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^ S i c h e r u q g  f r e i e r  Aminosäuren ln  Fleischsusnensionan 
Mikroorganismen

4 t.f'r5heren Unter3uchungen (REUTER, LANGNER, SINELL, 1967/68) 
e rm i t t e l t  worden, dass im V e r la u f  der Rohwurstreifung 

der Anreicherung f r e i e r  Aminosäuren und der Ent- 

®sch Un^ del> ^i *cro^^ore Zusammenhänge zu bestehen scheinen.
w e ite ren  Fes ts te l lungen , dass Reinkulturen von 

^ ’ Organismen in  f lüss igem  Kulturmedium aus Ceseinabbau- 

<Jer Aminosauren f r e i s e t z e n  können, je  nach Gruppe und A rt  
8a Mikroorganismen unterach ied liohe  Spektren und Mengen, war

lu *n8! z e iSt » dsa Verha lten  d e r a r t i g e r  Mikroorganismen auch 
» tu r l ic h e n  Substrat F le is ch  zu v e r fo lg e n .

§ K
^ g l i 630^ 61*611 3chw ier i« k e i ten  bestanden dar in , dass es kaum 
züat Ch scb ien , e in  k e im fre ies  n a t iv e s  F le isch su bs tra t  her

b e^ 6 l e n » des fü r  di-e Oberprüfung des biochemischen Verha l-  
f 0t,̂  V° n Reinkulturen vo rausgese tz t  werden muss. Es war e r -  

sihe3 r l i Ch’ des F le is ch  weitgehend zu ze rk le in e rn  und zu 
M öglichst homogenen Suspension zu v e ra rb e i t en .  Dabei 

Jedoch d ie  meist vorhandene la te n te  F le is c h e ig e n f lo ra
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ebenso gründlich v e r t e i l t .  Aach Kontaminationen wahrend der 
H erste l lung d ie s e r  Suspensionen waren n ich t  ganz auszu- 
sch l iessen . T ro tz  massiver Beimpfung mit Reinkulturen konn

ten s ich  bei e iner  Inkubierung der Fleischhomogeniaate An
t e i l e  der la ten ten  F le is c h e ig e n f lo r e ,  insbesondere Fäuln is- 

keime, entwickeln und d ie  Versuchsdurchführung s tören . Nach 
e t l ic h e n  Vor- und Aachstumsversuchen von Mikroorganismen i R 

Fle ischsuspensionen l i e s s e n  s ich  jedoch brauchbare Wege 
beschre iten .

M a ter ia l und Methodik

Analog zu der Zusammensetzung des F le is c h e n te i l e s  in  der 
früher untersuchten Rohwurst wurde a ls  Untersuchungaraaterl^i  

Rind- und Schweinefle isch  im Verhä ltn is  5 : 1 gemischt, 
nachdem es vorher unter s t e r i l e n  Kautelen aus dem Inneren 
von grossen zusammenhängenden Fle ischstücken entnommen und 

in  der Ika-Muhle mit Kohlensäureeis z e rk le in e r t  worden war« 
Zu d ie s e r  Fleischmischung wurde im Verhä ltn is  1 : 1 s t e r i l e 

phys. NaCl-Lösung zugegeben. Das Ganze wurde daraufhin noch 
einmal mit dem U ltra -Tu rrax  durchmischt und fü r  d ie  e in z e l '  

nen Frageste l lungen  versch ieden  w eite rbehande lt .  Unbebrüte' 
te  und zu bebrütende K on tro l len  wurden d ir e k t  abgenommen.

Ein T e i l  der Fleischsuspension*wurde nach A b zen tr i fu ga t ion  
der groben Bes tan d te i le  s t e r i l  f i l t r i e r t ,  nachdem s ie  vo r

her zum Zwecke des Extrah ierens etwa 4 Stunden bei 2 auf' 
bewehrt worden war. Das F i l t r a t  wurde in  s t e r i l e  Gefässe 
a b g e fü l l t  und beim pft. Einem anderen T e i l  der Suspension 
wurde oorbinsäure zu gese tz t  und der pH-A'ert durch Zusatz 
von Milchsäure e r n ie d r ig t ,  um d ie  sorbinsaureempfindlich* 
F le is c h e ig e n f lo ra  zu hemmen und d ie  zu prüfenden Lakto- 

bezillenstämme ungehindert zur Entwicklung kommen zu la s s eD' 
D8bei wurden fo lgende Kombinetionen ausprob ier t :  SorbinsÖure 
0,04; 0 ,05; 0,06 % Endkonzentration, pH-Aerte entsprechend 
5 i0 ,  5,2 ; 5 ,5 .  Der Ausgangs-pH-Aert der F le ischsuspension 
la g  um 5 ,6 .
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15 Stämme in  F le ischsuspension 5 Tage be i 30 °C be-

■entrationen bei der Rohwurstreifung nach 2 b is  3 lagen

¡ende Stimme wurden g e p rü f t ;  d ie  a l l e  entweder aus Roh- 
i s o l i e r t  worden waren oder fü r  d ie  Verarbeitung in  

t ra ten  vorgesehen sind:

Typen (homofermentative mesophile Lak tob az i l len ,  
d ie  in  r e i fe n d e r  Rohwurst dom in ieren ); 1 Stamm 

L. brev ia  (h e te ro fe rm en ta t iv e r  L a c tob ac i l lu s ,  der 
am Ende der Rohwurstreifung zahlenmassig ins Ge
w icht f ä l l t ) ;  1 S t.Ped iococcus c e r e v is ia e  (Keim

t . , L .  plentarum, 2 S t.  L. nov. spec. aus Roh

wurst. Beide Arten  gehören zum Subgenus S trep to -  
bacterium und t r e te n  neben L .b r e v is  während der 

Rohwurstreifung zwar n ich t  in  dominierenden, doch 
in  Mengen von 105~6/g auf; 5 S t .  a typ ischer 

S trep tobak ter ien  versch iedener w e i t e r e r  Typen;
3 S t .  h e tero fe rm en tat ive  La k tob az i l len  (Subgenus 

Betabacterium, L . b rev is  und L . v ip id e s c e n s ) ;
1 3 t .  Leuconostoc m esentero ides; 1 S t.  Ped io -  

coccus; 1 S t .  S treptococcus f a e c a l i s ;  2 S t .  Mikro
kokken; 1 S t .  S t .  aureus (D iese Stamme wurden 

e i l e  aus Rohwurst i s o l i e r t ,  mit Ausnahme von Jfc. 
"Bacto ferm ente", der a ls  S ta r te rk u ltu r  in  
Deutschland v e r t r ie b e n  w ird ! E n terobacter iaceen  
waren ursprünglich  n iaht vorgesehen. S ie  en t-

tl> ‘‘ e mlt einem BaS04-Standard e in g e s t e l l t .  Die Keimkonzen- 
^ st i ° n betrug nach der Beimpfung zwischen 10® und 10^ Bek- 

korien/g Untersuchungsmaterial. Dies en tsp r ich t  den Keim-
T ' D ' t ' i  n n n n  V \  - i  A  T D  ^  W i r . .      j a  . «  . _

Dies en tsp r ich t  den Keim-

amerikanischen S te r te rk u ltu r  A c c e l ) .
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w icke lten  s ich  in  der K on tro l le  mit S trep to 
mycin und Act id ione  a ls  Monokultur, des w e ite 
ren in  der O r ig in a lk o n tro l le  a ls  dominierender 
F lo r a -A n te i l .

Cie Vorbehandlung der Proben fü r  d ie  Amlnosäureenalvsen wur
de bei Versuch 1 durch Ausfä llung der höhermolekularen E i
w e issb es tand te i le  mit absolutem A lkoho l,  bei Versuch 2 durch 
D ia lyse der niedermolekularen ^ - B e s t a n d t e i l e  des z e n t r i fu 
g ie r t e n  Überstandes der mit A. dest 1 : 10 verdünnten Sus
pensionen durchgeführt. Bei Versuch 1 wurde das durch Alko

hol g e f ä l l t e  Eiweiss e b f i l t r i e r t ,  das F i l t r a t  nach Verdün
nung mit Saccharose-Lösung (Endkonzentration 12,5 %) auf 

den rechnicon-Aminosüurenanelysator gegeben. Bei Versuch 2 
wurde das Aussendialysat im Rotetionsverdampfer auf Sirup- 
Konsistenz eingedampft, e b e n fa l ls  verdünnt und aufgegeben.

Cie Bestimmung derAmincsäuren gescheh nach der Methode von 
MOORE und STEIN im Technicdn-Auto-Anelyzer. Die Auswertung 

e r fo l g t e  nach dem von Technicon engegebenen Verfahren mit 
Norleucin  a ls  innerem Stendard. Die e rm it t e l t e n  Aerte wur
den in xß/% umgerechnet. A ls  Bezugswert für Zu- oder Ab
nahme der f r e i e n  Aminosäuren wahrend der Bebrütung wurden 
d ie  unbebrüteten K on tro l len  benutzt. A ls  Bebrutungskontrol' 
len  wurden n ich t  beimpfte Proben m itge führt .

Ergebni s s e :

Von den K on tro l len  b l ieben  nur d ie  F i l t r a t e  während der Be
brütung s t e r i l  und konnten deshalb zu Aussagen über das 

Vorhandensein von f le is c h e ig e n e n  Enzymen herengezogen werdet' 
Die Aminosäurenkonzentrationen änderten sich währen^ einer 
5 - täg ig en  Bebrütung dabei überhaupt n ich t .  Bei den K on tro l '  
len  mit Sorbinsäure und pH-Aert-Erniedrigung konnten zwar 
d ie  meisten Keimarten unterdrückt werden, jedoch n ich t  ¿P® 
la t e n t  vorhandenen L a k tob az i l len .  Auch Streptomycin  (End

konzen tra t ion  100 mg/%) und A c t id ion e  (Endkonzentration 
4 mg/fc) vermochten n ich t ,  d ie  Probe s t e r i l  zu h a lten .
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~£g-le Aminosäuren ln  den Ausganasmateriallen: 
bar d ie  A rt  und d ie  Menge der in  den Ausgangsmaterieilen 

f l i e g e n d e n  f r e i e n  Aminosäuren g ib t  d ie  e r s te  T ab e l le  Aus- 
Unft .  Dort i s t  zu ersehen, dass zwischen den beiden Versu- 

°hen und den M odifikationen  (Suspension oder F i l t r a t )  w e i t 
gehend e^Oberei ns timmung bestand. Auch im V erg le ich  zum 5oh- 
Wurs tb rä t  ze igen  sich eu f fa l len d  gute K o rre la t ion en .

^ S o nderungen durch Mikroorzanlsmen:

^ r e n d  bei den s t e r i l  geb liebenen  K on tro l len  ( F i l t r a t e )  k e i -  
^  Veränderungen zu erkennen war, lagen  bei a l le n  Froben, in 
f e n  entweder durch Beimpfung oder durch Entwicklung der 
^ eia c h e ig e n f lo ra  e in  m ik ro b ie l le s  Aechstum zu verzeichnen 

a r . starke Umschichtungen v o r .  Es handelte sich  überwie- 
f d  um erheb liche  Zunahmen. Eine Reihe von Aminosäuren wur- 
t von a l l e n  geprü ften  Keimgruppen, das waren homo- und he-

>Jhd0fer:llent8tiVe L a k t0 b 8 z i l len > Streptokokken, Mikrokokken 
Enterobacter iaceen  in nahezu g le ic h  starkem Masse f r e i -

g e f " t Z t ’ DSZU gehorten> in  der entsprechenden Rangfolge auf- 
V6i Uhrt’ ig-üglib F e n in t  Glutaminsäure. Ih en y la la n in . L y s in . 

und Eso-Leucin .  Glutaminsäure wurde dabei etwas s tä r -  
von den L a k tob az i l len ,  Lys in  von den Mikrokokken und 

f e r o b a c t e r i a c e e n  angere iche rt .  A ls w e ite re  Besonderheit 
f g te  s ich , dass G lyc in  nur von den Mikrokokken besonders 

6 8rk engere ichert  wurde und Tyros in  von den E n terobac te r i-  

Sruen* Weitere eu f f8 l len d e  Unterschiede zwischen den Keim- 
fititPP6n bestehen d a r in > d8sa nur von den Mikrokokken und 

aüSr r0b8C' teri8Ce9n nennenswerte Mengen von oC-NIU-Butter- 
8tere g e b i l d e t > dsSeSen Tryptophan ge r in g  und Garnosin sehr 
r, rk obgebaut warden (Tab. 2 ) .  
u6tlz

so e in h e i t l i c h  wie es in  d iesep T e b e l le  erscheinen mag, 
ad d ie  Befunde innerhalb der Keimgruppen jedoch n ich t .

t i f j i
ge Aminosäuren d i f f e r i e r e n  von Stemm zu Stemm, d .h . ,  es 

 ̂ einen stemmspezifische Unterschiede zu bestehen. Das i s t

btis Fal1 besonders bei c< -  und ^ -N l^ -B u tte r sa u re ,  Orn ith in  
A rg in in .
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Vergleich zu Veränderungen ln reifender Rohwurat:
Ein Vergleich der Befunde en Fleischsuspensionen mit denen 
bei der Reifung von 4 Rohwurst-Versuchs-Chargen, die aus 
gleichem Brät mit Kontrolle und mit 3 verschiedenen Lakto- 
bezillen-Kulturen engesetzt wurden, zeigt, dass weitgehen
de Übereinstimmungen zwischen den Aktivitäten der Laktaba- 
zillenstämme und den Vorgängen in der Rohwurst bestehen 
(Tab. 3). Die drei Rohwurst-Chargen zeigten daher keine 
nennenswerten Unterschiede zur mitgeführten Kontroll-Cher- 
ge, in der Laktobazillen aus der Fleischeigenflora dominier 
ten.

Abhängigkeit vom 'usgangssubstrat:
Die Freisetzung von Aminosäuren durch Mi kroorgani smen ist 
weitgehend vom Au3gengssubstrat abhängig. Des ergibt sich 
beim Vergleich der Spektren, die gleiche Stämme in verschie 
denen: Milieu oufweisen. Lektobezillen, Streptokokken und 
Mikrokokken waren in früheren Untersuchungen in flüssigem 
Kulturmedium geprüft worden. Dieses Medium enthielt Cssein- 
nbbaustufen, die durch tr.yptische Verdauung gewonnen 'worden 
waren, über einen Teil der Untersuchungen war bereits be
richtet worden (REUTER, LANCNER und 3INELL, 1957/68). Die 
Aminosäuren wurden dort in geringeren Mengen freigesetzt 
als in den Fleischsuspensionen, dadurch bedingt, dass das 
Angebot an abbeufähigen KU-Verbindungen bedeutend geringer 
war. Es ist jedoch zu erkennen, dass die Veränderungen im 
Spektrum der freien Aminosäuren zum Teil ganz andere sind 
als in den Fleischsuspensionen. D m  zeigt sich am deutlich
sten bei einer Gegenüberstellung der Befunde von Laktoba
zillen, von denen eine grössere Anzahl von Stämmen geprüft 
worden war. Die wichtigsten Befunde sind in Tabelle 4 ge- 
genüberge3tellt.
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?£ele  Aminosäuren ln  den Auaganzauieteriallen in  m-pi; 
^Ü££h3chnitt aus Mehrfachbeatiimungen 

^ersuch I  und I I  = Fleischauspenaion aus Rind und Schwein 
 ̂ ; 1, verdünnt mit phya. NaCl 1 : 1)

^ohwurat = Ausgangabrät bei Verauchsheratellung e in er  Salami)

I g b e l l e  1

—-----------------?— ----
Versuch I Versuch I I Rotvsnirst

____ Suspens. F i l t r a t F i l t r a t Suspens.4

Asp.

Ih r . 3,39 6,68 3,57

0,61
3,41 2,47

°e r . 4,20 8,33 3,12 3,77 2,00
c lu t . 4,97 14,00 3,91 3,14 2,31 ;
3l.yc. 3,52 7,65 3,51 4,31 3,81 !
A l. 11,14 23,59 14,43 13,22 20,29
v» l . 4,63 7,62 4,52 3,22 3,89
Meth.

^• Leuc.  ̂
L®Uc.
^yr.

2,95 3,33 2,22 0,94
3,71 4,70 3,04 1,67 2,62
7,17 9,83 6,82 2,96 5,34
3J85 6,02 3,03 1,94

Ph*A l. 4,55 6,76 4,65 2,35 2,96

0ü^ e.ra.
°rn.
Lys.

Tr>ypt.
^ is t .

5,54 6,75 1,86

6,31

1,98
3,85 5,18 4,59 4,75 2,24

13,50
3,26

15,94
3,19 8,53

13,71
14,04

C®rn.
Arg.

61,10 152,73 146,73 215,66 22,30
2,99 4,25 3,56 1,71

nh3
5,12 11,95 8,16 3,27

^ ---------- ___ . . - ■

♦
^ ia ly a a t ,  aonat A lk oh o l fä l lu n g
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T a b e l l e  2

Veränderungen der Amlnoaäurewerte durch Fermentektlvi t.at 
Mikroorganismen in  Fle ischsuspensionen 
(Zu- oder Abnehme zum Ausgangswert in  mg%)

Keim-
Gruppen

L ak tob az i l len
S trep- Atyp. Beta- 
tobokt. S trep- bskt. 

tob.

S trep- t.'ikrok.

j .......

! Sntero^ 
bac t .tok.

j
i

Gegr. •
Stamme 3 8 4 4 ! 2 2
Asp. ( + ) (+ ) ( ♦ ) ( ♦ )

!
| */**

Thr. ( + )/+ ( + )/+ + ♦ + ( ♦ )
3er . C-O 0/( + ) + ( ♦ )
G lu t. ++/+++ ♦♦ + + +A+ ++ ♦ ♦
G lyc. + ♦ + ♦ ++-M- ♦
A l . ♦ + + ♦++ + + ++A++
qC-nh2
Butters . 0/+ 0/( + ) ♦ ♦ +♦
V a l. ++ +A+ +A+ + + + + ♦ ' ♦♦
Ke th . ♦ + + + ; <♦)
I . Le uc . +/■*•+ +/++ +A+ + + + ♦ ♦
Leuc. ♦♦♦ + + + ++A++ ♦ + + I ++A++
T,yr. ♦ ♦ + ( + )/♦ ♦ I ++/++*
Fh .A l. ++ +> + ♦ ♦ ♦ j  ♦♦♦
<̂ -NH2-
B u tte rs • ( - ) ( - ) ( - ) OA ( - ) [  .
Orn. OA OA OA ♦ ♦ t  ♦
Lys. ♦+ +/++ +-f +/++ ++♦ ! + + +
T ryp t . ( - ) — ij
H is t . ( + ) ! +
C arn. OA +A++ ( ♦ )/ ♦ ♦ 1
Arg . (->/♦ ( - ) / ♦ OA ! ( - ) j OA ,--J

Zunahme Abnahme
Sch lüssel (m£%): ( O = 3 - 9,9 = ( - )♦ - 10 - 24,9

++ *  25 - 49,9 ■= S
+♦ + = 50 - 74,9 = =

= 75 - 99,9 = 3
= > 100
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leballn 1

¿¿¿nähme freier Aminosäuren durch 
.Fermentaktivität von Lak tobezillen 
¿ILiighwurst und Fleischsuspension

Rohwurst I Fleisch-
(4  Chargen) ; iusp. Q T

Stamme)
l «Se

ns*P.
Thr.
¿er>
Qlut.
aiyc.
41.

1:n h .
i . SUc.
L6Uc.

Al.ph.

^ 3 .  

Tt\Vp.

Cai'b.
Ar»

8 2 0 5 /t

Verbleich der Amlno- 
aauresoektren bei 
■Vechstum von gleichen 
Laktobazillenstammen 
in verschiedenen Sab
atreten (Zu- oder Ab
nahme in t o )

T a b e l l e  4

Fl ei schsu3p. 
Itanune)n r

Fl «Knltur- 
mejV { ¿9 
Stamme)

+

( ♦ )
♦++
+

( ♦ )

( ♦ )
( * }

♦

(«■)
++++

+

*

++

■f
+

iQl (mg%): Zunahme

++
+

+++

+
V + +
+++

+

++
+♦

++
-f
+++

+/+♦
+

+++
+

♦+
+ +

+/+++

(+ ) - 3 - 9,9
♦ = 10 - 24,9

♦ + = 25 - 49,9
= 50 - 74,9

♦+++ * 75 - 99,9
- 100

Abnahme
= ( - )

! -/<♦> 
; (+ )
I

! ( + )

! <->

; ( - )

( ♦ )
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