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Mitt. Gebiete Lebensm. Hyg. 83, 103-120 (1992)
Eingegangen 6. Januar 1992. Angenommen 13. Januar 1992

Mikrobielle Bildung von Blausdure beim Verderb von

kiihlgelagertem Rindfleisch

Microbial Formation of Cyanic Acid during Spoilage
of Refrigerated Stored Beef

Silke Meyns, Jobanna Lott Fischer und W. Schmidt-Lorenz
Institut fiir Lebensmittelwissenschaften, Eidg. Technische Hochschule, Ziirich

Einleitung

Bei der Kiihllagerung von unverpackten Rindfleischstiicken in Exsikkatoren
zwecks Erfassung der dabei gebildeten fliichtigen Stoffe trat nach einigen Lagerta-
gen beim Offnen der Exsikkatoren immer wieder ein Geruch nach bitteren Man-
deln auf. Der Blausidurenachweis mit Gaspriifrohrchen war oft positiv.

Die Bildung von Blausiure durch Mikroorganismen in Kulturmedien ist ausser
von einigen Pilzen vor allem von verschiedenen Pseudomonaden sowie von
Chromobacterium violaceum bekannt (1). Bei Lebensmitteln ist die Blausaurebil-
dung durch Bakterien bisher nur bei lingerer Kithllagerung von mit Pseudomona-
den beimpftem Schlachtgefliigel, nicht aber bei anderen Fleischarten bekannt (2).
Da aerob kiihlgelagertes Rindfleisch hauptsichlich durch Bakterien der Gattung
Psendomonas verdirbt, war anzunehmen, dass auch die bei Rindfleisch nachgewie-
sene Blausiure durch Pseudomonaden gebildet wurde. Dies istinsofern interessant,
da am Verderb von aerob gelagertem Rindfleisch nach bisheriger Kenntnis (3)
hauptsichlich nicht fluoreszierende Pseudomonaden des Typs Psexdomonas frag:
beteiligt sind. Als Blausdurebildner sind bis jetzt aber ausschliesslich fluoreszieren-
de bzw. andere pigmentbildende Psexdomonas-Arten beschrieben (4).

Ziel dieser Arbeit war es, die Blausiurebildung in Rindfleisch wihrend der
Kuhllagerung zu verfolgen und die fiir die Blausaurebildung verantwortlichen
Bakterienarten zu bestimmen.

Material und Methoden

Untersuchtes Rindfleisch

Es wurde immer das gleiche Teilstiick, die Unterspilte (M. glutacobiceps),
verwendet, das am Tage des Zerlegens (3 Tage nach der Schlachtung) im Labor in
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6 bis 8 ca. 500 g schwere Stiicke zerteilt wurde. Diese wurden entweder aerob im
Exsikkator oder anaerob in einer Vakuumpackung bei 4 °C eingelagert. Im Laufe
der Lagerung wurden Oberflichenschichten von 0,5 cm Dicke und 10 cm? Fliche
entnommen und fiir die Koloniezahlbestimmungen mit Verdiinnungslésung im
Stomacher homogenisiert (5).

Mikrobiologische Untersuchungen

Koloniezahlbestimmungen

Die Bestimmung der Koloniezahlen erfolgte mit Hilfe des Selektivplattenver-
fahrens. Die Gesamtkoloniezahlen wurden mit Hilfe von PC-Agar (BBL 11638)
bestimmt, die der Pseudomonaden mit GSP-Agar (Merck 10230), die Enterobac-
teriaceen-Zahlen mit VRBG-Agar (Oxoid CM485). Die Koloniezahlen der Milch-
saurebakterien sowie von Brochothrix thermosphacta wurden mit MRS-Medium
(Merck 10660) bzw. mit SNaPP-Medium (5) ermittelt.

Nachweis der Blausiurebildung bei Pseudomonaden

Bei einer Lagerreihe wurden am 7. und am 10. Lagertag von geeigneten Kolo-
niezdhlplatten des Psendomonas-Selektivmediums (GSP-Agar) Isolate von jeweils
50 Kolonien gewonnen und auf folgende Merkmale gepriift: Morphologie, Beweg-
lichkeit, Aminopeptidase (6), Oxidase (7), Katalase und Glucoseverwertung (O/F-
Test) nach Hugh und Leifson (8).

Zur Prifung der Fahigkeit zur Blausaurebildung wurden von Vorkulturen in
PC-Bouillon jeweils 0,1 ml in Fleischextraktbouillon und Hackfleischbouillon
Uberimpft (Tabelle 1).

Tabelle 1. Zusammensetzung der verwendeten Nihrmedien zum Nachweis der
Blausdurebildung bei Pseudomonaden

Fleischextraktbouillon:

—5 g Fleischextrakt (Merck 3979)

-1g Glucose

-8g NaCl

mit aq. dest. ad 1000 ml

jeweils 5 ml in Rohrchen mit Schraubdeckel abfiillen und bei 121°C 15 min sterilisieren

Hackfleischbouillon:

- 8¢ NaCl
mit aq. dest. ad 1000 ml

—5 ml der Lésung in ein Rohrchen mit Schraubdeckel geben und jedes Rohrchen mit
1 g Rinderhackfleisch versehen

— anschliessend bei 121°C 15 min sterilisieren
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Nach der Beimpfung wurde in jedes Rohrchen 1 cm eines Cyanidteststreifens
gegeben (Cyantesmo, Macherey-Nagel Nr. 90604). Es handelte sich dabei um
hydrophobes Testpapier, welches von der Bouillon nicht benetzt wurde und des-
halb mit einer Kante auf der Oberfliche der Losung auflag oder 1 bis 2 mm
eintauchte. Beim Vorhandensein von Blausidure verfirbte sich das Testpapier blau
(Berliner Blau-Reaktion), wobei die Reaktion besonders gut an der Grenzfliche
Losung/Gasraum erkennbar war. Laut Angaben des Herstellers sind Konzentra-
tionen bis 0,2 mg 1" HCN und noch darunter nachweisbar. Bei Konzentrationen
<0,2 mg "' HCN ist eine lingere Einwirkungszeit erforderlich, z. B. iiber Nacht.

Die mit dem Testpapier versehenen Kulturen wurden bei 20 °C maximal 12 Tage
bebriitet. Kulturen, bei denen sich das Testpapier nach 12 Tagen noch nicht verfarbt
hatte, wurden als blausidurenegativ gewertet.

Identifizierung der blausiurebildenden Psendomonaden

Alle blausdurepositiven Isolate wurden auf insgesamt 17 Merkmale (3, 9) ge-
prift. Diese Tests wurden mit 24 bis 48 h in PC-Bouillon bzw. auf PC-Agar (BBL
11638) bei 20 °C vermehrten Kulturen durchgefiihrt.

— Arginin-Dihydrolase (10)

— Gelatinase (11)

— Intrazellulire Speicherung von Poly-B-Hydroxybuttersiure (PHB, nach 12;
modifiziert nach 13)

— Bildung von fluoreszierenden Pigmenten (14)

— Hydrolyse von Tween 80 (11)

— Stirke-Hydrolyse (11)

— Wachstum bei 41 °C in PC-Bouillon

— Verwertung verschiedener Substanzen als einzige C-Quelle (15):
Dem Grundmedium wurden nach der Sterilisation jeweils 0,2% der folgenden
Stoffe zugesetzt: D(+)-Glucose, D(+)-Fructose, D(-)-Ribose, Maltose, Treha-
lose, myo-Inosit, bzw. 0,1% D(-)Weinsdure, meso-Weinsiure, Mesaconsiure
und Itaconsiure. Bei Sdurezusatz wurde, sofern notwendig, der pH-Wert der
fertigen Medien mit NaOH auf ca. 6,5 eingestellt.

Methoden zur Bestimmung der Blausiure

Nachweis mit Gaspriifrobrchen

Blausiure liess sich im Gasraum der Exsikkatoren, in denen das Rindfleisch
gelagert wurde, mit Hilfe von Gaspriifrohrchen der Firma Driger AG (Lubeck)
nachweisen. Die Versuchsanordnung entsprach im wesentlichen der von Ganten-
bein-Demarchi (16) beschriebenen. Der Exsikkator war am Deckel und an der Seite
mit Hihnen versehen. Am Deckel wurde das Rohrchen Blausaure 2/a (CH 25701)
tber ein Schlauchverbindungsstiick an den Hahn angeschlossen. Gemiss den
Vorschriften der Firma Drager wurde mit Hilfe einer automatischen Balgpumpe
(Quantimeter, Driger AG), die 100 ml Gas pro Hub fordert, die Luft aus dem
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Exsikkator durch das Driager-Réhrchen gesaugt. Am seitlichen Eingang wurde
Raumluft tiber eine mit Aktivkohle gefiillte Pasteurpipette nachgefiihrt. Bei der
Reaktion bildete sich aus Blausiure und Quecksilber(II)-chlorid Salzsiure, die
wiederum mit dem pH-Indikator Methylrot eine Rotfirbung ergab. Eventuell
storender Schwefelwasserstoff konnte wihrend der Lagerung von Rindfleisch nicht
nachgewiesen werden, so dass falsch positive Ergebnisse nicht zu erwarten waren.
Der Messbereich des Rhrchens betrug 2 bis 30 ppm Blausiure.

Destillation der Blausdiure

Die Blausiure musste aus dem Fleisch destillativ abgetrennt werden. Die ver-
wendete Methode folgte im wesentlichen der Bestimmung von Cyaniden nach den
Deutschen Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung
(17).

Jeweils zwei 0,5 cm dicke Oberflichenschichten von zusammen 10 bis 12 g
Gewicht und 20 cm? Fliche wurden mit einer Kiichenschere vorzerkleinert und
mit30 ml 0,1 M NaOH auf hochster Stufe miteinem Ultra-Turrax (Janke & Kunkel)
bis zur vollstindigen Zerkleinerung homogenisiert (ca. 15 bis 30 s). Die Masse
wurde sodann in einen 500-ml-Dreihalskolben tiberfiihrt, Stab und Becherglas mit
insgesamt 20 ml 0,1 M NaOH abgespiilt und diese mit der Fleischmasse vereinigt.
Nach Zugabe von 10 ml 0,1 M EDTA-Losung in 0,1 M NaOH, Glasperlen und
eines Tropfens Silicon-Antischaummittel (Fluka 85390) wurde der Kolben an einen
Riickflusskiihler angeschlossen, an deren Kopf sich das in (17) beschriebene Ab-
sorptionsgefiss, gefiillt mit 10 ml 0,1 M NaOH, befand. Ein Tropftrichter, gefullt
mit 60 ml 1 M HCI, wurde auf einen Seitenhals des Kolbens gesetzt, in den anderen
kam ein Einleitungsrohr, das bis in die Losung eintauchte und welches mit einer
Stickstoff-Flasche verbunden war. Anschliessend wurde in die Fleischlosung ein
Stickstoffstrom von 200 ml min™ eingeleitet und die Salzsiure zugetropft. Die
Loésung wurde mit dem Stickstoffstrom 1 h unter Rickfluss destilliert. Danach
wurde die Natronlauge aus dem Absorptionsgefass in einen 25-ml-Messkolben
Uberspiilt und zur Photometrie eingesetzt.

Die Wiederfindungsraten nach Zusatz von Kaliumcyanid zu Fleischhomogeni-
saten betrugen 95 bis 100%.

Photometrische Bestimmung der Blausiure

Die Blausdure in der durch Destillation erhaltenen Absorptionslosung wurde
mit Hilfe von verschiedenen photometrischen Methoden quantitativ bestimmt.
Eine Methode zur photometrischen Bestimmung von Cyaniden ist in den Deut-
schen Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser- und Schlammuntersuchung (17)
beschrieben. Es handelt sich um die Umsetzung von Blausdure mit aktivem Chlor
zu Chlorcyan. Dieses reagiert weiter mit Pyridin in Gegenwart von Wasser unter
Bildung von Glutacondialdehyd. Der Aldehyd wird durch Kondensation mit
Barbitursdure zu einem violetten Polymethinfarbstoff umgesetzt, dessen Absorp-
tion bei A = 578 nm ein Mass fiir die urspringliche Blausdurekonzentration ist.
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Mit Hilfe dieser Methode wurde eine Eichkurve in einem Konzentrationsbe-
reich von 80 bis 1000 pug Cyanid 1'! aufgestellt. Die Bestimmungsgrenze lag bei
100 pg Cyanid I'! Messlosung, darunter verlief die Eichkurve nicht mehr linear. Das
bedeutet beim Einsatz von 10 g Fleisch eine Bestimmungsgrenze von 250 ng
HEN «

Zusitzlich zum konventionellen Verfahren nach DEV (17) wurde die Schnell-
methode «Spectroquant» der Firma Merck (Nr. 14800) erprobt. Diese Methode
beruhte auf dem gleichen Prinzip wie die Vorschrift nach DEV, nur wurden die
Reagenzien in fester Form dosiert (ausgenommen Pyridin). Statt Barbitursdure
wurde 1,3-Dimethylbarbitursiaure verwendet. Die Durchfithrung der Bestimmung
erfolgte nach der Vorschrift des Herstellers.

Es wurde eine Eichkurve im Konzentrationsbereich von 20 bis 300 ug Cyanid
I"! Messlosung bestimmt. Die Bestimmungsgrenze lag bei 20 pg Cyanid I'! Mess-
losung. Das entsprach bei einem Probeneinsatz von 10 g Fleisch einer Bestim-
mungsgrenze von 50 ng g‘l.

Ergebnisse

Mikrobiologische Untersuchungen

Zusammensetzung der Verderbsflora

Wahrend der offenen Lagerung des Rindfleisches im Exsikkator erfolgte eine
starke Vermehrung der Bakterien, vor allem der Pseudomonaden. Sie machten
weitaus den grossten Anteil der Verderbsflora aus. Daneben war eine Vermehrung
von Milchsaurebakterien, Brochothrix thermosphacta und Enterobacteriaceen
nachweisbar. Der Verderbsbeginn war sensorisch durch das Auftreten von siuer-
lich muffigen Gertichen nach 7 Tagen erkennbar.

Bei Lagerung in der Vakuumpackung trat der Verderb erst nach etwa 14 Tagen
ein. Die Verderbsflora wurde hier von Milchsaurebakterien dominiert.

Blausiurebildende Pseudomonaden

In einer Lagerreihe wurden am 7. und am 10. Lagertag von den Koloniezdhlplat-
ten des Psendomonas-Selektivmediums (GSP-Agar) je 50 Isolate gewonnen und auf
Blausaurebildung geprift. Von den am 7. Lagertag isolierten Pseudomonaden
bildeten 12% (7 = 6) Blausidure in jeweils beiden Fleischbouillons (Tabelle 2). Bei
zwei Isolaten erfolgte eine sehr intensive Fiarbung des Testpapiers und damit eine
besonders starke Blausaurebildung. Von den am 10. Lagertag isolierten Pseudomo-
naden waren 20% (7 = 10) Blausaurebildner. Bei sechs der zehn Stimme wurde
nicht immer in beiden Fleischbouillons gleichzeitig Blausaure gebildet.

Die blausaurepositiven Isolate wurden auf 17 Merkmale geprift (Tabelle 2). Alle
16 blausaurebildenden Isolate konnten Glucose und Fructose als alleinige C-Quelle
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Alle Isolate positiv: Verwertung von Glucose und Fructose als alleinige C-Quelle.
Alle Isolate negativ: Bildung von fluoreszierenden Farbstoffen, intrazellulire Anreicherung von Poly-B-Hydroxybuttersiure,
Wachstum bei 41°C, Hydrolyse von Stirke und Tween 80, Verwertung von Maltose und D-Tartrat als alleinige C-Quelle.



verwerten. Bei allen Isolaten waren folgende Merkmale negativ: die Bildung von
fluoreszierenden Farbstoffen, die intrazellulire Anreicherung von Poly-B-Hy-
droxybuttersiure, das Wachstum bei 41 °C, die Hydrolyse von Stirke und
Tween 80 sowie die Verwertung von Maltose und D-Tartrat als alleinige C-Quelle.

Am 7. Lagertag konnte ein blausdurebildendes Isolat Cluster 1 zugeordnet
werden. Die Eigenschaften von 3 Isolaten trafen auf Cluster 2 zu. Zwei Isolate, die
besonders stark Blausiure bildeten, konnten in Cluster 3 gruppiert werden.

Beidenam 10. Lagertagisolierten blausaurebildenden Pseudomonaden konnten
9 von 10 Isolaten in Cluster 1 gruppiert werden und nur ein Isolat in Cluster 2.

Chemische Bestimmung von Blausiure in Rindfleisch

Blausduregehalte in Rindfleisch wahrend der Lagerung

Blausiure wurde nur bei aerob gelagertem Rindfleisch gebildet. Bei vakuum-
verpackt gelagertem Rindfleisch war in sechs verschiedenen Lagerreihen weder
sensorisch noch chemisch-analytisch Blausdurebildung auch in sehr spiten Lager-
stadien nachweisbar.

Bei aerob gelagertem Rindfleisch konnte Blausaurebildung sensorisch nur bei
tinf der insgesamt 11 verschiedenen Lagerreihen beobachtet werden. Wenn Blau-
saure sensorisch nicht erkennbar war, fiel auch ein chemischer Blausiurenachweis
sowohl mit Gaspriifréhrchen als auch nach Destillation und photometrischer
Bestimmung negativ aus.

Abbildung 1 zeigt die Blausiduregehalte von aerob gelagertem Rindfleisch. An-
gegeben 1st der Mittelwert aus zwei Lagerreihen. Am 7. Lagertag war sensorisch ein

iy Gesamtkoloniezahl 9
-8
0.6 A
bl -
o
i -6«
9]
0.4 ~ é
o
= M
(@)
o
o 3
30.2 A S
-2
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B R e e
Lagertage

Abb. 1. Blausiuregehalte und  Gesamtkoloniezahlen von 0,5 cm  dicken
Oberflachenschichten von offen im Exsikkator bei 4 °C gelagertem Rindfleisch
(Mittelwert aus zwei Lagerreithen)
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erster leichter Verderbsgeruch erkennbar, der mit siuerlich muffig umschrieben
wurde. Die Gesamtkoloniezahl sowie die Zahl der Pseudomonaden betrug etwa
2 x 10" KBE cm™. Zu diesem Zeitpunkt war Blausiure weder sensorisch noch
chemisch nachweisbar.

Am 10. Lagertag war Blausdure sensorisch deutlich erkennbar. Ausserdem war
ein leicht muffiger Geruch sowie ein starker Buttergeruch zu bemerken. Auf der
Fleischoberfliche waren Kolonien und Schleim sichtbar. Das Fleisch war zu diesem
Zeitpunkt eindeutig verdorben. Die Gesamtkoloniezahlen und die der Pseudomo-
naden lagen deutlich iiber 10° KBE ¢cm™. Chemisch konnte Blausiure mit einem
Gehalt von 0,3 ug g™'in 0,5 cm dicken Oberflichenschichten bestimmt werden.

Am 14. Lagertag war Blausiure sensorisch nur noch schwach erkennbar. Dane-
ben traten relativ starke Gertiche nach Butter und Kise auf. Der Blausiuregehalt
hatte sich mit 0,8 ug g gegeniiber dem 10. Lagertag mehr als verdoppelt. Die
Gesamtkoloniezahlen und die Zahl der Pseudomonaden waren hingegen etwa bei
107 KBE cm™ verblieben.

Blausauregehalte im Fleischquerschnitt

Abbildung 2 zeigt den Verlauf der Blausiurekonzentration im Querschnitt
durch ein Stiick Rindfleisch. Dieses Profil wurde am 14. Lagertag von aerob

- -1
10 g Cyanid g 10
] 14 Tage|
20.8 1 085
Q 4 - Q]
E =5
T 0.6 0.6 ®
a i |
O ®
0.4 0.4 3,
(4] prL
= L {2
(03] O
80.2 L0255
0):/@) I 0.0
0 1 2 3 4 5

Fleischtiefe (cm)

Abb. 2.  Konzentrationsprofil der Blausiure durch ein 5 cm dickes Fleischstiick wihrend der
offenen Lagerung im Exsikkator bei 4 °C nach 14 Lagertagen

gelagertem Fleisch aufgenommen. Es wurde deutlich, dass Blausiure, ebenso wie
Ammoniak, an der Fleischoberflache entstand. Es bildete sich ein Konzentrations-
gefille in Richtung Fleischzentrum aus. Auch im Zentrum selbst war noch Blau-
sdure, wenn auch in geringen Mengen, nachweisbar.
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Diskussion

Blausiaurebildende Pseudomonaden

Blausiure ist ein starkes Zellatmungsgift. Sie blockiert das Enzym Cytochrom-
oxidase und damit die Schlussreaktion der mitochondrialen Atmungskette. Ausser
der Cytochromoxidase werden noch eine ganze Reihe weiterer Enzyme durch
Blausiure gehemmt (18). Blausiure selbst sowie ihre Vorldufersubstanzen kommen
in Pflanzen hiufig vor.

Die Bildung von Blausiure ist bei Mikroorganismen sowohl von Pilzen als auch
von Bakterien seit Beginn des Jahrhunderts bekannt (1). Bei Bakterien wurde die
Bildung von HCN durch verschiedene pigmentbildende Pseudomonaden wie
Pseudomonas fluorescens, P. aeruginosa, P. aureofaciens und P. chlororaphis beob-
achtet (4). Andere fluoreszierende Pseudomonaden wie P. putida und P. cichori
bildeten keine Blausiure. Ausser bei diesen Pseudomonaden wurde die Fahigkeit
zur Bildung von Blausiure nur noch von Chromobacterium violaceum beschrieben

(4)-

Bedingungen und Mechanismus der Blausiurebildung

Lorck (19) war der erste Autor, der zeigen konnte, dass die optimale HCN-Pro-
duktion durch Psexdomonas aeruginosa vom Zusatz von Glycin zum Kulturmedi-
um abhingig ist. Michaels und Corpe (20) beobachteten, dass Chromobacterium
violaceum die grossten Blausiuremengen wihrend der exponentiellen Vermeh-
rungsphase bildeten und Glycin und Methionin im Kulturmedium die Bildung von
HCN verstirkten. Nach Castric (21) stimuliert ein Zusatz von Fe’* die Bildung von
HCN. Castric et al. (22) beobachteten, dass HCN von Pseudomonas aeruginosa
erstmals wihrend des Ubergangs von der exponentiellen zur stationdren Phase
gebildet wurde. Die Bildung von HCN blieb konstant wihrend der stationdren
Phase. Dieses Ergebnis wird auch von Askeland und Morrison (23) bestatigt.
Parallel zu ihren Untersuchungen wurde von Castric et al. (22) die Fihigkeit von
zellfreien Extrakten zur Bildung von HCN iiberpriift. Dabei ergab sich, dass diese
bereits wihrend der lag- und der frithen log-Phase in der Lage waren, kleine
Mengen HCN zu bilden. Ein massiver Anstieg der HCN-Bildungskapazitat war
inmitten der exponentiellen Phase zu beobachten. Die tatsichliche HCN-Bildung
der Zellen wurde zeitversetzt erst wihrend der spiteren log-Phase beobachtet.
Nach Erreichen der stationiren Phase sank die HCN-Bildungskapazitit des zell-
freien Extraktes rasch auf Null.

Bei den vorliegenden Versuchen mit Rindfleisch wurde ebenfalls gefunden, dass
FHICN erst nach 10 Lagertagen wihrend der stationiren Vermehrungsphase der auf
dem Fleisch wachsenden Mikroorganismen gebildet wurde. Das «Kulturmedium»
Rindfleisch bietet geniigend Glycin sowie Fe?* bzw. Fe’*, so dass fiir die Mikroor-
ganismen die Voraussetzungen fiir eine Bildung von Blausdure erfiillt waren.

Die Bildungswege der Blausiure in der Bakterienzelle sind nicht endgilug
aufgeklirt. Michaels etal. (24) konnten nachweisen, dass das von Chromobacterium
violaceum freigesetzte Cyanid aus der Aminomethylgruppe des Glycins stammte.
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Bei der bakteriellen Oxidation des Glycins wurden als Endprodukte dquimolare
Mengen HCN und CO; gebildet. Michaels et al. (24) und Wissing (25) schlagen fiir
die Bildung der Blausdure aus Glycin verschiedene Wege vor (Abb. 3).

Nach Wissing (25) wird fir die Cyanogenese Sauerstoff oder ein anderer Elek-
tronenakzeptor benétigt. Unter anaeroben Bedingungen produzierten Zellen von
Psendomonas sp. praktisch keine Blausaure. Beim Zusatz von Sauerstoff zur At-
mosphire setzte sofort die HCN-Bildung ein. Im Gegensatz dazu fand Castric (4)
beim Wachstum von Pseudomonas aeruginosa in synthetischen Medien auch noch
bei niedrigen O,-Konzentrationen (0,015 uMol O,) HCN-Produktion.

In der vorliegenden Untersuchung wurde festgestellt, dass unter anaeroben
Bedingungen in der Vakuumpackung ebenfalls keine Blausaure gebildet wurde.
Dies kann einerseits tatsdchlich mit der anaeroben Atmosphire zusammenhingen.
Andererseits machten bei Lagerung des Fleisches in der Vakuumpackung die
Pseudomonaden nur einen geringen Teil der Verderbsflora aus, so dass die Anzahl
der potentiellen HCN-Bildner um 3 bis 4 Zehnerpotenzen niedriger war als bei der
aeroben Lagerung.

COOH COOH
0, H0 ] H,0 CO,
H,N-C=0 — C 2%, HEN
Michaels et al.
(1965)
(l)OOH
HoN-CHp
COOH
2H | 2H CO,
HN=CH —= = > HCN Wissing(1974)

Abb. 3. Blausaure-Bildung in der Bakterienzelle nach Michaels et al. (24) und Wissing (25)

Identifizierung der blausaurebildenden Pseudomonaden

Der Verderb von aerob kihlgelagertem Rindfleisch wird durch Pseudomonaden
verursacht. Uber die taxonomische Stellung dieser Pseudomonaden ist bisher
relativ wenig bekannt. Kleeberger (26), Shaw und Latty (3, 9) sowie Molin und
Ternstrom (27, 28) fanden, dass es sich bei der Mehrheit der von verschiedenen
Fleischarten isolierten Pseudomonaden um nicht fluoreszierende Arten des Typs
Psendomonas fragi handelte. Shaw und Larty (3) konnten bei den von aerob
verdorbenem Rind- und Schweinefleisch isolierten Pseudomonaden nach Bestim-
mung zahlreicher biochemischer Merkmale 4 Cluster unterscheiden. Alle von
Shaw und Larty isolierten Stimme (3) wuchsen bei 4 °C und nicht bei 41 °C,
reicherten Poly-B-Hydroxybuttersdure intrazellulir nichtan, konnten Starke nicht
hydrolysieren und konnten u. a. Glucose als einzige C-Quelle verwerten. Diese
Eigenschaften waren auch bei den hier untersuchten blausiurebildenden Pseudo-
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monaden gegeben. Organismen, die Poly-B-Hydroxybuttersiure nicht anreichern,
werden von Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (13) der Gruppe Psexdo-
monas aeruginosa, P. putida, P. fluorescens, P. stutzeriund P. mendocina zugeordnet.
Die weiteren Merkmale dieser Arten entsprachen aber nicht den Testergebnissen
der blausdurebildenden Pseudomonaden.

Eine gute Ubereinstimmung war dagegen mit den von Shaw und Latty (3)
vorgeschlagenen Cluster-Typen gegeben (Tabelle 2). Tabelle 3 zeigt die Kriterien
fur die Einteilung in die Cluster-Typen.

Bei Cluster 1und 2 handelte es sich fast ausschliesslich um nicht fluoreszierende
Stimme mit ihnlichen Eigenschaften. Cluster 1 und 2 wurden durch das Muster
der C-Quellen-Verwertung unterschieden. Die Stimme aus Cluster 2 waren in der
Lage, Trehalose, Itaconsdure, Mesaconsdure und meso-Weinsaure zu verwerten. In
Cluster 2 war nach Shaw und Latty (3) auch der Typstamm P. fragi (NCIB 8542)
enthalten, weshalb sie Cluster 2 mit P. fragi bezeichneten. Die Isolate in Cluster 1
verhielten sich sehr ihnlich, hatten aber ein anderes C-Quellen-Verwertungsmu-
ster. Shaw und Latty (3) bezeichneten deshalb Cluster 1 als Biotyp von P, frag:.

Molin und Ternstrém (27) kamen zu ihnlichen Ergebnissen wie Shaw und Latty
(3). Die von Molin und Ternstrém untersuchten Pseudomonaden stammten von
verschiedenen Fleischarten, iberwiegend von Rind- und Schweinefleisch. Sie teil-
ten die Isolate nach 174 biochemischen und physiologischen Merkmalen in insge-
samt 15 Cluster ein. Die von den Autoren als Cluster 1 definierte Gruppe wurde
als Psendomonas fragi bezeichnet, da in diesen Cluster auch der Typstamm P, frag:
ATCC 4973 fiel. Dieser Cluster 1 entspricht in etwa dem von Shaw und Latty (3)

Tabelle 3. Merkmale von 4 Clustern der von kithlgelagertem Rindfleisch isolierten
Pseudomonaden nach Shaw und Latty (3)

Cluster
Merkmal 1 2 3 4

Fluoreszierendes Pigment —(3) —(4) d(72) +
Arginindihydrolase d(53) +(94) + -
Gelatinehydrolyse d(31) d(24) + —
Tween-80-Hydrolyse —(3) —(4) : d(e1) -
Verwertung von:

D-Ribose + + d(44) +
Trehalose d(18) + d(66) +
myo-Inosit +(90) d(20) + +
Mesaconsaure - + — -
[taconsadure —(9) +(98) —(6) -
meso-Weinsiaure d(13) e - d(20)

+ = 90 bis 100% der Stimme zeigten eine positive Reaktion.

— = 0 bis 10% der Stimme zeigten eine positive Reaktion.

d = variable Reaktion. (Die Zahlen in Klammern geben den prozentualen Anteil der
positiven Stamme wieder.)
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beschriebenen Cluster 2. Ein zweiter von Molin und Ternstrom (27) definierter
Cluster 2, wobei 48% dieser Isolate fluoreszierende Pigmente bildeten, unterschied
sich sowohl von P, fragi als auch von P, fluorescens. Dieser Cluster dhnelte sehr dem
von Shaw und Latty (3) beschriebenen Cluster 3. In einer weiteren Arbeit von
Molin und Ternstrom (28) machten Pseudomonaden des Typs P, fragi den Grossteil
der wiederum hauptsachlich von Rind- und Schweinefleisch isolierten Stimme aus.
Die Autoren bezeichneten diese Isolate als Cluster 1 bzw. P. fragi-Komplex. Dieser
P. fragi-Komplex wurde noch weiter in die Subcluster A und By bis B3 unterteilt.
Sie nennen den Subcluster A, in den die meisten Stimme gruppiert wurden, P frag:
in sensu stricto. Dieser Subcluster stimmt sehr gut mit dem P, fragi genannten
Cluster 2 von Shaw und Latty (3) tiberein. Die Subcluster B und B, entsprechen
sehr gut dem Cluster 1 von Shaw und Latty (3). In Subcluster Bs gruppierten Molin
und Ternstrom (28) die fluoreszierenden Stimme. Aufgrund der vorgenommenen
Tests meinen die Autoren, die Subcluster By, B, und B3 als Biovarietaten von P, fragi
bezeichnen zu konnen, was sich aber genetisch nach DNA-DNA-Hybridisierung
nicht bestitigen liess.

Von den 16 Stimmen der hier isolierten Blausdurebildner konnten 14 den
Clustern 1 und 2 nach Shaw und Latty (3) zugeordnet werden. Es handelte sich
dabei also um Psendomonas fragi bzw. um P. fragi-ahnliche Stimme. Damit wird
die Eigenschaft der Fihigkeit zur Bildung von Blausiure erstmalig fiir . fragi bzw.
tiir nicht fluoreszierende Pseudomonaden beschrieben.

Fluoreszierende Pseudomonaden, deren Vorkommen auf Fleisch auch in der
Literatur dokumentiert ist (29, 30), machten bei Shaw und Latty (3) nur 21% der
isolierten Stimme aus. Sie bildeten aus diesen Stimmen die Cluster 3 und 4, wobei
die Isolate in Cluster 3 nur zu 78% fluoreszierende Pigmente produzierten. Die
Isolate dieses Clusters dhnelten Psendomonas fluorescens, konnten aber mit keinem
der von Stanier et al. (31) beschriebenen Biotypen in Uberelnstlrnmung gebracht
werden. Unter den Blausiurebildnern konnten am 10. Lagertag zwei Vertreter des
Clusters 3 isoliert werden, die kein fluoreszierendes Pigment, aber besonders stark
Blausiure bildeten. Gute Ubereinstimmung ihrer Eigenschaften liess sich allerdings
mit der von Molin und Ternstrém (32) neu beschriebenen Art Psendomonas lun-
densis feststellen.

Von Cluster 4 isolierten Shaw und Latty (3) lediglich 5 Stimme von einer
Fleischprobe. Auch in einer spiteren Arbeit (9) fanden sie keine Vertreter dieses
Clusters, so dass es sich offensichtlich um eine selten vorkommende Art handelt.
Auch unter den Blausiurebildnern befand sich kein Vertreter dieses Clusters.

Methodische Aspekte bei der Bestimmung von Blausdure

Destillation

Fiir die Analyse von Blausdure in Rindfleisch mussten Methoden angewandt
werden, die fiir die Bestimmung von Blausidure in Wasser vorgesehen sind und die
deshalb fiir die Anwendung bei Rindfleisch zu modifizieren waren. Aus Vorversu-
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chen hatte sich ergeben, dass die Blausiure in jedem Fall mit Hilfe einer Destillation
aus dem Fleisch abgetrennt werden musste. Eine direkte Bestimmung mit Hilfe
einer cyanidsensitiven Elektrode (Orion 94-06) war nicht moglich, da Fleischin-
haltsstoffe stark storten. Insbesondere die geringen im Fleisch enthaltenen Mengen
an Chlorid reagierten mit der Silbermembran der Elektrode. Da nach einer Destil-
lation der Arbeitsaufwand fiir die Bestimmung des Cyanids mit Hilfe der ionen-
sensitiven Elektrode gleich hoch war wie fir die photometrische Bestimmung, fiel
die Entscheidung zugunsten der empfindlicheren und einfacher zu handhabenden
Photometrie.

Die Destillationsmethode wurde durch Zusitze bekannter Mengen von Kali-
umcyanid zu frischen Fleischproben, die keine Blausiure enthielten, iiberprift.
Dabei ergab sich, dass die Wiederfindungsraten, die nach der Destillation mit Hilfe
der photometrischen Methode nach DEV (17) bestimmt wurden, nur um 40%
lagen. Offensichtlich wurde die Blausiure im Fleischhomogenisat zuriickgehalten
und konnte nicht mit Stickstoff ausgetrieben werden.

Da Blausiure z. B. mit Eisen recht stabile Metallkomplexe bildet, wurde ver-
sucht, deren Bildung mit EDTA-Losung zu verhindern, da EDTA Cyanide aus
deren Komplexen mit Metallen verdringt. Nach dem Zusatz von EDTA zur
Destillationslésung konnten tatsiachlich befriedigende Wiederfindungsraten gefun-
den werden. Bei einem Zusatz von 4 ug Cyanid zu 10 g Fleisch (entsprechend
20 cm?) wurden 95 bis 100% wiedergefunden. Als Destillationszeit war eine Stunde
notwendig, da nach 30 min nur rund 70% des Zusatzes wiedergefunden wurden.
Beim Aufbewahren der Standard- und Absorptionslésungen in Glasgefdssen wur-
den schon nach kurzer Lagerzeit Verluste festgestellt. Nach dem Umlfiillen der
Losungen in Polyethylengefisse trat dieser Effekt nicht mehr auf.

Photometrische Bestimmung der Blausaure

Die mit der konventionellen photometrischen Methode nach DEV (17) be-
stimmte Eichkurve (Abb. 4) zeigte eine gute Korrelation. Die Bestimmungsgrenze
lag bei 100 pg Cyanid I'! Messlésung, was bei einer Fleischprobe von 10 g eine
Bestimmungsgrenze von 250 ng HCN g! bedeutet. Bei kleineren Werten verlief
die Eichgerade dann nicht mehr linear.

Die Schnellmethode «Spectroquant» zur Bestimmung von Blausidure bot ver-
schiedene Vorteile gegentiber der konventionellen photometrischen Methode nach
DEV. Zunichst war die Empfindlichkeit der Schnellmethode um etwa das Flintfa-
che gegentiber der konventionellen Methode erhoht.

Das ergab sich aus der Dosierung der Reagenzien in fester Form (ausser Pyri-
din), wodurch der Verdiinnungseffekt durch Reagenzienlésungen entfiel. Auchim
Konzentrationsbereich unter 100 pg Cyanid I"! Messlosung verlief die Eichgerade
linear (Abb. 5). Thre Korrelation mit einem Koeffizienten von r = 0,9998 war sehr
gut.

Die Bestimmungsgrenze lag bei 20 pg Cyanid I'! Messlésung. Bei einem Pro-
beneinsatz von etwa 10 g Fleisch (entsprechend 20 c¢cm?) entsprach das einer
Bestimmungsgrenze im Fleisch von 50 ng g™
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Ausser der erhohten Empfindlichkeit bot die Methode «Spectroquant» noch
einige Vorteile. Da 1,3-Dimethylbarbitursiure besser 16slich ist als die Barbitursau-
re selbst, konnte die Zugabemenge dieses Stoffes gesteigert werden, was zu einer
Erhéhung der Reaktionsgeschwindigkeit fiihrte. Dadurch lief die Reaktion in
insgesamt 10 min vollstindig ab, im Gegensatz zu 45 min bei der konventionellen
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Methode. Abgesehen von der Zeitersparnis wurde bei der Schnellmethode nur eine
sehr geringe Menge Pyridin benotigt, wodurch sich die Geruchsbeldstigung auf ein
Minimum reduzierte.

Da sehr niedrige Blausauregehalte im Fleisch zu erwarten waren, fiel die Wahl
der Bestimmungsmethode auf die empfindlichere und einfach zu handhabende
Schnellmethode «Spectroquant».

Blausduregehalte im Fleisch

Wihrend dieser Untersuchung wurde die Bildung von Blausaure erstmalig auf
Rindfleisch nachgewiesen. Die einzigen Angaben in der Literatur iiber die Bildung
von Blausaure bei Lebensmitteln tierischen Ursprungs stammen von Freeman et
al. (2). Die Autoren konnten bei der Kultivierung zweier von Schlachtgetliigel
isolierter Pseudomonas fluorescens-Stimme auf Trypton-Soja-Agar bzw. auf durch
Bestrahlung sterilisiertem Schlachtgefliigel nach Bebriitung wihrend 5 Tagen bei
10 °C die Bildung von Blausiure beobachten. Die Blausdure wurde nach einer
Hochvakuum-Tieftemperatur-Destillation mit Hilfe von kombinierter Gaschro-
matographie-Massenspektrometrie nachgewiesen. Freeman et al. (33) fanden aller-
dings keine Blausiure beim normalen Verderb von Schlachtgetliigel.

Die vorliegende Untersuchung zeigt, dass Blausaure bereits wihrend des nor-
malen aeroben Verderbs von Rindfleisch auftreten kann. Sie wurde nur bei den
ersten fiinf von elf Lagerreihen nachgewiesen, was wahrscheinlich auf unterschied-
liche Psendomonas-Initialfloren zurtickzuftuhren ist.

Blausiure wurde von den Bakterien an der Fleischoberfliache gebildet, und damit
fanden sich auch dort die hochsten Konzentrationen. Sie konnte sowohl sensorisch
als auch chemisch erst nach Beginn des Verderbs von Rindfleisch nachgewiesen
werden, d. h. am 10. Lagertag. Die Bildung von geringen Blausduremengen beim
mikrobiellen Verderb von Rindfleisch hat keinerlei Bedeutung fiir die Praxis, ist
aber von Interesse, da Blausiure bisher in Lebensmitteln tierischer Herkunft unter
normalen Bedingungen nicht nachgewiesen wurde.

Zusammenfassung

Beim Verderb von offen kiihlgelagertem Rindfleisch konnte erstmalig qualitativ und
quantitativ die Bildung von Blausdure nachgewiesen werden. Fiir die quantitative Bestim-
mung wurde die Blausiure destillativ abgetrennt und nach einer Farbreaktion photometrisch
bestimmt.

Im Fleisch war Blausdure erst nach 10 Lagertagen bei 4 °C nachweisbar. Dabei war das
Rindfleisch mit einer Gesamtkoloniezahl von 10° KBE cm™ sensorisch emdeutlg verdorben.
Die Blausiuregehalte nahmen von 0,3 pg g! am 10. Lagertag auf 0,8 pg g™ am 14. Lagertag
Z1.

Im Konzentrationsprofil der Blausiure von oben nach unten durch ein Fleischstiick
waren die Blausidurekonzentrationen in den Fleischoberflichen am hochsten. Die Blausaure
war also ein Stoffwechselprodukt von Pseudomonaden in den Fleischoberflichen. Von 100
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am 7. und am 10. Lagertag aus der Oberflichenschicht isolierten Pseudomonaden zeigten 16
Isolate die Fihigkeit zur Blausaurebildung in zwei verschiedenen Fleischbouillons. 14 Isolate
wurden als Psexdomonas frag: identifiziert. Zwei Isolate dhnelten P. [undensis. Damit wurde
erstmals die Fahigkeit zur Bildung von Blausaure bei nicht fluoreszierenden Pseudomonaden
beobachtet.

Résumé

Lors de I’altération de viande de boeuf, non emballée et entreposée au réfrigérateur, une
formation d’acide cyanhydrique a pu étre mise en évidence pour la premiere fois. La
détermination quantitative de I’acide cyanhydrique par photométrie a été effectuée apres
distillation et réaction colorée.

Dans la viande, I’acide cyanhydrique n’était déceleable qu apres une duree de stockage de
10jours 24 °C. Cette viande, avec un nombre de germes totaux de 10” par cm?, était clairement
detenoree a ’examen organoleptique. Les teneurs en acide cyanhydrique ont augmenté de
0,3 ug g ' au 10° jour de stockage 4 0,8 ug g au 14 jour de stockage

Selon les profils de concentration d’acide cyanhydrique a travers un morceau de viande,
les teneurs en acide cyanhydrique étaient les plus élevées a la surface de la viande. L'acide
cyanhydrique était donc un produit du métabolisme de pseudomonades a la surface de la
viande. 100 pseudomonades ont été isolées de la couche supérieure les 7° et 10° jours de
stockage, dont 16 étaient capables de former de ’acide cyanhydrique dans deux différents
bouillons de viande. 14 bactéries isolées ont été identifiées comme Psendomonas fragi, 2
ressemblaient i P. [undensis. Cest pour la premiére fois que la formation d’acide cyanhydri-
que par des pseudomonades non fluorescentes a été observée.

Summary

During microbial spoilage of aerobically refrigerated stored beef the formation of cyanic
acid could be observed for the first time. The quantitative determination of cyanic acid was
performed photometrically after distillation and colour reaction.

Cyanic acid could not be detected until the 10" day of storage at 4 °C in sensor1cally
already spmled meat with 10° cfu cm™% The contents of cyanic acid increased from 0.3 pg g™
to 0.8 ug g after 14 days of storage.

Concentration profiles showed the highest amounts of cyanic acid at the surface of the
meat. Cyanic acid was therefore a metabolism product of pseudomonads growing at the meat
surface Out of a 100 isolated pseudomonads taken from the surface of the beef on the 7' and
10" day of storage, 16 isolates proved to be capable of forming cyanic acid in two different
meat media. 14 isolates could be identified as Pseudomonas fragi while two isolates resembled
Psendomonas lundensis. Therewith the capability for the formation of cyanic acid could be
observed for the first time for non-fluorescent pseudomonads.
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