chargen nachstehende absoluten Extinktionswerte auf:

Brustmuskel: AEwna = 0,278, aEwyg = 0,303, aEw;,y= 0,142
Fligelmuskulatur: aEwya = 0,266, aEwyg = 0,305, aEw;,y= 0,195
Oberkeule: aBEwya = 0,209, aEwyg = 0,087, aEw;,y= 0,133
Unterkeule: aBEwya = 0,250, aEwyg = 0,329, aEw;,,=0,137
Karkassenfleisch: aBEwya = 0,292, aEwyg = 0,352, aEw;,y,= 0,159
Leber: aBEwna = 4,340, aEBEwyng = 113,252, aEw, = 4,626
Fettgewebe: aEwya = 0,238, aEwyg = 0,721, aEw;,y=0,212

Fir die Gewahrleistung sowohl eines vorhaltend hohen MalRes an gesundheitlicher Sicher-
heit als auch der vom Handel geforderten Mindesthaltbarkeit von 2 bis 3 Wochen wird das
pasteurisierte Fleischwaren-Sortiment schon seit langem wesentlich intensiver als lediglich
auf eine Kerntemperatur von 71,1°C erhitzt. Die Auswirkung einer auf diese Sicherheiten
besonders konservativ ausgelegten Hitzebehandlung bei Fg, = 5 auf die bei den gepriften
Probenarten mit NA, NB und IA resultierenden Extinktionswerte ist nachstehender Gegen-

Uberstellung zu entnehmen.
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Brustmuskel:
Flugel:
Oberkeule:

Unterkeule:

Karkassenfleisch:

Leber:

Fettgewebe:

ENA
ENA

ENA
ENA

ENA

= 0,204,
= 0,144
= 0,051
= 0,077
= 0,102,
= 0,456,
= 0,018,

Eng = 0, 069,
Eng = 0,002
Eng = 0,003
Eng = 0,000
Eng = 0,041,
Eng = 0,549,
Eng = 0,022,

En=0, 093
Exn= 0,086
Eixn=0,009
Ein= 0,031
Ein= 0,034
En=0,113
Eixn=0,030
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Abb. 51: Einfluss einer 5 min langen gestuften Erhitzung des Brustmuskels bei 65 bis 85°C auf
die absolute Esterase-Aktivitéat
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Abb. 52: Einfluss einer 5 min langen gestuften Erhitzung der Fligelmuskulatur bei 65 bis 85°C
auf die absolute Esterase-Aktivitéat
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Abb. 53: Einfluss einer 5 min langen gestuften Erhitzung der Oberkeule bei 65 bis 85°C auf die
absolute Esterase-Aktivitéat
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Abb. 54: Einfluss einer 5 min langen gestuften Erhitzung der Unterkeule bei 65 bis 85°C auf die
absolute Esterase-Aktivitéat
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Abb. 55: Einfluss einer 5 min langen gestuften Erhitzung des Karkassenfleisches bei 65 bis
85°C auf die absolute Esterase-Aktivitat
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Abb. 56: Einfluss einer 5 min langen gestuften Erhitzung der Leber bei 65 bis 85°C auf die ab-
solute Esterase-Aktivitat
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Abb. 57: Einfluss einer 5 min langen gestuften Erhitzung des Fettgewebes bei 65 bis 85°C auf
die absolute Esterase-Aktivitéat

Wie sich aus Tabelle 27 und den Abbildungen 51 bis 57 des weiteren ersehen lasst, verrin-
gert sich die Esterase-Restaktivitat in Folge des jeweils 5 min langen Erhitzens bei Tempera-
turen von 65 bis 85°C bis zur Schwelle von 70°C bei jeder Probenart und — mit Ausnahme
der IA-Ansatze von Brustmuskel und der NB-Ansatze von Leber — bei jedem Substrat fak-
tisch linear. Die Steigerung der Hitzebehandlung auf 75 bis 85°C fihrt je nach Probengut und
Substrat zu folgenden Feststellungen.

Bei den NA-Anséatzen fuhrt die Erhéhung der Temperatur von 70 auf 72,5°C bei der Leber
zu einer Verringerung des aEw von 41 auf 3,5, bei den anderen Probenarten zu einer Ver-
ringerung um einen aEw —Betrag von 0,080 bis 0,400. Die lediglich bei der Leber noch sehr
hohe und nur noch bei der Fligelmuskulatur und dem Brustmuskel noch deutlich nachweis-
bare Restaktivitat verringert sich bei der Leber infolge der Temperaturerhéhung auf 85°C von
aEw = 3,5 auf 0,201 und bei den beiden Skelettmuskelproben von aEw = 0,204 auf 0,162
bzw. von aEw = 0,203 auf 0,137.

Die bei den NB-Ansétzen resultierende Differenz der absoluten Extinktionswerte der Estera-
se-Restaktivitat liegt im Gegensatz zu den NA-Ansatzen sowohl zwischen 70 und 72,5°C als
auch zwischen 72,5 und 85°C stets Uber aEw = 0,080. Geringere Differenzen resultieren
zwischen 70 und 72,5°C lediglich beim Brustmuskel und zwischen 72,5 und 85°C bei der
Unterkeule. Beachtlichere Aktivitatsverluste manifestieren sich im Temperaturbereich Gber
80°C nur noch bei der Leber. Die absoluten Extinktionswerte des 5 min bei 65 bis 70°C er-
hitzten Probengutes liegen bei den NB-Ansatzen grofRtenteils Uber denjenigen der Ver-

gleichsansatze mit NA, hingegen bei den 72,5°C-Ansatzen von Fligel und Unterkeule und —
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mit Ausnahme der Leber - bei den auf = 80°C erhitzten Ansatzen unter den Ergebnissen mit
NA.

Bei den IA-Ansétzen hat die Temperaturerhéhung von 70 auf 72,5°C beim Brustmuskel eine
Verringerung der absoluten Extinktionswerte um aEw = 0,034, bei den anderen Probenarten
um aEw ~ 0,200 zur Folge. Eine weitere Erhéhung auf 80°C fuhrt bei den Skelettmuskel-
Proben zu einer Verringerung des absoluten Extinktionswertes um aEw = 0,019 bis 0,045,

bei der Leber um aEw = 2,082 und beim Fettgewebe um aEw = 0,099.

Von besonderer Bedeutung sind folgende Feststellungen:

Die héchsten Restaktivitaten resultieren — wenn von Leber abgesehen wird — von der Tem-
peraturschwelle 72,5°C an beim Brustmuskel und der Fligelmuskulatur, und zwar sowohl mit
NA als auch mit IA, von 80°C an zusatzlich mit NB. Bei der Fligelmuskulatur liegen die mit
IA ermittelten Extinktionswerte bei den auf 85°C erhitzten Chargen sogar Uber denjenigen

der Vergleichsansatze mit Leber.

Die beim Brustmuskel héchsten Extinktionen werden — cum grano salis und Leber wiederum
ausgenommen — mit NA bei den auf zumindest 72,5°C, mit NB auf zumindest 80°C und mit

IA auf 72,5 bis 80°C erhitzten Chargen gemessen.

Dass die hochsten Restaktivitdten nach der Leber beim Brustmuskel bestehen, ist hinsicht-
lich der Aussagekraft des Esterase-Tests bei zusammengesetzten Erzeugnissen aus zer-
kleinertem Putenfleisch grundséatzlich insofern von Bedeutung, als die mit NA und IA beim
rohen Brustmuskel nachgewiesene Ausgangsaktivitdt unter den 6 anderen Probenarten am
zweitniedrigsten und die mit NB nachgewiesene Ausgangsaktivitdt sogar am niedrigsten

liegt.

Die bei Fettgewebe mit NB nachweisbare Esterase-Restaktivitat liegt bei der 72,5°C-Charge

im Gréenordnungsbereich der Skelettmuskulatur, bei der 80°C-Charge darunter.

Die des o6fteren auftretenden Unregelmaligkeiten in den Kurvenverlaufen kénnen sowohl auf
subjektiv wie objektiv bedingte Fehler zurtickzufiihren sein. Zu den mit Abstand wichtigsten
Fehlermoglichkeiten zahlen nach der Entmischung der schwerer I6slichen Substrate NB und
IA subjektiv bedingte Fehler beim Homogenisieren und Hitzekonditionieren der Modellchar-

gen.
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3.2 Einfluss der Pasteurisation bei 80°C/5 min auf die Esterase-Restaktivitat und

den Restkeimgehalt bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Ziel jeglicher Pasteurisation ist die Inaktivierung der vegetativen Mikroflora, bei Lebensmit-
teln insbesondere der nicht Sporen bildenden pathogenen Bakterien. Wahrend Fleisch und
Fleischerzeugnisse fur die Haltbarmachung mit Wirkung einer effizienten Pasteurisation nach
REICHERT und Mitarb. (1979; 1988) hierfir dem Erhitzungsregime von F7, = 30 bis 80 ent-
sprechend hitzegegart werden missen, schreiben die Richtlinien der USDA-FSIS (1996) bei
hitzegegarten Erzeugnissen aus Putenfleisch unabhangig von deren jeweiligem geometri-
schem Querschnitt lediglich das Erreichen einer Mindesttemperatur von 71,1°C im Kern vor.
In den nachstehendend dargelegten Studien wird gepriift, welche Esterase-Restaktivitaten
und welche Restkeimgehalte bei pasteurisierter Skelettmuskulatur verschiedener anatomi-
scher Provenienz sowie bei Leber und Fettgewebe der Pute resultieren, nachdem das Pro-

bengut jeweils dem Hitzeeffekt von Fgy = 5 entsprechend hitzebehandelt wurde.

3.2.1 Material und Methodik

Gemal 2.1.1 Probengut wird aus der laufenden Produktion eines Pute verarbeitenden Un-
ternehmens von zumindest 5 Puten stammendes Probenmaterial von Brustmuskel, Fligel,
Oberkeule, Unterkeule, Karkasse, Leber und Fettgewebe unter hygienischen Kautelen zu 5
homogenen Sammelproben von je 1000 g aufbereitet. Die Proben werden bei Fgo = 5 — dies
kommt einem F, = 50 gleich - erhitzt. Um sicherzustellen, dass die Temperatur des Wasser-
bades beim Einbringen des Probenbeutels nicht auch nur fir wenige Sekunden unter 80°C
fallt, wird das Wasserbad vorhaltend auf 81 + 0,5°C eingestellt. Die auf diese Weise standar-
disierten Sammelproben werden vor und nach dem Erhitzen auf ihre Esterase-Aktivitat und
gemal 1.4 Bestimmung des Keimgehaltes auf ihren Gehalt an aeroben mesophilen Keimen,
an Streptokokken des Serotyps D sowie an aeroben Sporen untersucht. Zudem wird von
jeder Sammelprobe der Gehalt an Rohprotein, Gesamtfettgehalt und Trockenmasse geman
L06.00.7, L06.00.6 und L06.00.3 der Amtliche Sammlung von Untersuchungsverfahren nach
§35 LMBG bestimmt.

3.2.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Der Gehalt der Sammelproben an Rohprotein, Gesamtfettgehalt und Asche ist in Tabelle 28

wiedergegeben, der Einfluss der Pasteurisation des Probengutes auf die Esterase-
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Restaktivitat und den Restkeimgehalt in den Tabellen 29 bis 36. Den Daten ist folgendes zu

entnehmen.

Wird beim nicht erhitzten Probengut von der Ausnahme abgesehen, dass die beim Brust-
muskel mit NB ermittelten Ausgangsaktivitadten tGber den Vergleichswerten bei der Oberkeule
liegen, so nimmt sowohl die mit NA, als auch mit NB und IA ermittelte Esterase-Aktivitat in
der Reihenfolge Leber, Fligel, Karkasse, Unterkeule, Oberkeule, Brustmuskel und Fettge-
webe ab. Bei den 5 min bei 80°C pasteurisierten Proben hingegen lautet die Reihenfolge -
mit Ausnahme der beim Fettgewebe sehr geringgradig hdheren NB-Resultate als beim Kar-

kassenfleisch - Leber, Brust, Fligel, Karkasse, Oberkeule, Unterkeule und Fettgewebe.

Die mit extremem Abstand hdchsten Esterase-Aktivitaten ergeben sich mit jedem der 3 Sub-
strate bei roher sowie pasteurisierter Leber, die niedrigsten - mit Ausnahme der NB-Ansatze
des hitzebehandelten Probengutes - beim rohen und hitzebehandelten Fettgewebe. Die
Esterase-Aktivitaten der rohen resp. erhitzten Leber liegen bei den NA-Ansatzen gegenlber
den Vergleichswerten beim Fettgewebe um das 532- resp. 25-fache, bei den NB-Ansatzen
um das 91- resp. 70-fache und bei den |IA-Ansatzen um das 160- resp. 81-fache hdher. Die
mit NA ermittelten Esterase-Aktivitaten streuen mit Ausnahme der Leber deutlich weniger als
mit NB und insbesondere |A. Dies zeigt sich besonders deutlich beim Brustmuskel, bei dem
die Variationskoeffizienten der NA-, NB- und |A-Resultate mit VK = 4,8, 9,9 und 17,1 am

niedrigsten liegen.

Ein Zusammenhang zwischen der Esterase-Restaktivitat des Probengutes und insbesondere

dessen Gesamtfettgehalt wird nicht manifest.

Die Ergebnisse der bakteriologischen Untersuchung des rohen und beim Regime 80°C/5 min
sehr vorhaltend pasteurisierten Probengutes zeigen, dass die hdchste Kontamination bei
einer aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl von 5,8x10” KBE/g bei roher Karkasse besteht,
und der mit 2,2x10° KBE/g hdchste Gehalt an aeroben Sporenbildnern und mit 1,1x10*
KBE/g an D-Streptokokken beim rohen Fettgewebe. Durch die Pasteurisation des Probengu-
tes verringert sich die Gesamtkeimzahl inklusive der Sporen auf 0 bis 7x10? KBE/g, die Zahl
der aeroben Sporen auf 0 bis 6x10? KBE/g und die Zahl der D-Streptokokken auf 0 KBE/g.
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Abb. 28: Gehalt der Sammelproben von Brustmuskel, Fligel, Oberkeule, Unterkeule, Karkas-
senfleisch, Leber und Fettgewebe an Rohprotein, Gesamtfettgehalt und Asche

Rohprotein Gesamtfettgehalt Trockenmasse
Probe Nr. [%] [%] [%]
1 25,53 1,28 26,81
2 24,8 0,9 25,66
3 24,5 0,96 26
Brustmuskel 4 24,8 1,2 26,2
5 24,86 3,07 28,1
MW 24,90 1,48 26,55
1 25,53 1,28 26,81
2 24,8 0,9 25,66
3 24,5 0,96 26
Flugelmuskulatur 4 24,8 1,2 26,2
5 24,86 3,07 28,1
MW 24,90 1,48 26,55
1 19,65 12,25 32,41
2 19,61 8,41 29,11
3 18,49 14,22 33,67
Oberkeule 4 19,1 10,56 30,05
5 19,04 11,04 31,23
MW 19,18 11,30 31,29
1 19,01 10,54 30,33
2 18,46 7,64 26,78
3 17,65 11,5 30,18
Unterkeule 4 19,28 7,68 27,95
5 18,87 7,95 27,3
MW 18,65 9,06 28,51
1 16,13 19,87 37,02
2 16,22 19,86 37,29
3 15,9 20,1 37,58
Karkassenfleisch 4 16,06 20,38 37,57
5 15,86 20,73 38,01
MW 16,034 20,188 37,494
1 20,76 3,79 26,73
2 20,68 3,7 25,95
3 20,27 3,7 25,44
Leber 4 21,4 3,52 28,94
5 20,11 6,23 27,66
MW 20,64 4,19 26,94
1 5,71 62,16 69,08
2 7,71 59,67 69,16
3 9,42 57,63 68,4
Fetigewebe 4 8.22 59,85 69,83
5 6,34 63,65 72,43
MW 7,48 60,592 69,78

Erklarung: MW = arithmetischer Mittelwert



C Eigene Untersuchungen

140

Tab. 29: Esterase-Aktivitat und Keimgehalt der Sammelproben von Brustmuskel der Pute vor

und nach dem Pasteurisieren bei Fg =5

Extinktion [Eg47] Keimgehalt [KBE/g]
NA NB IA GKZ S D
1 51,051 " 198,035 " 9,105 " 1x10° 4,8x10° 4,5x10"
2 52,052 232,476 32,282 1,1x10’ 1,2x10* 9,4x10°
roh 3 60,06 215,256 10,76 5,3x10° 2x10* 1x10°
4 56,056 241,087 31,454 5,3x10° 2x10* 1x10°
5 47,047 232,476 25,66 9,3x10° 4,2x10° 2x10'
MW 53,25 223,87 21,85
VK 9,3 7,7 51,2
1 0,190 7 0,053 7 0,081 7x10° 6x10° 0
2 0,171 0,051 0,068 1x10? 2x10° 0
erhitzt 3 0,181 0,042 0,057 1x10? 2x10° 0
4 0,170 0,051 0,072 1x10? 5x10° 0
5 0,173 0,055 0,053 1x10? 1x10? 0
MW 0,177 0,050 0,066
VK 4,8 9,9 17,1

Erklarungen: Y absoluter Extinktionswert gemal 3.1.1 Material und Methodik; 2 gemessene Extinktion; GKZ =
aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = D-Streptokokken (Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium); MW = arithmetischer Mittelwert; VK = Variationskoeffizient

Tab. 30: Esterase-Aktivitat und Keimgehalt der Sammelproben von Fligelmuskulatur der Pute
vor und nach dem Pasteurisieren bei Fgy =5

Extinktion [Eg47] Keimgehalt [KBE/g]
NA NB IA GKZ S D
1 125,125 "7 | 464,953 " | 113,401 " 9x10° 4x10" 3,8x10°
2 99,099 249,697 87,741 6,3x10* 1x10' 6x10"
roh 3 73,073 749,091 69,531 1,8x10° 1x10’ 2,6x10°
4 109,109 198,035 174,655 1,2x10° 3,6x10' 6x10°
5 101,101 439,122 88,569 8,7x10° 1x10" 3x10'
MW 101,5 420,1 106,7
VK 18,6 51,7 38,4
1 0,142 0,0197 0,015 0 1x10’ 0
2 0,12 0,059 0,059 1x10' 1x10? 0
erhitzt 3 0,083 0,03 0,04 0 0 0
4 0,097 0,023 0,046 2x10" 0 0
5 0,1 0,029 0,053 1x10' 1x10' 0
MW 0,108 0,032 0,042
VK 21,2 49,2 39,9

Erklarungen: Y absoluter Extinktionswert gemal 3.1.1 Material und Methodik; 2 gemessene Extinktion; GKZ =
aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = D-Streptokokken (Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium); MW = arithmetischer Mittelwert; VK = Variationskoeffizient
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Tab. 31: Esterase-Aktivitat und Keimgehalt der Sammelproben von Oberkeule der Pute vor und
nach dem Pasteurisieren bei Fgy =5

Extinktion [E61 7]

Keimgehalt [KBE/g]

NA NB IA GKZ S D
1 45,045 " 309,969 " 28,971 " 5,8x10* 6x10° 8,1x10'
2 73,073 284,138 24,832 6,3x10* 3,6x10? 0
roh 3 58,058 266,917 32,282 3,110° 8x10? 2,5x10°
4 29,029 51,661 41,387 1,6x10° 8,1x10° 6,1x10°
5 73,073 180,815 10,76 9x10* 8x10? 1,3x10?
MW 55,6 218,7 27,6
VK 34,0 48,1 40,6
1 0,045 0,017 ? 0,012? 1x10’ 1x10’ 0
2 0,048 0,022 0,012 2x10? 0 0
erhitzt 3 0,041 0,023 0,009 5,4x10' 4x10' 0
4 0,036 0,012 0,016 0 0 0
5 0,038 0,014 0,013 1,4x10° 5,4x10' 0
MW 0,041 0,017 0,012
VK 11,8 27,4 20,2

Erklarungen: Y absoluter Extinktionswert gemal 3.1.1 Material und Methodik; 2 gemessene Extinktion; GKZ =
aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = D-Streptokokken (Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium); MW = arithmetischer Mittelwert; VK = Variationskoeffizient

Tab. 32: Esterase-Aktivitat und Keimgehalt der Sammelproben von Unterkeule der Pute vor und
nach dem Pasteurisieren bei Fgy =5

Extinktion [E61 7]

Keimgehalt [KBE/g]

NA NB IA GKZ S D
1 58,058 " 266,917 " 25,66 " 1,4x10° 0 1,5x10°
2 61,061 361,63 38,076 6,3x10* 1x10' 1x10?
roh 3 62,062 258,307 35,593 4x10* 0 1,5x102
4 69,069 292,748 25,66 6,3x10* 0 2x10"
5 69,069 361,63 26,488 9x10° 0 9x10"
MW 63,8 308,2 30,2
VK 7.8 16,3 19,9
1 0,040 ? 0,003 0,009 ? 9x10’ 6x10" 0
2 0,037 0,013 0,007 1,8x10" 1x10' 0
erhitzt 3 0,03 0,027 0,014 1,6x10° 0 0
4 0,039 0 0,009 1,3x10° 0 0
5 0,031 0,002 0,01 1x10? 0 0
MW 0,035 0,009 0,009
VK 13,0 125,0 26,4

Erklarungen: Y absoluter Extinktionswert gemal 3.1.1 Material und Methodik; 2 gemessene Extinktion; GKZ =
aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = D-Streptokokken (Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium); MW = arithmetischer Mittelwert; VK = Variationskoeffizient
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Tab. 33: Esterase-Aktivitat und Keimgehalt der Sammelproben von Karkassenfleisch der Pute
vor und nach dem Pasteurisieren bei Fgy =5

Extinktion [Eg47] Keimgehalt [KBE/g]
NA NB IA GKZ S D
1 95,095 " 516,615 " 29,799 Y 4.3x10" 1,4x10" 1,3x10°
2 97,097 284,138 28,143 5x10’ 1,7x10* 1x10°
roh 3 88,088 516,615 20,693 2,3x10’ 1x10° 2x10°
4 60,06 215,256 43,043 5,8x10° 1,7x10° 8,1x10°
5 62,062 146,374 32,282 2,7x10’ 1x10° 2x10?
MW 80,4 335,7 30,7
VK 22,4 51,3 26,3
1 0,083 7 0,016 7 0,028 ? 2x10" 6x10" 0
2 0,075 0 0,014 0 6x10" 0
erhitzt 3 0,07 0,01 0,022 2x10" 0 0
4 0,071 0,005 0,022 8,1x10' 6x10° 0
5 0,073 0,012 0,019 1x10' 1x10" 0
MW 0,074 0,008 0,021
VK 7,0 72,4 24,3

Erklarungen: Y absoluter Extinktionswert gemafl 3.1.1 Material und Methodik; 2 gemessene Extinktion; GKZ =
aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = D-Streptokokken (Enterococcus faecalis,

Enterococcus faecium); MW = arithmetischer Mittelwert; VK = Variationskoeffizient

Tab. 34: Esterase-Aktivitat und Keimgehalt der Sammelproben von Leber der Pute vor und
nach dem Pasteurisieren bei Fgy =5

Extinktion [Eg47] Keimgehalt [KBE/g]
NA NB IA GKZ S D
1 12435 " 16025 " 2090 " 1,2x10° 1,7x10° 1x10"
2 15266 13521 2591 2,5x10° 3,4x10° 1x10"
roh 3 11424 13187 2006 8x10* 5,1x10" 3x10"
4 12940 14856 2173 4,5x10° 1,1x10° 2,5x10?
5 13951 17026 2340 4x10° 6,7x10? 5x10'
MW 13203 14923 2240
VK 11,1 10,9 19,5
1 0,278 % 0,549 7 0,077 7 0 0 0
2 0,244 0,498 0,068 0 0 0
erhitzt 3 0,264 0,572 0,076 0 0 0
4 0,357 0,666 0,109 0 0 0
5 0,262 0,525 0,077 0 0 0
MW 0,281 0,562 0,081
VK 15,7 11,4 19,5

Erklarungen: Y absoluter Extinktionswert gemal 3.1.1 Material und Methodik; 2 gemessene Extinktion; GKZ =
aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = D-Streptokokken (Enterococcus faecalis,

Enterococcus faecium); MW = arithmetischer Mittelwert; VK = Variationskoeffizient
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Tab. 35: Esterase-Aktivitat und Keimgehalt der Sammelproben von Fettgewebe der Pute vor
und nach dem Pasteurisieren bei Fg =5

Extinktion [Eg47] Keimgehalt [KBE/g]
NA NB IA GKZ S D
1 35,035 " 241,087 " 12,416 " 1,7x10’ 3,8x10" 5,6x10°
2 23,023 146,374 21,521 1x10" 3x10* 2,2x10°
roh 3 24,024 60,271 12,416 2,9x10’ 1,2x10° 1,1x10*
4 20,02 43,051 10,76 2,3x10’ 1,8x10° 5x10°
5 22,022 327,189 13,244 1,7x107 2,2x10° 9,9x10°
MW 24,8 163,5 14,0
VK 23,8 73,8 30,3
1 0,017 2 0,0317 0? 5x10" 5x10" 0
2 0,013 0,029 0,001 3x10° 8,1x10' 0
erhitzt 3 0,01 0,025 0 2x10" 0 0
4 0,008 0,003 0 2x10? 0 0
5 0,011 0,007 0,004 3,2x10? 0 0
MW 0,011 0,019 0,001
VK 29,0 68,6 173,2

Erklarungen: Y absoluter Extinktionswert gemal 3.1.1 Material und Methodik; 2 gemessene Extinktion; GKZ =
aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = D-Streptokokken (Enterococcus faecalis,
Enterococcus faecium); MW = arithmetischer Mittelwert; VK = Variationskoeffizient

Tab. 36: Mittlere Esterase-Aktivitat von Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute vor
und nach dem Pasteurisieren bei Fgy =5 in absteigender Reihenfolge

NA NB 1A

roh erhitzt roh erhitzt roh erhitzt

[aEw]" [Eer7? [aEw]" [Eer7]? [aEw]" [Eerr?

(VK) (VK) (VK) (VK) (VK) (VK)
I - O -
| sl e Sl e @MTe Gmle Sl o
3 K G| P gy K sia| P den| K em| P des)
I A A
o[ o b o @] e Gl oc il oc 5[ o @
o[ = 8 dSnl o Gl v G e G5 v @
- R R N A

Erklarungen: D absoluter Extinktionswert gemal 3.1.1 Material und Methodik; 2 Gemessene Extinktion; VK =
Variationskoeffizient; B = Brustmuskel, F = Flligelmuskulatur, OK = Oberkeule, UK = Unterkeule, K = Karkasse, L
= Leber, F = Fettgewebe
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4 Einfluss der Lagerung von Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

auf die Esterase-Aktivitat

Fir die Beurteilung der Aussagekraft des Erhitzungsnachweises fir Erzeugnisse aus Puten-
fleisch ist wichtig zu wissen, ob und wie sehr sich die Esterase-Aktivitdt der betreffenden
Rezepturkomponenten durch deren Behandlung nach dem Schlachten verandert. Zu den in
diesem Zusammenhang wichtigsten Einflissen zahlen die Temperatur und Dauer der Lage-

rung.

4.1 Einfluss der Gefrierlagerung des rohen Probengutes

Brihwurst, Kochwurst und Frikadellen aus Putenfleisch werden nicht selten aus variierenden
Partien gefrosteten Ausgangsmaterials gefertigt. In nachstehend dargelegter Recherche wird
an rohem und pasteurisiertem Probengut geprift, wie sich ein Frosten und Auftauen auf die

Esterase-Aktivitat auswirkt.

4.1.1 Material und Versuchsanordnung

Brustmuskel, Fligel, Oberkeule, Unterkeule, Karkasse, Leber und Fettgewebe von Pute
werden gemal 2.1.1 Probengut zu je 5 Sammelproben von 1000 g aufbereitet. Jede Sam-
melprobe besteht aus zumindest von 5 Puten stammendem Probengut, das gemaR 1.2 Pro-
benaufbereitung und Erhitzung nach sorgfaltigem Homogenisieren in 6 Probenbeutel abge-
fullt wird. Von jeder der 5 Sammelproben wird je 1 Beutel dazu verwendet, die Esterase-
Ausgangsaktivitdt des rohen Probengutes vor und nach dessen Frosten und die Restaktivitat
nach dessen Pasteurisieren bei Fgy = 5 zu bestimmen. Die restlichen 4 Probenbeutel werden
sofort nach dem Beflllen in die Gefrierzelle gegeben und 7 Tage bei —18°C gelagert. Nach
dem Auftauen bei Zimmertemperatur wird 1 Beutel dazu verwendet, den Einfluss des Fros-
tens und Auftauens auf die Esterase-Aktivitat des rohen Probengutes zu bestimmen. Die
verbleibenden 3 Probenbeutel werden bei Fgg = 5 erhitzt, danach im Eiswasserbad ra-
schestens geklhlt und zum einen fir die Bestimmung des Einflusses dieser Vorbehandlun-
gen auf die Esterase-Restaktivitat verwendet, zum anderen gemaf 4.2 Einfluss der Kihlla-
gerung des pasteurisierten Probengutes auf die Esterase-Restaktivitat fur die Bestimmung
des Einflusses einer anschlieRenden Kihllagerung bei 4 — 6°C fir die Dauer von 1 Tag so-

wie 2 und 4 Wochen vorgehalten.
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4.1.2 Ergebnisse und Besprechung

Der Einfluss der Frostung auf die Esterase-Aktivitdt des rohen Probengutes ist aus der Ta-
belle 37 und den Abbildungen 58 bis 60 ersichtlich, der Einfluss der Frostung und 7 Tage
langen Frostlagerung auf die Esterase-Restaktivitat des nach der Frostlagerung pasteurisier-

ten Probengutes aus Tabelle 38 und den Abbildungen 61 bis 63.
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Tab. 37: Einfluss der Frostung auf die Esterase-Aktivitdt von roher Skelettmuskulatur, Leber
und rohem Fettgewebe der Pute

Absoluter Extinktionswert (aEw) " des rohen Probengutes

Probengut
vor der Frostung nach der Frostung
Nr. NA NB IA NA NB IA
1 62,1 206,6 25,7 51,1 198,0 9,1
2 65,1 387,5 38,1 52,1 232,5 32,3
3 41,0 2027 37,2 60,1 215,3 10,8
Brustmuskel 4 56,1 223,9 472 56,1 2411 31,5
5 57,1 396, 1 15,7 47,0 2325 25,7
MW 56,3 301,4 32,8 53,3 2239 21,9
1 109,1 542,4 82,8 125,1 465,0 113,4
2 73,1 585,5 31,5 99,1 249,7 87,7
Flige! 3 84,1 637,2 55,5 73,1 370,2 69,52)
4 88,1 714,7 35,6 109,1 198,0 174,7
5 69,1 585,5 52,1 101,1 439,1 88,6
MW 84,7 613,0 51,5 101,5 344,4°) 89,8
1 74,1 301,4 23,2 63,1 310,0 29,0
2 63,1 310,0 36,4 73,1 284,1 24,8
3 57,1 241,1 40,6 58,1 266,9 32,3
Oberkeule 4 55,1 2411 32,3 29,0 51,7 41,4
5 66,1 275,5 48,8 73,1 180,8 35,6
MW 63,1 273,8 36,3 59,3 218,7 32,6
1 98,1 456,3 47,2 58,1 266,9 25,7
2 87,1 310,0 53,0 61,1 361,6 38,1
3 67,1 258,3 48,0 62,1 258,3 35,6
Unterkeule 4 62,1 2755 31,5 69,1 292.7 25,7
5 74,1 533,8 46,4 69,1 361,6 26,5
MW 77,7 366,8 452 63,9 308,2 30,3
1 94,1 757,7 66,2 95,1 516,6 29,8
2 73,1 499,4 51,3 97,1 284,1 28,1
3 113,1 559,7 49,7 88,1 516,6 20,7
Karkasse 4 81.1 4650 56.3 60.1 215.3 43.0
5 72,1 706,0 53,8 62,1 146,4 32,3
MW 86,7 597,6 55,5 80,5 335,8 30,8 %
1 13244 14355 4012 12435 16025 2090
2 9301 11351 3260 15266 13521 2591
Leber 3 9503 11184 3427 11424 13187 2006
4 13951 13187 6103 12940 14856 2173
5 11121 15858 4598 13951 17026 2340
MW | 11424 13187 4280 13203 14923 2240
1 58,1 43912 33,9 35,0 241,1 12,4
2 64,1 6104,7 42,2 23,0 146,4 21,5
3 87,1 5906,6 38,9 24,0 60,3 12,4
Fettgewebe 4 75,1 4675,4 47,2 20,0 43,1 10,8
5 49,0 5200,6 47,2 22,0 327,2 13,2
MW 66,7 5255,7 41,9 2483 163,6 ¥ 14,1 %

Erklarungen: Y siehe Ausfiihrungen zu 3.1.1 Material und Methodik; 2 Nach Dixon-Test handelt es sich um einen
AusreiRerwert; ¥ Nach Mann und Whitney-Test signifikant (p < 0,05); MW = arithmetischer Mittelwert
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Abb. 58: Einfluss der Frostung auf die mit NA nachweisbare Esterase-Aktivitat von roher Ske-
lettmuskulatur, Leber und rohem Fettgewebe der Pute
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Abb. 59: Einfluss der Frostung auf die mit NB nachweisbare Esterase-Aktivitat von roher Ske-
lettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute
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Abb. 60: Einfluss der Frostung auf die mit IA nachweisbare Esterase-Aktivitat von roher Ske-
lettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute
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Tab. 38: Einfluss der Frostung auf die Esterase-Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und
Fettgewebe der Pute nach Pasteurisation bei Fgg =5

Extinktion [Eg¢7] nach Pasteurisation
Probengut vor der Frostung nach der Frostung
Nr. NA NB IA NA NB IA
1 0,184 0,091 0,045 0,190 0,053 0,081
2 0,162 0,088 0,046 0,171 0,051 0,068
3 0,191 0,079 0,046 0,181 0,042 0,057
Brustmuskel 4 0,208 0,071 0,043 0,170 0,051 0,072
5 0,216 0,066 0,042 0,173 0,055 0,053
MW 0,192 0,079 0,044 0,177 0,0502 | 0,066 2
1 0,122 0,162 " 0,043 0,142 0,019 0,015
2 0,119 0,041 0,017 0,120 0,059 0,059
Fligel 3 0,116 0,033 0,039 0,083 0,030 0,040
4 0,116 0,024 0,033 0,097 0,023 0,046
5 0,138 0,038 0,047 0,100 0,029 0,053
MW 0,122 0,034 0,035 0,108 0,032 0,042
1 0,068 0,022 0,041 0,045 0,017 0,012
2 0,069 0,013 0,041 0,048 0,022 0,012
3 0,078 0,019 0,036 0,041 0,023 0,009
Oberkeule 4 0,075 0,067 " 0,024 0,036 0,012 0,016
5 0,062 0,007 0,010 0,038 0,014 0,013
MW 0,070 0,015 0,030 0,041 2 0,017 0,012
1 0,074 0,013 0,003 0,040 0,003 0,009
2 0,059 0,010 0,018 0,037 0,013 0,007
3 0,056 0,024 0,007 0,030 0,027 0,014
Unterkeule 4 0,062 0,013 0,023 0,039 0 0,009
5 0,057 0,016 0,018 0,031 0,002 0,010
MW 0,061 0,015 0,013 0,035 ? 0,009 0,009
1 0,400 " 0,107 " 0,063 0,083 0,016 0,028
2 0,134 0,058 0,045 0,075 0 0,014
3 0,102 0,058 0,029 0,070 0,010 0,022
Karkasse 4 0,102 0,048 0,020 0,071 0,005 0,022
5 0,104 0,063 0,032 0,073 0,012 0,019
MW 0,110 0,056 0,037 0,074 2 0,008 ? 0,021
1 0,497 0,432 0,179 0,278 0,549 0,077
2 0,310 0,435 0,092 0,244 0,498 0,068
Leber 3 0,418 0,492 0,122 0,2641) 0,572 0,076
4 0,305 0,437 0,114 0,357 0,666 0,109
5 0,239 0,368 0,091 0,262 0,525 0,077
MW 0,353 0,432 0,119 0,262 0,5622 | 0,0812
1 0,021 0,014 0,029 0,017 0,031 0
2 0,021 0,009 0,013 0,013 0,029 0,001
3 0,024 0,010 0,014 0,010 0,025 0
Fetigewebe 4 0.018 0.015 0.015 0.008 0.003 0
5 0,024 0,007 0,007 0,011 0,007 0,004
MW 0,021 0,011 0,015 0,011 2 0,019 0,001 ?

Erklarung: Y Nach Dixon-Test handelt es sich um einen Ausreierwert; 2 Nach Mann und Whitney-Test signifikant
(p < 0,05); MW = arithmetischer Mittelwert
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Abb. 61: Einfluss der Frostung auf die nach Pasteurisation mit NA nachweisbare Esterase-
Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute
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Abb. 62: Einfluss der Frostung auf die nach Pasteurisation mit NB nachweisbare Esterase-
Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute
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Abb. 63: Einfluss der Frostung auf die nach Pasteurisation mit IA nachweisbare Esterase-
Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute
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Wie aus der Tabelle 37 und den Abbildungen 58 bis 60 zu ersehen ist, verringert sich die
Esterase-Aktivitat der Proben durch das Frosten und Auftauen nur relativ geringgradig. Sta-
tistisch bei jedem der 3 Substrate signifikant ist die Verringerung lediglich beim Fettgewebe.
Gegenuber dem Frostprozess am labilsten erweisen sich offenbar die IA-affinen Isozyme.

Bei den NA-Ansatzen flhrt das Frosten bei 5 der 7 Probenarten zu einer Verringerung der
Enzym-Ausgangsaktivitat, statistisch signifikant (p < 0,05) jedoch nur beim Fettgewebe. Bei
der Flugelmuskulatur und Leber resultiert ein geringgradiger, statistisch jedoch signifikanter
Anstieg. Bei den NB-Ansatzen nimmt die Esterase-Aktivitat durch das Frosten nur bei 6 Pro-
benarten etwas ab, statistisch signifikant ist dies jedoch nur bei der Fligelmuskulatur und
beim Fettgewebe. Bei den |A-Ansatzen verringert sich die Enzymaktivitat durch die Frostung
bei 6 Probenarten, und zwar bei 4 Probenarten signifikant. Bei der Flligelmuskulatur resul-

tiert ein geringgradiger, jedoch statistisch signifikanter Anstieg.

Aus der Tabelle 38 und den Abbildungen 61 bis 63 geht hervor, dass vor dem Pasteurisieren
bei Fgg = 5 gefrostetes Probengut meist nur sehr geringgradig niedrigere Esterase-
Restaktivitaten aufweist, als die ohne vorheriges Frosten pasteurisierten Kontrollen. Bei den
NA-Ansatzen gilt dies bei jeder der 7 Probenarten, statistisch signifikant (p < 0,05) jedoch nur
bei Oberkeule, Unterkeule, Karkasse und dem Fettgewebe. Bei den NB-Ansatzen bleibt die
Restaktivitat des pasteurisierten Probengutes durch das vorherige Frosten bei Fligel, Ober-
keule, Unterkeule und Fettgewebe anscheinend unverandert, wogegen sie sich bei Karkasse
und Brustmuskel, relativ gerringgradig erniedrigt und bei Leber erhoéht. Bei den mit 1A ermit-
telten Restaktivitaten liegen bei den vorgefrosteten Probenarten Oberkeule, Unterkeule, Kar-
kasse, Leber und Fettgewebe gerringgradig niedriger, beim Brustmuskel und Fligel hinge-
gen geringgradig hoher als bei den vorab nicht gefrosteten Vergleichsansatzen. Signifikant
ist die Verringerung der Restaktivitat lediglich bei Leber und Fettgewebe und die Erhéhung

lediglich beim Brustmuskel.

Aus dem Dargestellten folgt:
Bei Skelettmuskulatur, Fettgewebe und Leber der Pute kann sich durch ein Frosten die Este-
rase-Aktivitat sowohl des rohen als auch des nach Auftauen bei Zimmertemperatur pasteuri-

sierten Probengutes signifikant verandern.
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4.2 Einfluss der Kiuhllagerung des pasteurisierten Probengutes auf die Esterase-

Restaktivitat

In nachstehend beschriebener Versuchsreihe interessiert besonders auch die Frage, ob und
wie sehr sich die Restaktivitat des hitzebehandelten Probengutes im Verlaufe der ersten 22 h

einer bis zur 4 Wochen langer Kuhllagerung verandert.

4.2.1 Material und Methodik

Der Einfluss einer 22 h langen Kuhllagerung des Probengutes nach der Pasteurisation auf
die Esterase-Restaktivitat wird an Brustmuskel, Leber und Fettgewebe geprift. Das Proben-
gut wird hierflir geman 2.1.1 Probengut zu je einer homogenen Sammelprobe aufbereitet, je
Probenart in Teilmengen von 500 g in vorsorglich 16 Probenbeutel gegeben, gemaf 1.2
Probenaufbereitung und Erhitzung im Wasserbad bei Fgg = 5 erhitzt und nach anschlieRen-
der Kihlung im Eiswasserbad im Kihlschrank bei 4°C gelagert. Die nach der Pasteurisation
resultierende Esterase-Restaktivitat wird jeweils unmittelbar nach Abklihlung des Probengu-
tes im Eiswasser, sodann in den ersten 22 h der Kihllagerung im Intervall von 1 h und im

weiteren Verlauf im Abstand von 2 und 4 Wochen bestimmt.

4.2.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Der Einfluss der 22-stiindigen sowie der 2- und 4-wdchigen Kihllagerung bei 4°C auf die

Esterase-Restaktivitdt des bei Fgg = 5 erhitzten Probengutes ist in den Tabellen 39 bis 41

und den Abbildungen 64 bis 69 zu ersehen.
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Tab. 39: Einfluss einer 22 Stunden langen Kiihllagerung bei 4°C auf die bei Brustmuskel, Leber
und Fettgewebe der Pute nach Pasteurisation bei Fgg = 5 nachweisbare Esterase-Restaktivitat

Lager- Extinktion [E617]

daver Brustmuskel Leber Fettgewebe
[h] NA NB A NA NB IA NA NB IA
0 0,170 0 0,052 0,057 0 0,041 0,006 0,001 0,001
2 0,163 0 0,032 0,050 0 0,054 0,007 0 0
4 0,158 0 0,039 0,073 0 0,036 0,005 0 0,006
6 0,150 0,029 0,046 0,035 0 0,032 0,009 0,018 0,005
8 0,162 0,039 0,070 0,032 0 0,033 0,015 0 0,005
10 0,167 0,017 0,057 0,040 0 0,035 0,002 0 0,002
12 0,138 0,029 0,023 0,040 0,017 0,036 0,008 0 0,006
14 0,164 0,040 0,038 0,033 0,010 0,039 0,009 0,001 0
16 0,145 0,047 0,039 0,026 0 0,029 0,010 0 0
18 0,153 0,033 0,032 0,026 0 0,031 0,012 0 0,003
20 0,142 0,040 0,032 0,030 0,026 0,036 0,001 0 0
22 0,142 0,044 0,035 0,027 0 0,023 0,010 0 0,002
r -0666 0834 -0389 | -0,774 0408 -0,655 | 0,102 0,240 -0,239

Erklarungen: r = Pearsonscher Korrelationskoeffizient

Bei den aus Tabelle 39 und den Abbildungen 64 bis 66 ersichtlichen Restaktivitaten kénnte
auf den ersten Blick zwar nicht ausgeschlossen werden, es zeichne sich bei den NA- und IA-
Ansatzen von Brustmuskel und Leber schon im Verlaufe der ersten 22 h der Kihllagerung
bei 4°C eine geringgradige Abnahme und zumindest bei den NB-Ansatzen des Brustmuskels
eine geringgradige Zunahme der unmittelbar nach der Pasteurisation nachweisbaren Rest-
aktivitat ab; denn die NA- resp. IA-Aktivitat scheint sich beispielsweise beim Brustmuskel von
Ena = 0,170 auf 0,142 resp. von E|, = 0,052 auf 0,035 zu verringern und die NB-Aktivitat von
Ens = 0 auf 0,044 zu erhéhen. Eine gewisse Korrelation zeichnet sich fur diesen Einfluss der
Kihllagerung jedoch lediglich bei den NB-Ansatzen vom Brustmuskel (r = —0,834) und den
NA-Ansétzen von Leber (r = -0,774) ab.

Die in Relation zu den anderen in dieser Arbeit bei Fgy = 5 resultierenden Vergleichswerten
extrem niedrig liegenden Restaktivitaten der Leber kdnnten ein Hinweis darauf sein, dass im
vorliegenden Kapitel eventuell eine Uber Fg; = 5 liegende Pasteurisation der Leber zur An-

wendung kam.
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Tab. 40: Einfluss einer 2 Wochen langen Lagerung bei 4°C auf die nach Pasteurisation bei Fgy =
5 nachweisbare Esterase-Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Extinktion [E61 7]

Brust- Fett-

muskel Flugel Oberkeule | Unterkeule | Karkasse Leber gewebe

NA NA NA NA NA NA NA

NB NB NB NB NB NB NB

Probe 1A IA IA 1A IA 1A 1A
Nr.

0,190 0,124 0,045 0,040 0,083 0,278 0,017

1 0,053 0,019 0,017 0,003 0,016 0,549 0,031

0,081 0,015 0,012 0,009 0,028 0,077 0,000

0,171 0,120 0,048 0,037 0,075 0,244 0,013

2 0,051 0,059 " 0,022 0,013 0,000 0,498 0,029

0,068 0,059 0,012 0,007 0,014 0,068 0,001

© 0,181 0,083 0,041 0,030 0,070 0,264 0,010

S 3 0,042 0,030 0,023 0,027 0,010 0,572 0,025

< 0,057 0,040 0,009 0,014 0,022 0,076 0,000

S 0,170 0,097 0,036 0,039 0,071 0,357 0,008

S| 4 0,051 0,023 0,012 0,000 0,005 0,666 0,003

c 0,072 0,046 0,016 0,009 0,022 0,109 0,000

0,173 0,100 0,038 0,031 0,073 0,262 0,011

5 0,055 0,029 0,014 0,002 0,012 0,525 0,007

0,053 0,053 0,013 0,010 0,019 0,077 0,004

0,177 0,108 0,042 0,035 0,074 0,281 0,012

MW 0,050 0,032 0,018 0,009 0,009 0,562 0,019

0,066 0,043 0,012 0,010 0,021 0,081 0,001

0,130 0,116 0,057 0,050 0,093 0,490 0,011

1 0,043 0,040 0,025 0,009 0,026 0,779 0,018

0,083 0,062 0,057 0,028 0,045 0,150 0,009

0,124 0,093 0,047 0,051 0,086 -9 0,011

2 0,042 0,033 0,028 0,009 0,031 -3 0,027

= 0,076 0,064 0,057 0,027 0,048 -3 0,009

% 0,126 0,098 0,060 0,044 0,091 0,537 0,013

3| 3 0,043 0,036 0,027 0,028 0,017 0,849 0,018

> 0,064 0,054 0,050 0,022 0,043 0,141 0,015

o 0,119 0,105 0,065 0,047 0,090 0,565 0,013

S| 4 0,027 0,038 0,021 0,015 0,030 0,834 0,022

= 0,075 0,060 0,045 0,027 0,042 0,186 0,014

N 0,122 0,108 0,070 0,044 0,086 0,509 0,016

5 0,052 0,032 0,023 0,017 0,032 0,849 0,016

0,061 0,065 0,057 0,041 0,038 0,128 0,013

0,124 0,104 0,060 7 0,047 7 0,089 7 0,525 7 0,013

MW | 0,041 0,036 2 0,025 2 0,016 0,027 2 0,828 2 0,020

0,072 0,061 2 0,053 2 0,029 ? 0,043 2 0,151 2 0,012 2

Erklarungen: " Nach DIXON-Test handelt es sich um einen Ausreillerwert; ? Die Abnahme resp. Zunahme der
Restaktivitat erweist sich beim MANN und WHITNEY-Unterschiedstest als signifikant (p < 0,05); ® Der Proben-
beutel dieser Charge war beim Einlegen in das Wasserbad geplatzt, eine Wiederholung war mangels Probengu-
tes nicht moglich.
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Tab. 41: Einfluss einer 4 Wochen langen Lagerung bei 4°C auf die nach Pasteurisation bei Fgy =
5 nachweisbare Esterase-Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Extinktion [E617]

Brust- Fett-

muskel Flagel Oberkeule | Unterkeule | Karkasse Leber gewebe

NA NA NA NA NA NA NA

NB NB NB NB NB NB NB

Probe 1A 1A 1A 1A 1A 1A 1A
Nr.

0,174 0,127 0,049 0,058 0,068 0,591 0,013

1 0,053 0,032 0,033 0,010 0,011 0,786 0,012

0,108 0,124 0,006 0,019 0,063 0,135 0,016

0,182 0,122 0,051 0,057 0,071 0,603 0,014

2 0,070 0,034 0,022 0,012 0,031 0,792 0,008

© 0,104 0,115 0,001 0,024 0,059 0,148 0,010

> 0,168 0,123 0,059 0,053 0,072 0,582 0,010

< 3 0,066 0,042 0,036 0,030 0,019 0,781 0,021

2 0,123 0,116 0,011 0,017 0,058 0,119 0,009

2 0,167 0,120 0,044 0,045 0,087 0,603 0,012

S| 4 0,062 0,033 0,026 0,016 0,031 0,793 0,009

= 0,119 0,128 0,012 0,016 0,057 0,176 0,008

< 0,176 0,125 0,046 0,048 0,092 0,619 0,012

5 0,066 0,036 0,025 0,012 0,028 0,771 0,015

0,104 0,119 0,007 0,017 0,058 0,157 0,015

0,173 0,123 0,050 0,052 7 0,078 0,600 7 0,012

MW | 0,063 2 0,035 2 0,028 2 0,016 0,024 2 0,7852? 0,013

0,1122 0,120 ? 0,007 0,019 2 0,059 ? 0,147 ? 0,012 2

Erklarungen: " Nach DIXON-Test handelt es sich um einen Ausreilerwert; ? Die Abnahme resp. Zunahme der
Restaktivitat erweist sich gemal MANN und WHITNEY-Unterschiedstest als signifikant (p < 0,05).

Den Tabellen 40 und 41 und den Abbildungen 67 bis 69 lasst sich hinsichtlich des Einflusses
einer 2 bzw. 4 Wochen langen Kihllagerung von pasteurisierter Skelettmuskulatur, Leber
und Fettgewebe bei 4°C auf die nach der Pasteurisation ermittelte Esterase-Restaktivitat
folgendes entnehmen.

Die mit NA bei Leber im Durchschnitt der 5 Sammelproben nachweisbare Restaktivitat er-
hoht sich im Verlaufe der 2 Wochen langen Kihllagerung in einem auf3erordentlichen Mal3e.
Ob sich der Anstieg der Restaktivitat von durchschnittlich Eg; = 0,281 nach Pasteurisation
auf Eg17 = 0,525 nach 2 Wochen noch mit Reaktivierung begrinden lasst, kdnnte in Frage
gestellt werden. Ein methodischer Fehler etwa infolge einer mangelnden Homogenitat des
Probengutes, auf Grund der Entstehung mikrobieller Esterase oder wegen eines bei der
Durchfihrung der Esterase-Tests systematisch begangenen Fehlers lasst sich jedoch trotz
sorgsamer Suche nicht erkennen. Bei Oberkeule, Unterkeule und Karkasse nimmt die Rest-
aktivitat hingegen nur relativ geringgradig, meist jedoch statistisch signifikant (p < 0,05) zu.
Bei den 4 Wochen kuhlgelagerten Proben liegen die Restaktivitaten der NA-Ansatze lediglich
bei der Fligelmuskulatur und statistisch signifikant (p < 0,05) bei der Unterkeule und in ei-

nem aul3erordentlichen Male bei der Leber héher als vor der Kihllagerung. Beim Brustmus-
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kel, der Oberkeule, Karkasse und dem Fettgewebe bleiben die Restaktivitaten im Verlaufe
der 4-wochigen Kihllagerung unverandert. Bei den Ansatzen mit NB liegt die nach 2 Wo-
chen nachweisbare Esterase-Restaktivitat bei Karkasse nur sehr geringgradig, bei der Leber
hingegen wesentlich héher als vor Beginn der Lagerung. Wahrend sich im Verlaufe der 4
Wochen langen Kuhllagerung die Restaktivitaten beim Probengut von Flugel, Unterkeule und
Fettgewebe faktisch konstant bleiben, kommt es bei Brustmuskel, Oberkeule und Karkasse
zu einem unbedeutenden, bei Leber hingegen relativ ausgepragteren Anstieg. Bei den An-
satzen mit IA liegt die Esterase-Restaktivitat nach 2 Wochen beim Brustmuskel nachst der
Ausgangskonzentration, bei Fllgel, Oberkeule, Unterkeule, Karkasse und Fettgewebe ge-
ringgradig, bei der Leber deutlich hoher. Nach 4 Wochen langer Kihllagerung erweist sich
die Restaktivitat von Oberkeule, Unterkeule und Fettgewebe gegentiber der Anfangsaktivitat
als faktisch unverandert, bei Brustmuskel, Fliigel, Karkasse und Leber als deutlich erhéht.
Aus dem Besprochenen folgt, dass in Skelettmuskulatur und Fettgewebe von Pute enthalte-
ne Esterase zu einem geringen Teil offenbar auch durch Hitze, die eine sehr effektive Pas-
teurisation bewirkt, nicht irreversibel inaktiviert wird. Dies kann bei Fg; = 5 nach Erhitzen bei-
spielsweise bei Unterkeule dazu flihren, dass sich die mit NA ermittelte Restaktivitat im Ver-
laufe einer 4 Wochen langen Lagerung bei 4°C von Eg7 = 0,035 auf 0,052 erhdht; im Falle
der NB-Ansatze bei Brustmuskel von Eg7 = 0,050 auf 0,063, bei Fligelmuskulatur von Eg7 =
0,032 auf 0,035, bei Oberkeule von Eg7 = 0,018 auf 0,028, bei Karkasse von Eg; = 0,009
auf 0,024; und bei den IA-Ansatzen von Brustmuskel von Eg; = 0,066 auf 0,112, von Fligel
von Egq7 = 0,043 auf 0,120 und von Karkasse von Eg; = 0,021 auf 0,059. Bei Leber wirkt sich
die Reaktivierung in Relation zu der auch unmittelbar nach Pasteurisation gegenuber allen
anderen Probenarten unvergleichlich hbheren Restaktivitat wesentlich markanter aus.
Bezuglich des Einflusses einer je nach Rezeptur und Vorbehandlung der Rezepturkompo-
nenten eines Putenfleischproduktes womdglich starkeren oder schwacheren Reaktivierung
des Indikatorenzyms auf die Aussagekraft des Esterase-Tests sei ausdricklich auf folgendes
hingewiesen.

Pokelwaren werden stets aus faktisch schlachtfrischen Teilstiicken und zusammengesetzte
Produkte aus maximal wenige Tage kuhlgelagerten oder aus gefrosteten Fleischabschnitten
von anatomisch jeweils sehr unterschiedlicher Provenienz gefertigt. Hackfleischprodukte und
Wurst aus Pute sind hinsichtlich des Esterase-Gehaltes der garfertigen Produkte deshalb
selbst in kleinen Betrieben, die das Ausgangsmaterial als standardisiertes Zwischenprodukt
zukaufen, stets sehr homogene Gemenge. Zudem ist hervorzuheben, dass aus einer
Reaktivierung von nicht irreversibel denaturierter Esterase unter der Voraussetzung

adaquater Grenzwerte allenfalls ein falschlich positives, d.h. ein unzutreffenderweise fir eine

mangelhafte Pasteurisation sprechendes Testergebnis folgen kann, nicht jedoch ein

falschlich negatives Testresultat.
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Abb. 67: Einfluss einer 2 bis 4 Wochen langen Lagerung bei 4°C auf die nach Pasteurisation bei
Fso = 5 mit NA nachweisbare Esterase-Restaktivitéat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettge-
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Abb. 68: Einfluss einer 2 bis 4 Wochen langen Lagerung bei 4°C auf die nach Pasteurisation bei
Fso = 5 mit NB nachweisbare Esterase-Restaktivitéat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettge-
webe der Pute
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5 Einfluss mikrobieller Esterase auf die Esterase-Restaktivitat

Bei der Produktion zusammengesetzter Erzeugnisse aus Putenfleisch werden mit Skelett-
muskulatur, Leber und Fettgewebe in das jeweilige Gemenge Bakterien eingebracht, die zur
Synthese mehr oder weniger hitzestabiler Esterase in unterschiedlichem Male befahigt sind.
Ob und inwieweit mikrobielle Esterase die Aussagekraft des Esterase-Tests beeintrachtigen
kann, hangt so méglicherweise nicht nur von der Gesamtkeimzahl der Produkte vor deren
Pasteurisation ab, sondern sicherlich auch von der speziesspezifischen Zusammensetzung

der Mikroflora.

51 Material und Methodik

In nachstehend beschriebener Versuchsreihe soll Antwort auf die Frage gegeben werden, ob
und inwieweit die Ergebnisse des Esterase-Tests bei Kochpdkelware, Hackfleischprodukten
sowie Brihwurst und Leberwurst aus Putenfleisch auch durch die Mikroflora der Rezeptur-
komponenten der garfertigen Gemenge und nicht zuletzt aber auch der hitzekonditionierten
Fertigprodukte beeinflusst wird. Die Studien werden auf jeweils 3 Handelsprodukte der Kate-
gorie Brihwurst, Leberwurst und Kochpokelprodukt begrenzt, die folgenderweise bezeichnet

sind:

a) Bruhwurst 1: ,Gefllgelfleischwurst mit Geflliigelschinkenwurst grob, Spitzenqualitat;
Bruhwurst 2: ,Gefllgelfleischwurst mit Gefligelschinkenwurst grob, Spitzenqualitat;
Bruhwurst 3: ,Geflligelwiener®.

b) Leberwurst 1: ,Gefligelleberwurst fein, ohne Nitritpokelsalz*; Leberwurst 2: “Puten-
Gourmet-Leberwurst”; Leberwurst 3: ,Puten-Gourmet-Leberwurst".

c) Kochpodkelprodukt 1: ,Minsterlander Putenkochschinken®; Kochpdkelprodukt 2:
~Putenbrust®; Kochpokelprodukt 3: ,Putenbrust gegart und gerauchert”.

Die Erzeugnisse werden nach jeweils 12 h langer Vorinkubation bei Raumtemperatur mittels
Moulinette homogenisiert. Vom Homogenisat werden ca. 100 g fir die Bestimmung der Este-
rase-Restaktivitat sowie der aeroben mesophilen Gesamtkeimzahl abgezweigt, ca. 20 g
werden fur die spatere Verwendung als Inokulum bei 4°C asserviert. Etwa 250 g Homogeni-
sat werden zur Inaktivierung der in diesem Stadium bestehenden Esterase-Restaktivitat und
des Restkeimgehaltes 2 h lang bei 121°C autoklaviert, nach Abkuihlen mit einem Teil des
Asservates im Verhaltnis 1:10 beimpft und nach sorgféltigem Vermischen des Inokulums zur

Diversifizierung der inokulierten Bakterienpopulation 3 Tage bei 37°C, 10 Tage bei 20°C und
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14 Tage bei 8°C inkubiert. Im Anschluss an die jeweilige Inkubation wird die Esterase-

Restaktivitat und die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl des Probengutes bestimmit.

5.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die in den verschiedenen Prozessstadien der Studie bestehenden Restaktivitdten und Keim-
gehalte der 12 Putenfleischprodukte sind aus den Tabellen 43 bis 45 und den Abbildungen
70 bis 78 zu ersehen. Hinsichtlich des Einflusses der verschiedenen Bakterienkollektive auf
die Esterase-Aktivitat der verschiedenen Matrizes lassen die Ergebnisse dieser Versuchsrei-

he insbesondere folgende Feststellungen zu.
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Tab. 42: Einfluss der mikrobiellen Kontamination auf die Esterase-Aktivitat und sensorische
Beschaffenheit bei Puten-Brithwurst des Handels

Probengut =xtinktion [Eer7] GKZ Sensorische Beschaffenheit
NA NB IA |[KBE/q]
Bruhwurst 1 nach
Vorinkubation bei 0,023 0 0,045 | 4*10°
20°C/24 h
Inkubation bei 0,641 0,314 0,614 | >10"° |Extremer Faulnisgeruch,
37°C/3d Fadenziehen
Inkubation bei 0,948 0,821 1,683 | >10"° |schwacher Faulnisgeruch,
20°C /M10d Hefen, Schimmel
Inkubation bei 0,144 0 0,103 | > 10" | Deutlicher, ranziger Fehlgeruch, zahlreiche
8°C/14d Hefe-, Schimmel- und Bakterienkolonien
Bruhwurst 2 nach
Vorinkubation bei 0,028 0 0,048 | 6*10°
20°C/24 h
Inkubation bei 0,601 0,369 0,921 | >10"° |Extremer Faulnisgeruch,
37°C/3d Fadenziehen
Inkubation bei 0,937 0,581 1,414 | >10" |Schwacher Faulnisgeruch,
20°Cc 10d Hefen, Schimmel
Inkubation bei 0,069 0,090 0,089 | >10" |Deutlicher, ranziger Fehlgeruch, zahlreiche
8°C/14d Hefe-, Schimmel- und Bakterienkolonien
Brihwurst 3 nach
Vorinkubation bei 0,080 0,039 0,024 | 5*10°
20°C/24 h
Inkubation bei 0,035 0,009 0,031 | 6*10" |Etwas abgetrocknet, minimal verénderter
37°C/3d Geruch, keine Kolonien
Inkubation bei 1,044 0,758 1,243 | > 10" | Starker Faulnisgeruch, Schimmel
20°C /M10d
Inkubation bei 0,208 0,602 0,289 | >10" |Schwacher Fehlgeruch, kleine Kolonien
8°C/14d

Erklarungen: GKZ = aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; KBE = Kolonie bildende Einheiten
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Tab. 43: Einfluss der mikrobiellen Kontamination auf die Esterase-Aktivitat und sensorische
Beschaffenheit bei Puten-Leberwurst des Handels

Extinktion [E
Probengut (o] GKZ Sensorische Beschaffenheit
NA NB IA |[KBE/q]

Leberwurst 1 nach
Vorinkubation bei 0,095 0,092 0,035 2*10"
20°C/24 h
Inkubation bei 0,444 7 0,449 | >10" |Extremer Faulnisgeruch, Fadenziehen
37°C/3d
Inkubation bei 1,046 0,854 0,771 | >10" |Starker Faulnisgeruch, verfliissigt, zahlrei-
20°C /M10d che Schimmelkolonien
Inkubation bei 0,926 0,685 0,691 | >10" |Deutlicher Fehlgeruch, zahlreiche Schim-
8°C/14d melkolonien

Leberwurst 2 nach
Vorinkubation bei 0011 0 0,024 | 55*10°
20°C/24 h
Inkubation bei 0643 7 0,557 | >10"° |Starker Faulnisgeruch, Fadenziehen
37°C/3d
Inkubation bei 1,076 1,010 0,627 | >10™ |Faulnisgeruch, verflissigt, zahlreiche
20°C /10d Schimmelkolonien
Inkubation bei 1,011 0,602 0,432 | >10™ |Deutlicher Fehlgeruch, Schimmelkolonien
8°C/14d

Leberwurst 3 nach
Vorinkubation bei 0,009 0 0,036 | 9*10°
20°C/24 h
Inkubation bei 0,815 0,644 0,205 | >10" |Starker Faulnisgeruch, Fadenziehen
37°C/3d
Inkubation bei 1,026 0,056 1,021 | >10™ | Geringer Verderbsgeruch, Fadenziehen
20°C /10d
Inkubation bei 0,507 0,4 0,242 | >10" |Deutlicher Fehlgeruch, Schimmel
8°C/14d

Erklarungen: GKZ = aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; KBE = Kolonie bildende Einheit; Y Es wurde versaumt,
den Ansatzen Substrat zuzusetzen
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Tab. 44: Einfluss der mikrobiellen Kontamination auf die Esterase-Aktivitat und sensorische
Beschaffenheit bei Puten-Kochpotkelprodukten des Handels

Probengut Extinktion [Eer7] GKZ Sensorische Beschaffenheit
NA NB IA |[KBE/A]

Kochpodkelprodukt 1

nach
Vorinkubation bei 0,168 0 0,116 | 1,910’
20°C/24 h
Inkubation bei 0,480 0,300 0,608 | >10™ [Schwacher Fehlgeruch
37°C/3d
Inkubation bei 0,900 0,850 1,052 | >10™ |Leichter Faulnisgeruch, Schimmel, Hefen
20°C /10d
Inkubation bei 0,201 0,077 0,107 | > 10" |Leicht ranziger Fehlgeruch
8°C/14d
Kochpdkelprodukt 2

nach
Vorinkubation bei 0,338 0 0,625 | 2,9*10°
20°C/24 h
Inkubation bei 0,295 0,162 0,053 | > 10" |Schwacher Fehlgeruch
37°C/3d
Inkubation bei 0,088 0,722 0,418 | >10" Leichter Faulnisgeruch, leicht verflissigt
20°C /10d
Inkubation bei 0,629 0,227 0,365 | > 10" |Leicht ranziger Fehlgeruch
8°C/14d
Kochpdkelprodukt 3

nach
Vorinkubation bei 0,119 0 0,105 | 3,9%10°
20°C/24 h
Inkubation bei 0,077 0 0,022 | >10" |Schwacher Geruch, eingetrocknet
37°C/3d
Inkubation bei 1,018 0,674 0,329 | >10" |MaRiger Fehlgeruch
20°C /10d
Inkubation bei 0,459 0,229 0,141 | > 10" |Leichter Fehlgeruch
8°C/14d

Erklarungen: GKZ = aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; KBE = Kolonie bildende Einheit
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Abb. 70: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Brihwurst 1 auf die Esterase-Aktivitat

bei Puten-Brihwurst des Handels
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Abb. 71: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Brihwurst 2 auf die Esterase-Aktivitat

bei Puten-Brihwurst des Handels
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Abb. 72: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Brihwurst 3 auf die Esterase-Aktivitat
bei Puten-Brihwurst des Handels
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Abb. 73: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Leberwurst 1 auf die Esterase-Aktivitat
bei Puten-Leberwurst des Handels
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Abb. 74: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Leberwurst 2 auf die Esterase-Aktivitat

bei Puten-Leberwurst des Handels
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Abb. 75: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Leberwurst 3 auf die Esterase-Aktivitat

bei Puten-Leberwurst des Handels
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Abb. 76: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Kochpdkelprodukt 1 auf die Esterase-
Aktivitat bei Puten-Kochpokelware des Handels
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Abb. 77: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Kochpdkelprodukt 2 auf die Esterase-
Aktivitat bei Puten-Kochpokelware des Handels
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Abb. 78: Einfluss der mikrobiellen Kontamination von Kochpdkelprodukt 3 auf die Esterase-
Aktivitat bei Puten-Kochpokelware des Handels

Bei den Brihwurstproben resultiert nach 10 Tage langer Inkubation bei 20°C bei einer Ge-

samtkeimzahl von > 10'? KBE/g ein hochst sinnfalliger mikrobieller Verderb und eine mikro-
bielle Esterase-Aktivitat, die mit Eya ~ 1,000, Eng ~ 0,700 und Ejx ~ 1,400 um das 13- bis 51-
fache Uber der fleischoriginaren Aktivitat der vorinkubierten Probe liegt. Die bei den anderen
Inkubationsbedingungen bestehenden Aktivitdten mikrobieller Esterase sind erheblich gerin-
ger. Dass bei der Brihwurst 3 eine nach 3 Tage langer Inkubation bei 37°C wegen einer
Abtrocknung des Probenansatzes resultierende Gesamtkeimzahl von nur 6 x 10’ KBE/g
Quelle einer Esterase-Aktivitat von nur Eya = 0,035, Eng = 0,030 und Ej, = 0,031 ist, ist plau-
sibel. Dass dieser Befund mit einem ,minimal veranderten“ Geruch der Probe korreliert ist, ist

angesichts der niedrigen Keimzahl ebenfalls verstandlich.

Auch bei den riickbeimpften Leberwurst-Proben resultiert das Maximum der mikrobiellen

Esterase-Aktivitat nach einer Inkubation von 10 Tagen bei 20°C. Die mit einer Gesamtkeim-
zahl von > 10" KBE/g korrelierte mikrobielle Esterase-Aktivitat betragt — wenn von den NB-
Ansatzen bei Leberwurst 3 abgesehen wird - mit Exa = 1,026, Eng = 0,854 und Ejn = 0,627
das 4- bis 114-fache der nach der Vorinkubation ermittelten Aktivitdt. Nachdem die niedrige
NB-Aktivitat bei Probe 3 analytisch nicht in Zweifel steht, sei sie als Beispiel daflir benannt,

wie sehr auch mikrobielle Esterase hinsichtlich ihrer Substrataffinitat differieren kann.
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Abgesehen von den NA-Ansatzen von Probe 2, bei denen das Maximum der mikrobiellen
Esterase-Aktivitat bei der 8°C/14 d-Population besteht, resultiert auch bei den Kochpdkel-
produkten die mit Eya ~ 0,960, Exg ~ 0,750 und Ejx ~ 0,600 héchste Aktivitat mikrobieller
Esterase ebenfalls bei der nach 10 Tage langer Inkubation bei 20°C entstandenen Bakteri-
enpopulation der Gesamtkeimzahl von > 10" KBE/g. Ursache dafiir, dass bei den Kochpé-
kelprodukten nach der Vorinkubation mit 10" bis 10° KBE/g héhere Gesamtkeimzahlen als
bei den Ansatzen mit Brihwurst und Leberwurst resultieren, dirfte primar auf eine entspre-
chend héhere Ausgangskontamination der Produkte zurlickzufiihren sein. Dass beim Koch-
pokelprodukt 2 nach 10 Tage langer Inkubation bei 20°C bei gewissermallen gleicher Ge-
samtkeimzahl von > 10" KBE/g mit Ejx = 0,418 und zumal mit Eya = 0,088 eine sehr viel
niedrigere Esterase-Aktivitat resultiert als und mit E;x = 1,052 bei ,Kochschinken 1“ und mit
Ena = 1,018 bei ,Kochschinken 3%, ist Folge der speziesspezifisch unterschiedlichen Zusam-
mensetzung der inokulierten originaren Mikroflora und des Einflusses der Inkubationsbedin-
gungen auf die quantitative Spezieszusammensetzung der Population und die spezielle
Stoffwechselleistung der verschiedenen Bakterienarten. Besonders deutlich wird dieser Zu-
sammenhang auch angesichts der nach 3 Tage langer Inkubation bei 37°C substratspezi-

fisch sehr stark divergierenden Esterase-Aktivitdten der 3 Kochpokelprodukte.

Hervorgehoben seien von den Ergebnissen dieser Versuchsreihe folgende bezlglich des
Einflusses von mikrobieller Esterase auf die Esterase-Restaktivitat eines Fleischerzeugnis-
ses besonders elementare Feststellungen: Aerobe mesophile Bakterien kdnnen in einer
Keimzahl von 10'? KBE/g sehr hohe Esterase-Aktivititen bedingen. Die Substrataffinitat
mikrobieller Esterase kann von Spezies zu Spezies und mdglicherweise auch in Abhangig-
keit von deren milieubedingter Stoffwechselkondition mehr oder weniger differieren. Gehalte
an mikrobieller Esterase, die unter den Bedingungen des Esterase-Tests an dessen Grenz-
werte auch nur annahernd heranreichen, setzen Keimgehalte voraus, die die Produkte ge-

ruchlich und schon gleich geschmacklich sinnféllig verdorben machen.
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6 Einfluss der Rezeptur auf die Esterase-Restaktivitat bei Erzeugnissen aus Pu-

tenfleisch

Wie sich bei den Hitzeregimes mit schwachem Pasteurisationseffekt besonders deutlich
zeigt, ist die Esterase-Restaktivitat bei den Erzeugnissen aus Fleisch nicht nur eine Funktion
der Hitzebehandlung, sondern vor allem auch der Rezeptur. In der folgenden Versuchsreihe
soll der Einfluss der Mengenanteile der von der Pute stammenden Rezepturkomponenten
sowie die Auswirkung der bei Kochpdkelwaren, Hackfleischprodukten und Wurst elementa-
ren Zusatzstoffe Nitritpokelsalz und Phosphat auf die Hitzeinaktivierung von Esterase ermit-

telt werden.

6.1 Einfluss von Nitritpdkelsalz und Phosphat auf die Hitzeinaktivierung von Este-

rase

Im Sinne von Ziffer 2.3 der Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse sind gegarte Pokel-

fleischerzeugnisse ,umgerédtete und gegarte, meist geraucherte Fleischerzeugnisse, denen

kein Brat zugesetzt ist, soweit dieses nicht zur Bindung groRRer Fleischteile dient” (z.B. bei
.Kaiserfleisch®, 2.342.4). Solche Kochpokelwaren enthalten wie umgerétete Brih- und Le-
berwurst ca. 1.8 bis ausnahmsweise ca. 3,3% Nitritpokelsalz und wie Briihwurst meist auch
0,3% Phosphat. Bruhwirste sind gemaf Ziffer 2.22 der Leitsatze ,durch Brihen, Backen,
Braten oder auf andere Weise hitzebehandelte Wurstwaren, bei denen zerkleinertes rohes
Fleisch mit Kochsalz (auch in Form von Nitritpdkelsalz...) und ggf. anderen Kutterhilfsmitteln
meist unter Zusatz von Wasser ganz oder teilweise aufgeschlossen wurde und deren Mus-
keleiweild bei der Hitzebehandlung mehr oder weniger zusammenhangend koaguliert ist, so
dass die Erzeugnisse bei etwaigem erneuten Erhitzen schnittfest bleiben. ...“. Zu den ande-
ren ,Kutterhilfsmitteln zahlen insbesondere die hierflir zugelassenen Phosphate. Leberwiirs-
te sind maRgeblich der Ziffer 2.23 der Leitsatze Kochwiirste, d.h. ,hitzebehandelte Wurstwa-
ren, die vorwiegend aus gekochtem Ausgangsmaterial hergestellt werden. ...“ Die Konsistenz
der Kochstreichwiirste beruht nach Ziffer 2.231 auf erstarrtem Fett oder zusammenhangend

koaguliertem Lebereiweil3.

In nachstehend beschriebenen Versuchen wird an pasteurisierter Skelettmuskulatur, Fettge-
webe und Leber von der Pute zunachst der Einfluss des Zusatzes von 1,5, 2,5 und 3,5%
Nitritpokelsalz sowie von 0,3 bis 0,5% Phosphat auf die Hitzeinaktivierung von Carbesterase

gepruft.
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6.1.1 Material und Methodik

Vom Homogenisat der je 2 Sammelproben von Brustmuskel, Fligelmuskulatur, Oberkeule,
Unterkeule, Karkasse sowie von Leber und Fettgewebe der Pute werden gemaR 1.2 Pro-
benaufbereitung und Erhitzung ca. 600 g vorbereitet, bei —18°C tiefgefroren und bei dieser
Temperatur fur die Dauer der Versuchsreihe 24 h bis 7 Tage vorgehalten. Fur die Bereitstel-
lung der verschiedenen Versuchschargen werden von den jeweils auf Raumtemperatur ge-
brachten Sammelproben Teilmengen von ca. 40 g im Moérser homogen mit 0,3 und 0,5 %
Phosphat als einem Gemisch aus 2 Teilen Tetranatriumdiphosphat und 1 Teil Natriumdi-
hydrogenphosphat (MERCK Nr. 6591, Riedel-de Haen AG Nr. 04272) vermengt, hiervon
jeweils 30 g £ 0,5 g der Proben in Folienbeutel abgefillt, gemaf 1.2 Probenaufbereitung und
Erhitzung 5 min lang bei 80 £ 0,5°C erhitzt, danach sofort im Eiswasserbad gekuiihlt und dann
bis zur Bestimmung der Esterase-Restaktivitat bei 0 bis 4°C zwischengelagert. Auf gleiche

Weise werden die Versuchschargen mit 1,5, 2,5 und 3,5 % Nitritpokelsalz bereitgestellt.

6.1.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Der Einfluss von Nitritpokelsalz (NPS) und Phosphat auf die Hitzeinaktivierung der Esterase
ergibt sich aus Tabelle 45 bis 50.
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Tab. 45: Einfluss von Nitritpokelsalz auf die Hitzeinaktivierung von Esterase bei Fgy = 5 und auf
die mit NA nachweisbare Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Extinktion [Egq7] mit NA bei NPS-Zusatz [%]
Probengut 0 15 25 35 "

Brustmuskel Probe 1 0,156 0,155 0,143 0,140 -0,912
Probe 2 0,149 0,153 0,119 0,135 -0,627

MW 0,152 0,154 0,131 0,138 -0,756

Flugel Probe 1 0,094 0,095 0,081 0,085 -0,754
Probe 2 0,089 0,096 0,083 0,095 0,091

MW 0,092 0,096 0,082 0,090 -0,406

Oberkeule Probe 1 0,078 0,060 0,047 0,045 -0,976
Probe 2 0,070 0,060 0,056 0,049 -0,996

MW 0,074 0,060 0,052 0,047 -0,991

Unterkeule Probe 1 0,045 0,044 0,051 0,039 -0,255
Probe 2 0,079 0,057 0,059 0,061 -0,736

MW 0,062 0,051 0,055 0,051 -0,791

Karkasse Probe 1 0,085 0,062 0,040 0,050 -0,882
Probe 2 0,093 0,078 0,061 0,060 -0,971

MW 0,089 0,071 0,051 0,055 -0,930

Leber Probe 1 0,143 0,152 0,125 0,117 -0,788
Probe 2 0,136 0,110 0,120 0,111 -0,764

MW 0,140 0,131 0,123 0,115 -0,995

Fettgewebe Probe 1 0,020 0,015 0,008 0,009 -0,920
Probe 2 0,020 0,016 0,007 0,011 -0,830

MW 0,020 0,016 0,008 0,010 -0,880

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert; r = Pearsonscher Korrelationskoeffizient

Tab. 46: Einfluss von Nitritpokelsalz auf die Hitzeinaktivierung von Esterase bei Fgy = 5 und auf
die mit NB nachweisbare Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Extinktion [Eg17] mit NB bei NPS-Zusatz [%]
Probengut 0 15 25 35 "

Brustmuskel Probe 1 0,038 0,017 0,009 0 -0,989
Probe 2 0,039 0,029 0,013 0,003 -0,986

MW 0,038 0,023 0,011 0,002 -0,999

Fligel Probe 1 0,020 0,001 0,014 0,008 -0,427
Probe 2 0,023 0,006 0,005 0 -0,948

MW 0,022 0,004 0,010 0,004 -0,774

Oberkeule Probe 1 0,005 0 0,009 0 -0,146
Probe 2 0,011 0,007 0,001 0 -0,976

MW 0,008 0,004 0,005 0 -0,871

Unterkeule Probe 1 0 0 0,005 0 0,279
Probe 2 0,018 0 0 0 -0,837

MW 0,009 0 0,003 0 -0,806

Karkasse Probe 1 0,031 0 0 0 -0,837
Probe 2 0,043 0 0 0 -0,837

MW 0,037 0 0 0 -0,837

Leber Probe 1 0,309 0,229 0,159 0,058 -0,988
Probe 2 0,256 0,158 0,120 0,114 -0,949

MW 0,283 0,194 0,140 0,086 -0,999

Fettgewebe Probe 1 0,008 0,008 0 0 -0,890
Probe 2 0,012 0,023 0,012 0 -0,560

MW 0,010 0,016 0,006 0 -0,724

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert; r = Pearsonscher Korrelationskoeffizient
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Tab. 47: Einfluss von Nitritpokelsalz auf die Hitzeinaktivierung von Esterase bei Fgy = 5 und auf
die mit IA nachweisbare Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Extinktion [Eg¢7] mit IA bei NPS-Zusatz [%]

Probengut 0 15 25 35 "

Brustmuskel Probe 1 0,026 Y 0,026 0,015 -
Probe 2 0,046 0,032 0,030 0,008 -0,940
MW 0,036 0,163 0,028 0,011 -0,893
Flugel Probe 1 0,045 0,034 0,040 0,025 -0,801
Probe 2 0,059 0,042 0,050 0,026 -0,838
MW 0,052 0,038 0,046 0,026 -0,824
Oberkeule Probe 1 0,028 0,034 0,030 0,019 -0,565
Probe 2 0,027 0,036 0,023 0,012 -0,679
MW 0,028 0,035 0,027 0,016 -0,644
Unterkeule Probe 1 0,003 0,008 0,015 0,005 0,418
Probe 2 0,015 0,013 0,022 0,014 0,185
MW 0,009 0,010 0,018 0,010 0,335
Karkasse Probe 1 0,042 0,034 0,028 0,025 -0,993
Probe 2 0,038 0,040 0,032 0,019 -0,827
MW 0,040 0,038 0,030 0,022 -0,954
Leber Probe 1 0,055 0,046 0,034 0,032 -0,973
Probe 2 0,036 0,033 0,045 0,037 0,365
MW 0,045 0,039 0,039 0,034 -0,962

Fettgewebe Probe 1 0,012 0,002 0,002 Y -
Probe 2 0,008 0 0,001 0 -0,830
MW 0,010 0 0 0 -0,890

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert; r = Pearsonscher Korrelationskoeffizient; V) Unfallwert

Tab. 48: Einfluss von Phosphat auf die Hitzeinaktivierung von Esterase bei Fgg = 5 und auf die
mit NA nachweisbare Restaktivitéat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Extinktion [Eg¢7] mit NA bei Phosphat-Zusatz [%]

Probengut 0 0.3 0.5 "
Brustmuskel Probe 1 0,156 0,161 0,170 0,961
Probe 2 0,148 0,162 0,147 0,027
MW 0,152 0,162 0,159 0,730
Fligel Probe 1 0,094 0,091 0,082 -0,923
Probe 2 0,089 0,095 0,096 0,979
MW 0,092 0,093 0,090 -0,564
Oberkeule Probe 1 0,078 0,071 0,072 -0,888
Probe 2 0,070 0,077 0,057 -0,571
MW 0,074 0,074 0,065 -0,803
Unterkeule Probe 1 0,045 0,055 0,040 -0,240
Probe 2 0,079 0,073 0,075 -0,737
MW 0,062 0,064 0,058 -0,597
Karkasse Probe 1 0,085 0,072 0,078 -0,665

Probe 2 0,093 0,089 n -

MW 0,089 0,081 0,078 -
Leber Probe 1 0,143 0,177 0,155 0,468
Probe 2 0,136 0,153 0,163 0,999
MW 0,140 0,165 0,159 0,809
Fettgewebe Probe 1 0,020 0,037 0,014 -0,133
Probe 2 0,020 0,019 0,015 -0,854
MW 0,020 0,028 0,014 -0,282

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert; r = Pearsonscher Korrelationskoeffizient; V) Unfallwert
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Tab. 49: Einfluss von Phosphat auf die Hitzeinaktivierung von Esterase bei Fgg = 5 und auf die
mit NB nachweisbare Restaktivitét bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Probengut

Extinktion [Eg17] mit NB bei Phosphat-Zusatz [%]

0 0,3 0,5 r
Brustmuskel Probe 1 0,037 0,041 0,040 0,705
Probe 2 0,038 0,036 0,042 0,515
MW 0,038 0,039 0,041 0,915
Flugel Probe 1 0,020 0,013 0,012 -0,940
Probe 2 0,023 0,016 0,031 0,432
MW 0,022 0,015 0,022 -0,084
Oberkeule Probe 1 0,004 0 0 -0,918
Probe 2 0,011 0 0 -0,918
MW 0,008 0 0 -0,918

Unterkeule Probe 1 0 -1 0 -
Probe 2 0,018 0 0 -0,918
MW 0,009 0 0 -0,918
Karkasse Probe 1 0,031 0,014 0,028 -0,300
Probe 2 0,043 0,023 0,020 -0,953
MW 0,037 0,019 0,024 -0,757
Leber Probe 1 0,309 0,242 0,256 -0,821
Probe 2 0,256 0,257 0,237 -0,776
MW 0,283 0,250 0,247 -0,945
Fettgewebe Probe 1 0,008 0,012 0,023 0,919
Probe 2 0,012 0,006 0,043 0,712
MW 0,010 0,009 0,033 0,780

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert; r = Pearsonscher Korrelationskoeffizient; V) Unfallwert

Tab. 50: Einfluss von Phosphat auf die Hitzeinaktivierung von Esterase bei Fgg = 5 und auf die
mit IA nachweisbare Restaktivitat bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute

Extinktion [Eg17] mit IA bei Phosphat-Zusatz [%]

Probengut 0 0.3 0.5 "

Brustmuskel Probe 1 0,026 0,053 0,056 0,954
Probe 2 0,045 0,056 0,060 0,985

MW 0,036 0,055 0,058 0,965

Fligel Probe 1 0,045 0,052 0,040 -0,308
Probe 2 0,059 0,071 0,065 0,557

MW 0,052 0,062 0,053 0,138

Oberkeule Probe 1 0,028 0,055 0,054 0,904
Probe 2 0,027 0,032 0,025 -0,165

MW 0,028 0,044 0,040 0,793

Unterkeule Probe 1 0,002 0,054 0,020 0,450
Probe 2 0,015 0,024 0,038 0,971

MW 0,009 0,039 0,029 0,745

Karkasse Probe 1 0,042 0,029 0,040 -0,286
Probe 2 0,038 0,048 0,050 0,957

MW 0,040 0,039 0,045 0,644

Leber Probe 1 0,055 0,044 0,044 -0,918
Probe 2 0,035 0,059 0,061 0,943

MW 0,045 0,052 0,053 0,961

Fettgewebe Probe 1 0,012 0,006 0,007 -0,808
Probe 2 0,008 0 0 -0,918

MW 0,010 0,003 0,003 -0,876

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert; r = Pearsonscher Korrelationskoeffizient



C Eigene Untersuchungen 178

Zufolge den in den Tabellen 45 bis 47 zusammengestellten Daten Uber den Einfluss von
NPS auf die Hitzeinaktivierung von Esterase bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe
der Pute, resultiert mit NA bei den Ansatzen mit 3,5% NPS im Durchschnitt sdmtlicher Pro-
bearten eine mittlere Abnahme der Enzymaktivitat um Egq7; = 0,018. Die durch den Zusatz
von 3,5% NPS bewirkte maximale Verringerung der Restaktivitdt um Eg17 = 0,034 wird beim
Probengut Karkasse notiert, die mit Eg;; = 0,002 geringste bei der Fligelmuskulatur. Der
jeweils auf dem Mittelwert von Probe 1 und 2 basierende Korrelationskoeffizient von NPS-
Gehalt und Esterase-Restaktivitat liegt - bei Ausschluss der Probe 2 von Fligel - bei allen
Probenarten zwischen r = -0,756 und r = -0,995. Mit Ausnahme der Probe 1 von Unterkeule
zeichnet sich als Folge des Zusatzes von 3,5% NPS auch mit NB bei allen Proben eine ge-
ringgradige Abnahme der Esterase-Aktivitat ab. Bei Skelettmuskulatur und Fettgewebe be-
tragt die Abnahme durchschnittlich Eg¢; = 0,020, bei Leber hingegen bei Probe 1 Eg47 = 0,251
und bei Probe 2 Eg7 = 0,142. Der Korrelationskoeffizient liegt mit r = -0,724 beim Fettgewe-
be am niedrigsten und mit r = -0,999 beim Brustmuskel am héchsten. In Folge des Zusatzes
von NPS verringert sich auch die mit IA nachweisbare Esterase-Restaktivitat geringgradig,
so dass beim Zusatz 3,5% eine mittlere Abnahme um Eg7 = 0,017 erfolgt. Der niedrigste und
einzige positive Korrelationskoeffizient wird mit r = 0,335 bei Unterkeule, der hdchste mit r = -
0,962 bei Leber nachgewiesen.

Der Einfluss des Phosphat-Zusatzes manifestiert sich, wie aus den Tabellen 48 bis 50 zu

ersehen ist, wesentlich uneinheitlicher. So resultieren zwischen dem Phosphat-Zusatz und
den Mittelwerten der NA-Anséatze bei Brustmuskel ein positiver Korrelationskoeffizient von r =
0,730, bei der Leber von r = 0,809 und bei Fligelmuskulatur, Oberkeule, Unterkeule und
Fettgewebe negative Korrelationskoeffizienten von minimal r = -0,282 beim Fettgewebe und
maximal r = -0,803 bei der Oberkeule. Die durch 0,5% Phosphat bei Brustmuskel und Leber
bewirkte mittlere Hemmung und die bei den anderen Probenarten resultierende mittlere Be-
schleunigung der Esterase-Inaktivierung entspricht einer Restaktivitatsdifferenz von Egq7 =
0,009. Auch bei den Ansatzen mit NB flhrt der Zusatz von 0,5% Phosphat meist zu einer
Beschleunigung, bei einigen Probenarten aber auch zu einer Hemmung der Esterase-
Inaktivierung, die einer mittleren Extinktionsdifferenz von Eg7 = 0,015 entsprechen. Der Kor-
relationskoeffizient zwischen der Phosphat-Konzentration und mittleren Restaktivitat von
Probe 1 und 2 betragt beim Brustmuskel r = 0,915, beim Fettgewebe r = 0,780 und bei Fli-
gel, Oberkeule, Unterkeule, Karkasse und Leber von r = -0,084 bis -0,945. Bei den |A-
Ansatzen nimmt die durchschnittliche Esterase-Restaktivitat beim Fettgewebe um Eg; =
0,007 ab, bei den anderen Probenarten um Eg7 = 0,001 bis Eg7 = 0,022 zu. Der Korrelati-
onskoeffizient zwischen dem Phosphatzusatz und der mittleren Restaktivitat betragt minimal

r = 0,138 bei der Fligelmuskulatur und maximal r = 0,965 beim Brustmuskel.
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Aus dem dargestellten folgt:
Ein Zusatz von Nitritpdkelsalz in einer Hohe von 3,5% kann zu einer geringen Beschleuni-
gung der Enzym-Inaktivierung fihren. Diesem Umstand ist beim Vorschlag eines potentiellen

Grenzwertes einer ausreichenden Pasteurisation Rechnung zu tragen.
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6.2 Einfluss der Esterase-Aktivitat der von Pute stammenden Rezepturkomponen-

ten auf die Restaktivitat der Produkte

Sensorische, hygienische und technologische Beschaffenheit bei Lebensmitteln beruht gene-
rell auf Rezeptur und Herstellungsweise. Wie die Produkte aus Rind- und Schweinefleisch
kénnen sich hinsichtlich ihrer Rezeptur auch die Erzeugnisse aus Putenfleisch selbst bei
gleicher Sortenzugehdrigkeit nicht unerheblich von einander unterscheiden. In nachstehend
beschriebener Versuchsreihe soll deshalb der Einfluss unterschiedlicher Gemenge aus Ske-
lettmuskulatur verschiedener anatomischer Provenienz, Leber und Fettgewebe von Pute auf
die Restaktivitdten der Mischungen nach dem Erhitzen am Erschwernisfall von Gemengen

aus nur zwei und rezepturanteilig gleichgewichtigen Komponenten ermittelt werden.

6.2.1 Probengut und Versuchsanordnung

Von Brustmuskel, Fligel, Oberkeule, Unterkeule, Karkasse, Leber und Fettgewebe werden
gemal 1.2 Probenaufbereitung und Erhitzung jeweils Sammelproben von ca. 1000 g homo-
genisiert und hiervon je 5 Proben von 30 % 0,5 g in Probenbeutel gefillt. Zusatzlich wird das
Homogenisat einer jeden Probenart im Verhaltnis 1:1 mit dem Homogenisat einer jeweils
anderen Probenart mittels Moulinette zu einer Zwei-Komponenten-Mischung gemischt, von
der jeweils 3 Portionen von 30 £ 0,5 g in den Probenbeutel gewogen werden. Die Versuchs-
chargen werden 7 bis 14 d bei —18°C gelagert, fur die Untersuchung auf Zimmertemperatur
gebracht, dann 5 min im Wasserbad von 80 + 0,5°C erhitzt, nach 5 min langem Kuhlen in
Eiswasser in den Kihlschrank von 4°C gegeben und tags darauf auf Esterase-Restaktivitat
untersucht. Aus den Mittelwerten der Restaktivitat der einzelnen Probenarten wird rechne-
risch die Restaktivitat der jeweiligen Mischung extrapoliert und vergleichsweise dem Mittel-

wert der analytisch bestimmten Restaktivitaten gegenibergestellit.

6.2.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die analytisch bestimmten Esterase-Restaktivitaten der einzelnen Probenarten sind in Tabel-

le 51, die analytisch ermittelten und rechnerisch extrapolierten Restaktivititen der Zwei-

Komponenten-Mischungen in Tabelle 51 wiedergegeben.
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Tab. 51: Esterase-Restaktivitat der bei Fgy = 5 pasteurisierten und fir die Bereitstellung der
Zwei-Komponenten-Mischungen verwendeten Probenarten (vgl. Tab. 52)

Extinktion [E617]
Probenart Probe
Nr.
NA NB IA
1 0,138 0,029 0,073
2 0,130 0,062 0,061
3 0,125 0,062 0,044
Brustmuskel 4 0,102 0,042 0,043
5 0,109 0,030 0,034
MW 0,121 0,045 0,051
1 0,105 0,021 0,047
2 0,095 0,032 0,033
) 3 0,094 0,027 0,040
Flugel 4 0,098 0,016 0,039
5 0,098 0,019 0,032
MW 0,098 0,023 0,038
1 0,060 0,009 0,003
2 0,055 0,004 0,002
3 0,055 0,011 0,004
Oberkeule 4 0,048 0,010 0,002
5 0,053 0,007 0,003
MW 0,054 0,008 0,003
1 0,046 0,000 0,014
2 0,043 0,000 0,035
3 0,047 0,097 0,027
Unterkeule 4 0.047 0,080 0.017
5 0,034 0,000 0,014
MW 0,043 0,035 0,021
1 0,095 0,000 0,037
2 0,091 0,000 0,033
3 0,086 0,006 0,040
Karkasse 4 0,085 0,006 0,040
5 0,092 0,003 0,027
MW 0,090 0,003 0,035
1 0,158 0,251 0,062
2 0,122 0,255 0,059
3 0,139 0,231 0,064
Leber 4 0.141 0.198 0.056
5 0,089 0,133 0,061
MW 0,129 0,214 0,060
1 0,017 0,007 0,019
2 0,022 0,008 0,002
3 0,019 0,004 0,008
Fettgewebe 4 0,025 0,013 0.011
5 0,023 0,010 0,007
MW 0,021 0,008 0,009

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert
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Tab. 52: Analytisch bestimmte und rechnerisch extrapolierte Esterase-Restaktivitat der Zwei-
Komponenten-Mischungen aus den bei Fgy = 5 pasteurisierten Probenarten (vgl. Tab. 51)

Extinktion [E61 7]

Zwei-
Komponenten- Probe
Mischung Nr.
1) NA NB IA
gemessen | errechnet | gemessen | Errechnet | gemessen | errechnet
1 0.103 0.011 0036
Brustmuskel 2 0.100 0,008 0.019
Flge 3 0,089 0,003 0.020
MW | 0097 0,109 0,007 0,034 0.025 0,044
1 0.045 0.003 0.024
Brustmuskel 2 0,050 0,008 0.012
3 0,042 0,002 0.019
Oberkeule MW | 0046 0,087 0,004 0,026 0.018 0,027
1 0.045 0.000 0.013
Brustmuskel 2 0.065 0.006 0,020
3 0,032 0.000 0,021
Unterkeule MW | 0047 0,082 0,002 0,040 0.018 0,036
1 0.069 0.000 0043
Brustmuskel 2 0,072 0,000 0.038
3 0.071 0,004 0.036
Karkasse MW 0,071 0,105 0,001 0,024 0,039 0,043
1 0.090 0.103 0.061
Brustmuskel 2 0.101 0,075 0.056
Lebor 3 0,095 0.071 0.063
MW | 0095 0,125 0.083 0,129 0.060 0,055
1 0.021 0.024 0.040
Brustmuskel 2 0,018 0,026 0,026
3 0.017 0,026 0,022
Fetigewebe MW | 0019 0,071 0,025 0,026 0.029 0,030
- 1 0.040 0.004 0002
Fllgel 2 0,032 0.015 0.016
3 0,035 0.000 0,001
Oberkeule MW | 0036 0,076 0,006 0,015 0.006 0,020
Flage 1 0.058 0.015 0002
A 2 0,053 0,011 0.014
3 0,058 0015 0.009
Unterkeule MW | 0056 0,070 0,014 0,029 0.008 0,029
Flage 1 0.030 0.000 0,008
A 2 0,027 0,000 0.016
3 0,026 0,002 0.010
Karkasse MW 0,028 0,094 0,001 0,013 0,011 0,036
- 1 0.037 0.093 0,069
Fllgel 2 0.041 0.064 0.055
Lebor 3 0,038 0.141 0.072
MW | 0039 0113 0,099 0,118 0.065 0,049
- 1 0.042 0.020 0009
Fllgel 2 0,035 0.031 0.010
3 0038 0,019 0.009
Fettgewebe MW 0,038 0,059 0,023 0,015 0,009 0,023

Siehe Fortsetzung auf nachster Seite
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Fortsetzung von Tab. 52

Extinktion [E617]
Zwei-
Komponenten- Probe
Mischung Nr. NA NB IA
(1:1)
gemessen errechnet gemessen errechnet gemessen errechnet
1 0,030 0,000 0,000
Oberkeule 2 0,024 0,000 0,001
3 0,028 0,000 0,000
Unterkeule MW 0,027 0,048 0,000 0,021 0,000 0,012
1 0,021 0,000 0,007
Oberkeule 2 | 0022 0,000 0,007
3 0,022 0,000 0,008
Karkasse MW | 0022 0,072 0.000 0,005 0.007 0,019
1 0,042 0,136 0,055
Oberkeule 2 0,049 0,120 0,046
Lober 3 0,050 0,111 0,044
MW 0,047 0,091 0,122 0,111 0,048 0,031
1 0,026 0,025 0,011
Oberkeule 2 0,025 0,025 0,011
3 0,031 0,025 0,015
Fettgewebe MW 0,027 0,037 0,025 0,008 0,012 0,006
1 0,025 0,000 0,008
Unterkeule 2 0,024 0,000 0,002
3 0,021 0,000 0,009
Karkasse MW 0,023 0,066 0,000 0,019 0,006 0,028
1 0,133 0,171 0,049
Unterkeule 2 | 0130 0.177 0,057
Leber 3 0,107 0,215 0,057
MW 0,123 0,086 0,187 0,124 0,054 0,040
1 0,012 0,012 0,023
Unterkeule 2 0,018 0,013 0,010
3 0,013 0,018 0,010
Fettgewebe MW 0,014 0,032 0,014 0,021 0,014 0,015
1 0,068 0,128 0,062
Karkasse 2 0,070 0,313 0,057
Leber 3 0,070 0,121 0,062
MW 0,069 0,109 0,187 0,108 0,060 0,047
1 0,010 0,008 0,006
Karkasse 2 0,006 0,005 0,005
3 0,006 0,008 0,011
Fettgewebe MW | 0007 0,055 0.007 0,005 0.007 0,022
1 0,053 0,164 0,064
Leber 2 | o071 0.163 0,067
3 0,068 0,155 0,074
Fettgewebe MW | 0064 0,075 0.161 0111 0.068 0,069

Erklarungen: MW = arithmetischer Mittelwert
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Wie sich aus Tabelle 51 ersehen Iasst, liegen die bei den einzelnen Probearten mit NA, NB
und IA bestimmten Esterase-Restaktivitaten weitest hin im Schwankungsbereich der unter
3.2 Einfluss der Pasteurisation bei 80°C/5 min auf die Esterase-Restaktivitdt und den Rest-
keimgehalt bei Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute dokumentierten Werte.
Erheblich niedrigere Werte ergeben sich lediglich bei den NA- und NB-Ansatzen von Brust-
muskel und Leber, bei denen die Differenz zwischen den NA-Ergebnissen Egy7; = 0,056 und
Ee17 = 0,152 und bei den NB-Ansatzen der Leber sogar Eg7 = 0,348 betragt.

Die bei den NA-Ansatzen der Zwei-Komponenten-Mischungen gemessenen Restaktivitaten
liegen mit Ausnahme von Unterkeule + Leber durchwegs unter den extrapolierten. Die im
Durchschnitt aller Versuchschargen resultierende Differenz betragt Eg1; = 0,035, die mit Eg+7
= 0,010 kleinste Differenz besteht bei der Mischung Oberkeule + Fettgewebe, die mit Eg7 =
0,074 grofte bei Fligel + Leber. Im Durchschnitt der Mischungen aus Skelettmuskulatur er-
gibt sich eine maximale Differenz von Eg17 = 0,066 und eine minimale von Eg7; = 0,012, bei
der Mischung aus Skelettmuskulatur und Fettgewebe von Eg17 = 0,052 und Eg47 = 0,010, aus
Skelettmuskulatur und Leber von Eg7 = 0,074 und Eg47 = 0,030.

Bei den NB-Ansatzen liegen die Esterase-Restaktivitdten bei 14 der 21 Zwei-Komponenten-
Mischungen unter den rechnerisch taxierten Werten, und zwar am weitesten mit Eg;; = 0,046
bei der Mischung Brustmuskel + Leber. Unter den die errechneten Restaktivitaten Uber-
schreitenden analytisch ermittelten Werten besteht die grote Differenz mit Egq7 = 0,079 bei
Karkasse + Leber. Die im Durchschnitt samtlicher Chargen bestehende Abweichung betragt
Es17 = 0,024.

Bei den IA-Ansatzen besteht bei Brustmuskel + Leber, Brustmuskel + Fettgewebe, Unterkeu-
le + Fettgewebe und Leber + Fettgewebe zwischen den gemessenen und den extrapolierten
Werten faktisch kein Unterschied, bei 16 der 21 Zwei-Komponenten-Mischungen liegen die
Esterase-Restaktivitaten unter den errechneten Werten. Wie bei den NB-Ansatzen Uberstei-
gen auch bei den IA-Ansatzen von Oberkeule + Fettgewebe und Unterkeule + Leber die ge-
messenen Restaktivitdten die extrapolierten. Die mit Eg; = 0,025 maximale Uberschreitung
des errechneten gegenlber des gemessenen Wertes wird bei der Mischung Fligel + Kar-
kasse notiert, die mit Eg17 = 0,017 maximale Unterschreitung bei der Mischung Oberkeule +

Leber. Die mittlere Abweichung betragt Eg17 = 0,012.
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7 Studien an Putenfleisch-Produkten des Handels und Empfehlung von Grenz-

werten als Indikatoren einer ausreichenden Pasteurisation

Pasteurisierte Erzeugnisse aus Putenfleisch gelangen als Kochpdkelwaren, Hackfleischer-
zeugnisse, Brihwirste und Kochwirste in den Handel. Nachfolgend wird Uber die Untersu-
chung einer gréReren Zahl dieser Produkte auf Esterase-Restaktivitat und korrespondieren-
den Gehalt an aeroben mesophilen Bakterien, aeroben Sporenbildnern und an Streptokok-
ken des Serotyps D berichtet. In der Perspektive der vorausgegangenen Modellversuchen
werden auf der Grundlage der Ergebnisse dieser Untersuchungsreihe Grenzwerte fir eine

statistisch als ausreichend zu beurteilende Erhitzung empfohlen.

7.1 Kochpokelware

Kochpodkelwaren sind umgerodtete und gegarte, zum Teil geraucherte, gewachsene oder aus
groReren Zuschnitten zusammengeflgte Fleischstiicke, denen Brat nach ,quantum satis-
Prinzip“ allenfalls in einer Menge zugesetzt wird, die fur die Bindung des Gefliges bendtigt
wird. Bei der heute beispielsweise auch beim Schinken vom Schwein ,wie gewachsen“ gan-
gigen beschleunigten Herstellungsweise wird das hierflr parierte Ausgangsmaterial nach
Lakeinjektion gepoltert, danach einige Stunden in Pdkellake durchgebrannt und 15 bis 20
min bei 40 bis 60°C getrocknet. Anschliefend wird bis zu 6 h bei 30 bis 50°C kalt oder 20 bis
45 min bei 65 bis 85°C heil gerauchert und hierauf gekocht, wobei zur Vermeidung von G-
bermaRigem Gewichtsverlust und einer unerwinschten Verleimung von Kollagen eine Kern-
temperatur von 69°C nicht Uberschritten wird. Die pasteurisierten Produkte werden abschlie-
Rend auf unter 5°C gekihlt. (FISCHER, 1988; MULLER, 1989; BOHMER und HILDE-
BRANDT, 1996)

7.1.1 Material und Methodik

Es werden 30 Handelsprodukte mit NPS gepdkelter gekochter Putenbrust von Freisinger und
Minchener Geschaften bezogen. Das fir die Bestimmung der Esterase-Restaktivitadt und
Restkeimzahl gemall 1 Material und Methoden erforderliche Probenmaterial wird unter steri-

len Bedingungen aus dem thermischen Mittelpunkt der Erzeugnisse entnommen.



C Eigene Untersuchungen 186

7.1.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die Esterase-Restaktivitdten und der Keimgehalt der durchwegs aus Brustmuskel der Pute

gefertigten und sensorisch einwandfreien Kochpokelprodukte sind in der Tabelle 53 und den

Abbildungen 79 bis 81 zusammengestellt.

Die Auswertung der Esterase-Restaktivitat der Kochpdkelprodukte, von der die Ausreil3er
ausgeschlossen werden, ergibt bei den NA-Ansatzen den Mittelwert (MW) = 0,091, die Varia-
tionsbreite (VB) = 0,010 bis 0,353 und die Standardabweichung (s) = 0,075 und bei den IA-
Ansatzen MW = 0,094, VB = 0,060 bis 0,133 und s = 0,022.

Die aufRerordentlich hohe Restaktivitat von Egi; = 0,353 bei den NA-Anséatzen der Probe 15,
die mit dem ebenfalls bei dieser Probe hochsten IA-Resultat von Eg; = 0,839 korreliert, ist
dadurch bedingt, dass es sich bei diesem Produkt sensorisch sinnfallig um ein fir die defi-
nierte Zubereitung im Haushalt des Verbrauchers bestimmtes und so lediglich intensiver vor-
blanchiertes Erzeugnis handelt.

Bei den NB-Ansatzen ergibt sich ausschliellich bei Probe 1 eine positive und mit Eg; =
0,095 sehr markante Restaktivitdt. Der Befund muss dahingestellt bleiben, da er weder als
tierartliche Besonderheit, noch technologisch durch einen Analysenfehler erklarbar ist.
Unerwartet hoch liegen mit Eg17 = 0,060 bis zumindest 0,133 nach aller Erfahrung aus den
Modellstudien auch die Ergebnisse der |1A-Ansatze, von denen 16 Proben eine Restaktivitat
von Eg7 £ 0,100 und immerhin 28 Proben eine Restaktivitat von Eg7 < 0,133 aufweisen.

Der Gehalt der Produkte an aeroben mesophilen Bakterien betragt in der Gesamtheit der
Stichprobe 1x10° bis 5,7x10” KBE/g, an aeroben Sporenbildner 0 bis 1,5x10° KBE/g sowie
an Streptokokken des Serotyps D 0 bis 1,8x10? KBE/g. Dass bei Probe 2 mit einer Restakti-
vitat von nur Eya = 0,085 und E;, = 0,097 ein Vorkommen von D-Streptokokken in einer Ge-
samtzahl von immerhin 180 KGE/g korreliert ist, darf in Relation zu den bei allen anderen
Proben negativen Befunden auf eine entsprechend hohe Ausgangskontamination durch die
Spezies und wie im Falle von Probe 13 und 14 vor allem auch auf die kurze Restlaufzeit von

wenigen Tagen zurtickgefihrt werden.

Als Indikator flr eine ausreichende Pasteurisation bei Kochpdkelwaren von Pute empfiehit
sich bei den Ansatzen mit NA malgeblich der in Tabelle 53 zusammengestellten Ergebnisse
ein Grenzwert von Eg17 £ 0,170, bei den Ansatzen mit NB von Eg; = 0,000 und bei den An-
satzen mit IA von Eg7 < 0,130. Grundlage dieser Empfehlung ist die Tatsache, dass Ge-
samtkeimzahlen der GréRenordnung von 10° generell als gesundheitlich nicht bedenklich
anzusehen sind. Solche Keimgehalte sind bei Produkten, die bereits Gber 1 Woche zum Ver-

kauf angeboten werden auch bei ausreichend pasteurisierten Produkten keine sehr grofRe
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Seltenheit. Dass sich zum anderen von den Produkten mit Keimzahlen der GréRenordnung
10’ die Proben 18 und 30 bei den empfohlenen Grenzwerten mit keinem der Substrate als
Lesterase-positiv, d.h. als ,potentiell unzureichend erhitzt“ erweisen, stellt die Grenzwerte
insofern nicht in Frage, als die Restlaufzeit beider Produkte zum Zeitpunkt der Untersuchung
nur noch 3 Tage betragt. Daflir, dass die vegetative Ausgangsflora der beiden Produkte
durch die Pasteurisation im lebensmittelhygienisch gebotenen Male inaktiviert wurde,
spricht auch die Feststellung, dass D-Streptokokken bei keiner der beiden Proben nachweis-

bar sind.

Tab. 53: Esterase-Restaktivitat und Keimgehalt bei Kochptdkelware aus Putenfleisch des Han-
dels

Probe Extinktion [Eg17] Keimgehalt [KBE/g]
Nr. Verkehrsbezeichnung NA NB 1A GKZ S D
1 | Putenbrust 0,036 0,095 " 0,097 710" 3x10? 0
2 | Putenbrust 0,085 0 0,071 6x10° 0 1,8x10°
3 | Truthahnbrust 0,033 0 0,060 4,2x10° | 1,5x10° 0
4 | Truthahnbrust 0,014 0 0,085 6x10° 1x10° 0
5 | Putenbrust 0,065 0 0,087 2x10° 0 0
6 | Putenbrust 0,054 0 0,103 1x10° 0 0
7 | Putenbrust 0,093 0 0,067 8x10° 0 0
8 | Putenbrust 0,127 0 0,068 1x10° 0 0
9 | DelikateR Putenbrust 0,047 0 0,111 5,4x10* 0 0
10 | Delikate® Putenbrust 0,030 0 0,072 2,7x104 0 0
11 | Delikate® Putenbrust 0,013 0 0,071 3,6x104 0 0
12 | Delikate® Putenbrust 0,010 0 0,070 2,4x104 0 0
13 | Putenbrust 0,189 0 0,103 1,3x10" 0 70
14 | Putenbrust 0,159 0 0,229 " | 4,8x10° 0 20
15 | Putenbrust 0,353 0 0,839 " | 1,4x10’ 80 0
16 | Putenbrust 0,098 0 0,105 1,7x10° 0 0
17 | Putenbrust 0,185 0 0,110 2x10" 2,4x10? 0
18 | Putenbrust 0,147 0 0,113 1,4x10" 0 0
19 | Putenbrust 0,132 0 0,113 1,1x10° 0 0
20 |Putenbrust 0,128 0 0,088 5x10° 0 0
21 | Truthahnbrust 0,021 0 0,120 1,5x105 0 0
22 | Truthahnbrust 0,090 0 0,133 1,4x1 0° 0 0
23 | Truthahnbrust 0,023 0 0,075 2x10° 2x10° 0
24 | Truthahnbrust 0,028 0 0,082 2x10° 0 0
25 | Putenbrust 0,134 0 0,093 3x10° 0 0
26 | Putenbrust 0,172 0 0,127 2x10° 10 0
27 | Putenbrust 0,121 0 0,067 3x10° 0 0
28 | Putenbrust 0,041 0 0,089 6,3x10° 10 0
29 | Truthahnbrust 0,034 0 0,133 5,7x107 0 0
30 | Truthahnbrust 0,054 0 0,108 4,6x10" 0 0

Erklarungen: GKZ = aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = Streptokokken des Se-
rotyps D; " Ausreier nach DAVID, HARTLEY und PEARSON
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Abb. 79: Mit NA bestimmte Esterase-Restaktivitdt bei Kochpdkelware aus Putenfleisch des

Handels
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Abb. 81: Mit IA bestimmte Esterase-Restaktivitéat bei Kochpdkelware aus Putenfleisch des Han-
dels

7.2 Bruhwurst

Brihwursterzeugnisse sind Wurstwaren, bei denen zerkleinertes rohes Fleisch meist unter
Zusatz von Trinkwasser oder Eis, mit Kochsalz meist in Form von Nitritpdkelsalz und ggf. mit
Kutterhilfsmitteln, wie insbesondere Phosphat, zu einem Brat verarbeitet und durch Brihen,
Backen, Braten oder eine andere Hitzebehandlung zu zusammenhangender Koagulation
gebracht wird. Brihwurstbrat wird je nach Reihenfolge der Materialzugabe in der Verfah-
rensweise des Magerbrat- oder Fettbrat- oder Gesamtbratverfahrens gefertigt, in Darme,
Dosen oder offene Backformen gefullt und in diesen auf eine Kerntemperatur von mindes-
tens 70°C gebracht. Im allgemeinen werden die Produkte je nach Kaliber und angestrebter
Mindesthaltbarkeit 20 min bis 2 h bei 70 bis 80°C gehalten. Daraufhin wird das pasteurisierte
Erzeugnis umgehend auf 4 bis 7°C gekihlt. (FISCHER, 1988; MULLER, 1989; FRIES, 1996)

7.2.1 Material und Methodik

Es werden 30 Brihwursterzeugnisse aus Geschaften in Freising, Minchen und Umgebung
bezogen. Die flur die Untersuchungen erforderliche Probenmenge wird den Produkten unter

sterilen Bedingungen aus dem thermischen Mittelpunkt enthnommen.
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Die Bestimmung der Esterase-Restaktivitdt sowie der aeroben Gesamtkeimzahl, der aero-
ben Sporenbildner sowie der Streptokokken des Serotyps D erfolgt gemaR® 1 Material und
Methoden.

7.2.3 Ergebnisse und deren Besprechung

Die Esterase-Restaktivitaten und die mit diesen korrelierten Keimgehalte des Probenkollek-

tivs sind aus der Tabelle 54 und den Abbildungen 82 bis 84 zu ersehen.

Tab. 54: Esterase-Restaktivitat und Keimgehalt bei Brithwurst aus Putenfleisch des Handels

Probe Extinktion [Eg+7] Keimgehalt [KBE/g]
Nr. Verkehrsbezeichnung NA NB IA GKZ S D
1 | Paprikawurst 0,028 0 0 2,7x10* | 1,8x10° 0
2 | Gelbwurst 0,100 0,054 0,049 4x10° 4x10° 0
3 | Fleischwurst 0,007 0 0,073 1,6x104 20 0
4 |Regensburger 0,001 0 0,067 | 7,2x10* | 8,1x10° 0
5 | Wiener 0,014 0 0,103 1x10* 3,6x10° 0
6 |Fleischwurst 0,233 0,356 0,162 3x10* | 7,2x10° 0
7 | Gelbwurst 0,099 0 0,027 | 3,8x10* | 1,5x10° 0
8 | Wiener 0,099 0,032 0,113 1,1x10* | 3,3x10° 0
9 |Fleischwurst 0,190 0,313 0,111 9,3x10* 1x10° 0
10 | Wiener 0,003 0 0,081 2x10° 3x10° 0
11 | Regensburger 0 0 0,117 | 3,6x10" | 1x10° 0
12 | Regensburger 0 0 0,117 | 1,8x10° | 1x10° 0
13 | Wiener 0,056 0,045 0,054 4,2x10" | 1,6x10° 0
14 | Wiener 0,028 0,029 0,084 | 8,9x10" | 9x10° 0
15 | Fleischwurst 0,043 0 0,084 1,8x10° 1x10° 0
16 | Fleischwurst 0,015 0 0,075 2,2x107 40 0
17 | Gelbwurst 0,088 0 0,024 | 53x10° | 9x10° 0
18 | Gelbwurst 0,076 0,003 0,034 9x10* | 2,7x10° 0
19 | Paprikawurst 0 0 0,076 5x10* 1,2x10* 0
20 |Paprikawurst 0 0 0,083 3x10° 1,4x10* 0
21 | Gelbwurst 0,098 0,015 0,002 7,3x10° 1x10? 0
22 | Gelbwurst 0,108 0,008 0,009 | 2,1x10° 40 0
23 | Gelbwurst 0,093 0,021 0,014 1,2x10* 2x10? 0
24 | Gelbwurst 0,107 0,035 0,060 2,8x10* | 4,9x10° 0
25 | Wiener 0 0 0,074 9,1x10°® | 1,5x10° 0
26 | Wiener 0,022 0 0,059 5x10* 2x10* 0
27 | Wiener 0,078 0,037 0,066 8,2x10° | 2,2x10* 0
28 | Fleischwurst 0,012 0 0,072 5x10° 10 0
29 |Paprikawurst 0 0 0,052 1,8x10% | 5x10? 0
30 | Gelbwurst 0,086 0,031 0,092 1,6x10* | 9x10? 0

Erklarungen: GKZ = aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D =.Streptokokken des Sero-

typs D;
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Abb. 82: Mit NA ermittelte Esterase-Restaktivitat bei Brihwurst aus Putenfleisch des Handels
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Abb. 83: Mit NB ermittelte Esterase-Restaktivitat bei Brihwurst aus Putenfleisch des Handels
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Abb. 84: Mit |A ermittelte Esterase-Restaktivitat bei Brihwurst aus Putenfleisch des Handels

Die mit NA bestimmte Restaktivitat der 30 Brihwirste entspricht einem Mittelwert (MW) von
Ee17 = 0,056, einer Variationsbreite (VB) von Eg17 = 0,000 bis 0,233 und einer Standardabwei-
chung (s) von Eg17 = 0,059, mit NB einem MW = 0,033, einer VB = 0,000 bis 0,356 und einer
s = 0,084, mit IA einem MW = 0,068, einer VB = 0,000 bis 0,162 und einer s = 0,038.

Nach Ergebnis der mikrobiologischen Untersuchung weist die untersuchte Stichprobe Ge-
samtkeimzahlen von nur 4x10? bei Probe 2 bis maximal 1,8x10® KBE/g bei Probe 29 und
einen Gehalt an Sporenbildnern in Héhe von 10 bei Probe 28 bis 3,6x10* KBE/g bei Probe 5
auf. Dass sich D-Streptokokken selbst bei der Probe 29 nicht nachweisen lassen, ist ein
wichtiges Indiz fur den Letaleffekt eines Hitzeregimes, bei dem die vegetativen Pathogenen
jedenfalls unter der Voraussetzung als hinreichend inaktiviert angesehen werden kénnen,
dass ihre Ausgangskeimzahl die obere Grenze des Streubereichs der Norm nicht extrem
{iberschreitet. Bei den Keimzahlen von 2,2 bis 8,9x10” KBE/g bei den Proben 11, 13, 14 und
16, deren Mindesthaltbarkeitsfrist bereits weitest hin verstrichen ist, dirfte es sich nach aller
Erfahrung der Praxis um Lactobazillen handeln. Der Keimgehalt von 1,8x10® KBE/g der of-
fensichtlich besonders intensiv pasteurisierten Paprikawurst ist auf einen entsprechend ho-
hen Ausgangsgehalt vor allem auch an aeroben Sporen zurlickzufiihren, die durch den Zu-
satz der Uberdurchschnittlich grofien Menge an Gewilrzpaprika in das Produkt eingebracht
werden. Ursache dafir, dass bei Probe 2, die sich sowohl mit NA als auch mit NB soeben
schon als esterase-positiv erweist, eine aerobe mesophile Gesamtkeimzahl von nur 4x10?
KBE/g besteht, kann nach aller Erfahrung aus den Modellversuchen nur sein, dass eine be-

sonders geringe Ausgangskontamination bestanden hatte. Als Indikatoren einer ausreichen-
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den Erhitzung werden bei Brihwurst aus Putenfleisch aus den bei den Kochpdkelwaren an-
gesprochenen Griinden die Grenzwerte Eya < 0,100, Eng < 0,050 und Ejx < 0,100 empfohlen.
Bei diesen Grenzwerten erweisen sich mit NA 5, mit NB 3 und mit IA 6 Proben als esterase-

positiv, davon Ubereinstimmend die Proben 6 und 9 mit allen 3 Substraten.

7.3 Leberwurst

Leberwirste sind malRgeblich der Leitsatze fir Fleisch und Fleischerzeugnisse hitzebehan-
delte Kochwirste, die grofitenteils aus gebriihtem oder gekochtem Ausgangsmaterial herge-
stellt werden. Die Konsistenz der Kochstreichwirste beruht auf erstarrtem Fett und dreidi-
mensional vernetztem koaguliertem Eiweil3, insbesondere Lebereiweil. Der Leberanteil be-
tragt je nach Gehalt an Skelettmuskelfleisch 10% und 30%, bei bestimmten in den Leitsatzen
genannten Sorten kann der Gehalt auch darunter oder dartber liegen.

Das fiir Leberwurst bestimmte Ausgangsmaterial wird in der Regel 12 bis 24 h gepdkelt und
dann durch mehr oder weniger intensives Blanchieren bis Kochen auf eine Temperatur ge-
bracht, bei der im Kutter eine Gemengetemperatur von 65°C und wahrend des weiteren Zer-
kleinern und Mischens alsbald von 55°C resultiert, bei der die allenfalls leicht blanchierte
Leber zugegeben wird. Das Wurstgut wird bei einer Temperatur von nicht unter 40°C in
Woursthillen abgefiillt, auf eine Kerntemperatur von 75°C gebracht und anschlief3end bei 16
bis 18°C gerauchert. (FISCHER, 1988; MULLER, 1989) Die Mindesthaltbarkeit der pasteuri-
sierten Handelsprodukte betragt beim Stand von Technik und Hygiene bei 2 bis 4°C grofiten-

teils zumindest 18 Tage.

7.3.1 Material und Methodik

Es werden 30 Leberwirste des Handels von Geschéften in Freising, Minchen und Umge-
bung bezogen. Die fir die Bestimmung der Esterase-Restaktivitat, der aeroben Gesamt-
keimzahl, der aeroben Sporenbildner und der Streptokokken des Serotyps D erforderliche
Probenmenge wird unter sterilen Bedingungen im Bereich um den thermischen Mittelpunkt

der Proben enthommen und gemaf 1 Material und Methoden verwendet.
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7.3.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die Esterase-Restaktivitat und der Keimgehalt der aus dem Handel bezogenen Putenleber-

wirste sind aus Tabelle 55 und den Abbildungen 85 bis 87 zu ersehen.

Tab. 55: Esterase-Restaktivitat und Keimgehalt bei Putenleberwurst des Handels

Probe Extinktion [Eg17] Keimgehalt [KBE/g]
Nr. Verkehrsbezeichnung NA NB 1A GKZ S D
1 Grob 0,035 0 0,038 2,3x10* 7x10? 0
2 Fein 0,031 0 0,033 51x10° | 2x10° 0
32 Fein 0,118 0,247 0,096 2,1x10° | 2x10° 0
4 Fein 0,019 0 0,050 1,6x10° | 4,7x10° 0
52 Fein 0,210 0,052 0,109 1,6x10* | 6,3x10° 0
6 Grob 0,022 0 0,033 1,3x10* | 6,3x10° 0
7 Grob 0,148 0,005 0,054 6x10° | 4,5x10° 0
8 Grob 0,146 0,005 0,061 6x10° | 4,5x10° 0
9 Grob 0,067 0,009 0,060 5,6x10* | 4,5x10° 0
10 Fein 0,104 0,060 0,190 " | 5,6x10* | 4,5x10? 0
11 Fein 0,029 0,003 0,037 | 4,2x10* 0 0
12 Fein 0,033 0,006 0,038 | 3,1x10* 10 0
13 Grob 0,036 0,010 0,070 | 5,4x10* 1x10? 0
14 Grob 0,034 0,001 0,064 | 5,4x10* 0 0
15 Fein 0,045 0,032 0,036 54x10* | 3,5x10° 0
16 Fein 0,047 0,033 0,036 2,3x10* | 2x10° 0
17 Fein 0,046 0,013 0,030 | 3,5x10* 10 0
18 Fein 0,046 0,013 0,030 | 4,2x10* 0 0
192 Fein 0,639 0,590 0,614 | 4,5x10* | 5,4x10° 0
202 Fein 0,639 0,587 0,623 1,4x10* 2x10° 0
21 Fein 0,005 0 0,014 1,2x10° | 2,8x10° 0
22 Fein 0,016 0 0,006 1,3x10* | 2,4x10° 0
23 Fein 0,015 0 0,045 | 3,6x10* | 6,1x10° 0
24 Fein 0,016 0 0,045 | 2,9x10* | 5,3x10° 0
25 Fein 0,015 0 0,032 ax10* | 7,5x10° 0
26 Fein 0,004 0 0,063 | 4,9x10* | 4,5x10° 0
27 Grob 0,037 0 0,058 54x10* | 4,5x10° 0
28 Grob 0,041 0 0,063 4x10* | 8,1x10° 0
292 Fein 0,664 0,556 0,595 2x10* 1x10* 0
302 Fein 0,642 0,519 0,573 2,1x10* 1x10* 0

Erklarungen: GKZ = aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = Streptokokken des Se-
rotyps D; Y AusreiRer nach DAVID, HARTLEY und PEARSON; 2 Es handelt sich um sogenannte Bio-Produkte
mit Uberdurchschnittlichem Lebergeschmack, die ohne NPS gefertigt sind und eine Uberdurchschnittlich kurze

Mindesthaltbarkeit von nur 10 Tagen aufweisen.
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Abb. 85: Mit NA bestimmte Esterase-Restaktivitét bei Putenleberwurst des Handels
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Abb. 86: Mit NB bestimmte Esterase-Restaktivitat bei Putenleberwurst des Handels
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Abb. 87: Mit IA bestimmte Esterase-Restaktivitat bei Putenleberwiirsten des Handels

Die Esterase-Restaktivitaten der Stichprobe der Leberwiirste weisen — wenn die ,Bio-
Produkte“ 3, 5, 19, 20 29 und 30 ausgenommen werden - mit NA einen Mittelwert (MW) von
Ee17 = 0,043, eine Variationsbreite (VB) von Eg; = 0,004 bis 0,148 und eine Standardabwei-
chung (s) von Eg17 = 0,038 auf, mit NB einen MW von Egq; = 0,008, eine VB von Eg17= 0,000
bis 0,060 und eine s von Eg7= 0,014, mit IA einen MW von Eg7 = 0,043, eine VB von Eg7 =
0,006 bis 0,070 und eine s von Eg17=0,017.

Bei den NA-Ansatzen der 24 konventionell gefertigten Produkte besteht bei 21 Proben eine
Restaktivitat von Egz < 0,067 und bei 3 Proben von Eg7 = 0,104 bis 0,148, bei den nach
Sinnenbefund meist mit einem hoéheren Leberanteil gefertigten und vor allem auch wesent-
lich schonender gegarten ,Bio-Produkten® hingegen von Eg47 = 0,118 bis 0,664. Bei den NB-
Ansatzen der konventionellen Produkte werden bei 12 Proben Restaktivitaten von Eg7 = 0,
bei 23 Proben von Eg7 < 0,033 und bei Probe Nr. 10 von Eg7 = 0,060 notiert, bei den ,Bio-
Produkten“ mit Ausnahme der Probe Nr. 5 von Eg¢7 = 0,247 bis 0,590. Im Gegensatz zu den
Ergebnissen bei den Kochpdkelprodukten und bei Brihwurst liegen Esterase-Restaktivitaten
der |IA-Ansatze bei 23 der 24 Leberwirste aus konventioneller Fabrikation bei Eg7 < 0,070,
bei den ,Bio Produkten® 3 und 5 bei Eg7 = 0,096 und Egi7 = 0,109, bei den anderen bei Eg47
= 0,573 bis Eg17 = 0,623.
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Die aeroben mesophilen Gesamtkeimzahlen der Stichprobe reichen von 1,5x10° bis 5,6x10*,
bei den ,Bio-Produkten” von 2,1x10° bis 4,5x10* KBE/g. Die Zahl der aeroben Sporenbildner
bel4uft sich auf 0 bis 1x10* KBE/g. Dass Streptokokken des Serotyps D trotz deren in Relati-
on zur generellen vegetativen Flora besonders hohen Hitzeresistenz auch bei den schonend
erhitzten ,Bio-Produkten” nicht nachzuweisen sind, durfte sich auf die bekannt hohe Pro-
zesshygiene des betreffenden Herstellungsbetriebes zurtickflihren lassen. Hervorzuheben ist
desgleichen die Feststellung, dass auch die Produkte mit kurzer Restlaufzeit keine beson-
ders hohen Keimgehalte aufweisen, und dies bei einer deklarierten Mindesthaltbarkeit von 3
Wochen bei 0 bis 4°C. Die Ergebnisse der mikrobiologischen Untersuchung der Stichprobe
bestatigen so auch die Erfahrung, dass Geflligelleberwurst aus konventioneller Fabrikation
auf Grund des speziell bei Geflligelleber als besonders hoch erachteten Salmonellen-Risikos

besonders vorhaltend pasteurisiert werden.

Hinsichtlich der Frage, welche Esterase-Restaktivitidten sich als Indikatoren einer ausrei-
chenden Pasteurisation bei Leberwurst aus konventioneller Fertigung benennen lassen, er-
lauben die Ergebnisse der untersuchten Stichprobe und die auch bei den Proben mit nur
kirzerer Restlaufzeit sehr niedrigen Keimgehalte die Empfehlung der Grenzwerte von Eya <
0,100, Eng = 0,050 und E < 0,100. MalRgeblich der NA-Ansatze stiinde bei diesen Grenz-
werten bei 3 und bei den NB- und IA-Ansatzen bei je einem der 24 konventionell gefertigten
Erzeugnissen in Frage, ob die beim Pasteurisieren wirksam gewordene Hitze fir eine hinrei-

chende Inaktivierung insbesondere der pathogenen vegetativen Flora ausgereicht hat.

7.4 Hackfleischerzeugnisse

MaRgeblich der Leitsatze fiur Fleisch und Fleischerzeugnisse wird Hackfleisch aus sehnen-
armem oder grobentsehntem, frischem oder gefrostetem Fleisch durch Wolfen hergestellt.
Hackfleisch aus Gefllgelfleisch darf nach §2 (2) HackfleischV nicht in rohem Zustand an den
Verbraucher abgegeben werden. Die sonstigen Erzeugnisse nach §1 der Verordnung, die
wie z.B. Fleischklolie, Fleischfillungen, Bratwirste, Brihwursthalbfabrikat, Fleischbrate und
gestickeltes Fleisch fir die Zubereitung durch Erhitzen bestimmt sind, dirfen wegen des

generellen Salmonellenrisikos nur in gefrostetem Zustand in den Verkehr gebracht werden.
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7.4.1 Material und Methoden

Aus Geschaften in Freising, Minchen und Umgebung werden insgesamt 30 hitzegegarte
und groRtenteils von verschiedenen Herstellern stammende Hackfleischerzeugnisse vom
Typ der Frikadelle, Cevapcici und der aus gestlckeltem Fleisch zusammengesetzten und
geformten Scheiben und Sticke beschafft. Die fur die Untersuchungen erforderliche Pro-
benmenge wird unter sterilen Kautelen bestmdglich aus dem Bereich des thermischen Mit-
telpunktes der Probe entnommen. Die Esterase-Restaktivitat sowie die Zahl der aeroben
Mesophilen, der aeroben Sporenbildner und der Streptokokken des Serotyps D werden ge-

mafR 1 Material und Methoden bestimmt.

7.4.2 Ergebnisse und deren Besprechung

Die mit NA, NB und IA ermittelte Esterase-Restaktivitat und die Keimgehalte der aus dem

Handel bezogenen Hackfleischprodukte sind in Tabelle 56 und den Abbildungen 88 bis 90

wiedergegeben.
1
0,8 -
~
©. 0,6 -
c
S o NA
<
__‘;_<0’4,
L
0,2 3
PP U I S R “00““,0
0 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30

Proben-Nr.

Abb. 88: Mit NA bestimmte Esterase-Restaktivitdt bei Hackfleischerzeugnissen aus Puten-
fleisch des Handels
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Tab. 56: Esterase-Restaktivitat und Keimgehalt bei Hackfleischerzeugnissen aus Putenfleisch
des Handels

Probe Extinktion [Eg+7] Keimgehalt [KBE/g]
Nr. Verkehrsbezeichnung NA NB IA GKZ S D
1 | Geflugelfrikadellen 0,054 0,033 0,090 1,8x10° | 2,3x10° 0
2 | Gefliigelfrikadellen 0,057 0,024 0,087 2,7x10° | 7,2x10° 0
3 | Gefliigelfrikadellen 0,058 0,030 0,087 6,3x10* | 2,9x10° 0
4 | Geflugelfrikadellen 0,063 0,044 0,092 9,2x10* | 1,2x10* 0
5 | Puten-Cevapcici 0,078 0,038 0,117 5,3x10° 9x10° 0
6 | Putenfrikadellen 0,045 0,003 0,163 " | 7,9x10* 5x10? 0
7 | Putenfrikadellen 0,045 0,003 0,070 8,2x10° | 1,8x10° 0
8 | Putenfrikadellen 0,050 0,011 0,083 1,8x10° 2x10° 0
9 |Puten Schnitte Wiener Art 0,078 0,006 0,090 1,7x10° - 0
10 |Puten Schnitte Wiener Art 0,092 0,017 0,097 1x10? 1,8x10° 0
11 | Putenfrikadellen 0,068 0,028 0,111 2,9x10* | 7,2x10? 0
12 | Putenfrikadellen 0,085 0,052 0,108 3x10° 1x10? 0
13 | Putenfrikadellen 0,068 0,017 0,097 1,9x10* | 1,6x10° 0
14 | Putenfrikadellen 0,066 0,027 0,104 7,4x10° | 1,6x10° 0
15 | Putenfrikadellen 0,066 0,014 0,093 | 4,7x10° | 2x10° 0
16 | Putenfrikadellen 0,063 0,008 0,081 1x10* 1,3x10? 0
17 | Putenfrikadellen 0,059 0,028 0,087 4,1x10? 6x10' 0
18 | Putenfrikadellen 0,050 0,011 0,085 9x10° 1,9x102 0
19 | Putenfrikadellen 0,070 0,015 0,090 3,8x10* 1x10? 0
20 | Putenfrikadellen 0,182" | 0,270 " 0,139 3x10* 4,5x10° 0
21 |Knusper-Béarchen 0,089 0,030 0,104 | 4,5x10° | 1,8x10° 0
22 |Knusper-Béarchen 0,085 0,021 0,106 1x10° | 3,6x10’ 0
23 | Puten-Schnitte Wiener Art 0,063 0 0,098 9x10" 2x10" 0
24 | Puten-Schnitte Wiener Art 0,069 0 0,103 2x10' - 0
25 | Puten-Frikadelle 0,036 0,017 0,111 3x10° 1,4x10° 0
26 | Puten-Frikadelle 0,044 0,066 0,090 1,8x10° | 1,8x10? 0
27 | Puten-Frikadelle 0,041 0,015 0,086 5x10? 1x10? 0
28 | Puten-Frikadelle 0,041 0,015 0,089 1,9x10° | 6,3x10' 0
29 |Puten-Frikadelle 0,052 0,012 0,084 9x10? 5,4x10? 0
30 |Puten-Frikadelle 0,043 0,010 0,087 6,3x10° | 1,2x10? 0

Erklarungen: GKZ = aerobe mesophile Gesamtkeimzahl; S = aerobe Sporenbildner; D = Streptokokken des Se-
rotyps D; " AusreiRer nach DAVID, HARTLEY und PEARSON
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Die in Tabelle 56 und den Abbildungen 88 bis 90 zusammengefassten Ergebnisse flihren zu
folgenden Feststellungen.

Die Restaktivitdten der Stichprobe von Hackfleischerzeugnissen weisen bei Ausschluss der

Ausreil3er bei den NA-Ansatzen einen Mittelwert (MW) von Eg7 = 0,061, eine Variationsbreite
(VB) von Egq7 = 0,036 bis 0,092 und eine Standardabweichung (s) von Eg7 = 0,016 auf, bei
den NB-Ansatzen einen MW von Eg¢7 = 0,021, eine VB von Eg7 = 0,000 bis 0,066 und eine s
von Eg7 = 0,016 und bei den |IA-Ansatzen einen MW von Eg7 = 0,095, eine VB von Eg¢7 =
0,070 bis 0,139 und eine s von Eg17=0,014.

Die aerobe mesophile Gesamtkeimzahl der Stichprobe liegt im Bereich von 1x10? bis 4,5x10°
KBE/g, die Zahl der aeroben Sporen im Bereich von 0 bis 1,2x10* KBE/g. Streptokokken des
Serotyps D sind auch nicht bei Probe Nr. 21 nachweisbar, die eine Restlaufzeit von nur noch

2 Tagen und sicherlich auch deshalb diesen relativ hohen Keimgehalt aufweist.

Als Indikatoren einer fir eine verlassliche Inaktivierung insbesondere der vegetativen patho-
genen Flora ausreichenden Pasteurisation werden mafgeblich der Ergebnisse dieser Stich-
probe und der Feststellungen in den vorausgegangenen Modellversuchen die Grenzwerte
Ena = 0,100, Exg = 0,050 und E| = 0,140 empfohlen. Bei starrer Anwendung dieser Grenz-
werte erweisen sich mit NA die Probe 20, mit NB die Proben 12, 20 und 26 und mit IA die

Probe 6 und 20 als unzureichend hitzekonditioniert.
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D Diskussion

Die Nachfrage nach Geflligelfleisch hat auch in jingster Zeit noch zugenommen, so z.B. die
Haushaltseinkaufe im 1. Quartal 2000 gegenliber dem Vorjahr um etwa 10%. Die Nachfrage
nach Putenfleisch, das mit ca. 26000 t etwa die Halfte der Haushaltseinkdufe von Hahnchen-
fleisch ausmacht, hat sich in der genannten Zeit um 16% und somit um das doppelte der
Zunahme bei Hahnchenfleisch erhéht (NN, 2002). Die Wachstumszunahme bei Putenfleisch
wird weitest hin dem den Erzeugnissen hieraus als bedeutsamste Teil-Qualitat beigemesse-

nen Gesundheitswert zugeschrieben.

Die hygienische Beschaffenheit der Erzeugnisse aus Putenfleisch hangt sehr entscheidend
von deren mikrobiologischem Status ab. Lebensmittelhygienisch ist hierbei hervorzuheben,
dass an der Spitze der alimentar Ubertragenen Erkrankungen in Deutschland seit einigen
Jahren vor allem durch Salmonella oder Campylobacter verursachte Magen-Darm-
Infektionen rangieren und Quelle der Infektionen sehr oft Putenfleischprodukte sind (BRAUN,
2001). So wird bei einer routinemafRigen Untersuchung von 419 Teilsticken der Pute des
Handels festgestellt, dass 6% der Proben mit Salmonella und 6,2% der Proben mit Campy-
lobacter kontaminiert sind (FRANCK, 2001). Bei dieser Kontaminationsrate ist zum einen
davon auszugehen, dass es bei den Wursterzeugnissen aus Putenfleisch kaum eine Charge
eines rohen Brats oder Leberwurstgutes geben dirfte, das nicht mit pathogenen Keimen
kontaminiert ist. Diese kénnen im Prozessablauf der Produktion bei allem Bemihen um be-
triebliche Qualitatssicherung immer wieder auch in einem kritischeren Mafe zur Vermehrung
gelangen und so zur Ursache einer gewissermalen relativen Unterkochung werden. Zum
anderen lassen sich angesichts des hygienisch, sensorisch und hinsichtlich der Einsparung
von Kochverlusten auch wirtschaftlich begriindeten Prinzips, Fleischerzeugnisse generell so
intensiv wie nétig und so schonend wie maoglich zu garen auch absolute Unterkochungen
nicht ausschlieen. Die Notwendigkeit eines retrospektiven Erhitzungsnachweises bedarf so
weder aus betrieblicher Sicht, noch aus der Perspektive der staatlichen Lebensmitteliberwa-

chung einer eingehenderen Begriindung.

Die im Schrifttum empfohlenen Verfahren fir den Nachweis einer stattgehabten Erhitzung
sind meist zu zeitraubend, zu ungenau oder zu teuer (TOWNSEND und BLANKENSHIP,
1989; STALDER und Mitarb., 1991). Im Rahmen dieser Arbeit soll deshalb geprift werden,
ob und inwieweit sich die Esterase-Aktivitat pasteurisierter Erzeugnisse aus Pute als Indika-
tor fur ausreichende Erhitzung nutzen lasst. Insbesondere soll Antwort auf folgende Fragen

gefunden werden:
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1 Ist bei Fleisch und Fleischerzeugnissen von der Pute eine Modifikation der Methodik
des im Schrifttum referierten Esterase-Tests erforderlich?

2 Wie wirken sich Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung bei Skelettmuskulatur,
Fett- und Lebergewebe von Pute und bei den Erzeugnissen hieraus auf die Esterase-
Aktivitdt des Probengutes aus? Inwieweit sind Rezeptur und Vorbehandlung der
betreffenden Rezepturkomponenten von Einfluss?

3 Unter welchen Voraussetzungen und wie verlasslich eignet sich die mittels des Este-
rase-Tests bestimmte Restaktivitdt des Leitenzyms auch bei den Erzeugnissen aus

Putenfleisch als Indikator einer wirksamen Pasteurisation?

1 st bei Fleisch und Fleischerzeugnissen von der Pute eine Modifikation der Metho-

dik des Esterase-Tests erforderlich?

Inwieweit sich das von PFEIFFER und Mitarb. (1969) fir den Nachweis einer ausreichenden
Erhitzung bei Fleisch und Fleischerzeugnissen vom Rind und Schwein empfohlene Verfah-
ren auch bei den Erzeugnissen aus Putenfleisch eignet, wird an Leber, Brustmuskulatur und
Fettgewebe der Tierart gepruft. Kriterien der Prifung sind der Einfluss des pH-Wertes des
Puffers, mit dem das Probengut extrahiert und die Esterase-Restaktivitat bestimmt wird, so-
wie der Einfluss der Substratkonzentration, der Inkubationstemperatur und die Verfigbarkeit
der Spaltprodukte Naphthol und Indoxyl fur die die Esterase-Restaktivitat anzeigende Farb-

bildung des Nachweisverfahrens.

Der als Extraktionsmittel verwendete Puffer bestimmt unmittelbar auch das Reaktionsmilieu
der Ansatze. Er vereint durch hohen Gehalt an Phosphat- und Citrationen den Vorteil einer
bestmaoglichen Extraktion von Esterase aus dem hitzekoagulierten Probengut mit dem durch
den Protonengehalt bedingten Vorteil adaquater Reaktionsbedingungen fiir die enzymati-
sche Hydrolyse bei weitest gehender Vermeidung von authydrolytischem Substratzerfall.
Dass mit 0,3 m Citrat-Phosphat-Puffer von pH 6,6 sowohl im Hitzekoagulat okkludierte Ly-
oesterase cytoplasmatischen Ursprungs, als sicherlich auch membrangebundenen Des-
moesterase beispielsweise aus Mitochondrien maximal zu eluieren sind, folgt auch aus den
Feststellungen von GLATZL (1970) und SINGRUN (1970).

Da das pH-Optimum der hitzeresistenteren Esterase-lsozyme der Pute nicht bekannt ist,
wird in vorliegender Arbeit zunachst der Einfluss des pH-Wertes des Citrat-Phosphat-Puffers
auf die Testergebnisse gepriift. Dies geschieht unter den Bedingungen des Esterase-Tests
an Probengut von Brustmuskel, Leber und Fettgewebe, das jeweils bei Fgy = 5 erhitzt wird.
Da sich die Esterase nach ARNDT (1973) bei 37 bis 55°C am effizientesten extrahieren



D Diskussion 204

lasst, gelangt das Probengut in Puffer von 40°C zur Extraktion. Wie die Ergebnisse der Stu-
dien Uber den Einfluss des Puffer-pH zeigen, resultieren maximale Esterase-Aktivitaten bei
den NA-Ansatzen von Brustmuskel und Leber bei einem pH-Wert der Ansatze von 7,2 und
7,4, bei den NB-Ansatzen bei pH 7,6. Wahrend das Puffer-pH bei den IA-Ansatzen von Le-
ber anscheinend ohne gréReren Einfluss ist, erweist sich ein pH von 7,3 beim Brustmuskel
deutlich als optimal. Beim Fettgewebe liegen die Esterase-Aktivitdten auferordentlich nied-
rig. Bei den |A-Anséatzen, bei denen differenziertere Aussagen nicht mdglich sind, manifes-
tiert sich das Maximum der Esterase-Reaktion bei pH 8,2. Diesen Feststellungen steht die
Mitteilung von SCHOMBURG und SALZMANN (1991) gegeniber, wonach das reaktionski-
netische pH-Optimum von Carboxylesterase je nach tierartlicher und anatomischer Prove-
nienz in Abhangigkeit von Substrat und anderen Milieufaktoren bei pH 6 bis 9 liegt. Das reak-
tionskinetische Optimum von Carboxylesterase von E. coli wird von GOULLET und Mitarb.

(1984) mit 1-Naphthylacetat als Substrat bei pH 7,4 nachgewiesen.

Aus dem Dargestellten folgt:

Bei Anhebung des pH-Wertes der Testansatze auf pH 7,4 lieRe sich die Inkubationsdauer
des Esterase-Tests zwar erheblich verkurzen. Da sich jedoch die Authydrolyse von NA, NB
und IA schon bei pH 7 gegenlber pH 6,6 nahezu verdoppelt, kdnnte sich u.U. auch das Puf-
fervermogen des Probengutes auf das Reaktionsmilieu der Testansatze in einem Malde
auswirken, das vermittels des Nullwertansatzes nicht mehr zufriedenstellend kompensiert
ware. Diese Feststellungen legen nahe, das bei den Erzeugnissen von Rind und Schwein
bewahrte Puffer-pH von 6,6 bei den Erzeugnissen aus Putenfleisch auch zu Gunsten einer

gewissen tierartlichen Vergleichbarkeit der Testergebnisse beizubehalten.

Eine ahnliche Situation besteht hinsichtlich der Inkubationstemperatur. Wie sich bei Erho-

hung der Temperatur von 20°C auf 40°C in Stufen von jeweils 5°C zeigt, ist Esterase von
Brustmuskel, Leber und Fettgewebe der Pute bis zu einer Inkubationstemperatur von 40°C
stabil. Wahrend bei Brustmuskulatur und Leber mit jedem der drei gepriften Substrate ein
stetiger und erheblicher Anstieg der Esterase-Aktivitat resultiert, erfolgt dies beim Fettgewe-
be erst von 30°C an. SINGRUN (1970) gelangt bei Carboxylesterase des Schweinemuskels
mit NA zu ahnlichen Ergebnissen. GLATZL (1970) registriert mit IA zwar eine grélere Aktivi-
tatssteigerung bei Erhéhung der Temperatur von 20°C auf 25°C, nicht mehr jedoch von 25°C
auf 30°C. Nach SCHAR und Mitarb. (1988) liegt das mit p-Nitrophenylacetat bestimmte
Temperaturoptimum von Carboxylesterase von Nocardia mediterranei bei 35°C, die Stabilitat
dieses mikrobiellen Enzyms reicht jedoch nur bis 40°C. Von GOULLET und Mitarb. (1984)

wird berichtet, dass die Aktivitat von Carboxylesterase von E. coli durch die Temperaturein-
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wirkung von Fg, = 10 nicht verringert wird, wogegen Carboxylesterase von Kaninchenleber
bei Fgo = 3 nach TANAKA und Mitarb. (1987) bereits einem Aktivitatsverlust von 90% und
Carboxylesterase des Blutplasmas der Ratte bei Fs5 = 55 nach LITH und Mitarb. (1993) von
76% unterliegen. MURAKAWA und Mitarb. (1987) teilen mit, dass sich Carboxylesterase des

Ascomyceten Emericella unguis schon gegenuber Temperaturen = 30°C als instabil erweist.

Die Inkubationstemperatur ist jedoch nicht nur bezlglich der Enzymkinetik von Bedeutung,
sondern vor allem auch bezlglich der Substratstabilitat. Im Gegensatz zu NA und zumal IA,
die schon bei wenig mehr als 25°C einer im Verlaufe von 60 min bzw. 180 min untragbaren

Authydrolyse unterliegen, erweist sich NB als stabil.

Aus dem Dargestellten folgt:
Wahrend die Inkubationstemperatur von 25°C bei Verwendung von NA und IA als Substrat
aus den auch fir die Beibehaltung des Puffer-pH sprechenden Griinden nicht erhéht werden

sollte, kénnte sich dies im Falle von NB durchaus empfehlen.

Die Ermittlung der bei Leber, Brustmuskel und Fettgewebe nach Pasteurisation bei Fgy = 5

optimalen Substratkonzentration und Inkubationsdauer erfolgt an Ansatzen, denen jeweils 5,

25, 50, 100, 200 und 300% derjenigen Substratmenge zugesetzt werden, die bei den Er-
zeugnissen aus Rind- und Schweinefleisch zur Anwendung gelangen. Die Inkubationsdauer
erstreckt sich bei NA im 10 min-Intervall von 10 bis 60 min, bei IA und NB im 30 min-Intervall
von 30 bis 180 min.

Wahrend mit zunehmender Inkubationsdauer die Esterase-Aktivitat bei den NA-Ansatzen
von Leber und Brustmuskel faktisch linear ansteigt und eine Erhéhung der Substratkonzent-
ration auf Uber 100% zu keiner Reaktionssteigerung fuhrt, nimmt die Hydrolyserate bei Fett-
gewebe durch eine Erhéhung des Substratzusatzes auf 200% erheblich zu. Bei den IA-
Ansatzen fuhrt die Anhebung der Substratkonzentration auf Gber 100% bei jeder der gepruf-
ten Probenarten zu einer Steigerung der Reaktionskinetik. Dass sich der Anstieg bei den
Ansatzen von Leber nach 90 min langer Inkubation deutlich verlangsamt, kdnnte moéglicher-
weise auf eine Produkthemmung zurtickzufiihren sein.

Eine Substrathemmung resultiert bei NA in Ubereinstimmung mit den Feststellungen von
SINGRUN (1970) auch nicht bei Erhéhung der Substratzugabe auf 300%, hingegen eine z.T.
sogar vollkommene Hemmung mit NB bei den Ansatzen von Brustmuskel und Leber schon
bei Substratkonzentrationen > 100%. Dass durch Methyl- und Ethylbutyrat in hoher Konzent-
ration auch Carboxylesterase der Leber vom Huhn gehemmt wird, berichten STOOPS und
Mitarb. (1975). SARDA und DESNUELLE (1958) teilen mit, dass Carboxylesterase der Rat-
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tenlunge durch 4-Nitrophenylacetat und 4-Nitrophenylbutyrat in Konzentrationen > 1,6 mM
inhibiert wird. Nach MATHIES (1966) unterliegt Milch-Esterase gegenuber IA sowohl einer
Substrathemmung als bei héherer Substratkonzentration und einer Inkubationszeit von zu-
mindest 15 min auch einer Produkthemmung. GLATZL (1970) registriert bei Muskel-Esterase
des Schweins auch bei hohen |A-Konzentrationen weder eine Substrathemmung noch eine

Produkthemmung.

Aus dem Dargestellten folgt:

Wahrend die Reaktionskinetik der die Pasteurisation persistierende Esterase durch die Er-
hoéhung der NA-Konzentration weder gesteigert, noch gehemmt wird, flhrt eine Erhdhung
der NB-Konzentration zu einer Aktivititshemmung. Bei IA besteht der Anschein, dass eine
Substratsattigung weder bei den Ansatzen von Leber und Brustmuskel, noch von Fettgewe-
be gewahrleistet ist. Nach Erfahrungen von PFEIFFER (2002) kénnte dies jedoch auch dar-
auf zurtickzufiihren sein, dass nicht die Menge des zugegebenen Substrates zu gering ist,
sondern aufgrund der geringen Léslichkeit und hohen Koaleszenz von IA im wassrigen Mi-
lieu der Testansatze dessen Dispersitat. Diese liele sich dadurch zufriedenstellend sichern,
dass die Ansatze wahrend der Inkubation intensiver geschuttelt werden oder dass sie am
einfachsten mit dem Substrat ca. 10% Glycerin als Lésungsvermittler und Dispersionsstabili-
sator zugesetzt bekommen. Da sehr vieles fur diese Erklarung spricht, wird empfohlen, den
IA-Ansatzen kunftig auch bei den Erzeugnissen aus Rind und Schwein ca. 10% Glycerin

zuzusetzen.

Hinsichtlich der Korrelation zwischen Esterase-Aktivitat und der Konzentration der als Indika-
toren der Esterase-Aktivitat resultierenden Hydrolyseprodukte ist von Wichtigkeit, dass

Naphthol und Indoxyl, desgleichen aber auch Indigo mit Inhaltsstoffen des Probenextraktes

reagieren und dadurch dem quantitativen Nachweis entgehen kdénnen. Nach MATHIES
(1966) und GLATZL (1970) kann beispielsweise an Fleischfaser gebundenes Indigo selbst
mit einer Chloroform-Dimethylformamid-Lésung nicht vollstéandig eluiert werden. KORMEN-
DY und Mitarb. (1992) berichten, dass je nach Probe-Puffer-Verhaltnis 0,8% bis 83,3% (!)
des aus Phenylphosphat durch Phosphatase des Schweineschinkens freigesetzten Phenols
im Sinne des Phosphatase-Tests unspezifisch reagieren.

In welchem Male Naphthol - und in einem sicherlich vergleichbarem Malie auch Indoxyl -
der Erfassung als Parameter der Esterase-Restaktivitat entgehen, wird am methodisch ein-
facheren Beispiel Naphthol ermittelt, indem mit reinem Puffer sowie mit dem Extrakt von pas-
teurisierter Leber, Brustmuskulatur und Fettgewebe sowie von Kochschinken, Brihwurst und

Leberwurst mit Naphthol und DBCC Eichgeraden erstellt werden. Eine faktisch quantitative
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Reaktion von Naphthol mit DBCC zum bestimmungsgemafien Azofarbkomplex erfolgt nur im
Extrakt von Brustmuskel und Fettgewebe. Beim Extrakt von Leber gelangen nur etwa 50%
des Naphthols zur Reaktion mit DBCC, bei Kochschinken ca. 70%, bei Brihwurst ca. 40%
und bei Leberwurst sogar nur ca. 30%. Dass das Hydrolyseprodukt Naphthol und nicht etwa
der Azofarbstoff an Inhaltsstoffe aus dem Probengut gebunden wird, wird an Leberextrakt
nachgewiesen. Die Ansatze, denen in Pufferldsung gebildete Azofarbstoff-Lésung zugege-
ben wird, weisen eine etwa doppelt so hohe Extinktion auf wie die Ansatze, bei denen dem
Extrakt zunachst Naphthol und nach 15 min langer Inkubation fir die Bestimmung des ver-
fugbar gebliebenen Teiles DBCC zugegeben wird. Dass auch Indoxyl nicht zur Ganze zu
Indigo reagiert, sondern zu einem offensichtlich markanten Teil mit Inhaltsstoffen des Pro-
benextraktes ergibt sich in den Studien des Kapitels 2.1 Einfluss der Inkubationstemperatur
aus der Feststellung, dass die mit der Inkubationstemperatur zunehmende Authydrolyse von
IA bei den aus reinem Puffer und IA bestehenden Nullwertansatzen stets héhere Extinktio-
nen zur Folge hat, wie bei den parallel mitgefiihrten Blindwertansatzen aus Probenextrakt
und IA. Dass in der Hauptsache nicht Indigo und auch nicht dessen aus 2 Molekulen Indoxyl
bestehende Leukoform mit den hierfur in Frage kommenden Bestandteilen des Probenex-
traktes reagiert, sondern Indoxyl, folgt daraus, dass sich die Eichgerade mit Indigo und Puf-
fer von der Eichgerade mit Extrakt aus Brustmuskel, Leber, Fettgewebe, Kochschinken,
Brihwurst und Leberwurst in einen so geringen MalRe unterscheiden, dass der Unterschied

auch nur methodisch bedingt sein konnte.

Aus dem Dargestellten folgt:

Sowohl Naphthol als auch Indoxyl kann von affinen Inhaltsstoffen des Probenextraktes ge-
bunden und dadurch der Reaktion zum Ergebnis bestimmenden Farbkomplex entzogen
werden. Ein féalschlich negatives Testresultat kann bei einer entsprechend vorhaltenden
Festlegung der Inkubationsdauer sowie des fiir eine potentiell unzureichende Erhitzung
symptomatischen und an einer reprasentativen Auswahl von Produkten des Betriebes resp.
des Handels verifizierten Grenzwertes nicht resultieren.

Bei Anwendung des Esterase-Tests im Rahmen der innerbetrieblichen Qualitatssicherung
bereitet dieser Zusammenhang keine Probleme; denn den Beauftragten sind die Rezeptur
und das in der betrieblichen Verfahrensanweisung vorgeschriebene Regime der Hitzebe-
handlung bekannt und dadurch fir eine produktionsbegleitend besonders exakte Kalibrie-
rung des Screeningtests beste Voraussetzungen gegeben. In der amtlichen Lebensmittel-
Uberwachung kann es bei hygienisch nicht in einem speziellen Zusammenhang besonders
bedenklichem Probengut in aller Regel beim negativen Ergebnis des Esterase-Tests belas-
sen bleiben. Wenn im Extremfall von ,gesundheitlicher Gefahr im Verzuge“ ein bei aller vor-

haltenden Grenzwertsetzung als ,falschlich negativ* befiirchtetes Ergebnis als solches erhar-



D Diskussion 208

tet werden soll, so kann dies dadurch geschehen, dass der Gehalt des Probenextraktes an
Naphthol-affinen Stoffen vermittels einer Naphthol-Eichgeraden mit Extrakt sowie mit reinem

Puffer Gberpruft wird.

Die Unterscheidungsscharfe des Esterase-Tests und die Bedeutung der Korrelation zwi-

schen Esterase-Aktivitat und EiweilRgehalt des Probenextraktes flir eine etwaige Prazisie-

rung der Testresultate wird an Brustmuskulatur gepruift, die jeweils 5 min bei 65, 67,5, 68, 69,
70,71, 72,5, 75 und 80°C erhitzt wird.

Wie sich unter den Modellbedingungen der Versuchsandordnung zeigt, sind im Bereich von
65 bis 70°C selbst die Temperaturerhéhungen um jeweils nur 0,5°C mit jedem der drei Sub-
strate nachweisbar. Wahrend im Temperaturbereich von 70 bis 80°C mit NA und IA lediglich
die Hitzeeffekte von 71°C/5 min und 72,5°C/5 min voneinander sicher unterschieden werden
koénnen, gilt dies mit NB auch fir die Regimes 70°C/5 min, 71°C/5 min, 75°C/5 min und
80°C/5 min. Die Eiweiligehalte der Probenextrakte streuen jedoch selbst im Falle des aus-
schlieBlich aus Brustmuskulatur bestehenden Probengutes so sehr, dass sie fir die Beurtei-
lung der Effektivitat einer Pasteurisation schon gleich bei den zusammengesetzten Produk-
ten etwa der Kategorie Bulette oder Brihwurst ohne Bedeutung sind. Vermittels des Quo-
tienten q aus Restaktivitat und Eiweil3gehalt lassen sich im Falle der NA-Ansatze allerdings
auch die Hitzeeffekte einer jeweils 5 min langen Hitzebehandlung bei 72,5, 75 und 80°C
voneinander unterscheiden.

Uber Esterase-Restaktivitat bei praxisgemaR pasteurisiertem Probengut von Schwein und
Rind sowie bei hieraus gefertigter Leberwurst wird im Schriftum mehrfach berichtet. Nach
GLATZL (1970) lasst sich auf 75°C erhitztes Probengut vom M. supra spinam vom Schwein
mit 1A deutlich von den auf 80°C gebrachten Vergleichsansatzen unterscheiden. BREHMER
und FORSCHNER (1974) stellen fest, dass gewerbeliblicherweise bei der Kerntemperatur
76 und 80°C pasteurisierte Leberwurst im Tupfelplattentest mit NA Reaktionen von signifi-
kant gestufter Starke gibt. Das Gleiche gibt bei 74 und 76°C im Kern pasteurisierte Brih-
wurst zu erkennen. PFEIFFER (2002) teilt mit, dass von Fett- und Bindegewebe sorgfaltig
befreites und nach Wolfen durch die 2 mm-Scheibe homogenisiertes Verarbeitungsfleisch
von Schwein und Rind nach einem durchschnittlich 16, 19 bzw. 21 min langen definierten
Erhitzen im Wasserbad von 71,5, 76,5 bzw. 81,5°C auf eine Kerntemperatur von 70, 75 bzw.
80°C und nach anschlieltend sofortigem Kiihlen in ca. 13, 14 bzw. 16 min auf 20°C sowohl
mit IA als auch mit NA der Hitzebehandlung entsprechend signifikant gestufte Esterase-
Restaktivitaten aufweist. Wahrend dies beim Schweinefleisch auch fiir die Tests mit Indoxyl-
butyrat (IB) und NB zutrifft, resultiert mit IB bei einer von 5 Rindfleischproben bei der 80°C-

Charge eine visuell soeben noch als positiv erkennbare Reaktion der Extinktion Eg15 = 0,009.
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Ursache hierfur durfte sein, dass das fur die Tests bezogene Ausgangsmaterial einer unzu-
reichend vermischten und deshalb nicht Schlachttier-reprasentativen Grundgesamtheit ent-
nommen worden war. Fur diese Erklarung spricht der Mitteilung zufolge auch die Erfahrung,
dass die Esterase-Aktivitdt bei rohem wie erhitztem M. supra spinam von Muskelbezirk zu
Muskelbezirk sehr stark — bei ronem Material um bis zu 100% - differieren kann. Die Hitze-
behandlung des diesen Feststellungen zugrunde liegenden Probengutes erfolgt in 200 x 30
mm grof3en Reagenzglasern, nachdem die Einwaage zur Gewahrleistung einer gleichmafi-
gen Warmeleitung mit 20% Aqua. dest. Uberschichtet und so von Luftblasen befreit wurde.

Hinsichtlich des Verhaltnisses g zwischen Esterase-Restaktivitat und Eiweildgehalt fallt auf,
dass dieses bei den |IA- und NB-Ansatzen von gestuft von 70 auf 80°C erhitzter Brustmusku-
latur im Gegensatz zu den NA-Ansatzen faktisch konstant bleibt. Bei den NA-Ansatzen
nimmt q mit steigender Erhitzungsintensitat deutlich zu, da sich infolge des Temperaturan-
stiegs auf Uber 72,5°C zwar der Proteingehalt, kaum mehr jedoch die mit NA ermittelte Este-
rase-Restaktivitat verringert. Ursache der relativ hohen Restaktivitidten bei den NA-Ansatzen
koénnte - von der hdéheren Ldslichkeit und Dispersitat von NA abgesehen - zum einen sein,
dass die besonders hitzestabilen Isozyme fir NA eine hdhere Affinitat aufweisen als fur 1A
und NB. Zum anderen kdnnte die mit zunehmender Warmeabsorption in Korrelation zum
Proteingehalt erfolgende Verringerung der mit NB und IA resultierenden Esterase-
Restaktivitat auch darauf zurtickzuflhren sein, dass die Restaktivitat vorwiegend membran-
gebundenen Desmoesterasen zukommt, die bei der Filtration im des Puffer dispergierten

Probenhomogenisates zu einem entsprechend grof3en Teil im Filterriickstand verbleiben.

Aus dem Dargelegten folgt:

Ob die beim Pasteurisieren des Probengutes wirksam gewordene Hitze zumindest einer 5
min langen Einwirkung von 72,5°C entspricht oder nicht, I&sst sich beim Brustmuskel der
Pute mit NA und IA gesichert nachweisen, mit NB auch noch der Pasteurisationseffekt einer
zumindest 5 min langen Einwirkung von 75°C. Unter den Modellbedingungen der Studie
kénnen im Bereich von 65°C bis 70°C selbst Intervalle von nur 0,5°C mit jedem der drei Sub-
strate sehr gut unterschieden werden. Mit NA als Substrat I&sst sich die Nachweisschwelle
des Esterase-Tests auf zumindest 80°C/5 min erhohen, wenn der Nachweis auf das Verhalt-

nis q zwischen Esterase-Aktivitat und Eiweiltgehalt des Probenextraktes abgestellt wird.
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2 Wie wirken sich Temperatur und Dauer der Hitzebehandlung bei Skelettmusku-
latur, Fett- und Lebergewebe von Pute und bei den Erzeugnissen hieraus auf
die Esterase-Restaktivitat des Probengutes aus? Inwieweit sind Rezeptur und

Vorbehandlung des Probengutes von Einfluss?

SCHLEUSENER und Mitarb. (1982) unterscheiden folgende 4 Verlaufsformen der Inaktivie-
rung von Enzymen: 1) Die Inaktivierung verlauft gemafl einer Reaktion 1. Ordnung, 2) Im
Verlauf der Inaktivierung resultiert ein Knickpunkt, 3) Der Inaktivierungsverlauf weist eine
Phase der Stimulierung auf, 4) Die Inaktivierung verlauft nicht irreversibel, so dass Reaktivie-
rung folgt. Um bei Brustmuskel, Fligel, Oberkeule, Unterkeule, Karkasse, Leber und Fettge-

webe von Pute die Verlaufsweise der Hitzeinaktivierung der Esterase als Funktion der Erhit-

zungsdauer zu ermitteln, werden die Probenhomogenisate bei 65°C 5, 10, 30, und 60 min,
bei 72,5°C 2,5, 5, 10, und 30 min und bei 80°C flir die Ansatze mit NA und NB fur die Dauer
von 1, 5 und 10 min und fur die Ansatze mit IA fiir die Dauer von 2,5, 5 und 10 min erhitzt.
Die Studien fuihren zu folgenden Feststellungen:

Die Inaktivierung von Esterase von Skelettmuskulatur, Fettgewebe und Leber verlauft im

halblogarithmischen Aktivitat-Zeit-Diagramm nicht gemaR einer Reaktion 1. Ordnung linear,

sondern gemafly dem o.a. Inaktivierungsverlauf 2) mit einem Knickpunkt in der Inaktivie-
rungskurve (Tab. 20 — 24, 26; Abb. 30 — 44, 48 — 50).

Bei Skelettmuskulatur mit Ausnahme des Brustmuskels und bei Leber sinkt die Esterase-
Aktivitat in der 1. Phase bei 65°C schon in den ersten 5 min auf etwa 10%, beim Brustmuskel
auf 1 bis 10% und beim Fettgewebe auf etwa 10 bis 27% der Ausgangsaktivitat. Bei 72,5
und 80°C sinkt die Esterase-Aktivitat in der 1. Phase von bis zu 2,5 min mit Ausnahme der
NB-Ansatze bei der Leber und der IA-Ansatze beim Fettgewebe bei jedem Probengut und
bei jedem der drei Substrate faktisch linear auf unter 1% der Ausgangsaktivitat. In der 2.
Phase der Hitzedenaturation erfolgt bei den 65-, 72,5- und 80°C-Proben eine vergleichswei-

se nur mehr sehr geringe Abnahme der Esterase-Restaktivitat.

Die Hitzeinaktivierung der unter den Bedingungen des Esterase-Tests erfassten Esterase
der Pute verlauft demnach trotz der Vielzahl der sie bildenden Isozyme in gleicher Weise,
wie nach Mittelung von HOTTENROTH (1974) die Hitzedenaturation von Lipase EC 3.1.1.3,
die hinsichtlich der Substratspezifitat der Carboxylesterase EC 3.1.1.1 sehr nahe steht. Von
KORMENDY und GANTNER (1960), GANTNER und KORMENDY (1968) und KORMENDY
und Mitarb. (1992) wird berichtet, dass auch die Hitzeinaktivierung von saurer Phosphatase
der Skelettmuskulatur des Schweins auf sehr dhnliche Weise erfolgt. Nach TOWNSEND und
BLANKENSHIP (1989) wird die Restaktivitdt der sauren Phosphatase bei Dosenschinken
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vom Food Safety and Inspection Service (FSIS) der USA als Indikator fur ausreichende Pas-
teurisation zugrunde gelegt.

Da die Inaktivierung der Esterase im Gegensatz zu der annahernd gemaf einer Reaktion 1.
Ordnung erfolgenden Inaktivierung von Bakterien in zumindest zwei von einander durch un-
terschiedliche Inaktivierungsgeschwindigkeit und unterschiedlichen z-Wert abgegrenzten
Phasen verlauft, ist eine Extrapolation von F-Werten fur die Gewahrleistung eines bestimm-
ten Ausmalles der Inaktivierung von Esterase etwa als Indiz flr die Abtétung vegetativer
Bakterien nicht mdglich. So ist auch verstandlich, dass nach REICHERT (1980) die vegetati-
ve Bakterienflora durch ein 10 min langes Einwirken von 72°C gleich effektiv inaktiviert wird,
wie durch ein 39 min langes Einwirken von 65°C, dass die Inaktivierung der Esterase von
Skelettmuskulatur, Fettgewebe und Leber der Pute bei 65°C und 72,5°C hierzu jedoch keine

Parallele erkennen lasst.

Aus dem Dargestellten folgt:

Die Inaktivierung von Esterase des Brustmuskels, der Leber und des Fettgewebes von Pute
verlauft bei 72,5 bzw. 80°C in der Weise zweiphasig, als sich die Inaktivierung nach einer
etwa 2,5 min langen Einwirkung dieser Temperatur hochgradig verzogert. Ein zweiphasiger
Inaktivierungsverlauf mit Knickpunkt nach etwa 5 min zeichnet sich auch bei 65°C ab. Da die
Inaktivierung in der 2. Phase unvergleichlich schwacher erfolgt als in der 1. Phase, ist erklar-
lich, dass selbst sehr geringe in der 1. Phase persistierende Esterase-Restaktivitaten in der
2. Phase erst im Verlaufe einer langeren Hitzeinaktivierung soweit verringert werden, dass

sie bei den methodischen Bedingungen des Esterase-Tests nicht mehr nachweisbar sind.

Uber die Temperaturstabilitat von Gefliigel-Esterase wird im Schrifttum kaum berichtet. Uber
Carboxylesterase des Rindermuskels wird von MCRAE und RANDALL (1965) mitgeteilt, dass
eine vollstandige Inaktivierung des Enzyms nach Ergebnis der elektrophoretischen Studien
mit Starkegel eine einem Fgy = 10 entsprechende Hitzeeinwirkung voraussetzt. PFEIFFER
und Mitarb. (1969) berichten, dass eine vollige Inaktivierung von Carboxylesterase bei gepo-
keltem M. supra spinam des Schweins erst nach etwa 15 min langem Einwirken von 80°C
resultiert. GLATZL (1970) stellt fest, dass ein Erreichen von 82°C im Kern gentigt, um die
Carboxylesterase des M. supra spinam vom Schwein vollstandig zu inaktivieren. Nach TA-
NAKA und Mitarb. (1987) verliert gereinigte Carboxylesterase der Kaninchenleber durch ein
3 min langes Einwirken von 60°C etwa 90% ihrer Aktivitat. LITH und Mitarb. (1993) geben
bekannt, dass Plasmaesterase der Ratte nach 25 min langem Einwirken von 55°C 24% und
nach 7 min langem Einwirken von 65°C 88% der Ausgangsaktivitat verliert. Nach EINARS-
SON und Mitarb. (1996) wird Carboxylesterase der Schafleber schon durch ein Erhitzen auf
62°C vollstandig inaktiviert.
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Um die eigenen Ergebnisse tber den Verlauf der Hitzeinaktivierung der Esterase von Brust-

muskel, Flugel, Oberkeule, Unterkeule, Karkasse, Leber und Fettgewebe der Pute zu validie-
ren, werden die Probenhomogenisate jeweils 5 min von 65 bis 72,5°C im Intervall von 2,5°C
und zusatzlich bei 80 und 85°C erhitzt. Parallel zur Bestimmung der Restaktivitdt werden
mittels isoelektrisch fokussierender Polyacrylamidgel-Elektrophorese von den im 5°C-
Intervall auf 60 bis 80°C erhitzten Chargen von Brustmuskel, Fettgewebe und Leber Estera-
se-Pherogramme erstellt.

Die Studien fuihren zu folgenden Feststellungen:

Wie sich den Aktivitdt-Temperatur-Diagrammen von Brustmuskel, Leber und Fettgewebe bei

allen drei Substraten zeigt und bei den mit NA dargestellten Isozym-Pherogrammen besta-

tigt, tritt im Verlaufe des Temperaturanstiegs von 70 bis 72°C ein flr die Probenart spezifi-
scher Knickpunkt auf, von dem an die Inaktivierung deutlich verzégert verlauft, jedoch selbst
bei 85°C/5 min noch nicht vollstandig abgeschlossen ist.

Neben Carbesterase zeigt sich auch bei anderen auf ihre Eignung als Indikatoren einer aus-
reichenden Pasteurisation untersuchten Enzymen, das deren Hitzeinaktivierung nicht linear
verlauft. Nach STALDER und Mitarb. (1991) und LEVIEUX und Mitarb. (1995) beginnt sich
die Inaktivierung von Laktatdehydrogenase und nach DAVIS und Mitarb. (1994) von saurer
Phosphatase schon bei einer niedrigeren, die Inaktivierung von Glutamat-Oxalat-
Transaminase hingegen nach SEARCY und Mitarb. (1995) erst bei einer h6heren Tempera-
tur als bei Esterase der Pute zu verzogern. Der Mitteilung von HSU und Mitarb. (2000) zu
Folge liegt der Knickpunkt der Hitzeinaktivierung bei Triose-Phosphat-lsomerase der Musku-
latur vom Rind in Abhangigkeit vom Muskeltyp bei gleicher Temperatur wie bei Esterase der
Pute oder niedriger.

Die Verlangsamung der Hitzeinaktivierung eines Enzyms oder eines Komplexes von Isozy-
men kann unterschiedlich verursacht sein. So konnte z.B. die im Bereich von 70 bis 72,5°C
eintretende Verlangsamung der Hitzeinaktivierung von Carboxylesterase EC 3.1.1.1 nach
HOTTENROTH (1974) auf das Bestehen von enzymfunktional elementaren Molekllzentren
von unterschiedlicher Hitzestabilitat oder/und auf die hitzebedingte Entstehung einer fir die-
se Funktionszentren hitzeprotektiven Molekil-Konfiguration zurlickzuflihren sein. Bei Iso-
zymkomplexen kénnte die Hitzeinaktivierung auch deshalb scheinbar phasenweise unter-
schiedlich rasch verlaufen, weil sich die Isozyme nicht nur hinsichtlich ihrer Hitzeresistenz,
sondern auch hinsichtlich ihrer Aktivitdt unter den jeweiligen Reaktionsbedingungen stark
unterscheiden konnen. Die letztgenannten Unterschiede zeichnen sich sehr deutlich auch
bei den eigenen elektrophoretischen Untersuchungen ab. Bei der Interpretation solcher Phe-
rogramme muss allerdings auch im Auge behalten werden, dass die eine oder andere Iso-
zymbande physiologisch moglicherweise nicht existent, sondern als sogenannte Sekundar-

bande das methodisch bedingte Artefakt einer realen Primarbande ist. Elektrophoretische
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Sekundarbanden kénnen nach LITH und Mitarb. (1989) durch den Verlust von Kohlenhydrat-
resten, nach ARNDT (1973) und KETTERMANN und Mitarb. (1989) durch eine Neukombina-
tion vorhandener Untereinheiten, nach TSUJITA und Mitarb. (1988) durch Desaminierung
und nach KETTERMANN und Mitarb. (1989) sowie EINARSSON und Mitarb. (1996) auch

durch eine Interaktion zwischen Enzym und Ampholyt entstehen.

Aus dem Dargestellten folgt:

Wie Esterase des Schweins und Rindes weist auch Esterase der Pute eine unter den Enzy-
men der Wirbeltiere vergleichsweise hohe Temperaturstabilitdt auf. Fir den Verlauf der
Hitzeinaktivierung von Putenesterase ist kennzeichnend, dass sich die Enzymaktivitat infolge
einer durch Temperaturerh6hung intensivierten Hitzebehandlung bis zu einer Temperatur
von 70 bis 72°C zunachst sehr stark und bei einer Intensivierung der Hitzebehandlung Uber
die betreffende Temperaturschwelle hinaus nur noch sehr protrahiert verringert. In der 2.
Phase verzogert sich die Enzyminaktivierung aufgrund der hohen Hitzeresistenz der beson-
ders hitzestabilen Isozyme bei jeder der gepriiften 7 Probenarten so sehr, dass eine sei es
auch noch so schwache positive Esterase-Reaktion auch noch nach einem 5 min langen

Einwirken von 85°C mit zumindest einem der drei Substrate nachzuweisen ist.

Fir die Aussagekraft des Esterase-Tests bei Erzeugnissen aus Putenfleisch ist auch die

Frage von Wichtigkeit, wie sich ein Frosten und Gefrierlagern der Rezepturkomponenten auf

die Esterase-Restaktivitdt der pasteurisierten Fertigprodukte auswirkt. Dieser Frage wird bei
roh gefrostetem und nach Auftauen bei Zimmertemperatur pasteurisiertem Probengut von je
5 Sammelproben von Brustmuskel, Flligel, Oberkeule, Unterkeule, Karkassenfleisch, Fett-
gewebe und Leber nachgegangen.

Wie die Mittelwerte der Sammelproben zeigen, fihrt das Frosten beim rohen wie beim pas-
teurisierten Probengut bei 33 der insgesamt 42 Versuchschargen zu einer leichten Verringe-
rung der Esterase-Restaktivitat. Die Verringerung erweist sich jedoch nur bei 15 Ansatzen
als statistisch signifikant.

Ursache dafir, dass beispielsweise vor dem Pasteurisieren gefrostete Skelettmuskulatur
eine etwas geringere Restaktivitat aufweist als nicht gefrostete, kdbnnte moglicherweise sein,
dass die hitzestabileren Isozyme durch die Frostbehandlung infolge von Dehydratisation o-
der — soweit sie als Desmoesterase etwa an Mitochondrien gebunden sind — infolge der De-
saggregation leichter denaturiert werden. Dass sich die Enzymaktivitdt durch ein Frosten
verringern kann, wird von ORTA-RAMIREZ und Mitarb. (1996) auch bei Laktatdehydrogena-
se des Rindermuskels festgestellt, von COLLINS und Mitarb. (1991b) bei Laktatdehydroge-
nase des Schweinemuskels und von WANG und Mitarb. (1993) bei Laktatdehydrogenase
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des Putenmuskels. In Studien von COLLINS und Mitarb. (1991a) und von ORTA-RAMIREZ
und Mitarb. (1996) zeigt sich, dass dieser Frosteffekt nicht immer, sondern nur unter be-
stimmten biochemischen Voraussetzungen eintritt. Uber den Einfluss der Frostung auf die
Aktivitdt weiterer als Indikatoren einer ausreichenden Erhitzung untersuchter Enzyme wird
von TOWNSEND und Mitarb. (1993) bei Glucosaminidase, von DAVIS und TOWNSEND
(1994) bei saurer Phosphatase, von TOWNSEND und DAVIS (1992) bei Transaminase und
von DAVIS und CYRUS (1998) bei Katalase berichtet.

Am Beispiel von Glutamat-Oxalat-Transaminase wird von HAMM und Mitarb. (1969) berich-
tet, dass das Frosten von Fleisch eine ausgepragte und elektrophoretisch als Indiz der Fros-
tung nachweisbare Desaggregation membrangebundener Isozyme verursachen kann. Ursa-
che der hohen Esterase-Aktivitdt beim NB-Ansatz von Leber und beim |A-Ansatz vom
Brustmuskel, die vor dem Pasteurisieren jeweils gefrostet wurden, ist sicherlich nicht eine
vermehrte Elution von membrangebundener oder im Gelgefiige okkludierter Esterase. Hier-
gegen spricht die bei allen Probenarten sehr effiziente Proteindissoziation durch den deshalb
so hochmolar angesetzten Citrat-Phosphat-Puffer. Die auch beim |A-Ansatz von nicht gefros-
teter roher Flugelmuskulatur aulRergewohnlich hohe Esterase-Aktivitat durfte vielmehr durch
eine besonders hohe und wahrend der Inkubation besonders lange bestandige Dispersitat
der in Wasser nur sehr begrenzt I6slichen Substrate bedingt sein. Die Verteilung von NB und
mehr noch von IA im Testansatz wahrend der Inkubation hangt allerdings nicht nur von der
Intensitat ab, mit der das in alkoholischer Losung zugegebene Substrat mit dem Vortex im
Ansatz verteilt wird, sondern ganz besonders auch vom Gehalt des jeweiligen Probenextrak-
tes an geldsten und dispergierten Stoffen, die den anfanglichen Verteilungsgrad des Sub-
strates mehr oder weniger effizient stabilisieren. Die Reproduzierbarkeit der Testergebnisse

hangt in dieser Sicht also auch von einer standardisierten Gewinnung der Probenextrakte ab.

Aus dem Dargestellten folgt:

Durch ein Frosten kann sich die Esterase-Aktivitat bei Skelettmuskulatur, Fettgewebe und
Leber der Pute sowohl beim rohen, als auch beim pasteurisierten Probengut signifikant ver-
ringern. Um bei der Festlegung von Esterase-Restaktivitaten als Indikatoren flir ausreichen-
de Pasteurisation sicher zu gehen, werden die in vorliegender Arbeit bei den verschiedenen
Produktkategorien empfohlenen Grenzwerte von vorab gefrostetem Probengut abgeleitet.
Die Ansatze mit Naphthylbutyrat und schon gleich mit Indoxylacetat sollten auf Grund der
geringen Loslichkeit und der starken Tendenz dieser Substrate in wassrigem Milieu zu asso-
Ziieren nicht nur unmittelbar nach der Substratzugabe, sondern auch wahrend der Inkubation
im Turnus von etwa 20 min geschuttelt werden. Das Schiitteln sollte kraftiger erfolgen als es

in den meisten Schuttelwasserbadern geschehen kann. Von gro3em Vorteil ware es auch,
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NB und zumal IA den Ansatzen in einer dafiir ausreichenden Menge von Glyzerin zuzuset-
zen, dass nicht nur eine effiziente Loslichkeitsvermittlung, sondern auch eine adaquate Sta-
bilisierung der Substratverteilung gewahrleistet ist. Moglicherweise liee sich auf diese Wei-

se auf ein Schutteln der Ansatze wahrend der Inkubation verzichten.

Den Produktionsbetrieben sind durch § 4 LMHV Betriebliche MaRnahmen und Kontrollen
vorgeschrieben, die sich insbesondere auch auf die Hitzekonditionierung der Produkte
erstrecken. Ob die betrieblich vorgegebenen Regimes der Hitzebehandlung erflllt werden,
wird prozessbegleitend mittels des Temperaturschreibers kontrolliert. Dem Prinzip von
HACCP entsprechend muss jedoch immer wieder auch retrospektiv geprift werden, ob die
den kritischen Kontrollpunkt Hitzegaren betreffenden betrieblichen Vorgaben verlasslich er-
fullt werden. Sollen diese Kontrollen nicht mikrobiologisch, sondern zur Einsparung von Zeit
und Kosten vorzugsweise mittels eines enzymatischen Erhitzungsnachweises erfolgen, stellt
sich aus betrieblicher Sicht die Frage, ob und inwieweit sich die unmittelbar nach der Hitze-
konditionierung der Produkte bestehende Restaktivitat im Verlaufe der Kihllagerung fur die
Kommisionierung oder fur den Endverkauf verandern kann. Um diesbezliglich zu gesicherten
Aussagen zu gelangen, wird an Brustmuskel, Leber und Fettgewebe geprift, ob und wie
sehr sich die Restaktivitat im 2-h-Intervall der ersten 22 h nach der Pasteurisation verandert.
Daruber hinaus wird an jeweils 5 pasteurisierten Sammelproben von Brustmuskel, Fllgel-
muskulatur, Oberkeule, Unterkeule, Karkassenfleisch, Fettgewebe und Leber geprift, ob
sich die Restaktivitat auch noch im Verlaufe einer 2 bis 4 Wochen langen Kihllagerung gra-
vierender verandern kann.

Die Recherchen flhren zu folgenden Feststellungen.

Eine geringe Reaktivierung von Esterase zeichnet sich in den ersten 22 h nach Pasteurisati-
on lediglich bei den NB-Ansatzen von Brustmuskel ab. Im Verlaufe einer Kiihllagerung von 2
bzw. 4 Wochen hingegen nimmt die Esterase-Restaktivitat bei 18 bzw. 17 von insgesamt 21
Versuchschargen zu, und zwar bei 14 bzw. 13 Chargen signifikant. Ein besonders ausge-
pragter Anstieg der Restaktivitat manifestiert sich bei den NA- und NB-Ansatzen der Leber.
Dass Enzyme nach einer nicht irreversiblen Hitzedenaturation reaktiviert werden kénnen,
wird von SCHWIMMER (1981) an den Beispielen von alkalischer Phosphatase, Phenolase,
Peroxidase und Katalase aufgezeigt. Die Mdglichkeit einer gewissen Reaktivierung des Leit-
enzyms wird als Ursache einer scheinbar erhéhten Carboxylesterase-Restaktivitat bei den
NA- und IA-Ansatzen von pasteurisierten, 4 bis 12 Wochen kihl gelagerten und sensorisch
auch nach 12 Wochen als einwandfrei befundenen Modellbraten auch von PFEIFFER und
Mitarb. (1970) in Betracht gezogen. BREHMER und FORSCHNER (1974) prifen im Tupfel-

platten-Test Leberwurst am Kriterium der Carbesterase-Restaktivitat auf vorschriftsmaige
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Erhitzung und im Verlaufe einer 12- bis 14-tdgigen Kuhllagerung auf Reaktivierung. Eine
Reaktivierung wird unter den Bedingungen des Tupfelplatten-Tests nicht manifest. Vollkon-
serven von Gulasch, Corned beef, Blutwurst, Leberpastete und Leberwurst erweisen sich
nach HOTTENROTH (1974) mit IA auch nach langerer Lagerung als Carboxylesterase-
Hydrolase-inaktiv. SIELAFF (1983) gelangt zur Feststellung, dass Carbesterase des Flei-

sches reaktivierbar ist.

Aus dem Dargestellten folgt:

Nach Ergebnis der vorliegenden Arbeit ist davon auszugehen, dass hitzedenaturierte Este-
rase schon im Verlaufe weniger Tage reaktiviert werden kann.

Wahrend bei Verwendung von NA und IA als Substrat unter der Voraussetzung einer ada-
quaten Grenzwertfestlegung auch schon die im unmittelbaren Anschluss an die Pasteurisati-
on ermittelte Restaktivitat als ein verlassliches Indiz fiir eine hinreichende Inaktivierung der
vegetativen Mikroflora angesehen werden kann, ist dies bei Verwendung von NB als Sub-

strat nur im Falle positiver d.h. den Grenzwert Uberschreitender Resultate der Fall.

Inwieweit eine mittels des Esterase-Test bestimmte Restaktivitdt durch mikrobielle Carbeste-

rase bedingt sein kann, wird am autoklavierten, riickbeimpften und daraufhin unterschiedlich
inkubierten Probengut von je 3 Leberwursten, Brihwirsten und Kochschinken untersucht.

Die Ergebnisse fuhren zur Feststellung, dass je nach Probengut, Inkubationstemperatur und
Inkubationsdauer auch sehr hohe Esterase-Aktivitdten und je nach kontaminierender Bakte-
rienpopulation unterschiedliche Substratspezifitaten resultieren konnen. Auffallig sind insbe-
sondere die hohen Aktivitaten bei den NB-Ansatzen, obwohl vor dem Autoklavieren lediglich
2 der 9 Probenhomogenisate mit NB eine positive Reaktion ergeben. Von elementarer Be-
deutung ist die Erkenntnis, dass mikrobielle Esterase unter den Bedingungen des Carbeste-
rase-Tests erst von Keimzahlen von etwa 10® KBE/g an und so auch immer nur bei Proben-
gut nachweisbar ist, das schon sensorisch unstrittig als verdorben wahrgenommen wird. Wie
sich in der Versuchsreihe des weiteren zeigt, kann bei extrem verdorbenem Probengut, wie
es nach einer Inkubation von 37°C/3 d oder 20°C/10 oder 8°C/14 d vorliegt, mikrobielle Este-
rase in einer Menge enthalten sein, die die primare Restaktivitat der Handelsprodukte bis um

das 114-fache Ubersteigt.

Aus dem Dargestellten folgt:
Esterase mikrobieller Herkunft ist hinsichtlich der Aussagekraft des Esterase-Tests bei sen-

sorisch unauffalligem Probengut ohne jede Bedeutung. Ein ins Gewicht fallender Beitrag von
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mikrobieller Esterase zur Esterase-Gesamtaktivitat ist nur bei sensorisch extrem verdorbe-

nem Probengut maoglich.

Hinsichtlich des Einflusses von Kochsalz resp. Nitritpdkelsalz und Phosphat auf die mittels
des Esterase-Tests bei den Erzeugnissen aus Putenfleisch nach Pasteurisation bestimmba-
re Restaktivitat zeigt sich nach Zusatz von 1,5, 2,5 und 3,5% Nitritpdkelsalz (NPS) sowie 0,3

und 0,5% Tetranatriumdiphosphat zu den Homogenisaten Brustmuskel, Fligel, Oberkeule,

Unterkeule, Leber und Fettgewebe folgendes:

Wahrend sich das Phosphat bezliglich der Hitzedenaturation bei den genannten Probengut-
arten als inert erweist, fuhrt NPS mit steigender Zugabemenge aufier bei den |A-Ansatzen
von Unterkeule bei allen Versuchsachargen zu einer zunehmenden Beschleunigung der En-
zym-Inaktivierung. Die durch den Zusatz von 3,5% NPS bedingte mittlere Abnahme der
Esterase-Aktivitat betragt bei den NA-Ansatzen Eg1; = 0,021, bei den NB-Ansatzen — ausge-
nommen Leber - Egi7 = 0,020 und bei den I1A-Anséatzen Eg7 = 0,017. Da die Hitzeinaktivie-
rung von NB-affiner Esterase der Putenleber durch NPS in einem besonders hohen Male
verstarkt wird, konnten sich starker differierende NPS-Gehalte bei zusammengesetzten Er-
zeugnissen aus Putenfleisch auf die mit NB resultierenden Ergebnisse umso starker auswir-
ken, je hoher deren Lebergehalt ist. Fur diese Erwartung konnte auch die Feststellung spre-
chen, dass Diat-Leberwurst des Handels, die ohne NPS gefertigt ist, mit NB signifikant hohe-
re Esterase-Restaktivitdten aufweist als die mit NPS gefertigten Produkte des allgemeinen
Verzehrs. Von GLATZL (1970) wird berichtet, dass auch bei den |IA-Ansatzen von gepodkel-
tem und auf 75°C erhitztem M. supra spinam vom Schwein eine um bis zu Eg7; = 0,013 ge-
ringere Restaktivitidten besteht als bei den nicht gepokelten Vergleichsproben. SINGRUN
(1970) teilt demgegeniiber mit, dass mit 0, 1,5, 2,5 und 3,5% NPS gepodkelter und wie von
GLATZL (1970) auf 80°C erhitzter M. supra spinam vom Schwein mit NA bei der 1,5% NPS-
Charge eine um Eg; = 0,017 hohere, bei der 3,5% NPS-Charge hingegen um mit Eg7; =
0,036 niedrigere Carbesterase-Restaktivitat aufweist als die Kontrolle ohne NPS. Wahrend
mit zunehmendem Kochsalzgehalt nach STALDER und Mitarb. (1991) sowie WANG und
Mitarb. (1993) auch die Hitzeinaktivierung von Laktatdehydrogenase der Muskulatur vom
Rind und Schwein zunehmend beschleunigt wird, wird die Hitzeinaktivierung der sauren
Phosphatase der Muskulatur vom Schwein nach KORMENDY und GANTNER (1960) verzo-

gert und durch Zusatz von Phosphat um 32% erhoht.

Aus dem Dargestellten folgt:
Ein Phosphatzusatz von bis zu 0,5% hat offenbar keinen Einfluss auf die Hitzestabilitat der

Carboxylester-Hydrolasen von Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute. Ein Zu-
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satz von bis zu 3,5% NPS kann die Hitzeinaktivierung von NB-affiner Esterase vor allem bei
Leber so sehr verstarken, dass als Indikator fur eine ausreichende Pasteurisation bei den
kochsalzfrei gefertigten Diatprodukten mit héherem Lebergehalt zur Vermeidung falsch-
positiver Ergebnisse hohere Grenzwerte anzusetzen sind wie beispielsweise bei Leberwurst

des allgemeinen Verzehrs, die mit ca. 2% Kochsalz oder NPS gefertigt ist.

Um gewissermalien am jeweiligen Erschwernisfall zu prifen, in welchem Malie sich die Re-
zeptur einer Brih- oder Leberwurst auf das Ergebnis des Esterase-Tests auswirkt, wird Pro-
bengut von jeweils nur zwei verschiedenen Probenarten im Verhaltnis 1:1 vermischt. Durch
Bestimmung der Esterase-Restaktivitat wird kontrolliert, wie treffend sich die analytisch be-
stimmten Restaktivitaten der Gemische rechnerisch aus den analytisch ermittelten Restakti-
vitdten der beiden Mischungskomponenten prognostizieren lassen. Basis dieser Studie sind
die Probenhomogenisate von Brustmuskel, Fligel, Oberkeule, Unterkeule, Karkassenfleisch,
Leber und Fettgewebe der Pute.

Wie die Ergebnisse der Versuchsreihe zeigen, besteht zwischen den Analysenresultaten und
den rechnerischen Ergebnissen die Diskrepanz, dass die analytisch bestimmten Restaktivita-
ten der Mischungen im Durchschnitt durchwegs unter den rechnerisch ermittelten Ver-
gleichswerten liegen, und zwar um Ena = 0,035, Exg = 0,024 und Ejn = 0,013. So wenig
wahrscheinlich es angesichts der originaren Esterase-Aktivitaten der einzelnen Mischungs-
komponenten zu sein scheint, dass die Einheitlichkeit dieses Unterschiedes zufallig bedingt
ist, so wenig Iasst sich ein subjektiv oder objektiv bedingter systematischer Fehler als Ursa-
che dieses flr die Aussagekraft des Esterase-Tests ohnehin eher belanglosen Ergebnisses
finden.

Differenziertere Angaben lber den Einfluss von Rezeptur auf die nach Hitzebehandlung der
Produkte bestehende Esterase-Restaktivitat sind im Schrifttum nicht referiert. PFEIFFER und
Mitarb. (1970) teilen lediglich mit, dass sich der auffallend streuende Gehalt der Rezeptur-
komponenten von Jagd-, Bier-, Gelb- und Fleischwurst an Azetyl- sowie Butyrylesterase we-
der auf die betreffenden Gehalte des jeweiligen rohen, noch des bei Fgo-.c ~ 10 min pasteuri-
sierten Brats starker auswirkt. Zu dieser Feststellung gelangen bei der Untersuchung von
Kochwurst und Brihwurst mittels des an den Esterase-Test angelehnten Tupfelplatten-Tests
auch BREHMER und FORSCHNER (1974). Von SIEBENLIST (1992) wird mitgeteilt, dass
rohe Leber zwar einen auferordentlich hohen Gehalt an Esterase aufweist und dass sich
deshalb schon sehr geringe Unterschiede im Lebergehalt auf die Esterase-Aktivitat des ,ro-
hem“ Leberwurstgutes sehr markant auswirken; dass dies auf die Restaktivitat des pasteuri-
sierten Probengutes und fir die Aussagekraft des Esterase-Tests jedoch deshalb ohne fun-

damentaleren Einfluss ist, weil es sich auch bei der Leberesterase um weitestgehend hitze-
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labile Isozyme handelt. Diese Feststellung bestatigt sich auch bei den Modellleberwirsten
der eigenen Bereitstellung, bei denen sich Leberanteile von 30, 40 und 50% auf die Restak-

tivitat der hitzebehandelten Produkte faktisch nicht auswirken.

3 Unter welchen Voraussetzungen und wie verlasslich eignet sich die mittels des
Esterase-Tests bestimmte Restaktivitat des Leitenzyms bei Erzeugnissen aus

Putenfleisch als Indikator einer wirksamen Pasteurisation?

Die Pasteurisation von Fleisch und Fleischerzeugnissen erfolgt im allgemeinen in einer
Dampfatmosphare von maximal 100°C in Kochschranken. Der Prozessablauf der Hitzekondi-
tionierung umfasst die Abschnitte Erwarmungsphase sive Steigzeit, Temperaturhaltephase
und Abkuhlphase sive Fallzeit. Nicht selten wird ,auf Kerntemperatur® erhitzt, d.h. unmittelbar

nach dem Erreichen der vorgegebenen Kerntemperatur mit dem Kihlen begonnen.

Erzeugnisse aus Putenfleisch sind maf3geblich der Vorschrift der USDA-FSIS (1996) ausrei-
chend pasteurisiert, wenn sie auf eine Kerntemperatur von zumindest 71,1°C gebracht wer-
den. Da die gewerbliche Praxis ein sehr prinzipielles Kautel flr gesundheitliche Sicherheit
und Haltbarkeit bei Fleischerzeugnissen darin sieht, diese bei Wahrung auch eines hohen
MaRes von Gewissheit so vorhaltend wie moglich zu erhitzen, werden schon gleich Erzeug-
nisse aus Geflugelfleisch generell etwas intensiver erhitzt, als dies unter der Voraussetzung
einer dem guten Herstellungsbrauch entsprechenden Produktionshygiene erforderlich ware.
Fir diesen Grundsatz spricht neben dem generellen Zoonosenrisiko zum einen die Tatsa-
che, dass mikrobiell im Bereich der tolerierbaren Hygienenorm hoch belastete Rohstoffe
auch in sehr gut gefiihrten Betrieben zur Verarbeitung gelangen kdénnen, und zum anderen
die Erfahrung, dass die vom Verbraucher erworbenen Produkte im Privathaushalt hygienisch
nicht immer pfleglich behandelt werden. Bei der Hitzekonditionierung der Erzeugnisse geht
es den Herstellern deshalb nicht nur darum, die vegetative Flora umfassend zu inaktivieren,

sondern auch die als Sporen vorliegenden Keime mdglichst nachhaltig zu schadigen.

Fur die Gewahrleistung einer wirksamen Pasteurisation werden Fleisch und Fleischerzeug-
nisse nach REICHERT und Mitarb. (1979; 1988) einem Erhitzungsregime von je nach hygie-
nischer Belastung der Rohprodukte F-,'® = 30 bis 80 entsprechend gegart. Um den Zusam-
menhang zwischen Esterase-Restaktivitat und Restgehalt an vegetativen Bakterien insbe-
sondere an Proben mit einer nach Ergebnis des Esterase-Tests allenfalls sehr schwachen
Esterase-Restaktivitat zu prifen, wird Probengut von Brustmuskel, Fettgewebe und Leber

bei Fgo = 5 hitzebehandelt und anschlieRend auf Esterase-Restaktivitat und Restkeimgehalt
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untersucht. Das Warmeaquivalent von Fgy = 5 entspricht nach REICHERT und Mitarb. (1979)
demjenigen von beispielsweise F7o ~ 50

Leber von Pute weist nach 5 min langem Einwirken von 80°C eine mittlere Esterase-
Restaktivitat auf, die bei einer Extinktion von Eya = 0,281, Exg = 0,562 und E|4 = 0,081 bei
jedem der 3 Substrate weit Uber den Vergleichswerten von Skelettmuskulatur und Fettgewe-
be liegt, deren mittlere Restaktivitaten Eya = 0,011 bis 0,177, Exg = 0,008 bis 0,050 und Ex =
0,001 bis 0,066 betragen. Die bei Fgy = 5 resp. 30 erhitzter Skelettmuskulatur und Leber mit
IA ermittelte Restaktivitat liegt Uber der von GLATZL (1970) bei M. supra spinam vom

Schwein nach 20 min langem Temperaturanstieg auf 80°C im Kern und daraufhin sofortiger
Kihlung auf 16°C mit IA nachgewiesenen Restaktivitat. Die von SINGRUN (1970) mit NA bei
M. supra spinam von 20 Schweinen nach 3 min langem Einwirken von 80°C ermittelte Rest-
aktivitat von durchschnittlich Exa = 0,086 liegt niedriger als die Restaktivitat bei der Flugmus-
kulatur und hdher als die Restaktivitat bei der Laufmuskulatur der Pute. SIEBENLIST (1992)
ermittelt bei 5 Proben Muskelfleisch vom Schwein, die jeweils von einem anderen Tier
stammen, topographisch heterogener zusammengesetzt sind und jeweils bei Fg = 5 erhitzt
werden, Esterase-Restaktivitaten von Eya = 0,063 bis 0,604, von Eyxg = 0,095 bis 0,659 und
von E ;4 = 0,014 bis 0,124. Im Parallelversuch mit Rindfleisch resultieren die Extinktionen Eya
= 0,026 bis 0,104, Eyxg = 0,029 bis 0,070 und E;5 = 0,026 bis 0,030.

Aus dem Dargelegten folgt:

Die bei Leber der Pute nach Pasteurisieren bei Fgo = 5 mit NA, IA und NB resultierende Este-
rase-Restaktivitat liegt weit Gber derjenigen bei den Vergleichsansatzen von Skelettmuskula-
tur und Fettgewebe. Da in Abhangigkeit vom Myoglobingehalt und selbst von der intramus-
kularen Provenienz des Probengutes auch Skelettmuskulatur von der Pute nach einer
mikrobiell zwar effizienten, dabei jedoch mdglichst Produkt schonend ausgelegten Pasteuri-
sation in beachtlichem Mal3e differierende Esterase-Restaktivitaten aufweisen kann, soll an
pasteurisierten Erzeugnissen des Handels nachgewiesen werden, wie sehr die bei den ver-
schiedenen Produktkategorien bestehenden Restaktivitaten streuen, wie Restaktivitat und
Restkeimgehalt korreliert sind und welche Restaktivitaten als verlassliche Indikatoren einer
ausreichende Pasteurisation zu objektivieren sind.

Die bei je 30 Handelprodukten aus Putenfleisch mit NA nachgewiesene mittlere Esterase-
Restaktivitat (Variationsbreite) betragt bei Kochpdkelware Eg17 = 0,091 (VB = 0,010 - 0,353),
bei Bruhwurst Eg17; = 0,056 (VB = 0,000 - 0,233), bei Leberwurst Eg17 = 0,043 (VB = 0,004 -
0,664) und bei den Hackfleischerzeugnissen Eg; = 0,065 (VB = 0,036 - 0,182). Dass die

Esterase-Restaktivitat bei den ,Kochschinken®“-Produkten am hochsten liegt, steht in guter

Ubereinstimmung mit den Ergebnissen der Modellversuche, in denen homogenisierter und

bei F7,5 = 30 erhitzter Putenbrustmuskel vergleichbar hohe Werte aufweist. Desgleichen
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stimmen die relativ niedrigeren Esterase-Restaktivitaten bei Bruhwurst, Leberwurst und den
Hackfleischprodukten mit den in den Modellversuchen bei den verschiedenen Probenarten
nach Hitzebehandlung des Probengutes bei Fgy = 5 resultierenden Restaktivitdten Uberein.
Dass die Bruh- und Leberwirste geringgradig niedrigere Werte aufweisen als die Hackflei-
scherzeugnisse, durfte vor allem darauf zurickzufiihren sein, dass die Wurste fur die Ge-
wahrleistung einer etwas langeren Mindesthaltbarkeit meist etwas intensiver erhitzt werden
als Buletten.

Mit NB als Substrat resultieren bei den Kochpdkelwaren von Pute mittlere Esterase-
Restaktivitaten von Eg; = 0,000, bei Brihwurst von Eg7 = 0,033 (VB = 0,000 - 0,356), bei
Leberwurst von Eg17 = 0,008 (VB = 0,000 - 0,590) und bei den Hackfleischerzeugnissen von
Ee17 = 0,029 (VB = 0,000 - 0,270). Die mit Eg17 = 0,425 sehr hohe mittlere Restaktivitat der

Bio-Leberwirste dirfte zum einen — bis zu einem gewissen Grad — auf der NPS-freien Her-

stellung dieser Produkte beruhen, zum anderen vor allem aber auf den bei dieser Produktka-
tegorie meist héheren Gehalt an Leber und auf der schonenderen Erhitzung.

Die mit IA nachgewiesenen mittleren Restaktivitaten liegen bei den Kochpdkelwaren bei
durchschnittlich Eg¢7 = 0,098 (VB = 0,060 - 0,839), bei den Brihwirsten bei Eg17 = 0,068 (VB
= 0,000 - 0,162), bei den Leberwirsten bei Eg; = 0,049 (VB = 0,006- 0,623) und bei den
Hackfleischerzeugnissen bei Eg7 = 0,098 (VB = 0,070 - 0,163). Hervorgehoben sei hier le-

diglich die Feststellung, dass die durchschnittliche Restaktivitat der Kochpokelwaren auch

bei Verwendung von |A als Substrat gut mit den bei Brustmuskel nach Einwirken von
72,5°C/30 min resultierenden Wert Ubereinstimmt, und dass die in den Modellstudien bei den
verschiedenen Probenarten ermittelten Restaktivitaten in Relation zu den mit 1A resultieren-
den mittleren Restaktivitaten der Handelsprodukte deshalb niedriger liegen, weil sie auf ge-
frorenem, durch Homogenisieren maltratiertem und nicht zuletzt mit besonderem Bedacht
auf eine vorsorglich eher etwas vorhaltende Erflillung des Erhitzungsregimes hitzebehandel-

tem Probenmaterial beruhen.

GLATZEL (1970) weist mit IA bei handelstiblichem Kochschinken vom Schwein Restaktivita-
ten nach, die mit durchschnittlich E¢47 = 0,039 (VB = 0,000 - 0,200) relativ weit unter dem bei
den Kochpokelwaren von der Pute bestehenden Durchschnittswert liegt. Dieser Unterschied
ist sicherlich nicht so sehr auf den geringeren Gehalt von Schweinefleisch an hitzestabilerer
Esterase zurlickzufiihren, als viel mehr auf die Tatsache, dass heute Fleischerzeugnisse
aufgrund des elementaren hygienischen Fortschritts der vergangenen Jahrzehnte trotz Ge-
wahrleistung der vom Handel geforderten Mindesthaltbarkeiten von bis zu 3 Wochen bei 4°C
generell schonender erhitzt werden kénnen als in friherer Zeit. SIEBENLIST (1992) notiert
bei 57 aus Fleisch von Schwein und Rind bestehenden Leberwirsten des Handels eine mitt-
lere Restaktivitat von Exya = 0,170 (VB = 0,000 - 1,042), Exg = 0,246 (VB = 0,000 - 0,855) und
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En = 0,160 (VB = 0,000 - 1,653). Nicht nur die mittlere Restaktivitat, sondern auch deren
Variationsbreite ist so bei jedem der verwendeten Substrate groRer als bei den aus Puten-
fleisch gefertigten Leberwirsten. Besonders hingewiesen sei auch auf die vergleichsweise
hohen NB-Werte, die bei den unter Modellbedingungen pasteurisierten Rezepturbestandtei-
len Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe von Rind und Schwein bestehen. Sie zeigen,
dass Esterase von Rind und Schwein zu NB eine erheblich hdhere Affinitat aufweist als Este-

rase von Pute.

Erzeugnisse aus Fleisch von Rind und Schwein mit Ausnahme von Leberwurst sind nach
PFEIFFER, WELLHAUSER und GEHRA (1970) sowie nach PFEIFFER (2002) dem Effekt
einer Hitzebehandlung bei Fgq = 10 entsprechend als ausreichend pasteurisiert zu beurteilen,
wenn die Esterase-Restaktivitdt des Produktes Enang < 0,090 und E|x < 0,030 betragt. Bei
Leberwurst von Schwein und Rind kann nach SIEBENLIST (1992) von einer ausreichenden
Pasteurisation bei einer Restaktivitat von Exg < 0,390 ausgegangen werden. PFEIFFER
(2002) teilt mit, dass unter Hunderten von Fleischerzeugnissen der Kategorie Braten, Koch-
pokelware, Hackbraten, Boulette, Brihwurst - und in allerdings weit weniger reprasentativer
Zahl auch Leberwurst - mit jeweils verlasslich bekannter Rezeptur und Hitzebehandlung
nicht ein einziges Produkt vorgefunden wird, das sich bei einer Restaktivitat von Eya < 0,090
oder E;n < 0,030 bezuglich der Inaktivierung der vegetativen Mikroflora als fragwtirdig erwie-
sen hatte; des gleichen nicht — wenn Leberwurst wegen zu geringer Probenzahl von dieser
Feststellung ausgenommen wird — bei zumindest 60% derjenigen Proben, deren Restaktivi-
tat um gut ein Drittel Gber dem Grenzwert von Eya = 0,090 bzw. E 4 = 0,030 liegt.

Nach Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen sind die von PFEIFFER und Mitarb.
(1970), PFEIFFER (2002) sowie von SIEBENLIST (1992) fur die genannten Produkte aus
Rind- und Schweinefleisch vorgeschlagenen Grenzwerte bei den in vorliegender Arbeit ge-
pruften Produktkategorien aus Putenfleisch nur zum Teil geeignet. Sollen auf der Basis der
eigenen Studien flr die gepriften Erzeugnissen aus Putenfleisch Grenzwerte benannt wer-
den, die bei den methodischen Bedingungen des Esterase-Tests und unter der Vorausset-
zung einer den Leitsatzen flr Fleisch und Fleischerzeugnisse mit MalRen entsprechenden
Rezeptur als Indikator einer ausreichenden Pasteurisation aufs erste schon als brauchbar
erscheinen, so sind dies nachweislich der mikrobiologischen Kontrollen der betreffenden

Handelsprodukte die nachstehend genannten Restaktivitaten.
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Kochschinken: Exa < 0,170 Leberwurst: Ena = 0,100
Ens = 0,000 Eng < 0,050
Ein<0,130 En =0,100
Brihwurst: Ena = 0,100 Hackfleischprodukte: Exa = 0,100
Ens < 0,050 Eng < 0,050
En <0,100 Ein < 0,140

Dass bei diesen Grenzwerten vor allem keine falschlich negativen Testresultate zu befirch-
ten sind, ergibt sich auch daraus, dass nach dem Erhitzen des Probengutes bei F7,5 = 2,5 in
sozusagen dunnster Schicht, bei der die Kerntemperatur gewissermalien ohne Aufwarm-
phase wirksam wird, beim Brustmuskel eine mittlere Restaktivitat von Exa = 0,278, Eng =
0,303 und Ejx = 0,142 ergeben, beim Fettgewebe von Eya = 0,238, Eng = 0,721 und Ejp =
0,212 und bei Leber von Eya = 4,340, Eng = 113,252 und E | = 4,626 ermittelt wird.

Was die Haufigkeit betrifft, in der mit den verschiedenen Substraten bei den zur Untersu-
chung gelangten Stichproben der verschiedenen Handelsprodukte positive, d.h. fir eine po-
tentiell unzureichende Pasteurisation sprechende Testresultate nachgewiesen werden, ist
auf folgendes hinzuweisen:

Mit NB resultieren positive Testresultate bei jeder der gepruften Produktkategorie seltener
als mit NA, und zudem auch immer nur dann, wenn sich auch mit NA ein positives Ergebnis
ergibt. Bei den Hackfleischerzeugnissen waren bei starrer Anordnung des Grenzwertes Eyg
< 0,050 Probe 26 mit Exg = 0,066 und Probe 12 mit Exg = 0,057 zwar als unzureichend er-

hitzt zu beurteilen, obwohl sie sich maf3geblich einer Restaktivitat von Eya = 0,044 bzw. Ena

= 0,085 als negativ erweisen. Wird hierbei jedoch respektiert, dass der Uberschreitung des
vorhaltend festgesetzten NB-Grenzwertes Eyg < 0,050 um nur Exg = 0,016 bzw. Eyg = 0,002
faktisch keine Bedeutung zukommt, erscheint das Mitfihren von Ansatzen mit NB als Sub-
strat bei der Prifung der Erzeugnisse aus Putenfleisch auf ausreichende Pasteurisation als
verzichtbar. Diese Folgerung kann im Rahmen des betrieblichen Qualitdtsmanagements und
auch der staatlichen Lebensmitteliiberwachung jedenfalls solange gelten, solange es jeweils

nur um den Nachweis geht, dass eine Kerntemperatur von zumindest 72,5°C erreicht wurde.

Das fur NB gesagte gilt analog auch fur IA; denn im Gegensatz zu Brihwurst wird auch bei
den Kochpokelwaren, Hackfleischerzeugnissen und bei Leberwurst mit IA seltener als mit
NA und auch mit IA immer nur dann ein positives Test-Resultat erzielt, wenn das Probengut

auch mit NA als potentiell unzureichend erhitzt erkannt wird. Dieser Auffassung steht auch
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nicht entgegen, dass unter den Kochpdkelwaren bei den Proben 22 und 29 eine Grenzwert-
Uberschreitung zwar bei den Ansatzen mit IA, nicht jedoch mit NA nachgewiesen wird; denn
die Grenzwertlberschreitungen bei den |IA-Ansatzen sind mit jeweils E = 0,003 ohne Bedeu-
tung. Bei den Bruhwursterzeugnissen sind es die Proben 5, 8, 11 und 12, die mit NA flr aus-
reichend, mit IA jedoch fiir potentiell unzureichend erhitzt befunden werden. Da in Relation
zur konservativen Festsetzung des Grenzwertes E;x < 0,100 dessen Uberschreitung um ma-
ximal E = 0,017 jedoch ebenfalls unwesentlich ist, kann auf die Mitfilhrung von |A-Ansatzen

generaliter auch bei Brihwurst verzichtet werden.

Aus dem Dargelegten folgt:

Pasteurisierte Erzeugnisse aus Pute lassen sich mit dem Esterase-Test als ausreichend er-
hitzt beurteilen, wenn mit NA als Substrat bei den Kochpdkelprodukten eine Extinktion von
Ee17 = 0,170 und bei den Hackfleischerzeugnissen sowie bei Briih- und Leberwurst eine Ex-
tinktion von Egi7 < 0,100 resultiert. Bei allem im Rahmen dieser Arbeit durch das Studium
des Schrifttums erworbenen Wissen und bei aller durch eigenes Experimentieren und durch
die vielen Diskurse Uber die jeweils erzielten Ergebnisse gewonnenen Erfahrungen bestehen
auch keine Zweifel, dass sich mit dem Esterase-Test bei einem Erzeugnis aus Putenfleisch
gewiss nicht weniger verlasslich als mit dem Phosphatase-Test beispielsweise nachweisen
I&sst, ob die durch die USDA-FSIS — Vorschrift (1996) geforderte Kerntemperatur 71,1°C bei

dem betreffenden Produkt wirksam wurde oder nicht.
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E Zusammenfassung

Wie Lebensmittel Gberhaupt, werden auch Erzeugnisse aus Fleisch aus dreifachem Grunde
erhitzt: Fir die Gewahrleistung von Genussfahigkeit, Genusswert und Haltbarkeit. Da jedes
zu intensive Erhitzen den Genusswert des Produktes mindert und vielleicht auch den Ge-
wichtsverlust erhoéht, wird das Mal} der Hitzebehandlung meist auf den Effekt einer Pasteuri-
sation begrenzt. Ob die hierbei einwirkende Temperatur auch in mikrobiologischer Sicht als
statistisch ausreichend beurteilt werden kann, Iasst sich dem Schrifttum zufolge bei den Er-
zeugnissen aus Fleisch von Rind und Schwein am Kriterium der Esterase-Restaktivitat gesi-

chert nachweisen.

Durch vorliegende Arbeit soll mit den Substraten Naphthylacetat (NA), Naphthylbutyrat (NB)
und Indoxylacetat (IA) nachgewiesen werden, ob und wie verlasslich sich der Esterase-Test

auch bei den Erzeugnissen aus Putenfleisch eignet.

Hierbei stellen sich vor allem die Fragen,

» ob sich bei den Erzeugnissen aus Putenfleisch eine Modifikation der Methodik des refe-
rierten Bestimmungsverfahrens empfiehlt oder gebietet;

* wie sich die Vorbehandlung der Rezepturkomponenten, die Rezeptur, das Regime der
Hitzebehandlung und ein potentiell hdherer Gehalt der Produkte an Esterase mikrobiellen
Ursprungs auf die Esterase-Restaktivitat der Erzeugnisse auswirken;

+ wie weit die Esterase-Restaktivitat der Putenfleisch-Produkte des Handels streut;

« welche Esterase-Restaktivitdt bei den gepriften Erzeugnissen als verlassliches Indiz

einer ausreichenden Pasteurisation empfohlen werden kann.

Die Ergebnisse der Untersuchungen fihren zur Feststellung, dass die fur die Erzeugnisse
aus Rind- und Schweinefleisch konzipierte Test-Methodik bei den Erzeugnissen aus Puten-
fleisch ohne jede Abanderung anwendbar ist. Wie sich zeigt, resultiert im Falle von NA und
IA weder aus einer Verringerung, noch aus einer Erhéhung der Substratkonzentration ein
Vorteil. Bei NB hat eine Konzentrationserhéhung eine deutliche Verringerung der Hydrolyse-
rate zur Folge. Eine Verkiirzung des Bestimmungsverfahrens ist auf Grund der Instabilitat
der Substrate weder durch eine dem Reaktionsoptimum der ausschlaggebenden Esterase-
Isozyme entsprechende Erhdhung des pH, noch der Temperatur des Reaktionsmilieus mdg-
lich.

Die Gehalte von Skelettmuskulatur, Leber und Fettgewebe der Pute an Esterase unterschei-

den sich nicht nur hinsichtlich deren Ausgangsaktivitat, sondern auch beziiglich der Anzahl,
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Auspragung und Hitzeresistenz der isoelektrisch in Polyacrylamid-Gel fokussierten Isozym-

banden.

Ein Frosten und Gefrierlagern kann sowohl beim rohen als auch beim 5 min bei 80°C erhitz-
ten Probengut eine geringgradige, statistisch jedoch signifikante Verringerung der Esterase-
Restaktivitat zur Folge haben. Dies trifft bei etwa 30 bis 40 % der Versuchschargen zu. Bei
pasteurisiertem Probengut kann schon ein wenige Tage langes Kihllagern bei 4°C bei etwa
60 % der Versuchschargen zu einem zwar relativ geringen, statistisch jedoch signifikanten

Anstieg der Esterase-Restaktivitat fuhren.

Mit dem Esterase-Test lassen sich im Temperaturbereich von 65 bis 70°C unter den Modell-
bedingungen der Versuchsanordnung Intervalle von 0,5°C mit jedem der drei Substrate un-
terscheiden. Esterase-Restaktivitaten, die bei Skelettmuskulatur, Fettgewebe und Leber von
Pute nach Pasteurisieren bei F7,5 = 5 bestehen, sind unter den methodischen Bedingungen
des Tests mit NA und IA sehr gut nachweisbar, mit NB auch die beim Hitzeeffekt von F;5 = 5
persistierenden Aktivitaten.

Ein Erzeugnis aus Putenfleisch lasst sich dann als statistisch ausreichend pasteurisiert beur-
teilen, wenn bei Kochpdkelwaren die Grenzwerte Exp = 0,170, Eng = 0,000, E 5 = 0,130, bei
den Hackfleischerzeugnissen Eya = 0,100, Exg = 0,050, Ej4 = 0,140, bei Brihwurst und Le-
berwurst Eya = 0,100, Eng = 0,050, Ej4 = 0,100 nicht Gberschritten sind.

Dass die Grenzwerte bei den Hackfleischprodukten und Wurst mit Ausnahme der Grenzwer-
te mit NB und bei den Hackfleischprodukten mit IA etwas niedriger liegen als bei den Koch-
pokelwaren, dirfte auf die Forderung des Handels zurlickzufiihren sein, dass die Hitzekondi-
tionierung insbesondere von Brih- und Leberwurst auf relativ lange Mindesthaltbarkeiten von

18 Tagen bis zu 3 Wochen ausgelegt ist.

Bei nicht sinnfalligem Keimstatus bestehende Gehalte an mikrobieller Esterase sind bezlig-
lich der Aussagekraft des Esterase-Tests ohne Bedeutung. Eine mit entsprechend hohem
Keimwachstum verbundene Uberlagerung von rohem oder hitzegegartem Probengut kann

ein positives Testresultat nur bei sehr sinnfallig verdorbenen Produkten bedingen.

Die Validierung der Grenzwerte auch beziglich ihrer Praktikabilitat ergibt, dass bei ihrer An-

wendung

* mit NA 3 bis 13 %, mit NB 3 bis 10 % und mit IA 3 bis 20 % der 120 Handelsprodukte
einer randomisierten Stichprobe von Kochpokelware, Hackfleischprodukten sowie Briih-

und Leberwurst als statistisch nicht ausreichend pasteurisiert zu beurteilen sind;
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* mit IA und NB bei sehr wenigen Ausnahmen nur dann ein positives Test-Ergebnis resul-
tiert, wenn dies auch mit NA der Fall ist;

» etwa 90 % der NA-positiven Handelsprodukte auch mit IA und NB positiv reagieren;

» bei etwa 10 % der untersuchten Handelsprodukte mit NB und/oder IA positive, mit NA
hingegen negative Test-Ergebnisse resultieren;

e ein routinemaRiges Mitflihren von Ansatzen mit NB und IA insofern keinen weiteren In-
formationszugewinn bedeutet, als die Grenzwertiberschreitung bei den Ansatzen mit NB

und IA durch die sehr vorhaltende Grenzwertfestsetzung aufgefangen sind.

Als Fazit der Arbeit ist festzustellen, dass sich der Esterase-Test fir den raschen retrospekti-
ven Nachweis der ausreichenden Pasteurisation bei Erzeugnissen aus Putenfleisch hervor-
ragend eignet. Er wird fir die Gefahrenkontrolle, Gefahrenidentifizierung und Gefahrenbe-
wertung gemaf den Vorschriften Uber “Betriebseigene Maflnahmen und Kontrollen” des § 4
LMHV nicht nur den Beauftragten fur die betriebliche Qualitatssicherung, sondern auch den
Verantwortlichen der amtlichen Lebensmitteliberwachung als ein sehr probates Screening-

verfahren empfohlen.
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