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Als nitratreduzierendes Agens wurde der Starterkulturstamm

ococcus M. .. verwendet, von dem auch die Handelsprdparate

erment"” und zusammen mit Lactobacillus sp. "Duploferment"

rma Rudolf Miller & Co., Giessen, BRD) entwickelt worden sind.

My-+ wurde in 2 1 N&hrbouillon (N&hrlésung IV, NIINIVAARA 1955)
z@éz Tage bel krdftiger Mischung gezlichtet. Danach wurden die
Zellen abzentrifugiert, dreimal gewaschen und wieder bis auf
1/10 des urspringlichen Volumens suspendiert. Die Suspension

: ; A o
wurde eingefroren und bel einer Temperatur von -18C gelagert.

Flir die Analyse wurde 10 ml Suspension mit 290 ml 2 %iger NaCl-
Lésung verdinnt. Nach einem Tage stehenlassen war diese
Suspension 5 aﬁe anwendbar. Die Anzahl der Bakterien war dann
ungefdhr 5 x lO per ml. Die Reduktion von Nitrat wurde nach
Modifizierung der Methode von EGAMI und TANIGUCHI (1970) durchge-
hrt. Die urspriingliche Methode ist fiir Nitratbestimmung

entwickelt worden, wobel eine aus dem Stamm Escherihia coli

herge tellte Zellsuspension verwendet wird. Beil dieser Methode

nutzt man eine spezifische partikelgebundene Formiat-Nitrat-

(@]
o
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Reduktase (FNR). Formiat ist hier ein spezifischer Wasserstoff-
donator und ein Hilfsenzym, das Flavin-mononucleotid gebraucht mﬂ
als Elektroneniibertrdger. Wenn man mit lebensfdhigen Zellen ar’b"'J

ist das Flavin-mononucleotid nicht ndtig.

Lésungen:

I Phosphat-Puffer: 11.866 g/l Dinatriumhydrogenphosphat und
9.073 g/l Kaliumdihydrogenphosphat wurden nach
Sérensen mit HCl oder NaOH nach dem Formiatzusat?
gemischt, um den erwilinschten pH-Wert zu erreiche?’

(sehe unten).
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Phosphat-Puffor/?ormiat—Lésung (0,15 M Phosphat,

-

[ ~ e \ o, : .
0.25 M Formiat):

1.7 g HCOONa . H,0

r\)

in 100 ml Phosphat-Puffer (I) geldst.

»
b
'..1

Nitrat-LSsungen:
%0, 120, 400 und 2400 mg NaNO, mit Wasser ad 1000 ml
verdinnt. Diese entsprechen in den Thunberg-RShrchen

10, 30, 100 und 600 ppm.

= Uranylasetat—Lbsung (gesdttigt)
10 g UO, (CH,C00), - 2H,0 in 100 ml Wasser
V. Sulfanilamiq
75 ml Wasser und 25 ml konz. Salzsdure gemischt,
darin 1.0 g Sulfanilamid aufgeldst.
Tty Mg n-(l-Naphthyl-)&dthylendiammoniumdichlorid
in 100 ml Wasser gel¥st.

In Tﬁunberg RGhrchen wurden 2 ml Zellsuspension, 1 ml Phosphat-

formiat. Losung und in jedes Réhrchen 1 ml Nitrat-Ldsung
Ve r\L\

R6hp
Da
Up
Vo
(e
In

Schiedener Konzentration pipettiert. In eines von diesen
Chen wurde l ml Wasser statt der Nitratldsung zugesetzt.
1 Wurden die RShrchen evakuiert und 2 St. inkubiert, 1 ml
awylasetat L8sung zugesetzt und 10 Min. bei 1000 g zentrifugiert.
M klaren Uberstand wurde 2 ml in ein Reagenzglas pipettiert.
€Wohnlich musste man jedoch zuerst 5-10 mal verdiinnen)

12 m Messlésung wurden 0.5 ml Sulfanilamid-L&sung (V) und
0.5 my

AthYIendlamln—Losung (VI) pipettiert. Die Messung wurde
fach 1g

Min. bei 540 nm mit Photometer durchgefihrt.

le

E I Urspringliche Methode ist in BERGMEYER : "Methoden der

-n
4ymatl“chen Analyse" grindlich diskutiert worden.
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Aus den Phosphat-Puffern (I) wurden Phosphat-Formiat-LSsungen mit
inem pH-Wert von 4.6, 4.9, 5.2, 5.4, 5,6, 5.8, 6.0, 6.5,

In die R&hrchen wurde 0, 60, 140, 220, 300, 380 und 460 mg NaCl
eingewogen. In Reaktionsl¥sung entsprechen diese Mengen

0.5, 2, 4, 6, 8, 10 und 12 % NaCl. (Bei den Messungen des

usses des Salzgehaltes enthielt die Zellsuspension 1 % Salz):

1
Der pH-Wert der Messldsungen war 6.0.

0
Die R6hrchen wurden bei Temperaturen von - 9%, 17%, 2589, 37°,. 98

und 55°C und bei dem pH-Wert 6.0 inkubiert.

-

Jede Messerie umfasste also vier verschiedene Nitratkonzentration”
Alle Messerien wurden zehnmal wiederholt. Als Messgrdsse wurde

Nitrit gebraucht, das in den Resultaten in Nitrat verdndert
s
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Resultate

PH-Wert

Die Resultate lber den Einfluss des pH-Wertes auf die Nitrat-
Feduktase sind in der Tabelle 1 und in der Abbildung 1 angegeben.
Der Tabelle 1 und Abbildung 1 ist zu entnehmen, dass das pH-
Optimum der Nitratreduktion unter diesen Verh#dltnissen nahe pH 6.0
ist, aber dass die Reduktion noch bei pH 4.6 geschieht. Es ist
in den Vorversuchen festgestellt worden, dass bei der Anwendung
dieser Methode die Reaktionszeit so kurz ist, dass keine

Signifikante Nitritreduktion stattfinden kann.

Tabelle 1. Der Einfluss des pH-Wertes auf die Nitratreduktase-
aktivitdt des Mikrokokkenstammes MIII nach der Methode
von EGAMI und TANIGUCHI (1970). Die Zahlen zeigen die
reduzierten Nitratmengen und sind Mittelwerte von 10
Messungen,

D ey 10 30 100 600
ppm

\

:g 2.52 .49 5.60 | 6.46
i s 4,39 6.89 8.62 | 9.31
o 5.12 7.96 9.60 10.11
o S.34 8.31 i 9.76 10.26
5 5.30 8.36 9.74 10.22
8.0 5.59 8.65 10.10 10.44
6 ¢ $5.62 8.70 10.18 10.57
7.0 5.50 8.73 10.10 10.48
B 5.12 7.91 9.60 9.92
L\\§‘§~‘~—_; 3.68 6.10 7.50 8.05
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Salzgehalt

Flir den Einfluss des Salzgehaltes konnte in diesen Konzentrationen
kein deutliches Optimum gefunden werden (Tabelle 2 und Abb. 2).
Bei den Salzgehalten 0,5 - 4,0 sind die Unterschiede statistisch
nicht signifikanﬁ, aber .die Salzgehalte von 6.0 - 12,0 % NaCl

weichen signifikant von den Vorgenannten ab.

Tabelle 2. Der Einfluss von Natriumchloridgehalt auf die Nitrat-
reduktaseaktivitdt des Mikrokokkenstammes MIII nach
der Methode von EGAMI und TANIGUCHI (1970). Die Zahlée
zeigen die reduzierten Nitratmengen und sind Mittel-

werte von 10 Messungen.

3 10 30 . 100 600

Salz-

gehalt % P
0.5 5.57 9.02 10.20 10.51
2,0 5.63 9.02 10.18 10.48
4.0 5.56 9.09 10.14 10.46
6.0 5,40 8.45 9.86 10,22
8.0 5.02 8.4k 9.59 10.11
10.0 4.86 g8.18 8.77 9.31
120 4.51 7.36 7.90 8.19
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Temperatur
Ze€mperatur

Unter 10°c geschieht die Reduktion von Nitrat langsam, aber
Uber 10°¢ nimmt die Geschwindigkeit rasch zu. Das Maximum
Scheint bei einer Temperatur von etwa 50°C zu liegen
(Tabelie 3 und Abb. 3),

Tabelle 3, Der Einfluss von Temparatur auf die Nitratreduktase-
aktivitdt des Mikrokokkenstammes MIII nach der
Methode von EGAMI und TANIGUCHI (1970). Die Zahlen
zeigen die reduzierten Nitratmengen und sind Mittel-

werte von 10 Messungen.

10 30 100 600
2 0.08 0.16 0.27 0.33
9 0.11 0.37 0.u49 0.61
17 2,31 4.10 5.82 : 6.72
25 3.25 6.96 9.47 10.13
37 4,55 8.82 12.24 13.13
by 4.77 8.99 13.28 15.17
S0 4.81 9,72 14,30 | 14.87
55 2.60 4.17 5.37 6.17
\
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ozess der Rohwurst sollte die Nitratreduktion

im Anfangsstadium der Reifung stattfinden, weil nach Untersuchung
955) die Reduktion von Nitrat unter dem pH-Wert

9
5.6 in der Wurst und im N&hrbouillon sehr verzdgert wird. Dagegen

o i

at die Senkung des pH-Wertes nur einen sehr geringen Einfluss auf
die Aktivitdt der Nitratreduktase, wie unsere diesbeziiglichen
Untersuchungen zeigen. Zum Beispiel ist die Aktivitdt der Nitrat-
recuktase in vitro bei einem pH-Wert von 4.9 noch 85 % der
Aktivitdt bei pH 6.0 und einer NaNOa-Konzentration von 100 ppm
(Tabelle 1 und Abb. 1).
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Abb.l. Der Einfluss des pH-Wertes auf die Nitratreduktase-
aktivitdt des Mikrokokkenstammes MIII als reduzierte
Nitratmenge gemessen,
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Unterschied zwischen den Resultaten dieser Untersuchung und
der von Niinivaara beruht wahrscheinlich darauf, dass die anderen
‘Unktionen der Bakterien bei dieser enzymatischen Methode nicht

SO viel die Nitratreduktion bewirken. Ausserdem wird Nitrit,

in den beiden Untersuchungen als Messgrdsse gebraucht wurde,
den niedrigeren pH-Werten in der Wurst schnell weiterreduziert.
- Y8r Salzgehalt in der Wasserphase der Wurst ist zu Beginn 6-7 %
nimmt wdhrend der ersten Tage nur wenig zu. Darum hat der
lzgehalt nur einen geringen Einfluss auf die Reduktion von

Nitrat (Tabelle 2 und Abb. 2).

NaNO3
ppm
. . ¢ e
lO‘__ . v n\ e e £

8 -1 *100 ppm
pf * 30 ppm
4
¢ 3 6 4=
)PA" .__—v-——.\.

\.
\4

|

Y 10 ppm

2

NaCl %
| , 2 4 6 8 10 12
Kﬁ Abb, 2. Der Einfluss von Natriumchloridgehalt auf die
Nitratreduktaseaktivitidt des Mikrokokkenstammes

5

MIII als reduzierte Nitratmenge gemessen,
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Well die Temperatur in der Wurst am Anfang ca. 0 C ist und danach
t langsam steigt, ist es wichtig, dass die Bakterien auch bei

niedrigeren Temperaturen Nitrat reduzieren kénnen. Die Reduktion

S Y
c4i

0

von Nitrat geschieht mit einer Geschwindigkeit von 4.6 % bei 2°
und 8.4 % bei 9° verglichen mit der Geschwindigkeit bei 17°C

' bei einer NaNO,-Konzentration von 100 ppm. (Tabelle 3 und Abb. 3):
Im Temperaturgebiet 20-22°C, welches gewdhnlich bei Herstellung

der Rohwurst verwendet wird, ist die Temperaturwirkung sehr-
deutlich,

16 600 ppm
.~ + NaNOg
Ppum
14 +
Je 1k
36 L ;
. /./"_-.
8 1 / 30 ppm
1_ /
5 L
S /.-—'__ L
ot f / 10 ppm ;5
- S0 A 4
s G OC
:’:L‘ 2 N & § - ‘l |‘ i {___/
10 20 30 40 50

Abb. 3. Der Einfluss von Temperatur auf die Nitratreduktaseaktivitd®

des Mikrokokkenstammes MIII als reduzierte| Nitratmenge
gemessen,
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Die Konzentration von Nitrat in der Wurst ist gesundheitlich
Wichtig, Die {lbliche Anfangskonzentration der Rohwurst ist

600 ppm in der Wasserphase. Die Tabellen und Abbildungen 1-3
Zeigen, dass bei der Konzentration von 100 ppm praktisch dieselbe
Nitratkonzentration wie bei der von 600 ppm reduziert wurde.

Bei einer Temperatur von 17°C wurde bei der Nitratkonzentration
von 100 ppm ca. 6 % des Nitrats reduziert und bei 600 ppm nur

Ca., 1 %, Weitere Untersuchungen wdren n8tig, um den Einfluss

der kleineren Nitratkonzentrationen auf die Haltbarkeit der Wurst

und die Stabilitd4t der Farbe zu ermitteln.

Z
Us ammenfassung

Der Einfluss des pH-Wertes, der Temperatur und des Salzgehaltes

S e 5 3
QUI die Nitratreduktaseaktivitdt des Rohwurststarterkultur-

Stammes Micrococcus MIII in lebenden Zellen wurde untersucht.
D

1¢ Reaktion wurde mittels Formiat als Wasserstoffquelle innerhalb

VOn zwei Stunden durchgefilhrt. Die Resultate sind nicht direkt
éuf den Verhdltnisse in der Rohwurst zurlickzufithren. Der
Finfluss des pH-Wertes zwischen 5.2 - 7.0 ist sehr gering.
Sei Temperaturen unter 10°C ist die Reduktionsgeschwindigkeit

r etwa 10 % der Geschwindigkeit bei 17°C. Ein Salzgehalt von
S % verzOgert die Reduktion 6 % verglichen mit einem Salzgehalt

von 0,5 ¢,
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