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Ausgangssituation:

Trotz ihrer nahen Verwandtschaft zu pathoge-
nen Species, insbesondere Staphylococcus au-
reus, finden sich einige Staphylococcus species
in fermentierten Lebensmitteln, insbesondere in
Rohpokelware und Rohwurst, in denen sie als
Starterkulturen haufig in Kombination mit Lakto-
bazillen eingesetzt werden. Das von der Europa-
ischen Behorde fir Lebensmittelsicherheit,
EFSA, vorgeschlagene ,Qualified Presumption of
Safety (QPS)“-Konzept erwartet fir die Anwen-
dung von Starterkulturen eine konkrete Wis-
sensbasis (Taxonomie, Abwesenheit des Poten-
zials unerwlnschter Wirkungen auf den
Menschen, Kenntnis der Wirkung in der industri-
ellen Anwendung und letztliche Verwendung -
hier lebend im Produkt). Nur fiir wenige Species
ist ein QPS-Status aller darin enthaltener Stam-
me erkennbar, wahrend Stdmme anderer Arten
im Einzelfall umfassend bewertet werden mis-
sen. Fir Staphylococcus-Spezies wurden kirz-
lich Kriterien erarbeitet, die es erlauben, anhand
der Abwesenheit von Pathogenitatsfaktoren und
Antibiotikaresistenzen sichere Organismen nach
dem Stand der Wissenschaft auszuwahlen.

Im QPS-Konzept werden ausnahmslos Einzelor-
ganismen bewertet, wahrend Lebensmittelfer-

mentationen Uberwiegend durch Gemischt-
Populationen aus verschiedenen Stammen be-
stimmt werden. Erst diese bringen in ihrer
Wechselwirkung die erwiinschten technofunkti-
onellen und sensorischen Eigenschaften hervor,
und gewabhrleisten die Sicherheit der Produkte
sowie die Reduktion unerwiinschter Metabolite.

Die Rohwurstreifung ist ein komplexes Gesche-
hen, in dem endogene Fleischenzyme und die
eingesetzten Starterkulturen eine wichtige Rolle
hinsichtlich hygienischer Sicherheit, Textur-,
Farb-, Geschmacks- und Aromabildung spielen.
Im Besonderen sind die pH-Absenkung durch die
Milchsaurebakterien sowie die von den
Micrococcaceae ausgehende Lipolyse und Pro-
teolyse mit ihren Folgereaktionen fir diese Ei-
genschaften bestimmend. Wahrend die Anwen-
dung einzelner Stdmme Produkte mit nur
geringen sensorischen Unterschieden hervor-
bringt, sind Rohwirste, in denen Micrococ-
caceae mit Laktobazillen kombiniert werden,
sensorisch vielfaltig. Hinsichtlich Sicherheit und
Aromabildung sind die Nitratreduktion und deren
Folgereaktionen sowie der Metabolismus von
Peptiden und Aminosauren von besonderer Be-
deutung. Zu hohe Mengen an Nitrat oder Nitrit
kénnen z.B. im Produkt verbleiben und es kén-
nen N-Nitrosoverbindungen bzw. toxikologisch
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bedenkliche biogene Amine gebildet werden.
Letztere werden aus denselben Vorstufen wie
sensorisch bedeutsame Substanzen gebildet. Die
Reduktion von No®*/NO? ist auch ausschlagge-
bend flr die Haltbarkeit (Ranzigkeit bei Pizzasa-
lamis) und fir die Farbe der Rohwurst, da Oxida-
tionsreaktionen an der Oberflaiche dazu fihren
kénnen, dass Mb(Fe?*)NO in MetMb(Fe®*) tber-
geht, das graubraune Verfarbungen verursacht.

Zu metabolischen Wechselwirkungen zwischen
Laktobazillen und Staphylokokken in der Roh-
wurstreifung liegen trotz dieser in der Praxis
haufigsten Anwendung keine gezielten Untersu-
chungen vor. Die Kombination von Pediococcus
pentosaceus und S. carnosus oder S. xylosus in
Modellsystemen fiir die Rohwurstfermentation
zeigte, dass der grofRte Teil in der Variation des
flichtigen Metaboloms der Staphylokokken am
deutlichsten durch die Verschiedenartigkeit der
Stamme selbst sowie Uber die Verfligbarkeit von
Mangan, die Temperatur und die pH-Wert-
Entwicklung wahrend der Rohwurstreifung be-
stimmt wird. Letztere hangt wesentlich von der
Stoffwechselaktivitdt der Milchsaurebakterien
ab, die ihrerseits vom Mangangehalt sowie von
Nitrit und Temperatur abhangt. Dies zeigt, dass
gerade die Wechselwirkung zwischen Milchsau-
rebakterien und Staphylokokken der Rohwurst-
matrix bestimmend fir das Gesamtmetabo-
litspektrum ist, wobei der pH-Wert eine
entscheidende MittlergroRe im Verhalten dieser
Organismen zu haben scheint.

Die Kenntnis des Stoffwechsels von L. sakei und
L. curvatus aus dem IGF-Vorhaben AiF 15458 N
sowie die seit 2008 verfligbare Genomsequenz
von Staphylococcus carnosus erlauben heute die
Einbeziehung von S. carnosus in die Untersu-
chungen und insbesondere die Untersuchung der
Wechselwirkung von S. carnosus mit Stdmmen
von L. sakei zur Verbesserung der Sicherheit
und sensorischen Qualitdt von Rohwurst.

Ziel des Forschungsvorhabens war es, die meta-
bolischen Wechselwirkungen zwischen Milch-
saurebakterien und Staphylokokken bei der
Rohwurstfermentation und insbesondere ihre
Auswirkungen auf die Bildung sicherheits- und
aromarelevanter Metabolite zu charakterisieren.

Forschungsergebnis:

Vierundachtzig verschiedene Stdmme von 8 ver-
schiedenen Staphylococcus (S.)-Spezies wurden
physiologisch bezlglich ihres Wachstumsverhal-
tens bei ansteigenden Salzkonzentrationen und
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des Wachstums bei unterschiedlichen pH-
Werten charakterisiert. Alle Stdmme wurden auf
ihr Bildungsvermdgen von biogenen Aminen und
von Bakteriozinen getestet. Mit Ausnahme der
eher salztoleranteren Spezies S. vitulinus bzw.
piscifermentans ergab sich fir die als Starter re-
levanten Spezies S. carnosus und S. xylosus
keine signifikante Spezies-Spezifitdt. Ebenso
scheint das bevorzugte Wachstum bei pH 6
bzw. pH 5 eine stammspezifische Eigenschaft zu
sein. Mit 86 % bzw. 17 % aller getesteten
Stdamme von S. carnosus bzw. S. xylosus war
die Bildung von Tyramin gegenliber anderen bio-
genen Aminen am deutlichsten vorhanden. Bak-
teriozinbildung konnte bei keinem der getesteten
Stamme gezeigt werden. Von den insgesamt 46
Stdmmen von S. carnosus, die mittels RAPD
genetisch typisiert wurden, zeigten 34 Stadmme
von S. carnosus subsp. carnosus untereinander
identische Muster. Zehn Isolate von S. carnosus
subsp. utilis bildeten einen eigenen Cluster. Die
Stamme S. carnosus subsp. carnosus TMW
2.212 bzw. TMW 2.218 gruppierten ebenfalls
im Cluster von S. carnosus subsp. utilis. Eben-
falls war es moglich, mittels MALDI-TOF-MS-
Analytik die verschiedenen Subtypen zu identifi-
zieren, ebenfalls mit Ausnahme von TMW 2.212
und 2.218. Interessanterweise sind die beiden
Datenséatze trotz unterschiedlichen molekularge-
netischen Ansatzes konsistent. Hinsichtlich des
Aromaprofils konnten stammspezifische Unter-
schiede detektiert werden. Die flichtigen Meta-
boliten 2-Heptanon, 3-Methylbutanol, 3-
Hydroxy-2-butanon 2-Heptanol, 2-Nonanon, Es-
sigsaure, Benzaldehyd und Butansaure wurden
nicht von allen Stdmmen nachweisbar gebildet.
Wéhrend Benzaldehyd einzig vom Stamm TMW
2.214 nicht gebildet wurde, war 2-Nonanon nur
bei den Stammen TMW 2.1147 und 2.801 so-
wie in geringer Menge bei TMW 2.218 nach-
weisbar. Somit konnte gezeigt werden, dass Un-
terschiede in verschiedenen Stdmmen im
Modellsystem mit Fleischmedium detektiert
werden kénnen.

Neben dem bereits etablierten Versuchsaufbau
zur Rohwurstreifung im LabormalRstab und dem
Modellsystem in flissigen Medien wurde ein
neues Modellsystem etabliert, da unter den Be-
dingungen des bisherigen Reifungsschemas der
pH-Wert der Rohwiirste bis auf einen pH-Wert
von bis zu 4,6 absank. Unter diesen Bedingun-
gen ist die Stoffwechselaktivitdt und Uberle-
bensfahigkeit von S. carnosus stark einge-
schrankt. Da die Stoffwechselaktivitat der
Staphylokokken ein zentraler Aspekt des Pro-
jekts war und dementsprechend das fliichtige
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Metabolitenspektrum beeinflusst, wurde das
Reifungsschema dahingehend optimiert, dass
der pH-Wert nicht unter 5 sinkt und somit das
Uberleben und die metabolische Aktivitat der
Staphylokokken gesichert sind. Die Modulation
des pH-Wertes wurde insbesondere durch eine
veranderte Temperaturfihrung erreicht. Hin-
sichtlich des Aromaprofils konnte festgestellt
werden, dass unabhangig von den eingesetzten
L. curvatus- oder L. sakei-Stdammen die Kombi-
nation mit S. carnosus TMW 2.1147 im Ver-
gleich zu TMW 2.1330 nach semiquantitativer
Analyse mehr aromarelevante Metaboliten pro-
duzierte. Bei diesem Stamm handelt es sich um
S. carnosus ssp. utilis, wahrend der Stamm
TMW 2.1330 eindeutig als S. carnosus ssp.
carnosus identifiziert werden konnte.

Ein neues Modell zum effektiven Screening von
Starterkulturen in Flissigmedium wurde eben-
falls etabliert. Dabei wird das Modellmedium auf
eine hohe Zellzahl angeimpft und die flichtigen
Metabolite zu verschiedenen Zeitpunkten be-
stimmt. Uber den Zeitraum von 18 h war die
Zellzahl konstant und die gemessenen fliichtigen
Metabolite konnten somit auf die Zellzahl bezo-
gen werden. Dadurch kénnen erste Aussagen
Uber Unterschiede in der Bildung der fliichtigen
Metabolite der verschieden Bakterienkombinati-
onen getroffen werden und ermdglichen erste
Erkenntnisse bezlglich der Interaktion von
Staphylokken und Laktobazillen. Weitere Expe-
rimente mit den ausgewahlten Kombinationen im
Rohwurstmodell wurden durchgefiihrt.

Die begleitenden Untersuchungen zur Entwick-
lung der Fermentationsflora mittels statistischer
MALDI-TOF-MS-Identifizierung von Isolaten deu-
ten darauf hin, dass im Rahmen normaler Be-
triebskontrollen (z. B. pH-Wert, Ausplattieren
auf differenziellen Medien fir Laktobazillen und
Staphylokokken) nicht erfasst werden kann, ob
sich die eingesetzten Stdamme auch durchgesetzt
haben. Sie sichern offenbar lediglich den Rei-
fungsverlauf in der ersten Woche. Danach koén-
nen sich auch andere Stdmme aus der Spontan-
flora unbemerkt durchsetzen und in der Folge an
der Bildung sicherheits- und aromarelevanter
Metabolite beteiligt sein. Die diesbezlgliche Rol-
le der Spontanflora wird derzeit moglicherweise
unterschatzt. Eine Riuckflihrung der Metabolitbil-
dung auf die Stoffwechselleitung und Interaktion
der eingesetzten Stdmme ist deswegen derzeit
nur in der ersten Fermentationsphase und in
kirzer laufenden Rohwurst-Modellsystemen zu-
verlassig moglich.
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Der Einfluss von Mangan auf die Bildung von
rohwursttypischen und aromarelevanten fllich-
tigen Metaboliten durch die Starterkulturen L.
sakei TMW 1.1322 und S. carnosus TMW
2.208 wahrend einer simulierten Rohwurstrei-
fung und die Interaktion beider Stdmme bei ge-
meinsamem Wachstum wurden untersucht. Da-
bei wurden folgende Metabolite betrachtet:
Buttersdaure, 3 Methylbuttersdure, 2-Methyl-
propansaure, Essigsdure, 2-Heptanon und 3-
Methyl-1-butanol. Ein offensichtlicher Effekt des
Manganzusatzes war ein signifikant gesteigertes
Wachstum von L. sakei TMW 1.1322 wahrend
der Modellfermentationen, das gleichzeitig zu
einer verstarkten Ansduerung des Rohwurstme-
diums flihrte. Das Wachstum von S. carnosus
TMW 2.208 blieb durch den Manganzusatz na-
hezu unbeeinflusst. Die Produktion von 3-
Methylbuttersdure und 2-Methylpropansaure
konnte durch Manganzusatz bei S. carnosus
TMW 2.208 und der Mischkultur mit L. sakei
TMW 1.1322 gesteigert werden.

Die Metabolisierung verzweigtkettiger Amino-
sauren durch Starterkulturen tragt wesentlich
zur Bildung typischer Aromastoffe bei. Um wei-
tere limitierende Faktoren fir die Bildung flichti-
ger, aromarelevanter Derivate aus verzweigtket-
tigen Aminosauren zu identifizieren, wurde der
Transporter flr Leucin, Isoleucin und Valin
(BrnQ) in den Fokus genommen. In je vier L.
sakei- und L. curvatus-Stammen konnte die An-
wesenheit des Gens gezeigt werden. Die Gene
von L. sakei TMW 1.114 sowie TMW 1.578
konnten vollstandig sequenziert werden. In lau-
fenden Studien werden die Funktionalitdt von
BrnQ als auch die méglichen Auswirkungen auf
die Bildung flichtiger Aromasubstanzen unter-
sucht.

Zusammenfassend wird deutlich, dass der Ein-
fluss des pH-Wertes eine grélRere Bedeutung hat
als die Anwesenheit der Aminosduren Tyrosin
und Arginin. S. carnosus ssp. utilis zeigt beson-
ders in Kombination mit L. curvatus TMW 1.167
ein sehr gutes Wachstum. Obwohl bei Tyrosin-
zugabe das Wachstum gesteigert wird, wachst
S. carnosus ssp. utilis im Uberstand mit einge-
stelltem pH-Wert von 6,33 ohne Tyrosin im
Vergleich zu den Uberstinden mit Tyrosin bes-
ser. Auch in Kombination mit L. sakei TMW
1.1322 ist das Wachstum von S. carnosus ssp.
utilis im Vergleich zu L. sakei TMW 1.1393 und
L. curvatus TMW 1.1389 besser. Es wird deut-
lich, dass der Einfluss auf das Staphylokken-
wachstum bei niedrigen pH-Werten nur gering-
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figig durch die Zugabe von Aminosduren kom-
pensiert werden kann.

Die Experimente im Modellsystem haben ge-
zeigt, dass durch intelligente Kombination unter-
schiedlicher Starterkulturen bessere Wachstums-
raten insbesondere der aromaproduzierenden
und fir die Farbstabilitdt wichtigen Staphylo-
kokken erzielt werden koénnen. Insbesondere
sollten  Starterkulturkombinationen vermieden
werden, in denen die Starterorganismen um die-
selben Nahrstoffe konkurrieren.

Um zunachst Einblicke Uber das Aroma von Sa-
lami zu erhalten, wurde eine italienische Salami
aus dem Feinkosthandel bezogen und bzgl. ihres
Aromas charakterisiert. Dafir wurden nach
Durchflihrung einer Aromaextraktverdiinnungs-
analyse insgesamt 43 Geruchseindriicke am
Sniffing-Port wahrgenommen, von denen 28 in
Verdlinnungen = 16 detektiert wurden. Die
Identifizierung erfolgte durch Vergleich von Re-
ferenzen anhand von Rl-Werten auf zwei Kapil-
larsaulen unterschiedlicher Polaritat sowie an-
hand von MS-Spektren im El- und Cl-Modus.
Nach Identifizierung der aromaaktiven Verbin-
dungen erfolgte die Quantifizierung der wichtigs-
ten Verbindungen mittels Stabilisotopenverdiin-
nungsanalysen (SIVA). Eine Ausnahme stellte
die Essigsédure dar, welche enzymatisch be-
stimmt wurde.

Die héchsten Konzentrationen wurden fir Essig-
sdure (136.000 ug/kg), Phenylacetaldehyd
(4.800 wg/kg) und 3-Methylbuttersdure (4.600
Mg/kg) gemessen. Buttersdure, a-Pinen und Phe-
nylessigsaure lagen in Konzentrationen Uber
2.000 ug/kg vor. Mit Konzentrationen zwischen
110 und 690 wg/kg waren Myrcen, 2-Methyl-
buttersdure und die Phenole 2,6-Dimeth-
oxyphenol, 4-Allyl-2-methoxyphenol und 4-
Methylphenol vertreten. Da erst Uber die Ge-
ruchsschwelle eines Aromastoffs ein Bezug der
quantitativen Daten zu der jeweiligen Lebensmit-
telmatrix Rickschlisse auf die Aromarelevanz
zulasst, wurden mit Hilfe der Geruchsschwellen
(in Ol) die jeweiligen Aromawerte (Verhaltnis ei-
nes Aromastoffs zu seiner Geruchsschwelle) der
quantifizierten Verbindungen berechnet. Von
den 36 quantifizierten Aromastoffen erhielten
20 einen Aromawert = 1, was bedeutet, dass
diese Aromastoffe zum Gesamtaroma beitragen.
Essigsaure erreichte den hoéchsten Aromawert
(1.100). Der zweithéchste Aromawert mit 280
wurde fir das nach Popcorn riechende 2-Acetyl-
1-pyrrolin gefunden. Die schweilRig riechende 3-
Methylbuttersaure hatte einen Aromawert von
190. Weitere wichtige Aromastoffe waren Phe-
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nylacetaldehyd (140), 3-(Methylthio)propanal
(33) und 3-Methylbutanal (4). Zur Simulation
des Rohwurstaromas und zur Uberpriifung der
erhaltenen Daten wurden alle Verbindungen mit
Aromawerten = 1 entsprechend ihrer Konzen-
trationen in einem Ol-Wasser-Gemisch geldst.
Ein geschultes Sensorikpanel verglich anschlie-
Bend Aromamodell und italienische Rohwurst
und bewertete die Ahnlichkeit beider Proben auf
einer Skala von O bis 3 (0: keine Ahnlichkeit; 3:
identisch) mit 2,3. Deshalb konnte davon aus-
gegangen werden, dass alle relevanten Aro-
mastoffe der italienischen Salami erfasst wur-
den.

In Rohwiirsten kann es auch zur Bildung uner-
wilnschter/toxischer Metabolite, wie den bioge-
nen Aminen, kommen. Deshalb wurden in 19
unterschiedlichen Rohwirsten die Bildung aus-
gewahlter biogener Amine (Tyramin, Tryptamin,
Histamin, 2-Phenylethylamin, Putrescin, Cadave-
rin, Ethanolamin und pg-Alanin) wé&hrend des
Fermentationsprozesses (O bis zu 35 Tage) un-
tersucht. Daflir wurden Rohwirste hergestellt,
denen verschiedene Starterkulturen (S. carnosus
TMW 2.208, S. carnosus TMW 2.1748, S.
carnosus TMW 2.1147, L. curvatus TMW
1.1876, L. sakei K23 TMW 1.1322) - einzeln
und in Kombination — zugesetzt wurden. Weite-
re Wirste, ohne einen Zusatz von Starterkultu-
ren (Spontanfermentation), wurden als Kontrolle
hergestellt. Nach verschiedenen Tagen werden
die Konzentrationen der biogenen Amine nach
der im IGF-Projekt AiF 15458 N entwickelten
Stabilisotopenverdiinnungsanalyse (SIVA) be-
stimmt.

In allen untersuchten Proben waren die Kon-
zentrationen der Amine Trypatmin, Histamin, 2-
Phenylethylamin und Putrescin am Tag der
Wourstherstellung < 1 mg/kg. Die Konzentratio-
nen von Cadaverin, Ethanolamin, B-Alanin und
Tyramin waren hoéher. Wahrend B-Alanin mit
rund 25 mg/kg enthalten war, lagen die Kon-
zentrationen von Cadaverin (teilweise) und
Ethanolamin zu diesem Zeitpunkt zwischen 1
und 10 mg/kg. Die Gehalte von Tyramin zeigten
Schwankungen zwischen < 1 mg/kg und
50 mg/kg am Tag der Wurstherstellung. Wah-
rend des gesamten Reifeprozesses nahmen die
Gehalte aller biogenen Amine kontinuierlich zu.
Ferner zeigte sich die Tendenz, dass in den
Rohwiirsten ohne Zusatz von Starterkulturen
nach der Reife hohere Amin-Mengen gebildet
wurden als in den Rohwiirsten mit zugesetzten
Starterkulturen. Die hoéchsten Konzentrationen
wurden fir Tyramin (253 mg/kg) und Putrescin
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(294 mg/kg) gefunden. Allerdings wurden beim
Vergleich zweier verschiedener spontanfermen-
tierter Rohwirste groRe Schwankungen be-
merkt. Der Zusatz von L. sakei — alleine und in
Kombination — hatte (teilweise) einen leicht mi-
nimierenden Effekt auf die Bildung biogener Ami-
ne.

Um einen weiteren Einblick in das Bildungsver-
halten biogener Amine zur erhalten, wurden in je
einem Set an drei unterschiedlichen Rohwirs-
ten, hergestellt von finf verschiedenen Fachbe-
trieben, mit verschiedenen Salz-Zusatzen ((i)
Kochsalz, (ii) Nitrat und (iii) Nitrit) ebenfalls die
Konzentrationen der biogenen Amine (Tyramin,
Tryptamin, Histamin, Phenylethylamin, Putres-
cin, Cadaverin, Ethanolamin und B-Alanin) be-
stimmt.

Fir Tyramin wurden mit mehr als 200 mg/kg die
héchsten Konzentrationen bestimmt. Allerdings
zeigte der Vergleich der Wirste innerhalb einer
~Salz-Gruppe” und auch der Vergleich der drei
~Salz-Gruppen”, dass die Tyramin-Konzen-
trationen einem groRen Schwankungsbereich
(16,0-221 mg/kg) unterlagen. Auch flir die
Konzentrationen von Putrescin, Cadaverin, Tryp-
tamin und 2-Phenylethylamin wurden grof3e
Schwankungen festgestellt. Dennoch konnte fir
einige Amine der Eindruck gewonnen werden,
dass der Einsatz von Pdkelsalz einen leicht mi-
nimierenden Effekt auf die Aminbildung hatte. -
Alanin, Ethanolamin und Histamin wurden von
den einzelnen Salzzugaben nicht beeinflusst.

Die Untersuchungen zu biogenen Aminen so-
wohl bei unterschiedlichen Starterkulturen als
auch bei verschiedenen Salzzusdtzen zeigte,
dass diese Zugaben die Bildung bestimmter Ami-
ne beeinflussen kann, dass allerdings auch die
durch die Rohware eingebrachte Mikroflora ei-
nen nicht unerheblichen Einfluss auf die Bildung
hatte.

Biogene Amine kdénnen beim Menschen zu ge-
sundheitlichen Problemen fihren. Insbesondere
sind dabei die Tyramin- und Histamin-Gehalte
von grofRer Bedeutung. Die Tyramin-Konzen-
trationen in den untersuchten Rohwdirsten er-
reichten Werte von uber 250 mg/kg. Da sich
Mengen von mehr als 6 mg Tyramin bei emp-
findlichen Menschen bereits negativ auf die Ge-
sundheit auswirken kdénnen, ware bereits der
Verzehr von 35 g einer solchen Rohwurst als
bedenklich einzustufen. Bei gesunden Erwach-
senen flihren 200-800 mg Tyramin zu einer
leichten (30 mm Hg) Erhéhung des Blutdrucks,
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weshalb fir diese Personen der Verzehr als un-
bedenklich einzustufen war.

Auch hinsichtlich der Histamin-Konzentrationen
(bis zu 10 mg/kg) konnten die Salamis als un-
bedenklich fir den Verbraucher eingestuft wer-
den, da fir einen gesunden Erwachsenen erst
Konzentrationen zwischen 100 und 200 mg als
gesundheitlich bedenklich gelten. Fir Histamin-
Intolerante Menschen haben bereits kleinste
Mengen dieses Amins einen negativen Effekt auf
die Gesundheit. Deshalb ware flir diese Perso-
nengruppe von einem Verzehr der untersuchten
Rohwiirste abzuraten.

Mit dem Ziel das ,Pokelaroma” von Rohwirsten
zu ermitteln, wurde aus den bereits erwéhnten
Rohwdirsten, hergestellt mit verschiedenen Salz-
Zusatzen ((i) Kochsalz, (ii) Nitrat und (iii) Nitrit)
Ether-Extrakte gewonnen mit welchen je eine
Aromaextraktverdiinnungsanalyse (AEVA)
durchgefiihrt wurde. Die geruchsaktiven Berei-
che wurden anschlieBend mithilfe von Referenz-
substanzen identifiziert und mittels Stabilisoto-
penverdiinnungsanalyse (SIVA) quantifiziert.

Die hoéchsten Konzentrationen (1.059.000 bis
1.458.000 mg/kg) wurden in allen drei Salamis
flr Essigsdure bestimmt. Auch Linalool, Butter-
saure, Hexanal und a-Pinen waren in Konzentra-
tionen zwischen 900 und 5000 mg/kg enthal-
ten. Dabei waren die Gehalte der einzelnen
Verbindungen in den drei Wirsten sehr ahnlich.
2-/3-Methylbuttersadure (1017 ug/kg) und (E,E)-
2,4-Decadienal (362 ug/kg) waren jedoch in der
NPS-Salami in groReren Mengen enthalten als in
der NaCl- bzw. NOs-Salami. Fir 2-Mehylbutanal,
3-Methylbutanal, (E)-2-Nonenal und 4-Hydroxy-
3-methoxybenzaldehyd wurden in beiden gepo-
kelten Produkten (Nitrat und NPS) hdhere Kon-
zentration bestimmt als in der NaCl-Salami. Ge-
genteilig verhielt es sich fir die Verbindungen 3-
(Methylthio)propanal. Hierfir wurden in der
NaCl-Salami hoéhere Konzentrationen bestimmt
als in beiden gepodkelten Wirsten.

AnschlieBend wurden ausgewaéhlte Aromastoffe
(Phenylacetaldehyd, Phenylessigséure, 3-
(Methylthio)propanal, 3-Methylbutanal, p-Kresol
und 3-Hydroxy-4,5-dimethyl-2(5H)-furanon) in
weitern Sets (Kochsalz-, Nitrat- und Nitritpdkel-
salz-Zusatz) an Salamis, hergestellt von unter-
schiedlichen Fachbetrieben und damit an unter-
schiedlichen Standorten, untersucht, um den
Einfluss unterschiedlicher Rohware und unter-
schiedlicher Herstellungsbetriebe zu untersu-
chen. Die verwendeten Rezepturen sowie die
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Reifebedingung waren bei allen Herstellern
gleich.

Die hochsten Konzentrationen wurden, unab-
hangig von der Salz-Zugabe, fir Phenylacetalde-
hyd und Phenylessigsaure bestimmt. Fir den Al-
dehyden wurden Konzentrationen um die 1.000
ug/kg bestimmt mit Ausnahme von zwei Salamis
(NaCl- und NOs-Salami), in denen mehr als
5.000 ug/kg bestimmt wurden und drei Salamis
(NaCl-, NOs- und NPS-Salami), in denen nur rund
100 ug/kg gefunden wurden. Ahnliches zeigte
sich auch fir Phenylessigsdure. Die hdchsten
Gehalte (1.055 bzw. 903 ug/kg) wurden in einer
NaCl- bzw. NOs-Wurst gemessen. In den ver-
bleibenden Proben wurde eine Konzentration von
557 ug/kg nicht Gberschritten. Auf die Bildung
von 3-(Methylthio)propanal hatte das Pdkeln ei-
nen leicht minimierenden Effekt. Dessen Gehalte
waren in den NaCl-Salamis héher als in den Sa-
lamis mit NOs- oder NPS-Zusatz. Zusammenfas-
send lasst sich feststellen, dass (wie schon bei
den biogenen Aminen) manche Aromastoffe
durch die unterschiedlichen Salzzugaben beein-
flusst wurden, dass allerdings die ,spontan”
eingebrachte Mirkoflora einen groReren Einfluss
zeigte.

Die Rohwirste mit unterschiedlichen Salzzuga-
ben wurden auch auf die verbleibenden Nitrat-
und Nitrit-Gehalte hin analysiert. Die Konzentra-
tionen an Nitrat in den einzelnen Rohwurstpro-
ben lagen deutlich unter den vorgegebenen
Richtwerten (175 mg/kg, ausgedriickt als Natri-
umnitrit bzw. 250 mg/kg, ausgedriickt als Natri-
umnitrat), weshalb die untersuchten Rohwdrste
hinsichtlich ihrer Nitrat- und Nitrit-Konzen-
trationen als unbedenklich eingestuft werden
konnten.

Um einen ersten Einblick in ein eventuelles Ni-
trosamin-Vorkommen in Rohwurst zu gewinnen,
wurde kommerziell erhéltliche Salami mit Di-
chlormethan extrahiert, mittels SAFE destilliert
und der Extrakt mithilfe eines GC-GC/MS-
Systems vermessen. Daflir wurden Rohwirste
mit (Wirste wurden mit folgenden Verbindungen
in Konzentrationen von 200-250 ug/kg gespi-
ket: N-Nitrosodimethylamin, -diethylamin, -pipe-
ridin und -pyrrolidin) und ohne Nitrosamin-Zusatz
extrahiert und analysiert. In den Spike-
Experimenten wurden, mit Ausnahme von
NDEA, alle Nitrosamine wiedergefunden. Folg-
lich kénnen mit der angewendeten Methode die
ausgewahlten Nitrosoverbindungen erfasst wer-
den. Durch das Screening der nicht-gespikten
Rohwurst wurde keines der ausgewahlten Nitro-
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samine detektiert. Dies ist auch im Einklang mit
der géngigen Literaturmeinung, dass Nitrosamine
Uberwiegend durch den Einfluss von Hitze gebil-
det werden, wenn entsprechende Vorausset-
zungen gegeben sind.

Wirtschaftliche Bedeutung:

Das Aroma fermentierter Lebensmittel sowie die
gesundheitliche Unbedenklichkeit stehen fir
Hersteller und Verbraucher an oberster Stelle.
Fermentierte Fleischwaren gehéren dabei zu den
sensorisch attraktivsten Lebensmitteln, die
gleichzeitig eine hohe Wertschépfung ermdg-
lichen. Die Bildung von Verbindungen, die diese
Eigenschaften auf molekularer Ebene be-
stimmen, hangt neben dem verwendeten Roh-
material von der verwendeten Starterkultur und
den Fermentationsbedingungen ab. Die deutsche
Fleischwarenindustrie ist mittelstdndisch struk-
turiert. Von den ca. 700 produzierenden Unter-
nehmen gehéren 400 zu den kleinen und mittel-
standischen Unternehmen. Die fleischverarbei-
tende Industrie in Deutschland hat einen
Jahresumsatz von ca. 15 Mrd. € mit Wachs-
tumsraten im zweistelligen Bereich und ca.
80.000 Beschaftigten.

Die Ergebnisse aus diesem Projekt liefern auf
vorwettbewerblicher Ebene Kriterien flr eine ef-
fektive Auswahl, Kombination und Anwendung
sicherer Organismen gemalRR QPS-Kriterien und
schaffen die Voraussetzungen fiir die Entwick-
lung neuer Produkte und die Sicherung der Viel-
falt bestehender, sensorisch attraktiver Fleisch-
waren. Die Kombination von Stdmmen und
Fermentationsbedingungen erlaubt ein unter-
nehmensspezifisches Produktspektrum, das sich
aus den jeweiligen Anwendungen ergibt. Dies
eroffnet kleinen und mittelstandischen Unter-
nehmen die Chance, sich zu diversifizieren und
am Markt zu behaupten. Das Potenzial neuer
Stamme kann Uber einen einfachen (PCR)-Test
auf An- bzw. Abwesenheit der ermittelten Leit-
gene ermittelt werden. Die Verwendung von
Stammen, die biogene Amine oder Fehlaro-
mastoffe bilden kdénnen, werden ausgeschlos-
sen. Dadurch kénnen Unternehmen, die Starter-
kulturen produzieren ebenso wie die
Lebensmittelindustrie =~ entsprechende  EFSA-
Richtlinien einhalten. Die Qualitat fermentierter
Fleischwaren kann damit entsprechend der
wachsenden Verbraucheranspriiche gesichert
und die groRe Ressource einer Vielzahl bisher
ungenutzter Organismen industriell erschlossen
werden.
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