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Beurteilung und Bew^rti^ der proteolytischen Likroflora

Die Unterschiedlichkeit des Rohstoffes, dessen Transport, 
Behandlung und vor allem die Verarbeitung für Fleischer-

Bedeutung. Cieichfalls entscheidet sind die hygienischen» 
durch den mikrobiologischen Befund gekennzeichneten, Be
dingungen. Als grosses Problem bestent die Anwesenheit def 
technologisch unerwünschten ilikroflore im Fleisch. In en
gem Zusammenhang mit diesen Fragen steht auch die Bedeute 
ung der technologischen Verfahren, welche gewissermasaen 
das »Vachstum und die physiologischen trscheinungen ther- 
moresistenter Keime beeinflussen. £ 3 handelt sich beson
ders um die, bei der Herstellung von Aurstwaren, Halbkon
serven und Vollkonserven angewendete thermische Bearbeit
ung. Bei der mikrobiologischen Bestimmung der Qualität 
von Fleischerzeugnissen stellt heutzutage, anstatt der 
früher so oft benutzten Keimzahl, die quantitative Bestis" 
mung der proteolytisch aktiven Keime im Vordergrund; die
se Aktivität kann sich nämlich an der Haltbarkeit der 
arzeugnisse sehr nachteilig auswirken.

in Fleischerzeugnissen

Z e u g n i s s e ,  ist für die Fleischverarbeitung von grosser
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Mit der Forschung auf dem lebiete des Vorkommens und der 
Aktivität der proteolytischen ilikroflora in r leiser. und 
Fleischerzeugni3senhat sich bisher nur eint geringe Zahl 
der Forscher befasst. eeder die enzymatische Aktivität dti 
ix Fleisch verkommenden Keime, noch die umstände unter wei 
chen dieses mikrobielle Enzym aktiv wird, wuraer systema
tisch untersucht. Der enzymatischen rätigKtit der Keime 
kann man nämlich in der Fleischindustrie überall dort, wo 
eine Vermehrung der Keime stattfindet, begegnen.
Jurch diese Arbeit wollten wir Folgendes bestimmen: die 
Häufigkeit des Vorkommens der proteolytischen üikroflora 
im Fleisch; die Aktivität der untersuchten Keime; die in 
der Fleischverarbeitung angewendeten Temperaturen, welche 
^ie proteolytische Aktivität der Keime herabsetzen; die 
Nährböden, welche für die Bestimmung der proteolytischen 
Aktivität, vom Standpunkt der Haltbarkeit und der Qualität 
der Fleischerzeugnisse, am bester, geeignet sind. Als Er
gebnis sollte ein Entwurf zur Bewertung der quantitativen 
Befunde proteolytischer Keime in Fleischerzeugnissen, be
treffend die praktische Beurteilung der Qualität und des 
Hygi enischen Niveaus des Herstellungsverfahrens, vorge- 
dsgt werden.

■s£thpdik

uie Froben zur be*teriologischen Untersuchung wurden aus 
®iner ausgelösten -»cnweinekeule 24 otunder. nach der 
Schlachtung, von den durch eine Uujkelbinde gedeckten 
"■häkeln genommen. Vor der eigentlichen Probeentnahme im 
Laboratorium wurde die Oberfläche der zu anschneidenden 
stelle durch einen Keuter abgebrannt, sie Proben des Lua- 
s®lflei sches je 1 g wurden mit 9 ml der physiologischen 
Losung homogenisiert. Für di Homogenisierung wurde eine 
‘‘Olbenhomogenisiermaschine tngewendet. Das Homogenst »t - 

je 1 ml in Petrischalen pipettiert und mit Fleischpep- 
ton-Agar mit Zusatz von 1 % Laktose übergossen. Zeimpfte 
^tri schalen wurden 1 bis 2 Page lang bei 37 °Z bebrütet.
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Alle eufgewachsenen Kolonien wurden isoliert. Bei den Kul- ! 
turen wurde vorerst die Morphologie bestimmt. Bei reinen 
Stämmen wurde ihre proteolytische Aktivität auf folgenden 
Nährböden untersucht; Milch-Agar, Kalzium-Caseinat-Agar, 
Pohja-N'ähr medium mit gekochtem Fleisch, koaguliertes Ei- 
weiss, koaguliertes Blutserum und Nährgelatine. Stämme, 
bei denen man aktive Proteolyse wenigstens auf einem von 
den genannten Nährmedien festgestellt hatte, wurden diag
nostiziert.
Bei thermore3istenten, vom Schweinefleisch isolierten Stern' 
men hat man den Einfluss einiger, bei der Herstellung von 
Fleischwaren benutzter Temperaturen studiert. Das Verfahre11 
war folgend; 24 Stunden alte Bouillon-Kulturen in Reagenz
gläsern wurden einerseits SO Minuten bei der Temperatur 
von ¿5 UC (entspricht der lasteurisationstemperatur bei 
der Schinkenherstellung), anderseits 10 Minuten bei 70 ÜC 
(entspricht der Temperatur des Kochens von Fleischerzeug
nissen), erwärmt.
Bei der Beurteilung von Ergebnissen dieser Modell-Versuch« 
neben wir un„ vor allem auf den Zusammenhang der Entstehung 
von Proteolyse mit unterschiedlichen Nährböden (damit wir 
das beste Nährmedium für bakteriologische Untersuchungen 
von pasteurisierten Export-Aaren bestimmen können), weiter 
auf den Zusammenhang der Froteolyse nach der Aärmebear- 
beitung mit der Art der Mikroben und auf den Zusammenhang 
des Entstehens von Proteolyse bei wärmebearteiteten Kul
turen mit dem angewendeten Nährmedium, eingestellt.

mrgebni sse

Von frischem jchweinefleiach haben wir insgesamt 68 Stamm« 
mit positiver Troteolyse, auf mindestens einem von den ge
nannten Nährmedien, isoliert. Von diesen Stämmen wurden 
49 Stämme morphologisch als Mikrokokken, 15 Stämme ela 
Sporenbildner und die übrigen 4 Stämme als Streptokokken 
bestimmt. Proteolytische Aktivität der Mikrokokken auf 
einzelnen Nährböden stellt das Diagramm Nr. 1 dar.
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meisten positiven Reaktionen sind auf der »ährgelatine 
“̂ schienen. Die übrigen Nährmedien wiesen unterschiedliche 
Sektionen auf. Nach dem Orientationseinreihen wiesen 17 
Kamine der nichtpathogenen Staphylokokken proteolytische 
^tivität in 42 * der durchgaf ihrten Teste auf, 10 Stamme 
v°h Mikrokokken wiesen diese Aktivität in J8 % durchgefuhr- 
T Teste auf. Der grösste Anteil positiver Teste erschienW

bei den kikrokokkenstämmen, welche unterschiedliche Ab- 
^chungen in biochemischen Testen aufwiesen.

- 3iese Feststellung ist sehr bedeutsam, da bisher die Auf
merksamkeit der ¡Vikrobiologen nur auf die fathogenitat der 
Staphylokokken, deren Bestimmung laut der Haemolyse auf 
®tutagar in der Fleischwarenherstellung sehr problematisch 
*at, gerichtet war; die Untersuchung der proteolytischen 
^tivitat von i.'ikroorganismen, welche bei ihrer Vermehrung 
^Sienisch sehr schwerwiegend sein kann, wurde vollkommen 
ühterlassen. Interessant ist auch die Tatsache, dass die 
^oteolytische Aktivität in mehreren Testen gerade bei den 
tarnten positiv war, auf welche bei der üblichen Unter- 
8̂ hung von Fleisch und Fleischerzeugnissen nicht geachtet 
1*Ul>äe. Demzufolge spielt auch das quantitative Bestimmen 
ler saprophytischen Mikroflora vom Standpunkt der Haltbar
s t  von Halbkonserven ein« wichtige Holle. Da es also mit 
°iner beträchtlichen enzymatischen Aktivität der liikrokok- 

zu rechnen ist, müssen alle Idassnahmen zur Vermeidung 
lher wesentlichen Vermehrung dieser V.ikroflora während 
ßr technologischen Verarbeitung des Fleisches eingehalten
S ä en.
*”6r Nachweis von iroteolyse an den angewendeten Nährböden 

sehr unterschiedlich nicht nur laut den verschiedenen 
„ a®men, sondern auch laut ihrer Population. E3 war ganz 
.^lich, ässs bei einem Versuch ein gewisser Stamm die 
‘̂cteoly3e> z.B. auf zwei unterschiedlichen Bährmedien ge- 

hat und bei einem anderen Versuch war derselbe 
proteolytisch auf drei ..Shrböden. Allgemein wird an- 

“^-ben, dass der Milch-A^ar die meisten positiven Befunde
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aufweiat. Unsere Ergebnisse dagegen haben diehöchate Häu
figkeit der Iroteolyse, bewirkt durch die von Fleisch iso
lierten jtämme, auf Milch-Agar nicht bewiesen. Die Häufig
keit von proteolytischen Reaktionen auf unterschiedlichen 
Nährböden wird durch das Diagramm Nr. 2 dergestellt.
Aus diesem Diagramm ist ersichtlich, dass man die meisten 
positiven 3efunde auf Nährgeletine und weiter auf Kalzium' 
Casemat-Agar festgestellt hat. Milch-Agar war er3t an 
dritter Stelle.
Die zweite Gruppe thermoresistenter, vom Fleisch isolier
ter Mikroben, bilden die aeroben Sporenbildner. Proteoly
tische Aktivität der otäuime stellen die Diagramme Nr. 3 
und 4 dar.
Die m-.-iaten positiven Reaktionen wurden wieder auf Kahr- 
gelatine gefunden, andere ..'ährboden wiesen unterschiedlich 
Reaktionen auf. Koaguliertes Siweiss war immer negativ. l5 
stamme der Sporenbildner w: sen in 45 *  der dubchgeführte» 
Ie3te i ine proteolytische Aktivität auf.
Die dritte Iruppe bildeten Streptokokken. Von frischem 
Fleisch gelang es nur 4 Stämme zu isolieren. Alle waren 
rroteolytisch, aber keines von ihnen attackierte koagu
liertes Eiweiss. Drei Stämme wiesen auf allen anderen NäW 
böden Proteolyse auf, ein Stamm verflüssigte nur koagulief' 
tes „erum und Gelatine. Die Stämme wurden als Str.faecali®1 
/er.liquefaciens diagnostiziert. ..enn auch alle Bnterokok' 
kenstämme nicht die Verflüaaigungsfähigkeit für Gelatine 
besitzen, 3ind sie doch, wegen ihrer proteolytischen Akti' 
vität gegenüber anderen in der Fleischverarbeitung vorkoO' 
menden Proteincubstraten, sehr bedeutsam. Infolge einer b° 
hen proteolytischen Aktivität der Er.terokokken wird man 
bei bakteriologischen Untersuchungen von Exporterzeugnisse 
auch ihre ^jantität bestimmen müssen.
^ie vom frischen ’ieisch isolierten Mikroben, bei denen 
ne proteolytische Aktivität festgeatellt wurde, weisen ei°
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beträchtliche uitzeresister.z auf. iat ganz selbstver
ständlich, dass bei ihrer Devitaiiuation des Älter der Kul- 
tur. gj.e M'enge der Zellen, das flüssige oder feste, auf 
^hrstoffe reiche oder arme Medium, massgebend iat. Kür die 
■bdell-Versuche haben wir für die Mikroben die optimalen 
"achstums- und Lebensbedingungen gewählt.
'J®i den Versuchen wurde eindeutig bewiesen, deaa durch ar- 
^Hzen bei S5 °C während 30 Minuten die Mikrokokken zwar 
bicht zuverlässig vernichtet werden, aber Ihre proteoly- 
'•ische Aktivität auf Milch- und Casinat-Agar wesentlich 
keeinflusat wird, Es ist interessant, dass die proteoly
tische Aktivität auf Pohja-Agar bei der Erhitzung der Kul
tur unverändert blieb.
"le Temperatur von 70 '■'C hat zwar die Mikrokokken auch 
dicht ganz vernichtet, aber ihre proteolytische Aktivität 
*Urde an allen benutzten Nährböden gänzlich eingeschränkt, 
dieser Versuch ist ein weiterer Beweis für die i'atsache, 
^8as es durch Wärmebearbeitung zu Änderungen der bioche
mischen oigenschaften der Mikrokokken kommt.
bindeutig wurde bewiesen, dass durch die Temperatur von 

°C, bei einer Dauer von 30 Minuten, die proteolytische 
^bivität der Eporenbildner nicht beeinflusst wird. Tust 
vEinflüssen der Aktivität kam es erst nach einer Erhitz- 
üi5g der Kulturen auf 70 °C während 10 Minuten. Am meisten 
^dgeschränkt wurde die Bildung der proteolytischen Zone 

Pohja-Agar, weiter in demselben Ausmass auf Milch- und 
^Öiaiua-Caseinat-Agar, am wenigsten auf koaguliertem Eiveiss 
''r‘d Serum. leletine wurde auch nach Erhitzung der Etäaune 
liaier verflüssigt.
°ie

U

proteolytische Aktivität der Enterokokken wurde weder 
65 °cf noch bei 70 °C vermindert. Teste der proteoly-

schen Aktivität auf unterschiedlichen Nährböden blieben
11 Übereinstimmung mit den Testen der nichterhitzten 
°uiU o n  -Kulturen.
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Keine vom Fleisch isolierten Sporenbildner attackierten 
Eiweiss, aber alle Stämme verflüssigten Gelatine. Auf aP' 
deren Nährböden waren die Reaktionen verschieden.
Die Enterokokken haben immer koaguliertes Serum verflüs^' 
aber koaguliertes Siweiss haben sie nicht attackiert. Auf 
anderen Nährböden war die Aktivität nicht eindeutig.
Aus betreffenden Versuchen, ergibt sich die Tatsache, de** 
die proteolytische Aktivität der vom Fleisch isolierten 
Keime laut Population und Nährmedium geändert wird. Dur«*1 
die bei der Pasteurisation von Halbkonserven angewendet» 
Y.ärmebearbei tung und durch das Kochen von Fleischerzeug' 
nissen kam es bei den untersuchten Keimen nicht zu Devi' 
talisation. Die Bildung von proteolytischem Enzym wurde 
durch Pasteurisetionstemperaturen nicht unterdrückt, ab«* 
teilweise wurde sie durch die beim Kochen von Fleischer' 
Zeugnissen angewendete Temperatur beeinflusst. Bei den 
die ..ärmebearbeitung überlebenden Kikrokokken wurde fee1'
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L®lxt, 0833 die xasteurisetionstemperatur die proteo- 
t "-i-ache Aktivität auf I..ilch- und Kalzium-C aseitan-Agar 
| ^^ardrückte, aber gewöhnlich kam diese zur leltung auf
1 > -i .^uiiertem 3erum and Gelatine.

&9<3e 
t V

d’archgeführten Versuchen ergab sich die Tatsache, dass 
Untersuchung der proteolytischen Aktivität in der 
achverarbeitung eine grosse technologische Bedeutung 
die in indirektem Zusammenhang mit der hygienischen 
htung, betreffend das Hinhalten technologischer Ver- 
en bei der Aarmebearbeitung, ist.



Diagramm Nr. 1
Proteolytische Aktivität der lilkrokokken auf einzelnen Nihrböd
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Diagramm S r ,  3
Protaolytlscha Aktivität dar Sporenbildner ln varaehlad«11* 
Nihrmedlan
* * Perzant der proteolytisch positiven Reaktionen 
jI,PtK,S,Q - 8. Diagrasuii Nr. 1 
a * Bac. brevia 
b ■ Bac. polymyxa
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Diagrama Mr. 4

Pr»teolytiache Gesamtaktivitít der Sporenbildner
% • b r e v i s

% p«lymyx«
* ,r̂ 8re Sporenbildner

°8itive ..ofunde auf den vëhrbôden
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Üiagramm Nr. 5
Hemmung der proteolytischen Aktivität durch die Erhitzung 
von Fleisch isolierten Stämme, auf den benützten ¡»ährböden 
A 3 Sporenbildner; B * Mikrokokken
1 = unerhitzte Bouillon-Kultur (proteolytische Aktivität 3
2 * Aktivität nach der Erhitzung 6t5ü/l5 Hin.
3 * " 65°/lO Hin.
4 * " 70°/ 5 Hin.
5 = " 70°/ l o  Hin. u


