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Ausgangssituation

Gramnegative Bakterien, wie Salmonella enterica und Escherichia coli, sind bei rohen Fleischwaren bzw.
rohen, nicht durchgegarten Wourstwaren nach wie vor Ausléser von Ruckrufen und
Lebensmittelinfektionen. Die Salmonellose war 2023 mit (ber 10.000 Fillen die zweithaufigste
meldepflichtige bakterielle gastrointestinale Krankheit in Deutschland. Zum Erhalt der
Lebensmittelsicherheit werden haufig Konservierungsmittel, wie organische Sduren, Salz oder Nitrit,
verwendet. Allerdings werden bei hoheren pH-Werten hohere Konzentrationen dieser Stoffe bendtigt,
um eine ausreichende Konservierung zu erhalten. Dies kann mit unerwiinschten Beeintrachtigungen der
sensorischen Qualitat der Produkte oder bei Nitrit und Salz unter Umstidnden auch mit negativen
gesundheitlichen Aspekten verbunden sein. AuBRerdem werden diese Konservierungsmittel zunehmend
von den Verbrauchern abgelehnt, was den anhaltenden Clean-Label-Trend, d. h. eine Konservierung durch
lebensmitteleigene Stoffe, begriindet. Natirliche antimikrobielle Stoffwechselprodukte der
Milchsaurebakterien kénnen eine Alternative darstellen, wie das Beispiel das Bakteriozin Nisin von
Lactococcus lactis zeigt, das bei anderen Lebensmitteln, wie z. B. Schmelzkdse und gereiftem Kase,
bestimmten Puddings, Mascarpone und pasteurisiertem FlUssigei, als Zusatzstoff (E 234) eingesetzt wird.

Eine der groRten Herausforderungen bei der Lebensmittelkonservierung stellt die hohe Toleranz
gramnegativer Bakterien gegenliber vielen antimikrobiellen Substanzen dar. Ein Grund hierfir ist die
Barrierewirkung der duReren Membran. Eine Destabilisierung der duBeren Membran durch Chelatbildung
von zweiwertigen Kationen koénnte die Wirkung antimikrobieller Substanzen verbessern. Der
Chelatbildner Ethylendiamintetraacetat (EDTA) ist zwar als Zusatzstoff (E 385) zugelassen, aber nur fir
bestimmte Lebensmittel; aulerdem ist E 385 ein Chemosyntheseprodukt. Derzeit existieren keine
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natirlichen Chelatbildner in Lebensmittelqualitat, die als Alternative fiir E 385 dienen kdnnten. Bestimmte
Phenolsduren destabilisieren nicht nur die duRere Membran, sondern haben auch eine antimikrobielle
Aktivitat gegenilber gramnegativen Bakterien. Vorarbeiten der Forschungsstellen in einem Fleischmodell
zeigten nicht nur eine antimikrobielle Wirkung der Verbindungen 3-Hydroxyphenylessigsdure und 3-
Phenylpropionsaure gegen E. coli und Salmonella, sondern auch eine synergistische Wirkung dieser
Verbindungen mit Nisin, das eigentlich nur gegen grampositive Bakterien wirkt. Eine fermentative
Herstellung solcher natirlichen antimikrobiellen Verbindungen und Chelatbildner aus phenolreichen
agro-industriellen Nebenstromen kénnte eine wirtschaftliche interessante Option zur Wertschdpfung
dieser Nebenstrome eroffnen.

Ziel des Forschungsvorhaben war es, ein zweistufiges, konsekutives Biokonversionsverfahren zur
Umwandlung von niederwertigen, agro-industriellen Nebenprodukten in ein hochwertiges Fermentat mit
anti-gramnegativer und antioxidativer Aktivitat zu entwickeln.

Forschungsergebnis

Dieses Projekt untersuchte die Aufwertung von lignozellulosehaltigen agroindustriellen Nebenprodukten
fir die Produktion von natirlichen antimikrobiellen Stoffen gegen gramnegative Bakterien und deren
Anwendung in der Produktion von fermentierten Rohwiirsten gegen gramnegative Bakterien. Dies sollte
durch eine zweistufige Fermentation mit Basidiomyceten und Milchsdurebakterien erreicht werden, um
die potenzielle synergistische Wirkung von Phenolsduren und Bakteriocinen aus Milchsdurebakterien zu
nutzen. Die Phenolsauren, die durch die enzymatische Hydrolyse des Ligninanteils des Nebenprodukts
wahrend des ersten Fermentationsschritts entstehen, wiirden die Membranen der gramnegativen
Bakterien durch die chelatbildende Wirkung von zweiwertigen lonen destabilisieren und so die Aktivitat
der im zweiten Fermentationsschritt produzierten Bakteriozine der Milchsaurebakterien verstarken.

Zu Beginn des Projekts wurde gezeigt, dass eine physikalische Vorbehandlung des lignozellulosehaltigen
Nebenprodukts Weizenkleie entweder mit hydrothermaler Spaltung oder mit High Pressure Processing
(HPP) die Konzentration fermentierbarer, |6slicher Kohlenhydrate erhéhen kann, was ein schnelles
Wachstum der Basidiomyceten ermdglicht und das Potenzial fir eine verstarkte enzymatische Hydrolyse
von Lignin wahrend des ersten Fermentationsschritts erhéht. Zusatzlich wurden Vorbehandlungen mit 2-
Naphthol bzw. Resorcin und Schwefelsdure getestet. Darauffolgende Fermentationen der
vorbehandelten Weizenkleien mit verschiedenen Basidiomyceten zeigten eindeutig, dass der Ligninabbau
hin zu Phenolsauren nur in Abwesenheit von Laccasen sowie auf vorbehandelter Weizenkleie erfolgreich
war.

AulRerdem zeigte sich, dass das Pilzfermentat (1. Fermentationsschritt) das Wachstum und die
Bakteriozinproduktion der meisten getesteten Milchsdurebakterienstdmme unterstiitzt, vorbehaltlich der
Verfligbarkeit von fermentierbaren Kohlenhydraten wie Glucose, die moglicherweise extern zugefihrt
werden muss. In-vitro-Versuche zeigten, dass die Zugabe von Bacteriocin-haltigen Fermentaten zu
Phenolsaurelésungen in Konzentrationen unterhalb der jeweiligen Minimalen Hemm-Konzentration zu
einer Hemmung von Salmonellen flhrte. Diese Aktivitdit war jedoch auf einen additiven Effekt der
Aktivitaten der einzelnen antimikrobiellen Stoffe zuriickzufiihren und nicht auf einen synergistischen
Effekt. Dabei wurden sowohl kommerziell erhaltliche als auch aus dem Ligninabbau durch Basidiomyceten
freigesetzte sowie mit Hilfe von natirlichen eutektischen Systemen aus agroindustriellen Nebenstromen
extrahierte Phenolsduren getestet.

Es zeigte sich, dass die Vertraglichkeit verschiedener Phenolsdure/Bacteriocin-Kombinationen mit
kommerziellen Starterkulturen fir fermentierte Wiirste hauptsachlich von der Zusammensetzung der
Starterkulturen abhangt. Dies wurde auf die hemmende Wirkung der verschiedenen Bakteriozine auf die
in der Starterkultur vorhandenen saurebildenden Mikroorganismen zuriickgefiihrt. Eine Kombination aus
Sakacin A-haltigem Fermentat und 3-Phenylpropionsdure erwies sich unter den verschiedenen
untersuchten Kombinationen als die vertraglichste antimikrobielle Losung fir die Fermentation von
Teewurst. Die potenzielle Schutzwirkung dieser Kombination gegen Salmonellen in einem
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Teewurstmodell wahrend der Fermentation und der anschlieBenden Lagerung bei 4 °C wurde in einem
Challenge-Test ermittelt. Die Ergebnisse deuteten auf eine leichte Schutzwirkung wahrend der
Fermentation hin, die sich am Ende der Lagerung bei 4 °C noch verstarkte und sich in einer Verringerung
der Salmonellen um > 0,5 logio KBE/g im Vergleich zu Kontrollwiirsten ohne den antimikrobiellen Stoff
duBerte. Allerdings zeigte sich auch ein negativer Effekt auf die sensorischen Eigenschaften der Teewurst,
der auf die Adstringenz der Phenolsadure zuriickgefiihrt wurde. Dies legt den Schluss nahe, dass weitere
Forschungen liber Technologien, wie z.B. die Verkapselung, erforderlich sind, die diesen negativen Effekt
abmildern koénnten. Dariiber hinaus wirden weitere Forschungen zur Herstellung von trockenen
Bacteriocin-haltigen Fermentationspraparaten mit kohlenhydratarmen Tragerstoffen eine deutliche
Erhéhung der Bacteriocin-Konzentration und moglicherweise auch der antimikrobiellen Wirkung in
fermentierten Wiirsten ermoglichen und eine Ubersduerung durch die Starterkultur verhindern.

Wirtschaftliche Bedeutung

Die deutsche Fleischwarenindustrie ist mittelstandisch strukturiert; ca. 400 der insgesamt 700 in diesem
Bereich produzierenden Unternehmen sind kleine und mittelstandische Unternehmen (KMU). Der
Nettoumsatz der Branche betrug 2019 20,7 Mrd. € und 2020 20,5 Mrd. €. Die Herstellung von Produkten
mit  attraktiven sensorischen Qualitdten und eine hohe Produktsicherheit stehen fir
Fleischwarenproduzenten gleichermaBen an oberster Stelle. Ein vorrangiges Ziel der Hersteller von
streichfahiger Rohwurst (Zwiebelmettwurst, Teewurst) ist es dabei, die Zahl pathogener Bakterien
wahrend des Herstellungsprozesses zu minimieren. Dies erfolgt Gber den Einsatz von Starterkulturen,
haufig mit Bakteriozin-bildenden Milchsdurebakterien, und durch die Zugabe von Nitrit und Salz und/oder
von Milchsaure. Dennoch konnen unter bestimmten Umstanden insbesondere gramnegative Bakterien,
wie Salmonella und E. coli, den Herstellungsprozess liberleben.

Fir die Fleischwarenindustrie sind die Ergebnisse dieses Projekts hoffnungsvoll, was die Sicherheit gegen
gramnegative Krankheitserreger in rohen fermentierten Produkten angeht. Vor allem fir die kleinen und
mittleren Unternehmen (KMU), fiir die die Anwendung von ressourcenintensiven, vollstandigen
Sicherheits- und Qualitdtsmanagementsystemen eine groRe Herausforderung darstellt, bietet die
Anwendung natlrlicher antimikrobieller Stoffe ein hoheres Mal} an mikrobiologischer Sicherheit fiir ihre
Produkte, ohne auf synthetische Konservierungsstoffe zuriickgreifen zu missen. Da die Verbraucher
zunehmend natirliche Inhaltsstoffe und Clean Label bevorzugen, kdnnen KMU diesen Trend fir sich
nutzen, indem sie natlirliche antimikrobielle Mittel als Verkaufsargument einsetzen und so
moglicherweise neue, gesundheitsbewusste Kunden gewinnen. Aullerdem konnen sich KMU als
Nischenanbieter auf dem Markt positionieren und Verbraucher bedienen, die speziell nach natirlich
konserviertem Fleischprodukten suchen. Die Ergebnisse dieses Projekts sind aber auch fir die
Zutatenindustrie, die Zulieferer flr die Fleischwarenindustrie sind, von hohem Wert, da sie gezeigt haben,
dass eine natirliche anti-gramnegative Losung fiir die Konservierung von streichfahiger Rohwurst, die auf
der kombinierten Wirkung von Phenolsduren und Bacteriocinen aus Milchsdurebakterien basiert,
grundsatzlich moglich ist. Durch weitere Forschung, Optimierung und Diversifizierung in Bezug auf die
kombinierbaren Phenolsduren und Bacteriocine wird dies eine Erweiterung ihres Produktportfolios
bedeuten. Darliber hinaus ist es denkbar, dass die in diesem Projekt entwickelte Produktart als Bestandteil
antimikrobieller Mischungen mit anderen Zutaten und Zusatzstoffen in Betracht gezogen werden kdnnte,
was zu einer verbesserten antimikrobiellen Wirksamkeit und Effektivitdt in verschiedenen
Lebensmittelanwendungen fiihrt.

Auch wenn der Einsatz von Fermentaten auf europdischer Ebene noch nicht harmonisiert ist und in
Deutschland Fermentate kaum Anwendung finden, sind die europaischen Exportmarkte und Weltmarkte
auch fir die Fleischwarenindustrie und Gewdirzindustrie von zunehmender Bedeutung. Letztlich ist die
Notwendigkeit der Entwicklung innovativer biodkonomischer Losungsansatze fiir den Bereich der
Lebensmittelsicherheit ein aktuelles Thema, das den Verbraucherwiinschen nach natirlichen Produkten
und Clean Labelling entgegenkommt.
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