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1 Einleitung

1.1 Wissenschaftliche Zielstellung

Die Hochdruckbehandlung (HPP) zur Haltbarmachung ist ein innovativer Prozessschritt in
der Lebensmitteltechnologie. Mit diesem Verfahren behandelte Lebensmittel werden auf dem
europaischen Markt bereits angeboten. Die Novel Foods Verordnung [Verordnung (EG) No.
258/97 des Européischen Parlamentes und des Rates vom 27. Januar 1997 Uber neuartige
Lebensmittel und neuartige Lebensmittelzutaten, Amtsblatt der Europaischen Gemein-
schaften, L 43, 1-7 (1997)] regelt das Inverkehrbringen von neuartigen Lebensmitteln und
Lebensmittelzutaten, die mdglicherweise auch unter Einsatz neuer Verfahren der Lebens-
mitteltechnologie hergestellt wurden, im europaischen Wirtschaftsraum. Ein Kriterium flr die
Zulassung ist die wesentliche Gleichwertigkeit bzw. substantielle Equivalenz dieser Lebens-
mittel mit konventionellen Produkten.

Insbesondere bei mikrobiologisch verderblichen Lebensmitteln spielt die Haltbarmachung
und die Gewahrung der Genusstauglichkeit eine besondere Rolle in der Lebens-
mittelsicherheit. Die Mettwurst ist ein solches mikrobiologisch-hygienisch kritisches Produkt.
Aus lebensmitteltechnologischer Sicht wéare die Etablierung eines Verfahrens zur Haltbarma-
chung wie die Hochdruckbehandlung wegen der Inaktivierung unerwiinschter Mikroorganis-
men und der damit verbundenen Haltbarkeitsverlangerung besonders sinnvoll. Die Aussagen
zu stofflichen und chemischen Veranderungen durch die Hochdruckbehandlung sind aber
bisher als unzulanglich anzusehen.

So gibt es in der Literatur widerspriichliche Angaben Uber die druckinduzierte Oxidation von
Fetten. Bisherige Arbeiten weisen darauf hin, dass die Oxidation von Fetten in druckbehan-
delten matrixfreien Modellen vermindert (749;176), dagegen in druckbehandelten realen Le-
bensmitteln scheinbar erhéht ist (735). Die Veranderungen der Fettsduren und die Entste-
hung von Reaktionsprodukten in realen Lebensmitteln sind unklar.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, einen Beitrag zum Verstandnis hochdruckinduzierter Fett-
veranderungen zu erarbeiten. Nach der Ermittlung und Entwicklung geeigneter Methoden zur
Charakterisierung der Unterschiede zwischen hochdruckbehandelter und unbehandelter
Mettwurst anhand von Vorversuchen sollten im Anschluss am Beispiel des Vergleiches meh-
rerer Chargen von MettwUlrsten verschiedene Hypothesen gepruft werden, welche eine kriti-
sche Auseinandersetzung mit der einschlagigen Literatur sowie ein besseres Verstandnis
dieser Prozesse erlauben.

Hierflr wurden im Rahmen eines Forschungsprojektes des Bundesinstitutes flir Risikobewer-
tung (BfR) in Kooperation mit der Technischen Universitat Berlin geeignete Materialien in
einer Pilotanlage der TU Berlin unter unterschiedlichen Prozessbedingungen hergestellt. Als
Untersuchungsobjekt wurde die frische Zwiebelmettwurst ausgewahlt. Von Versuchen mit
Modellsystemen wurde Abstand genommen, da bereits in der wissenschaftlichen Literatur
beschrieben ist, dass eine Ubertragung der Erkenntnisse vom Modell auf ein reales Le-
bensmittel wegen der komplexeren Matrix und Interaktionen von Inhaltsstoffen in den meis-
ten Fallen nicht mdglich ist.

Neben den Untersuchungen zur Qualitatsbeurteilung hochdruckbehandelter Mettwirste soll-
ten insbesondere die Verédnderungen von Fetten und Fettbegleitstoffen verfolgt werden. Der
mikrobiologische Verderb und dessen Verlauf sollten begleitend untersucht werden und wer-
den zur Erklarung mikrobieller Fettverdanderungen herangezogen.

Durch das Aufstellen voneinander unabhangiger Versuchsreihen sollte der Einfluss der
Hochdruckbehandlung auf die Fettoxidation und andere chemische Veranderungen der Fett-
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sauren frisch hergestellter umgerdteter Wirste (industrielle Standard-Rezeptur) mit nachfol-
gender Lagerung — unter handelstblichen Bedingungen — ermittelt werden.

Besondere Aufmerksamkeit sollte auf die Veranderungen wahrend der Lagerung hochdruck-
behandelter Fleischprodukte gelegt werden, um lagerungsbedingte Effekte von den rein
druckinduzierten Effekten abzugrenzen und Empfehlungen flir sachgerechte Lager-
bedingungen geben zu kdnnen.

1.2 Zusammenfassung

Die Hochdruckbehandlung (High Pressure Processing, HPP) zur Pasteurisierung ist ein rela-
tiv neuer Prozessschritt in der Lebensmitteltechnologie. Ein Ziel dieser innovativen Techno-
logie im Lebensmittelbereich ist die Schaffung einer Alternative zur konventionellen thermi-
schen Behandlung. Durch das Verfahren besteht die Mdglichkeit, unerwlinschte Verande-
rungen wertbestimmender Lebensmittelinhaltsstoffe zu vermeiden, was mit der Verbesse-
rung der Produktqualitat einhergeht. Auf diese Weise behandelte Lebensmittel werden auf
dem europaischen Markt bereits angeboten. Fir den européischen Wirtschaftsraum regelt
die Novel Foods Verordnung [(EG) Nr.: 258/97] das Inverkehrbringen von neuartigen Le-
bensmitteln und Lebensmittelzutaten, wobei ein Kriterium fur die Zulassung die wesentliche
Gleichwertigkeit bzw. substantielle Aquivalenz von konventionellen und neuartigen Lebens-
mitteln ist.

Frische Mettwurst ist ein mikrobiologisch-hygienisch anfalliges Produkt. Aus lebensmittel-
technologischer Sicht ware die Behandlung wegen der Inaktivierung unerwiinschter Mikroor-
ganismen und der damit verbundenen Haltbarkeitsverlangerung nicht nur sinnvoll, sondern
zum Schutz der Gesundheit des Verbrauchers auch erstrebenswert.

Um eine Gesundheitsbeeintrachtigung des Verbrauchers durch neue Technologien auszu-
schlieBen, wird im Vorfeld der Zulassung eine Risikobewertung durchgeflhrt. Hierbei ist nicht
nur der Status des Lebensmittels nach einer erfolgten Hochdruckbehandlung zu betrachten,
sondern auch die Veranderungen wahrend der nachfolgenden Lagerung auch beim
Verbraucher. Hierfir wurde der Verlauf des Fettverderbes anhand von charakteristischen
Parametern wie Fettkennzahlen: Saurezahl (SZ), Fettsaurespektrum des gesamten Fettes
und der freien Fettsauren, Bildung von Off-Flavour-Verbindungen sowie die Aktivitat der fett-
abbauenden Enzyme: Lipase, Lipoxygenase analysiert. Ein wertbestimmender Inhaltsstoff ist
das Vitamin E, das auch ein naturliches Antioxidanz in frischer Mettwurst darstellt. Die Ana-
lyse des Vitamin E-Gehaltes nach der Hochdruckbehandlung und auch im Verlauf der Lage-
rung zeigte, dass der a-Tocopherolgehalt durch die Hochdruckbehandlung selbst nicht we-
sentlich beeinflusst wurde. Uber die gesamte Lagerdauer betrachtet ergab sich eine Abnah-
me des Gehaltes sowohl bei den druckbehandelten als auch bei den unbehandelten Proben.
Um die Effekte der Hochdruckbehandlung in Verbindung mit den Zusatzstoffen der Mettwurst
zu klaren, wurde Hackfleisch mit Ascorbinsadure, Nitritpdkelsalz und Citrat hochdruck-
behandelt und untersucht.

Alle durchgefiihrten Analysen wurden statistisch ausgewertet, damit die nachgewiesenen
Unterschiede sicher auf die Behandlung und nicht auf die Produktionschargen der Mettwurst
zurtickzufiihren waren. Die Betrachtung der Gesamtheit der Ergebnisse lasst den Schluss
zu, dass der Einfluss der Hochdruckbehandlung auf die Fettveranderung nur gering und ge-
genilber Effekten von Zusatzstoffen bzw. durch die Lagerung bedingten Veranderungen sehr
niedrig ist.
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1.3 Abstract

High Pressure Processing (HPP) is a relatively new step in the preservation process in food
technology. The aim of this technology in food production is the establishment of an alterna-
tive treatment in comparison to the conventional thermal one. The unfavourable changing of
food components and food co-compounds can be avoided by the use of high pressure. This
has an effect on the increase of the product quality. Foodstuff produced with this technique,
is already offered on the European market. The Novel Foods regulation EC 97/258 adjusts
the introduction on the market of novel foods or novel food ingredients in the European Eco-
nomic Area. In all case the substantial equivalence to existing foods is one criteria for per-
mission.

Fresh salami-style sausage is susceptible to microbiological contamination. For technological
purposes HPP has an important effect on extending shelf life by decreasing of undesirable
microorganisms.

The necessary risk assessment for new technologies before their market admission has the
aim to protect consumer’s health. In this connection it is essential to observe changes of food
components and food co-compounds induced by High Pressure Treatment in comparison to
untreated food and effects caused by storage. The fat oxidation was analysed by characteris-
tic parameters: acid value (AV), fatty acids and free fatty acids, the formation of off-flavour-
components and the activity of lipase and lipoxygenase. Also Vitamin E is a native antioxi-
dant in fresh salami-style sausage and a valuable substance of content. The changing of
vitamin E by high pressure treatment and during the subsequent storage was investigated. It
has been shown that the content of a-Tocopherol was not considerably affected by High
Pressure Treatment. Regarding the whole period of storage the content of vitamin E of the
pressurised and untreated samples is decreased.

For investigation of the effects caused by High Pressure Processing in combination with food
additives of the fresh salami-style sausage, ascorbic acid, food curing agent and citrate were
added to minced meat.

All analysis were evaluated statistically to secure and guarantee that the changing is effected
by the High Pressure Processing and not caused by the natural variety of the batches. In
conclusion the High Presssure Treatment has only a low influence on fat oxidation in com-
parison to food additives and the storage conditions.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Technologie der Lebensmittelkonservierung im geschichtlichen Abriss

Die ersten Konservierungstechniken waren das Einsalzen und das Trocknen. Das Pdkeln
wurde vielleicht schon 2500 v. Chr. in Babylonien oder 400 n. Chr. im Rémischen Reich ent-
deckt und eingesetzt. In den gemaBigten Zonen bestimmten Getreide bzw. Mehl mit geddérr-
tem, gesalzenem oder gepdkeltem Fleisch oder mit gesalzenem und ungesalzenem Tro-
ckenfisch das Nahrungsangebot. So wurde zwélf Jahre alter Stockfisch im 14. Jahrhundert
vor der Zubereitung eine Nacht lang gewassert und dann mit einem Schmiedehammer so
lange bearbeitet, bis er weich wurde. In manchen Landern wurde Brot nur zwei- bis dreimal
pro Jahr gebacken, ausgetrocknet und dann in aufgeweichter Breiform verzehrt. Im Laufe
der Zeit vergrdBerte sich das Angebot der Konservierungsstoffe um den Alkohol, den Rauch
und die schwefligen oder organischen Sauren wie Essig- und Milchséaure. Eine Zusammen-
fassung der geschichtlichen Entwicklung der Lebensmittelkonservierung gibt die folgende
Tabelle wieder.

Tabelle 1: Geschichte der Lebensmittelkonservierung im Uberblick

bereits vor Salzen, Trocknen/R&uchern

3000 v. Chr.

ca. 3000 v. Chr. | Einlegen in Ol (Mesopotamien)

ca. 2000 v. Chr. | Einlegen in Essig (Agypten)

ca. 1000 v. Chr. | Gaslagerung (Getreidespeicher, in denen Kohlendioxid der Atemluft vor Verderb schitzte)

ca. 50 n. Chr. Einlegen in Honig, Versiegeln mit Ton oder Wachs, Schwefeln (R6misches Reich)

ca. 200 n. Chr. Kuhlen mit Verdunstungskalte (Rémisches Reich)

ca. 1000 n. Chr. | Einlegen in Alkohol (Arabien), Konservieren mit Milchsaure (Ostasien, Orient), Konservie-
ren mit Zucker (Ostasien, Orient)

1353 Konservieren mit Zucker (Europa)

1397 Pokeln (G. Beukel); evtl. schon 2500 v. Chr. (Babylonien) und 400 n. Chr. (R6misches
Reich)

1497 Missbilligung des zu starken Schwefelns von Wein auf dem Reichstag zu Lindau

1765 Abkochen verhindert Lebensmittelverderb (L. Spallanzani)

1775 Empfehlung von Borax durch Héfer

1809 Erfindung des Prinzips der Konservendose (Napoleons Leibkoch N.F. Appert)

1810 Empfehlung von schwefliger Saure zur Fleischkonservierung

1833 Empfehlung von Kreosot zur Fleischkonservierung (von Reichenbach)

1858 Entdeckung der antimikrobiellen Wirkung der Borséure (Jagues)

1859 Isolierung der Sorbinsdure aus Vogelbeerdl durch Hofmann

1865 Konservierende Wirkung von Ameisensaure (Jodin)

1874 Konservierende Wirkung von Salicylsdure (Kofbe/Thiersch)

1875 Mikroorganismen als Verursacher des Lebensmittelverderbs erkannt (Pasteur)

1875 antimikrobielle Wirkung der Benzoesaure (Fleck)

1907 Empfehlung von Formaldehyd und Wasserstoffperoxid zur Milchkonservierung
(von Behring)

1908 Zulassung von Benzoesaure fir Lebensmittel in den USA

1913 antimikrobielle Wirkung der p-Chlorbenzoeséure durch Margolius

1923 Erste Genehmigung zur direkten Verwendung von Nitrit in Fleischprodukten (USA), Kon-
servierende Wirkung der p-Hydroxybenzoesaureester (Sabalitschka)

1938 Konservierende Wirkung der Propionsdure (Hofmann, Dalby, Schweitzer)

1939/40 Konservierende Wirkung der Sorbinsaure (Miller/Gooding)

1947 Entdeckung der antimikrobiellen Wirkung der Dehydracetsdure durch Coleman und Wolf

ab 1950 weltweite Revision der Zulassung neuer Konservierungsstoffe, Lebensmittelbestrahlung
(westliche Industrielander, UdSSR, Japan)

1954 Beginn der technischen Herstellung von Sorbinsure

1956 Entdeckung der antimikrobiellen Wirkung von Pyrokohlensaurediethylester durch
Bernhard, Thoma und Genth

ab 1980 zunehmende Verwendung von Schutzgasen

Veranderte Tabelle aus: (111,;165)
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Im Jahr 1897 hat Bert von Hite (80;87) mit den Studien der Effekte der Hochdruck-
behandlung auf Milch, Fleisch und Fruchtsafte begonnen. AnstoB war die Unzufriedenheit
Uber Unzulanglichkeiten der Sterilisation, Kiihlung und Pasteurisation als Methoden der Kon-
servierung von Milch. Die technologischen Probleme zusammen mit der nicht routinierten
Handhabung der Materialien und Proben unter Hochdruck waren ein Hindernis fur die Erfor-
schung der neuen Technik (706). Danach geriet diese Technologie in Vergessenheit, bis
Ende der 80er Jahre ein staatlich geférdertes Programm zur Marktreife einiger Produkte
fihrte (145).

Seit 1989 gewinnt die Hochdruckbehandlung an Bedeutung, die Uber die rein akademischen
Studien hinausgeht. Dies geschieht vor allem in Japan. Dort werden Fruchtzubereitungen
durch HPP haltbar gemacht (68).

Betrachtliche Investitionen in der letzten Zeit weisen auf ein erhéhtes Potenzial von HPP fir
die Konservierung und Modifikation von Lebensmitteln hin. Gleichzeitig wurden einige hoch-
druckbehandelte Lebensmittel kommerziell in Japan, den USA und Europa in den Verkehr
gebracht (317).

2.2 Hochdruckbehandlung

Die Hochdruckbehandlung ist ein relativ neues Verfahren in Europa, um Lebensmittel und
Lebensmittelzubereitungen haltbar zu machen, indem die pathogenen und unerwinschten
Keime abgetdtet oder in ihrer Vitalitdt beeintrachtigt werden. Zudem kénnen Enzyme inakti-
viert werden. Die Produkte werden in der Verpackung, bei flissigen Lebensmitteln auch di-
rekt, in Druckbehéaltern mehrere Minuten Driicken von bis zu 1.000 MPa (10.000 bar) ausge-
setzt. Im Vergleich zu den konventionellen thermischen Pasteurisations- und Sterilisations-
verfahren sind die eingetragenen Energien, und damit die thermische Belastung der Le-
bensmittel, sehr gering. Deshalb wird das Verfahren auch als ,kalte Pasteurisation” oder
,Pascalisation” bezeichnet. Bei einigen Applikationen erfolgt jedoch gleichzeitig zur Kom-
pression eine thermische Behandlung bei milder Hitze (bis ca. 60 °C). Nach Heinz et al. (70-
76) fuhrt eine Kombination aus HPP und thermischer Behandlung zur Revitalisierung von
Sporenbildnern und danach zu ihrer Abtétung durch Ausnutzung des Tyndall-Effektes (162).
Hierzu kénnen sowohl Batch-Verfahren (Abbildung 1) als auch in letzter Zeit nahezu voll-
stéandig automatisierte Anlagen zur Hochdruckbehandlung in der Lebensmittelindustrie ein-
gesetzt werden. Eine detaillierte Darstellung zur Technologie und Anwendung ist sowohl bei
Patterson et al. als auch bei Knorr et al. zu finden (7142).

Rechtlich geregelt wird die Hochdruckbehandlung durch die Novel Foods Verordnung
(Verordnung (EG) Nr. 258/97 des europaischen Parlaments und des Rates Uber neuartige
Lebensmittel und neuartige Lebensmittelzutaten), die das Inverkehrbringen neuartiger Le-
bensmittel in der EU regelt. Hierunter fallen unter anderem auch Lebensmittel, die durch bis-
her innerhalb der EU nicht Ubliche lebensmitteltechnologische Verfahren hergestellt wurden,
wie es z. B. bei der Hochdruckbehandlung der Fall ist.

Fir die Beurteilung von Lebensmitteln, die mit neuartigen Verfahren hergestellt wurden, ist
die wesentliche Gleichwertigkeit zu konventionellen Lebensmitteln ein wichtiges Prif-
kriterium. Die Hochdruckbehandlung findet bereits heute bei einigen Produkten Anwendung.
So wurden erste hochdruckbehandelte Lebensmittel innerhalb des europaischen Wirtschafts-
raumes in Verkehr gebracht. Beispielsweise wird in Spanien Schinken nach dem Verpacken
zur Keimreduzierung hochdruckbehandelt. In Frankreich werden Orangen- und Grapefruit-
safte mit diesem Verfahren stabilisiert und hergestellt. Auf dem auBereuropaischen Markt ist
bereits eine Vielzahl unterschiedlicher Produkte zu erhalten, bei denen die Hochdruckbe-
handlung eingesetzt wurde.
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Abbildung 1: Skizze einer Hochdruckanlage

l-s————— Pressenrahmen

Oberer Verschluss

/ Druckbehélter
/ Druckmedium

T// / Unterer Verschluss

Drucksteuerung / Drucklbersetzer

Ausgleichsbehalter
mit Druckmedium

Quelle: (43)

So werden in Japan neben hochdruckbehandelten Joghurts auch Fruchtzubereitungen,
Marmeladen und Safte angeboten, wéahrend in der USA vor allem auch hochdruckbehandel-
te Feinkostprodukte wie z. B. Guacamole erhéltlich sind.

Die europaische Gesetzgebung und Rechtsprechung sieht aber vor, dass alle hochdruckbe-
handelten Produkte erst nach Prifung geman Novel Food Verordnung, d.h. nach Durchlau-
fen eines Zulassungsverfahrens, auf den europaischen Markt gelangen durfen. So stellte der
Hersteller Danone bereits 1997 in Frankreich einen Antrag auf Zulassung neuartiger Le-
bensmittel gemaB Artikel 4 der Verordnung (EG) Nr. 258/97 fur hochdruckkonservierte

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer automatisierten Hochdruckanlage
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Frucht zubereitungen. Nach eingehender Prifung durch die zustédndigen Behdrden wurde
der Antrag am 23.05.2001 genehmigt (2001/424/EQG).

Diese und weitere Antrage auf Zulassung erfolgten durch Prifung auf wesentliche Gleich-
wertigkeit zu konventionellen Lebensmitteln, da oft die notwendigen wissenschaftlichen Ver-
gleichsdaten fehlen oder nur wenig untersucht wurden. Um diesen Notstand zu Iésen, sind
vergleichende Studien mit hochdruckbehandelten und konventionell hergestellten Lebensmit-
teln wichtig.

Eine bedeutende Fragestellung hierbei ist der Einfluss der Hochdruckbehandlung auf die
Lebensmittelinhaltsstoffe und das damit einhergehende Gesundheitsrisiko flir den Verbrau-
cher. AuBerdem héngt flir den Verbraucher die Qualitdt der Lebensmittel von ihrem Ge-
schmack, ihrem Aroma, ihrer Textur, ihrer Farbe und ihnrem Nahrwert ab (735;744) und somit
von der Frage, inwieweit diese Faktoren durch die Hochdruckbehandlung beeinflusst wer-
den.

Abbildung 3: Hochdruckanlage der Technischen Universitat Berlin, Fachgebiet Lebensmittelbiotechnolo-
gie und -prozesstechnik, Konigin-Luise-Str. 22, D-14195 Berlin

—1

Die bisherige Forschungstatigkeit erstreckte sich schwerpunktmaBig auf die technologische
Anwendung und Verfahrensentwicklung.

Gesundheitliche Aspekte — im Sinne des vorbeugenden Verbraucherschutzes — wurden bei
der technologischen Entwicklung und Optimierung dabei nur in geringem Umfang bzw. Uber-
haupt nicht bertcksichtigt.

Ein Ziel dieser neuen Technologie im Lebensmittelbereich ist die Schaffung von Alternativen
zur konventionellen thermischen Behandlung. Damit besteht die Mdglichkeit, unerwinschte
Veranderungen wertbestimmender Lebensmittelinhaltsstoffe zu vermeiden.

Erste Ergebnisse Uber das Verhalten von Lebensmittelinhaltsstoffen unter hohen hydrostati-
schen Driicken liegen vor (43;144,;190), sie sind jedoch nur bedingt auf reale Lebensmittel
Ubertragbar, da sich Lebensmittel in ihrer komplexen Zusammensetzung in wesentlichen
Punkten von Modellsystemen unterscheiden.
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2.3 Zusammenstellung der durch HPP induzierten Veranderungen im Lebensmittel

Dieser Abschnitt gibt einen Uberblick tber die bereits untersuchten durch Hochdruck-
behandlung induzierten Veranderungen in Lebensmitteln.

Eine Zusammenfassung Uber die Auswirkungen von Hochdruck auf die Mikrobiologie, Che-
mie und strukturelle Anderungen von Lebensmitteln und Lebensmittelzusatzstoffen sowie die
technologischen Aspekte dieses Prozesses sind im Buch: “High pressure processing of
foods” von D. A. Ledward et al. dargestellt (706). Neben der Entwicklung der Hochdruck-
technologie betrachtet er speziell die Auswirkungen der HPP auf Mikroorganismen und ins-
besondere deren Inaktivierung. Dabei werden Mikroben als Hochdrucktarget ebenso disku-
tiert wie die Kinetik der HPP-Inaktivierung von Mikroorganismen als auch der Effekt von HPP
auf vegetative pathogene Mikroorganismen, mikrobiologischer Inaktivierungsmechanismus,
HPP-Effekt auf Biomoleklle, HPP-Effekt auf Milch und Fleisch, HPP-Effekt auf Lebensmittel
pflanzlicher Herkunft, Kesselbauart, experimenteller Kesselstein, Produktionsausstattung fur
kommerzielle Produktion, kontinuierliche Systeme etc (106).

Bei Fleisch treten mehrere Effekte auf, die durch HPP bewirkt werden: Inaktivierung von Mik-
roorganismen und Veranderung der Struktur durch das Gelbildungsvermdégen (68).

Die Basis-Prinzipien, die den Hochdruckeffekten bei Lebensmitteln zugrunde liegen, sowie
ihre Qualitatsmerkmale wurden von Cheftel et al. présentiert. Die Veranderungen der Mus-
kelenzyme und die Fleisch-Proteolyse mit den dazugehérigen Modifikationen der Muskel-
Ultrastruktur sowie die Effekte an Myofibrillen und die daraus folgende Fleischstruktur und
hochdruckbeglnstigte ,Fleischweichmachung” wurden untersucht. Des Weiteren wurden die
hochdruckinduzierte Gelierung und Umstrukturierung von Hackfleisch, die Veranderungen im
Myoglobin und in der daraus resultierenden Fleischfarbe erforscht. Der Einfluss von HPP auf
Fettoxidation im Muskel und die Inaktivierung von Mikroorganismen (Pathogene und Spo-
renbildner) im Fleisch kombiniert bei HPP mit thermischer Pasteurisation von Fleischproduk-
ten wurden diskutiert (37).

2.3.1 Mikrobiologie

HPP flahrt bei Mikroorganismen wie Bakterien, Hefen, Pilzen zu deren Inaktivierung durch die
Veranderung der Permeabilitdt der Zellmembran und durch die Inaktivierung der Enzyme
(68).

Mikrobiologische Inaktivierung kann durch einige Faktoren, die durch HPP begunstigt wer-
den, herbeigeflihrt werden: Die Anderung der Permeabilitat der Zellmembran kann zur Dena-
turierung der Proteine durch Veranderungen der Bindungen mit dazugehdriger Inaktivierung
der Schlusselenzyme fuhren. Druck ab 101 bis 303 MPa flihrt zu reversibler Denaturierung
und dber 303 MPa zu irreversiblen Veranderungen (4,83). Generell sind grampositive Bakte-
rien resistenter gegen Druck als gramnegative. Hefen und Schimmel sind sehr drucksensitiv,
wéahrend Bakteriensporen hdhere Dricke als 1000 MPa Uberleben kénnen. Dagegen schei-
nen Viren resistent zu sein (769). Die Sensitivitat der Mikroorganismen gegen Druck variiert
in Abhangigkeit von ihrer Wachstumsphase. Zum Beispiel sind Zellen in der exponentiellen
Phase drucksensitiver als in der stationaren Phase. Die Kombination von Druck und Tempe-
ratur kann die zur HPP notwendige Druckhéhe erniedrigen (4).

Die Effekte von HPP auf Mikroorganismen in Lebensmitteln werden durch die Wirkung von
HPP auf Wasser, von der Temperatur wahrend der Hochdruckbehandlung, von den Be-
standteilen der behandelten Lebensmittel und vom Zustand und physiologischen Stadium
der Mikroorganismen beeinflusst. Im Lebensmittel selbst wird dessen Sicherheit bzw. Unbe-
denklichkeit und dessen mikrobiologische Stabilitat von zwei Effekten bestimmt:
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1. dem Effekt von HPP auf Lebensmittel wahrend der Behandlung.

2. dem Effekt nach der Behandlung wahrend der ,Erholung“ und Regenerierung von Mikro-
organismen (4).

Nach Adegoke et al. schitzen Milch und Sahne durch Micell-Bildung aus Fetttropfchen in
hydrophiler Phase Mikroorganismen vor HPP, was mit der destruktiven Wirkung von HPP auf
die gleichen Mikroorganismen in Modellsystemen verglichen werden kann (4,169).

In der Studie von Jung et al. wurden die Auswirkungen unterschiedlicher Driicke (50-
600 MPa) und Haltezeiten (20-300 sec.) auf die Farbe und mikrobiologische Qualitat von
Rindermuskeln untersucht. Die Experimente wurden bei 10 °C durchgefiihrt. Die Wirkung der
Druckintensitat ist signifikanter fir die rote Farbe des Fleisches als die Haltezeiten. Dricke
Uber 300 MPa induzieren Veranderungen der Fleischfarben, eine Abnahme der gesamten
Flora und ein Hinausschieben des mikrobiellen Wachstums (520 MPa, 260 sec.) um eine
Woche. Wahrend der Lagerung bei 4 °C in den ersten drei Tagen war die Zunahme der roten
Farbung typisch fir die bei 130 MPa behandelten Proben, wahrend die rote Farbe der bei
520 MPa behandelten Proben schrittweise mit der Metmyoglobinabnahme sank (97).

Die Hochdruckbehandlung stellt eine attraktive nichtthermische Behandlung zur Stabilisie-
rung von Fleischprodukten dar, um die Gesamtkeimzahl nach der Herstellung zu minimieren.
Die Kombination von Hochdruckbehandlung mit Bakterioziden fihrt zur Verminderung von
Mikroorganismen (84).

Zur vollstandigen Abtdtung bzw. Inaktivierung von 10® KBE/g E. coli war in streichfahiger
Rohwurst eine Hochdruckbehandlung mit 500 MPa tber 10 Minuten oder mit 350 MPa Uber
30 Minuten notwendig (7196).

Bei einer Druckhéhe von 300 MPa war eine Reduzierung der angeimpften Listeria innuocua
Keime von 10° KBE/g bis unter die Nachweisgrenze in den Rohwiirsten nach 15 Minuten
maoglich. Listeria innuocua zeigte eine héhere Drucksensibilitét als E. coli (196).

Die EHEC-Keime wurden (bei einem Gehalt von 7,6+10° KBE/g EHEC 0103:H2 und 9,1+10°
EHEC 026:H) in streichfahiger Rohwurst bei einer 15minltigen Hochdruckbehandlung mit
500 MPa vollstandig abgetétet (7196).

Gesamtkeimzahl, psychrophile, acidophile Bakterien und E. coli wurden bei der Hochdruck-
behandlung mit 500 MPa fir 10 Minuten in gekochtem Schinken und roher geraucherter
Schweinelende signifikant reduziert (92).

Die Reduktionsraten von Gesamtkeimzahl, Lactobacillen, Pseudomonaden und E. coli wur-
den in gekochtem Schinken und Schweinehackfleisch bei HPP mit 300 MPa fir 15 Minuten
und 5, 20, 35 und 50 °C untersucht (709).

Die gefrorenen Hackfleischproben wurden hochdruckbehandelt. Die Verbindung der Anwen-
dung von HPP und thermischer Behandlung flihrte zur Reduzierung von Streptococcus fae-
calis, Bacillus subtilis und B. stearothermophilus in beimpften Hackfleischproben. Diese Pro-
ben wurden 15 unterschiedlichen Behandlungen aus einer Kombination von Temperatur (20,
50 oder 80 °C), Druck (50, 225, oder 400 MPa) und Behandlungsdauer (1,0; 30,5 oder 60,0
Minuten) unterzogen. Alle Bakterien wurden reduziert bei der Anwendung von HPP mit ther-
mischer Behandlung zum Sporolieren von Sporenbildnern wie Bacillus spp., der druckresis-
tenter als Streptococcus faecalis ist. Die Ergebnisse zeigten, dass Druck oberhalb von
400 MPa bei 50 °C fur 30 Minuten zur kommerziell Gblichen Sterilitat flihrte (122).
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HPP ist wirkungsvoll bei der Risikokontrolle von Salmonellen und Listerien in rohem oder
mariniertem Fleisch. Die Haltbarkeit des marinierten Fleisches konnte durch HPP im Hinblick
auf Sporenbildner und pathogene Bakterien verlangert werden (84).

HPP bei 400 MPa fir 30 Minuten und bei 20 und 50 °C fuhrte zu keiner Verringerung von
Clostridien und Bacillus spp. in einem Schweinefleischprodukt mit Karotten und Erbsen.
Grampositive Kokken (Enterococcus faecalis und Staphylococcus aureus) scheinen druckre-
sistenter zu sein als Saccharomyces cerevisiae und die gramnegativen Bakterien (Pseudo-
monas fluorescens und Escherichia coli). Die Hochdruckbehandlung von pH-neutralen Pro-
dukten (low-acid-Produkten) kann nicht allein zur erfolgreichen Pasteurisierung bzw. Sterili-
sierung fihren (127).

Tabelle 2: Effekt der Hochdruckbehandlung auf ausgewéhlte Mikroorganismen

Mikroorganismen Behandlungsbedingungen | Medium
MPa | Zeit Dezimal-
(min) | reduktion
Saccharomyces cerevisiae 300 5 5 | Satsuma Mandarinensaft
Aspergillus awamori 300 5 5 | Satsuma Mandarinensaft
Listeria innocua 360 5 1| Hackfleisch aus Rindfleischmuskel
Listeria monocytogenes 350 10 4 | Phosphatpuffer
Vibrio parahaemolyticus 172 10 2.5 | Phosphatpuffer
Salmonella typhimurium 345 10 1.8 | Phosphatpuffer
Gesamtkeimzahl 340 5 1.9 | frisch geschnittene Ananas
Quelle: (43)

Beispiele zur Auswirkung von HPP auf Mikroorganismen sind in Tabelle 2 dargestellt. Das
Auskeimen der Sporen unter Hochdruck ist temperaturabhéngig. Bei 0 °C war das Auskei-
men der Sporen nicht mdglich und sie waren bis zu 1000 MPa druckresistent, wahrend die
gleichen Ergebnisse bei moderaten Temperaturen bei 100 MPa erreicht werden konnten.
Ausgekeimte Sporen konnten bei 600 MPa und 50-70 °C abget6tet werden. Nach Fellows
(43) kann die Verbindung von Hochdruck und der thermischen Behandlung zu synergisti-
schen oder antagonistischen Effekten im mikrobiellen Wachstum, in der Enzymaktivitat und
in der chemischen Reaktivitat fihren. Die Auswirkung von Hochdruck ist ebenfalls von den
Mikroorganismen abhangig (43).

Die Effektivitédt einer thermischen Behandlung zur Reduktion von Mikroorganismen kann
durch die Hochdruckbehandlung forciert oder gemindert werden. Die Auswirkung von HPP
und Temperatur auf verschiedene Mikroorganismen wurde von Galazka und Ledward unter-
sucht (43,;50). Des Weiteren hangt die Wirksamkeit der thermischen und Hochdruckbehand-
lung von der Matrix, d.h. unter anderem von Fett- und Proteinmicellen, dem Wassergehalt,
dem pH-Wert (low acid Produkte) und vielen anderen Bestandteilen ab.

2.3.2 Durch HPP potenziell induzierte chemische Reaktionen

In diesem Abschnitt erfolgt eine Zusammenstellung der durch HPP induzierten Reaktionen,
die einen Einfluss auf die Fettveranderung haben kénnen.

Aus dem Bereich der Hochdruckchemie ist bekannt, dass der Druck neben der Temperatur
und der Konzentration der Reaktionspartner einen entscheidenden Einfluss auf den Verlauf
und den Gleichgewichtspunkt chemischer Reaktionen hat (187).

Die adiabatische Kompression bei der Druckbehandlung beeinflusst die verschiedenen Le-
bensmittelinhaltsstoffe unterschiedlich. Am geringsten ist die Wirkung bei kleinen Molekilen
wie Vitaminen und Aromakomponenten; groBere Effekte sind bei groBen Molekllen mit
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komplizierter raumlicher Struktur, wie z. B. Proteinen, zu erwarten. Ein Uberblick zur Veran-
derung von Lebensmittelinhaltsstoffen bei der Druckbehandlung ist bei Pfister et al. zu ent-
nehmen (146,147).

Die Auswirkung der Hochdruckbehandlung auf verschiedene Lebensmittel, u.a. Milch,
Fruchtprodukte und Fleisch, ist untersucht worden. Reaktionen, die mit einer Verminderung
des Volumens nach dem Prinzip von Le Chatelier einhergehen, werden unter HPP bevor-
zugt. Hierbei handelt es sich um lonisierungen, Bildung von Wasserstoffbriicken, Radikalket-
tenreaktion und Diels-Alder-Reaktionen (7176). Kovalente Bindungen werden nicht zerstort.
Maillard-Reaktionen wurden nicht beobachtet. Makromolekiile wie Proteine denaturieren.
Enzyme kdnnen, da sie Proteine sind, sowohl durch das Denaturieren inaktiviert als auch
aktiviert werden. Nach Hauck et al. kann es sich um eine Folge der Enzymaktivierung bei der
verstarkten Lipidoxidation handeln, die zur Ranzigkeit der Lebensmittel fuhrt (68).

Folgende Strukturdnderungen der Verbindungen kdnnen fir die Hochdruckbehandlung for-
muliert werden (entnommen aus Welti-Chanes et al. (790)):

e Niedermolekulare Verbindungen: Eine Veranderung durch HPP (1000 bis 2000 MPa) ist
bei niedermolekularen Verbindungen in der primdren Struktur sehr unwahrscheinlich
durch den relativ niedrigen Energieeintrag.

e Wasserstoffbriickenbindungen: Die Bildung von neuen Wasserstoffbriicken geht mit einer
Verringerung des Volumens einher.

e Hydrophobische Effekte: Die hydrophobischen Effekte steigen mit der Anwesenheit und
der Anzahl von Verbindungen, die ionisiert werden kdnnen. Die Wechselwirkungen zwi-
schen bzw. in biologischen Makromolekilen (Proteinen, Fetten), die durch HPP verur-
sacht werden, sind nicht auf die molekulare Strukturebene (Priméarstruktur), sondern auf
die Veréanderungen in der Bindung von Substraten und Enzymen (sekundére bis quartiere
Struktur) zurlickzufihren.

e Bildung von kovalenten Bindungen: In Lebensmitteln werden unter HPP folgende Reakti-
onen begunstigt: Menschutkin-Reaktion, Reaktion an C-C- und C-O-Bindungen, polare
Cycloaddition [2+2], Diels-Alder-Reaktion.

e Solvolysereaktion: Diese Reaktion der Fette wird nach Tauscher et al. durch die HPP be-
gunstigt, wahrend die Hydrolyse verhindert wird. Die von Tauscher et al. vorgenommene
Differenzierung von Hydrolyse und Solvolyse ist ungewdéhnlich, da sonstige Autoren die
Hydrolyse von Fetten als Spezialreaktion der allgemeinen Solvolysereaktion betrachten
(14;16;23;33;34,48;49;155;181).

2.3.2.1 Proteine

Hochdruck bewirkt eine Anderung der Struktur und Reaktivitit von Biopolymeren wie Protei-
nen. In Proteinen bewirkt HPP durch ein Auffalten der molekularen Struktur, eine Verénde-
rung des Aggregatzustandes durch das Reagieren mit anderen Proteinen in Lebensmitteln
oder durch Veranderung der Proteine. Hieraus resultiert eine Anderung der Textur von Le-
bensmitteln. Gelbildung ist eine Folge von HPP (43).

Es wurden Studien zur Auswirkung des Hochdrucks auf die Struktur und Farbstabilitat des
Met-Myoglobins im Rindfleisch durchgefihrt. Durch die Hochdruckbehandlung (80-100 MPa,
20 min), die zwei Tage post mortem durchgefiihrt wurde, erhéhte sich die Stabilitat der Farbe
des Rindfleisches, welches der Luft ausgesetzt wurde. Dies war ein positiver Effekt flr die
Farbstabilitat des I. dorsi und weniger fir p. major (30).
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Einen ahnlichen Effekt hat die Hochdruckbehandlung (bei 80-100 MPa fir 20 min) auf die
Farbstabilitat bei Rindfleisch, 20 Tage post mortem angewandt (30).

AbschlieBend kann festgehalten werden, dass die Hochdruckbehandlung Fleischproben be-
einflusst, fir welche die Farbstabilitdt wichtig ist, die aber mit steigender Zeit post mortem
abnimmt (30).

Ab einem Druckbereich von 300 bis 400 MPa wurden Veranderungen im Hackfleisch in den
Proteinen wie z. B. Myosin, Actin und sarcoplasmatischen Proteinen induziert, was mittels
DSC und Elektrophorese bewiesen wurde. Hieraus kann gefolgert werden, dass die Denatu-
rierung der Proteine einen Einfluss auf die Fettoxidation hat. Diese Vermutung, dass denatu-
rierte Proteine einen kooperativen Effekt auf die Lipidoxidation haben, wurde bereits von
Wada (1992) geauBert (28).

Der katalytische Effekt von HPP auf Fette nahm mit der Erh6hung des Druckes zu, wahrend
die Proteine starker denaturierten. Dies kdnnte auf die Denaturierung von Myoglobin und
Hamoglobin zuriickgefihrt werden, wobei Metall-lonen (Eisen-lonen) freigesetzt wurden
(28).

Das hochdruckinduzierte von Okamoto et al. festgestellte Freisetzen der Ca?*-lonen des sar-
coplasmatischen Retikulums durch den Verlust der Struktur der Myofibrillen kann einer der
Grunde fUr die weiche Textur des Fleisches von Hasen sein (137).

2.3.2.2 Fette

Nahrungsfette und Nahrungséle sind empfindlich gegentber oxidativen Veranderungen. Die
oxidative Empfindlichkeit steigt mit ihrem Anteil an ungesattigten Fettsduren. Durch eine fort-
schreitende Oxidation der Nahrungsfette und -6le werden Lebensmittel genussuntauglich
(14,;16,23,33;34;47-49;63;69,;117;123;129;140,155,;168;189).

Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf der Fettoxidation (O.-Aufnahme), der Bildung von Hydroperoxiden und der
Bildung fliichtiger Ranzigkeitsprodukte
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Quelle: (78)
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Der Verlauf der Sauerstoffaufnahme ungesattigter Fettsauren ist in Abbildung 4 dargestellt.
Nach einer Induktionsperiode erfolgt verstérkt die Bildung von Peroxiden, die wiederum zu
fluichtigen Komponenten wie Hexanal und Octanal abgebaut werden. Die Induktionsperiode
nimmt mit zunehmender Anzahl von Doppelbindungen ab, d.h. die Induktionsperiode nimmt
in folgender Reihe von OlI-, Linol- und Linolensaure ab. Die Oxidation der Fettsduren wird
autokatalytisch beschleunigt, weil die entstehenden Fettsaurehydroperoxide in Radikale zer-
fallen und dadurch die Gesamtreaktionen beschleunigen. Schwermetallspuren (Eisen, Kup-
fer und Cobalt) und Hamoglobin/Haminverbindungen kénnen die Fettoxidation beschleuni-
gen (78).

Die Oxidationsgeschwindigkeit der Fettsduren steigt also mit der Anzahl der Doppelbindun-
gen in einem Fettsure-Molekil. Zum Beispiel ist das Verhéltnis der Oxidationsgeschwindig-
keiten der Methylester von Ol-, Linol- und Linolensaure zueinander: 1:12:24 (14).

Die Lipide werden bevorzugt an den a-Methylengruppen, die den Doppelbindungen benach-
bart sind (Allylstellung), oxidiert. Die Oxidation der Doppelbindungen ist im Folgenden darge-
stellt:

R—(CHa)—CHz—CH=CH-CHo—(CHz):—COOH

/ O:  Monoenséaure N

R—(CHg)n—CH-|CH=CH-CH2— -CH=CH-CH—(CHz),—COOH
OOCH Hydroperoxide OOH
l + -CH-CH-CH— + -CH-CH-CH—
OCH OCH
R—(CHz),—CH-CH=CH-CH>— -CH=CH-CH—(CH3),—COOH
| |
(0.0 Peroxylradikale (0.0
+ +
R—(CH2)y—CH-CH=CH-CH>— -CH=CH-CH—(CH3),—COOH
I |
(0 Alkoxylradikale (04
ar H20 S H20

Die Anzahl der flichtigen Verbindungen, die durch UV-Licht aus den Fettsduren entstehen,
und ihre jeweiligen Konzentrationen steigen mit der Anzahl der ungesattigten Bindungen der
Fettsduren an, wie in Abbildung 5 dargestellt (793).

2.3.2.3 Fettabbau
Die Fettoxidation bzw. der Fettverderb kann auf verschiedenen Wegen und nach unter-
schiedlichen Mechanismen — Autoxidation, thermale Oxidation, Photooxidation und durch

Lipoxygenase verstarkte Oxidation — verlaufen (7168).

Die Veranderungen der Lipide lassen sich in zwei voneinander unabhéngige Fettverderbvor-
gange unterteilen: die Hydrolyse und die Lipidperoxidation.
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Abbildung 5: Fliichtige Verbindungen, gebildet aus Fettsauren durch UV (A = 350 nm)
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Quelle: (193)

2.3.2.3.1 Hydrolyse

Bei der Hydrolyse werden Fettsduren aus den Triglyceriden freigesetzt. Dies geschieht meist
enzymatisch. Zur hydrolytischen Spaltung der Esterbindung ist Wasser als Reaktionspartner
notwendig. Die hydrolytische Spaltung von Fettsduren verlauft autokatalytisch. Das bedeutet,
dass groBere Wassermengen im Fett zur Zunahme der freien Fettsauren fihren, die ihrer-
seits bereits in geringen Mengen geschmacklich und geruchlich hervortreten kénnen. Bei-
spielsweise wird Fett mit 1 ug Caprylsaure oder 10 ug Caprinsaure pro Gramm durch einen
seifigen Geschmack als verdorben empfunden.

Enzymatische Fettspaltung tritt besonders bei tierischen Fetten auf. Insbesondere sind hier
Darmabputzfette zu nennen. Die Lipase ist in der Natur weit verbreitet. Dieses Enzym
kommt in den Organen fast aller Tiere, in vielen Pflanzen wie z. B. im Olsamen der Rizinus-
Pflanze, in Bakterien und Pilzen vor. Die tierische Lipase unterscheidet sich von der mikro-
biellen in ihren physiologischen Maxima (pH-Wert und in ihrer Aktivitat) (19,;172).

Die Lipase ist eine Hydrolase und katalysiert die Freisetzung der Fettsduren aus Trigylceri-
den (74). Lipasen setzen bei Kontakt mit dem passenden Substrat Fettsauren frei, die je
nach Molekulargewicht mehr oder weniger stark sensorisch bemerkbar sind (74).

Abbildung 6: Hydrolyse mittels Lipase

Prinzip:
—OCOR Lipase —OH Lipase —OH Isomerisierung —OH Lipase |—OH
—OCOR - —OCOR - —OCOR - —OH - —OH
—OCOR —OCOR —OH —OCOR —OH

Quelle: (130)
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Lipasen hydrolysieren Triglyceride zu Diglyceriden und freien Fettsduren (Abbildung 6), wo-
bei das letzte Glycerid in der Mittelstellung verbleibt und selten, sehr langsam oder Uber-
haupt nicht abgespalten wird. Lipasen reagieren bevorzugt mit den emulgierten Fetten
(19;172).

Das Wirkungsoptimum mikrobieller und bakterieller Lipasen liegt bei pH 7,0 und 37 °C. Die
optimalen Reaktionsbedingungen sind aber sehr von der Herkunft der Lipase abhéngig. Die
Unterschiede gehen weiter bis zu den Inhibitoren und Aktivatoren. Beispielsweise wird tieri-
sche Lipase durch Calciumoleat, Albumin und Gallensalze (Cholate) aktiviert. Auf mikrobielle
Lipase wirken Calcium-lonen aktivierend, die Gallensalze aber nur in geringen Konzentratio-
nen (19;172).

Die Lipase reagiert an der Grenzflache zwischen Oltropfen und der wéssrigen Phase. Des-
halb spielt der Emulgierungsgrad eine wichtige Rolle fir die wirksame Substratkonzentration
(130).

2.3.2.3.2 Lipidperoxidation

Die Lipidperoxidation l&sst sich in die Autoxidation und die Oxidation durch Lipoxy-
genasen unterteilen. Bei der Lipidperoxidation werden ungesattigte Fettsduren wie Ol-, Li-
nol- und Linolensaure zu Hydroperoxiden oxidiert, die durch Folgereaktionen in eine Vielzahl
von Verbindungen wie Hexanal und Octanal tberfihrt werden kénnen.

2.3.2.3.3 Autoxidation

Die Geschwindigkeit der Autoxidation ist von der Fettsdurezusammensetzung, der Konzent-
ration und Wirksamkeit von Pro- und Antioxidantien, der mit Sauerstoff in Beriihrung kom-
menden Oberflache und den Lagerungsbedingungen wie Temperatur, Licht und dem Was-
sergehalt abhangig. Nach Ablauf der Induktionsphase steigt die Geschwindigkeit der Autoxi-
dation in Abhangigkeit von der Zeit, was in Abbildung 4 dargestellt ist. Die Lange der Indukii-
onsphase und die Oxidationsgeschwindigkeit hangen auch von der Fettsaure-
zusammensetzung des Fettes ab. Je mehr Allylgruppen in der Fettsdure vorkommen, desto
kirzer ist die Induktionsphase und die Oxidation verlauft schneller (16).

Die Autoxidation besteht aus vier Stufen:

1. Stufe: Radikalbildung
Bildung von Peroxy- (RO;"), Alkoxy- (RO®) oder Alkyl- (R*) Radikalen

Der Start des Fettabbaus beinhaltet die Abspaltung des Wasserstoffs durch ein Radikal, wie
z. B. Hydroxylradikal, die meist an einer Doppelbindung der Fettsdure erfolgt. Die aus den
Hydroperoxiden hervorgehenden Radikale kdnnen die Oxidation starten (793).

2. Stufe: Radikalreaktion
(1) R +0;— RO,

(2) RO, + RH - ROOH + R*
(3) RO’ +RH— ROH + R’

Das so an die Doppelbindung gebundene Hydroxylradikal kann mit Sauerstoff und mit weite-
ren Fettsduren reagieren (193).
3. Stufe: Radikalrtickbildung

(4) ROOH — RO’ + OH*
(5) 2 ROOH — RO’ + RO" + H,O
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Das Ende der Reaktion wird durch die Bildung von stabilen und nicht reaktiven Endproduk-
ten eingeleitet (193).

4. Stufe: Radikalverlust

6) 2R° -
(7) R"+RO, - } stabile Produkte
(8) 2RO, -

Die Reaktion Nummer (2) ist der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Diese Reaktion ver-
lauft am langsamsten und bestimmt somit den Verlauf der nachfolgenden Reaktionen.

Die gebildeten Fettsdurehydroperoxide sind instabil und reagieren zu weiteren Reaktions-
produkten. Sehr stark verdorbene Fette weisen deshalb geringe Peroxidgehalte auf, aber
dafiir gr6Bere Mengen der Spaltprodukte der Fettsdurehydroperoxide. Die Spaltung kann auf
vielen Wegen geschehen (74).

Hydroperoxidreaktionen
(99 R—CH—R —- R—CH—R + OH’

OO—H o’

(10) R—CH—-R - R'—CHO + R’
OO—H

Metall-lonen kdnnen bereits vorhandene Hydroperoxide unter Bildung von Radikalen zerset-
zen.

(11) Me ™ + ROOH — Me ™"* + RO" + OH
(12) Me ™"+ ROOH — RO, + H* + Me ™

Somit wird die Autoxidation durch Metall-lonen beschleunigt, die z. B. im Hamoglobin vorlie-
gen und durch die Hochdruckbehandlung freigesetzt werden kdnnen (76). Diese Effekte
wurden in Fisch und Fischmuskel beobachtet (27;93).

Auch in der Literatur (74) ist die Katalysatorwirkung von Ascorbinsdure beschrieben. Geringe
Konzentrationen kdénnen den Hydroperoxid-Abbau beschleunigen, weil sie den reduzieren-
den Zustand der Metall-lonen aufrechterhalten.

Die Autoxidation ist der am besten untersuchte Prozess des Fettabbaus. Die ersten Oxidati-
onsprodukte sind Lipidhydroperoxide, welche durch Umlagerung und Cyclisierung (Ringbil-
dung) zu Hydroperoxiepoxiden und Bicycloendoperoxiden reagieren. Diese Produkte sind
relativ instabil und kdnnen zu einer Vielzahl von Folgereaktionsprodukten zerfallen, zu denen
Carbonyle, geséttigte und ungesattigte Fettsduren und Ester, Hydroxysauren, Alkane und
Alkohole zahlen. Die Bildung von Malondialdehyd ist ein wichtiger Marker und ein Indiz fir
den Fettabbau. Von Wong et al. wurde postuliert, dass Malondialdehyd aus den Zwischen-
schritten der Bicycloendoperoxide gebildet wird, welche in viele niedermolekulare Carbonyl-
verbindungen zerfallen. In Abbildung 7 sind die fliichtigen Verbindungen, die aus Fettsduren
durch den Zusatz an Fenton’s Reagenz — eines Radikals — gebildet wurden, dargestellt
(193).
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Abbildung 7: Fliichtige Verbindungen, gebildet aus Fettsduren durch Zusatz von Fenton’s Reagenz

Olsaure (C18:1, —
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n=6) ]
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m Acrolein O0 Malonaldehyd m Propanal @ Acetaldehyd m Formaldehyd

Quelle: (193)

Die bei der Autoxidation primér gebildeten Hydroperoxide sind geruch- und geschmacklos
und haben keinen Einfluss auf die sensorische Qualitat der Ole bzw. Fette. Diese &ndert sich
erst, wenn die Hydroperoxide zersetzt werden. Dies kann (ber unterschiedliche Reaktionen
geschehen. Dabei entstehen fliichtige Verbindungen, meist Aldehyde unterschiedlicher Ket-
tenlange. Aus Olsaure entstehen hauptsachlich Aldehyde mit 8 oder 9 C-Atomen (Octanal,
Nonanal), aus Linolsadure Aldehyde mit 5 bis 10 C-Atomen, die teilweise ungesattigt sind
(z. B. Hexanal, 2-cis-2-trans-Octenal). Aus a-Linolensaure entstehen vor allem ungeséttigte
Aldehyde (z. B. 2-trans, 4-cis-Heptadienal), die z. T. einen besonders intensiven Geruch
aufweisen. Der leichte Verderb o-linolensaure-reicher Produkte ist folglich nicht nur durch die
geringe Oxidationsstabilitat dieser Fettsaure, sondern auch auf die schon in Spuren wahr-
nehmbaren flichtigen Aldehyde zurlckzufihren (112).

Die Instabilitat der bei der Autoxidation gebildeten Hydroperoxide erklart, warum diese Ver-
bindungen nur zu Beginn des Fettverderbs nachweisbar sind (s. Peroxidzahl). Ein fortge-
schrittenes Stadium Iasst sich durch die gaschromatographische Analyse der Sekundarpro-
dukte nachweisen. Als Indikatoren fir die Linolsaureoxidation kénnen z. B. die Gehalte an
Pentanal, Hexanal und Malondialdehyd bestimmt werden (112).

2.3.2.3.3.1 Autoxidation der Olsauremethylester

Die Fragmentierung bzw. Bildung von geruchsaktiven Aldehyden aus isomeren Hydro-
peroxiden der Olsaure ist wie folgt dargestellt (74).
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Reaktionsmechanismus der Autoxidation der Olsdure (14):

C7H15 CH2 CH CH CH2 CH2 6 CO2CH3

/ \

C7H15-C’'H-CH=CH-CH>-(CH2)s-CO2CH3 C7H15-CH>-CH= CH C’'H-(CH2)s-CO2CHs
I
C7H15-CH=CH-C'H-CH2-(CH2)s-CO2CH3 C7H15-CH>-C’ H-CH=CH-(CH2)6-002CH3
l
C7H15—CH—CH=CH-CH2-(CHz)s-CO>CHj3 ——» C;His—CHO
| Octanal
OOH
+ C7H15-CH=CH-—CH—CH>-(CH3)s-CO>CHj3 » C7His—CH=CH—CHO
Decanal-2
OOH
+ C7H15-CH,-CH=CH—CH—(CH>)s-CO>CH3 ———— » C7H45-CH>-CH=CH-CHO
Undecanal-2
OOH
+ C7H15-CH>—CH—CH=CH-(CH3)s-CO>CH3 —» C7Hi5-CH>-CHO
Nonanal
OOH

Zu den Spaltprodukten, die aus der Autoxidation der Olsdure hervorgehen, gehért Octanal
(16).

2.3.2.3.3.2 Autoxidation der Linolsduremethylester

Waéhrend der Autoxidation von Linolsduremethylester werden bevorzugt 9- undi13-Hydro-
peroxide gebildet, weil die Doppelbindungen des dialylischen Systems bevorzugt an den
Kohlenstoffatomen 9 und 13 durch den Sauerstoff angegriffen werden. Die gebildeten
Hydroperoxide sind instabil und zerfallen in Folgeprodukte. Zu den Folgeprodukten gehért
unter anderem Hexanal (168).

Bei der Photooxidation werden alle vier Hydroperoxide aus der Linolsdure — 9-, 10-, 12- und
13-Hydroperoxide — zu ca. 35, 15, 15 und 35 % gebildet (7168).

Hexanal kann sowohl aus 9- und 13-Hydroperoxiden der Linolsdure als auch aus anderen
ungesattigten Aldehyden, die wahrend der Linolsdureoxidation entstehen, gebildet werden.
2,4-Decadienal wird in geringeren Mengen als Hexanal gebildet, weil es aus 9-Hydro-
peroxyoctadeca-10,12-dienoicsaure entsteht (768).

Eine Zusammenfassung Uber die prozentuale Bildung von Hexanal und anderen Linolsaure-
oxidationsprodukten ist in den folgenden Tabellen (Tab. 3 und Tab. 4) dargestellt (78;168).
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Bildung und Entstehung von Hexanal aus Linolsaure (16;185):

C4Hg-CH2-CH=CH-CH2-CH=CII|1-8:|2-(CH2)6-COZCH3
C4Ho-CHa-CH-CH=CH-CH=CH-CH-(CHz)s-CO>CHs
lOOH
C4Hg-CH=CH-CH-CHy-CH=CH-CHy-(CH,)-CO2CHs
OOH
CaHo-CHa-CH=CH-CH,-CH-CH=CH-(CHz)s-CO>CHs
OOH
C4Hg-CHp-CH=CH-CHp=CHy-CH-CHa-(CHz)s-CO,CHs
Sor
IH
CaHo-CHa-CH-CH=CH-CH=CH-CH-(CHz)s-CO>CHs
S0t
1-H0
C4Hg-CHp-CH-CH=CH-CH=CH-CH-(CH,)s-CO2CHs
i
C4H9-CH2-C+H-O-CH=CH-CH=lCH-C_Hg-(CHg)e-COZCHs
C4H9-CH2-CH-O-CH=CH-CH=é+HC-)(|_‘,-|H2-(CHg)e-COZCHs
OH

C4Hq-CH>-CHO +
Hexanal

HO-CH=CH-CH=CH-CHz-(CH3)s-CO2CH3

i
O=CH-CH>-CH=CH-CH2-(CH2)6-CO2CHjs

Tabelle 3: Fliichtige Verbindungen in %, gebildet wiahrend der Linol- und Linolensaureoxidation

Verbindung gebildet aus Linolsaure (%) gebildet aus Linolensaure (%)
Autoxidation | Photooxidation | Autoxidation | Photooxidation
Ethan - - 10,0 3,2
Propanal 7,7 9,0
2-Butenal - - 0,5 11,0
Pentan 9,9 4,3 - -
Hexanal 15 17 - -
2-Heptenal 9,9 - -
2,4-Heptadienal - - 9,3 8,8
2,4-Decadienal 14 4.3 - -
Decatrienal - - 14,0 4,8
andere 61,5 64,5 58,5 63,2

Quelle: (168)
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Tabelle 4: Bildung geruchsaktiver Aldehyde aus isomeren Hydroperoxiden ungesittigter Fettsauren

Fettsaure Stellung der gebildeter
Hydroperoxid | Aldehyd
gruppe
Olsaure cli Octanal
c8 2-Undecenal
c9 Decanal
c9 2-Decenal
c10 Nonanal
Linolsaure c13 Hexanal
c9 2,4-Decadienal
cii 2-Octenal
cl12 2-Heptenal
Linolensdure |[c16 Propanal
cl4 2-Pentenal
c12 2,4-Heptadienal
c13 3-Hexenal
ci 2,5-Octadienal
c9 2,4,7-Decatrienal

Quelle: (78)

Es sind wenig Linol-, Linolen- und Arachidonséure im Schweinefleisch und Speck bzw. in der
Mettwurst vorhanden, wie aus der Tabelle 5 zur Fettsdurezusammensetzung vom Schweine-
schmalz und Schweinefleisch ersichtlich ist.

Cig:1 — Olséure — kommt zu 40 bis 50 % im Schweinefleisch und Schweinefett vor, und als
Abbauprodukt der Autoxidation dieser Olsdure wird Octanal gebildet.

Hexanal ist ein Produkt der Autoxidation der Linolsdure. Die Linolsdure kommt zwischen
5 bis 12 % im Schweineschmalz und zu ca. 6,5 % im Fett aus dem Schweinefleisch vor. Die-
se 6,5 % Linolsaure aus dem Fett des Schweinefleisches sind nur ca. 0,1 % des Gesamtflei-
sches, was ein sehr geringer Anteil ist im Vergleich zu Olsdure mit 40 bis 50 % im Fett und
Schmalz bzw. 0,8 % im gesamten Schweinefleisch.

Tabelle 5: Fettsaurezusammensetzung von Schweineschmalz und Schweinefleisch

FS Nahrungs- | Zusammensetzung | Zusammensetzung | Zusammensetzung
fette und - | laut Lebensmittel- | laut Lebensmittel- | laut Lebensmittel-
ole in nahrwerttabellen nahrwerttabellen nahrwerttabellen
Schweine- |1989/90 in 1989/90 im 1989/90 im
schmalz Schweineschmalz | Schweinefleisch Schweinefett aus
(%) (%) (%) Fleisch

(%)

Cil14 >4 0,9 0,03 1,49

C16 20-30 22,9 0,42 25,00

C16:1 5-11 3,8 0,08 4,76

C18 10-25 13,3 0,21 12,50

C18:1 40-50 411 0,81 48,21

C18:2 5-12 8,6 0,11 6,55

C18:3 1,0 0,03 1,49

C20 0,0 0,0 0,0

C20:4 1,7 0,0 0,0

Quellen: (23;171)

2.3.2.3.4 Oxidation durch Lipoxidase/Lipoxygenase

Sehr stark wird der Sauerstoffangriff von Fettsduren durch Haemin und Cytochrome gefér-
dert (14,16,19,23;33;48;49;117;140;155;172;181,193).
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Lipoxygenasen kénnen Sauerstoff auf Fettsauren Ubertragen. Die Spezifitdt der Lipoxy-
genasen erstreckt sich auf:

1. cis-cis-1-4-Pentadien-Strukturen
2. Doppelbindungen in w-6, w-9 oder w-12 vom CH;-Ende gezéhlt.

Diese Voraussetzungen sind bei der Linol-, Linolen- und Arachidonsdure gegeben (14).

Technologische Herstellungsprozesse kénnen die Flavour- und Off-Flavour-Effekte beein-
flussen. Die Oxidation in der Dunkelheit wahrend der Lagerung fihrt zu anderen Oxidations-
produkten als die unter Fluoreszenzlicht oder in gefrorenen Fetten. Bei Anwesenheit von
Geweberesten aus der Fettpressung und ausreichender Feuchtigkeit wird die Hydrolyse ver-
starkt (168).

Beim Vorhandensein von Lipoxygenase-Enzymen in pflanzlichen und tierischen Fetten kann
es zur Bildung von stereoselektiven Verbindungen mit unterschiedlicher Off-Flavour-Aktivitat
kommen. Die sekundare Oxidation dieser Produkte der Lipoxygenaseoxidation fihrt zu Al-
dehyden, die das Aroma der Lebensmittel beeinflussen (7168).

Die sekundaren Oxidationsprodukte der Lipoxygenaseoxidation hangen vor allem von den
Fettsauren, wie z. B. omega-3, omega-6 und omega-9, aus denen sie gebildet werden, ab.
Die Oxidation der omega-6-Fettsduren fihrt zur Bildung von Hexanal, die der omega-3-
Fettsauren zur Propanalbildung (768).

In Pflanzen sind zwei Typen des Enzyms Lipoxygenase zu unterscheiden: Lipoxygenase
Typ | und Typ II. Typ | Lipoxygenase setzt nur freie Fettsauren um. Solche Enzyme bilden
aus Linolsdure entweder das 9- oder das 13-Hydroperoxid. Die Typ Il Lipoxygenase wirkt
mehr als Katalysator der Autoxidation. In der folgenden Tabelle 6 sind die pH-Optima und die
Per-oxidierungsspezifitat der Lipoxygenase dargestellt (16).

Tabelle 6: Vorkommen und Eigenschaften von Lipoxygenase

Lebensmittel pH-Optimum | Peroxidierungsspezifitat gegenuber
Linolséure, 9- bzw. 13-LOOH
9-LOOH 13-LOOH | Typ
(%) (%)

Sojabohne, L-1 9,0 5 95 I

Sojabohne, L-2 6,5 50 50 Il

Erbse, L-2 6,5 50 50 Il

Erdnuss 6,0 0 100 |

Kartoffel 5,5 95 5 I

Tomate 5,5 95 5 I

Weizen 6,0 90 10 |

Gurke 5,5 75 25

Apfel 6,0 10 90

Erdbeere 6,5 23 77

Stachelbeere 6,5 45 55 Il

Quelle: (16)

Umgekehrt ist aber nur bei einer eindeutigen Verteilung wie 90 % zu 10 % oder besser bei
95 % zu 5 % zwischen dem 9- oder dem 13-Hydroperoxid eine Aussage Uber die Aktivitat
von der Typ | Lipoxygenase mdglich. Alle anderen Verteilungen fihren zur Spekulation tber
eine Typ | und Typ Il Lipoxygenase-Beteiligung oder die Autoxidation.

Zusammenfassend kann die Autoxidation der Fette in vier Teilschritte unterteilt werden, die
alle radikalisch ablaufen und im Abschnitt 2.3.2.3.3 n&her erlautert sind. Die primaren Pro-
dukte der Autoxidation — Hydroperoxide — sind geschmack- und geruchlos. Diese Verande-
rungen kdnnen beispielsweise durch den Anstieg der lodzahl (1Z) oder der Peroxidzahl
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(POZ) gemessen werden. Bei den Autoxidationsprodukten, die das Aroma negativ beeinflus-
sen, handelt es sich um Aldehyde (Octanal, Hexanal, Propanal). Hexanal wird aus 18:206,
18:3w6 und 20:4mw6 gebildet, Octanal aus 18:1®9 und Propanal aus 18:3w3, 20:5w3, 22:6®3.
Die einzelnen Bildungsschritte von Hexanal und Octanal sind im Abschnitt 2.3.3.3.1 und
2.3.3.3.2 dargestellt (768).

Diese Carbonylverbindungen fihren selbst in geringen Konzentrationen zu sensorisch wahr-
nehmbaren Veranderungen und somit zur UngenieBbarkeit dieser Lebensmittel (768).

Flichtige Aldehyde, die wahrend der Oxidation von Fetten gebildet werden, kénnen wichtig
fir das Aroma und damit den Geschmack der Lebensmittel sein. Aldehyde mit niedrigen mo-
lekularen Gewichten wie Formaldehyd, Acetaldehyd, Malonaldehyd, spielen eine groBe Rolle
in der Bewertung der Lebensmittelqualitat. Hinzu kommt ihre wichtige physiologische und
biochemische Rolle wegen der Reaktivitét dieser Verbindungen mit nukleophilen Reaktions-
partnern, wie Nucleinsguren, Aminosauren und Proteinen durch die elektrophilen Eigen-
schaften der niedermolekularen Aldehyde (7193).

In solchen Matrizes wie Lebensmittel werden aus Carbonylverbindungen (Aldehyden, Keto-
nen) die heterocyclischen Aromakomponenten mit Aminoséduren und Proteinen gebildet
(193).

Die Oxidation von Membranen und Fetten spielt eine sehr wichtige Rolle bei der Bildung von
Aldehyden in gekochten Lebensmitteln. Formaldehyd und Acrolein wurden in verschiedenen
Lebensmitteln, wie gesalzenem Schweinefleisch, Makrelen und weiBem Brot nachgewiesen.
Die Anwesenheit von Malondialdehyd konnte in vielen Fetten und fettreichen Produkten be-
statigt werden (793).

Tangwongchai et al. haben die Aktivitdt der kommerziell erhaltlichen Sojabohnen-
lipoxygenase in Abhangigkeit von der Hochdruckbehandlung untersucht. Die Lipoxygenase
wurde in 0,2 M Tris-Puffer gelést und einer Hochdruckbehandlung von 0,1; 200; 400 und
600 MPa fir 20 Minuten unterzogen. Das Enzym war bei Atmosphéarendruck (0,1 MPa) o-
berhalb von pH 5 bis pH 9 stabil. Im Citrat-Puffer war das Enzym zwischen pH 5 bis pH 8 bis
zu 200 MPa stabil. Aber mit steigendem Druck verschob sich der pH-Bereich, in dem die
Lipoxygenase stabil war, auf 7 bis 8. Das Enzym verlor die gesamte Aktivitdt nach einer
Hochdruckbehandlung bei 600 MPa far 20 Minuten in beiden Puffern (90;174).

2.3.2.3.5 Fettveranderungen durch HPP in realen Lebensmitteln

In Lebensmitteln ist die Autoxidation sehr wichtig. Die Radikalbildung aus neutralen Moleku-
len (Initialisierung der Fettoxidation) wie ungeséattigten Fettsduren soll durch Hochdruck-
behandlung verhindert werden, wahrend die Folgeschritte nach der Radikalbildung geférdert
werden. Die Effekte der Hochdruckbehandlung in realen Lebensmitteln sind komplexer als in
Fettmodellsystemen. Die Behandlung von Sardinendl fiihrte zum Anstieg des Fettverderbs,
der zur Dauer der Behandlung und der Druckhéhe proportional war. Die Autoxidation von
Linolensaure unter Hochdruck ist sehr komplex. Eine Behandlung mit 350 MPa flhrte zu
mehr primaren Oxidationsprodukten als unter Atmosphéarendruck. Der Nachweis erfolgte
Uber die Bildung von konjugierten Dienen mit einem Absorptionsmaximum bei A = 234 nm. In
der folgenden Tabelle 7 ist die Abnahme der Linolensaure nach unterschiedlicher Behand-
lungszeit und mit unterschiedlichem Druck aufgefuhrt (7176).
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Tabelle 7: Linolensédurekonzentration nach unterschiedlicher Behandlungsdauer

Dauer | 0,1 MPa | 350 MPa | 600 MPa

(h) (%) (%) (%)

1 99 80 91

3 76 73 89

21 52 72 80
Quelle: (176)

Die Bildung sekundarer Oxidationsprodukte wahrend gekihlter Lagerung von vakuumver-
packtem Putenfleisch war abhéngig von der Héhe des eingesetzten Druckes (Druck bis zu
500 MPa bei 10 °C) und von der eingesetzten Behandlungszeit (Behandlungsdauer von
10 Und tschiss 30 Minuten) (38).

Hochdruckbehandlung bei 400 MPa und niedrigeren Dricken far 10 und 30 Minuten flhrte
wahrend einer Lagerung von sechs Tagen bei 5 °C zu geringerer Hydroperoxidbildung ge-
messen als Thiobarbitursaure-Zahl als die thermische Behandlung bei 100 °C fir 10 Minuten
im Gegensatz zur Hochdruckbehandlung bei 500 MPa und 30 min, die wahrend der spateren
Lagerung bei 5 °C eine analoge Bildung von TBARs wie die thermische Behandlung bei
100 °C fir 10 Minuten zeigte (38).

Die Bildung von TBARs wahrend der Lagerung bei 5 °C ist exponentiell abhangig vom Be-
handlungsdruck bei beiden Behandlungszeiten (10, 30 min) und offensichtliche Aktivierungs-
volumina wurden als Parameter flr die Quantifikation der Hochdruckeffekte auf die Fettoxi-
dation im Fleisch wahrend der spateren Lagerung verwendet (38).

Es wurden keine signifikanten Zunahmen der Oxidationsraten im bei 300 MPa behandelten
Hackfleisch nachgewiesen, aber oberhalb der Grenze von 300 MPa stieg die Oxidationsge-
schwindigkeit mit der Intensitat von HPP an. Hackfleischproben, die unter Luft (ohne Schutz-
gas) behandelt wurden, hatten zu Anfang héhere TBA-Werte als die unter Stickstoff behan-
delten. Solche Proben oxidierten aber wahrend der Lagerung schneller als die nicht hoch-
druckbehandelten (28).

Fischfette enthalten viele ungesattigte Fettsduren, die schnell oxidiert werden kénnen. Unge-
sattigte Fettsduren sind sehr anfallig fir die Autoxidation und den oxidativen Abbau von Fet-
ten in Lebensmitteln wahrend der Lebensmittelherstellung und Lagerung. Wenn extrahiertes
Sardinendl hochdruckbehandelt (bis zu 506 MPa, 60 min) wurde, fihrte dies zu keiner Ver-
anderung der POZ und TBA. Wenn andererseits Dorschmuskel mit HPP (202, 404 und
608 MPa, fur 15 und 30 min) behandelt wurde, nahmen die POZ und die TBA der aus dem
Muskel extrahierten Ole mit der Steigerung des Drucks und der Behandlungsdauer zu. Die
POZ der hochdruckbehandelten und gekihlten Dorschmuskelproben war héher als die der
nicht behandelten und gekulhlten Proben. Die Zunahme der POZ durch HPP wurde ebenfalls
bei Makrelenmuskeln beobachtet. Zusammenfassend lasst sich schlussfolgern, dass isolier-
tes Fischfett gegen Autoxidation unter HPP (bis zu 608 MPa) relativ stabil ist, aber die Oxida-
tion der Fette im Fischmuskeln durch HPP beschleunigt wurde (135).

Die Auswirkung von HPP (400 MPa) auf die oxidative Stabilitdt von Serano-Schinken zeigte
die héchste Konzentration an TBARs nach 39 Tagen Lagerung (47). Im Serano-Schinken
férderte Hochdruck ab 200 MPa die Radikalbildung und somit die Fettoxidation, was mittels
ESR (spin-trapping) bzw. durch die Zunahme der Hexanalbildung nachgewiesen werden
konnte (8).

Wie in Versuchen mit Hahnchenbrust ermittelt, férderte HPP ab 400 MPa, insbesondere ab
600 MPa, die Bildung von Hexanal, Octanal und Nonanal. Die Hochdruckbehandlung be-
glnstigte die Entstehung sekundéarer Oxidationsprodukte (8;51;57).
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Die Lagerung hat einen signifikanten Einfluss auf die Bildung von Oxidationsprodukten, vor
allem bei Anwesenheit von Sauerstoff in der Verpackung. Hexanal, Octanal und Nonanal
wurden als Lipidoxidationsprodukte identifiziert und kdnnen als ,press-over-flavour® Indikato-
ren eingesetzt werden. Hexanal zeigte gute Korrelation mit TBARs (57).

Waéhrend der Lebensmittelherstellung spielen die Enzyme in manchen Lebensmitteln eine
sehr wichtige Rolle, weil sie an Reaktionen beteiligt sind, die zur Verbesserung der Qualitat
der Endprodukte flhren, wie beispielsweise bei Frichten (4).

Es wurden viele Studien zur Inaktivierung von Enzymen in Fruchtprodukten durchgefihrt.
Die Polyphenoloxidase ist zum Beispiel bis zu 1200 MPa und einer Behandlungszeit von 10
Minuten resistent. Sie ist bei hdheren pH-Werten sensitiver (93;98).

Die Auswirkung von Hochdruck auf Mikroorganismen und Enzyme verknUpft mit niedriger
Wasseraktivitat, superkritischem CO,, Vorbehandlung mit Biopolymeren wie Chitosan oder
Enzymen (Lysozyme, Glucoseoxidase) und Ethanol, Natriumsulfit und einigen anderen Zu-
satzen oder Bedingungen wurden studiert und analysiert (13;93;98;106;180).

Die Anwendung von HPP bei Lebensmitteln kann zur Inaktivierung oder zur Aktivierung von
Enzymen oder Verbesserung der Enzymaktivitéat in diesen fihren (82).
Die Inaktivierung von Enzymen durch HPP ist auf zwei Wegen méglich:

1. Veréanderung der intramolekularen Struktur, d.h. des Reaktionszentrums
2. Anderungen in der Struktur der aktiven Seite der Enzyme und/oder in dem Enzym-
Substrat-Zusammenspiel (83;139).

Zur Enzyminaktivierung sind hohe Dricke bei der HPP-Behandlung notwendig. Bei der Inak-
tivierung unter niedrigeren Driicken kann es sich um reversible Konfigurations- und Konfor-
mationsanderungen handeln. Es wurden bereits Versuche mit Katalase, Phosphatase, Lipa-
se, Pectinesterase, Lipoxygenase, Peroxidase, Polyphenoloxidase und Lactoperoxidase
durchgefiihrt. Die Peroxidase ist das druckstabilste Enzym. Nach einer Behandlung von
600 MPa bei 60 °C Uber 30 min sind 90 % der Enzymaktivitdt von Peroxidase erhalten
geblieben (139).

Die Anfélligkeit fir HPP-Inaktivierung bei einer Behandlung zwischen 100 bis 300 MPa von
Enzymextrakten vom Pomatomas saltatrix (Korallenblaufisch) und Semicossyphus pulcher
(Rotfisch/Fettkopffisch) wurde bewertet und verglichen. Fischenzyme waren empfindlicher
fir HPP-Inaktivierung als die entsprechenden Enzym-Gegenstliicke von Saugetieren. Fri-
sches Fischmuskelgewebe wurde ebenfalls ahnlichen Driicken ausgesetzt und die Farb- und
Textur-Parameter in Abhangigkeit von HPP flr die Kontrolle der Texturverschlechterung fri-
scher Seeprodukte ermittelt. Die erzielten Ergebnisse erhéarteten die Vermutung, dass die
Hochdruckbehandlung als Lebensmittelbehandlungstechnik zur Kontrolle der Textur von
Seeprodukten eingesetzt werden kann (70).

Lipoxygenase spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von fliichtigen Verbindungen in vie-
len pflanzlichen und tierischen Lebensmitteln. Dieses Enzym baut Linol- und Linolens&ure zu
Hexanal und cis-3-Hexenal ab. cis-3-Hexenal wird in das stabilere trans-2-Hexenal umge-
wandelt (774). Die Aktivierung der Lipoxidase durch HPP flhrt zu mehr Oxidationsprodukten
von Fettsauren. Die Fettzusammensetzung verandert sich dadurch und es liegen mehr un-
erwiinschte Stoffe vor (68).

Es gibt HPP-sensitive und HPP-tolerante Enzyme. Lipoxygenase gehért zu den hochdruck-
sensitiven Enzymen, ihre Aktivitdt nimmt nach 2 min bei 600 MPa im Tris-Puffer pH 7 und
Sojamilch bei 25 °C ab und eine komplette Inaktivierung findet in Tris-Puffer nach 10 min bei
600 MPa bei 25 °C statt. Die Inaktivierung der Lipoxygenase kann in einer Reaktion erster
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Ordnung erklart werden. Im Temperaturbereich von 10 bis 64 °C war die Lipoxygenase nicht
resistent gegen HPP (174).

Zusammenfassend ist feststellbar, dass HPP die Kinetik von Enzymreaktionen beschleuni-
gen oder verlangsamen kann. Die Enzyminaktivierung héngt von dem Medium (pH-Wert),
der Temperatur und der Dauer der Behandlung ab. Enzyme kdnnen nach ihrer Sensitivitat
gegeniiber HPP geordnet werden. Lipoxygenase ist ein hochdruck-sensitives Enzym.

2.3.2.4 Zusatzstoffe

Die Zusatzstoffzulassungsverordnung regelt in Deutschland die Zulassung, Kennzeichnung
und die Héchstmengen von Zusatzstoffen. Zu diesen Substanzen zdhlen auch Konservie-
rungsstoffe. Zugelassen sind beispielsweise:

e Sorbinsiure, ihre Natrium-, Kalium- und Calciumsalze
e Benzoesaure und ihre Natrium-, Kalium- und Calciumsalze

e p-Hydroxybenzoesaureethylester, -methylester, und -n-propylester (PHB-Ester) sowie ihre
Natriumverbindungen

e flr spezielle Anwendungsgebiete schweflige Saure, Thiabendazol und Natamycin (105)

e Propionsaure

Zur chemischen Lebensmittelkonservierung gehdéren Kochsalz, Wasserstoffperoxid, Ethyl-
alkohol, Saccharose, Nitrit, Raucherrauch, organische Sauren und noch viele weitere Stoffe

(105).

Bei der Herstellung der frischen Zwiebelmettwurst werden Citrat (als Natriumsalz), Ascorbin-
saure, Nitritpdkelsalz und Gewlrze eingesetzt.

Der Zusatz von Zitronenséaure zu ausgelassenem Schweinefett hemmte die Zunahme der
Oxidationsgeschwindigkeit bei der Hochdruckbehandlung (650-800 MPa). Dies deutet darauf
hin, dass Ubergangsmetallionen wahrscheinlich aus den Komplexen herausgel6st werden
und fahig sind, die Lipidoxidation in dem hochdruckbehandelten Fett zu katalysieren. Dage-
gen war die Zitronensaure im Hackfleisch und in gewaschenen Fasern weniger effektiv in der
Hemmung der Oxidation in den hochdruckbehandelten Proben wegen des erniedrigenden
Effekts auf den pH-Wert (29).

EDTA [Natriumsalz] (ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt) war ein effektives Anti-
oxidanz in den hochdruckbehandelten Hackfleischproben (400 und 800 MPa). Dies deutet
darauf hin, dass durch Hochdruckbehandlung lonen aus den Komplexen herausgelést wer-
den und die Lipidoxidation katalysieren (Metallkatalyse) (29).

Die Fettoxidation von pasteurisierter (300 und 500 MPa fiir 30 min bei 20 °C) oder gekochter
(90 °C fur 15 min) gehackter Hahnchenbrust oder Brat wurde bewertet. Mechanische Her-
stellung, vor und nach der Pasteurisierung und dem Kochen, und der Zusatz von Kochsalz
wurden als oxidationsférdernde Schritte bewertet. Am 1., 3., 6. und 9. Tag nach der Lage-
rung bei 4 °C wurden TBARs mittels TBAR-Test und die Hexanalkonzentration mittels SPE-
GC quantifiziert. Im Allgemeinen wiesen die hochdruckbehandelten Proben weniger Oxidati-
onsprodukte auf als die gekochten. Tendenziell stiegen TBARs und Hexanalkonzentration
mit der Lagerdauer. Beide Parameter zeigten dhnliche Muster wahrend des Experiments.
Unbehandeltes Bréat enthielt mehr Oxidationsprodukte als hochdruckbehandeltes Brat. Salz
und mechanische Verfahren hatten somit einen gréBeren prooxidativen Effekt als HPP auf
die Proben (17).
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Der Zusatz von Salz férderte die Radikalbildung (Bestimmung mittels ESR) durch HPP in
Hahnchenbrust und insbesondere in Hahnchenkeulen (26).

Natriumchlorid (5 %) und einige Antioxidantien (400 mg/kg Rosmarin-Extrakt; 2000 mg/kg
Acerola-Extrakt; 50 mg/kg EDTA; 1000, 2000 und 5000 mg/kg Natriumhexametaphosphate
oder 5 und 10 % EiweiBpulver) wurden gehacktem Hahnchenfleisch zugesetzt (17;18).

Rosmarin-Extrakt war ein Antioxidanz fur hochdruckbehandelte Proben, hatte aber einen
geringen Einfluss auf das gekochte Lebensmittel (Hd&hnchenhackfleisch). Acerola-Extrakt
war kein effektives Antioxidanz, aber EDTA verhinderte stark die Oxidation bei HPP-Proben.
Hexametaphosphate wiesen ebenfalls antioxidative Féhigkeiten auf. EiweiBpulver verhinder-
te Hexanalbildung. Der Einsatz von Eibestandteilen bei HPP kdnnte ein neuer Weg zur Min-
derung der fllichtigen Oxidationsendprodukte sein (718). Rosmarin-Extrakt kommt als Antioxi-
danz wegen des Eigengeschmacks fir Mettwurst nicht in Frage.

Einige dieser Mischungen wurden unter Zusatz von Wasser hergestellt (1:3) bei 15 000 rpm
fir 30 sec. und 20 °C. Diese Proben wurden pasteurisiert bei 300, 500 und 900 MPa flr
30 min bei 20 °C oder gekocht bei 90 °C fur 15 min (18).

Hexanal wurde nach 1, 3 ,6 und 9 Tagen Lagerung (luftexponiert und bei 4 °C) mithilfe von
SPME (solid phase microextraction) GC-FID quantifiziert. Die Hexanalkonzentrationen stie-
gen mit der Hochdruckbehandlung und Lagerdauer. Gekochtes Brat hatte eine héhere Hex-
analkonzentration als Proben, die bei 300 MPa behandelt wurden, aber niedrigere als die bei
500 und 900 MPa behandelten (18).

2.3.2.5 Fettbegleitstoffe: Tocopherole

Die Tocopherole sind wichtige antioxidativ wirksame Substanzen, die den Fettverderb durch
die Verlangerung der Induktionsphase verlangsamen, aber diesen nicht verhindern kénnen.
Die Wirkungsweise der Antioxidantien ist in Abbildung 8 dargestellt (35,7170;192).

Vitamin E ist ein natirliches Antioxidanz in frischer Mettwurst und ein wichtiger Inhaltsstoff.
Im Muskelfleisch des Schweins sind 0,1 mg und im Schweineschmalz 1,8 mg Gesamt-
tocopherole im kg enthalten. Eine Abnahme der Tocopherole kénnte ein Indikator fir die
beginnende Fettoxidation sein (28,77,78;148,159;181,;192).

In den letzen Jahren wurde eine steigende Zahl von Forschungsarbeiten publiziert, die sich
mit der Auswirkung der Hochdruckbehandlung auf Lebensmittelinhaltsstoffe auseinander-
setzt. Die kritische Durchsicht der recherchierten Literatur im Rahmen dieser Arbeit ergab,
dass keine Untersuchungen beziglich der Tocopherol-Erhaltung nach HPP in Lebensmitteln,
in denen Vitamin E natlrlich vorkommt, durchgefihrt wurden.

Die Stabilitat von Vitamin C, By und B gegenliber der Hochdruckbehandlung wurde in einem
Multivitamin-Modellsystem (161) untersucht. Vitamin B; und Bg wiesen keine Abnahme die-
ser Vitamine nach der Hochdruckbehandlung im Gegensatz zu Vitamin C auf. Die Vitamin C-
Abnahme war unabhangig von der Intensitat der Hochdruckbehandlung. Des Weiteren wur-
de die Vitamin C-Abnahme-Kinetik in Erdbeer ,coulis“ und Eigelb untersucht und dargelegt,
dass die Abnahmen der Vitamin C-Konzentrationen in hochdruckbehandelten und unbehan-
delten Lebensmitteln anndhernd gleich sind (7172).
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Abbildung 8: Modell fiir die Unterbrechung der Reaktionskaskade durch Tocopherol
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GroBe Verluste der Ascorbinsadure wurden im Orangensaft wéhrend einer Lagerung von
8 bis 14 Wochen nach der Hochdruckbehandlung in Abh&ngigkeit von der Lagertemperatur
(132;161) festgestellt.

Der Abbau von Vitamin C wurde von van den Broeck et al. (132,161,;186) in Abh&ngigkeit
von der Temperatur, dem pH-Wert und dem Druck sowohl in Puffersystemen als auch in
realen Lebensmitteln wie gepressten Orangen und Tomaten experimentell bestimmt. Dabei
war Vitamin C in realen Lebensmitteln thermolabiler als in den Modellsystemen.

Des Weiteren wurde die Stabilitdt von Vitamin B,, B, Bs, Niacin und Panthothens&ure im
Hahnchen-, Schweine- und Rindfleisch bei 200, 400 und 600 MPa analysiert (7116). Hier
zeigte sich, dass die untersuchten Vitamine durch hohe Driicke kaum beeinflusst wurden.

Nach Bognar et al. (24;116;161) hat die Hochdruckbehandlung keine Auswirkung auf die
sensitiven Thiamine im lyophilisierten und wieder rehydrierten Schweinefleisch.

2.3.2.6 MaBnahmen zur Verhinderung der Fettoxidation in Lebensmitteln

Die Oxidationsstabilitat von Fetten und Olen wird durch die folgenden Faktoren bestimmt:

Anzahl der Doppelbindungen im Molekill

Spuren von Metall-lonen

Thermische Vorschadigung durch Erhitzen

Vorschadigung durch Lichteinfluss

Wassergehalt

Anwesenheit nattrlicher oder zugesetzter Antioxidantien (131;192)
Anwesenheit von Enzymen.

Die hier dargestellten folgenden Faktoren kénnen zur Hemmung der Fettoxidation in Le-
bensmitteln beitragen:

e Ausschluss von Sauerstoff: Vakuumverpackung, Lagerung unter Schutzgas (N2), Hohe
Dichtigkeit der Verpackung
e Kihllagerung
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Ausschuss von Licht, z. B. Verwendung dunkler Flaschen

Abwesenheit von Schwermetallen: Raffination, Einsatz von Komplexbildnern
Antioxidantien: Tocopherole

Inaktivierung von Enzymen wie Lipoxygenase: durch Blanchieren bei Gemuse (192).

Als eine echte Alternative ist an dieser Stelle die Hochdruckbehandlung zu nennen. Vor al-
lem kann HPP eine mdgliche Option fir Lebensmittel sein, die wegen der Veranderung ihrer
Konsistenz und des Geschmacks (Mettwurst) nicht thermisch behandelt werden kénnen.

2.3.3 Lebensmittelmodelle

Die Analyse der Auswirkungen von HPP (100-300 MPa) auf Eigenschaften wie Wasser- und
Fettbindung, Textur, Farbe, Mikrostruktur und Mikrobiologie von Fleischemulsionen mit we-
nig (90 g kg, LF = low-fat) und viel (247 g kg, HF = high-fat) Fett wurde von Jimenez-
Colmenero et al. durchgefthrt. Die Wirkung von HPP hing von der Druckintensitat, der Be-
handlungsdauer und dem Fettgehalt ab (89).

2.3.3.1 Schweinefett

Ausgelassenes Schweinefett wurde mit Hochdruck von 800 MPa fur 20 Minuten bei 19 °C
behandelt und bei 4,25 und 50 °C gelagert. In allen Fallen oxidierten die hochdruck-
behandelten Proben schneller als die unbehandelten. Die Induktionsperioden waren kirzer
als die der unbehandelten Proben, was anhand der Ergebnisse der Analysen von Peroxid-
zahl (POZ), Thiobarbitursdurezahl (TBA) und der Absorption im UV-Bereich gezeigt werden
konnte. Dieser Effekt war bei geringeren Behandlungsdriicken schwacher ausgepragt (27).

Des Weiteren wurde festgestellt, dass bei allen Wasseraktivitaten, die niedriger als 0,4 und
héher als 0,55 waren, die POZ des hochdruckbehandelten Schweinefetts niedriger war als
die der Vergleichsprobe, die gleich gelagert wurde (27).

Die POZ des ranzigen Schweinefetts nimmt mit der Hochdruckbehandlung bei 19 °C ab,
nicht aber bei héheren Behandlungstemperaturen (50 °C). Dieser Effekt kénnte die beobach-
tete Verlangsamung der Oxidation bei den Wassergehalten von 0,4 bis 0,5 aw erklaren. An-
dere Faktoren, wie die Freisetzung der Metall-lonen z. B. Eisen-lonen aus dem Ham, kénn-
ten die Peroxid-Abnahme Uberlagern (27).

2.3.3.2 Hackfleisch

Die Auswirkung der Hochdruckbehandlung (50-800 MPa) auf Hackfleisch — Textur, Aroma,
Farbe — wurde Uberprift (107).

Hackfleisch und Muskelfasern wurden hochdruckbehandelt (800 MPa, 20 min, 20 °C, vorher
gelagert bei 4 °C). In beiden Féllen oxidierten die hochdruckbehandelten Proben schneller
als die Vergleichsproben. Dies wurde durch Bestimmung der TBA ermittelt. Die Oxidationsra-
te der mit Hochdruck behandelten Proben war &hnlich der der thermisch behandelten Pro-
ben. (80 °C, 15 min) (28).

Hochdruckbehandeltes Hackfleisch wurde schneller oxidiert als unbehandelte gewaschene
Fasern, die aber nach HPP héhere TBA-Werte aufwiesen. Dies zeigt, dass einige wasserlds-
liche Komponenten, die als Katalysator fungieren, eine wichtige Rolle bei der Oxidation nach
HPP spielen (28).
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HPP hatte einen geringen Einfluss auf die Fettoxidation unter 300 MPa, aber bei Driicken
oberhalb von 300 MPa nahm der Einfluss proportional zu (28).

2.3.3.3 Fleisch, Fisch

Es konnte gezeigt werden, dass Fleisch und Fisch nach HPP eine andere Textur als nach
einer thermischen Behandlung aufweisen. Dies ist eine Folge der relativen Stabilisierung von
schwachen Verbindungen, die die Struktur der Myofibrillen beinhalten (7107).

Wie auch immer die druckinduzierten Strukturen sein mégen und sich ausdehnen, sie wur-
den durch Wasserstoffbriickenbindungen stabilisiert. Spatere thermische Behandlung |6ste
teilweise das Myosin-Gel auf und lieferte als Resultat eine Textur, die nicht sehr verschieden
von der war, die nur durch thermische Behandlung erzeugt wurde (107).

Nach einer Hochdruckbehandlung tber 400 MPa wurden die Fette im Fleisch und im Fisch,
wegen der Freisetzung der Metallkatalysatoren (Eisen und vielleicht Kupfer) vom nicht-Ham-
lonen-Komplex, der im Gewebe vorhanden ist, sehr anfallig fir die Autoxidation (107).

Das Fleisch eines Dorschmuskels und weiBes Fleisch der Pute nehmen nach einer Hoch-
druckbehandlung, durch die Myosin denaturiert (200 MPa bei Dorsch und 400 MPa bei Pu-
te), eine Erscheinung wie bei gekochtem Fleisch an (107).

In den rétlicheren Fleischarten denaturiert Myoglobin irreversibel bei Driicken oberhalb von
400 MPa und bildet ein Pigment, das ein &hnliches Spektrum aufweist wie das im gekochten
Fleisch (107).

Nach der Hochdruckbehandlung tber 400 MPa war die oxidative Stabilitdt von Fetten im
Dorschmuskel (Gadus morhua) deutlich niedriger als die der unbehandelten Proben, was
durch die Messung der TBA bewiesen wurde. Dies war auf die Freisetzung der Metall-lonen
aus Komplexen zurlickzufiihren. Durch den Zusatz von EDTA in weiteren Versuchen wurde
die Zunahme der Oxidationsraten effektiv inhibiert und somit verhindert. Dieser Effekt wirkte
sich nicht auf die hochdruckinduzierten Verédnderungen der Proteine im Fett (Denaturierung)
aus, was mittels DSC (differential scanning calorimetry) und Elektrophorese bewiesen wurde

(9).

Einige wasserl6sliche Proteine Uberstehen Dricke von 800 MPa, zu ihnen gehdren die Pro-
teasen. Aber bei Driicken Uber 200 MPa war eine Abnahme in der Aktivitdt der neutralen
Protease (pH-Optimum bei 6,6) zu verzeichnen. Im Gegensatz zur thermischen Behandlung
fihrte Hochdruck zur Bildung von Strukturen, die stabilisiert sind, zuletzt zur Ausbildung von
Wasserstoffbriicken und Strukturveranderung. TAP (texture profile analysis) zeigte, dass die
Strukturen, die unter thermischer Einwirkung gebildet werden, sich von denen der HPP un-
terscheiden (9).

Tiefgefrorenes Putenfleisch wurde aufgetaut, bei 200 MPa fur 20 min fir gekihltes und
400 MPa far 20 min fur gefrorenes Fleisch hochdruckbehandelt und wieder zur Lagerung
eingefroren. In beiden Fallen wurden die Lagerexperimente Uber 15 Tage und 8 Monate
durchgefiihrt. Die Veranderungen in der Mikrobiologie, Fettoxidation und Choresterol-
Oxidationsprodukte (COPs) wurden analysiert. Diese oben genannten Faktoren kdénnen die
Haltbarkeit und die sensorische Qualitét der Produkte beeinflussen. In Abhangigkeit von den
Einflissen der Behandlung war eine signifikante Reduktion der lebensféhigen Zellen, eine
Zunahme der TBARs und die Bildung von COPs zu beobachten (783).

Zusammenfassend wird die Hochdruckbehandlung in der Lebensmittelherstellung eingesetzt
und mehrere kommerzielle Produkte aus Friichten und GemUse werden in Verkehr gebracht.
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HPP bewirkt Proteindenaturierung, Inaktivierung einiger enzymatischer Aktivitdten und die
Inaktivierung einiger Mikroorganismen. HPP beschleunigt die Fettoxidation in Muskeln. In-
tensive Erforschung der Effekte von HPP auf Fischgewebe zeigte die Vor- und Nachteile
dieser neuen Herstellungs- und Behandlungstechnologie (135).

2.3.4 Zusammenstellung der durch HPP verursachten Reaktionen

Extrahierte Fette werden durch HPP stabilisiert, sind diese aber noch im Muskel, werden sie
durch HPP oxidiert.

Die Unterschiede zwischen den Lebensmittelmodellen aus Fettsduren oder Triglyceriden und
den realen Lebensmitteln sind sehr stark. Sie sind auf die Matrix zurlickzufiihren und somit
bei jedem Lebensmittel und sogar jeder Charge wegen der unterschiedlichen Rohstoffe még-
lich.

Die Hochdruckbehandlung kann die Autoxidation von Fetten im Modellsystem oder bei der
Behandlung von reinen Olen und Fetten verhindern, indem die Radikalisierung neutraler Mo-
lekile unterbunden wird (138;175;176;178;187). Im Gegensatz dazu ist bei der Behandlung
von Muskelfleisch (Fisch und Fleisch) mit steigenden Behandlungsdriicken eine verstarkte
Autoxidation der Fette beobachtet worden (9;135;145). Als Ursache werden prooxidative
Effekte von Metall-lonen (Fe, Cu) genannt, die den antioxidativen Effekt des Druckes Uberla-
gern (27-30;138). Zudem ist der Grad der Oxidation abh&ngig vom Wassergehalt der behan-
delten Probe (27).

Wahrend im Modellsystem bei Fettsduren oder isolierten Fetten die Oxidation vermindert war
(Hemmung der Bildung von Radikalen) (27;175,;176;178), konnte im Lebensmittel der gegen-
teilige Effekt nachgewiesen werden (27-29;138;175;176;178). In druckbehandeltem Schwei-
nefleisch lag der TBA-Wert als ein MaB der Fettoxidation stets hoher als in der hitzebehan-
delten Vergleichsprobe. Uber die Verdnderungen der Fettsduren und Reaktionsprodukie
bzw. Folgereaktionen bei Lagerung von druckbehandelten Produkten gibt es bisher nur we-
nige Erkenntnisse (28;138,;175;176;178).

Wahrend der Lagerung druckbehandelter fetthaltiger Lebensmittel kann die Autoxidation der
Lipide stérker voranschreiten als bei konventionell hergestellten Lebensmitteln. Der Sauer-
stoffgehalt der Lagerungsatmosphéare scheint dabei keine entscheidende Rolle zu spielen,
da auch unter Stickstoffatmosphére eine gesteigerte Oxidation von Fisch-Lipiden festgestellt
wurde (9;61,;135;138;145). Bei der Druckbehandlung von Hahnchenbrust und anschlieBen-
der Lagerung sind ebenfalls oxidative Verdnderungen der Lipide festgestellt worden
(28;138;175;176,;178), die mit dem Behandlungsdruck und der Lagerdauer korrelieren.

Deshalb sind bei der Beurteilung verfahrensbedingter Effekte auf das Lebensmittel Verénde-
rungen, die wahrend der Lagerung auftreten, von denjenigen abzugrenzen, die priméar bei
der Druckbehandlung entstehen.

Fette kdnnen ebenfalls durch Mikroorganismen abgebaut werden. Es gibt Mikroorganismen,
die schon ab Wassergehalten von 0,3 % Uberlebensfahig sind (74) und ab einem a,-Wert
von 0,6 stoffwechseln kénnen (7162). Wassergehalt und Wasseraktivitat kénnen nicht gleich-
gesetzt werden. Es gibt Kleinlebewesen, die in Schweineschmalz ab einem Wassergehalt
von 0,3 % existieren kénnen, aber wegen der geringen Bindung von Wasser an die Matrix
einen a,-Wert von 0,8 bis 0,9 zum Leben haben (714).

Im Folgenden wurden die wichtigsten Punkte zur Bedeutung der Enzyme flr die hochdruck-
induzierte Oxidation von Fetten in Lebensmitteln (LM) zusammengestellt:
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1. Autoxidation der Fette:

e Senkung der Bildung von Radikalen (175;176;178)

e Steigerung der Bildung von Oxidationsendprodukten, die nach der Radikalbildung
entstehen, wie Hexanal und Octanal

e Cyclisierung von Peroxiradikalen (16)

e Bildung von Malondialdehyd (16)

2. Enzyme, die aus dem Lebensmittel stammen:

Inaktivierung der Enzyme

Gleich gebliebene Aktivitat der Enzyme

Mdgliche Freisetzung der Enzyme durch Zellzerstérung
Steigerung der Enzymaktivitat durch Strukturanderung

3. Enzyme, die aus den Mikroorganismen stammen:

e Abbau der Fette durch die noch lebensfahigen Mikroorganismen

e Inaktivierung der Enzyme und/oder ihre mégliche Freisetzung durch Zellzerstérung

e Gleich gebliebene Aktivitat der Enzyme

e Steigerung der Enzymaktivitat durch Strukturanderung und/oder durch ihre mégliche
Freisetzung durch Zellzerstérung

Fettsdure-Modelle, bestehend aus freien Fettsduren oder definierten Triglyceriden, die hoch-
druckbehandelt wurden, werden durch diese haltbarer als die unbehandelten.

Einige Lebensmittel, die hochdruckbehandelt wurden, wurden leider nicht haltbarer als die
konventionell hergestellten, sondern sie verdarben schneller.

An dieser Stelle drangt sich die Frage nach den Unterschieden zwischen den Fettsdu-
re(FS)modellen und Lebensmitteln auf. Warum wurden die im LM vorliegenden Enzyme aus
den Lebensmitteln und den Mikroorganismen in den FS-Modellen nicht berticksichtigt?

Inwieweit Veranderungen von Fetten durch Hochdruckbehandlung auftreten kénnen, hangt
wie dargestellt von verschiedenen Faktoren ab. Zusammenfassend sind aber einige konkrete
Effekte ableitbar. So wirkt die Hochdruckbehandlung auf die Hydrolyse der Fette unterdri-
ckend wahrend die Peroxidation geférdert wird. Die Lipidperoxidation wird nach derzeitigem
Kenntnisstand durch die Freisetzung von Metall-lonen (z. B. Eisen aus dem Hamoglobin)
durch HPP beginstigt. In Bezug auf die eigentliche Fettoxidation verlangern bestimmte Zu-
satzstoffe wie Citronensaure die Induktionsphase der Fettoxidation.

Ein direkter Einfluss der Hochdruckbehandlung auf die Stabilitat von Vitaminen und deren
biologische Aktivitat ist nicht zu beobachten.

Veranderungen der Enzymaktivitat sind bei der Hochdruckbehandlung stark abhangig von
Prozessparametern (pH-Wert, Behandlungsdruck, Temperatur,...) und von der Versuchs-
matrix (Lebensmittel oder Modellsysteme).
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Chemikalien

Wenn nicht anders ausgewiesen, wurden nur analysenreine Chemikalien (zur Analyse, p.a.)

und bidestilliertes Wasser verwendet.

Chloroform, [67-66-3], Merck-Eurolab

Methanol, ACS, ISO, [67-56-1], Merck-Eurolab
Methanol, SeccoSolv, [67-56-1], HPLC, Merck-Eurolab
Natriumchlorid, [7647-14-5], Suprapur, Merck
Natriumchlorid, [7647-14-5], Merck

Hexan, n-, [110-54-3], HPLC, Merck

Hexan, n-, [110-54-3], Merck

Natriumsulfat, wasserfrei, [7757-82-6], Merck
tert-Butylmethylether, [1634-04-4], GC, Merck
Trimethylsulfoniumhydroxid (TMSH), Macherey-Nagel
Ascorbinséure, [50-81-7], Merck

Trichloressigséure [76-03-9], Merck

0,9 % NaCl-Puffer / Lésung

[7647-01-0], Merck

3.1.2 Standardsubstanzen

pH-Standards:

e pH 4: Titrisol-9846, Merck
e pH 7:Titrisol-9848, Merck
e pH 10: Titrisol-9890, Merck

HS-GC-Standards:
e Hexanal, [66-25-1], Sigma H-9008, 250 ml, Lot 42K 2515
e QOctanal, [124-13-0], Sigma O-7128, 100 g, Lot 22K 3445

Fettsauren:
Tabelle 8: Standards: FAME Mix

Fettsaurestandard Hersteller Bestell- Lot-Nummer
nummer

FAME Mix C4-C24 Supelco 18919-1AMP | LB14054

FAME Mix RM-6 Supelco 0-7631-1A LA85891

Tabelle 9: Standards: Fette, Ole

Tris-HCI-Puffer (pH 7,44): Tris(hydroxymethyl)-aminomethan, [77-86-1], Merck, HCI,

Fett Menge | Hersteller | Bestell- Lot- CAS-

nummer | Nummer Nummer
Lard oil porcine, 500 g | Sigma L-0657 95H07401 |8016-28-2
Approx. 0,5% free fatty acids

Chlorwasserstoff in Methanol, 1,25M HCI-L&sung in Methanol, [132228-87-6], GC, Fluka
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Tabelle 10: Standards: freie Fettsauren

Fettsdure Fettsdure Menge Hersteller Bestell- Lot- CAS-
nummer Nummer Nummer

prachidic Acid Methyl | ¢ 1g|Sigma A3881 1120-28-1

Arachidonic Acid C20:4 .

Methyl Ester (5,8, 11, 14) 100 mg | Sigma A-9298 052K1733 | 2566-89-4

ElaidicAcid C18:1 .

Methyl Ester tr9) 19| Sigma E-4762 2462-84-2

v-Linolenic Acid Methyl | C18:3 . i o,

Ester (6,9.r 12) 500 mg | Sigma L-6503 101K1451 16326-32-2

Heptadecanoic Acid .

Methyl Ester C17 1 g | Sigma H-4515 1731-92-6

Lauric Acid .

Methy! Ester ci12 1 g | Sigma L-7272 111-82-0

Linoleic Acid C18:2 (9, 12) 10 g | Sigma L-1376 112K0692 60-33-3

Linoleic Acid C18:2(9,12) 59| Sigma L-1376-5G | 112K0692

Linolelaidic Acid C18:2 (r9,r12) | 100 mg | Sigma L-2251 88H1217 | 2566-97-4

Methyl Ester

Linolenelaidic Acid c18:3

Methyl Ester (tr 9.1r 12,tr 15) 25 mg | Sigma L-2531 74H8455 14202-25-6
. . . C18:3 . L-2376 -

Linolenic Acid (9, 12, 15) 500 mg | Sigma 500MG 063K3727 463-40-1
Myristic Acid .

Methy! Ester C14 5 g | Sigma M-3378 124-10-7
Nonadecanoic Acid .

Methyl Ester C19 19| Sigma N-5377 1731-94-8
Oleic Acid

Methyl Ester Cc18:1 59| Sigma 0-4754 092K0629 | 112-62-9
Palmitic Acid

Methyl Ester C16 5 g | Sigma P-5177 112-39-0
Pentadecanoic Acid Ci15 5 g | Sigma P-6125 1002-84-2
Stearic Acid

Methyl Ester Ci18 10g | Sigma S-5376 40K5303 112-61-8
Tridecanoic Acid

Methyl Ester c13 54| Sigma T-0627 20K2504 1731-88-0
Tridecanoic Acid C13 10 g | Sigma T-0502 062K1105 638-53-9
Tocopherole:
Tabelle 11: Tocopherolstandards

Tocopherol Reinheit Firma Artikel- CAS-

Nummer Nummer

(¥)-o-Tocopherol 95 % (HPLC), Sigma T-3251 10191-41-0
(+)-y-Tocopherol, keine Angabe Sigma T-1782 54-28-4

(+)-0-Tocopherol, 90 % Sigma T-2028 119-13-1

Tocopherol Set: > 95 % (HPLC) Calbiochem 613424

DL-a-Tocopherol,

DL-B-Tocopherol,

DL-y-Tocopherol,

DL-6-Tocopherol

Enzymstandards:
e Lipasestandard: Porcine Pancreas Lipase, Type VI-S; From Porcine Pancreas, Sigma,
L-0382, 100.000 U, 1,9 mg solid, 52,900 U/mg solid, 75,600 U/mg prot.

e Colipase: Colipase from porcine pancreas, Sigma C 3028 — 5 mg, CAS [55126-92-6]
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Lipase-Aktivitats-Test

Anwendungszweck: Enzymatischer Test zur quantitativen Bestimmung von Lipase in Hu-
manserum und -plasma, Roche Lipase Farb-Test

1. Derivatisierungsreagenz (methanolische HCI): Fluka 17935; 1,25M HCI-L&sung in Metha-
nol

2. Lipasestandard: Porcine Pancreas Lipase, Type VI-S; From Porcine Pancreas, Sigma
L-0382, Lot: 081K7663, 100.000 U, 1,9 mg solid, 52,900 U/mg solid, 75,600 U/mg prot.

3. Colipase: Colipase from porcine pancreas, Sigma C 3028 — 5 mg, CAS [55126-92-6]

3.1.3 Materialien

Cryovials: 5ml mit Silicondichtung [T-310-5A], Simport Plastics, Quebec, Kanada
Faltenfilter @ 185 mm (z. B. S&S 595 %), Schleicher & Schuell

3.1.4 Gerate und Software

Analytische HPLC: Beckman-System mit Autosampler: 507e, Pumpe: 126 und Shimadzu
Fluoreszenzdetektor RF-10A

HS-GC-FID: GC: Agilent 6890; Autosampler: PAL; Detector: FID

GC-MS: GC: HP 5890; MSD: 5971; Injector: HP 6890

Photometer: Shimadzu UV-2100, UV-VISIBLE Recording Spectrophotometer; Hyper
UV Software

pH-Meter: Beckman & 300 pH-Meter

Laborzentrifuge:  SIGMA 3 K30

Rotavapor: R-134, Bichi

Wasserbad: Grant Wasserbad, W 14 Spezial

Ultraschallbad: Sonorex Digital 10 P; Bandeln
Horizontalschuttler: Janke & Kunkel, VF 2

3.1.5 Proben

Mettwurst: Frische Zwiebelmettwirste (ohne Zusatz von Vitamin E) im Kunstdarm aus meh-
reren Produktionschargen, die direkt nach der Reifung beim Hersteller bezogen wurden. An-
schlieBend wurde die Halfte der Proben hochdruckbehandelt. Die Lagerung erfolgte bei 7 °C
im Kihlschrank ohne zusatzlichen Verpackungsschutz. Fir die Untersuchung wurde jeweils
eine Wurst gedffnet und analysiert.

Erster Versuch (Screeningversuch)

Anzahl der Proben pro Untersuchungstag: 1

Summe der Proben innerhalb des Analysenzeitraumes: 40
Anzahl der Parallelbestimmungen pro Untersuchungstag: 2

Jeder weitere Versuch

Anzahl der Proben pro Untersuchungstag: 2

Summe der Proben innerhalb des Analysenzeitraumes: 40 bis 80
Anzahl der Parallelbestimmungen pro Untersuchungstag: 2
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1. Hackfleisch-Charge: Hackfleisch mit: Ascorbinsaure: 0,5 g/kg Hackfleisch versetzt.

2. Hackfleisch-Charge: Hackfleisch mit jeweils unterschiedlichen Zutaten der Mettwurst
versetzt: Ascorbinsaure: 0,5 g/kg Hackfleisch, Nitritpékelsalz: 18 g/kg Hackfleisch, Citrat:
3 g/kg. Hackfleisch und alle drei genannten Zusatzstoffe in den oben angegebenen Konzen-
trationen zusammen (21,77;99;189).

1. HF-Charge: Wegen des erwarteten schnelleren Verderbs fanden die ersten Analysen
bereits einen Tag nach der Hochdruckbehandlung statt, im Gegensatz zu den Mettwurstpro-
ben. Die Hochdruckbehandlung erfolgte am 14.10.04.

Die Wirste aus Hackfleisch mit der technologisch Ublichen Einsatzmenge von 500 mg As-
corbinsdure/kg Hackfleisch wurden am Abend des 13.10.04 beim Fleischer hergestellt.

2. HF-Charge: Wegen des erwarteten schnelleren Verderbs wurden die Hackfleischproben
tiefgefroren. Insgesamt dauerten die Analysen vier Wochen. Jede Woche fanden die ersten
Analysen bereits einen Tag und drei weitere Tage nach dem Auftauen und der Hochdruck-
behandlung statt, im Gegensatz zu den Mettwurstproben. Die erste Hochdruckbehandlung
erfolgte am 15.08.05. Die Proben wurden am 12.08.05 hergestellt und waren bis zur Hoch-
druckbehandlung tiefgefroren bei -70 °C.

3.2 Methoden und Verfahren
3.2.1 Hochdruckbehandlung

Mettwurst

Tabelle 12: Hochdruckbehandlungsparameter der Mettwurstchargen

Nr. |Charge Druck [Dauer |Temperatur
(MPa) [(min) |(°C)

1. |PZWI20030411-... 300 10 4
300 10 20
600 10 4
600 10 20

2. [PZWI20031107-... 600 10 20

3. [PZWI20040629-... 600 10 20

4. |D-050509-... 600 10 15

Hackfleisch

Tabelle 13: Hochdruckbehandlungsparameter der Hackfleischchargen

Nr. |Charge Druck |Dauer |Temperatur
(MPa) | (min) (°C)

1. | D-041014-... 600 10 4

2. | D-050812-... 600 10 10

Lipasestandard: Porcine Pancreas Lipase

Tabelle 14: Hochdruckbehandlungsparameter der Pankreas Lipase

Druck Dauer Temperatur
(MPa) (min) (°C)
0,1; 100, 200, 300, 400, 2,5,10,15,| 0,10, 20, 30,
500, 600 und 700 20 und 30 | 40, 50 und 60
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3.2.2 Analytik

Die oxidativen Fettveranderungen kdnnen durch ausgewdéhlte Analysenmethoden verfolgt
werden. Bindung von Sauerstoff bewirkt eine Gewichtszunahme der extrahierten Fette der
Proben. Bildung freier Radikale fUhrt zu erhéhten lodzahlen. Uber die Induktionsperiode
kdnnen Aussagen zur Stabilitat der verschiedenen Fette gemacht werden. Der Nachweis der
freien Radikale kann mit Hilfe von Trapping-Reagenzien mittels ESR erfolgen. Der Nachweis
der ersten Oxidationsprodukte erfolgt Uber die Peroxidzahl (POZ), die einzelnen Hydropero-
xide, die Abnahme der konjugierten Diene und Triene. Die sekundéaren Oxidationsprodukte
wie Aldehyde, Ketone und Alkohole werden mittels HS-GC nachgewiesen. Die TBARS (Thi-
obarbituric Acid Reactive Substances) und der Anisidinwert (para-Anisidin Value, p-AnV)
sind Nachweismethoden fiir alle mit diesen Verbindungen reagierenden Stoffe (Aldehyde,
Ketone, usw.). Sie werden als Summe und nicht einzeln bestimmt. Aussagen Uber die oxida-
tive Stabilitat der Fette lassen sich mit Hilfe eines Ranzimaten treffen. In den letzten Jahren
wurden die Veranderungen von Fetten mittels NMR und FTIR verfolgt (14-16, 19, 20, 23, 33,
34, 37, 39, 42, 45, 47-49, 56, 58-60, 63, 86, 117, 124-127, 129, 130, 140, 155-158, 164,
166,168;170;172;184,;191,194).

Die Methode der Wahl ist von dem Lebensmittel und der erwinschten Aussage abhangig.
Bei komplexen Matrices missen die Fette zuerst schonend und in Abhangigkeit von der fol-
genden Analysenmethode extrahiert werden (168).

In den Tabellen 15, 16 und 17 sind die mdglichen Methoden zur Analyse des Verlaufes des
Fettverderbs und mdglicher Ursachen der Fettoxidation zusammengefasst. Die ausgewahl-
ten und anhand der Ergebnisse der ersten Mettwurstcharge Uberpriften Methoden wurden
im Kapitel 3.2.5 ,Ausgewéhlte Analysenverfahren® dargestellt.

Tabelle 15: Analysenmethoden: 1-3

2. Autoxidation
¢ Malondialdehyd

1. Standardanalytik
e Hexanal, Octanal

3. Enzym. Oxidation
e photometrische

e cis/trans ¢ ESR (Radikale) Bestimmung
Doppelbindungen e Hydroperoxide e Fettabbauprodukte

e POZ untersuchen

e TBA e Lipasen

¢ Fettsduren (GC-MS)

e Konjugierte, isolierte
Doppelbindungen

e Lipoxygenasen
(Typ I und Typ 1)

e Sensorik

Tabelle 16: Analysenmethoden: 4-6

4. Antioxidantien:

5. Fettbegleitstoffe:

6. Mikrobiologie

e Ascorbinsdure

o fettlosliche Vitamine: E

o fettlésliche Vitamine:

E,D, K, A

e GKZ

e Milchs&durebakterien

¢ Phospho- und Glyco-

Lipide

e Enterobacteriaceae

e Listeria spp.

e Lipoproteine

¢ Salmonella spp.

Tabelle 17: Analysenmethoden: 7-9

7. Grundlagenforschung:

8. Reaktionskinetik:

9. Fe-lonen aus Hadm

¢ Reaktionsbedingungen
schaffen, unter denen
best. Produkte entstehen

e der Reaktionspro-
dukte der Enzyme

e Komplexbildner
(EDTA)

e Nitritpdkelsalz

e best. Bedingungen
bzw. Reaktionsprodukte
erforschen
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3.2.3 Versuchsplanung

Zuerst wurden die geeigneten Methoden zur Feststellung der Unterschiede zwischen unbe-
handelter und hochdruckbehandelter Mettwurst etabliert. lhre Verwendbarkeit wurde anhand
weiterer Chargen bestétigt oder verworfen. AuBerdem wurden weitere Methoden eingefihrt
und Uberpruft.

3.2.4 Fraktionelle faktorielle Versuchsplanung

Bei der Wiederholung der Versuche werden bekanntermaBen nicht genau gleiche Ergebnis-
se erzielt. Faktoren wie das Ausgangsmaterial (Rohstoffe), die Umgebungsbedingungen
(Temperatur, Transport) und durch die Messung bedingte Unterschiede flihren zur Streuung
der Versuchsergebnisse.

Die statistischen Verfahren basieren auf folgenden Prinzipien:
e Absicherung gegen Fehlentscheidungen

e Der Mittelwert mehrerer Messungen streut weniger als die Einzelwerte, weil zuféllige Ab-
weichungen sich teilweise aufheben.

Wenn bei Versuchen die Unterschiede zwischen Prozess- und Produktvarianten und quanti-
tative Unterschiede erkannt werden sollen, sind statistische Verfahren notwendig.

Je kleiner die Unterschiede sind, desto mehr Versuche missen durchgefihrt und ausgewer-
tet werden, um die Unterschiede bestimmen zu kénnen (12;36,79;87,;96;102;160).

Hierzu werden folgende Verfahren der multifaktoriellen Versuchsplanung und der Clustera-
nalyse angewendet, da fir die Berechnung und Beschreibung mittels deskriptiver Statistik
der Versuchsergebnisse eine unverhédltnisméBig hohe Anzahl von Versuchen notwendig
ware. Weiterhin wirde bei der deskriptiven Analyse die faktorielle Abhangigkeit nicht bertick-
sichtigt.

Versuchsplanung

Versuche sind teuer und zeitaufwendig, deshalb sollte der Versuchsumfang relativ klein sein.
Es sollten jedoch alle fir die Aussage notwendigen Analysen durchgefiihnrt werden. Ist der
erforderliche Versuchsumfang zu klein, dann werden Unterschiede nicht sicher erkannt. Zu-
erst muss also der Versuchsumfang festgelegt werden (96).

Man erhélt auf diese Weise mit weniger Einzelversuchen mehr Informationen. Der Erfolg
liegt in der Ausgewogenheit des Versuchsplans. Die Versuchsplanung erlaubt es, jedes Ver-
suchsergebnis fir die Berechnung der unterschiedlichen Effekte einzusetzen. Jedes Ergeb-
nis kann somit mehrfach genutzt werden. Hieraus resultiert die Einsparung von Versuchen
(96).

Die Ergebnisse sind ein empirisches Modell, dessen mathematische Form vorgegeben wer-
den muss. Es beschreibt den experimentell ermittelten Zusammenhang (96).
Der experimentell ermittelte Zusammenhang fihrt zu Einschrankungen wie:

e eine Extrapolation ist nicht méglich, d.h. Aussagen nur im untersuchten Bereich
e Durchfihrung nur im Rahmen der Mdglichkeiten der vorgegebenen Form
e Ausfihrung nur unter Berlcksichtigung der Zufallsstreuung

Trotz der Einschréankungen sind diese Ergebnisse sehr wertvoll fir die Prozess- und Produk-
tionsoptimierung.
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Fraktionelle faktorielle Versuchsplanung

Nach ausfuhrlicher Literaturrecherche und gemaB (96) wurde die Versuchsplanung (vorlaufi-
ge Versuchsplanung vom 11.03.03) fiir die erste Charge entworfen.

Folgende Faktoren wurden bei der Versuchsplanung betrachtet:

1. Druck

2. Temperatur

3. Behandlungszeit (Dauer der Hochdruckbehandlung)
4. Fleisch (mit/ohne Fett- bzw. Speckzusatz).

Drei dieser Faktoren werden ausschlieBlich durch die Hochdruckbehandlung bestimmt. Das
Fleisch unterliegt den Schwankungen, die durch die Fitterung der Tiere und das bei der
Herstellung der Mettwurst Ubliche Verschneiden von magerem Fleisch mit Speck oder den
Einsatz von fetthaltigem Fleisch bedingt sind. Hinzu kommt bei der Herstellung von Mett-
wurst der Einsatz von Nitritpdkelsalz, Citrat, Ascorbinsdure und unterschiedlichen Gewlrzen
sowie Starterkulturen. Die chemische Zusammensetzung der Mettwurst ist somit chargenab-
hangig.

Wie schon in der Einflhrung beschrieben wurde, ist beim Einsatz von chargenabhéngigen
Faktoren die fraktionelle faktorielle Versuchsplanung unbedingt erforderlich.

Aus den oben genannten Faktoren entstanden folgende Vorschlage flr die Versuchsanzahl:

1. Druck: 300 bis 900 MPa, alle 100 MPa, hieraus ergeben sich 7 Faktorstufen.

2. Temperatur:  -20 °C bis +80 °C, alle 20 °C, hieraus lassen sich 6 Faktorstufen ableiten.

3. Zeit: 4 Zeitangaben: 2 min., 5 min., 10 min., 20 min., hieraus ergeben sich vier
Faktorstufen.
4. Fleisch: unterschiedliche Chargen mit weiteren 2 Faktorstufen.

Aus den Faktoren mit den verschiedenen Faktorstufen ergab sich die durchzufihrende Ver-
suchszahl von 7 « 6 « 4 « 2 = ¥ 336 Hochdruckbehandlungen allein fir die erste Charge. Die
Anzahl der dazugehdrigen Analysen ware undurchfihrbar gewesen. Es wurde ein Versuchs-
plan mit der Summe der Versuche entworfen und zwei verschiedene Lésungsansatze entwi-
ckelt:

1. Lésungsansatz: Statistische Wahl von ca. 50 der méglichen 336 Versuche

2. Lésungsansatz: Reduzieren der Versuchsanzahl durch fraktionelle faktorielle Versuchs-
planung.

Die Losung dieses Problems erfolgte mit Hilfe der fraktionellen faktoriellen Versuchsplanung.
Die Anzahl der Versuche wurde durch logische Herangehensweise und Uberlegung mini-
miert.

Versuchsplanung i
Durch Literaturstudien und Uberlegung erfolgte eine Reduzierung der 7 Druckstufen auf
3 Stufen; eine Erweiterung kann nach den Vorversuchen durchgefiihrt werden [X 3-4].

1. Bei den Faktorstufen der Temperatur erfolgte eine Reduzierung der 6 auf 3 Stufen; eine
Erweiterung kann nach den Vorversuchen durchgefiihrt werden [X 3-4].

2. Die 4 Zeit-Faktorstufen wurden auf zwei reduziert [X 2-3].

3. Die 2 Fleisch-Faktorstufen konnten nicht reduziert werden, weil es sich hierbei um unter-
schiedliche Chargen handelt. Dieser Faktor wurde sogar spéater auf vier erweitert, wah-
rend die Zeit- und Druckfaktoren reduziert wurden [X 2].
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Aus der vorausgegangenen Literaturrecherche und den Uberlegungen ergab sich eine An-
zahl von 54 bis 96 durchzufuhrender Versuche.

Tabellen zur Ubersicht:

In der Tabelle 18 sind die Versuchsfaktorstufen mit 4 Druckstufen, 4 Temperatur-Stufen und
zwei Zeitstufen (dargestellt durch 1 und 2) abgebildet. Bei der Durchfihrung aller Kombinati-
onen ergibt sich eine Anzahl von 32 Versuchen.

Tabelle 18: Variante 1: Druck-, Temp.- und Zeitstufen

Temp. (°C)
Druck (MPa W) 2
142 142 142| 142
142 142 142 142
1+2| 1+2| 1+2| 1+2

1+2| 142 1+2| 1+2

O|0|m|(>

Durchzufihrende Versuchszahl: £ 16 bei 4 Druck- und 4 Temp.-Stufen;
bei 2 Zeitstufen: 4 x4 x2 — X 32

Erlduterungen:

1: 1. Zeitstufe
2: 2. Zeitstufe

In der Tabelle 19 wurden die zwei Zeitfaktoren (Zeitstufen) teilweise reduziert, d. h. nicht
jeder Versuch sollte mit zwei unterschiedlichen Behandlungszeiten durchgeflhrt werden.
Lediglich die Versuche, die sich an den Diagonalen der Tabelle befinden, sollten zwei Mal
durchgefiihrt werden. So ergeben sich 24 statt 32 Versuche, die statistisch sehr gut auswert-
bar sind.

Tabelle 19: Variante 2: Druck-, Temp.- und Zeitstufen

emp. (°C) W X Y 7

A 122 2| 1] 241
B 2| 12| 241 1
C 1] 241 1+2| 2
D 2+1 1 2| 1+2

Durchzufihrende Versuchszahl: £ 16 bei 4 Druck- und 4 Temp.-Stufen;
bei nur teilweise 2 Zeitstufen: X 24 statt 32

Die Versuchsfaktorstufen wurden reduziert auf 3 Druckstufen, 3 Temperatur-Stufen und 2
Zeitstufen. Hieraus ergibt sich eine Anzahl von 18 Versuchen, die in Tabelle 20 dargestellt
sind.

Tabelle 20: Variante 3: Druck-, Temp.- und Zeitstufen

emp. (°C)
Druck (MPa X v z
A 241 | 241 | 2+1
B 241 | 241 | 2+1
C 241 | 241 | 2+1

Durchzufihrende Versuchszahl: £ 9 bei 3 Druck- und 3 Temp.-Stufen;
bei 2 Zeitstufen: 3 x3x2 - X 18
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Des Weiteren wurden die Zeitstufen weiter reduziert auf nur die Versuche, die in den Diago-
nalen dargestellt sind (Tabelle 21). Daraus folgt eine Reduktion der Versuchsanzahl von
18 auf 14 Versuche.

Tabelle 21: Variante 4: Druck-, Temp.- und Zeitstufen

emp. (°C) X v 7

Druck (MPa

A 2+1 1] 241
B 1] 2+1 1
C 2+1 1] 2+1

Durchzufihrende Versuchszahl: £ 9 bei 3 Druck- und 3 Temp.-Stufen;
bei nur teilweise 2 Zeitstufen: X 14 statt 18

Nach reichlicher Literaturrecherche und Uberlegung wurden folgende Versuche, die in Tabel-
le 22 dargestellt sind, mit der ersten Mettwurstcharge durchgefthrt.

Tabelle 22: Variante 4: 1. Mettwurstcharge

emp. (°C)

Druck (MPa X
A I
B I

mit A = 300 MPa, B =600 MPa, X=4 °C, Y =20 °Cund 1 = 10 min.

Hieraus ergaben sich zuerst vier Versuche fiir die erste Charge. Mit Hilfe der Ergebnisse der
ersten Charge wurden weitere Behandlungsparameter, die in den Ergebnissen vorgestellt
sind, erarbeitet.

3.2.5 Ausgewahlte Analysenverfahren

Die Auswahl der Analysenverfahren erfolgte anhand von Vorversuchen an einer Matrix (erste
Mettwurstcharge).

3.2.5.1 Allgemeine Parameter
3.2.5.1.1 Aussehen und Konsistenz

Die visuelle Beschaffenheit: die Farbe und die Konsistenz der Mettwirste mit und ohne
Hochdruckbehandlung und wahrend der Lagerung wurden mit Hilfe von Fotografien flr jede
Charge und den jeweiligen Untersuchungstag festgehalten.

3.2.5.1.2 pH-Wert

Die pH-Wert-Messung erfolgte mit dem Beckman & 300 pH-Meter. Es wurden jeweils funf
Messungen durchgefuhrt und der Mittelwert berechnet.

Mithilfe der pH-Wert-Bestimmung und der zeitlichen pH-Wert-Anderung kénnen mikrobiolo-
gische Veranderungen wie das Wachstum von Lactobacillen in Mettwurst und Fleisch beglei-
tend festgestellt werden. Des Weiteren kann die direkte Auswirkung der Hochdruckbehand-
lung auf den pH-Wert in der Mettwurst gemessen werden.
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3.2.5.1.3 Mikrobiologie

Die Untersuchungsmethodik sowie angewandte Nahrmedien zur Bestimmung von Gesamt-
keimzahl, Milchsaurebakterien, Enterobacteriaceae, Listeria sowie Salmonella sind der fol-
genden Zusammenstellung zu entnehmen:

Gesamtkeimzahl
Die Gesamtkeimzahl wurde auf PC-Nahrmedien bestimmt.

Milchsaurebakterien
Milchsaurebakterien wurden auf MRS-Nahrmedien bestimmt.

Bestimmung von Enterobacteriaceae
Enterobacteriaceae wurden auf VRBD-N&hrmedien nachgewiesen.

Bestimmung von Listeria spp.
Bei der Bestimmung von Listeria spp. wurde das Selektivndhrmedium PALCAM (nach DIN
EN ISO 11290-1) verwendet.

Bestimmung von Salmonella spp.

Der Nachweis von Salmonella spp. wurde auf verschiedenen Selektivndhrmedien nach An-
reicherung in Rappaport-Vassiliadis (RVs) bzw. Tetrathionat-Brillantgriin-Galle-Bouillon
(TBG) durchgefihrt.

Zusétzlich zu den mikrobiellen Untersuchungen wurde die PCR zur Bestimmung mdglicher
Listeria- bzw. Salmonella-Stamme angewandt, da eine biochemische Differenzierung dieser
Stamme zu zeitaufwendig ist.

3.2.5.1.4 Fettextraktion

Das Ziel der Fettextraktion ist, das Fett der Probe méglichst schonend und weitgehend voll-
standig zu extrahieren. Die Soxhlet-Extraktion und der Weibull-Stoldt-Aufschluss kénnen
wegen der relativ hohen Temperatur und Saure und der daraus folgenden Fettverédnderun-
gen nicht durchgefihrt werden. Die Chloroform-Methanol-Extraktion und die Hexan-
Extraktion kommen in Frage, weil sie ohne Zusatz von Saure und ohne hdéhere Temperatu-
ren erfolgen.

Chloroform-Methanol — Fettextraktion/Kaltextraktion
Versuchsdurchfiihrung:
GemanB Hallermayer et al. mit folgenden Modifikationen (62):

Die Einwaage der Proben betragt ca. 20 g. Die eingewogene Probe wird zweimal mit 50 ml
Chloroform/Methanol-Lésung (1:1) Uberschichtet und zerkleinert. AnschlieBend erfolgt eine
Behandlung der geldsten Probe fir die Zeitdauer von 15 min. im Ultraschallbad. Die Filtrate
der Probe werden in einem Scheidetrichter gesammelt. Das Chloroform/Methanol-Filtrat wird
zwei Mal mit 50 ml 0,58 % NaCl-Lésung gewaschen. Das Einengen des extrahierten Fetts
geschieht am Rotationsverdampfer. Das Entfernen des restlichen Chloroforms kann durch
das Abblasen am Stickstoffstrom erfolgen.

Die extrahierten Fette werden in AufbewahrungsgefédBen aus Kunststoff im TiefkUhler
bei -70 °C aufbewabhrt.
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Hexan - Fettextraktion/Kaltextraktion

Versuchsdurchfiihrung:

e Gemal Matissek et al. (117)

e Gemal § 64 Lebensmittel- und Futtermittel Gesetzbuch (LFGB), (ehemals § 35 Lebens-
mittel und Bedarfgegenstande Gesetz (LMBG)-Methodensammlung L 06.00-6 (2000))

3.2.5.2 Chemische Fettkennzahlen
3.2.5.2.1 Séaurezahl (SZ)

Die Bestimmung der SZ dient der Berechnung des Gehaltes an freien Fettséduren (141).

Die Saurezahl ist ein MaB fir den Gehalt an freien Fettsduren in Fetten. Die gebundenen
Fettsduren werden nicht erfasst. Es werden neben freien Fettsduren auch evtl. vorliegende
Mineralséduren erfasst (14,;16,23;49;117,129;141,;155).

Definition: Die SZ bezeichnet die Menge an Kaliumhydroxid in mg, die zur Neutralisation der
in 1 g Fett enthaltenen freien organischen Sauren erforderlich ist (117;141).

Versuchsdurchfiihrung:
e Gemal § 64 Lebensmittel- und Futtermittel Gesetzbuch (LFGB), (ehemals § 35 Lebens-
mittel und Bedarfgegenstande Gesetz (LMBG)-Methodensammlung L 13.00-7 (2000))

e GemaB DGF-Standards, Determination of fatty acid value C-V 2 (81), Wissenschaftliche
Verlagsgesellschaft mbH, Stuttgart (2004)

3.2.5.2.2 Peroxidzahl (POZ)

Die Peroxidzahl ist ein MaB fir den peroxidisch gebundenen Sauerstoff in Fetten. Primare
Oxidationsprodukte sind Hydroperoxide und geringe Mengen an anderen Peroxiden als Fol-
ge von Oxidation, insbesondere Autoxidation. Deshalb gibt die POZ Hinweise auf den Oxida-
tionsgrad der Probe (117;141).

Mithilfe der POZ sind unter gewissen Einschrankungen Aussagen Uber den Verderb der ana-
lysierten Probe mdglich. Mit fortschreitendem Verderb ist zu beachten, dass die Peroxide
zerfallen und die POZ abnimmt. Die POZ durchlauft also ein Maximum und nimmt danach
wieder ab (117;141).

Definition: Die POZ bezeichnet die erfassbare Menge an aktivem Sauerstoff, die in 1 kg Pro-
be enthalten ist und wird in 1 / 8 mmol/kg angegeben. Durch Multiplikation der POZ mit der
Aquivalentmasse des Sauerstoffs (= 8) erhalt man die Menge in mg an aktivem Sauerstoff je
Probe (117;141).

Versuchsdurchfiihrung:
e GemaB § 64 Lebensmittel- und Futtermittel Gesetzbuch (LFGB), (ehemals § 35 Lebens-
mittel und Bedarfgegenstande Gesetz (LMBG)-Methodensammlung L 13.00-7 (2000))

e GemaB DGF-Einheitsmethoden: C-VI 6a — Teil 1 (02), Methode nach Wheeler
e Gemal Matissek et al. (117)
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3.2.5.3 Kennzahlen fir den oxidativen Fettverderb
3.2.5.3.1 Freie Fettsauren (FFS)

Die FFS werden mittels GC-MS qualifiziert und ab einer Kettenldnge von 14 Kohlenstoff-
atomen quantifiziert. Ci3 kommt nattrlicherweise im Schweinefett nicht vor und wird deshalb
als interner Standard eingesetzt (11,65;67,86;118;134;157,158).

Versuchsdurchftihrung:
Derivatisierung der freien Fettsduren (FFS) mit methanolischer HCI
GemaB Schmid (7163) mit folgenden Modifikationen:

20 bis 30 mg Fett werden eingewogen und in 100 pl n-Hexan gelést. Des Weiteren erfolgt
eine 1:10-Verdlnnung und ein Zusatz des internen Standards. Nach Zugabe von 100 pl der
methanolischen HCI wird diese Lésung 30 min lang bei 50 °C im Wasserbad erhitzt. An-
schlieBend werden 200 ul Wasser hinzugefigt und die beiden Phasen ca. 30 Minuten lang
geschittelt. Danach wird die Hexanphase mit Natriumsulfat zur Entsduerung getrocknet und
ein Aliquot von 1 ml der Lésung zur gaschromatographischen Untersuchung eingesetzt.

GC-MS:

GC: Hewlett Packard 5890;

Temperaturprogramm: isotherm flir 2 min bei 45 °C, von 45 °C auf 180 °C mit einer Rate von
30°C/min, von 80 °C auf 220 °C mit einer Rate von 1 °C/min und weiter auf 250 °C mit einer
Rate von 30 °C/min, fir 5 min isotherm, Tragergas: Helium

Séaule: Varian Inc. (100 m x 390 um (AD), 250 um (ID), Filmdicke von 0,25 um; WCOT Fused
Silica, Coating Select FAME; Chrompack Capillary Column, CP-select CB for FAME [Cat No
7420]),

Vorsaule: Agilent (2,5 m x 400 um (AD), 250 um (ID)) Fused Silica, desaktiviert, Transferline:
Agilent (0,5 m x 400 um (AD), 0,15 um (ID)) Fused Silica, HT, desaktiviert

Autosampler: Hewlett Packard 7673 Series: Injektortemperatur: 270 °C, Injektionsvolumen:
1 ul; Splitmode (Split ratio: 23:1; Split flow: 22,5 ml/min);

MS-Detektor: Hewlett Packard 5971 Series: EI-SIM-Modus (m/z: 55.0; 69,0; 81,0; 57,0; 74,0;
83,0; 67,0; 79,0; 87,0; Dwelltime: 60 msec); Transferlinetemperatur: 280 °C

Interner Standard in Hexan:

Ca. 10 mg Cq3-Methylester und ca. 10 mg C,s-Methylester werden in je einem Eppendorf-
geféB in 1 ml Hexan geldst. Davon werden jeweils 15 pl in einen 10 ml Messkolben pipettiert
und mit Hexan aufgefullt.

3.2.5.3.2 Gesamtfettsdurespektrum

Es kénnen nur Veranderungen insgesamt, d.h. FFS und gebundene FS als Triglyceride
(TG), Diglyceride (DG) und Monoglyceride (MG) als Summe aller FS beobachtet werden.
Das Gesamtfettsaurespektrum kann Aufschlisse Uber die Verdnderungen der Fettsduren
von hochdruckbehandelten im Vergleich zu unbehandelten Produkten geben. Hierbei kann
es sich beispielsweise um Veranderungen der Fettsduren von cis- in trans-Form handeln.
Mehrfach ungeséttigte Fettsduren kénnen verstarkt durch HPP oxidiert und zu weiteren Oxi-
dationsprodukten abgebaut werden (11;118;134,;157;158).
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Versuchsdurchfiihrung:
Derivatisierung mit TMSH

GemanB der Anweisung vom Hersteller des Trimethylsulfoniumhydroxids (TMSH) Macherey-
Nagel mit folgenden Modifikationen:

20 bis 30 mg Fett werden eingewogen und in 100 pl n-Hexan gelést. 10 pl dieser Fettlésung
werden entnommen und am Stickstoffstrom eingeengt. Die ca. 2 mg Fett des eingeengten
Aliquots werden mit 750 ul tert-Butylmethylether (TBME) mit internem Standard versetzt.
Weiterhin werden 250 pl der TMSH-L&sung hinzuftgt. Das Gemisch wird 30 Sekunden lang
geschattelt und 1:10 mit TBME/Methanol (9/1) verdiunnt und zur gaschromatographischen
Untersuchung eingesetzt.

Die Derivatisierungsreaktion erfolgte direkt im heien Injektionsport.

GC-MS:

GC: Hewlett Packard 5890;

Temperaturprogramm: isotherm flr 2 min bei 45 °C, von 45 °C auf 180 °C mit einer Rate von
30 °C/min, von 180 °C auf 220 °C mit einer Rate von 1 °C/min und weiter auf 250 °C mit ei-
ner Rate von 30 °C/min, fir 5 min isotherm, Tragergas: Helium

Séaule: Varian Inc. (100 m x 390 um (AD), 250 um (ID), Filmdicke von 0,25 um; WCOT Fused
Silica, Coating Select FAME; Chrompack Capillary Column, CP-select CB for FAME
[Cat No 7420]),

Vorsaule: Agilent (2,5 m x 400 um (AD), 250 um (ID)) Fused Silica, desaktiviert, Transferline:
Agilent (0,5 m x 400 um (AD), 0,15 um (ID)) Fused Silica, HT, desaktiviert

Autosampler: Hewlett Packard 7673 Series: Injektortemperatur: 270 °C, Injektionsvolumen:
1 ul; Splitmode (Split ratio: 23:1; Split flow: 22,5 ml / min)

MS-Detektor: Hewlett Packard 5971 Series: EI-SIM-Modus (m/z: 55.0; 69,0; 81,0; 57,0; 74,0;
83,0; 67,0; 79,0; 87,0; Dwelltime: 60 msec); Transferlinetemperatur: 280 °C

Interner Standard in Hexan:
Ca. 10 mg Ci3-Methylester und ca. 10 mg Cs werden gemeinsam in einen 50 ml Mess-
kolben eingewogen und mit TBME aufgefillt.

3.2.5.3.3 Flichtige Verbindungen: Hexanal, Octanal

Hexanal und Octanal sind fllichtige Verbindungen, die beim oxidativen Fettverderb entste-
hen. Sie sind sensorisch wahrnehmbar und besitzen eine sehr niedrige Geruchsschwelle
(32-34;44,48,53,60,63;129;184,188;195).

Die Betrachtung von Octanal (und Hexanal) erfolgt stellvertretend fir fliichtige Verbindungen.

Die Analyse der flichtigen Verbindungen wie Octanal und Hexanal erfolgt mittels der
Headspace-GC (HS-GC). Die HS-GC basiert auf der Probennahme aus einer Dampfphase,
die sich mit einer kondensierten flissigen oder festen Phase in einem abgeschlossenen Sys-
tem im thermodynamischen Gleichgewicht befindet.

Diese Analysenmethode eignet sich besonders fiir den analytischen Nachweis von Restl6-
sungsmitteln in festen Verpackungsmaterialien und von Geruchsstoffen in Kunststoffen und
Kunststoffdispersionen oder die Bestimmung von Aromastoffen in Nahrungs- und Genuss-
mitteln.

Die Vorteile dieser HS-GC-Methode gegeniiber den herkémmlichen analytischen Proben-
aufarbeitungsverfahren — Anreicherungsverfahren zur Aufkonzentrierung der Spurenbe-
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standteile wie Extraktion, Destillation, Wasserdampfdestillation — liegen in der weniger auf-
wendigen Probenvorbereitung und dem geringeren Arbeitsaufwand (60).

HS-GC: Hexanal-, Octanal-Bestimmung
Versuchsdurchfihrung: i
GemaB Goodridge et al. (54,88,95) mit folgenden Anderungen:

Probenvorbereitung: )
Standardadditionskalibriergerade: 2,0 £ 0,5 g Probe, 5ml Ol, 2g NaClund je 0, 1, 2, 3, 4, 5,
10 ul Hexanal und Octanal werden in 20 ml Headspace-Glas-Vials Uberflhrt; die Vials mit
Teflon-Silicon-Septen und Aluminiumverschliissen verschlossen; Inkubation: Behandlung der
Standardadditionskalibriergerade im Ultraschallbad bei 80 °C fiir 4 Stunden.

HS-GC-FID:

GC: Agilent 6890; Solgel-Wax (60 m x 320 um, Filmdicke von 0,25 um; SGE 054791 Solgel-
Wax), und Wasserstofftragergas bei einer Flussrate von 3,3 ml/min.

Inkubation im Heizblock des Autosamplers: 15 min bei 40 °C

Temperaturprogramm: isotherm fir 5 min. bei 40 °C, von 40 °C auf 250 °C mit einer Rate
von 22 °C/min und flr 5 min. isotherm.

Autosampler: PAL; Injektionsvolumen: 500 pl; Splitmode (Split ratio: 20:1; Split flow:
65.5 ml/min)

Detector (FID): Temperatur: 250 °C, Wasserstoff-Fluss: 30 ml/min, Luft-Fluss: 400 ml/min,
Makeup gas: Stickstoff (Fluss: 25 ml/min); gemaB der Methode von Goodrige et al (54).

3.2.5.3.4 Tocopherol-Bestimmung

Der Abbau der Tocopherole wahrend der Lagerung im Kihlschrank Uber einen Zeitraum von
10 Wochen wurde zusatzlich untersucht, um maégliche Unterschiede zwischen unbehandel-
ten und behandelten Mettwirsten vor und wahrend der Lagerung beim Verbraucher und
Hinweise auf oxidativen Verderb feststellen zu kénnen (114).

Proben: Frische Zwiebelmettwurst (ohne Zusatz von Vitamin E) im Kunstdarm aus einer
Produktionscharge, die direkt nach der Reifung vom Hersteller bezogen wurde. Anschlie-
Bend wurde die Hélfte der Proben hochdruckbehandelt. Die Lagerung erfolgte bei 7 °C im
Kihlschrank ohne zusatzlichen Verpackungsschutz. Fur die Untersuchung wurde jeweils
eine Wurst gedffnet und analysiert.

Probenvorbereitung: V. I. Piironen et al. (748) mit folgenden Modifikationen: die Mettwurst
wird durchmischt. Es erfolgt keine Zerkleinerung, um Verluste an a-Tocopherol durch den
Waérmeeintrag beim Homogenisieren auszuschlieBen. Die Tocopherole werden mit n-Hexan
unter Zusatz von Ascorbinsaure extrahiert. Der erhaltene Extrakt wird unter Stickstoffstrom
bis zur Trockene eingeengt. Der Ruckstand wird in eine definierte Menge n-Hexan aufge-
nommen und zur HPLC-Bestimmung (7119;120) eingesetzt.

Die Fehler dieser Bestimmung resultieren aus einer hier nicht dargestellten Methoden-
validierung, bei der aus einer Probe mehrere Teilproben (Aliquote) hergestellt und deren
Tocopherolgehalt bestimmt wurden. Die Schwankungsbreite von ca. 20 % ist auf die inho-
mogene Fettverteilung innerhalb der grob strukturierten Mettwurst zurlickzufthren.

Chromatographische Erfassung: gemaB DGF-Einheitsmethoden [Bestimmung der To-
copherole und Tocotrienole F-1l 4a (00) in: DGF-Einheitsmethoden, Wissenschaftliche Ver-
lagsgesellschaft mbH, Stuttgart (2004).]
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Stationare Phase: Lichrospher® 100 DIOL, 5 um, 250 x 4 mm i. D.; Mobile Phase: ¢ = 6 %
TBME in Isooctan; Flussrate: 1,5 ml/min; Injektionsvolumen: 100 pl; Detektion: Fluoreszenz:
Anregung: 295 nm/Emission: 330 nm; Kalibrierung im Bereich von 0,25 bis 5 pg/ml Tocophe-
role

3.2.5.4 Enzyme

Enzyme, die am Fettabbau beteiligt sind und dadurch bei der Betrachtung von HPP von Be-
deutung sein kénnen, sind Lipase und Lipoxigenase (5;19,25;39,43,65-67,86;110,;128;
130;143;152;153;164,;166,;172;173;194).

3.2.5.4.1 Lipase

Lipase-Aktivitatsbestimmung mittels Roche-Test

Lipasen sind Glycoproteine mit einem Molekulargewicht von 47 000 Dalton. Sie sind Trigly-
cerid-Hydrolasen, die die Spaltung von Triglyceriden zu Diglyceriden, Monoglyceriden oder
Glycerin und freien Fettsduren katalysieren (52;66;110).

Verwendet wurde der enzymatische Test zur quantitativen Bestimmung von Lipase in Hu-
manserum und -plasma von Roche.

Diese Methode beruht auf der Spaltung eines mit Gallensduren emulgierten spezifischen
Lipasesubstrats, dem 1,2-O-Dilauryl-rac-glycero-3-glutarsaure-(6-methylresorufin)-ester. Mit
der eingesetzten Kombination aus Gallensdure und Colipase wird das Pancreasenzym spe-
zifisch erfasst. Bei Abwesenheit von Colipase wird praktisch keine Lipaseaktivitdt nachge-
wiesen. Die Colipase aktiviert nur die Pankreaslipase, nicht andere im Serum vorkommende
lipolytische Enzyme. Durch den hohen Anteil an Cholaten ist sichergestellt, dass im Serum
vorkommende Esterasen aufgrund der hohen negativen Grenzflachenladung nicht mit der
Farbsubstanz reagieren kénnen.

Reaktionsgleichung

1,2-O-Dilauryl-rac-glycero-3- Lipase 1,2-O-Dilauryl-rac-glycerin

glutarsaure-(6-methylresorufin)-ester > Glutarsaure-(6-methylresorufin)-ester

Glutarsaure-(6-methylresorufin)-ester — > Glutarsaure + Methylresorufin
Versuchsdurchfiihrung

GemanB Extraktion der Lipase aus dem Fleisch (719): Methoden der enzymatischen Analyse,
Chemie GmbH, 778 (1962) und Bestimmung der Lipase-Aktivitat: Vorschrift der Firma Roche
mit folgenden Modifikationen:

Anderungen der Probenkonzentrationen und Reagenzienldsungen:

Tabelle 23: Reagenzienlésungen der Lipaseaktivitdtsbestimmung

Messlésung | Reagenzienleerwert
(ml) (ml)
Reagenz R1 0,5 0,5
Lipaselésung: 1.000.000 U/l 0,05 -
Lipasestandard in TrisHCI-Pulffer,
pH 7,44
Tris-HCI-Puffer pH7,4 - 0,05

Lésung gut durchmischen und 5 min bei 37 °C inkubieren.
Reaktion durch Zugabe von Reagenz R2 starten.
Reagenz R2 | 0,3] 0,3
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In ein Eppendorf-ReaktionsgeféaB werden 500 pl R1 sowie 20 ul der Lipasestandardliésung
mit 1 000 000 U/l (Lipase in TrisHCI-Puffer, pH 7,44 geldst) oder des Proteinextraktes in
0,9 % NaCl-Lésung pipettiert. Die Inkubationszeit betragt 5 min bei 37 °C im Wasserbad.
Am Ende werden 300 ul R2 zugesetzt und es erfolgt eine weitere Inkubation, die durch pho-
tometrische Messungen alle 5 Minuten, insgesamt 60 Minuten lang, bei 570 und 578 nm
unterbrochen wird.

Tris-HCI-Puffer und 0,9 % NaCl-Lésung: Herstellung der Pufferldésungen erfolgte geman
(103).

Bestimmung der Lipase-Aktivitat in der zu untersuchenden Probe (Mettwurst)
Proteinextraktion-Durchfihrung:

Proteinextraktion mit Tris-HCI-Puffer

Ca. 20 g Probe werden eingewogen und mit 20 ml Tris-HCI-Puffer (pH 7,44) versetzt. So-
wohl die Probe (Mettwurst) als auch der Tris-HCI-Puffer werden zuvor auf 4 °C im Kuihl-
schrank temperiert. Die mit Tris-HCI-Puffer versetzte Probe wird mit dem Glasstab homoge-
nisiert. Die Probenlésung wird fir 2 h inkubiert und anschlieBend bei 4 °C und 6040 Rpm fir
80 min. zentrifugiert. Der Uberstand (die FlUssigkeit) wird abdekantiert. Die restliche feste
Probe wird erneut mit 20 ml Tris-HCI-Puffer versetzt, vermischt, nach 2 h zentrifugiert und
die Lésung abdekantiert. Insgesamt wird diese Prozedur dreimal durchgefihrt. Alle drei L6-
sungen bzw. Extrakte werden zu einer Lésung bzw. einem Extrakt vereint und bei -15 °C im
TiefkGhler gefroren und anschlieBend gefriergetrocknet (64).

Proteinextraktion mit 0,9 %-NaCl-Puffer

Ca. 20 g Probe werden eingewogen und mit 20 ml 0,9 % NaCl-Puffer (pH 7,44) versetzt.
Sowohl die Probe (Mettwurst) als auch der NaCl-Puffer werden zuvor auf 4 °C im Kihl-
schrank temperiert. Die mit NaCl-Puffer versetzte Probe wird mit dem Glasstab homogeni-
siert. Die Probenldsung wird fir 2 h inkubiert und anschlieBend bei 4°C und 6040 Rpm fur
80 min zentrifugiert. Der Uberstand (die Flissigkeit) wird abdekantiert. Die restliche feste
Probe wird erneut mit 20 ml NaCl-Puffer versetzt, vermischt, nach 2 h zentrifugiert und die
Lésung abdekantiert. Insgesamt wird diese Prozedur dreimal durchgefthrt. Alle drei Lésun-
gen bzw. Extrakte werden zu einer Losung bzw. einem Extrakt vereint und bei -15 °C im
TiefkUhler gefroren und anschlieBend gefriergetrocknet.

Gefriertrocknen der vereinten Extrakte:

Vorkihlung: 0,75 h; Temperatur: -10 °C;

Haupttrocknung: 30 h; Temperatur: +4 °C, Vakuum: 0,200 mbar;
Nachtrocknung: 2 h; Temperatur: -10 °C, Vakuum: 0,001 mbar;
Sicherheitsdruck (Heizung): 2,560 mbar

Das aus der Mettwurst extrahierte Lipaseenzym wird zur Aktivitdtsbestimmung in definierter
Menge 0,9 % NaCl-Lésung geldst. Die Bestimmung erfolgt nach Zugabe des Coenzyms Co-
lipase mit dem Roche-Test in 1,5 ml halbmikro Einmal-Klvetten oder mittels GC-MS.

Lipase-Aktivitadtsbestimmung mittels GC-MS:

Lipaseinkubation:

Ca. 20 bis 30 mg Schweinefett werden in ein Eppendorf-Reaktionsgefa3 eingewogen. Nach
Zugabe von 20 pl der Lipaselésung mit 1 000 000 U/I (Lipase in TrisHCI-Puffer, pH 7,44 ge-
I6st) wird 2 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. AnschlieBend werden 500 pl n-Hexan hin-
zugefugt. Es folgt eine 1:50-Verdinnung mit n-Hexan mit internem Standard (Cys-
Methylester und C;s). Die Lésung wird zur Derivatisierung der freien Fettsduren mit methano-
lischer HCI eingesetzt. Verdliinnungsfaktor insgesamt: 1:50
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Derivatisierung der freien Fettsduren (FFS) nach der Lipaseinkubation

Die Hexanphase wird in ein Eppendorf-Reaktionsgefal3 dberfuhrt und mit 100 pl methanoli-
scher HCI versetzt. Das Eppendorf-ReaktionsgeféaB wird 0,5 h bei 50 °C im Wasserbad er-
hitzt. AnschlieBend werden 200 ul Wasser hinzugefligt und die beiden Phasen ca. 30 min
lang geschuttelt. Die Hexanphase wird in ein Vial tberfuhrt und zur gaschromatographischen
Untersuchung eingesetzt.

3.2.5.4.2 Lipoxygenase

Die Lipoxygenaseaktivitédt kann nicht direkt gemessen, sondern nur anhand der Endprodukte
wie dem 9- oder 13-Hydroperoxid annahernd bestimmt oder nicht ausgeschlossen werden.
Die genauen Ablaufe bei der enzymatischen Oxidation von Linolsdure wurden in der Einlei-
tung dargelegt und erlautert.

Bei den Endabbauprodukten, die durch Lipoxygenase entstehen, wie Hexanal und Octanal
aus Ol- und Linolsduremethylestern, sind keine Rlckschlisse auf die Entstehungswege, wie
Lipoxigenaseaktivitat oder Autoxidation méglich. Lediglich aus dem Verhéltnis dieser beiden
Produkte zueinander sind Rlckschlisse teilweise méglich (94,154).
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4 Darstellung der Ergebnisse mit Diskussion

4.1 Fleisch- und Fleischprodukte im Konservierungsprozess: Modellfestlegung
4.1.1 Mettwurst

Bei der Mettwurst und der frischen Zwiebelmettwurst handelt es sich um zerkleinertes, ge-
wirztes und gereiftes Hackfleisch. Der Frischecharakter konkurriert bei der Herstellung der
Mettwurst und der Zwiebelmettwurst mit der Reifung (Fermentierung). Bei der Intensitat der
Reifung bestehen Unterschiede zwischen der schnittfesten Rohwurst (Salami) und der
streichfédhigen Mettwurst. Die Mettwlrste werden mit Nitritpékelsalz versetzt und dadurch
umgerotet, wobei keine oder nur eine unzureichende Konservierung beim Inverkehrbringen
vorliegt. Deshalb sind diese Produkte teilweise mit einem hohen mikrobiologischen Risiko
behaftet. Aus dem haufig unzureichenden Grad der Reifung resultiert das Gefahrdungs-
potenzial fir den Verbraucher durch potenzielle Krankheitserreger wie Salmonellen und
Staphylokokken. Der Zusatz von Starterkulturen als Konkurrenzflora kann z. B. das Salmo-
nellenwachstum unterdriicken. Die Hochdruckbehandlung kénnte zur mikrobiologischen Sta-
bilisierung solcher Produkte fihren (99;189).

Die frische Mettwurst ist somit als ein mikrobiologisch-hygienisch anfalliges Produkt einzu-
stufen. Es wére aus lebensmitteltechnologischer Sicht wiinschenswert, durch eine Behand-
lung eine Haltbarkeitsverldangerung und die gleichzeitige Inaktivierung unerwlnschter Mikro-
organismen zu erreichen. Ein konventionelles thermisches Pasteurisierungsverfahren ist
wegen der veranderten Produkteigenschaften — Verlust der Textur des Rohwurstcharakters —
nicht anwendbar. Die Hochdruckbehandlung stellt eine mégliche und sinnvolle Alternative
dar.

Zur objektiven Beurteilung verfahrensbedingter Effekte der Hochdruckbehandlung auf das
Lebensmittel sind Verdnderungen, die wahrend der Lagerung spontan auftreten, abzugren-
zen.

Abbildung 9: Mettwurst

4.2 Festlegung der Behandlungsparameter fiir die Hochdruckbehandlung

Eine Zusammenfassung der Auswirkungen von der Hochdruckbehandlung auf verschiedene
Mikroorganismen in unterschiedlichen Lebensmitteln gibt die Tabelle 24 wieder. Es handelt
sich hierbei um eine Zusammenfassung der Angaben im Kapitel 2.3.1 Mikrobiologie.
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Wegen des Rohwurstcharakters der Mettwurst und somit der nicht méglichen Anwendung
von hohen Temperaturen, und aus den in Kapitel 2.3.1 ,Mikrobiologie“ genannten Griinden,
wie Keimreduktion, Inaktivierung der Enzyme, sind héhere Driicke und niedrigere Tempera-
turen notwendig.

Tabelle 24: Zusammenfassung: Lebensmittel mit Mikroorganismen und Behandlungsparametern

Lebensmittel Organismus Kontamina- Behandlungs- Behandlungs- | Literaturstelle
tionsgrad druck dauer
(KBE/g) (MPa) (min)
streichfahige E. coli 10° 500/350 10/30 (196)
Rohwurst
streichfahige Listeria innuocua 10° 300 15 (196)
Rohwurst
streichfahige EHEC-Keime 7,6°10° 500 15 (196)
Rohwurst (EHEC 0103:H2
und 9,1+10°
EHEC 026:H)
gekochter psychrophile und 500 10 (92)
Schinken und rohe acidophile
geraucherte Bakterien und
Schweinelende E. coli
Gekochter Gesamtkeimzahl, 300 15 (109)
Schinken und Lactobacillen, Pseu-
Schweinehack- domonaden und E.
fleisch coli
gefrorene Streptococcus 50, 225 1,0; 30,5 (122)
Hackfleischproben faecalis, Bacillus oder 400 oder 60,0
subtilis und B.
stearothermophilus
rohes oder Salmonellen und (84)
mariniertes Fleisch Listerien
Sporenbildner und
pathogene Bakterien
Schweinefleisch- Clostridien und 400 30 (121)
produkt mit Bacillus spp.
Karotten und Enterococcus
Erbsen faecalis und
Staphylococcus
aureus
Saccharomyces
cerevisiae
Pseudomonas
fluorescens und
Escherichia coli
Hackfleisch aus Listeria innocua 360 5 (43)
Rindfleischmuskel
Mandarinensaft Saccharomyces 300 5 (43)
cerevisiae,
Aspergillus
awamori

Quelle: (43;84,92;109;121;122;196)

Nach der vorliegenden Literatur ist erst ab h6heren Behandlungsdriicken die Auswirkung der
Hochdruckbehandlung auf die Fette der Mettwurst messbar bzw. sind die Unterschiede zwi-
schen behandelten und unbehandelten Mettwlrsten nachweisbar.

Nach der Durchfiihrung erster Versuche mit der Mettwurstcharge und anschlieBender Aus-
wertung ergaben die Ergebnisse, dass die Behandlung mit 300 MPa zu sehr geringen Fett-
veranderungen bei Mettwirsten fihrte. Um diese besser analysieren und beurteilen zu kén-
nen, waren hohe Behandlungsdriicke von 600 MPa und Behandlungszeiten von 10 Minuten
notwendig.
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Diese Uberlegungen filhrten zu den unten aufgelisteten Behandlungsparametern fiir alle
Chargen.

4.2.1 Hochdruckbehandlungsparameter

In den Tabellen 12, 13 und 14 in Kapitel 3.2.1 sind die Hochdruckbehandlungsparameter der
Mettwiirste, des Hackfleisches und des Lipasestandards wiedergegeben. Die Wahl der Pa-
rameter und ihre Veranderung fir die nachfolgenden Chargen erfolgten aus den oben ge-
nannten Griinden.

4.3 Reales Lebensmittel: frische Zwiebelmettwurst
4.3.1 Vorversuche am realen Lebensmittel Zwiebelmettwurst

Bei den dargestellten Ergebnissen handelt es sich um eine erste Versuchsreihe zur Uberpri-
fung der Eignung der Methoden, um Unterschiede im Fettverderb zwischen hochdruckbe-
handelten und unbehandelten Mettwirsten erfassen zu kénnen.

In Bezug auf die zu behandelnde Fragestellung erfolgte eine Zusammenstellung der mégli-
chen Analysenmethoden zur Fettanalytik. Die ausgesuchten Methoden wurden im Hinblick
auf ihre Aussagekraft zu hochdruckinduzierten und lagerungsbedingten Fettveranderungen
experimentell GOberprift. Die Liste ist eine Darstellung des Ergebnisses der Literatur-
recherche und wurde bei neuem Erkenntnisstand aktualisiert.

Die ausgewahlten Analysenmethoden sind in der folgenden Tabelle 25 dargestellt.

Tabelle 25: Analysenmethoden

Fettextraktion

Fettkennzahlen: Sdurezahl (SZ), Peroxidzahl (POZ)
Thiobarbitursdurezahl (TBA)

Hexanal-, Octanal-Bestimmung

Bestimmung der Enzymaktivitét (Lipasen, Lipoxygenasen)
pH-Wert

Vitamin E

Charakteristische Fettsdurezusammensetzung anhand des Fetts&durespekirums
konjugierte Doppelbindungen (Diene)

10 |Freie Fettsduren (FFS) mittels GC-MS

11. |Hydroperoxidbildung bei ungesattigten Fettsduren

12. |mikrobiologische Analyse

©O|@ N[O W=

4.3.2 Allgemeine Parameter
4.3.2.1 Aussehen und Konsistenz

In Abbildung 10 sind die Photos der behandelten und unbehandelten Mettwirste der ersten
Charge dargestellt. Es sind deutliche Unterschiede in Aussehen (Farbe) und Streichfahigkeit
zwischen den hochdruckbehandelten und nicht behandelten Proben feststellbar.
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Abbildung 10: Behandelte und unbehandelte Mettwurst der ersten Charge

linkes Bild: Hochdruckbehandelte Mettwurst rechts;
rechtes Bild: Hochdruckbehandelte Mettwurst oben

Durch die Hochdruckbehandlung waren sichtbare auBerliche Veranderungen festzustellen.
Die hochdruckbehandelten Produkte sind blasser in der Farbe und etwas fester in der Kon-
sistenz wie der Schnittversuch zeigte.

4.3.2.2 Fettextraktion

Es wurde ein geeignetes Extraktionsverfahren fir mehrere Folgeanalysen gesucht. Anfangs
wurde zu jeder Methode eine separate Fettextraktion durchgefuhrt, d.h. die folgenden Analy-
sen wurden aus unterschiedlich gewonnenen Extrakten durchgefiihrt. AnschlieBend wurde
eine Methode eruiert, mit der mehrere Analysen parallel aus einem Fettextrakt durchgefihrt
werden konnten.

Die in der folgenden Tabelle 26 dargestellten unterschiedlichen Verfahrensweisen der Fett-
extraktion wurden durchgefiihrt und bewertet.

Tabelle 26: Fettextraktionen

1. | Chloroform-Methanol- Kaltextraktion | Extraktion mit und ohne internen Standard (C15)
2. | Hexan- Kaltextraktion Extraktion mit und ohne Ascorbinsaure
3. | Fettaufschluss nach Weibull-Stoldt

Durch die Ergebnisse der Vorversuche musste die Fettextraktion aus der Mettwurst optimiert
werden. Das Fett sollte so extrahiert werden, dass fir die zu bestimmenden Analyten der
Verlust so gering wie moglich war, d.h. z. B. bei der Vitamin E-Bestimmung keine Oxidati-
onsverluste entstehen konnten. Aus den genannten Grinden kamen der saure Aufschluss
nach Weibull-Stoldt und die Soxhlett-Extraktion nicht in Betracht.

Aufbauend auf den separaten Fettextraktionen wurden Extraktionsverfahren eruiert, mit de-
nen mehrere Analysen parallel aus einem Fettextrakt gewonnen werden konnten. Hierbei
handelte es sich spater um die Chloroform-Methanol-Extraktion fur die Bestimmung von SZ,
FFS sowie Fettsdurespektrum und um die Hexanextraktion mit Zusatz von Ascorbinsaure fir
die Vitamin E-Bestimmung.
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4.3.2.3 pH-Wert

Die pH-Wert-Messung und eine mikrobiologische Analyse wurden versuchsbegleitend zur
Produktcharakterisierung durchgefihrt.

Abbildung 11: pH-Wert: 1. Charge
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Die pH-Werte sind in Abbildung 11 dargestellt. Der pH-Wert der unbehandelten Mettwlrste
war deutlich — um ca. 0,4 bis 0,5 Einheiten — niedriger als der der mit 600 MPa hochdruck-
behandelten Wirste. Nach der von Orlien et al. beschriebenen (85;104,;113;138) pH-Wert-
Erhéhung steigt der pH-Wert proportional zum ausgelbten Druck bis er einen Punkt erreicht,
nachdem eine darlber hinausgehende Erhéhung der Drucke keine pH-Wert-Erhéhung mehr
bewirkt. Wie aus der Literatur abgeleitet, lagen die pH-Werte der mit 300 MPa behandelten
Mettwlrste dazwischen.

Die Unterschiede in den pH-Werten zwischen hochdruckbehandelten (600 MPa) und unbe-
handelten Warsten waren, wie der Wilcoxon-Test beweist, statistisch nicht signifikant. Die
Vorversuche deuten darauf hin, dass hier keine messbaren Unterschiede vorliegen.

Der pH-Wert der hochdruckbehandelten Proben ist lediglich tendenziell héher als der der
unbehandelten.

4.3.3 Chemische Fettkennzahlen
4.3.3.1 Thiobarbitursdurezahl (TBA), Peroxidzahl (POZ)

Erste Ergebnisse zeigten, dass bei der Thiobarbitursdurezahl (TBA) und der Peroxidzahl
(POZ) keine signifikanten Unterschiede zwischen frischer, hochdruckbehandelter und unbe-
handelter Zwiebelmettwurst nachgewiesen werden kénnen. Es konnte keine optimale Fettex-
traktion fUr diese beiden Bestimmungen etabliert werden.
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Abbildung 12: POZ: 1. Charge
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In der folgenden Abbildung 12 sind die Peroxidzahlen mehrerer Fettextrakte einer unbehan-
delten Probe im Vergleich zu einer bei 6000 bar und 20 °C behandelten dargestellt. Die Pe-
roxidzahl der unbehandelten Probe schwankte zwischen 10 und 30, die der behandelten lag
bei 10. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die POZ-Bestimmung als ungeeignet befunden,
um Unterschiede zwischen behandelten und unbehandelten Mettwilrsten feststellen zu kon-
nen.

Des Weiteren wurde die Anwendbarkeit der Thiobarbitursdurezahl (TBA) im Rahmen der
Lagerversuche Uberprft. Es stellte sich heraus, dass die Methode ebenso wie die POZ nicht
geeignet war zur Feststellung der Unterschiede zwischen hochdruckbehandelten und unbe-
handelten Proben.

4.3.3.2 Saurezahl (S2)

Die Saurezahl (SZ) ist ein MaB fir den Gehalt an freien Fettsauren in Fetten. Es werden ne-
ben den freien Fettsduren auch eventuell vorliegende Mineralsduren und organische Sauren
im Lebensmittel miterfasst, dagegen nicht die gebundenen Fettsduren (117;141). Die S&ure-
zahl durchlauft im Laufe der Lagerzeit ein Maximum, das durch die hdchste Konzentration an
freien Fettsauren verursacht wird. Danach werden die FFS zu weiteren Oxidationsprodukten
abgebaut. Die durch Saurezahl und mittels GC-MS bestimmbaren freien Fettsauren sind ein
Zwischenprodukt der Fettoxidation.

Die Saurezahl der Mettwirste ist in den Abbildungen 13 und 14 gegen die Lagerzeit in Wo-
chen dargestellt. Die Saurezahl der unbehandelten Mettwiirste war ab der zweiten bis zur
sechsten Woche hdéher als die der bei 300 MPa. Des Weiteren war die Saurezahl der unbe-
handelten Wirste héher als die der bei 600 MPa hochdruckbehandelten Mettwiirste. Weiter-
hin hatten die Proben, die bei 600 MPa behandelt wurden, geringere Saurezahlen als die bei
300 MPa behandelten. Die Saurezahl der unbehandelten war in der vierten Woche ca. 1,5-
fach so hoch wie die der bei 600 MPa behandelten Proben.
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Abbildung 13: SZ: 1. Charge
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Abbildung 14: Konfidenzintervalle der SZ von der Mettwurst
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Werden die Werte in der vierten Woche als Ausrei3er angesehen und bei der weiteren Be-
wertung ignoriert, obwohl nach dem Grubbs-Test diese nicht als AusreiBer zu betrachten
sind, ist eine Abhangigkeit der Sdurezahl von der Druckhéhe und der Zeit ableitbar.

Die Saurezahl aller Proben (unbehandelte, bei 300 und 600 MPa behandelte) stieg innerhalb
von sechs Wochen an. Die Saurezahl der unbehandelten Proben stieg steiler an als die der
bei 300 und 600 MPa behandelten Proben. Die Steilheit des Anstiegs (m) war bei den unbe-
handelten Proben (m=0,9101) deutlich hdéher als die der hochdruckbehandelten
(m=0,7017 und m = 0,4736), d.h. die SZ der unbehandelten Probe stieg schneller an. Die
Steilheit des Anstiegs betrug bei den unbehandelten Proben ca. 0,9 bei den bei 300 MPa
behandelten ca. 0,7 und bei den bei 600 MPa behandelten ca. 0,5 und war somit von der
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Druckhdhe abhangig. Je héher der Behandlungsdruck war, desto geringer war die Saurezahl
der Proben und ihr Anstieg war langsamer und flacher.

Die Konfidenzintervalle der linearen Ausgleichsgeraden der unbehandelten und der bei
600 MPa und 20 °C behandelten Mettwirste waren signifikant unterschiedlich, wie Abbildung
14 zeigt. Die Ausgleichsgerade der bei 300 MPa und 20 °C behandelten Mettwiirste lag wie
erwartet dazwischen.

Der Wilcoxon-Test ergab, dass die Unterschiede zwischen unbehandelt und 600 MPa signi-
fikant waren. Weiterhin waren sie zwischen 300 MPa und 600 MPa signifikant. Aber zwi-
schen unbehandelt und 300 MPa war die Saurezahl nicht signifikant unterschiedlich. Dies
bedeutet, dass die SZ der bei 300 MPa behandelten sich statistisch von der SZ der unbe-
handelten Mettwdirste kaum unterschied.

4.3.4 Kennzahlen fur den oxidativen Fettverderb
4.3.4.1 Freie Fettsauren (FFS)

Die Gehalte an freien Fettsauren (FFS) der unbehandelten und hochdruckbehandelten
Mettwurst-Proben wurden Uber sechs Wochen untersucht und die Ergebnisse sind in Abbil-
dung 15 wiedergegeben. Die Menge der freien Fettsduren der unbehandelten Mettwdrste
war im gesamten Untersuchungszeitraum durchgehend (insbesondere in der vierten Woche)
deutlich héher als die der hochdruckbehandelten. Ersichtlich war ebenfalls der Einfluss der
Druckhdhe auf die freien Fettsauren. Mit steigendem Druck (von 0 MPa Gber 300 MPa bis
600 MPa) nahm die Menge der freien Fettsduren im Fettextrakt ab. Hieraus sind erste Ten-
denzen im Lagerungsverhalten und Unterschiede zwischen den Behandlungen erkennbar.
Es gibt ein Maximum, welches unabhangig von der Behandlung ist. Die H6he des Maximums
war von der Behandlung abhangig.

Hier waren ahnlich wie bei der Saurezahl-Bestimmung die FFS der unbehandelten Proben
héher als die der bei 300 MPa und bei 600 MPa behandelten. Es gab ebenfalls ein Maximum
in der vierten Woche, das bei den unbehandelten Proben signifikant héher war als bei den
Proben, die bei 600 MPa behandelt wurden.

Die Unterschiede zwischen den FFS der bei 600 MPa behandelten und der unbehandelten
Mettwlrste waren nach dem Wilcoxon-Test hoch signifikant. Des Weiteren waren die Unter-
schiede zwischen den bei 600 MPa und der bei 300 MPa behandelten Mettwiirsten nach
dem Wilcoxon-Test hoch signifikant. Zwischen den FFS der bei 300 MPa behandelten und
der unbehandelten Mettwlrste waren die Differenzen eingeschrankt signifikant.

Die Ergebnisse aus der Bestimmung der S&urezahl wurden durch die der freien Fettsauren
mittels GC-MS bestétigt. Die messbaren Unterschiede zwischen den behandelten und unbe-
handelten Proben sind, wie bei der Saurezahl, von der Hohe des ausgelibten Druckes ab-
hangig.
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Abbildung 15: freie Fettsaduren (FFS): 1. Charge
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4.3.4.2 Gesamtfettsaurespektrum

In der Tabelle 5 im Kapitel 2.3.2.2.4.2 ,Autoxidation der Linolsduremethylester” ist die Fett-
saurezusammensetzung von Speck und Schweinefleisch aus mehreren Literaturangaben
zusammengestellt (23;171). In der folgenden Tabelle 27 sind die Ergebnisse der Fettsaure-
zusammensetzung des aus der ersten Mettwurstcharge extrahierten Fettes dargestellt. Wie
aus den Ergebnissen in Tabelle 27 erkennbar ist, liegen alle Gehalte von Fettsduren der
Mettwurstproben innerhalb der in der Literatur beschriebenen Schwankungsbreiten.

Tabelle 27: Fettsdurezusammensetzung der ersten Mettwurstcharge

FS Mettwurst

1. Charge

PZWI120030411

(%)
Cil4 2,11
C16 7,64
C16:1 0,00
C18 26,38
C18:1 cis 26,06
C18:1 trans 2,59
C18:2 12,05
C18:3 0,00
C20 0,00
C20:4 0,00
4.3.4.3 Lipase

Die Auswirkung von Hochdruck auf Mikroorganismen und Enzyme wurde von Kolakowski et
al. beschrieben, wobei das Verhalten der Phosphatase, Peroxidase, Protease und Lipase
untersucht wurden. Die Milchenzyme waren weniger drucksensitiv als die meisten Mikro-
organismen. So wurde nur ein geringer Einfluss von HPP (200 bis 1000 MPa) auf Lipase in
Milch beobachtet (700).
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Die méglichen Auswirkungen des Hochdrucks auf die Lipase und ihre Aktivitdt wurden von
Pfister et al. zusammengestellt. In verschiedenen Modellsystemen, insbesondere Puffer-
systemen, konnten die Lipasen durch HPP inaktiviert werden. Im Gegensatz dazu kam es in
realen Lebensmitteln (Camembert und Gouda) nur zu einer geringen bzw. zu keiner Inakti-
vierung der Lipase. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 28 dargestellt (745).

Tabelle 28: Lipase-Aktivitat

Herkunft | Behandlungs- Parameter Einfluss auf Aktivitat

medium Druck Temperatur | Haltezeit

(MPa) (°C) (min)
1100 stabil
600 Inaktivierung

TRIS Puffer, pH 7 700 45 10 | komplette Inaktivierung
Kase Camembert 50...200 240 | geringe Inaktivierung
Kése Gouda 50...200 240 | stabil
Quelle: (145)

Die Auswirkung von hohen Temperaturen und Hochdruck auf die hydrolytische Aktivitat der
kommerziellen Rhizomucor miehei-Lipase wurde ebenfalls von Kolakowski et al. untersucht,
wobei die Inaktivierung bei hoher Temperatur und/oder hohen Driicken experimentell geprft
wurde. Unter Bedingungen bei denen keine Denaturierung unter Hochdruck erfolgt, zeigten
die Ergebnisse, dass die Druckbehandlung die Enzyme vor thermischer Inaktivierung schutz-

te (115).

Bei fettreichen Lebensmitteln ist die Lipaseaktivitat von besonderer Wichtigkeit. In Bezug auf
die Lipaseaktivitat wurden flr die vorliegende Arbeit weitreichende Untersuchungen vorge-
nommen. Begrindet darauf, dass die Lipase u.a. Triglyceride in freie Fettsduren spaltet,
wurde die Aktivitadt des Lipasestandards mittels Roche-Aktivitats-Test bei hohen Temperatu-
ren mit und ohne HPP untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 16 dargestellt. Bei dem
Lipasestandard handelte es sich um Lipase aus dem Schweinepankreas.

Dargestellt ist in Abbildung 16 die relative Lipaseaktivitat [Aktivitat der unbehandelten Lipa-
se/Aktivitat der Lipase nach der Hochdruckbehandlung] gegen die Temperatur. Wie erkenn-
bar ist, sank die Lipaseaktivitat mit steigender Temperatur, sowohl bei 600 MPa als auch bei
700 MPa. Die Vergleichsprobe, d.h. der unbehandelte Lipasestandard, wurde bei 60 °C in-
nerhalb von 5 Minuten inaktiviert. Unter Hochdruck bei 60 °C wurde die Lipase jedoch nicht
inaktiviert. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde die These aufgestellt, dass HPP stabilisierend
auf die Lipase wirken kann.

Des Weiteren wurde die Lipaseaktivitat in Abhangigkeit vom Druck untersucht und in Abbil-
dung 17 dargestellt. Alle Behandlungen erfolgten bei 60 °C. Die Vergleichsprobe ohne
Hochdruckbehandlung wurde nur einer thermischen Behandlung von 10 Minuten ausgesetzt
und dadurch inaktiviert. Im Gegensatz dazu blieben die thermisch- und hochdruck-
behandelten Proben aktiv. Die ermittelten Ergebnisse zeigten, dass bei vorgegebener Tem-
peratur (60 °C) und Zeit (10 min) bei Driicken oberhalb von 300 MPa eine Aktivitatssteige-
rung sowie eine Stabilisierung bei héheren Driicken erfolgte.
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Abbildung 16: Lipaseaktivitat der Standards gegen Temperatur
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Abbildung 17: Lipaseaktivitat der Standards gegen Druck
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Die Ergebnisse bestatigen die oben aufgestellte These, dass die Hochdruckbehandlung die
Lipase stabilisiert, weil die Lipaseaktivitat ab 300 bis 500 MPa und 60 °C fiur 10 Minuten sta-
bilisiert wurde.

In Abbildung 18 ist die Lipaseaktivitat gegen die Dauer der Behandlung in Minuten abgebil-
det. Bei 700 MPa wurde die Lipase langsam inaktiviert und bei 600 MPa stabilisiert. Bei der
Betrachtung dieser Ergebnisse darf nicht auBBer Acht gelassen werden, dass die Kontolllipa-
se nach einer thermischen Behandlung (ohne Hochdruck) innerhalb von 5 Minuten inaktiviert
war.
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Abbildung 18: Lipaseaktivitat der Standards gegen Zeit

0,55 -

0,5 I

[

ps
0,35 | +
0,34
0,25 4

0,2
0,15
0,1 -
0,05 -
0 \ \ \ \ \ \

0 5 10 15 20 25 30

e

Aktivitat der unbehandelten Lipase /
Aktivitat der Lipase nach der
Hochdruckbehandlung [(U/1)/(U/1)]

Zeit [min]

+ 700 MPa, 60°C = 600 MPa, 60°C

Die Aktivitatsbestimmung erfolgte mithilfe des Roche-Enzymtests. Diese Bestimmung ist mit
einem relativ hohen Fehler von ca. 10 % behaftet. Deshalb wurde zusatzlich ein Aktivitats-
nachweis anhand der Bestimmung der freien Fettsduren mittels GC-MS noch erarbeitet bzw.
parallel der Roche-Enzymtest verbessert.

Um diese Versuche auf das reale Messsystem mit Matrix transferieren zu kénnen, wurde die
Durchfiihrung der Hochdruckversuche mit aus der Mettwurst extrahierter Lipase angestrebt.
Deshalb fanden erste Versuche zur Extraktion von Lipasen aus Mettwurst und Hackfleisch
statt. Diese Aktivitatsbestimmung der Lipase der Mettwurst scheiterte im weiteren Versuchs-
verlauf an der Extraktion der Lipase aus der Mettwurst, weil diese, wie die Versuche zeigten,
nicht reproduzierbar war.

Unter der Annahme, dass die oben aufgestellte These stimmte, wurde dies auch durch die
weiteren Ergebnisse zur Lipaseaktivitat in Abhangigkeit von der Dauer der Behandlung bei
600 und 700 MPa bestatigt. Hier wurde gezeigt, dass die Lipaseaktivitat bei 700 MPa starker
als bei 600 MPa unabhangig von der Dauer der Behandlung stabilisiert wurde.

4.3.5 Bewertung der Ergebnisse der Vorversuche mit Zwiebelmettwurst

Im ersten Teil der Forschungsarbeit wurden die tblichen Methoden der Fettanalytik im Hin-
blick auf die Messung der Unterschiede zwischen hochdruckbehandelter und unbehandelter
Mettwurst Uber eine Lagerdauer von sechs Wochen angewandt.

Die Hochdruckbehandlung fuhrte zu sichtbaren Unterschieden im Aussehen und in der Kon-
sistenz der Mettwurste. Die hochdruckbehandelten Produkte waren blasser in der Farbe und
durch Proteinkoagulation geringfligig fester in der Konsistenz beim Anschneiden.

Es waren sichtbare, aber keine signifikanten Unterschiede in den pH-Werten zwischen
hochdruckbehandelten und unbehandelten Mettwirsten feststellbar.

Als optimale Fettextraktion fir die Saurezahl und FFS-Bestimmung wurde die Chloroform-
Methanol-Kaltextraktion ermittelt.
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Wie die Versuche zeigten, konnten keine Unterschiede mittels der POZ und TBA nachge-
wiesen werden. Aus analytischen Grinden wurden weitere Untersuchungen zur POZ und
zur TBA eingestellt.

Die Saurezahl der unbehandelten Mettwurst-Proben war signifikant hdher als die der bei
600 MPa behandelten Proben. Anhand der Vorversuche zur Sdurezahl kann zusammenfas-
send gesagt werden, dass die Unterschiede in der Saurezahl zwischen hochdruckbehandel-
ten und unbehandelten Mettwilrsten messbar waren. Hierbei spielte die Druckhdhe eine ent-
scheidende Rolle. Zwischen unbehandelten und bei 300 MPa behandelten Proben gab es
nur kleine Unterschiede, die statistisch als nicht signifikant charakterisiert wurden. Erst bei
deutlich héheren Driicken von 600 MPa waren die Unterschiede bedeutsam.

Es gibt sowohl bei der Saurezahl als auch bei den freien Fettsduren ein Maximum, welches
unabhangig von der Behandlung ist, d.h. es trat bei allen Proben unabhangig von ihrer Be-
handlung auf. Die Hohe des Maximums und der Zeitpunkt, zu dem es auftrat, waren von der
Behandlung abhéngig. Die Unterschiede zwischen der SZ und den FFS kénnen sich dadurch
ergeben, dass bei der SZ auch kurzkettige organische Sauren wie Milchsdure und Essigsau-
re - (C,/C,) titriert werden und bei den FFS erst ab der Myristinsaure (C4,) die Bestimmung
bzw. Erfassung erfolgt. Die Essig- und Milchsaure kdnnen von den Mikroorganismen im Le-
bensmittel wahrend der Verstoffwechslung produziert werden.

Nach der Betrachtung der Vorversuche zur Saurezahl konnte die Hypothese aufgestellt wer-
den, dass die Hydrolyse durch den Einsatz der HPP unterbunden bzw. verlangsamt wurde.

Die Ergebnisse der FFS, die mittels GC-MS bestimmt wurden, bestatigten die Differenzen in
der Saurezahl zwischen hochdruckbehandelten und unbehandelten Mettwiirsten.

Die bei der SZ aufgestellte Hypothese, dass die Hydrolyse, d.h. die Abspaltung der FFS von
Triglyceriden (TG), durch HPP verlangsamt wird, konnte durch FFS bestatigt werden (175-
178).

Um beurteilen zu kénnen, ob diese Aussagen vom Linolensdure-Modell (7071;176) auf reale
Lebensmittel wie Mettwurst lbertragbar sind, wurde die Optimierung der Hexanal- und Octa-
nal-Bestimmung mittels der Headspace-GC und die dazugehérigen Lagerungsversuche ein-
geleitet.

Die Bestimmung der nativen Antioxidantien u.a. Tocopherole, mit denen der Beginn der
Fettoxidation charakterisiert werden kann, wurde ins Analysenprogramm aufgenommen.

Die Vorversuche zur Aktivitatsbestimmung der Lipase mit dem Lipasestandard aus dem
Schweinepankreas wiesen auf einen deutlich negativen Einfluss der HPP auf die Enzyminak-
tivierung hin. Die unbehandelte Lipase wurde bei 60 °C inaktiviert. Die Aktivitdt der hoch-
druckbehandelten Vergleichsproben blieb bei 600 und 700 MPa bis zu 30 °C relativ konstant,
nahm danach mit steigender Temperatur bis auf */;, der Anfangsaktivitat ab. Weiterhin wurde
die Lipaseaktivitat bei 60 °C und Driicken ab 300 bis 600 MPa stabilisiert. Sie wurde bei Be-
handlungszeiten bis 30 Minuten (600 und 700 MPa) auf "4 der Anfangsaktivitat reduziert,
aber nicht wie die Vergleichsprobe inaktiviert. Zusammenfassend sind Druck und Tempera-
tur kontrar beeinflussende Parameter. Es handelt sich hierbei um Antagonisten.

Die These, dass die Hochdruckbehandlung die Lipaseaktivitat stabilisiert, konnte nach der
Auswertung und Betrachtung der vorliegenden Ergebnisse bestétigt werden.
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4.4 Bestatigung der Ergebnisse und Uberpriifung der Hypothesen aus den Vorver-
suchen

Im zweiten Arbeitsabschnitt wurden die erhaltenen Ergebnisse mit den ausgewahlten Analy-
senmethoden durch die Untersuchung weiterer Chargen bestatigt bzw. ggf. widerlegt. Ferner
wurden weitere Analysenmethoden eingefihrt und UberprUft.

Zur Uberpriifung der Verénderungen wurden weitere drei Produktionschargen des gleichen
Herstellers hochdruckbehandelt, (Hochdruckbehandlunsparameter siehe Kapitel 3.2.1
,=Hochdruckbehandlung®) und mit unbehandelten Mettwirsten aus derselben Charge vergli-
chen.

Nach der Methodenoptimierung wurde der Einfluss bzw. die Auswirkung der einzelnen Fett-
oxidationsparameter (wie Lipaseaktivitat, Lipoxygenaseaktivitdt und Autoxidation) anhand
von Lebensmittelmodellen bei vorgegebenen Faktoren der HPP (Druck, Zeit, Temperatur)
bestimmt und mit konventionell hergestellten Lebensmitteln verglichen.

4.4.1 Allgemeine Parameter
4.4.1.1 Aussehen und Konsistenz

Die Mettwirste der ersten und dritten Charge wurden (in den Abbildungen 19 und 20 darge-
stellt) visuell miteinander verglichen. Die Differenzen in der Farbe zwischen den hochdruck-
behandelten Wirsten beider Chargen waren deutlich sichtbar.

Abbildung 19: Querschnitt von behandelter und unbehandelter Mettwurst der ersten und dritten Charge

linkes Bild: hochdruckbehandelte Mettwdirste links;
rechtes Bild: hochdruckbehandelte Mettwirste unten

In der Regel waren die HPP-Produkte blasser in der Farbe und etwas fester in der Konsis-
tenz beim Anschnitt. Die Mettwurstproben mit den Chargen- und Behandlungsunterschieden
sind in Abbildung 11 und 12 abgebildet.
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Abbildung 20: Vergleich der behandelten und unbehandelten Mettwurst der zweiten Charge

hochdruckbehandelte Mettwurst oben

Die Mettwirste der dritten Charge waren, wie der Schnitttest zeigte, nach der Hochdruckbe-
handlung streichfahig und sie waren kaum unterscheidbar von den unbehandelten. Die dritte
Mettwurstcharge wurde vom Hersteller nach einer veréanderten Rezeptur und mithilfe anderer
Zusatzstoffe hergestellt. Zum Einsatz kamen u.a. andere Hydrokolloide, mit dem Effekt, dass
die Mettwurst nach der Druckbehandlung streichféhiger war.

4.4.1.2 pH-Wert

In Abbildung 21 sind die pH-Werte der hochdruckbehandelten und der unbehandelten Mett-
wurstproben in Abh&ngigkeit von der Zeit der 2. Charge dargestellt. Die Unterschiede des
pH-Wertes zwischen hochdruckbehandelten und unbehandelten Proben waren innerhalb des
gesamten Untersuchungszeitraumes statistisch hoch signifikant.

Abbildung 21: pH-Wert: 2. Charge
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Es zeichnete sich die Tendenz ab, dass der pH-Wert der unbehandelten Proben von 5,7 auf
ca. 5,3 sank und der der behandelten Proben von 5,5 auf ca. 6,1 stieg.

Bei allen nachfolgenden Chargen waren die Unterschiede zwischen hochdruckbehandelten
und unbehandelten Mettwirsten sichtbar und bei zwei von drei Chargen sogar statistisch
signifikant (Wilcoxon-Test). Als Beispiel fir die Mettwurstcharge mit hoch signifikanten Un-
terschieden ist die vierte Mettwurstcharge in Abbildung 22 dargestellt.

Abbildung 22: pH-Wert: 4. Charge
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Die Absenkung des pH-Werts kdnnte auf eine mikrobielle Aktivitat z. B. von Lactobacillen
hinweisen, die bei der hochdruckbehandelten Probe vermindert ist. Wie in Kapitel 4.4.1.3
Mikrobiologie der Mettwurst dargestellt ist, fuhrte die Hochdruckbehandlung zur vollstdndigen
Abtbtung der Lactobacillen. Die hochdruckbehandelten Mettwirste wiesen keine Milchs&ure-
bakterien auf, wahrend bei den unbehandelten Mettwirsten Milchsdurebakterien von
108 KBE/g festgestellt werden konnten. Durch die Hochdruckbehandlung wurde ebenfalls die
Gesamtkeimzahl von 10° KBE/g auf ca. 10® bis 10* KBE/g reduziert.

4.4.1.3 Mikrobiologie der Mettwurst

Die Mikrobiologie wurde versuchsbegleitend bei einer spateren Mettwurst und Hackfleisch-
Charge durchgefuhrt. Die mikrobiologische Analyse wurde versuchsbegleitend zur Produkt-
charakterisierung durchgefihrt.

Mikrobiologische Richt- und Warnwerte zur Beurteilung von Rohwiirsten und Rohpékelware
und zur Beurteilung von ungewdirztem und gewurztem Hackfleisch auf Handelsebene sind
bekannt und in den Tabellen 29 und 35 dargestellt (7-3).

Bundesweite Erhebungen zum mikrobiologischen Status von frischen streichfahigen Mett-
wirsten 1997 vom BgVV (182) ergaben, dass von 514 untersuchten Mettwirsten 8,2 % der
Gefligel-Mettwirste und 3,2 % der Rotfleisch-Mettwiirste auf Salmonella positiv waren. Die
Geflligel-Mettwir