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leisch verdirbt schnell. Wenn keine spezifischen MaBnahmen zur Verlingerung der

Haltharkeit und zur Kontrolle pathogener Mikroorganismen ergriffen werden, kann

es rasch zu einem Gesundheitsrisiko fiir den Verbraucher werden. Eine verbesserte
Lagerstabilitiit von Fleischerzeugnissen erreicht man héiufig durch eine Kombination un-
terschiedlicher Konservierungsverfahren. Produkte, die ausreichend durch Trocknung,
Salz und Sure stabilisiert sind, etwa langgereifte Rohwiirste, kinnen auch ohne Kish-
lung oder Erhitzung lingere Zeit aufbewahrt werden. Erhitzte Fleischerzeugnisse ver-
derben wihrend der Kihllagerung weniger schnell, wenn sie zusitzlich durch Salze oder
GenuBisiiuren stabilisiert sind. Die gezielte Kombination solcher Verfahren in der Produkt-
entwicklung ist als ,, Hirdentechnologie” bekannt geworden.

Typische ,Hirden” oder ,Barrie-
ren” sind niedrige pH- und a Werte
[erhdhter Sauregrad und weniger mi-
krobiell verfigbares Wasser). Unter
diesen Bedingungen kénnen viele
Verderbniserreger nicht wachsen. Mi-
krobiologisch gefdhrdet sind vor al-
lem Erzeugnisse, die nur wenige Bar-
rieren  enthalfen.  So  kénnen
zum  Beispiel Kochschinken-  und
Brihwurstaufschnitt — in - Vakuumver-
packung (Abb. 1) frotz Pasteurisie-
rung und Kihlung leicht verderben,
da ihre pH- und a Hirden mit pH
6,2 und a,, 0,98 nur wenig ausge-
pragt sind. Obwohl sich fast alle
Nahrungsmittel heute leicht durch che-
mische Zusatzstoffe oder eine ausrei-
chende physikalische Behandlung mi-
krobiologisch  stabilisieren  lassen,
steigt die Nachfrage nach ,gesinde-
ren”, das heiPt naturbelassenen, che-
miefreien, salz- und feftarmen Nah-
rungsmitteln  mit  geringer Verarbei-
tungstiefe. Solche Erzeugnisse sind je-
doch mikrobiologisch hochgradig in-
stabil. Sie missen entweder relativ
schnell zum Verzehr gelangen oder
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geeignete ,natirliche” Barrieren ge-
gen unerwinschte Mikroorganismen
(Krankheits- und  Verderbniserreger)
enthalten. Am Institut fir Mikrobiolo-
gie und Toxikologie der Bundesanstalt
fur Fleischforschung in Kulmbach er-
forschen wir solche ,natiirlichen” Bar-
rieren fur die Biokonservierung von
Fleisch und Fleischerzeugnissen.

STARTER= UND
SCHUTZKULTUREN

Speziell selekiierte Milchscurebak-
terien werden seit Jahrzehnten als
Starterkulturen zur Herstellung der un-
terschiedlichsten  fermentierten  Le-
bensmittel eingesetzt. Bei der Her-
stellung langgereifter Rohwiirste (Sa-
lami: Abb. 2) liefern diese Bakterien
aber nicht nur einen wesentlichen
technologischen Beitrag im Sinne ei-
ner erwinschten Veranderung des
Rohmaterials, sondern sie verhindern
als ,Schutzkulturen” gleichzeitig die
Vermehrung von unerwinschten Mi-
kroorganismen und bewirken so eine
natirliche Konservierung.

Milchsaurebakterien kénnen aber
auch zur hygienischen Stabilisierung,
zum Beispiel von vakuumverpacktem
Brihwurst- und  Kochschinkenauf-

Abb. 1:
Vakvum-
verpackter
Briihwurst-
und Koch-
schinken-
aufschnitt




Abb. 2:
Aufschnitt-
platte mit
Rohwurst

BIOTECHNOLOGIE

schnitt eingesetzt werden. Die mikro-
bioclogische Sicherheit und Stabilitat
dieser Erzeugnisse hangt wesentlich
von der Art und Menge der bakteriel-
len Konfamination der Produkte
wahrend des Aufschneidens und Ver-
packens und von der Bevorratungs-
temperatur der verkaufsfertigen Er
zeugnisse ab. In Abwesenheit einer
mikrobiellen  Konkurrenzflora, zum
Beispiel aus Milchscurebakterien,
kann bei 7 °C die humanpathogene
Bakterienart Listeria monocylogenes
noch gut wachsen und gesundheit
lich bedenkliche Keimzahlen von
10%-10°  Mikroorganismen  pro
Gramm Produkt erreichen.

Listeria monocytogenes ist in der
Umwelt weit verbreifet und wurde in
der Vergangenheif von vielen lebens-
mitteln = auch von Fleisch und
Fleischerzeugnissen — isoliert. In
Frischfleisch wird dieses GRAM-posi-
five, psychrotrophe (zum Wachstum
bei Kihltemperaturen befahigte) Bak-
ferium regelmabig nachgewiesen.
Der Keim wurde aber auch in fer

mentierfen  Rohwiirsten  gefunden.
In fleischverarbeitenden  Befrieben
kann L. monocytogenes in  Auf-

schneiderdumen zur Herstellung von
Aufschnittware  vorkommen  und
pasteurisiere  Fleischerzeugnisse
wahrend des Aufschneidens und Ver-
packens rekontaminieren. Erkrankun-
gen des Menschen als Folge einer In-
fektion durch listerien kommen ver-
gleichsweise selten vor, sie dirfen
aber aufgrund der haufig schweren
Krankheitsverldufe (u. a. Hirnhautent
zindung) nicht unferschatzt werden.
Zu den von Milchscurebakterien pro-

duzierten  antagonistischen,  das
heiBt andere Mikroorganismen hem-
menden Substanzen gehdren Milch-
und Essigsaure, Kohlendioxid, Was-
serstoffperoxid, Diacetyl und Bacte-
riocine. Fur Fleisch und Fleisch-
erzeugnisse ist die Milchsaure in die-
ser Beziehung am bedeutendsten,
da sie mengenmdaBig dominiert und
die Vermehrung der meisten un-
erwinschten Mikroorganismen
hemmt. leider bleiben aber einige
pathogene Bakterien, etwa listerien,
auch in Gegenwart von Milchsdure
lange Zeit lebensféhig.

BACTERIOCINE

Bei der Suche nach weiteren nufz-
baren anfogonistischen Substanzen
konzenfrierten wir uns daher auf die
sensorisch neufralen  Bacteriocine.
Dabei handelt es sich um eiweiParti-
ge Substanzen mit mehr oder weni-
ger breiter Hemmwirkung gegen an-
dere GRAM-positive Bakferien, die
von manchen Milchscurebakterien in
das AuBenmedium abgegeben wer-
den. Einige dieser gesundheitlich un-
bedenklichen Bacteriocine sind hoch
wirksam gegen Listerien.

Von den bei Fleisch und Fleisch-
erzeugnissen ,erwinschten” Milch-
sdurebakterien sind die psychrotro-
phen Bakterien Llactobacillus sakei
und lactobacillus curvatus am besten
an das Substrat Fleisch angepafit
(Abb. 3). Bestimmte Stamme dieser
Arfen produzieren Bacteriocine, die
in der lage sind, Llisterien abzutdten
bzw. deren Vermehrung zu hemmen.
Einige dieser antiisteriellen Bacterio-
cine, insbesondere Sakacin A und
Sakacin P von laciobacillus sakei

Stamm b706 und Stamm Lb6b/74

und Curvacin 1071 von lactobacil-

lus curvatus Stamm Lb1071, wurden
von uns charakterisiert und in Fleisch-
erzeugnissen getestet (Abb. 4).

Es handelt sich bei diesen Bacte-
riocinen um kleine, hitzestabile, ribo-
somal synthefisierte Peptide (= aus
nur wenigen Aminosauren bestehen-
de ,Mini-Eiweife"), die nach Ab-
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spaltung einer Présequenz aus der
Bakterienzelle ausgeschleust  wer
den. Das Bacteriocin  Sakacin P
bleibt in Fleischsaft, Hackfleisch und
Brishwurst biologisch akfiv und eignet
sich daher auch als Zusatzstoff.

Das Gencluster fir die Produktion
des Sakacin P in L. sakei Lb674 wur-
de kloniert und sequenziert. Ein
7.600 Basenpaare groPes chromo-
somales DNA-Fragment enthielt alle
fur die Expression von Sakacin P in
Bacteriocin-negativen Stémmen von
L. sakei erforderlichen Gene (Abb.
5). Das Gencluster umfaBt sechs auf-
einanderfolgende  Gene:  sppK,
sppR, sppA, spiA, sppT und sppkE.
Die beiden ersten Gene, sppK und
sppR, sind fir die Regulation der Bac-
feriocinproduklion von Bedeutung.
Die Gene sppA und spiA kodieren
ein Sakacin P Préprotein und ein Pro-
fein, das Immunitat gegen Sakacin P
verleiht. SppT und SppE zeigen star-
ke Ahnlichkeiten mit den Transport-
proteinen anderer Bacteriocinsyste-

me. Diese Proteine dirften dafir zu-
standig sein, das Sakacin P aus der
Zelle in das AuPenmedium zu trans-
portieren. Die Bacteriocinprodukfion
ist somit ein sehr komplexer Vorgang,
der aufwendigen Regulations-, Pro-
zessierungs- und Exportmechanismen
unterliegt.

EINSATZPOTENTIALE

Fir die Biokonservierung von
Fleischerzeugnissen ist die Einfihrung
einer konkurrenzstarken MilchsGure-
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Abb. 3:
Laktobazillen
(Milchsdivre-
Stiibchen) in
Salami unter
dem Elektro-
nenmikroskop
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(identische Aminosiiurereste sind durch vertikale Striche gekennzeichnet)
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bakterien-Mikroflora aus L. sakei oder
L. curvatus — vorzugsweise mit der
Fahigkeit zur Bacteriocinbildung —
oder der direkte Finsatz von gereinig-
tem antiisteriellen Bacteriocin als Le-
bensmittelzusatzstoff fir kihlgelager
fe, verzehrsfertige Fleischerzeugnisse
denkbar.

Neben den ,nitzlichen” lactobo-
zillen kénnen auch andere Milchséu-
rebakterien vorverpackten Kochschin-
ken- und Brishwurstaufschnitt besie-
deln. Sie sind meist unerwiinscht, da
sie zu einem vorzeitigen Verderb der
Ware etwa durch Schleimbildung, ei-
ner zu starken Sduerung oder an-
deren  Geschmacksabweichungen
fohren kénnen.

Da eine keimfreie Aufschneide-
fechnik in der Praxis nicht moglich ist,
gelangen regelmaBig verschiedene
Mikroorganismen — harmlose, patho-
gene und verderbniserregende — auf
die pasteurisierten Erzeugnisse. Bei
7°C und in Abwesenheit von Sau-
erstoff vermehren sich dann vor allem
psychrofrophe  Milchsaurebakterien
und Listerien. Fine ,gezielte” Rekonta-
mination mit sensorisch akzeptablen
Milchscurebakterien-Stammen,  die
sowohl listerien als auch uner
winschte  MilchsGurebakterien  in
Schach halten, wiirde daher zu einer
besseren mikrobiologischen  Sicher
heit und sensorischen Stabilitat der
Produkte beitrogen und maglicher-
weise auch die Herstellung salz- und
nitritreduzierter Ware erlauben. Bei
der Herstellung von Rohwurst kénnen
Bacteriocinbildner  gleichzeitig  als
Starter- und Schutzkultur von Nutzen
sein.
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Lactobacillus sakei Lb706
Lactobacillus sakei Lb674

VAKUUMVERPACKTER
BRUHWURSTAUFSCHNITT

Woehrend der Kihllagerung von
vakuumverpacktem  Brihwurstauf-
schnitt produzierte L. sakei Lb674
(Sakacin P) ab einer Einsaatdichte
von 10°-10° Bakferien/g Wurst aus-
reichende  Konzentrationen  von

Bacteriocin. Das VWachstum von Li-

steria monocyfogenes wurde verzo-
gert und in einigen Féllen vollsténdig
gehemmt (Abb. 6). Ahnliche Ergeb-
nisse wurden mit L. sakei Lb706 (Sa-
kacin A) erhalten. Bacteriocin-negati-
ve Varianten dieser Stamme oder an-
dere aus Fleisch isolierte, Bacterio-
cinnegative  MilchsGurebakferien
verhinderten das VWachstum der liste-
rien nicht. Die Inokulation von Schutz-
kulturen in Anfangskeimzahlen von
10%-10° /g fihrte erwartungs-
gemdB nach wenigen Tagen zu ei-
ner Keimzahl von circa 108
Milchsaurebakterien/g. Die  damit
einhergehende  Milchsaureprodukti-

on und relafiv geringe pH-Abnahme
zeigfen keine sensorisch nachteiligen
Auswirkungen auf das Produkt.

Als Zusatzstoff zeigte gereinigtes
Bacteriocin (Sakacin P) in Abwesen-
heit einer Schutzkultur einen deutli-
chen Anfangseffekt auf L. monocyto-
genes und reduzierte das VWachstum
wdhrend der lagerung (Abb. 7). Al
lerdings wurden die zu Beginn des
Versuchs  eingebrachten  listerien
nicht vollig abgetétet. Nach einer
vollstdndigen  VWachstumshemmung
in den ersten 3 Tagen konnten sich
iberlebende listerien auch in Anwe-
senheit des Bacteriocins vermehren,
aber mit deutlich geringerer Rate als
in bacteriocinfreier Waurst. Wurden
Sakacin P-haltige Produkte zusdizlich
mit L. sakei Lb674 als Schutzkultur in
niedrigen Anfangskeimzahlen (102
Bakterien/g) beimpft, so wurde die
Vermehrung der Listerien noch stérker
gehemmt (Abb. 7). Innerhalb weni-
ger Tage erreichten die Milchscure-
bakterien genigend hohe Zellzah-
len, um den Bacteriocin-Effekt zu un-
ferstitzen. Im weiteren Verlauf hemm-
ten sie die Listerien, die in Anwesen-
heit des Bacteriocins tberlebten und
vermehrungsfahig blieben.

Bacteriocinbildende  Milchsaure-
bakterien kénnen also das VVachs-
fum von Listeria monocyfogenes auf
,sensiblen” Fleischerzeugnissen ver-
hindern, wenn sie als Schutzkulturen
wahrend des Aufschneidens in aus-
reichend hohen Keimzahlen zugege-
ben werden.

Organisation des Sakacin P Gen-Clusters in Lactobacillus sakei Lb 674

Regulation der
Bacteriocin-Produktion
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Bacteriocin-Export
und Prozessierung



In der industriellen Praxis konnten
zum Beispiel die Aufschneidemaschi-
nen (Slicer] mit einer automatischen
Sprihvorrichtung  fir  Schutzkulturen
nachgeristet werden.

Bacteriocin-negative  Milchs@ure-
bakterien sind unter gleichen Bedin-
gungen deutlich weniger wirksam.
Als Zusatzstoff zeigt Sakacin P zwar
Wirkung, kann aber das Wachstum
von Listeria monocyfogenes nicht im
erwinschten Umfang verhindern.

ROHWURST

Die Stamme L. sakei Lb674 und L.
curvatus Lb1071 eignen sich auch
als Starterkulturen fur Solami. Beide
Stamme fohrten bei 23 °C und den
iblichen Einimpfmengen (10° Bake-
rien/g) zu einer schnellen Umrétung
und Sauerung der Produkie. Farbe
und Bindung der Erzeugnisse waren
ausgezeichnet. Geschmacklich wo-
ren die Wirste gut und leicht séure-
befont. Die Bacteriocinbildner blie-
ben im gesamfen Reifeverlauf domi-
nant und zeigten auch sonst keine fir
die Rohwurstherstellung ungiinstigen
Figenschaften.

Auch eine wesentlich geringere
Finsaatdichte von 103/g L. sakei
lb674 oder L. curvatus Lb1071 fihr
te im Laufe der Reifung schon zu Ghn-
lich positiven Ergebnissen. Die nied-
rigere Anfangskeimzahl der zuge-
sefzfen  Milchsaurebakterien hatte
eine langsamere Abnahme des pH-
Wertes zur Folge. Dadurch wurde
eine mildere Scuerung der Wirste
erreicht, die sensorisch haufig bevor-
zugh wird.

L. sakei lb674 produzierte kaum
Bacteriocin in Rohwurst, obwohl die-
ser Stamm sonst alle wichtigen Selek-
tionskriterien fir eine Starterkultur er-
fllt. L. curvatus Lb1071 war dage-
gen in Rohwurst ein hervorragender
Bacteriocinproduzent. Listeria mono-
cytogenes konnte sich unter den ge-
wahlten Versuchsbedingungen in der
Rohwurst nicht vermehren und nahm
im laufe der Reifung in allen
Versuchschargen ab. Im Vergleich zu

einem kommerziellen L. curvatus-Star-
ter bewirkte L. curvatus Llb1071 eine
deutlich gréPere Reduktion der Listeri-
en. (Abb. 8.

AusBLICK

Milchséurebakterien spielen  bei
der Herstellung von Rohwiirsten eine
groPe Rolle. Starterkulturen werden
daher regelmdbig neu bewertet und
neuen Anforderungen angepaPt. Die
zunehmende Nachfrage nach scho-
nend verarbeiteten, verzehrsferfigen
Convenience-Produkten, die durch
Kihlung alleine nicht ausreichend hy-
gienisch stabilisiert werden kénnen,
erdffnet zusdtzliche Einsatzméglich-
keiten fur diese Bakferien als Schutz-
kulturen. Ziel unserer Arbeiten ist es,
unter den vielen natirlich vorkom-
menden Milchsaurebakterien diejeni-
gen zu finden, die Uber eine mog-
lichst opfimale  Kombination er-
winschter Eigenschaften verfugen,
diese Bakterien maglichst genau zu
charakerisieren und die Eignung die-
ser Kulturen fir traditionelle und neue
Anwendungsfelder zu  demonstrie-
ren.

Schutzkulturen mit der Féhigkeit
zur Bacteriocinbildung biefen neue
Méglichkeiten zur Verbesserung der
Sicherheit und Haltbarkeit konventio-
neller Fleischerzeugnisse. Mit ihrer
Hilfe konnten neue Produkie ent
wickelt werden, die milder und auf-
grund einer effekfiven Unterdriickung
der Begleifflora ,reiner” im Ge-
schmack sind.

Die meisten anfiisteriellen Bacte-
riocine weisen in ihrem N+erminalen
Bereich die Aminosdure-Sequenz
YCGNGV' auf (vgl. Abb. 1). Die Rol-
le weiterer Sequenzelemente ist noch
nicht ausreichend bekannt, so dafd
die Suche nach weiteren natirlichen
- moglicherweise besseren —Varian-
fen inferessant bleibt. n

Dr. lothar Kréckel, Bundesanstalt fiir
Fleischforschung, Institut fir Mikrobio-
logie und Toxikologie, E.-C.-Bau-
mann-Str. 20, 95326 Kulmbach
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