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Einleitung
I

Abweichend von der experimentell-wissenschaftlichen Zielsetzung in der Cryobiologie - weitgehende Funktign

erhaltung von Geweben und Organen - existiert in der gewerblichen Gefrierkonservierung der F]eischtechna
der Wunsch nach Oberwindung des Zeitfaktors ohne Einbufen in der Verzehrqualitit. Dies erscheint a"QESihh
eines komplex geschichteten physikalischen bzw. physikochemischen Reaktionsablaufes als schwerlich realia
sierbar. (1, 3, 4, 13, 14, 15, 16, 17)

Die vor allem von der GroBe des Schlachtkdrpers (oder dessen Teilstiicke) diktierten Behandlungsmethoden
(z.B. niedrige Gefrier- und Auftaugeschwindigkeiten) bedingen irreparable Strukturverdnderungen des Ge-
webes, die bis zur Desintegration von Zellsystemen bzw. -organellen reichen. J
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Die in diesem Zusammenhang vielfach erkannten Einflisse auf die intrazellulir ablaufenden biochemischen
Vorgange (2, 7, 8, 9, 10, 11) stellen weiterhin noch aktuelle Problemkreise der Fleischforschung dar.
Als sinnvolle Erweiterung hierfiir bietet sich die morphologische Strukturanalyse an.

Durch die Darstellung der strukturellen Alterationen und deren Zuordnung zu den angewandten Gefrier- ynd -

Auftaumethoden, sollten Parameter erarbeitet werden, die eine eindeutige Differenzierung von unterschied-
Tich behandeltem Gefrierfleisch nach morphologischen Gesichtspunkten erlauben.

Material und Methoden

Als Probenmaterial diente der M. semitendinosus des Rindes, der durch seinen gemischt-faserigen Aufbau
(alle drei Faserqualitdten) reprdsentativen Charakter besitzt. Der Muskel wurde nach dem Schlachtvor-
gang in seiner Gesamtheit isoliert und den gewerblichen Konservierungsmethoden unterworfen.

Nach einer Vorkiihlphase bei +4°C von 18 Std. mit einer Kerntemperatur von +5-7°C, wurde das Material zwei
unterschiedlichen Gefriervorgdngen unterworfen. Ein Teil der Muskelstiicke wurde fiir 24 Std. bei -22°C

(Vg_= -1°C/Std.), der andere flir 10 Std. bei -45°C (Vg = -5°C/Std.) gefroren bzw. schockgefroren. Im An-
schluB daran wurden beide Untersuchungsproben bei der fir Gefrierfleisch kommerziell praktizierten Tem-
peratur von -22°C gelagert. y
Nach einer Lagerdauer von 3 bzw. 6 Monaten wurden die Proben Jeweils zwei unterschiedlichen Auftaumethoden
unterworfen. Ein Teil wurde innerhalb 90 Min. bei Raumtemperatur (+22°C, d.h. V1 = 0,5°C/min.), der andere
innerhalb 18 Std. bei +4°C im Kihlschrank (V1 = 0,025°C/min.} aufgetaut. Die Probenentnahmen erfolgten je- .
weils 2 Std, p.m., 24-28 Std. p.m. sowie nach 3 bzw. 6 Monaten Lagerdauer.

Die anschliefende Fixation der isolierten Organproben (Kantenldnge 1 mm) erfolgte in einer 6%igen Glutar-
aldehyd-Losung (0,1 M Na-Cacodylatpuffer, pH 7,2) fiir 3 Std. bei +4°C. Nach Kontrastierung in 1%iger
Osmiumsdure (0s04, 1 Std. bei +4°C) wurden die Proben in einer aufsteigenden Acetonreihe entwdssert und

in Araldit eingebettet. Die Ultradiinnschnitte wurden mit Bleioxid und Uranylacetat nachkontrastiert und
mit einem Elmiskop 101 untersucht.

Ergebnisse und Diskussion

STRUKTURVERANDERUNGEN AN SARKOMEREN UND ORGANELLEN BEI FRISCHFLEISCH (FF)
I. 2 Std. post mortem bei Schlachthoftemperatur (FFy) (Abb. 1)

Die Sarkomerldnge von 2,0 um setzt sich aus einer A-Bande von 1,52 um und myosinfreien Zonen von 0,44 um
zusammen. Diese geringfiigige Verkiirzung kann auf die rasche AbkUhTung der Muskelproben durch die Fixier-
18sung (+4°C) zuriickgeflihrt werden. M- und H-Streifen sind deutlich ausgebildet, Strukturelle Veranderungen

an Mitochondrien sowie innerhalb des T- bzw. L-Systems kdnnen nicht beobachtet werden, Glykogengranula
treten frei zwischen den Myofibrillen auf.

IT. 24-28 Std. post mortem nach kommerzieller Vorkihlung bei +4°C (FF1) (Abb. 2)

Die Sarkomere weisen eine Ldnge von 1,17-1,42 um auf, wobei 0,72-0,83 um auf die A-Bande und 0,44-0,54 gmhii
die myosinfreien Zonen entfallen. Diese morphometrischen Beobachtungen lassen den Rigor unter neuen GeSIE i
punkten erscheinen. Danach verkiirzen sich, bei gleichbleibenden GroBenwerten (frih-postmortal) der 1-Bancez
die Myosinfilamente. Als Ursache hierfiir muB der absinkende pH-Wert des Fleisches angesehen werden. Deﬁ
Streifen mit einer Breite von 0,09 ym bleibt unverindert. Durch Zerstorung der "intermediate filaments cors
(100 8) (5) verlieren benachbarte Z-Streifen ihren Kontakt, es bilden sich interfibrillsre Spaltrdume unv
schiedlicher GroBenordnung aus. Die mitochondrale Matrix und Teile der Membransysteme stellen sich als
geringfiigig verdndert dar, der Glykogengehalt ist reduziert.




stiukturelle AusschnittsvergroBerungen von Frischfleisch 2 Std. p.m. (Abb. 1). Die zelluldre Organi-
ist unversehrt, fixationsbedingte Verklirzung der I-Bande.

Std. p.m. (Abb. 2) treten Zusammenhangstrennungen benachbarter Z-Streifen (=» ), leichte Irritationen
ochondrien und extreme myosinbedingte Verklirzungen der Sarkomere auf.
de, 1 I-Bande, Z Z-Streifen, M Mitochondrium, T Tubuldres System, G Glykogen) VergriBerungen 36000fach

WKTURVERANDERUNGEN AN SARKOMEREN UND ORGANELLEN NACH GEFRIEREN DES FLEISCHES (GF)
INER LAGERUNG VON 3 MONATEN
§
Einfriertemperatur von -22°C

sankofiere erreichen eine durchschnittliche Ldnge von 1,54 um, sie setzt sich aus einer A-Bande von
im Uhd myosinfreien Zonen von 0,2 pm unter weitgehender Strukturerhaltung des M- bzw. H-Streifens
men, Die Breite der Sarkomere verjlingt sich in Richtung auf die Z-Streifen (0,06 um Breite). Die
fondrien-Cristae erscheinen vakuoldr erweitert, die Mitochondrienaufenmembranen rupturiert.

kpmeren}h‘nge von 1,57 um und die Ldnge der A-Bande von 1,30 ym entspricht den bei einer Auftau-

fatur von +4°C gefundenen Grofenwerten. Strukturell erscheint lediglich die I-Zone deutlicher ab-

ZL, I-Streifen und M-Zone sind gegeniber +4°C unverdndert ausgebildet. Die Mitochondrien erschei-
benfalls vakuoldr verdndert, ihre Membranen bleiben jedoch besser erhalten.

i%he fllr_die sekunddre Streckung der Sarkomere einschlieBlich des Myosins gegeniiber FFy wird die
sche Wirkung des Gefriervorganges angesehen. Danach muB dieser Vorgang als ein zusammengesetzter
; 15“]&"1’ betrachtet werden: der relativ starken Myosinausdehnung steht eine geringere Sarkomeren-
2100 gegeniiber, Danach schieben sich Myosinfilamente zwischen Aktinfilamente und fiihren somit zu
Uktion der [-Bande. Die Verklirzung der Z-Streifen kinnte auf eine generelle Grofenabnahme zurlick-
i.é?i"- Die ausschlieBlich im Randbereich schrig verlaufenden Aktinfilamente weisen jedoch auf eine
1] o iche Kontraktion der Peripherie der unterschiedlich aufgebauten Z-Scheibe hin (6, 12). Die gra-
BERZ 1 £ r"SChied'iichen Membranschiden dn Mitochondrien sind auf das Phanomen der Rekristallisation zu-
&N, das bei einer Auftautemperatur von +4°C stérker zum Ausdruck kommt.

Eins
1 nﬂ"1ertenieratur~ -45°C (Schockgefrieren)

tinf)

,Dgﬂmﬁtfischen Daten fUr die Linge eines Sarkomeres von 1,46 pm und dessen einzelne Abschnitte
[ -Bande 1,2 ym und Linge der I-Bande 0,24 um) entsprechen weitgehend den bei -22°C Einfrier-




Ultrastrukturelle AusschnittsvergroBerungen von aufgetautem Gefrierfleisch nach 3-monatiger Lagerung
bei -22°C. Abb. 3: Einfriertemperatur -22°C, Auftautemperatur +4°C. Abb. 4: Einfriertemperatur -45°C,
Auftautemperatur +4°C. Abb. 5: Einfriertemperatur -45°C, Auftautemperatur +20°C,.

VergroBerungen 36000-fach.,

i E i i i i Der Z-Streifen
temperatur beschriebenen Verdnderungen. M- und H-Streifen sind andeutungsweise ausge§11dgt. -
erscheint sowohl in Breite (0,05 pm) als auch in Linge (0,73 um) reduziert (—ﬂf). Die Mitochondrien
lassen keinerlei Innenstrukturen erkennen, ihre AuBenmembranen 1iegen fragmentiert im interfibrillsren
Spalt.

2)

In dieser Versuchsgruppe erreichen Sarkomere eine Linge von durchschnittlich 1,97 pm, Myos1nf11amente von
durchschnittlich 1?30pﬁm. Auffallend bei dieser Auftautemperatur von +20°C ist jedoch die Dehnung der
I-Bande bis zu 0,52 um. Gerade in diesem Abschnitt eines Myokommas fallen q1e.extremen Zusammenhangi-
trennungen unter gleichzeitiger spaltihnlicher Erweiterung an11egender Aktinfilamentbiindel auf ( ﬂ% ;

Hier konnen elektronenoptisch dichte feinfibriilire Bandenabschnitte beobachtet werden, Innerhalbb e

A-Zone werden nur gelegentlich M-Streifen sichtbar. Die Breite des Z-Streifens betrdgt 0,1 um. Ne eT
weitgehend unverdnderten MitochondrienauBenmembranen reicht das Spektrum der Innenstrukturen vom un
zerstort bis extrem deformiert.

Bei der relativ schnellen Einfriergeschwindigkeit von -5°C/Std. wird intrazellulir mehr Wasger.gefrozen,
die dabei ablaufenden Kristallisationsvorgange bewirken eine mechanische Zers?ﬁrung Qer Akt1nf11amendeﬁ
Bei hoherer Auftautemperatur von +20°C bleibt Wasser jedoch durch den nur geringgradigen Membraqscga e
veitgehend intrazelluldr Tokalisiert und wandert sekundir aus den interfibrilldren Spa1tr§umen in daS
kontraktile System. Dies fihrt zu einer Verbreiterung der I-Bande und damit zu einer Ver]angerung 1¢r
Sarkomere. Bei geringerer Auftautemperatur (+4°C) bewirkt die zeitlich linger andauernde Rekristal 1_
sation erhebliche Membranschiden (Mitochondrien, Sarkolemm), denen zu fo]ge Wassgr aus qer Ze]1e agg
tritt. Die direkte Gegeniiberstellung der unterschiedlichen Einfriergeschw1n41gke1ten zeigt bei -45
erhebliche Verdnderungen im M- bzw. H-Streifen und offensichtlichere Reduktionen der Z-Scheibe.

STRUKTURVERANDERUNGEN AN SARKOMEREN UND ORGANELLEN NACH GEFRIEREN DES FLEISCHES (GF)
UND EINER LAGERUNG VON 6 MONATEN

I. Einfriertemperatur -22°C (Abb. 6)

Die nach 3-monatiger Lagerzeit - trotz unterschiedlicher Auftauvorgdnge - beobachteten Gemeinsamkeifen
der strukturellen Veranderungen konnen auch nach 6 Monaten angetroffen werden: Lgd1g11ch in der Veg
Tdngerung der Sarkomere auf durchschnittlich 1,7 um bei gleichbleibender Myosinlange von 1,3 um un




trukturelle Ausschnittsvergroperungen von aufgetautem Gefrierfleisch nach 6-monatiger Lagerung
8 -22°C. Abb. 6: Einfriertemperatur -22°C, Auftautemperatur +20°C. Abb. 7: Einfriertemperatur -45°C,
autemperafur' +4°C. Abb. 8: Einfriertemperatur -45°C, Auftautemperatur +c0°C. (—w feinfibrilldre
nde). VergroBerungen 36000-Tach. F

erbreiterung der I-Banden auf 0,4-0,5 pm weichen sie voneinander ab. Als Ursache hierfiir wird die
agerdauer mit den dabei kontinuierlich ablaufenden Unkristallisationsvorgingen sowie enzymatische
nsketten angenommen.

ifriertemperatur -45°C (Abb, 7 und 8) .

rbei beobachteten Strukturverdnderungen entsprechen grundsdtzlich den 3-monatigen Vergleichsproben.

onderes Merkmal wird jedoch auch hier die Verbreiterung der I-Bande bis 0,5 pm erkannt. M- und H-

h treten als diffus kontrastierte Zone auf. Auch hier muB das Phéncmen der Unkristallisation und
mwirkung angefiihrt werden.
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