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Einsatz probiotischer Bakterien bei Fleischerzeugnissen
Use of probiotic bacteria in meat products

L. KROCKEL

Zusammenfassung

Die Entwicklung von Lebensmitteln mit besonderem ernahrungsphysiologischem Wert hat in
den letzten Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Fermentierte Milcherzeugnisse mit
probiotischen Milchsaurebakterien sind mittlerweile flir viele Verbraucher fester Bestandteil
des taglichen Verzehrsplans. Bei den Fleischerzeugnissen konnten die fermentierten Roh-
wirste ein geeignetes Vehikel fir entsprechende Mikroorganismen darstellen. Sie enthalten
auf Grund ihrer Herstellungsweise hohe Keimzahlen an Milchsaurebakterien, welchen jedoch
selbst keine probiotische Bedeutung beigemessen wird. Andererseits sind die meisten pro-
biotischen Bakterien nicht in der Lage, sich im Rohwurstmilieu zu etablieren. Ausnahmen
hiervon sind Kulturen aus der Lactobacillus plantarum sowie der Lactobacillus casei Gruppe.
Obwohl die ersten Versuche in diese Richtung bereits vor 8-10 Jahren erfolgten, gibt es
heute nur wenige Hersteller, die Rohwirste mit probiotischen Bakterien anbieten. Griinde
hierfir sind die im Vergleich zur Milchbranche eher handwerkliche Orientierung der Her-
steller, die gréRere Produktvielfalt sowie eine Reihe von Unwagbarkeiten technologischer,
mikrobiologischer und lebensmittelrechtlicher Art. Da spontan reifende Rohwurste europai-
schen Typs in der Regel von den konkurrenzfahigeren Stammen der Lactobacillus
sakeil curvatus Gruppe dominiert werden, wird im Einzelfall zu prifen sein, welche Produkte
sich mit den neuen probiotischen Kulturen herstellen lassen. Die Entwicklung eines Marktes
fur probiotische Fleischerzeugnisse wird aber auch wesentlich von der Entwicklung
der europaischen Rechtssetzung zu gesundheitsbezogenen Angaben bei Lebensmitteln ab-
hangen.

Summary

The development of foods with added nutritional values for the consumers has gained in-
creasing attention in recent years. For many consumers fermented milk products with added
probiotic lactic acid bacteria are already a regular part of their daily diet. With meat products,
raw fermented sausages could constitute an appropriate vehicle for such micro-
organisms. Due to the manufacturing process raw fermented sausages contain high num-
bers of lactic acid bacteria which, however, are not regarded as probiotics. On the other
hand, most of the known probiotic bacteria are unable to establish themselves in the raw
sausage environment. Exceptions thereof are microbial cultures belonging to the
Lactobacillus plantarum group and to the Lactobacillus casei group. Although first steps for
marketing probiotic sausages were taken already 8-10 years ago, there are only a few
manufacturers today who offer raw fermented sausages with probiotic bacteria. This is
probably due to the more artisanal orientation of the sausage manufacturers as compared to
the dairy industry, a larger variety of products, as well as a number of uncertainties
concerning technological, microbiological and regulatory aspects. Since the microflora of
spontaneously ripened European-style raw fermented sausages is usually dominated by the
more competitive strains of the Lactobacillus sakeil curvatus group, the suitability of new
probiotic cultures will have to be verified for each individual sausage type. Also, the
development of a market for probiotic meat products will greatly depend on the
developments in European legislation with respect to health related claims on foodstuffs.

Schlusselworter probiotische Fleischerzeugnisse — Rohwurst — Milchsaurebakterien

Key Words probiotic meat products — raw fermented sausage — lactic acid bacteria
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Die Entwicklung von Lebensmitteln mit
besonderem erndhrungsphysiologischem
Wert hat in den letzten Jahren zunehmend
an Bedeutung gewonnen. Probiotische
Lebensmittel nehmen dabei einen breiten
Raum ein. Schon ab Mitte der 90er Jahre
kamen standig neue Milcherzeugnisse, vor
allem Joghurts, mit probiotischen Mikro-
organismen auf den Markt. Die jahrliche
Anzahl von Publikationen mit probioti-
schem Hintergrund hat sich seit 1995
mehr als verzehnfacht. Von den bis 2005
weltweit erschienenen rund 3500 (Erst-)
Verodffentlichungen kamen 6-7 % aus
Deutschland. Mehr als zwei Drittel dieser
Arbeiten wurden in den letzen 5 Jahren
publiziert.

Vom Einsatz probiotischer Bakterien soll
nicht nur die Wirtschaft mit innovativen
und wettbewerbsstarken Produkten profi-
tieren, sondern auch der Konsument, dem
bei taglichem Verzehr eine zumindest
wohltuende, wenn nicht gar gesundheits-
fordernde Wirkung versprochen wird.
Nach der sehr erfolgreichen Vermarktung
solcher Kulturen in Milcherzeugnissen
ricken jetzt zunehmend andere Lebens-
mittel in den Mittelpunkt des Interesses.
In der Europaischen Union wird kunftig
eine neue Regelung Uber nahrwert- und
gesundheitsbezogene  Aussagen bei
Lebensmitteln die Rechte von Herstellern
und Verbrauchern im Zusammenhang mit
der Bewerbung derartiger Lebensmittel
starken (ANONYMUS, 2000a,b).

Rohwurst als Vehikel fiir probiotische
Mikroorganismen

Probiotische Nahrungsmittel sollten Mikro-
organismen enthalten, von welchen eine
gesundheitsférdernde Wirkung nach Ver-
zehr erwartet werden kann. Solche Wir-
kungen erwartet man vor allem von Bifido-
bacterium spp. und von bestimmten Arten
der Gattung Lactobacillus (Lb.) wie
Lb. acidophilus, Lb. casei und Lb. rham-
nosus (ALANDER et al., 1999). Bei den
Fleischerzeugnissen werden gegenwartig
die Rohwdirste als geeignetes Vehikel fur
probiotische Mikroorganismen angesehen
(HAMMES und HALLER, 1998; KLINGBERG
et al., 2005). Diese gereiften, nicht er-
hitzten Fleischerzeugnisse enthalten pro
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Gramm in der Regel 50-500 Mio. Milch-
saurebakterien (MSB), die wesentlich zur
Verzehrssicherheit dieses Lebensmittels
sowie zu den sensorischen Produkteigen-
schaften beitragen.

Spontan reifende Rohwirste europaischen
Typs werden in der Regel von den in die-
sem Milieu wesentlich konkurrenzfahige-
ren Spezies Lb. sakei und Lb. curvatus
dominiert. Der Anteil von Lb. sakei liegt
regelmafig bei 50-75 %, der von Lb. cur-
vatus bei bis zu 25 % der MSB-Flora.
Daneben findet man in wesentlich niedri-
geren Anteilen auch Arten wie Lb. planta-
rum, Lb. brevis, Lb. buchneri, und Lb. pa-
racasei (DORMANN et al., 1998; LERQY et
al., 2006; AYMERICH et al., 2006). Die als
Starterkulturen fir die Herstellung von
Rohwurst verwendeten Milchsaurebakte-
rien umfassen die Lactobacillus Arten Lb.
sakei, Lb. curvatus, Lb. plantarum und Lb.
pentosus, die Pediococcus Arten Pc. aci-
dilactici und Pc. pentosaceus sowie die
Lactococcus-Art Lc. lactis (HAMMES und
HERTEL, 1998).

Auf Grund der allgemein akzeptierten An-
forderungsprofile flir probiotische Mikro-
organismen (u. a. signifikante Komponente
der Darmflora gesunder Menschen, Uber-
leben der Magen-Darm-Passage bzw.
Saure-Galle-Resistenz, Adhéasion an
Darmzellen), wird den heute Ublichen
Reifekulturen fur Rohwurst mit Ausnahme
von Lb. plantarum keine probiotische Be-
deutung beigemessen. Andererseits sind
die meisten probiotischen Bakterien, die
bei Milcherzeugnissen Verwendung fin-
den, nicht in der Lage, sich im vergleichs-
weise unwirtlichen Rohwurstmilieu zu ver-
mehren bzw. dort in relevanter Keimzahl,
das heil’t mit mehr als 1-10 Mio. Keimen
pro Gramm, zu Uberleben (HAMMES und
HERTEL, 1998; ANDERSEN, 1998; PETAJA
et al., 2003).

Strategien bei der Entwicklung
probiotischer Kulturen

Bei der Entwicklung probiotischer Kulturen
fur Fleischerzeugnisse werden zwei Stra-
tegien verfolgt. Zum einen hat man ver-
sucht bereits etablierte probiotische Milch-
saurebakterien aus dem Milchbereich ein-
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zusetzen, zum anderen sucht man in na-
turlich fermentierten Fleischerzeugnissen
nach Kulturen, die probiotische Anforde-
rungsprofile erfullen (LEROY et al., 2006;
KLINGBERG et al., 2005). Erstere stam-
men ursprunglich aus dem Gastrointes-
tinal (GI)-Milieu vorzugsweise des Men-
schen. Getestet wurden unter anderem
Stamme der Lb. acidophilus und der Lb.
casei Gruppe sowie einige Arten der
Gattung Bifidobacterium. Relativ gute Er-
folge wurden dabei mit Lb. casei, Lb. para-
casei und Lb. rhamnosus erzielt.

Aus Rohwurst wurden Stadmme von Lb.
plantarum und Lb. pentosus isoliert, die
probiotische Eigenschaften aufweisen und
zugleich als Starterkulturen einsetzbar
sind (KLINGBERG et al., 2005). Im GI-Trakt
des Menschen gehdrt Lb. plantarum
neben Lb. rhamnosus und Lb. paracasei
subsp. paracasei zu den vorherrschenden
Lactobacillus Arten (AHRNE et al., 1998;
KLINGBERG et al.,, 2005; MOLIN et al.,
1993; PRETZER et al., 2005).

Obwohl Lb. rhamnosus Kulturen als Pro-
biotika eingesetzt werden und Isolate aus
fermentierten Lebensmitteln flir gesund-
heitlich unbedenklich gehalten werden, ist
diese Spezies auf Grund Klinischer Vor-
falle im Gegensatz zu Lb. casei bzw. Lb.
paracasei einer hoheren Sicherheitstufe
zugeordnet (HAMMES und HALLER, 1998).
Letztere kdonnen daher problemloser als
Probiotika vermarktet werden. Rohwirste
mit Lb. paracasei sind bereits seit Jahren
ohne Beanstandungen auf dem Markt.

Probiotische Wirkung

Wieviele probiotische Bakterien taglich
und in welcher Form aufgenommen wer-
den missen, um einen messbaren probio-
tischen Effekt zu erzielen, ist nicht genau
bekannt. Man nimmt aber an, dass eine
Aufnahme von mindestens 10° KBE/g
Lebensmittel erforderlich ist (GROENE-
VELD, 1999). Der Verzehr von 100 g Roh-
wurst mit 10® KBE/g probiotischen Bak-
terien wiirde ausreichen, um 10" KBE/g
Stuhl zahlen zu koénnen, wenn keine
Verluste im oberen GI-Trakt zu ver-
zeichnen sind. Auch traditionell fermen-
tierte Lebensmittel kdnnten eventuell be-
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stimmte probiotische Effekte, etwa eine
modulierende Wirkung auf das Immun-
system, ausliben. Die Wirksamkeit probio-
tischer Lebensmittel sollte jedoch letztlich
durch Humanstudien belegt werden koén-
nen (HAMMES und HALLER, 1998; REID et
al., 2006). Bis heute liegt nur eine einzige
derartige Studie flir ein probiotisches
Fleischerzeugnis vor. Sie dokumentiert,
dass der tagliche Verzehr von 50 g einer
Salami mit einem Lb. paracasei Stamm als
Starter bei gesunden Probanden ver-
schiedene Aspekte des Immunsystems
moduliert (HAMMES und HALLER, 1998;
JAHREIS et al., 2002).

Offene Fragen

Gerade bei funktionellen Lebensmitteln
gibt es eine Reihe offener Fragen, die nur
mit aufwandiger und teuerer Forschung
geklart werden kénnen. GrofRe Bedeutung
wird z.B. der Frage beigemessen, ob ein
Befund hinsichtlich einer probiotischen
Wirkung, die mit einem Joghurt erzielt
wurde, auch mit einer Wurst erzielt werden
kann (HAMMES und HALLER 1998). Da-
neben spielen auch gesundheitspolitische
Fragen eine Rolle. Nicht Uberall werden
Fleischerzeugnisse als ,gesunde” Lebens-
mittel angesehen (LUCKE, 1998).

Der Deutschen Gesellschaft fur Ernahrung
e.V. zufolge ist gegen den Verzehr von
Fleisch nichts einzuwenden solange es
mager ist und in Malen (300-600g
Fleisch und Wurst pro Woche) konsumiert
wird. Flr Fleisch spricht sein hoher Anteil
an verfiigbarem Eisen und den Vitaminen
B1, B6 und B12. Fleischerzeugnisse mit
hohem Fettgehalt sollten dagegen eher
selten verzehrt werden (ANONYMUS,
2006c¢). Probiotische Salamis sollten daher
so wenig wie moglich tierische Fette ent-
halten.

Verbraucherschutz

Der Verbraucher erwartet, dass die
Lebensmittel gesundheitlich unbedenklich
sind und die besonders hervorgehobenen
Produkteigenschaften auch zutreffen. Da
die probiotische Wirkung nicht fur jedes
einzelne Erzeugnis Uberprift werden
kann, sollte zumindest fir den Produkttyp
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eine Dokumentation vorliegen, die einer
kritischen Evaluierung Stand halt. Dabei
ware auch festzulegen, welche Varia-
tionen hinsichtlich der Produktqualitat er-
laubt sind. Die europaische Gesetzgebung
zur Lebensmittelkennzeichnung versucht
aullerdem, missbrauchliche Werbung,
z.B. eine unlautere ,Aufwertung“ minder-
wertiger bzw. ungesunder Lebensmittel-
erzeugnisse zu verhindern. Werden be-
stimmte probiotische Bakterien genannt,
dann sollten diese im Lebensmittel auch
nachweisbar sein, und zwar mindestens in
der Anzahl wie sie in der Dokumentation
als notwendig erachtet werden. Geeignete
Nachweismethoden sollten aus der Doku-
mentation ebenso klar hervorgehen wie
die exakte taxonomische Bezeichnung der
verwendeten Kulturen.

Ahnlich wie bei probiotischen Milch-
erzeugnissen (MASCO et al., 2005) werden
auch bei den im Handel erhaltlichen pro-
biotischen Rohwirsten nicht immer die
Mikroorganismen gefunden, die ausgelobt
sind. Das liegt zum einen daran, dass die
Stdmme nicht richtig identifiziert wurden
bzw. der aktuelle Stand der Taxonomie
nicht berlcksichtigt wurde, zum anderen
daran, dass teilweise Stdmme im Handel
sind, die bereits den Fermentationsvor-
gang nicht Uberleben. Zu letzteren ge-
hoéren u.a. Lb. acidophilus und Bifido-
bacterium spp. .

Nachweismethoden

Der Nachweis probiotischer Keime wirft
einige Probleme auf, die Uber die Grenzen
der traditionellen Mikrobiologie hinaus
gehen. Das gilt insbesondere fur Lebens-
mittel, welchen die probiotischen Bakterien
nicht nachtraglich zugegeben werden
kénnen, wie etwa bei warmebehandelten
Joghurts und Getranken, und die zudem
eine signifikante produktspezifische Eigen-
flora aufweisen. Fermentierte Rohwurst
enthdlt in der Regel 10°KBE/g Milch-
saurebakterien, die den Nachweis der
probiotischen Bakterien stéren, indem sie
z.B. auf denselben Nahrbéden wachsen.
Der kulturelle Nachweis lebensfahiger
probiotischer Bakterien erfolgt daher vor-
zugsweise unter anaeroben Bedingungen
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bei 37 °C auf gallehaltigen Selektivnahr-
béden, deren Selektivitat gegebenenfalls
durch Zusatz von Antibiotika erhéht wird.
Werden keine ausreichend selektiven Be-
dingungen gefunden, so missen die er-
haltenen Kolonien weiter analysiert wer-
den. Klassische mikrobiologische Metho-
den koénnen dabei hilfreich sein. Sie
reichen jedoch fir eine exakte Identifizie-
rung oft nicht aus. Moderne DNA- und/
oder Protein-analytische Methoden spielen
daher bereits heute eine wichtige Rolle bei
der Spezies- und Subspezies-ldentifi-
zierung. Da probiotische Eigenschaften oft
spezifischen Stdmmen einer Art zuge-
schrieben werden und nicht einer Spezies
per se, sind weitergehende Differen-
zierungen auf Stammebene erforderlich.
Diese koénnen bislang nur mit unver-
haltnismalig groBem Aufwand durchge-
fuhrt werden (ROY et al., 1999; ROY und
WARD, 2004; MASCO et al., 2005; REID et
al. 2006) und kommen somit fir die
LebensmittelUberwachung kaum in Frage.
Bereits die Unterscheidung sehr nah ver-
wandter Arten und Unterarten etwa inner-
halb der Lb. plantarum und Lb. casei
Gruppe oder der Bifidobakterien ist kritisch
(CHAVAGNAT et al.,, 2002; MASCO et al.,
2004).

Marktlage

Obwohl die ersten probiotischen Roh-
wiurste in Europa bereits vor 8 Jahren er-
haltlich waren (HAMMES und HALLER,
1998), hat sich seitdem kein grof3erer
Markt flr derartige Produkte entwickelt.
Grinde hierfir sind die im Vergleich zur
Milchbranche eher handwerkliche Orien-
tierung der Hersteller, die grélkere Pro-
duktvielfalt sowie eine Reihe von Unwag-
barkeiten technologischer, mikrobiologi-
scher und lebensmittelrechtlicher Art. Ein-
zelne Hersteller bieten jedoch ein breites
Sortiment schnittfester und streichfahiger
probiotischer Rohwurst an, die in 2005
noch etwa 4 % der DLG-pramierten Er-
zeugnisse stellten (51 von 1150 Roh-
wursten), wahrend in 2006 lediglich 21
Erzeugnisse mit probiotischen Kulturen
zur Prifung eingesandt wurden
(ANONYMUS, 2006d).
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Eigene Untersuchungen

Die Hersteller von Starterkulturen bieten
inzwischen auch probiotische Bakterien flr
den Einsatz bei Rohwurst an. Eine immer
wieder gestellte Forderung war in der Ver-
gangenheit die mdglichst tagliche Auf-
nahme einer Mindestanzahl lebensfahiger
Mikroorganismen, um eine behauptete
probiotische Wirkung zu garantieren. Bei
der Herstellung probiotischer Joghurts
werden die probiotischen Mikroorganis-
men daher nachtraglich, d.h. nach erfolg-
ter Fermentation zugesetzt, um die gefor-
derten hohen Lebendkeimzahlen zu er-
halten (HELLER, 2001). Die Technologie
der Rohwurstherstellung schlief3t eine
solche Praxis jedoch aus. Hier mussen
die probiotischen Bakterien bereits bei
der Bratherstellung zugesetzt werden.
Wahrend der Rohwurstreifung mussen
sich diese in Rohwurst an sich undblichen
Bakterien gegen die typische Fermenta-
tionsflora behaupten, das heil3t, es sollten
mindestens 10° KBE/g in der fertigen Roh-
wurst nachweisbar sein. Die traditionelle
Rohwursttechnologie férdert das Wachs-
tum bestimmter, gut an diese Milieube-
dingungen angepasster Milchsaurebak-
terien, vor allem Lb.sakei und Lb.
curvatus. Diese beiden Bakterienspezies
werden daher auch als Starterkulturen fir
Rohwurst eingesetzt. Haufig werden auch
Lb. plantarum und Pediococcus acidilactici
sowie Staphylococcus carnosus und Sta-
phylococcus xylosus als Rohwurststarter
verwendet. In jungerer Zeit wurden auch
Lb. paracasei und Lb. rhamnosus erfolg-
reich erprobt (siehe unten). Vor diesem
Hintergrund wurden einige probiotische
Rohwirste aus dem Handel mikrobiolo-
gisch analysiert und die Eignung von zwei
zum Einsatz bei Rohwurst angebotenen
probiotischen Kulturen getestet.

Untersuchung probiotischer Rohwilirste
aus dem Handel

Untersucht wurden drei deutsche Erzeug-
nisse und ein schweizer Produkt (Tab. 1).
Die Wirste wurden medial ringsum etwa 5
mm tief mit einem sterilen Skalpell ange-
schnitten und auseinander gebrochen.
Zentral wurden dann mit einem sterilen
Spatel Proben zu je 20 g entnommen und
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im Stomacher mit 180 ml 0,9 % NaCl fur 2
min homogenisiert. Aliquots der Suspen-
sionen wurden dezimal verdinnt und auf
MRS-Agar (pH 6,5, ohne Acetat) mit und
ohne Zusatz von 0,05 % Cystein sowie auf
Std-I-Agar plattiert. Die inokulierten Nahr-
bdéden wurden zur Erfassung der regula-
ren Rohwurstflora aerob bei 30 °C und zur
Erfassung der probiotischen Bakterien
anaerob bei 37 °C fir mindestens 3 Tage
inkubiert. Unterschiedliche Kolonietypen
wurden getrennt ausgezahlt. Pro Kolonie-
typ wurden 1-5 Einzelkolonien mikrosko-
pisch und biochemisch differenziert. Zur
Unterstlitzung der Identifizierung wurde
ein mittels BOX-rep-APD erzeugter gene-
tischer Fingerabdruck eingesetzt (MARTIN
et al., 1992; SELENSKA-POBELL et al,
1995; KROCKEL, 1997, 1998a,b). Refe-
renzstdmme wurden, soweit nicht in der
BfEL-Sammlung vor Ort vorhanden, von
der DSMZ bezogen.

Probe 1 enthielt keinen der auf dem Etikett
angegebenen Stamme (,Bifidus, Lb. casei,
Lb. acidophilus®). Lediglich ein potentiell
probiotisches Isolat von Lb. rhamnosus
(1-6x10" KBE/g) konnte gegen den
Hintergrund der konventionellen (Starter)
MSB-Flora aus Lb. sakei (5x10® KBE/g)
und Pc. pentosaceus (5x 10" KBE/g) iden-
tifiziert werden. ,Bifidus® ist kein gultiger
Name. Er kénnte sich auf Bifidobacterium
spp. beziehen, die in dieser Wurst nicht
enthalten waren, oder auf den ungliltigen
Namen ,Lb. bifidus“, wie in der Vergan-
genheit einige Lb. sakei Stamme genannt
wurden. Ebenso zeigte keines der ande-
ren Isolate Ahnlichkeiten mit Lb. acidophi-
lus. Stattdessen wurden Stamme von
Carnobacterium  piscicola  (107-5x108
KBE/g), Lb. curvatus (10°-10® KBE/g), Lb.
hilgardii (4x10” KBE/g) und Lb. farciminis
(1x10’KBE/g) gefunden. Die Uberein-
stimmungen zwischen klassischer Identifi-
zierung und genetischem Fingerabdruck
waren gut bei Lb. sakei, Lb. rhamnosus
und Pc. pentosaceus, wahrend die Isolate,
die als Lb. curvatus, Lb. hilgardii und Lb.
farciminis identifiziert wurden weniger
Ahnlichkeiten zu den entsprechenden
Referenzstammen zeigten.

Bei Probe 2 wurde neben der ,normalen”
MSB-Flora (Lb. sakei [5x10’ KBE/g], Lb.
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Tab. 1: Nachweis probiotischer Kulturen in probiotischer Rohwurst aus dem Handel

Rohwurst 1

2

3 4

weiche, schnell-

sehr harte, luft-

schnellgereiftes,
kleinkalibriges,

geraucherte, ab-
getrocknete Salami

Kulturen
(Bifidus, Lb. casei,
Lb. acidophilus)*

Typ %Zrlzlr:?‘ geraucherte getrocknete Salami gerauchertes mit 30 % Gewichts-
Rohwirstchen verlust
Eigenschaften pH 4,7; a,, 0,954 pH 5,6 pH 4,9 n.b.
Herkunft D CH D D
é’;‘f’lﬁmgg‘;ﬁ‘:ml - probiotische Kultur in | ,Probiotisch 1,
drei ?obiotischen Lprobiotisch®, hohen Keimzahlen naturgereift”, mit
Werbeaussage P mit Rind- und (5x 10° KBE/g)* Rindfleisch und

Schweinefleisch

mit Rind- und
Schweinefleisch

Pflanzenfett
(kein Speck)

beworbene Kulturen

- nein
nachweisbar

keine Angaben ja

keine Angaben

probiotischen Kultur

ggf:r?t?(-:\‘ll\ilreﬁsg;ti sche Lb. rhamnosus Lb. paracasei subsp. Lb. paracasei subsp. Lb. paracasei subsp.
Kultur ’ paracasei paracasei paracasei
Keimzahl (KBE/g) der 1-6 x 107 4.9 x 107 3% 107 1x107

n.b., nicht bestimmt; D, Deutschland; CH, Schweiz

curvatus [6x 10" KBE/g], Pc. acidilactici
[4 x 10° KBE/g]) ein potentiell probiotisches
Isolat, Lb. paracasei subsp. paracasei (4-
9x 10" KBE/qg), identifiziert. Mit Ausnahme
der potenziell probiotischen Flora waren
die Zahlen der lebensfahigen MSB in
dieser stark abgetrockneten Wurst etwa
um den Faktor 10 niedriger als in Probe 1.
In den Proben 3 und 4 wurde ebenfalls nur
Lb. paracasei subsp. paracasei als probio-
tische Kultur nachgewiesen (3x 10" KBE/g
und 1x 10" KBE/g).

Alle Proben enthielten demnach neben der
regularen MSB-Flora auch Spezies, wel-
chen ein probiotisches Potential zuge-
sprochen wird, in Keimzahlen > 10° KBE/g.
Das alleine kann jedoch das Etikett ,pro-
biotisch“ nicht rechtfertigen, vor allem,
wenn die angegebenen Bakterien nicht
nachweisbar sind (Wurst 1) oder nicht ge-
nannt werden (Wrste 2-4).

Uberleben probiotischer Mikroorganismen
in Salami

Probiotische Kulturen eines Starterkultu-
renherstellers, die als Lb. casei und Bifi-
dobacterium (Bif.) lactis vermarktet wer-
den, wurden alleine und zusammen mit
Starter- und/oder Schutzkulturen des glei-
chen Herstellers nach dessen Verwen-
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dungsvorschlagen eingesetzt. Die Uber-
prifung der Identitdt der Stamme mittels
klassischer und molekularer Methoden
(siehe unten) zeigte, dass es sich um die
Species Lb. paracasei ssp. paracasei und
Bif. animalis subsp. lactis handelte. Die
Rohwirste wurden im Institut fir Tech-
nologie der BfEL Kulmbach produziert
(KROCKEL und MULLER, 2006; Mdiller,
2006). Drei verschiedene Rindfleisch-
Salamis (Kaliber 45) a 10 kg mit (1) 15 %
Pflanzenfett, (2) 15 % Speck und (3) 25 %
Speck und je 3 % NPS wurden hergestellt.
Starter- und Schutzkulturen wurden in der
Ublichen Dosierung verwendet (10°-10’
KBE/g Brat), die Anfangskeimzahlen von
Lb. paracasei ssp. paracasei und Bif. ani-
malis subsp. lactis lagen bei 5x10° und
10’ KBE/g Brat. Die Gesamtkeimzahlen
der Milchsaurebakterien wurden auf MRS
5.7-Agar (30 °C, anaerob) erfasst, die
Keimzahlen von ,Lb. casei“ und von ,Bif.
lactis“ wie vom Kulturlieferanten empfoh-
len auf MRSS5.7-Moxalactam- bzw. auf
MRS5.7-Gentamycin / Ochsengalle / Cys-
tein-Agar (37 °C, anaerob). Differenziert
wurde zusatzlich anhand von Kolonie-
morphologie (Abb. 1), mikroskopischem
Bild sowie im Zweifelsfall anhand bio-
chemischer und genetischer Merkmale
(Fermentationsmuster und genomisches
Fingerprinting mittels BOX-PCR).
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3a
®

Abb. 1: Koloniebilder von Keimzahlungen verschiedener Rohwurstchargen (Versuch 3 mit 25 %
Speck, Tag 0, Chargen Ch2-6) auf MRS5.7-Nahrboden unter selektiven und nicht selektiven Bedin-
gungen. 1, Ch2 mit Lb. plantarum; 2, Ch3 mit Lb. plantarum und Lb. paracasei ssp. paracasei ohne (2a) und mit
(2b) Moxalactam; 3, Ch4 mit Lb. plantarum und Bif. animalis ohne (3a) und mit (3b) Gentamycin; 4, Ch5 mit Lb.
paracasei ssp. paracasei ohne (4a) und mit (4b) Moxalactam; 5, Ch6 mit Bif. animalis ohne (5a) und mit (5b)
Gentamycin. Beachte: Lb. plantarum wéachst auf MRS5.7-Gentamycin-Galle-Cystein-Agar (3b), nicht aber auf
MRS5.7-Moxalactam-Agar (2b). Bif. animalis wachst auf MRS5.7-Gentamycin-Galle-Cystein-Agar besser (5b) als
auf MRS5.7-Agar (kleine Kolonien in Teilbild 3a und 5a).

108
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8 ——Ch 1 -kontr
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Abb. 2: Keimzahlverlauf der Milchsaurebakterien in Rindfleisch-Salami mit 25 % Speck, ohne und mit
Zusatz probiotischer Bakterien (mit und ohne Selektivnahrboden). Ch1, Kontrollcharge ohne Zusatz von
MSB, Koloniezahl (KZ) auf MRS5.7 bei 30 °C; Ch5, Charge mit Zusatz von Lb. paracasei subsp. paracasei, KZ
auf MRS5.7 bei 30 °C (Ch5-casei) und KZ auf MRS5.7-Moxalactam-Agar bei 37 °C (Ch5-casei-Mox); Ch6,
Charge mit Zusatz von Bif. animalis subsp. lactis, KZ auf MRS5.7 bei 30 °C (Ch6-bifido) und KZ auf MRS5.7-
Gentamycin-Agar bei 37 °C (Ch6-bifido-Gent); bifido-erwartet und casei-erwartet, aufgrund der zugesetzten
Bakteriensuspension erwartete KZ an Tag 0. Beachte: Der MRS5.7-Gentamycin-Agar erwies sich als nicht
selektiv fir Bif. animalis subsp. lactis (vgl. Text). Fir den Anstieg der KZ von Tag 1 auf Tag 4 auf diesem Nahr-
boden sind ausschlieBlich fleischeigene MSB verantwortlich. Die wahrscheinliche Entwicklung der zugesetzten
Bifidobakterien in Ch6 ist mit einem nach unten gerichteten Pfeil mit ,?“ gekennzeichnet.
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Dabei zeigte sich, dass Bif. animalis nur
zu Beginn der Reifung (Tag 0 und Tag 1)
in signifikanten Keimzahlen nachweisbar
war (>10° KBE/g). An Tag 4 war dieser
Keim vor dem Hintergrund der Spontan-
oder Starterflora nicht mehr zu detektieren
(Abb. 2). Bereits an Tag 0 wurden weniger
als 20 % der erwarteten Keimzahl erhal-
ten. An Tag 1 waren davon wiederum nur
16 % nachweisbar. Lb. paracasei ssp.
paracasei war dagegen in jedem Fall
stabiler und in der Lage in der Rohwurst
zu wachsen. Der Stamm zeigte bei
Abwesenheit und Gegenwart von Starter-
und Schutzkulturen noch 107-10° bzw.
10°-10" KBE/g in der fertigen Salami. Aus
technologischer und sensorischer Sicht
waren die Chargen, die nur mit Lb. para-
casei ssp. paracasei fermentiert wurden,
nicht zu beanstanden. Der Moxalactam-

12 3 45 67 8 91011 12 13 14

Basen 1
paare 2
5150 — 3
4270 —
4
5
2642 — 6
7
8
1500 — 9
10
1000 — 11
12
13
500 — 14
300 -

Nahrboden war in allen Fallen selektiv fir
Lb. paracasei ssp. paracasei (kein Wachs-
tum von Milchsadurebakterien aus der
Spontanflora bzw. der verwendeten
Starter- und Schutzkulturen). Der Genta-
mycin-Ochsengalle-Cystein-Nahrboden
eignete sich dagegen nicht fir eine
selektive Keimzahlung von Bif. animalis
unter anaeroben Bedingungen bei 37 °C.
Er ermoglicht nicht nur das Wachstum von
Lb. plantarum (Abb. 1 Teilbild 3b) sondern
auch von fleischeigenen Lb. sakei
Stammen (in Abb. 1 nicht gezeigt). Grund
daflr dirfte sein, dass die Resistenz
gegen Gentamycin u.a. auch innerhalb
der Lb. sakei/curvatus Gruppe weit ver-
breitet ist (AYMERICH et al., 2006). Alle
Isolate lieRen sich mittels BOX-rep-APD
eindeutig identifizieren (Abb. 3).

100-bp Marker (Roche)

Bifidobacterium animalis subsp. lactis DSM 101407
Bif. lactis BB-12 (FD-DVS BB-12® ProbioTec™)
Lactobacillus rhamnosus DSM 200217

Lb. rhamnosus (aus probiot. Gefligelsalami, D)
Lambda EcoRI/Hindlll Marker

Lb. paracasei subsp. paracasei (probiot. Rohwurst, CH)
Lb. paracasei subsp. paracasei (probiot. Wiirstchen, D)

Lb. paracasei subsp. paracasei DSM 56227
Lb. casei DSM 200117 ATCC 3937

Lb. casei 01 (FD-DVS Lb. casei 01 nu-trish® )
Lb. casei SHIROTA (Yakult)

Lb. paracasei subsp. tolerans DSM 202587
100-bp Marker

Abb. 3: Genetischer Fingerabdruck (BOX-rep-APD Profile) probiotischer Bakterien aus Rohwurst und
kommerziellen Kulturen im Vergleich zu definierten Referenzstammen

Perspektiven fiir probiotische Mikro-
organismenkulturen bei Fleisch-
erzeugnissen

Es gibt zur Zeit keine Studien, die eine
eindeutige, langfristige Gesundheitswir-
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kung durch den Verzehr probiotischer
Rohwirste belegen. In einer Studie wur-
den jedoch Hinweise gefunden, die auf
eine immunstimulierende Wirkung beim
Menschen nach regelmalligem Verzehr
von mit Lb. paracasei gereifter Rohwurst
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hindeuten (JAHREIS et al., 2002). Die feh-
lenden Belege und die damit verbundenen
Unsicherheiten sind ein  wesentlicher
Grund, warum bis heute nur wenige Her-
steller probiotische Fleischerzeugnisse
anbieten.

Mittelfristig konnten sich neben Lb. caseil
paracasei auch bestimmte Stdmme von
Lb. plantarum und Lb. pentosus als pro-
biotische Kulturen fir Rohwurst etablieren.
Stdmme der letzten beiden Spezies wer-
den schon lange als Starterkulturen fir
Rohwurst vermarktet. Lb. casei Stamme
wurden dagegen traditionell bei der Her-
stellung von Milcherzeugnissen eingesetzt
und werden erst seit kurzem auch als
Starterkulturen fur die Herstellung von
Rohwurst angeboten.

Es wird im Einzelfall zu prifen sein, welche
Produkte sich mit den neuen probiotischen
Kulturen herstellen lassen, da spontan
reifende Rohwirste europaischen Typs in
der Regel von den in diesem Milieu
wesentlich konkurrenzfahigeren Spezies
Lb. sakei und Lb. curvatus dominiert
werden (AYMERICH et al., 2006; DORMANN
et al., 1998). Die technologische Eignung
neuer Stamme ist dabei ein wichtiges
Auswahlkriterium. Als Starterkulturen mit
probiotischen Eigenschaften wurden bisher
mit Erfolg Lb. paracasei, Lb. rhamnosus,
Lb. plantarum und Lb. pentosus eingesetzt
(BUNTE et al., 2000; ERKKILA et al., 2001;
KLINGBERG et al., 2005).

Die Entwicklung eines Marktes fur pro-
biotische Fleischerzeugnisse wird aber
auch wesentlich von der Entwicklung der
europaischen Rechtssetzung zu gesund-
heitsbezogenen Angaben bei Lebens-
mitteln abhangen. Die formelle Annahme
der neuen europaischen Regelung (iber
néhrwert- und gesundheitsbezogene Aus-
sagen bei Lebensmitteln durch den Rat der
Europaischen Union wird voraussichtlich im
Herbst 2006 erfolgen. Sie legt fest, dass
derartige Aussagen wahr, klar und ver-
standlich sein missen und auf gesicherten
wissenschaftlichen Grundlagen beruhen
mussen. Daruber hinaus darf eine nahr-
wertbezogene Angabe nur gemacht wer-
den, wenn das betreffende Lebensmittel
ein  bestimmtes  Nahrwertprofil  (z.B.
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geringer Gehalt an Salz, Fett und/oder
Zucker) aufweist (ANONYMUS, 2006a,b).
Eine nahrwertbezogene Angabe bleibt
jedoch auch dann noch zulassig, wenn ein
Nahrstoff (etwa Salz oder Zucker oder Fett)
den Hochstwert Ubersteigt. Dies muss aber
gut sichtbar unmittelbar neben der Angabe
und in gleichwertiger Darstellung auf dem
Etikett vermerkt sein.
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