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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 83, 71-95 (1992)
Eingegangen 6. Januar 1992. Angenommen 10. Januar 1992

Mikrobieller Verderb von kiihlgelagertem
Rindfleisch und Ammoniakbildung

Microbial Spoilage of Refrigerated Stored Beef and Formation of Ammonia

Silke Meyns und W. Schmidt-Lorenz

Institut fiir Lebensmittelwissenschaft, Eidg. Technische Hochschule, Ziirich

Einleitung

Rindfleisch ist ein idealer Nahrboden fiir Mikroorganismen und ist damit stark
dem bakteriellen Verderb ausgesetzt, was zu grossen wirtschaftlichen Verlusten
fihren kann. Um die Haltbarkeit von Rindfleisch zu verlangern und gleichzeitig
eine gewisse Reifung zu bewirken, werden heute grossere Fleischstiicke hiufig
vakuumverpackt im Grosshandel angeboten.

Interessant fur Wirtschaft und untersuchende Behorden wire eine Moglichkeit,
die Frische von Fleisch objektiv mit Hilfe von chemischen Parametern beurteilen
zu konnen, da mikrobiologische Methoden in der Regel sehr zeitaufwendig sind.
In der Literatur (1) wurde bereits eine ganze Reithe von chemischen, biochemischen
und physikalischen Verfahren zur Erkennung des Frische- oder Alterungszustan-
des von Fleisch vorgeschlagen. Allerdings hat sich bisher keine dieser Methoden in
der Praxis durchgesetzt, weil sie eigentlich alle erst dann eindeutig ansprachen,
wenn der Verderb bereits sensorisch deutlich erkennbar war.

In dieser Arbeit werden die bei offen oder vakuumverpackt kithlgelagertem
Rindfleisch unterschiedlich verlaufenden Verderbsvorginge untersucht und wird
gleichzeitig gepruft, ob und inwieweit sich die Bildung von Ammoniak als Ver-
derbsindikator eignet.

Material und Methoden

Untersuchungsmaterial und Probenvorbereitung fiir die Lagerung

Als Untersuchungsmaterial diente ein Muskel aus dem Hinterviertel des Rindes,
die Unterspilte oder das Schwanzstiick (Musculus glutacobiceps). Die Tiere wur-
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den im Schlachthof Ziirich geschlachtet, die Rinderviertel bei 0 bis 2 °C gelagert
und 3 Tage spiter zerlegt. Die Unterspalte gelangte undressiert am Tag der Zerle-
gung zur Untersuchung. Auf einer Seite des Muskels befanden sich noch Muskel-
hiute (Epimysium) und Fettschichten, auf der anderen Fett und Sehnen.

Bei der Probenvorbereitung wurden zunichst alle Hiute, Sehnen und Fett
soweit notwendig von der Oberfliche entfernt und das rote Muskelfleisch freige-
legt. Der ganze Muskel wurde zu einem méglichst gleichmissig dicken Stiick
zurechtgeschnitten, dann horizontal in 2 Halften geteilt und jede Hilfte in 3 bis 4
Stiicke zerlegt. Es resultierten 6 bis 8 Stiicke von ca. 5 cm Dicke, ca. 100 cm? Fliche
an der Oberseite und 400 bis 500 g Gewicht. Bei der Oberseite dieser Stiicke
handelte es sich um die von Hiuten, Fett und Sehnen befreite Aussenseite des
Muskels. Die Muskelfasern verliefen auf dieser Fliche in Lingsrichtung. Die
anderen Oberflichen wurden beim Zerschneiden des Muskels frisch angeschnitten.

Lagerung des Fleisches

Offene Lagerung im Exsikkator

Die einzelnen Rindfleischstiicke wurden mit der urspriinglich aussen liegenden
Muskeloberfliche nach oben auf ein Edelstahlgitter in einen Exsikkator (2,51
Inhalt) gelegt. Auf dem Boden des Exsikkators befand sich eine Petrischale mit 8 g
Natronkalk (Merck 6839) zur Bindung von CO;. Die Exsikkatoren wurden in
einem Umluftkiihlschrank bei 4 °C £ 0,5 °C gelagert. An den Probenahmetagen
wurden die nicht zur Probenahme benétigten Exsikkatoren ge6ffnet und wihrend
einer Minute mit Hilfe eines Schlauches mit Pressluft beliiftet.

Lagerung in der Vakuumpackung

Fir diese Lagerart wurden die vorbereiteten Fleischstiicke in Vakuumbeutel (21
x 30 cm), wie sie auch im Metzgereigewerbe Verwendung finden, verpackt. Bei den
Beuteln der Firma Vacopack (Steinach, St. Gallen) handelte es sich um einen
Verbundkunststoff, der aus 20 um Polyamid und 70 pum Polyethylen bestand. Die
Gasdurchlissigkeit betrug fiir O, 40 bis 60 ml m™ 24 h™!, fiir CO, 100 bis 150 ml m™2
24 h'! und fir N, 15 bis 20 ml m™2 24 h'l, jeweils bei 1013 mbar und 25 °C. Die
Herstellung der Vakuumpackungen erfolgte mit dem Gerit VC 99902 (Inauen
Maschinen AG, Herisau). Die so verpackten Stiicke wurden ebenfalls in einem
Umluftkiihlschrank bei 4 °C £ 0,5 °C gelagert.

Mikrobiologische Untersuchungen

Untersuchungsplan

Die Fleischstiicke wurden immer frisch, d. h. am Tag des Zerlegens und der
Einlagerung untersucht. Die weiteren Untersuchungstage richteten sich nach dem
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Verlauf des Verderbs wihrend der jeweiligen Versuche. Wichtig war es, den Ver-
derbsbeginn sowohl sensorisch als auch mikrobiologisch zu erfassen.

Fir die chemischen Untersuchungen wurden die Proben an den gleichen Tagen
wie fiir die mikrobiologischen Untersuchungen entnommen.

Probenabhmen

Fir die mikrobiologischen Untersuchungen wurde mit Hilfe emes Stanzeisens
von 3,6 cm Durchmesser aus dem Fleischstiick ein Zylinder von 10 cm? Oberfliche
ausgestanzt und mit einem Skalpell eine ca. 0,5 cm dicke Oberflachensch1cht der
Fleischoberseite abgeschnitten. Es wurden jeweils zwei 10 cm? grosse Oberflichen-
schichten entnommen, beide zusammen mit20 ml Verdiinnungslésung (0,8% NaCl
und 0,1% Sojapepton (Oxoid L44) in dest. Wasser) versetzt und im Colworth
Stomacher 400 (Bender und Hobein, Ziirich) 2 min homogenisiert. Dabei blieben
die Fleischstiicke weitgehend intakt. Im fortgeschrittenen Verderbsstadium zerfiel
das Fleisch in Fleischfasern.

Fir die chemischen Untersuchungen wurden die Proben in gleicher Weise von
der Fleischoberfliche entnommen und anschliessend bei —18 °C tiefgefroren.

Bestimmung der Artenzusammensetzung mit Selektivplattenverfahren

Aus dem Fleischhomogenisat wurden dezimale Verdiinnungsreihen angelegt
und damit folgende Kulturmedien beimpft:

im Oberflichenverfahren mit 0,1 ml:

— Plate-Count-Agar (PC-Agar, BBL 11638) zur Erfassung der Gesamtkoloniezahl

— Pseudomonaden-Aeromonaden-Selektivagar nach Kielwein (GSP-Agar, Merck
10230), mit Zusitzen von 100000 I.E./l Penicillin-Kalium und 0,01 g/l Pimaricin
zur Erfassung der Pseudomonaden und Aeromonaden

— Lactobacillus-Agar nach DeMan, Rogosa und Sharpe (MRS-Agar, Merck 10660)
zur Erfassung von Milchsiurebakterien

— Streptomycin-Nalidixinsiure-PolymyxinB-Pimaricin-Agar nach Mertin (2)
(SNaPP-Agar) fiir die Erfassung von Brochothrix thermosphacta

als Gusskultur mit Overlayer mit 1 ml:

— Kristallviolett-Neutralrot-Galle-Glucose-Agar nach Mossel (VRBG-Agar,
Oxo1d CM485) zur Erfassung der Enterobacteriaceen

Die Kulturmedien wurden folgendermassen bebriitet:

— PC- und GSP-Agar: 20°C, 2 Tage
— MRS-Agar: 20 °C, 3 Tage, anaerob
— SNaPR-Aeari20°C 5 Ta0e

— VRBG-Agar: 37 9C; 1 Tag
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Die Nachweisgrenze betrug fiir PC-; GSP-, MRS- und SNaPP-Agar jeweils
10 KBE cm Fleisch sowie fiir VRBG-Agar 1 KBE cm™.

Pro Verdinnungsstufe wurden zwei Platten angelegt. Die Auszahlung der
Kolonien folgte den Vorschriften der jeweiligen Autoren. Es wurden nur Platten
mit Koloniezahlen zwischen 30 und 300 ausgewertet und, soweit moglich, das
gewogene arithmetische Mittel berechnet. Die auf dem SNaPP-Medium gewach-
senen Kolonien wurden mikroskopisch auf die typische Morphologie von Bro-
chothrix thermosphacta Uberprift und zusitzlich der Oxidase-Test durchgefiihrt.
Oxidasenegative Kolonien wurden als Brochothrix thermosphacta gewertet.

Bestimmung der Artenzusammensetzung durch Florenanalyse

Fiir die Bestimmung der Artenzusammensetzung wurde eine Grobidentifizie-
rung der auf dem Rindfleisch vorkommenden Bakteriengattungen vorgenommen.
Dazu wurden 50 Kolonien von einer PC-Zahlplatte zufillig entnommen und die
Isolate auf folgende Kriterien untersucht: Morphologie, Beweglichkeit, Amino-
peptidase (3) bzw. Gramverhalten bei Gelbfarbung der Kolonien, Oxidase (4),
Katalase und Glucoseverwertung (O/F-Test) nach Hugh und Leifson (5). Bei
einigen Isolaten, die wihrend der Lagerung in der Vakuumpackungisoliert wurden,
erfolgte der Test auf Gasbildung in MRS-Bouillon (Merck 10661) mit Durham-
Réhrchen. Anschliessend erfolgte die Grobidentifizierung gemiss Schmidi-Lorenz
(6) und Vanderzant und Nickelson (7).

Bestimmung von Ammoniak

Fir die Bestimmung von Ammoniak in Rindfleisch wurden die Proben auf
dieselbe Weise, wie oben beschrieben, entnommen. Es resultierte ein Fleischstiick
von 10 cm? Oberfliche, mehr oder weniger 0,5 cm Dicke und 4 bis 7 g Gewicht.

Fir die Untersuchung der Ammoniakgehalte in verschiedenen Schichten des
Fleischinneren wurde eine andere Probenahmetechnik verwendet. Hierfiir wurden
Fleischstiicke separat in zwei Exsikkatoren bzw. Vakuumpackungen gelagert. Die
Probenahme fiir die Ammoniakbestimmung erfolgte erstmals am 5. Lagertag. Dazu
wurden aus dem Zentrum eines der ca. 5 cm dicken Fleischstiicke 2 Stiicke von ca.
10 cm? Oberfliche geschnitten. Es resultierten 2 Quader von ca. 3x3 x5 c¢m
Ausmass, bei deren Ober- und Unterseiten es sich um die mit Mikroorganismen
bewachsenen Oberflichen handelte. Die Quader wurden anschliessend parallel zur
urspriinglichen Fleischoberfliche in 5 jeweils ca. 1 cm dicke Stiicke geschnitten.

Fir die Bestimmung des Ammoniaks wurden ca. 5 g Fleisch (entsprechend
10 cm?) einer Perchlorsiureextraktion unterworfen und der Ammoniakgehalt des
Extraktes mit der Reaktion von Berthelot nach Searcy et al. (8) modifiziert von
Schmitt (9) photometrisch bestimmt.
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Ergebnisse

Mikrobiologische Untersuchungen

Bakterienflora beim frisch zerlegten Rindfleisch

Die Florenanalyse erfolgte bei acht verschiedenen Rindfleischstiicken von acht
verschiedenen Schlachttagen. Dazu wurden jeweils 50 Isolate aus der Bestimmung
der Gesamtkoloniezahl herangezogen. Die Flora des frisch zerlegten Rindfleisches
zeigte eine grosse Variationsbreite. Die Pseudomonaden, Hauptverderbskeime
beim aeroben Verderb, kamen in sehr unterschiedlichen Anteilen vor. Bei drei
Proben bestanden nur 0 bis 2% der Gesamtflora aus Psendomonas-Arten, wihrend
sie bei zwei anderen 60 bzw. 84% ausmachten. Andere gramnegative Bakterien wie
Aeromonas, Vibrio, Flavobacterium, Acnetobacter, Moraxella, Alcaligenes sowie
Enterobacteriaceen und Chromobacterium wurden nur in geringer Anzahl nach-
gewiesen. Nur bei einer Probe kamen die Gattungen Aeromonasund Vibrio zu 40%
VOr.

Die Flora des frischen Fleisches wurde meistens von den grampositiven Bakte-
rien, hauptsichlich Micrococcaceen, dominiert. Neben Coryneformen und Brevi-
bacterium spielten andere grampositive Keime wie Milchsdurebakterien, Brocho-
thrix thermosphacta und Listeria nur eine untergeordnete Rolle. Die Ergebnisse der
Bestimmungen sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1. Bakterienflora von frisch zerlegtem Rindfleisch (3 Tage nach der
Schlachtung bei 0 bis 2 °C gelagert)

Versuch Nr. 1 2 3 -4 5 6 7 8
Gramnegative Bakterien (%)
Pseudomonas 29 60 13 - 22 2 2 84
Acinetobacter und Moraxella = 2 9 2 = 8 2
Alcaligenes 2 6 - — = = = =
Flavobacterium 9 16 - 4 6 — 6 2
Aeromonas und Vibrio 9 2 2 6 — 40 4 =
Enterobacteriaceae 2 = — 6 2 7 5 =
Chromobacterium 7 2 - = = — = =
Grampositive Bakterien (%)
Micrococcaceae 11 4 50 i 48 16 31 =
Brochothrix thermosphacta = 2 = 10 7 — 7 4
Corynetorme, Brevibacterium 11 4 9 12 6 9 2 —
Milchsaurebakterien 4 = 2 10 6 = 35 10
Listeria - - 9 - 2 —
Hefen 16 2 6 8 2 11 = =
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Koloniezablen in Oberflachenschichten von bei 4 °C gelagertem Rindfleisch

Offene Lagerung im Exsikkator

Die Resultate der Koloniezahlbestimmungen mittels Selektivmedien wihrend
der 14tdgigen Lagerung in Exsikkatoren bei 4 °C sind in Abbildung 1a) und b)
dargestellt. Es handelt sich dabei um den Mittelwert aus 11 Lagerreihen.

Die Gesamtkoloniezahlen lagen beim frisch zerlegten Fleisch bei etwa 10* KBE
cm2. Nach 6 Lagertagen stiegen sie rasch auf 108 KBE cm™. Bis zum 4. Lagertag
war der Geruch des Fleisches milchig, butterig, fruchtig. Am 6. Lagertag stellte sich
meist ein erster Verderbsgeruch ein, der als muffig, erdig, ranzig zu bezeichnen war.
Die Gesamtkoloniezahlen lagen zu diesem Zeitpunkt iiber 10®° KBE cm™. Der
Verderbsgeruch verstirkte sich zunehmend bis zum Ende der Lagerung. Gelegent-
lich trat zusitzlich ein siuerlicher Geruch auf. Nach 14 Lagertagen betrugen die
Gesamtkoloniezahlen etwa 10 KBE cm™.

Die Gesamtkoloniezahlen wurden insgesamt vorwiegend von Pseudomonaden
bestimmt. Die Koloniezahlen der Pseudomonaden entsprachen weitgehend den
Gesamtkoloniezahlen.

Die Zahl der Enterobacteriaceen betrug beim frischen Fleisch ca. 10° KBE cm™,
Sie stieg wihrend der Lagerung kontinuierlich bis auf etwa 10® KBE cm™ am 14.
Lagertag an. Die Koloniezahlen von Brochothrix thermosphacta sowie der Milch-
siurcbakterien nahmen von 10° bis 10* KBE cm™ auf etwa 107 KBE cm™ am Ende
der Lagerung zu.

~2

109 Gesamtkoloniezahl Lo Gesamtkoloniezah!
8 - Pseudomonaden 8
i Milchsdurebakterien
£ 6 | E 61
W Enterobacteriaceen L
o i)
Bk e B. thermosphacta
o o
3 3
2 o
O = r T il T T T T T T T T T T T 1 O = § X T T T T T T T T T T T ! 1
0 2 < 6 8 10 12 14 0 Z 4 6 s} 10 12 14
Lagertage Lagertage
Abb. 1a. Gesamtkoloniezahlen, Pseudomo- Abb. 1b. Gesamtkoloniezahlen, Milchsaure-
naden und Enterobacteriaceen in bakterien und Brochothrix ther-
den Oberflichenschichten von of- mosphacta in den Oberflichen-
fen im Exsikkator bei 4 °C gelager- schichten von offen im Exsikkator
tem Rindfleisch (Mittelwerte aus 11 bei 4°C gelagertem Rindfleisch
Lagerreihen) (Mittelwerte aus 11 Lagerreihen)
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Lagerung in der Vakuumpackung

Die Resultate der Kolomiezahlbestimmungen auf Selektivmedien wihrend der
Lagerung der vakuumverpackten Fleischstiicke bei 4 °C sind in Abbildung 2a) und
b) dargestellt. Es handelt sich dabei um den Mittelwert aus 6 Lagerreihen.

Die Gesamtkoloniezahlen des frischen Fleisches nahmen in den ersten 7 Lager-
tagen von anfangs 10* bis 10° KBE ¢cm™ auf iiber 107 KBE ¢m™ zu und blieben bis
zum Ende der Lagerung nach 25 Tagen auf diesem Niveau. Nach 7 Lagertagen
machte sich auch erstmals ein sauerlicher Geruch bemerkbar. Nach 14 Lagertagen
war neben dem nunmehr deutlich sauren Geruch ein muffiger, putrider Geruch,
der sich bis Lagerende noch verstarkte, erkennbar.

Bei der Vakuumlagerung dominierten die Milchsiurebakterien. Thre hochsten
Koloniezahlen wurden nach 14 Lagertagen mit iiber 10" KBE c¢m™ erreicht. Sie
blieben bis zum Ende der Lagerung weitgehend konstant. Pseudomonaden spielten
be1 dieser Lagerart nur eine untergeordnete Rolle.

Thre Zahl stagnierte nach 7 Lagertagen bei etwa 10° KBE cm™. Enterobacteria-
ceen waren zu Beginn der Lagerung bei einer unteren Nachweisgrenze von 1 KBE
cm™? nicht nachweisbar. Ab dem 11. Lagertag bis Lagerende blieb ihre Zahl zwi-
schen 5 x 10 und 10° KBE cm 2 Die Koloniezahlen von Brochothrix thermosphacta
nahmen von 10° KBE cm™ zu Beginn der Lagerung auf 10* KBE cm™ am 7. Tag zu.
Bis zum 25. Lagertag erfolgte keine weitere Zunahme.

10 A 10 -
Gesamtkoloniezahl
8 4 8
& Gesamtkoloniezahl o
! = Milchsdurebakterien
E 6 = () 6 T
Q
LuJ o
g 4 Pseudomonaden X fid
B. thermosphacta
© o
2 Enterobacteriaceen -
= o T S P By ) e o G o e i R TR @l - e L R
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Lagertage Lagertage
Abb. 2a. Abb. 2b.
Gesamtkoloniezahlen, Pseudo- Gesamtkoloniezahlen, Milch-
monaden und Enterobacteriace- saurebakterien und Brochothrix
en in den Oberflichenschichten thermosphacta in den Oberfli-
von vakuumverpackt bei 4 °C ge- chenschichten von vakuumver-
lagertem Rindfleisch (Mittelwer- packt bei 4°C gelagertem Rind-
te aus 6 Lagerreihen) tleisch (Mittelwerte aus 6 Lager-

reithen)
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Bakterienfloren

Offene Lagerung im Exsikkator

Beieinem Lagerversuch wurden von jeweils 50 Isolaten der Gesamtkoloniezahl-
bestimmung die Gattung bestimmt (Tabelle 2).

Die Initialflora des Fleischstiickes bestand hauptsiachlich aus grampositiven
Bakterien, wobei die Micrococcaceen mit 50% der Gesamtflora dominierten. 13%
der Gesamtflora bestand aus Pseudomonaden. Am 2. Lagertag machten die Pseu-
domonaden bereits 65% der Gesamtflora aus. Micrococcaceen konnten zu diesem
Zeitpunkt nicht mehr nachgewiesen werden. Nach 6 Lagertagen sowie an den
Lagertagen 10 und 14 bestand die Flora zu 100% aus Pseudomonaden. An den
Tagen 2, 4 und 8 waren noch bis zu 10% Brochothrix thermosphacta vertreten. Bis
zum Lagertag 4 wurde Listeria in Anteilen von 2 bis 14% der Gesamtflora gefun-
den. Alle anderen Gattungen traten nur vereinzelt auf.

Tabelle 2. Verinderung der Bakterienflora von offen im Exsikkator bei 4 °C
gelagertem Rindfleisch in Abhingigkeit von der Lagerdauer (Prozent-
anteile der wichtigsten Artengruppen)

Lagertag 0 7 4 6 8 10 14
Keim (%) |

Pseundomonas 15 65 89 100 88 100 100
Acinetobacter und Moraxella 3 2 — — — — =
Aeromonas 2 i 2 — 4 - -
Enterobacteriaceae = 2 — = = = —
Micrococcaceae 50 — — — — = =
Brochothrix thermosphacta — 10 6 - 6 - -
Coryneforme, Brevibacterium g 2 — - - - -
Milchsaurebakterien 2 - - - 2 - =
Listeria 9 14 2 - - - -
Hefen 6 2 - — — - =

Lagerung in der Vakuumpackung

Bei einem mit vakuumverpacktem Rindfleisch durchgetfithrten Lagerversuch
wurden von jeweils 50 Isolaten der Gesamtkoloniezahlbestimmung die Gattung
bestimmt (Tabelle 3).

Bei diesem Fleischstiick bestand die Initialflora ebenfalls Giberwiegend aus
grampositiven Bakterien. Micrococcaceen kamen zu 37% vor, Coryneforme und
Brevibacterium zu 12%. Brochothrix thermosphacta und Milchsiurebakterien wa-
ren zu je 10% vertreten. Alle anderen Gattungen kamen nur in Anteilen von unter
10% vor. Pseudomonaden konnten nicht nachgewiesen werden.

Nach 4 Lagertagen bestand die Flora schon zu 90% aus Milchsaurebakterien,
wobei die Gruppe der katalasenegativen Kokken mit einem Anteil von 62%
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Tabelle 3. Verinderung der Bakterienflora von vakuumverpackt bei 4 °C gelager-
tem Rindfleisch in Abhingigkeit von der Lagerdauer (Prozentanteile
der wichtigsten Artengruppen)

Lagertage 0 4 7 11 14 18 21 25
Keim (O/o)

Pseudomonas < 6 = i o o i i
Acinetobacter und Moraxella 2 = = %, i L i ik
Flavobacterium 4 - i L . A » i
Aeromonas 6 = — = = o = s
Enterobacteriaceae [3 . 2 = = 2% = o
Micrococcaceae 37 2 = = = - = i
Brochothrix thermosphacta 10 2 = = - e i -
Coryneforme, Brevibacterium 12 - - = = £ 2 s
katalasenegative Kokken 6 62 88 78 96 92 98 | 100
Lactobacillus 4 28 10 22 4 8 2 L
Bacillus 4 & a2 L u A &, A
Hefen 8 = Y & 123 2t i b

dominierte und Bakterien der Gattung Lactobacillus nur zu 28% vorhanden waren.
Am 14. und 21. Lagertag wurden die Isolate der katalasenegativen Kokken auf
Gasbildung in MRS-Bouillon untersucht. Etwa 5% zeigten dabei Gasbildung und
waren demnach der Gattung Leuconostoc zuzuordnen. Am Ende der Lagerung
nach 25 Tagen bestand die Flora zu 100% aus katalasenegativen Kokken. Die
Lactobacillus- Arten hatten kontinuierlich abgenommen, bis sie nach 25 Lagertagen
nicht mehr nachweisbar waren.

Ammoniakgehalte im Fleisch

Verdnderungen des Ammoniakgehaltes wihrend der Lagerung

Die Bestimmung der Ammoniakgehalte der Fleischproben erfolgte nach Per-
chlorsdureaufschluss photometrisch mit der Farbreaktion nach Berthelot gemiss
der Vorschrift von Searcy et al. (8), modifiziert nach Schmitt (9). Diese Bestimmun-
gen wurden parallel zu den mikrobiologischen Untersuchungen bei Lagerreihen
im Exsikkator und in der Vakuumpackung durchgefiihrt. Die Ergebnisse der
Ammoniakbestimmungen sind in den Abbildungen 3 und 4 dargestellt.

Beim offen im Exsikkator gelagerten Rindfleisch nahm der Ammoniakgehalt
bis zum 5. Lagertag nur wenig zu, wihrend die Gesamtkoloniezahlen bereits auf
etwa 3 x 108 KBE cm™ angestiegen waren. Eine deutliche Zunahme, d. h. eine
Verdoppelung des Ammoniakgehaltes, war dann am 7. Lagertag bei Gesamtkolo-
niezahlen von etwa 3 x 10” KBE cm ™ nachweisbar. Den Hauptanteil der mikrobiel-
len Flora bildeten die Pseudomonaden und Milchsiurebakterien. Die Koloniezah-

len der Enterobacteriaceen und von Brochothrix thermosphacta entsprachen denen
in Abbildung 1a) und b).
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Bei der Lagerung des Fleisches in der Vakuumpackung verinderte sich die
Ammoniakkonzentration in den Oberflichenschichten im Laufe der Lagerung nur
kaum. Die Gesamtkoloniezahlen, deren Hauptteil die Milchsaurebakterien bilde-
ten, lagen gegen Ende der Lagerung bei etwa 5 x 10 KBE cm™. Die Pseudomonaden
blieben unter 10> KBE cm™.

Ammoniakgehalte im Profil

Die Ergebnisse der Ammoniakbestimmungen in jeweils fiinf 1 cm dicken Quer-
schnitten von 10 cm? Oberfliche nach 5 und 7 Tagen offener Lagerung im Exsik-
kator sind in Abbildung 5 dargestellt.
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Nach 5 Lagertagen war die Verteilung des Ammoniaks im ganzen Stiick relativ
gleichmissig. Nur in den Oberflichenschichten war etwas mehr Ammoniak als im
Zentrum nachweisbar. Nach 7 Lagertagen und einer Gesamtkoloniezahl von 3 x
10? KBE cm? waren in beiden Oberflichen doppelt so hohe Ammoniakgehalte als
im Zentrum festzustellen. Im Zentrum blieb der Ammoniakgehalt etwa gleich gross
wie nach 5 Lagertagen.

Diskussion

Methodik

Untersuchungsmaterial

Rindfleisch ist im Gegensatz zu Schlachtgefliigel praktisch nicht aus kontrol-
lierter Aufzucht erhiltlich. Deshalb wurde in dieser Untersuchung Rindfleisch
verwendet, wie es auch der Metzger im Schlachthof beziehen kann, d.h. Rasse und
Haltungsbedingungen der jeweiligen Tiere waren nicht bekannt.

Das Gewicht des untersuchten Muskels (M. glutaeobiceps) variierte zwischen
4 und 5,5 kg. Der Muskel wurde vom Zerlegebetrieb immer zum gleichen Zeitpunkt
nach der Schlachtung im gleichen Verarbeitungszustand geliefert. Der Muskel war
noch nicht ladenfertig enthiutet und dressiert.

Wichtig fiir die Untersuchung war eine normale hygienische Gewinnung des
Fleisches, d.h. Stiicke, die wihrend des Schlachtens und Zerlegens offensichtlich
kontaminiert worden waren, sollten nicht zur Untersuchung gelangen. Das schloss
aber Inhomogenitaten der Proben beziiglich Hohe und Art der Initialkontamina-
tion mit Mikroorganismen nicht aus. Tatsichlich variierte sowohl die Hohe als auch
die Art der Flora von Probe zu Probe betrichtlich (Tabelle 1), obwohl das Fleisch
immer im gleichen Betrieb geschlachtet und zerlegt wurde. Hinsichtlich des Ver-
derbsverlaufs spielte aber die Hohe und Art der initialen Mikroflora keine Rolle.

Damit hatte das anfangs inhomogene Probenmaterial praktisch keinen Einfluss auf
die Art des mikrobiellen Verderbs.

Lagerbedingungen

Die Muskelstiicke wurden bei 4 °C in Exsikkatoren gelagert, wie es sich bereits
in fritheren Untersuchungen an Schlachtgefliigel (9-12) gut bewihrt hatte. Diese
Lagerart entspricht anndhernd einer offenen Lagerung, wie sie im Detailhandel
tiblich ist. Mit Hilfe von Natronkalk musste das von den Bakterien gebildete CO;
abgebunden und zusitzlich durch Frischluftzufuhr reduziert werden, weil sonst
im abgeschlossenen Raum des Exsikkators eine Hemmung der Bakterienvermeh-
rung erfolgt wire. Im Exsikkator erfolgte allerdings keine oberflichliche Austrock-
nung der Proben, so dass im Gegensatz zu den Verhiltnissen im Detailhandel, wo
die Abtrocknung der Stiicke einen hemmenden Effekt auf die Mikroflora haben
kann, hier optimale Bedingungen fiir die Bakterienvermehrung gegeben waren.
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Die Vakuumpackung wurde mit den im Metzgereigewerbe erhiltlichen Folien
und Geriten ohne Schutzgasbegasung hergestellt. Diese Packung ist besonders fiir
grossere Fleischstiicke handelstiblich.

Probenahme und -anfbereitung

Der bakterielle Verderb von Rindfleisch erfolgt ausschliesslich auf den Ober-
flichen (13, 14). Bakterien, die gelegentlich im Inneren des Fleisches vorkommen
konnen, spielen praktisch keine Rolle (15). Aus diesem Grund miissen zur Bestim-
mung von Koloniezahlen auf Fleisch Proben von der Oberfliche entnommen
werden.

Die Ergebnisse mikrobiologischer Untersuchungen von Fleischoberflichen
sind in hohem Mass von der Art der Probenahme abhingig. Es wird grundsitzlich
zwischen destruktiven und nicht destruktiven Verfahren unterschieden. Rewuter (16)
nenntals nicht destruktive Verfahren zur Bestimmung von Oberflichenkeimzahlen
das Abspiilverfahren, das Abklatsch- sowie das Tupferverfahren. Als destruktive
Verfahren kommen Abtrageverfahren in Frage, bei denen definierte Oberflichen-
schichten entfernt und anschliessend in verschiedenen Mixertypen oder im Stoma-
cher zerkleinert werden.

Lazarus etal. (17), De Zutter et al. (18), Reuter (16) und Snijders et al. (19) haben
die Ergebnisse von Keimzahlbestimmungen, die mit Hilfe von nicht destruktiven
Verfahren durchgefiihrt wurden, mit denen destruktiver Verfahren verglichen. Sie
kommen zu dem Schluss, dass mit Abtrageverfahren und anschliessender Homo-
genisierung im Mixer bzw. im Stomacher hohere Keimzahlen gefunden werden als
mit den verschiedenen nicht destruktiven Verfahren.

Hinsichtlich der Zerkleinerungsmethode ist in der Literatur die Homogenisie-
rung mit verschiedenen elektrischen Schneidmischern, wie z. B. Ultra-Turrax (16)
oder Waring Blendor (20), beschrieben. Den Stomacher verwendeten Gerats und
Snijders (20) sowie Snijders et al. (19). In der Untersuchung von Gerats und Snijders
(20) wird das Stomacher-Verfahren und die Homogenisierung mit dem Waring
Blendor verglichen. Die Autoren kommen zu dem Ergebnis, dass der Stomacher
eine gute Alternative zu den herkommlichen Zerkleinerungsmethoden ist. Bereits
nach einer Homogenisierungszeit von 1 Minute wurden mit dem Stomacher gleich
hohe Keimzahlen gefunden wie bei der Blendor-Methode. Daher wurde in dieser
Arbeit das Abtrageverfahren in Kombination mit dem Stomacher-Verfahren ange-
wandt.

Bei der Bestimmung von chemischen Inhaltsstoffen, die von Mikroorganismen
an der Fleischoberfliche gebildet werden, wie z. B. Ammoniak, ergaben sich
spezielle Probleme durch die Probenahmetechnik. Mit Hilfe des Stanzeisens konn-
ten zwar Proben mit konstanter Oberfliche (10 cm?) entnommen werden, aber die
Schnittiefe und damit das Gewicht variierten, da mit einem Skalgell und nicht mit
einem Mikrotom geschnitten wurde. Das Gewicht eines 10 cm” grossen Stiickes
betrug bei einer Schnittiefe von ungefihr 0,5 cmetwa 5 g+ 1 g.

Fir die an der Oberflache gebildeten Stoffe wurden bei hoheren Konzentratio-
nen, d. h. speziell gegen Ende der Lagerung, ein deutliches Konzentrationsgefille
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in Richtung Fleischzentrum beobachtet. Dies hatte zur Folge, dass bei tieferer
Schnittfithrung, d. h. bei Proben mit hoherem Gewicht, die ermittelten Werte fiir
Ammoniak niedriger waren bezogen auf das Gewicht als bei flacherem Schnitt.
Daraus ergaben sich leichte Ungenauigkeiten der Ergebnisse, die aber aufgrund der
angewandten Schnittechnik unvermeidlich waren.

Mikrobiologische Untersuchungsmethoden

Bei allen Untersuchungen wurde neben Gesamtkoloniezahl-Bestimmungen das
Selektivplattenverfahren angewendet. Bei der Untersuchung der Initialflora sowie
bei je einer Lagerreihe im Exsikkator bzw. in der Vakuumpackung wurde die
Artenzusammensetzung bestimmt.

Beim Selektivplattenverfahren sollte fiir jede relevante Keimart ein geeignetes
Selektivmedium zur Verfiigung stehen. In dieser Untersuchung wurden mit den
verwendeten Nihrmedien die meisten Keimarten erfasst. Micrococcaceen, die bei
einigen Proben den Hauptteil der Initialflora ausmachten, wurden allerdings nicht
mit den verwendeten Selektivmedien bestimmt. Gerade bei der Initialflora wurde
nach Florenanalyse deren vielfiltige Zusammensetzung deutlich. Bei einer sehr
differenzierten Zusammensetzung der Flora bietet die Grobidentifizierung eindeu-
tig Vorteile.

Im Laufe der Lagerung wurde die Flora im wesentlichen von einer Keimgruppe
dominiert (Psendomonas bzw. Milchsiurebakterien). Hier wurden die Nachteile
der Florenanalyse deutlich. Durch das Isolieren der Keime von einer geeigneten
PC-Zihlplatte wurden Keime, deren Anteil unter 2% der Flora ausmachten bzw.
deren Zahl um 2 Zehnerpotenzen unter der Gesamtkoloniezahl lag, nicht mehr
erfasst. Dies war hingegen mit der Selektivplattenmethode ohne weiteres moglich.

Da auch Keimgruppen, die in relativ geringen Anteilen vorkommen, einen
wichtigen Beitrag zum Verderb leisten konnen, wie z.B. Brochothrix thermosphacta
(21), ist auch die Erfassung ihrer Zahl wichtig. Dies war der Grund, weshalb die
Selektivplattenmethode fiir die Erfassung der Koloniezahlen gewihlt wurde.

Als Bebriitungstemperatur (ausser fiir VRBG-Agar) wurde 20 °C gewibhlt.
Barnes und Impey (22) fanden bei dieser Temperatur auf Truthahn héhere Kolo-
niezahlen als bei 30 °C. Auch Gallo et al. (23) erzielten bei Schlachtgefliigel bei
20 °C bessere Ergebnisse als bei 35 °C. Ingram und Simonsen (24) berichten, dass
bei kiihlgelagertem Fleisch die hochsten Koloniezahlen bei 25 °C gefunden werden,
da bei dieser Temperatur gleichzeitig psychrotrophe und mesophile Keime erfasst
werden. Fiir die separate Bestimmung der psychrotrophen Keime haben Ingram
und Simonsen (24) Temperaturen zwischen 17 und 22°C empfohlen. Bei der
Anwendung einer Bebriitungstemperatur von 20 °C sollten damit die verderbsre-
levanten psychrotrophen Keime weitgehend erfasst werden.

Bakterienflora von frisch zerlegtem Rindfleisch

Um festzustellen, ob und inwieweit die Flora des frischen Rindfleisches einen
Einfluss auf den Verderbsverlauf hatte, wurde bei 8 frischen Proben die Artenzu-
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sammensetzung mittels Florenanalyse nach Gesamtkoloniezahl-Bestimmungen
untersucht. Die Mikroorganismen auf frischem Rindfleisch kénnen von sehr un-
terschiedlicher Herkunft sein. Sie gelangen wahrend des Schlachtprozesses auf das
an sich weitgehend sterile Muskelfleisch. Das sachgemisse Enthauten und das
Ausweiden der Schlachtkorper gelten als die kritischsten Momente wihrend des
Schlachtprozesses (25), weil Hiute und Intestinaltrakt besonders stark mit Mikro-
organismen kontaminiert sind. Bei den Mikroorganismen auf der Haut handelt es
sich meist um grampositive, mesophile Keime wie Staphylococcus, Micrococcus und
Bacillus. Nur ein geringer Teil der Mikroorganismen der Hiute besteht aus gram-
negativen psychrotrophen Arten, die von Boden, Wasser und Vegetation stammen
(26), die Enterobacteriaceen vor allem aus dem Intestinaltrakt. Die Hauptkontami-
nationsquelle fiir psychrotrophe Mikroorganismen, die den Verderb verursachen,
sind die Oberflichen und Geratschaften, mit denen das Fleisch wahrend des
Zerlegeprozesses in Bertihrung kommt, d. h. Tische, Forderbidnder, Messer usw.
(27).

Entsprechend vielfaltig ist die Primarkontamination von frischem Rindfleisch.
Jay (1) nennt als hauptsachlich auf frischem Rindfleisch vorkommende Bakterien-
gattungen Acinetobacter, Aeromonas, Moraxella und Psendomonas. Daneben wur-
den zahlreiche weitere grampositive und -negative Arten nachgewiesen. Vander-
zantund Nickelson (7) untersuchten Rindfleischproben nach 3tigiger Lagerung bei
1°C, d. h. das Fleisch wurde zum gleichen Zeitpunkt untersucht wie die Proben in
dieser Arbeit. Bei tiber 50% der 1solierten Bakterienstimme handelte es sich um
solche der Gattung Staphylococcus. Etwa 30% waren Coryneforme, 14% Micrococ-
cus-Arten. Christopher et al. (28) fanden auf dem frischen M. longissimus dorsi vom
Rind zu 60% Moraxella und Acinetobacter sowie zu 26% Psendomonas. Stringer et
al. (29) untersuchten 2 bis 4 Tage bei 1 bis 2 °C gelagertes Rindfleisch und fanden zu
51% Pseudomonaden und zu 39% Micrococcus-Arten. Der Rest verteilte sich auf
die Gattungen Flavobacterium, Bacillus und Aspergillus. Die Befunde der verschie-
denen Autoren weichen rechtstark voneinander ab. Bei frischem Rindfleisch wurde
entweder eine grampositive von Micrococcaceen dominierte Mikroflora oder eine
von Pseundomonas-Arten beherrschte gramnegative Flora nachgewiesen.

Die hier untersuchten Proben zeigten ein dhnlich uneinheitliches Bild der
initialen Mikroflora. Bei drei der acht Proben wurde die Flora von Micrococcaceen
dominiert. Bei drei weiteren Proben herrschten Psexdomonas-Arten vor. Je einmal
waren als am haufigsten vorkommende Bakterienarten Milchsdurebakterien bzw.
Aeromonas und Vibrio vertreten.

Die Art der Initialflora stand in keinem Zusammenhang mit der Hohe der
Ausgangskoloniezahl. Es wire denkbar, dass Fleisch mit einem hohen Anteil an
Pseudomonaden in der Initialflora auch eine relativ hohe Gesamtkoloniezahl
aufweist, weil es besonders stark im Laufe des Zerlegeprozesses kontaminiert
wurde. Dies war aber offensichtlich nicht der Fall.

Die Zusammensetzung der Initialflora hatte praktisch keinen Einfluss auf den
Verlauf des Verderbs, obwohl Dainty et al. (30) erwihnen, dass die Art der
Initialflora durchaus Veranderungen in der Florenzusammensetzung wihrend der
Lagerung beeinflussen kann. Die entscheidenden Faktoren fir die Entwicklung der
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Verderbsflora sind aber die Lagerbedingungen, d. h. Lagertemperatur und Gaszu-
sammensetzung der umgebenden Atmosphire. Bei Proben, auf denen zu Beginn
nur sehr wenig Pseudomonaden nachgewiesen wurden, machten Pseudomonaden
bereits nach 4 Lagertagen die Haupttlora aus. Eine iiberwiegend von grampositiven
Micrococcaceen bestimmte Initialflora hatte sich bereits nach 2 Lagertagen zu einer
gramnegativen Pseudomonas-Flora verandert.

Die Hohe der Initialkontamination ist abhingig von der Schlachthygiene. De
Zutter und Van Hoof (25) fanden auf schlachtfrischem Rindshinterviertel mesophi-
le Gesamtkoloniezahlen von 10° bis 10* KBE cm™. Newton et al. (27) stellten nach
dem Entbeinen Gesamtkoloniezahlen von etwa 10> KBE cm™ fest. Reuter (31) fand
auf schlachtwarmem Rindfleisch Keimzahlen von <10° KBE ¢cm™ und nach dem
Durchkiihlen der Schlachtkérper etwa 10* bis 10° KBE cm™. Nach dem Zerlegen
lagen die Koloniezahlen sogar zwischen 10° und 10° KBE cm™.

Auf den in dieser Arbeit untersuchten Proben wurde eine Ausgangskoloniezahl
von durchschnittlich 10* KBE cm™ mit einer Schwankungsbreite zwischen 10% und
10° KBE cm™ gefunden. Dabei ist darauf hinzuweisen, dass das Fleisch jeweils erst
3 Tage nach der Schlachtung und Kihllagerung zerlegt und untersucht wurde.
Verglichen mit den Angaben der Literatur ist festzustellen, dass das hier fiir die
Versuche zur Verfiigung stehende Fleisch unter guten hygienischen Bedingungen
gewonnen wurde.

Verderbsflora von kiihlgelagertem Rindfleisch

Offene Lagerung im Exsikkator

Der Verderb von aerob gelagertem Rindfleisch wird von Pseudomonas-Arten
verursacht (13, 14, 30, 32-34). Frither wurde von der Psexdomonas-Achromobac-
ter-Assoziation gesprochen (35). Nach Aufteilung der Gattung Achromobacter in
nicht pigmentierte Pseudomonaden, Acinetobacter und Alcaligenes (36) findet man
in der Literatur den Begriff Psexdomonas-Acinetobacter-Moraxella-Assoziation
(24).

Auch in dieser Untersuchung dominierten beim aeroben Verderb die Pseudo-
monaden. Bakterien der Gattungen Acinetobacter und Moraxella konnten nur
selten nachgewiesen werden. Bereits bei der Initialflora kamen sie nur in Anteilen
von unter 10% vor. Auch wihrend der Lagerung wurden sie nur am 2. Lagertag
nachgewiesen. Die Koloniezahlen dieser Keime mussten also im Vergleich zu den
Pseudomonaden mindestens 2 Zehnerpotenzen niedriger liegen. Gill (21) hat fest-
gestellt, dass Bakterien der Gattungen Acinetobacter und Moraxella nur wenig zum
Verderbsprozess bei einer von Pseudomonaden dominierten Flora beitragen. Erzbo
und Jay (37) fanden bei frischem und verdorbenem Rindfleisch, dass nur 10% der
gramnegativen Bakterien auch oxidasenegativ waren. Davon waren nur 15% der
Gattung Acinetobacter zuzurechnen, d. h. absolut nur etwa 2% der isolierten
Stimme. Wenn diese Keime tatsichlich relativ selten auf Fleisch vorkommen, wire
zu iberdenken, ob die Bezeichnung «Pseudomonas-Acinetobacter-Moraxella-As-
soziation» Uiberhaupt gerechtfertigt ist.
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Erste Verderbsgeriiche und beginnende Schleimbildungen waren in der Regel
nach 6 Lagertagen bei 4 °C bei Gesamtkoloniezahlen iiber 108 KBE cm™ erkennbar.
Dasselbe hatte auch Gill (13) festgestellt. Ayres (32) beobachtete ab 107 KBE cm™
die Bildung von Fehlgeriichen. Die maximalen Koloniezahlen lagen in der Gros-
senordnung von 10° KBE cm™, was auch von Ayres (32), Ingram und Dainty (34)
und Gill (13) gefunden wurde.

Ein weiterer typischer Vertreter der Verderbstlora von Fleisch ist Brochothrix
thermosphacta. Die Koloniezahlen lagen bei den vorliegenden Versuchen etwa um
2 Zehnerpotenzen niedriger als die der Pseudomonaden. Trotzdem ist dieser Keim
hinsichtlich seiner Beteiligung am Verderb des Fleisches nicht zu unterschitzen, da
er nach Dainty und Hibbard (38) auf Fleisch einige geruchlich sehr intensive
Verbindungen produziert, was auch von Viehweg et al. (39) bei deren Untersuchun-
gen an Schlachtgefliigel bestatigt wird.

Milchsaurebakterien, speziell Lactobacillus, gelten als normaler Bestandteil der
Flora von frischem Fleisch (13, 30). In dieser Untersuchung erreichten die auf
MRS-Agar erfassten Milchsiurebakterien gleich hohe Koloniezahlen wie Bro-
chothrix thermosphacta. Auch deren Beitrag zum Verderb, d. h. hauptsichlich eine
Sauerung, war gelegentlich gegen Ende der Lagerung zu bemerken.

Die Enterobacteriaceen konnten sich bei dieser Untersuchung nicht so stark
vermehren. Obwohl im Laufe der Lagerung ein kontinuierlicher Anstieg zu ver-
zeichnen war, blieb ihre Zahl am Ende der Lagerung gegeniiber der Gesamtkolo-
niezahl um etwa 3 Zehnerpotenzen zuriick. Ihr Beitrag zum Verderb scheint daher
eher gering. Dies wird auch von Gi// (26) bestitigt. Hingegen konnen nach Hechel-
mann et al. (40) auch psychrotrophe Enterobacteriaceen erheblich zum Verderb
von kiithlgelagertem Fleisch beitragen.

Lagerung in der Vakuumpackung

Grossere ausgebeinte Rindfleischstiicke gelangen heute praktisch nur noch in
Vakuumpackungen in den Handel. Die Fleischteile werden in der Regel vakuum-
verpackt und bei Temperaturen um den Gefrierpunkt gelagert und im internatio-
nalen Handel tiber Wochen in Kiuhlschiffen von den Erzeugerlindern zu den
Verbrauchern transportiert, z. B. von Stidamerika nach Europa (41, 42).

Die Vorteile dieser Verpackungsart sind bekannt. Durch Verwendung von
Folien mit einer niedrigen O,-Durchldssigkeit, wobei Transmissionsraten von 10
bis 150 bzw. 5 bis 90 cm® m™ 24 h™! bei 1013 mbar und 25 °C als niedrig gelten (30,
41), kann die Haltbarkeit von kithlgelagertem Fleisch wesentlich verlangert werden.
Ausserdem wird die Farbe des Fleisches besser erhalten und eine Austrocknung
verhindert. Nachteile dieses Verfahrens sind die hoheren Kosten und eventuelle
Verluste durch undichte Packungen (43).

In der Vakuumpackung wird noch vorhandener Restsauerstoff durch die Ge-
webeatmung und die Aktivitit der Mikroorganismen schnell verbraucht. Dadurch
wird CO; gebildet, so dass bei der Analyse von Restgas bei vakuumverpacktem
Rindfleisch dieses bereits am Tage der Verpackung nach Seideman et al. (44) zu iiber
80% aus CO; bestand, wahrend der O;-Gehalt unter 1% lag. Dainty et al. (45)
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fanden nach einwéchiger Lagerung von vakuumverpacktem Rindfleisch bei 0 bis
1 °Ceine COj-Konzentration von 20% in der Packung bzw. maximal 30-40% nach
4 Wochen. Der O;-Gehalt fiel auch hier auf unter 1%.

Ein erhohter COs-Partialdruck hemmt das Wachstum von Mikroorganismen
(46), wobei gramnegative Bakterien starker gehemmt werden als grampositive (47).
Gill und Tan (48) fanden allerdings, dass gramnegative M1kroorgamsmen die beim
Fleischverderb eine Rolle spielen, zum Teil nicht bzw. nur wenig von CO; gehemmt
wurden.

Durch die gegeniiber der offenen Lagerung vollig verschiedenen Umgebungs-
bedingungen ergibt sich deshalb bei vakuumverpacktem Rindfleisch ein vollkom-
men anderer Verlauf des Verderbs. Fiir kiihlgelagertes Fleisch, in Folien mit einer
niedrigen O,-Transmissionsrate verpackt, wie auch bei diesen Untersuchungen
erfolgt, werden in der Literatur als dominierende Bakteriengruppe die Milchsiu-
rebakterien genannt (28, 45, 49-51). Auch bei den hier durchgefithrten Versuchen
machten die auf MRS-Agar erfassten Milchsaurebakterien den Hauptanteil der
Flora aus. Die Vermehrung von Milchsaurebakterien wird auch durch hohe CO,-
bzw. niedrige O,-Konzentrationen nicht gehemmt. Bei einer Florenanalyse wurde
bereits nach 4 Lagertagen bei 4 °C eine Dominanz der Flora durch Milchsiurebak-
terien festgestellt. An der Initialflora war diese Bakteriengruppe nur zu 10%
beteiligt, nach 4 Lagertagen betrug ihr Anteil aber bereits 90%.

Die maximalen Kolomezahlen der auf MRS-Agar erfassten Milchsiaurebakterien
lagen bei etwa 107 KBE cm™, die nach etwa 11 bis 14 Tagen Lagerung errcicht
wurden. Die Gesamtkoloniezahlen waren jeweils etwa um 0,5 Zehnerpotenzen
hoher. Dieser Effekt ist moglicherweise auf das teilweise Sl s E
Medium zuriickzufithren. Das Vorhandensein anderer Bakterien, die auf den ver-
wendeten Selektivmedien nicht erfassbar waren, konnte weitgehend ausgeschlos-
sen werden, da bei der Untersuchung der Artenzusammensetzung bereits nach 7
Lagertagen praktisch ausschliesslich Milchsaurebakterien gefunden wurden. Hit-
chener et al. (52) fanden auf MRS-Agar ebenfalls nur 75 bis 100% der Koloniezah-
len, die auf einem nichtselektiven Medium wie APT-Agar gefunden wurden. Dieses
Phiros besonders bei der Lagerung von Rindfleisch in Folien mit O;-Trans-
missionsraten <30 cm® m™ 24 h™! auf. Die Autoren nehmen an, dass es offensichtlich
eine gewisse Anzahl von Bakterien auf vakuumverpackt gelagertem Rindfleisch
gibt, die auf dem MRS-Medium nicht wachsen konnen.

Auch in der Literatur wurden auf vakuumverpacktem, kithlgelagertem Rind-
tleisch nach mehr oder weniger langer Lagerung7 abh'angglg von der Lagertempera—
tur, meist maximale Koloniezahlen zwischen 107 und 10° KBE cm™ gefunden (49,
53-55).

Sensorisch wird beim Offnen der Vakuumpackungen nach mehrwéchiger Kithl-
lagerung bei Rindfleisch ein Geruch beobachtet, der in der Literatur als sauer,
milchartig, kdsig beschrieben wird (13, 30). Liicke und Schillinger (56) beobachteten
nach 3wochiger Lagerung von vakuumverpacktem Rindfleisch bei 2 °C einen
schwach fauligen Geruch. Diese Angaben konnen durch diese Untersuchung
bestitigt werden, wobei hier der nach 14 Lagertagen auftretende abweichende
Geruch als deutlich muffig, putrid charakterisiert wurde.
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Bei der Bestimmung der Artenzusammensetzung auf vakuumverpacktem Rind-
tleisch wurden hauptsichlich katalasenegative Kokken nachgewiesen. Der Anteil
der Gattung Lactobacillus, der nach 4 Lagertagen 28% der Gesamtflora ausmachte,
nahm im Laufe der Lagerung kontinuierlich ab. Diese Gattung war nach 25
Lagertagen nicht mehr nachweisbar. Licke und Schillinger (56) fanden auf vaku-
umverpacktenund bei 2 °C gelagertem Rindfleisch hauptsichlich die homofermen-
tativen Lactobacillen, Lactococcus und Leuconostoc. Sie beobachteten, dass die
Artenzusammensetzung der Mikroflora von der Tierart, Lagertemperatur und
Sauerstoffdurchlissigkeit der Folie (im Bereich von <1 bis 25¢cm® O; m™ 24 h™! bei
1013 mbar) praktisch nicht beeinflusst wurde. Entscheidend scheint hingegen die
«Hausflora» des Zerlegeraumes zu sein. Liicke und Schillinger (56) beschreiben
auch, dass sich wihrend der Lagerung von vakuumverpacktem Rindfleisch bei 2 °C
Lactococeus und Leuconostoc gegen Ende der Lagerfahigkeit nach 32 Tagen gegen-
iber der Gattung Lactobacillus durchgesetzt hatten.

Die anderen in dieser Arbeit auf Selektivmedien erfassten Keimarten erreichten
wahrend der La%erung des Fleisches in der Vakuumpackung nur Koloniezahlen
um 10* KBE ¢cm™. Die Koloniezahlen von Brochothrix thermosphacta stagnierten
bereits nach 7 Lagertagen, danach fand praktisch keine Vermehrung mehr statt.
Nach Dainty etal. (45) vermehrt sich Brochothrix thermosphacta bis etwa 14 Tagen
Lagerdauer. Pierson et al. (49) sowie Roth und Clark (53,57) hingegen fanden, dass
sich Brochothrix thermosphacta auf vakuumverpackt, kithlgelagertem Rindfleisch
nicht vermehren konnte. Roth und Clark (57) wiesen durch Beimpfungsversuche
nach, dass Lactobacillen das Wachstum von Brochothrix thermosphacta auf Rind-
fleisch deutlich hemmten, hohe CO,-Konzentrationen (bis 75%) aber nur wenig
Einfluss hatten. Campbell et al. (58), Grau (59) sowie Egan und Grau (60) stellten
fest, dass Brochothrix thermosphacta anaerob bei pH-Werten von <5,8 auf Rind-
fleisch bzw. <5,5 in APT-Bouillon nicht mehr wuchs. Nach Grax (59) lag dies an
der L-Milchsiure, die das Wachstum unterbindet. Im Gegensatz dazu beobachteten
Sutherland et al. (54), Dainty et al. (45) sowie Erichsen und Molin (51) bei vakuum-
verpacktem und kﬁhlgelagertem Rindfleisch eine Vermehrung von Brochothrix
thermosphacta bis etwa 10° KBE cm™.

Pseudomonaden vermehrten sich bei Verwendung einer Verpackungsfolie mit
einer Oz-Durchlissigkeit von 40 cm® m™ 24 h'l in der vorliegenden Untersuchung
nur wenig. Die Koloniezahlen schwankten geringfiigig um 10* KBE ¢cm™. Die
Vermehrung von Pseudomonaden wird nach Newton und Rigg (50) von der
O;-Durchlassigkeit der Verpackungsfolie beeinflusst. Sutherland et al. (54) konn-
ten eine langsame Vermehrung von gramnegativen, nicht fermentativen Stibchen
bis auf etwa 10° KBE cm™ auf Rindfleisch nach 9 Wochen Lagerung bei 0 bis 2 °C
beobachten. Die Autoren verwendeten Verpackungsfolie mit einer O,-Durchlas-
sigkeit von 30 cm® m™ 24 h'l. Pierson et al. (49) sowie Roth und Clark (53)
beobachteten keine Vermehrung von fluoreszierenden Pseudomonaden, ohne na-
here Angaben tiber die verwendete Folie zu machen.

Dainty et al. (45) fanden nach 4wochiger Lagerung von vakuumverpacktem
Rindfleisch bei 0 bis 1 °C bis zu 10° KBE cm 2 Enterobacteriaceen. Beebe et al. (61)
beobachteten nach 35tigiger Lagerung von vakuumverpacktem Rindfleisch bei
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5,5 °C, dass Enterobacteriaceen zwischen 24 und 41% der Gesamtflora ausmach-
ten. Bei einer Lagertemperatur von 1 °C lag der Anteil bei 13%. Die Lagertempe-
ratur hat demnach einen Einfluss auf die Vermehrung der Enterobacteriaceen. In
der vorliegenden Untersuchung vermehrten sich die Enterobacteriaceen nur sehr
langsam. Nach 18 Lagertagen wurden etwa 10° KBE cm™ erreicht. Trotz der
Lagerung bei 4 °C, einer fiir Fleisch relativ hohen Lagertemperatur, konnten nur
sehr wenig Enterobacteriaceen gefunden werden. Sicher ist fiir das Vorkommen
von Enterobacteriaceen auf Rindfleisch die Initialkontamination wihrend des
Schlachtvorgangs entscheidend.

Ammoniakgebalte in frischem und verdorbenem Rindfleisch

Beim Verderb von Frischfleisch wird Ammoniak von den beteiligten Mikroor-
ganismen durch Desaminierung freier Aminosauren, Peptiden oder Aminen gebil-
det. Nach Schmutt (9) besassen die Hilfte der auf Schlachtgefligel gefundenen
Pseudomonaden Desaminase-Aktivitit, so dass Pseudomonaden sicher auch an der
Bildung von Ammoniak in Rindfleisch beteiligt sind.

Die Angaben iiber den Ammoniakgehalt in Frischfleisch schwanken etwas,
bedingt durch unterschiedliche Methoden. Rogers und McCleskey (62) fanden in
frischem Rindfleisch 15 mg NH; 100g™, Gardner und Stewart (63) 3 bis 6 mg.
Neuere Angaben von Fischer et al. (64) nennen 10 mg NH3 100 g™ bei frischem
gemischtem Hackfleisch (Rind und Schwein). Gerbardt und Dam Quang (65)
fanden bei frischem Fleisch ohne nihere Bezeichnung der Tierart 18 mg NHj
100 g™\, Schmitt (9) konnte bei frischem Schlachtgefliigel 6 bis 13 mg NH3 100 g™
nachweisen. Bei den eigenen Untersuchungen wurden Werte zwischen 14 bis 22 mg
100 g! gefunden. Diese Werte liegen alle auf einem ahnlichen Niveau, so dass die
Tierart demnach keinen wesentlichen Einfluss auf den Ammoniakgehalt von
Frischfleisch zu haben scheint.

Nach 5tigiger offener Lagerung von Rindfleisch bei 7 °C beobachteten Rogers
und McCleskey (62) bei einer Gesamtkoloniezahl von etwa 10 KBE cm™ einen
deutlichen Anstieg der Ammoniakkonzentration auf etwa 40 mg NHj 100 g,
Fischer et al. (64) fanden nach 12tigiger Lagerung bei 4 °C zwischen 50 und 80 mg
100 g}, gaben allerdings keine Koloniezahlen an. Bei den eigenen Untersuchungen
war der Anstieg der Ammoniakkonzentration beim Erreichen von etwa 108 KBE
cm™ noch nicht deutlich. Erst bei 10° KBE cm™ konnte ein ausgeprigter Anstieg
auf etwa 54 mg 100 g! festgestellt werden. Zu diesem Zeitpunkt war das Fleisch
sensorisch bereits eindeutig verdorben. Gill (66) beimpfte kleine Lammfleisch-
stiicke mit einem von Lammfleisch isoliertem fluoreszierendem Psexdomonas-
Stamm und lagerte diese bei 10 °C. Bei einer Koloniezahl von 6 x 10° KBE cm ™ lag
der Ammoniakgehaltan der Fleischoberfliche bei etwa 18 mg 100 g und entsprach
damit in etwa dem Gehalt von frischem Rindfleisch. Erst bei einer Koloniezahl von
3x 10° KBE cm? hatte sich der Ammoniakgehalt auf etwa 36 mg 100 g! verdoppelt.
In dem die Oberfliche bedeckenden Schleim wurden sogar Werte von iiber 72 mg
100 ¢! gefunden.

89

Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg., Band 83 (1992)



Ein paralleler Anstieg von Koloniezahlen und Ammoniakkonzentration, wie
von Gill und Newton (67) beschrieben, konnte in den vorliegenden Untersuchun-
gen nicht beobachtet werden. Der Anstieg der Ammoniakkonzentration schien
zeitverzogert abzulaufen und erst bei Erreichen der maximalen Koloniezahl deut-
lich zu werden. Ahnliches wurde von Gardner und Stewart (63) festgestellt, die
ebenfalls erst bei Koloniezahlen von {iber 10 KBE cm™ einen Anstieg der Ammo-
niakkonzentration beobachteten.

In Ubereinstimmung mit den Literaturangaben lisst sich also feststellen, dass
eine signifikante Erhohung des Ammoniakgehaltes von aerob kiihlgelagertem
Frischfleisch erst nach Beginn des sensorisch wahrnehmbaren Verderbs einsetzt.
Ammoniak ist demnach bei aerob gelagertem Rindfleisch als Indikator fiir den
beginnenden Verderb ungeeignet, aber als objektiver Indikator fiir den bereits
eingetretenen mikrobiellen Verderb geeignet.

Bei der Lagerung von Rindfleisch in der Vakuumpackung war ein signifikanter
Anstieg der Ammoniakkonzentration nicht erkennbar. Die bei dieser Lagerart
hauptsichlich vorkommenden Milchsdurebakterien konnten, zumindest unter den
verwendeten Untersuchungsbedingungen, keinen Ammoniak freisetzen. Die noch
vorhandenen Pseudomonaden waren offensichtlich in zu geringer Zahl vorhanden,
um einen Anstieg der Ammoniakkonzentration zu verursachen.

Bei Hackfleisch, das in einer Atmosphire von 30% CO; und 70% O und bei
4 °C gelagert wurde, stellten Fischer et al. (64) ebenfalls keinen Anstieg der Ammo-
niakkonzentration fest. Bei 8 °C konnte eine leichte Erhohung nur wihrend eines
Versuchs beobachtet werden. Bei mit einem Gemisch aus Psexdomonas fluorescens
und Salmonella typhimurium beimpftem Hackfleisch wurde wihrend der Kiihlla-
gerung ebenfalls praktisch kein Anstieg der Ammoniakkonzentration in den bega-
sten Packungen bemerkt. Der Anstieg der Ammoniakkonzentrationen bei Lage-
rung der Fleischproben in Luft war hingegen sehr deutlich. Obwohl die Kolonie-
zahlen der Pseudomonaden nach der Beimpfung wahrscheinlich sehr hoch waren,
nihere Angaben wurden hierzu nicht gemacht, wurde bei einem erhéhten CO,-
Gehalt, wie er auch in Vakuumpackungen beobachtet wird, kein Anstieg der
Ammoniakkonzentration nachgewiesen. Unklar bleibt allerdings, ob der verwen-
dete Pseudomonas-Stamm tberhaupt eine Desaminase- Aktivitat aufwies.

Im Gegensatz dazu fand Schmirt (9) wahrend der Kihllagerung von original-
verpacktem Schlachtgefliigel einen Anstieg der Ammoniakkonzentration. Aller-
dings unterschied sich die Zusammensetzung der Flora deutlich von der auf
vakuumverpacktem Rindfleisch, da bei Schlachtgefliigel Pseudomonaden, Ente-
robacteriaceen und Brochothrix thermosphacta in sehr viel hoheren Anteilen
vorkamen.

Ammoniakgebalte im Profil

Bei der Untersuchung der Ammoniakgehalte quer durch ein Fleischstiick wurde
festgestellt, dass Ammoniak nur sehr langsam in das Fleischinnere diffundierte.
90% dieses an der Oberfliche von den Bakterien gebildeten Stoffes befinden sich
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im ersten Zentimeter unter der Fleischoberfliche. Das Konzentrationsgefille in
Richtung Fleischzentrum war um so ausgepragter, je hoher der Ammoniakgehalt
an der Oberfliche und damit verbunden auch die Gesamtkoloniezahl war. Zu
einem dhnlichen Ergebnis kommt Gill (66), der bei mit Psendomonas sp. beimpften
kleinen Lammfleischstlicken den Ammoniakgehalt im Profil untersuchte. Er er-
hielt ebenfalls erst bei hoheren Koloniezahlen ein ausgeprigteres Konzentrations-
gefille in Richtung Fleischzentrum, wobei die hochsten Werte bei der Untersu-
chung des von der Oberfliche abgekratzten Schleims gefunden wurden. Im Fleisch
selbst waren die Unterschiede nicht so ausgepriagt. Ab 0,5 cm Fleischtiefe waren
praktisch keine Unterschiede mehr im Vergleich zu 1,5 cm tief geschnittenen
Stiicken zu beobachten, was in etwa den eigenen Ergebnissen entspricht.

Zusammenfassung

Der mikrobielle Verderb von bei 4 °C kiihlgelagertem Rindfleisch war abhingig von der
Verpackungsart. Beiaerober Lagerung dominierten Pseudomonaden in der Flora. Das Fleisch
war beim Auftreten erster Fehlgertiche, nach etwa 6 Lagertagen und Gesamtkoloniezahlen
von iiber 108 KBE cm™, als verdorben einzustufen. Ein signifikanter Anstieg der Ammoni-
akkonzentration im Fleisch war erst nach diesem Zeitpunkt nachweisbar. Ammoniakkon-
zentrationsprofile quer durch ein Fleischstiick zeigten, dass Ammoniak von den Bakterien
an der Oberfliache gebildet wurde und nur langsam in das Fleischinnere hineindiffundierte.
Bei vakuumverpacktem Rindfleisch wurde die Flora von Milchsiurebakterien beherrscht.
Diese verursachten eine sensorisch deutlich wahrnehmbare Siuerung des Fleisches. Nach 14
Lagertagen, d. h. 7 Tage nach Erreichen der maximalen Gesamtkoloniezahlen, setzte der
Verderb ein, der durch das Auftreten von Fehlgertichen gekennzeichnet war. Bei der Lage-
rung in der Vakuumpackung wurde kein Anstieg der Ammoniakkonzentration im Fleisch
beobachtet. Ammoniak ist nach diesen Ergebnissen als Indikator fiir den beginnenden
Verderb von kiihlgelagertem Rindfleisch bei beiden Lagerarten nicht geeignet.

Résume

L'altération microbiologique de viande de boeuf conservée sous réfrigération a 4 °C
dépend du type d’emballage utilisé. La flore microbienne lors d’un entre-posage en aérobie
était prmmpalement dominée par des pseudomonades Apres 6 jours de stockage, le nombre
des germes totaux s’est élevé a 10° par cm? et des mauvais odeurs ont été constatées. Cette
viande devait étre considérée comme altérée. Ce n’est qu’apres ces 6 jours qu’une augmenta-
tion significative de la concentration en ammoniac dans la viande d pu étre détectée. Les profils
de concentration en ammoniac, établis 4 travers un morceau de viande, ont démontré que
P'ammoniac est formé a la surface et ne diffuse que lentement vers I’intérieur de la viande. La
flore microbienne de viande de boeuf emballée sous vide a été caractérisée par une présence
dominante de lactobacilles. Ces bactéries ont provoqué une acidification de la viande,
nettement détectable a ’examen organoleptique. Le début du stade de détérioration, accom-
pagné par de mauvais odeurs, a été observé aprés 14 jours d’entreposage, c’est-a-dire 7 jours
apres que le nombre de germes totaux avait atteint son maximum. Lors du stockage en
emballage sous vide, aucune augmentation de la concentration en ammoniac de la viande n’a
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pu étre déterminée. Indépendamment du type d’emballage utilisé, ’'ammoniac n’est donc pas,
selon les résultats obtenus, un indicateur convenable du début d’une détérioration de viande
de boeuf conservée sous réfrigération.

Summanry

Microbial spoilage of refrigerated beef stored at 4 °C depended on the type of packaging.
The microbial flora of aerobically stored beef consisted mainly of pseudomonads. After 6
days of storage with total viable counts of 10° cfu cm™ and the occurrence of off-flavours,
the beef could be considered spoiled. A significant increase of the concentration of ammonia
could only be detected after this time. Crossections of the meat were made for the analysis
of ammonia concentration profiles. It was observed that ammonia was produced by bacteria
on the meat surface and only slowly diffused towards the centre of the meat. The flora of
beef packaged under vacuum was dominated by lactic acid bacteria. They were responsible
for the sensorically detectable acidification of the meat. Off-flavours, signifying spoilage,
occurred after 14 days of storage even though the maximum total viable counts were already
reached after 7 days. An increase of the concentration of ammonia could not be observed.
According to these results, ammonia is not a suitable indicator of the beginning spoilage of
refrigerated stored beef independent of the packaging conditions.
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