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1 Einleitung
Fleischkonsum, wirtschaftliche und globale Aspekte

Der Fleischverbrauch in Osterreich gehért mit Gber 100kg/ Kopf/ Jahr zu den héchsten der
Welt (Chemnitz et al., 2021). Der in Summe gesehen weltweite Uberkonsum von tierischen
Nahrungsmitteln bringt globale Auswirkungen mit sich (Chemnitz et al., 2021).

Mit steigendem Fleischkonsum steigt auch der Bedarf an Futtermitteln an. In der
Intensivtierhaltung stellt vor allem Soja einen wichtigen Bestandteil dar, Brasilien stellt mit 133
Millionen Tonnen pro Jahr das gréte Anbauland dar (Chemnitz et al., 2021).

Laut Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation der Vereinten Nationen (FAO) tragt die
Viehzucht insgesamt 58% der gesamten Treibhausgas- Emissionen aus. Auf3erdem tragt die
landwirtschaftlich genutzte Flache zu einem hohen Verlust der biologischen Vielfalt bei
(Chemnitz et al., 2021).

In den vergangenen sechzig Jahren stieg der jahrliche Fleischverbrauch in Osterreich von
265.000 Tonnen auf 780.000 Tonnen, das entspricht einer Verdreifachung des
Osterreichweiten Fleischkonsums (Willerstorfer et al., 2013). Berlcksichtigt man bei diesen
Zahlen das Bevolkerungswachstum, erhohte sich in diesem Zeitraum der Verbrauch pro Kopf
um den Faktor 2,5 (Willerstorfer et al., 2013).

Vor allem der Konsum von Schweinefleisch hat sich in den letzten sechzig Jahren mehr als
verdoppelt, das entspricht 60% des gesamten konsumierten Fleisches in Osterreich
(Willerstorfer et al., 2013).

Der Konsum von Rindfleisch hat sich zwischen 1950 und 2010 nicht wesentlich gesteigert, das
liegt an den héheren Produktionskosten. Im Vergleich zu Gefligel oder Schwein bendtigen
Rinder weitaus mehr Flache und Nahrung pro Einheit Fleisch (Willerstorfer et al., 2013).

Der weltweite Fleischkonsum hat sich in den letzten 20 Jahren mehr als verdoppelt und
erreichte bereits 2018 eine Konsummenge von 320 Tonnen/ Jahr (Chemnitz et al., 2021).
Die globale Nachfrage nach Fleisch steigt durch das Wirtschafts- und Bevélkerungswachstum
an. Generell gilt: Je reicher ein Land ist, umso mehr Fleisch wird konsumiert (Chemnitz et al.,
2021).

Neben der Fleischproduktion an sich gilt es die hygienischen und logistischen
Herausforderungen entlang dieser Wertschépfungskette zu beachten und vermehrt

zukunftsorientierte Lésungen fir eine sichere und nachhaltige Fleischproduktion zu finden.



1.1. Schockfrosten und der resultierende Kristallisierungsprozess im Fleisch

1.1.1. Faktoren und Auswirkung

Schockfrostung ist eine gangige Methode um vor oder nach dem Zerlegen von Fleisch die
Temperatur schnell und effizient zu erniedrigen. Dieses Verfahren wird in der Fleischindustrie
angewendet, um Fleisch haltbar zu machen. Das Verfahren beeinflusst die mikrobielle
Dynamik am Endprodukt genauso wie durch den Kristallisierungsprozess eintretende
Texturveranderungen, und damit die Fleischqualitat (Leygonie et al., 2012; Lisistyn et al.,
2019).

Bei der Schockfrostung wird eine Temperatur von nicht héher als minus 18°C angestrebt
(Lisistyn et al., 2019).

Kristallisation kann hierbei die Qualitat von gefrostetem Fleisch limitieren, da grof3e Kristalle
die Zellmembran und andere Muskelstrukturen zerstoren, welche zu einem vermehrten Austritt

von Fleischsaft und somit zu einem Qualitatsverlust fuhren (Sanz et al., 1999).

In der Literatur besteht die einheitliche Meinung, dass die Zartheit des Fleisches mit jedem
Einfrier- und Auftauzyklus steigt (Farouk et al., 2003). Allerdings reduziere normales Einfrieren
und Auftauen die Qualitat des Fleisches durch den Verlust von Fleischsaft (Geschmack und
Ansteigen der Keimzahl) und verursacht Schaden in der Ultrastruktur der Muskelzellen (Xia et
al., 2012).

Mikroorgansimen, die die Mdglichkeit haben, den Frostungsprozess zu Uberleben, kénnen

unterteilt werden in

o Resistent gegenuber Kalteeinflissen: Listeria, Staphylococcus und Strepptococcus
spp., wo bis zu 50% dieser Gram positiven Bakterien Uberleben, sowie psychrophile
Keime (zB. Arthrobacter sp. und Psychrobacter sp.)

o MaRig resistent gegenuber Kalteeinflissen: die meisten anderen Gram positiven
Bakterien (zB. Lactobacillus), Pilze und einige Hefearten

o Sensitiv gegentber Kalteeinflissen: die meisten Gram negativen Bakterien, aber

Einfrieren garantiert keine komplette Elimination.



Eine intensive Vermehrung von vermehrungsfahigen Mikroorgansimen auf der Oberflache des
Fleisches wahrend dem Auftauen tritt bei einer Fleischtemperatur ab 7°C auf (Lisistyn et al.,
2019).

Bei der Aufbewahrung von Fleisch im Kihlschrank ist darauf zu achten, dass diese nicht
Uberladen ist, da dies zu einem Anstieg der Temperatur fuhren kann (mehr als 5°C). Die
optimale Temperatur fir die Lagerung von Fleisch ist zwischen 0°C — 5°C. In einem grof3en
kommerziell erhaltlichen Kuhlschrank, sollte Fleisch, Fisch und Gefligel in den untersten
Fachern gelagert werden. Das hat zwei Grinde, der erste besteht darin, dass eventuell
austretender Felsichsaft andere Lebensmittel nicht kontaminieren kann und zweitens ist der
Kihlschrank unten am kahlsten, hier geht Temperatur auch am langsamsten verloren, wenn
die Kuhlschranktire z.B. offen ist. Allgemein gilt, dass rohe Produkte unter gekochten
Produkten im Kihlschrank aufbewahrt werden. Rohes Faschiertes kann 1-2 Tage, Steaks und
Schweinefleisch 3-5 Tage bei einer Temperatur von maximal 5°C aufbewahrt werden (Foster
et al, 2022).

In der Literatur wird folgende Schlichtung von Lebensmitteln im Kihlschrank empfohlen
(Tabelle 1):



Tabelle 1: Empfehlung fir das richtige Schlichten von Lebensmitteln im Kihlschrank

TEMPERATURZONE

DURCHSCHNITTSTEMPERATUR

LEBENSMITTELLAGERUNG

Oberer Bereich des

Kuhlschrankes

Mittlerer Bereich des

Kuhlschrankes

Direkt Gber dem

Gemdusefach

Gemdusefach

Tar

8°C

5°C

2°C

8°C

9°C

Kase, Wurst, Vorgegartes und

Gerauchertes

Milchprodukte

Schnell verderbliche

Lebensmittel, wie rohes Fleisch

und frischer Fisch

Obst und Gemdise

Getranke, Eier und Saucen




1.2. Farbveranderungen

Farbveranderungen am Fleisch kénnen durch Faktoren wie pH- Wert, Temperatur, Oxidation

von Myoglobin, aber auch Mikroorganismen beeinflusst werden (Meat Science Association,

2012). In Tabelle 2 sind die wichtigsten Mikroorgansimen aufgelistet, die zu

Farbveranderungen flihren kénnen.

Tabelle 2: Mdgliche Veranderungen von Lebensmitteln und ihre mikrobiellen Ursachen

Veranderungen

Gelbe Verfarbung

Blaue Verfarbung

Grine Verfarbung

Schleimbildung

Faulnisgeruch

Kasiger Geruch

Gasbildner

Mikrobielle Ursache

Pseudomonas fluorescens (Cornelis et al., 2010)

Pseudomonas fluorescens (Cornelis et al., 2010)

Milchsaurebakterien (Hafnia alvei, Shewanella
putrefaciens, Weisella viridescnes)
(Cornelis et al., 2010)

Lactobacillus sakei und andere Milchsaurebakterien
(Cornelis et al., 2010)

Pseudomonas spp. (Casaburi et al., 2015)

Enterobacteriacae, Lactobacillus spp. (Casaburi et
al., 2015)

Enterobacteriacae, Clostridium spp. (Casaburi et
al., 2015)
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1.3. Mikroorganismen am Fleisch

Das Muskelgewebe von gesunden, lebenden Tieren ist steril. Die mikrobielle Besiedlung von
frischem Fleisch wird durch den physiologischen Zustand des Tieres wahrend der
Schlachtung, der Keimbelastung wahrend der Schlachtung und von Umweltkeimen im
Schlachthof beeinflusst (Erkmen et al., 2016).

Die Hauptkontamination des Fleisches findet wahrend der Zerlegung statt, wenn die
Karkassen erdffnet und die Innereien entfernt werden. Vor allem Bakterien von Magen- Darm-
Trakt, Lymphknoten, Haut aber auch von Zerlegemesser und Handschuhen kann zu einer
potentiellen Kontamination des Fleisches fihren. Weiters stellt der Zerlegeprozess an sich

ebenfalls eine mogliche Kontaminationsquelle dar (Nychas et al., 2008).

1.3.1. Zu erwartende Keimflora und Verderbenserreger

Die gesamte mikrobielle Besiedelung von frischem Fleisch variiert von 10?bis zu 10° CFU/ cm?
(Bell et al., 1997). Die Mikrobiota setzt sich meist zusammen aus Achromobacter,
Acinetobacter, Moraxella, Aeromonas, Bacillus sp., Brochothrix thermosphacta, Clostridium,
Flavovacterium, Cytophaga, Enterobacteriacae, Lactobacillus, Micrococcus, Pseudomonas,
Staphylococcus und Streptococcus Spezies (Bell et al., 1997).

Ob das Mikrobiom, also die Gesamtheit aller Mirkoorgansimen, zu einem Verderb des
Fleisches fuhren kann, hangt auch mit der Art der Verpackung zusammen, da diese selektiven
Druck auf die mikrobiellen Gemeinschaften austibt. Frisches Fleisch kann mit 3 Arten verpackt
werden: Aerob, unter Vakuum und mittels Modified Atmosphere Packaging (MAP). Jeder
Verpackung stellt andere Umweltbedingungen fir die Mikrobiota dar und so werden

unterschiedliche Keime Uber die Zeit angereichert (Silva et al., 2011).

1.3.1.1.  Verderbniserreger im aeroben verpackten Fleisch

Fleisch- und Fleischprodukte stellen einen idealen Nahrboden fir Bakterien dar. Im
Allgemeinen gelten vor allem Haut und Magen- Darm- Trakt wahrend der Schlachtung, sowie
Kontaminationen (darunter auch Kreuz- und Rekontaminationen) wahrend Schlachtung und

Zerlegung als Gefahrenquelle fur mikrobielle Kontaminationen (Jay et al., 2005).
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Mit der Fahigkeit, Proteine zu spalten, gelten Pseudomonas Spezies, speziell P. fragi, P.
putida, P. lundensis und P. fluorescens als dominierende Flora im Zusammenhang mit Verderb
von aerob verpacktem Fleisch (Doulgeraki et al., 2013).

Die Pravalenz von Pseudomonas wird gefolgt von anderen Gram- negativen Stdammen,
darunter Acinetobacter, Moraxella und Flavobacterium (Ercolini et al., 2006).

Auler der Art der Verpackung, spielt auch die Temperatur eine wichtige Rolle in
Zusammenhang mit Verderbniserregern in aerob verpacktem Fleisch. Wenn Fleisch bei einer
Temperatur von 15°C bis 25°C aufbewahrt wird, zeigte Schweinefleisch eine hohe Besiedlung
mit Enterobacteriacae (Kurthia, Enterobacter und Hafnia) (Doulgeraki et al., 2013).

Auch Gram positive Keime spielen eine Rolle im Fleischverderb. In aerob verpacktem Fleisch
stellt vor allem Brochothrix spp., ein psychrophiler Verderbniskeim, die dominante Flora dar
(Huis in’t Veld et al., 1996).

1.3.1.2. Verderbniserreger im vakuumverpackten Fleisch

Vakuumverpackung beschreibt eine Mdglichkeit der Verpackung, bei der das Fleisch in fur
Sauerstoff nicht- permeablen Material verpackt und diesem die Luft entzogen wird. Dies wird
erreicht durch Fullung der Verpackung mit Carbondioxid. Die Verpackungsschicht soll eine
Barriere zwischen der Umwelt und der Mikroflora im Inneren des Beutels bieten (Church et al.,
1995).

In den meisten Fallen besteht die Mikroflora von vakuumverpacktem Fleisch aus Gram
negativen fakultativ- anaeroben Keimen, wie Hafnia, Serratia liquefaciens und Enterobacter
(Dainty et al., 1992). Weiters bilden Gram positive Keime wie Lactobacillus und B.

thermosphacta ebenfalls einen Teil der Mikroflora (Enfors et al., 1979).

1.3.1.3. Verderbenserreger in MAP (Modified Atmosphere Packaging)

MAP beschreibt eine Art der Verpackung von Fleisch, bei der ein bestimmtes Gas- Gemisch
verwendet wird, um das mikrobielle Wachstum zu reduzieren (Young et al., 1988).

Die verwendeten Gase fir das Gemisch sind Kohlendioxid (CO.), Stickstoff (N2), Sauerstoff
(O2) und Argon (Ar). Hohere Dosen von Kohlendioxid hemmen das Wachstum von
Lactobacillus, begunstigen aber das Wachstum von Enterobacteriacae und Pseudomonas
(Gill et al., 1996).
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Bei der Verwendung von 20% - 60% Kohlendioxid kommt es zur Stagnation des Wachstums
von Acinetobacter, Pseudomonas und Moraxella, aber auch das Wachstum von Lactobacillus

wird verzdgert (Farkas et al., 2007).

1.3.2. Pathogene Keime

Fleisch ist ein idealer Nahrboden fir Mikroorgansimen. Das Wachstum von pathogenen
Keimen kann hierbei eine potentielle Gefahr fiir den Konsumenten darstellen.

Als pathogene Keime gelten fir Fleischprodukte vorallem Salmonella spp., Campylobacter
spp., enterohamorrhagische E. coli, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes,
Clostridium perfringens und Bacillus cereus.

Da Frischfleisch normalerweise nicht roh verzehrt wird sondern vor Verzehr erhitzt werden
sollte, gilt bei Einhaltung der Hygienekriterien wahrend der Verarbeitung das
Lebensmittelsicherheitsrisiko als gering (Verordnung (EG) Nr. 2073/2005 der Kommission
uber mikrobiologische Kriterien fur Lebensmittel, 2005) . Auf den nachsten zwei Seiten werden

die wichtigsten Fleisch-assoziierten Pathogene kurz beschrieben.

1.3.2.1.  Salmonella spp.

Salmonellen stellen in Osterreich die zweithaufigsten Durchfallerreger, die durch Lebensmittel
ubertragen werden, dar (AGES, 2022).

Die Auswirkungen einer Salmonellen Infektion hangt stark von Alter und Umweltfaktoren des
Erkrankten, der aufgenommenen Menge ab und von den Virulenzfaktoren der Bakterien ab.
Zumindest 6 Serotypen von Salmonella (Abortusovis, Choleraesuis, Dublin, Enteritidis,
Fallinarum/ Pullorum und Typhimurium) besitzen ein Virulenz Plasmid (Gordon et al., 2008).
Klinische Symptome einer Salmonelleninfektion reichen von Durchfall, Gber Fieber bis hin zu

unspezifischen Symptomen (Gordon et al., 2008).

1.3.2.2. Campylobacter spp.

Campylobacter verursacht 1,5 Millionen Krankheitsfélle jedes Jahr alleine in den Vereinigten
Staaten. Menschen kénnen sich durch den rohen Verzehr von Gefliigelfleisch anstecken, aber
auch durch kontaminierte Lebensmittel oder verunreinigtes Wasser. Symptome einer
Campylobacter Infektion kénnen Durchfall (oft blutig), Fieber, Bauchkrampfe, Ubelkeit und
Erbrechen sein (Laughlin et al., 2019).
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1.3.2.3. Enterohamorrhagische E.coli

Escherichia coli sind Gram negative Stabchen, welche die Eigenschaft zur Bildung von
Shigatoxinen besitzen. Infektionen kénnen auf vielfaltige Arten Ubertragen werden, es handelt
sich stets um eine fakal- orale Ubertragung, wie zum Beispiel bei Kontakt zu Wiederkauern
oder Verzehr von kontaminierten Lebensmitteln. Auch Mensch- zu- Mensch Ubertragungen
sind mdglich. Wiederkauer, speziell Rinder, Schafe und Ziegen werden als Reservoir und

Hauptinfektionsquelle beim Menschen gesehen (Robert- Koch Institut, 2019).

1.3.2.4. Yersinia enterocolitica

Yersinia enterocolitica stellt nach Campylobacter und Salmonella den dritthaufigsten
bakteriellen Erreger in Zusammenhang mit Darmerkrankungen dar (Bayerisches Landesamt
fur Gesundheit und Lebensmittelsicherheit, 2012). Nach einer 5-7 tagigen Inkubationszeit
zeigen sich Symptome wie wassriger Durchfall, Fieber, Bauchschmerzen und Erbrechen.
Yersiniose des Menschen stellt eine zoonotische Erkrankung dar, hier kann die Ubertragung
direkt von Tier auf Mensch, aber auch indirekt durch den Verzehr von kontaminierten
Lebensmitteln, stattfinden. Vor allem Schweine werden als Hauptinfektionsquelle genannt, da
sie in den Tonsillen pathogene Y. enterocolitica aufweisen, welche beim Schlachtprozess das
Fleisch  kontaminieren kénnen (Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit, 2012).

1.3.2.5. Listeria monocytogenes

Bei Listerien handelt es sich um einen Genus, der insgesamt 10 Spezies umfasst. Eine davon
ist Listeria monocytogenes, der Erreger der Listeriose (European Food Safety Authority, 2019).
Listeriose Erkrankungen treten selten auf, nehmen aber meist schwere Verlaufe an, die oft mit
einer hohen Sterblichkeitsrate verbunden sind. Die Bakterien lassen sich durch Kochen bei
einer Temperatur ab 65°C abtdten (European Food Safety Authority, 2019). Die Symptome
bei einer Erkrankung variieren von leichten grippeahnlichen Symptomen, bis hin zu
Hirnhautentziindungen und anderen lebensgefahrlichen Komplikationen. Besonders
gefahrdet sind Menschen mit geschwéachten Immunsystem, wie Altere, Schwangere und
Kinder (European Food Safety Authority, 2019).
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Zur Vermeidung einer Kontamination ist eine gute Hygienepraxis wahrend der Verarbeitung

noétig (European Food Safety Authority, 2019).

1.3.2.6. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens zahlt zu den anaeroben Sporenbildnern. Sie kommen Uberall in der
Umwelt vor, vor allem aber im Boden und im Darmtrakt von Menschen und Tieren. Vor allem
die hohe Hitzeresistenz der Sporen macht die Erreger hartnackig. Nach der Aufnahme von
kontaminierten Lebensmitteln werden im Darm Enterotoxine freigesetzt, die eine Erkrankung
ausldsen kénnen. Haufige Ubertragungswege stellen verzehrfertige Lebensmittel dar, die nicht
ausreichend geklhlt/ erhitzt wurden (Bayerisches Landesamt fir Gesundheit und
Lebensmittelsicherheit, 2019).

1.3.2.7. Bacillus cereus

Bacillus cereus ist ein sporenbildendes Bakterium, welches weltweit vorkommt. Durch die
Verschmutzung von Lebensmitteln durch sporenhaltige Erde oder Staub, kann B. cereus auf
Lebensmittel Ubertragen werden.

Bei der emetischen Erkrankung fuhrt die Aufnahme von B. cereus innerhalb weniger Stunden
zu Ubelkeit und Erbrechen, die Erkrankung ist nach ein paar Tagen meist selbstlimitierend.
Bei der Durchfall Erkrankung treten nach 6- 24 Stunden nach Aufnahme durch das Auskeimen
der Sporen im Dunndarm, Durchfall und Bauchkrampfe auf. Auch diese Form gilt als

selbstlimitierend (Bundesinstitut fiir Risikobewertung, 2020).
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1.4. Fragestellung fur die Diplomarbeit

In dieser Diplomarbeit wurden in einem 06sterreichischen Schlachthof, zu dem auch ein
Zerlegebetrieb gehért, die Auswirkungen des hauseigenen Schockfrosters auf die

Mikrobiologie, Farbveranderungen und die Textur von Rind- und Schweinefleisch untersucht.

Es soll der Frage nachgegangen werden, welche Mikroben sich nach der Schockfrostung in
vitalem (kultivierbaren) Zustand am Fleisch befinden, ob pathogene Keime detektierbar sind
und wie sich die Farbe und Textur des Fleisches verandern. Unsere Hypothese ist, dass sich
die kultivierbare mikrobielle Diversitat am Fleisch nach dem Schockfrosten verandert (geringer
wird), aber die Schockfrostung (Schockfrosttunnel, 4-6min bei -70°C - -90°C) alleine fur viele
Kommensalen und Verderbs-verursachende Mikroorganismen nicht ausreicht, um sie

abzutoten.

2. Material und Methodik

2.1. Betrieb und Probenentnahme

Auf einem 6sterreichischen Schlachthof wurden insgesamt 80 Fleischproben enthommen, um
die Auswirkungen des Schockfrostens auf Fleisch zu untersuchen. Das Fleisch wurde
entsprechend der Charge, welcher sie enthommen wurden, sowie ihrem Zustand (vorgefroren
vs. nicht vorgefroren) und der Dauer der Schockfrostung (4 Minuten vs. 6 Minuten) eingeteilt.
Gruppe 1 beinhaltet 13 Proben, wovon Probe 1- 10 Rindfleischproben sind, welche 4 Minuten
durch den Schockfroster bei -70°C gelaufen sind. Bei Probe 11 bis 13 handelt es sich um
Kontrollproben (auch Rindfleisch), die nicht durch den Schockfroster gelaufen sind. Gruppe 1
beinhaltet ausschliel3lich Hiftsteaks vom Jungstier (siehe Appendix Abbildung 1), 12 Tage
nach Zerlegung. Die Steaks waren nicht vorgefroren.

Gruppe 2 beinhaltet 14 Proben (Probe 14 bis 25), wovon Probe 14- 23 Proben sind, die bereits
vorgefroren waren, bei 4°C komplett aufgetaut wurden, um dann 4 Minuten bei -70°C
schockgefrostet zu werden. Probe 24 und 25 stellen wieder Kontrollproben (Proben von
frischen Huftsteaks) dar, die nicht durch den Schockfroster gelaufen sind. Gruppe 2 beinhaltet

auch nur Huftsteaks vom Jungstier (siehe Appendix Abbildung 2).
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Gruppe 3 beinhaltet 10 Proben (Probe 26 bis 35). Die Steaks aus Gruppe 3 entspringen den
selben Fleischsticken wie jene in Gruppe 1 (siehe ebenfalls Appendix Abbildung 1), das
Fleisch wurde aber 6 Minuten (anstatt 4 Minuten in Gruppe 1) bei -70°C schockgefrostet.
Kontrolliert wurden diese Gruppe zu denselben Kontrollproben wie Gruppe 1.

Gruppe 4 beinhaltet 10 Proben (Probe 36 bis 45). Diese Gruppe beschreibt Hiftsteaks vom
Jungstier (siehe Appendix Abbildung 3), welche vorgefroren war und bei 6 Minuten bei -70°C
schockgefrostet wurde. Kontrolliert wurde diese Gruppe zu den Kontrollgruppen von Gruppe
2.

Gruppe 5 beinhaltet 10 Proben (Probe 46 bis 55, zusatzlich Probe 55.1), wovon Probe 46- 52
Schweinefleischproben sind, welche nicht vorgefroren waren und als ganzer Schopf 6 Minuten
bei -70°C schockgefrostet wurden. Probe 53 bis 55 sind Kontrollproben (auch
Schweinefleisch), die nicht durch den Schockfroster liefen. Die Probe 55.1 gehdrt auch zu
Gruppe 5, diese wurde nachtraglich ins Nummerierungssystem eingefiligt und ist von selber
Qualitat und Bearbeitung wie Proben 46- 52.

Gruppe 6 beinhaltet 3 Tupferproben (Probe 56 bis 58), die direkt vom Schockfroster (Abbildung
1) entnommen wurden, um den mikrobiologischen Zustand des Gerates zu untersuchen.
Probe 56 wurde am Férderband genommen (Abbildung 2), Probe 57 von der Plastikschiirze
(Abbildung 2) und Probe 58 von der Einlauftasse (Abbildung 3) unter dem Férderband des
Schockfrosters.

Gruppe 7 beinhaltet 6 Proben (Probe 59 bis 64). Gruppe 7 beinhaltet Oberflachenstlicke jener
Huftsteaks, die vorgefroren, aufgetaut und 6 Minuten bei -70°C schockgefrostet (Gruppe 4)
wurden.

Gruppe 8 beinhaltet 16 Proben (Probe 65 bis 80). Die Gruppe beinhaltet ganze Steaks vom
Rind (Probe 71- 76), und Schwein (Probe 65- 70), welche bei -90°C fir 4 Minuten
schockgefrostet wurden. Bei den Proben 66, 68, 70 handelt es sich um Schweinefleisch-
Kontrollproben, die nicht durch den Schockfroster liefen. Probe 72, 74 und 76 sind Rindfleisch-
Kontrollproben, die ebenfalls nicht durch den Schockfroster liefen.

Gruppe 9 beinhaltet 4 Proben (Probe 77 bis 80). Die Proben 77 und 78 wurden von den
Oberflachen (Ober und Unterseite) eines ganzen Rostbratens (Rindfleisch) genommen (siehe
Appendix Abbildung 4). Die Proben 79 und 80 beschreiben die Oberflachen (Ober- und
Unterseite) eines ganzen Schopfes (Schwein) (siehe Appendix Abbildung 5).

Die Proben von Gruppe 8 und 9 wurden nachtraglich entnommen um einen Vergleich zu den
Ergebnissen der zuvor entnommenen Proben (Gruppe 1 bis 7) mit ganzen Schopfstlicken

(Gruppe 8 und 9) zu haben.
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2.2. Der Schockfroster

Fir die Schockfrostung wurde ein Kryogener Gefriertunnel des Typs L8-106 der Firma Linde
(Abbildung 1, 2 und 3) verwendet, dabei handelt es sich um eine Sonderanfertigung fir den
Schlachtbetrieb.

Abbildung 1: Hauseigener Schcokfroster in Seitenansicht
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Abbildung 2: Nahaufnahme des beprobten Férderbandes und der Einlauftasse des Schockfrosters

Abbildung 3: Beprobte Plastikschiirze und Einlauftasse des Schockfrosters



2.3. Probenverarbeitung

Alle 80 Fleischproben wurden Vorort hinsichtlich ihrer Farbe und der Eindringtiefe der
Kristallisierung beurteilt. Zur Farbbestimmung wurde nach ISO- Methode ein Pantone-
Farbfacher benutzt. Unter Pantone- Farben versteht man ein weltweit eingesetztes
Farbsystem der US- Firma Pantone LLC. Es dient der systemischen Einteilung von Farben
und Pigmenten (Pantone.com).

Die Eindringtiefe der Kristallisierung wurde jeweils an der Ober- und Unterseite jeder Probe
mittels Lineal vermessen. Im Zuge der Messungen wurden mit einem Skalpell Proben des
Fleisches flr die weitere Untersuchung entnommen und in sterile 50ml Falcon Tubes gefilllt.
Die Proben wurden auf Eis geklhlt an die Veterindarmedizinische Universitat zur weiteren
Verarbeitung gebracht.

Im Labor wurde jede Probe gewogen und mit der entsprechenden Menge Peptonwasser (225
ml pro 25¢g) in einen Stomacher Beutel Uberfuhrt. Gepufftes Peptonwasser wird fur die
Voranreicherung von Bakterien aus Lebensmitteln und anderen Lebensmittel verwendet. Das
Nahrmedium entspricht der ISO, der DIN EN 12824 und der DIN 38414 (DEV) und dem
Lebensmittel- und Bedarfsgegenstandegesetz (wie vom Hersteller empfohlen; Oxoid
Handbuch, S. 261). AnschlieBend wurde jeder Beutel mit der Einstellung ,normal® fur 2x 2
Minuten mit einem Labor- Homogenisator (Stomacher) homogenisiert. Das resultierende
Proben- Gemisch wurde anschlieliend aus den Stomacher Beutel in zwei 50ml Falcon Tubes
Uberfihrt. Eine Halfte der Probe dient der Weiterverarbeitung flir mikrobiologische

Untersuchungen, die andere Halfte wurde fiir die spatere DNA Extraktion eingefroren.

2.3.1. Mikrobiologie

Fir die mikrobiologische Untersuchung der Proben wurde jede Probe im Verhaltnis 1:10
verdunnt bis zu Verdunnungsstufe 6. Danach wurden die Proben mit entsprechender
Verdunnungsstufe auf verschiedene Agar- Medien aufgetragen. Die Proben 1- 55, 55.1, 59-
64 wurden jeweils auf TSA, VRBD und APT Agar aufgetragen, die Proben 56- 58
(Tupferproben) nur auf TSA Agar, da fur diese Proben in weiterer Folge eine

Hochdurchsatzsequenzierung geplant ist.
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Um die Keimzahl abschatzen zu kénnen und so die optimale Verdinnungsstufe fir die
Ausplattierung auf den verwendeten Agarmedien zu ermitteln, wurde vor der Arbeit mit den
richtigen Proben ein Vorversuch mit Testproben durchgefihrt (Abbildung 4).

Fir den TSA Agar wurde Verdinnungsstufe 4 und 5 gewahlt, fir den APT Agar
Verdunnungsstufe 4 und fir den VRBD Agar Verdinnungsstufe 1 und 2.

Die TSA und APT Agarplatten wurden 24 Stunden bei 30°C aerob bebritet. Die VRBD
Agarplatten wurden 24 Stunden bei 37°C aerob bebritet.

Nach der Bebritung der Agar Platten wurden von den TSA Platten Kolonien ausgezahlt um
daraus die KBEs zu berechnen.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Versuchsplanung fiir die Verdiinnungsreihen die verwendet wurden, um bei
Testproben den optimalen Verdiinnungsfaktor fiir Ausplattierung zu finden. Verwendet wurden die 1., 2., 4. und 5.
Verdiinnungsreihen fiir die Ausplattierung.
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2.3.1.1. Agarmedien
23.1.11. TSA

Tryptic Soy Agar (TSA) wird verwendet fur die Kultivierung von einem gro3en Spektrum an
Mikroorganismen (darunter pathogene Keime wie Aspergillus niger, Bacillus subtillis, Candida
albicans, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis oder Salmonella Typhimurium). TSA gilt als unselektives Medium
(United States Pharmacopeial Convention, 2007).

2.3.1.1.2. VRBD

Violet Red Bile Glucose Agar (VRBD) ist ein selektives Medium und wird angewandt fur die
Kultivierung von Enterobacteriacae in Lebensmitteln. Die Gruppe der Enterobacteriacae
beinhaltet Laktose- fermentierende coliforme Bakterien, nicht- Laktose fermentierende
Stadmme von Escherichia coli und nicht- Laktose fermentierende Spezies wie Salmonella und
Shigella (United States Pharmacopeial Convention, 2007).

2.3.1.1.3. APT

All Purpose Tween Agar (APT) ist ein selektives Medium und wird fir die Kultivierung von
Lactobacillus und anderen Organsimen angewandt, welche Kohlenhydrate verstoffwechseln
(Hall et al., 2001).

2.3.1.2. Berechnung von Kolonie bildenden Einheiten (KBE)

KBE oder CFU (Colony forming units) ist eine Einheit, welche die Anzahl von Mikroorganismen
in einer Probe angibt. Um die koloniebildenen Einheiten zu berechnen wird folgende Formel
angewandt:

KBE/g=(CVn x Vn +CVn +1 x Vn +1 +CVn +2 x Vn +2)+d

CVn.. Summer gezahlter Kolonien aller Agar Platten einer Verdlinnungsstufe

Vn + x.. Verdinnungsfaktor der Verdinnungsstufe

d.. Anzahl aller Platten
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2.3.1.3. Gewinnung von Isolaten

Um eine Ubersicht tiber die mikrobielle Diversitat in den Proben zu bekommen, wurde von
Probe 5, 10, 16, 24, 35, 41, 45, 51, 53 und den Tupferproben 56, 57, 58 zusatzlich zu den KBE
Bestimmungen Einzelkolonien gepickt und auf den jeweiligen Agamedien in einem etwa 0,5 x
0,5 cm groRen Feld ausgestrichen und neu bebrutet. Die VRBD Agarplatten (Abbildung 5)
wurden bei 24 Stunden bei 37°C, die APT und TSA Agarplatten (Abbildung 6) 24 Stunden bei
30°C bebritet. Insgesamt wurden 125 Isolate gepickt.

Nach Bebritung wurden die Isolate visuell auf Kontaminationen Gberpruft und danach mit der
Chelex Methode die DNA extrahiert.

Abbildung 5: Einzelkolonien mit unterschiedlichen Morphologien auf dem VRBD Agar
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Abbildung 6: Einzelkolonien mit unterschiedlichen Morphologien auf dem TSA Agar

2.3.1.4. Erstellung einer Stammsammlung

Fir die Stammsammlung wurde jedes Isolat auf der Platte einzeln mit einer Ose vorsichtig von
dem jeweiligen Feld abgehoben und in einem 2ml Tube mit 500uL 50% Glycerol und 500puL
BHI (Brain Heart Infusion) vermischt und so zur Langzeit- Lagerung vorbereitet. Die fertige
Stammsammlung wurde anschlieRend in einem Karton bei -80°C gelagert (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Stammsammlung, welche fiir Lagzeitlagerung bei -80°C gelagert wird

2.3.1.5. DNA Isolierung mit Chelex

Die DNA Isolierung mittels Chelex wurde parallel zur Stammsammlung durchgefiihrt, von
jedem Isolat aus der Stammsammlung gibt es auch eine DNA Extraktion. Jedes Isolat wurde,
wie schon bei der Stammsammlung beschrieben, einzeln mit einer Ose von dem jeweiligen
Feld mit einer Kunststoffése vorsichtig abgehoben und in einem 2ml Tube mit 200 pL
Chelexlésung vermischt und gevortext. Anschliefiend wurde jedes Tube 10 Minuten bei 95°C
erhitzt und weiters 30 Sekunden bei 15.000 rpm zentrifugiert.

Nachdem die DNA eines jedes Isolates isoliert wurde, wurde eine 16S rRNA Gen PCR
(Primerpaar: FP 616/ RP 1492) durchgefiihrt, um das Vorhandensein bakterieller DNA zu
bestatigen.

2.3.1.6. 16SrRNA Gen PCR

Fir die PCR wurde ein Mastermix hergestellt. Dieser bestand aus Aqua dest., Puffer,
Magnesiumchlorid, FP 616 (27F), RP 1492R, dNTPs und Taq Polymerase (Tabelle 3).

Die zuvor mittels der Chelexmethode extrahierten Proben werden hierfir verwendet. 2 uL DNA
Probe wurde mit 48 pL des Mastermixes vermischt. Eine Positivkontrolle mit 2uL DNA von
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Listeria monocytogenes und eine Negativkontrolle mit 2uL Aqua dest wurden angefertigt. Die
fertig befullten Tubes wurden in den Thermocycler eingesetzt und in einem PCR Programm

mit folgenden Zyklen bearbeitet (Tabelle 4):

Tabelle 3: Herstellung eines Mastermix fiir die 16S rRNA Gen PCR

Mastermix End Konz. Stock Konz. 1x (pL) 100x (ML)
Aqua dest. 36,25 3625

10x puffer 5 500
MgCl. 2mM 50 mM 2 200

FP 616 (27F) 200 nM 10000 nM 1 100

RP 1492R 200 nM 10000 nM 1 100
dNTPs 0,25 mM 5mM 25 250

Taq polymerase 0,625 U 5 U/uL 0,25 25
Gesamt 48 4800
Reaktionsvolumen 50 50

Tabelle 4: Ablauf der Zyklen der rRNA Gen PCR

PCR Konditionen Zyklen Anzahl

95°C - 5 Minuten 1

94°C - 40 Sekunden
52°C - 40 Sekunden 35
72°C - 1 Minute

72°C -7 Minuten 1
Lagerung bei 4°C
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2.3.1.7. Gelelektrophorese

Um die DNA in den Proben zu visualisieren, wurde im Anschluss an die 16S rRNA Gen PCR
eine Gelelektrophorese durchgefiihrt (Abbildung 8).

Fir diese wurde im ersten Schritt ein Gel angefertigt. Fur das Gel wurden 1,5 g Agarose
universal mit 100 ml TAE (Tris- Acetat- EDTA Puffer) in einem Reagenzglas zusammengefugt
und 3 Minuten bei maximaler Hitze in der Mikrowelle erhitzt. Das Gemisch wurde anschlie3end
unter kaltem Wasser abgekuhlt, bevor 3,5 yL PEK- Green hinzugeflgt wurden, um die DNA
sichtbar zu machen. Das Reagenzglas wurde kurz geschwenkt und anschlie®end in eine Form
mit 2 Reihen mit je 20 Taschen, gefillt und ausgekuhilt.

Nach Festwerden der Gele, wurden diese mit ausreichend Flissigkeit (TAE) in die
Elektrophoresekammer gelegt, sodass ihre Oberflache komplett unter Flissigkeit steht.

Um die Proben zu beschweren, wurde jede Probe zu je 5uL mit jeweils 2uL SLB (Sample
Loading Buffer) vermischt und anschlie3end fortlaufend mit je 5L in die Geltaschen pipettiert.
Ein Marker mit 100 Basenpaaren (bp) wurde pro Reihe mit 5 pL in die erste Tasche pipettiert.
In die letzte Tasche einer jeden Reihe wurde die Negativkontrolle zu SuL pipettiert.

Wenn alle Proben in die Geltaschen eingefligt waren, wurde die Gelelektrophorese bei 120
Volt fir 30 Minuten durchgefiihrt und die Gele anschlieRend fotografiert, um die Ergebnisse

zu dokumentieren.
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:4bng 8: Um die Amplifikation der Proben DNA zu visualisieren, wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt

Abbildung 8 zeigt deutlich, dass bei allen Proben 16S rRNA Amplifikate vorhanden sind.

2.3.1.8. Restriction Fragment Length Polymorphism — RFLP

Um mdoglichst diverse Isolate fur die Sequenzierung auszuwahlen, wurde eine RFLP
durchgefuhrt. Fur die RFLP wurden die gleichen PCR Produkte, wie fur die zuvor
durchgefliihrte Elektrophorese verwendet. RFLP ist eine Polymorphismus Detektion, welche
aus Variationen in den DNA Sequenzen resultiert, und durch Restriktionsenzyme am Gel
visualisiert wird (ThermoFisher Scientific). Mittels RFLP kdnnen die verschiedenen Langen der
Fragmente visualisiert werden, nachdem die DNA mittels Verdauungsenzymen verdaut wurde.
Fir die Herstellung eines RFLP- Mix wurde Nuclease free water, 10x Fast Digest Green Buffer
und Fast Digest enzyme (ALU I) gemischt.

Mit einer Multipipette wurden jeweils 20uL des RFLP Mix und dazu 10uL DNA (PCR Produkt)
in jedes Tube pipettiert (insgesamt 108 Proben).

AnschlieRend wurden die Proben im Thermocycler mit dem RFLP Programm (15 Minuten
37°C, 5 Minuten 65°C) weiterverarbeitet. Danach wurden die Proben bis zur

Weiterverwendung bei 4°C aufbewahrt.
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Um die DNA zu visualisieren wurde eine Gelelektrophorese durchgefihrt (Abbildung 9). Hierflr
wurde ein 2%iges Gel (2g Argarose + 100ml TAE + 3,5uL Peq Green) hergestellt. In jedem
Gel wurden 5L eines 100bp Markers und je Kammer 10uL jeder Probe pipettiert. Insgesamt
wurden 6 Gele angefertigt und 90 Minuten bei 80 Volt bearbeitet.

Abbildung 9: Um die Fragmente der RFLP zu visualisieren, wurde eine Gelelektrophorese durchgefiihrt

Abbildung 9 zeigt die fertige Gelelektrophorese nach durchgefuhrter RFLP. Die RFLP soll dazu
dienen, genetisch gleiche Isolate (erkennbar an den Fragmentlangen) zu detektieren, um so
die Auswahl fur die spatere Sanger Sequenzierung einzugrenzen und maoglichst taxonomisch
diverse Isolate fir die Sequenzierung zu verwenden. Als Orientierung fur die Fragmentlangen
wurde ein 100bp Marker (erste und letzte Tasche) verwendet. Fiur die Auswertung vergleicht

man die Schnittbilder aller Proben miteinander.

2.3.1.9. Sanger Sequencing von Isolaten

Die Sanger Sequenzierung ist nach Frederick Sanger (1918- 2013) benannt und wird
hauptsachlich in der Genetik und Biochemie angewandt. Diese Methode ermdglicht die
Bestimmung der Basenabfolge in einem bestimmten DNA Molekdil.

Der Sequenziervorgang kann in drei Schritte eingeteilt werden. Bei der Denaturierung wird die
doppelstrangige DNA durch Denaturierung (bei etwa 94°C, 1 Minute) aufgebrochen, um zwei

Einzelstrange zu erhalten. Das Annealing wird bei 50°C 15 Sekunden lang druchgefihrt. Bei
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diesem Schritt wird, im Gegensatz zur PCR nur ein Primer eingesetzt, sodass entweder ein
forward- primer oder ein reverse- primer binden kann. Bei der Extensionsreaktion wird die
Temperatur fur die tag- Polymerase wieder erhdht werden (auf 60°C fur 4 Minuten). Neben
der Polymerase setzte man einen Mix aus vier dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphat) und
vier ddNTPs (Didesoxyribonukleosidtriphosphat) ein. Die ddNTPs sind hierbei mit
Fluoreszensmarkern markiert, sodass sie in in jeweils verschiedenen Farben erscheinen (rot,

schwarz, grin, blau) (Furutani et al., 2022).

Von insgesamt 125 Isolaten wurden 60 Isolate Uber die RFLP ausgewahlt und zum Sanger
Sequencing verschickt (LGC Genomics, Berlin, Germany). Von den 60 eingeschickten
Isolaten wiesen 54 Sequenzierungen eine gute Qualitdt auf und wurden in die unten

angefuhrte Auswertung miteinbezogen.

2.3.2.0. Statistik

Fir die statistische Auswertung wurden nicht- parametrische Tests verwendet, da die
Stichprobe nicht grof3 genug war, um Normalverteilung zu bestatigen. Von Signifikanz spricht
man bei einem p- Wert von < 0,05.

Far die Auswertung der Einfriertiefe wurde ein Wilcox (Manbit New Test) durchgeflhrt.

Far die Auswertung der Gesamtkeimzahl wurde ein Kruskal Wallis Test durchgefuhrt, da mit

diesem Test mehr als 2 Gruppen verglichen werden kénnen.
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3. Ergebnisse

3.1. Fleischfarbe vor und nach dem Schockfrosten

Die farbliche Auswertung der Proben zeigt eine teilweise sehr deutliche Veranderung der
Fleischfarbe nach dem Schockfrosten. Die frischen, nicht vorgefrorenen Rindfleischstlicke
veranderten die Farbe nicht (Abbildung 10), im Gegensatz zu den bereits vorgefrorenen und
aufgetauten Rindfleischstlicken, welche nach dem Schockfrosten eine deutlich diinklere Farbe
hatten (Abbildung 11). Weiters zeigten insbesondere die vorgefrorenen Fleischstiicke teils
graue Farbveranderungen an manchen Stellen (Abbildung 12), welche allerdings nach ein
paar Stunden wieder verblassten.

Von insgesamt 52 Proben wurde die Farbe vor und nach dem Schockfrosten bestimmt. Von
52 Proben waren 51 Rindfleisch, die andere Probe war ein ganzer Schopf vom Schwein, da
dieser als ganzes Stlick schockgefrostet wurde.

Bei den Rindfleischproben war die vorherrschende Farbe vor dem Schockfrosten mit 17
Stlicken P7628 (Abbildung 13). Die zweithaufigste Farbe vor dem Schockfosten ist mit jeweils
6 Sticken P7626 und P7627, welche einer bis zwei helleren Nuancen entspricht. Nach dem
Schockfrosten wiesen 10 Rindfleischstiicke, die zuvor die Farbe P7628 hatten, eine um 3
Nuancen dinklere Farbe auf (P7629) (Abbildung 13). Vor allem die Rindfleischstlicke die 6
Minuten schockgefrostet wurden, waren von der Farbveranderung betroffen. 3
Rindfleischstiicke der 17 Stlicke mit der Farbe P7628 wiesen nach der Schockfrostung graue
Verfarbungen mit der Farbe P7616 auf (Abbildung 13). Diese traten vor allem an der Oberseite
auf, welche direkt vom Kaltestrom des Schockfrosters getroffen wird. Betroffen von dieser
Farbveranderung waren ausschliel3lich Rindfleischstiicke, die vor dem Schockfrosten schon

einmal eingefroren und wieder aufgetaut wurden.

Der ganze Schopf vom Schwein wies zuvor eine Farbe von 7606 auf (siehe Abbildung 14, 15).
Nach dem Schockfrosten (6 Minuten bei -70°C) konnten multiple Stellen festgestellt werden,
an denen sich die Farbe um 3 Nuancen dinkler (7609) verfarbt hat (Abbildung 14, 15).

Sowohl die Farbveranderungen des Rindfleisches, als auch die des Schweinefleisches

sprechen daflr, dass eine langere Schockfrostung in Korrelation zu Farbveranderungen steht.

Bei beiden Sorten Fleisch veranderte sich die Farbe nach 6 Minuten Schockfrostung um 3
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Nuancen dunkler. Bei Fleisch, das zuvor eingefroren und aufgetaut wurde, konnten graue

Farbveranderungen an der Oberseite festgestellt werden.

Abbildung 10: Keine Verfdrbungen auf einem Hiiftsteak vom Rind, das 4 Minuten schockgefrostet wurde

Abbildung 11: Sichtbare Verdnderungen nach dem Schockfrosten auf einem Hiiftsteak vom Rind, das vorgefroren war und 6
Minuten schockgefrostet wurde. Diese Verdnderungen verschwanden nach ein paar Stunden wieder

Abbildung 12: Sichtbare graue Verfdrbungen an den Hiiftsteaks vom Rind, die vorgefroren waren und 6 Minuten
schockgefrostet wurden. Auch hier verschwanden die Verfédrbungen nach ein paar Stunden wieder
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Hellste Farbe
Pantone 7625

Diinkleste Farbe
Pantone 7629

Pantone 7628

Abbildung 14: Sichtbare farbliche Verdnderungen am ganzen Schopf vom Schwein, der 6 Minuten schockgefrostet wurde
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Hellste Farbe
Pantone 7606

Dinkleste Farbe
Pantone 7609

Haufigste Farbe
Pantone 7606

Abbildung 15: Farbvarianten des Schweinefleisches im Uberblick
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3.2. Einfriertiefe durch das Schockfrosten
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Abbildung 16: Gruppenweise Darstellung der Einfriertiefe

Vergleicht man die Einfriertiefe der Ober- und Unterseiten der Proben (Abbildung 16), fallt auf,
dass die Oberseite eine hohere Eindringtiefe der Frostung zeigt, als die Unterseite des
Fleisches.

Weiters ist erkennbar, dass die Huftsteaks, die bereits vorgefroren und wieder aufgetaut
waren, bei den meisten Proben eine hdhere Eindringtiefe aufweisen.

Die Proben die 6 Minuten lang schockgefrostet wurden, zeigen bei der Mehrheit der Proben
eine hohere Einfriertiefe, als die Proben, die 4 Minuten im Schockfroster waren.

Vergleicht man Rind- mit Schweinefleisch, zeigt das Schweinefleisch nach 6 Minuten

Schockfrostung eine, fast um die Halfte geringere, Einfriertiefe.
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3.2.1. Vergleich zwischen 6 Minuten zu 4 Minuten Schockfrosterbehandlung

Im Vergleich der Rindfleischproben (4 Minuten und 6 Minuten im Schockfroster) zeigten die 6

Minuten- Proben (vorgefroren) eine signifikant hdhere Einfriertiefe als die 4 Minuten- Proben
(p=0,0035) (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Statistischer Vergleich der Einfriertiefe von 4 Minuten zu 6 Minuten Schockfrostung
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3.2.2. Vergleich zwischen Schweine- und Rindfleisch

Die Rindfleischproben zeigten eine signifikant hdhere Einfriertiefe, als das Schweinefleisch (p=
0,0004) (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Statistischer Vergleich der Einfirertiefe von Rind- und Schweinefleisch nach 6 Minuten Schockfrostung
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Mikrobiologie Ergebnisse am Fleisch

3.3.
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Abbildung 19: KBEs am TSA Agar
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KBE (APT)
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Abbildung 20: KBEs am APT Agar
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KBE (VRBD)
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Abbildung 21: KBEs am VRBD Agar
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Die mikrobiologische Auswertung der Proben zeigt, dass auf dem TSA- Agar zwischen 10’
und 108 KBE gewachsen sind (Abbildung 19), auf dem APT- Agar zwischen 10° und 10’
(Abbildung 20) und auf dem VRBD- Agar zwischen 10* und 10° (Abbildung 21).
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Abbildung 22: Gruppenweise Darstellung und Vergleiche der Proben und Mittelwerte der KBEs aller Agarmedien

Vergleicht man die KBEs gruppenweise miteinander (Abbildung 22), zeigen die Proben die 6
Minuten im Schockfroster waren, eine hdhere Keimbelastung, als die Proben, die nur 4
Minuten schockgefrostet wurden. Weiters zeigen die Proben, die vor der Schockfrostung

schon einmal eingefroren waren, eine héhere Keimbelastung, als die frischen Fleischstlcke.
Die Keimbelastung der Tupferproben liegt zwischen 10° und 10" KBEs (Abbildung 22).

Die grau verfarbten Stellen der Fleischproben, zeigen keine hoheren KBE Werte (Abbildung
19, 20, 21, 22).
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3.3.1.1.  Vergleich Kontrollen zu Proben

Die Kontrollproben zeigen eine niedrigere Keimbelastung, als die Proben, die schockgefrostet
wurden. Der Vergleich weist aber keine Signifikanz auf (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Statistischer Vergleisch der KBEs von Kontrollen zu Proben

3.3.1.2. Vergleich frische und vorgefrorene Proben

Die vorgefrorenen Proben zeigen eine signifikant hdhere Keimbelastung (p= 0,0001), als die
frischen Proben (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Statistischer Vergleich der KBEs von frischen und vorgefrorenen Proben, nach 4 und 6 Minuten Schockfrostung
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3.3.1.3.  Vergleich 4 und 6 Minuten im Schockfroster

Die Fleischproben, die 6 Minuten im Schockfroster waren zeigen eine héhere Keimbelastung,

als die Proben, die 4 Minuten schockgefrostet wurden (Abbildung 25). Der Unterschied ist aber
nicht signifikant.
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Abbildung 25: Statistischer Vergleich der KBEs von 4 und 6 Minuten Schockfrostung
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3.4. Sanger Sequencing von bakteriellen Isolaten

3.4.1. Vergleich der Isolat Sequenzen zur NCBI Datenbank

Die Ergebnisse der Sequenzierung wurden mittels NCBI BLAST (National Center for
Biotechnology Information) ausgewertet und in der unten angefuhrten Tabelle gezeigt (Tabelle
5).

Die Auswertung lasst eine Einteilung in die verschiedenen bakteriellen Genera zu (Abbildung
27). Mit 44% ist Pseudomonas am haufigsten vertreten, Sphingobacter folgt mit 11%.
Aeromonas, Psychrobacter und Carnobacterium sind mit je 9% zu gleichen Teilen vertreten.
Danach folgen Brochothrix und Shewanella mit je 4% und Leuconostoc, Chryseobacterium,

Glutamicibacter und Pseudoclavibacter mit je 2% Anteil.

Es wurden verschiedene Verderbskeime isoliert, jedoch keine human Pathogene.
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Tabelle 5: Ergebnisse der NCBI Auswertung

ISOLAT- NR. WISSENSCHAFTLICHER NAME DES ACCESSION AHNLICHKKEIT
»,BEST BLAST HITS” (NCBI) NR. ZUM ,BEST
BLAST HITS”
V7 Pseudomonas weihenstephanensis NR_148764.1 99,48%
V9 Pseudomonas peli NR_042451.1 98,84%
V11 Aeromonas encheleia LR134376.1 99,74%
V17 Psychrobacter sanguinis CP085990.1 99.83%
V21 Pseudomonas ludensis KX186958.1 99,67%
V22 Aeromonas salmonicida CP022426.1 99,75%
V28 Pseudomonas azotoformans LT629702.1 99,91%
Al Pseudomonas shahriarae CP077085.1 99,75%
A3 Pseudomonas bubulae KX186949.2 99,49%
A5 Pseudomonas gessardii KU657670.1 99,58%
A6 Pseudomonas bubulae KX186949.2 99,67%
A7 Pseudomonas psychrophila KX186965.1 99,50%
A9 Leuconostoc gelidum LC483550.1 100%
A10 Carnobacterium maltaromaticum LC065032.1 99,75%
Al1l Pseudomonas bubulae KX186949.2 99,66%
Al12 Brochothrix thermosphacta NR_113587 99,75%
A15 Carnobacterium divergens LC145556.1 99.92%
T1 Shewanella putrefaciens NR_113582.1 99.06%
T5 Pseudomonas bubulae KX186949.2 99,67%
T6 Pseudomonas fragi LT629783.1 99,59%
T7 Aeromonas encheleia LR134376.1 99,66%
T9 Pseudomonas versuta CP012676.1 99,35%
T11 Carnobacterium divergens LC145556.1 100%
T16 Brochothrix thermosphacta NR_113587.1 99,58%
T17 Carnobacterium maltaromaticum LC065032.1 99,83%
T20 Pseudomonas paraversuta KX186982.1 99,84%
T22 Psychrobacter arcticus NR_075054.1 99,49%
T24 Carnobacterium divergens LC145556.1 99,16%
T25 Chryseobacterium aahli NR_133722.1 98,74%
T29 Shewanella putrefaciens NR_044863.1 98,98%
T32 Psychrobacter luti NR_025532.1 99,49%
T34 Pseudomonas brenneri KU647658.1 99,91%
T39 Epilithonimonas ginsengisoli NR_149177.1 98,42%
T44 Pseudomonas psychrophila KX186965.1 99,50%
T48 Aeromonas salmonicida CP022426.1 99,92%
T51 Aeromonas encheleia LR134376.1 99,83%
T52 Sphingobacterium faecium NR_113744.1 99,00%
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T53
T55
T56
157
T58
T59
T60
T61
T64
T68
T69
T70
T71
T74
T76
T79
T80

Pseudomonas peli

Sphingobacterium kitahiroshimense

Psychrobacter maritimus
Sphingobacterium anhuiense
Glutamicibacter bergerei
Sphingobacterium anhuiense
Psychrobacter cryohalolentis
Pseudomonas azotoformans
Pseudomonas shahriarae
Pseudomonas shahriarae
Pseudoclavibacter terrae
Sphingobacterium faecium
Pseudomonas fluorescens
Pseudomonas shahriarae
Pseudomonas shahriarae
Pseudomonas shahriarae

Sphingobacterium anhuiense

NR_042451.1
NR_041636.1
NR_027225
NR_044477.1
MK424284.1
NR_044477.1
NR_075055.1
LT629702.1
CP077085.1
CP077085.1
MW578410.1
NR_113744.1
LC463170.1
CP077085.1
CP077085.1
CP077085.1
NR_044477.1

99,75%
98,27%
99,40%
98,78%
99,53%
99,07%
99,83%
99,91%

100%
99,83%
99,59%
99,15%
99,66%
99,51%
99,27%
99,74%
98,62%
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Betrachtet man die Verteilung von bakteriellen Genera nach Entnahmeort (Abbildung 26) kann
man auf die Besiedlung der einzelnen Entnahmeorte zurtickschlieffen. Auf der Tupferprobe
der Einlauftasse des Schockfrosters konnte Pseudomonas, Sphingobacterium,
Epilithonimonas und Pseudoclavibacter isoliert werden. Die Tupferprobe des Foérderbandes
des Schockfrosters zeigte Pseudomonas, Aeromonas, Shewanella und Sphingobacterium.
Von der Plastikschirze des Schockfrosters konnte Pseudomonas, Psychrobacter,
Sphingobacterium und Glutamicibacter isoliert werden.

Die Fleischproben der Rindersteaks wiesen Pseudomonas, Aeromonas, Psychrobacter,
Leuconostoc, Carnobacterium, Brochothrix und Shewanella auf. Von den Fleischproben des
Schweineschopfes konnte Pseudomonas, Aeromonas, Psychrobacter, Carnobacterium und
Brochothrix isoliert werden. Weiters wurden auch die Kontrollproben sequenziert, diese
wiesen die selben Keime auf, wie die Fleischproben, die durch den Schockfroster liefen.

Die Auswertung spricht daflir, dass sich vor allem Sphingobacterium, Glutamicibacter,
Epilithonimonas und Pseudoclavibacter ausschlieRlich auf dem Umfeld des Schockfrosters

befindet und unter Verwendung ddes Schockfrosters zum Fleisch transferiert wird.

2
0|I I | 0 0 I i 1
&

m Einlauftasse Férderband Plastikschiirze Rind mSchwein

Abbildung 26: Vertilung bakterieller Genera nach Entnahmeort
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BAKTERIENVERTEILUNG TUPFERPROBEN
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11%

Abbildung 27: Anteile bakterieller Genera in den Tupferproben

Die Verteilung der bakteriellen Genera der Tupferproben des Schockfrosters (Abbildung 27)
gehodrten zu folgenden bakteriellen Genera. Mit 38% ist Pseudomonas am haufigsten
vertreten, dicht gefolgt von Sphingobacterium mit 23%. Danach folgen Psychrobacter mit 11%,
Aeromonas mit 8%, und Pseudoclavibacter, Epilithonimonas, Glutamicibacter,
Chrysebacterium und Shewanella zu je 4%.
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BAKTERIENVERTEILUNG RINDFLEISCH

Shewanella
Brochothrix 5%

5%

Carnobacterium
19%
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5%
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Abbildung 28: Anteile bakterieller Genera am Rindfleisch

Die Anteile der bakteriellen Genera des beprobten Rindfleisches (Abbildung 28) zeigte mit
52% Besiedlung mit Pseudomonas den vorherrschenden Bakterienstamm, gefolgt von

Carnobacterium mit 19%. Danach folgen Aeromonas mit 9% und Shewanella, Brochothrix,
Leuconostoc und Psychrobacter mit je 5%.
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BAKTERIENVERTEILUNG SCHWEINEFLEISCH

Brochothrix
14%
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14%
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Abbildung 29: Anteile bakterieller Genera am Schweinefleisch

Das beprobte Schweinefleisch zeigte Anteile bakterieller Genera (Abbildung 29) von 43%
Pseudomonas, 14% Aeromonas, gefolgt von Brochothrix, Carnobacterium und Psychrobacter
zu je 14%.
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4. Diskussion

4.1. Gebrauch und Anwendung des Schockfrostens

Schockfrosten und Kihlen spielt in Bezug auf die Qualitat eine entscheidende Rolle in der
Lebensmittelindustrie. Schockfrostung gilt als optimales und sicheres Mittel, um Lebensmittel,
vor allem Fleisch, haltbar zu machen (Shinbayeva et al., 2017).

Auch am Schlachthof kann Schockfrosten angewendet werden. Ein groRRer Vorteil der
Schockfrostung liegt darin, dass die Lebensmittel in ihrer Frische, Textur, Geschmack und

Vitamingehalt erhalten bleiben (Lisistyn et al., 2019).

4.2. Kristallisierung — ein wichtiger Faktor in der Qualitat

Der Kristallisierungsprozess von Fleisch wahrend der Schockfrostung kann durch Zerstérung
der Muskelfasern zu Veranderungen der Textur des Fleisches flhren (Lisistyn et al., 2019).
Moderne Schnellfrostmethoden sollen eine einheitliche Kristallisation durch kleine Kristalle
erreichen, als auch eine sekundare Kristallisation (Nachkristallisation zu einem spateren
Zeitpunkt) vermeiden. Grole Kristalle zerstoren die Zellstruktur der Muskelfasern, was einen
vermehrten Austritt von Fleischsaft und somit eine Verringerung der Zartheit des Fleisches zu
Folge hat. GroR3e Kristalle sind hierbei langer haltbar als kleine Kristalle (0,1mm- 3mm).
Kristallbildung wird von der Schnelligkeit, mit der Fleisch gefroren wird, beeinflusst. Man
unterscheidet hier zwischen slow, intense und rapid. Schnelles Einfrieren fordert die
Kristallisierung von Wasser in den Zellen und die Entstehung von kleinen Kristallen, welche
der Schadigung der Zellen entgegenwirken (Lisistyn et al., 2019).

Sorapukdee et al. (2018) beschreibt, dass Fleisch mit héherem Fettgehalt schneller friert, als
fettdrmeres Fleisch. Auch in dieser Arbeit wurde ein deutlicher Unterschied in der
Schockfrostung zwischen Schweine- und Rindfleisch festgestellt. Schweinefleisch hatte nach
der selben Zeit bei selber Temperatur eine doppelt so tiefe Kristallisierungstiefe als
Rindfleisch. Daraus ist zu schlieRen, dass Schweinefleisch eine kiirzere Zeit im Schockfroster
bendtigt, als Rindfleisch, um die gleiche Einfriertiefe zu erzielen.

Weiters konnte beobachtet werden, dass die Oberseite der Fleischstlicke, sowohl bei Rind-
als auch bei Schweinefleisch meist doppelt so tief gefroren war, als die Unterseite, welche

Kontakt zum Forderband hatte. Zu erklaren ist dies dadurch, dass der Kaltestrom des
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Schockfrosters von oben wirkt und die Fleischstlicke wahrend der Schockfrostung so mit der
Oberseite unmittelbar dem direkten Kaltestrom ausgesetzt sind.

Leygonie et al. (2012) beschreibt, dass aufgetautes Fleisch durch seine geringere
Wasserhaltekapazitat schneller einfriert, als frisches Fleisch. Die Hypothese konnte in dieser
Arbeit bestatigt werden. Die Fleischstlicke, welche zuvor eingefroren und wieder aufgetaut
wurden, bevor sie durch den Schockfroster liefen, wiesen eine hdhere Kristallisierungstiefe
auf, als die Fleischstlicke, die frisch waren. Die GroRRe der Fleischstlicke dirfte hierbei keine

Rolle spielen. In der Literatur finden sich keine vergleichbaren Angaben dazu.

4.3. Fleischfarbe- ein wichtiger Faktor im Verkauf

Studien zeigen, dass Kunden auf zwei Eigenschaften achten, wenn sie Fleisch kaufen. Dazu

zahlen Textur und Farbe, wobei die Farbe das wichtigste Kriterium ist (Bekhit et al., 2005).

Myoglobin (Mb) ist ein wasserl&sliches Protein, welches fur die Fleischfarbe verantwortlich ist.
In der Fleischindustrie kann eine Farbveranderung irrefihrend sein, da Farbveranderungen
meist nicht mit chemischen Veranderungen einhergehen. Es gibt mehrere Faktoren, die eine
Farbveranderung von Fleisch verursachen kdnnen. Dazu zahlen extrinsische Faktoren, wie
die Genetik des Tieres, Geschlecht, Alter, Futterung, Stress, aber auch das Kihlungs- und
Verpackungsmanagement nach der Schlachtung. Diese Faktoren kénne durch pH- Wert
Anderungen oder Proteindenaturierung beeinflusst und somit verandert werden. Zu den
intrinsischen Faktoren zahlen der pH- Wert, der Muskeltyp, die Muskelfasern, Myoglobin
Konzentration, der Wasseranteil, die mikrobielle Belastung und der Temperaturverlauf (Meat
Science Association, 2010).

Mb ist das Hauptprotein des Sarcoplamas und gehért zur Gruppe der Albumine. Dieses
Protein ist das Hauptpigment von Muskelgewebe. Muskelgewebe kann sich reversibel rot
farben mittel Bindung von O». Mb dient hierbei als ein Depot fir die O, Metabolisierung in den
Muskelfasern (Livingston et al., 1982).

Post mortem Farbveranderungen von Fleisch sind ebenfalls Folgen von Myoglobin (Mb). In
frischem Fleisch existiet Mb in verschiedenen Formen: die wichtigsten Formen sind
Deoximyoglobin (DMb), Oximyoglobin (OMb) und Metmyoglobin (MMb). Die oxigenierte Form
von Mb ist OMb und ist verantwortlich fur eine kraftige rote Farbe, wahrend die oxidierte Form
(MMb) fir eine braunliche Farbe verantwortlich ist (Bekhit et al., 2001).
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CO:, ist essentiell fur die Erhaltung der roten Farbe des Fleisches in der Verpackung, da es
eine 20- fach héhere Bindungsaffinitat mit Mb zeigt, als O.. O- ruft chemische Reaktionen vor,
wie zum Beispiel Fettoxidation, was zu einer Braun- bis Graufarbung des Fleisches zur Folge
hat (Bekhit et al., 2001).

Auch in dieser Arbeit konnte der Prozess der Farbveranderung bestatigt werden. Die
Untersuchung der Farbe der Rindfleischproben zeigte bei den Proben, die nicht vorgefroren
waren und 4 bzw 6 Minuten durch den Schockfroster liefen, keine Farbveranderungen nach
der Schockfrostung. Die Rindfleischproben, die vorgefroren und wieder aufgetaut wurden,
bevor sie durch den Schockfroster liefen, wiesen farbliche Veranderungen nach der
Schockfrostung auf. Diese wiesen graue Farbveranderungen auf, sowohl auf der Ober- als
auch auf der Unterseite. Die Unterseiten der Fleischstlicke war starker betroffen, da diese
direkten Kontakt mit dem Forderband hatten. Weiters konnte beobachtet werden, dass die
grauen Farbveranderungen nach etwa 2 Stunden, auf Eis gekihlt, wieder verschwanden. Die
Ursache dafir liegt unter Anderem in der Oxidation von Myoglobin, aufgrund von ibermafiger
Sauerstoffexposition, zu Metmyoglobin. Metmyoglobin (MMb) fiihrt zu grau- braunen
Farbveranderungen im Fleisch. Wenn das Fleisch auftaut, wird der innere, postmortale Pool
an NADH (Nicotinamid Adenin Dinucleotid Hydrid) freigesetzt und wandelt somit das
Metmyoglobin (MMb) zu Deoxymyoglobin (verursacht die gewinschte rote Farbe des
Fleisches) (Meat Science Association, 2012). In weiteren Forschungen koénnte man

untersuchen, ob die grauen Farbveranderungen nach weiterer Zeit wiederkehren wirden.

Auch die Temperatur ist bei der Farbveranderungen von Fleisch ein wichtiger Faktor. Das, in
Vitrinen gelagerte Fleisch, in Supermarkten ist durch die Beleuchtung von Glihbirnen und UV-
Licht Warme ausgesetzt, welche die Verfarbungsrate der Fleischstiicke erhdht. Die aus Licht
gewonnene Energie kann eine Pigmentautooxidation verursachen, welche zu
Farbveranderungen flhrt. Dunkel gelagertes Fleisch weist in anderen Studien eine bessere
Farbstabilitat auf, aufgrund der verzdogerten Oxidationsrate von Myoglobin.
Temperaturanderungen wahrend des Einfrierens kann die Intensitat der roten Farbe des
Fleisches reduzieren, besonders nach 60 Tagen Lagerung. Auch die Verpackung,
insbesondere der CO. Gehalt kann bei Farbverdnderungen ausschlaggebend sein
(Tomasevic et al., 2021).

MAP (Modified Atmosphere Packaging) mit mdglichst hohem O, Gehalt in Kombination mit

optimaler Temperaturverhaltnissen und entsprechender Verarbeitungshygiene ist der
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effektivste Weg, um die Haltbarkeit von frischem Kuhlfleisch zu verlangern und die
Produktqualitat zu erhalten.

Eine weitere Moglichkeit der Farbveranderung von Fleisch stellt die mikrobielle Besiedlung
dar. Viele Farbveranderungen bei Fleisch werden durch chemische Veranderungen von
Myoglobin hervorgerufen, ohne Beteiligung von Verderbniserregern. Bakterien, die zu einer
Zerstdrung des Myoglobins fuhren, verursachen eine graue/ grine Verfarbung des Fleisches
bis hin zu gelb/ grinen Pigmenten. Grau/ griine Verfarbungen deuten oft auf Vorhandensein
von Lactobacillus hin. Aufderdem sind auch L. sakei, Hafnia alvei und S. putrefaciens oft an
einer Grunfarbung des Myoglobins beteiligt (Duskova et al., 2013).

Mikrobiell bedingte Farbveranderungen sind auch in Zusammenhang mit Pseudomonas,
Schimmel und Cladosporium, Sporotrichium und Penicillium zu beobachten. Diese kénnen
variieren zwischen blauen, grinen, gelben, schwarzen und wei3en Farbveranderungen. Gelbe
Pigmente werden mit P. flurosecens in Zusammenhang gebracht. Blaue Farbveranderungen
durch P. flurorescens flhren zu verdorbenen blauem Rind- und Schweinefleisch (Cornelis et
al., 2010).

4.4. Mikrobiologie in der Fleischerzeugung

Der Verderb von Fleisch ist ein komplexer Vorgang, in dem die Kombination aus biologischen
und chemischen Prozessen zur Ungeniel3barkeit des Fleisches flir den Menschen fuhrt
(Erkmen et al., 2016). Die mikrobielle Qualitéat des Fleisches kann durch den Zustand des
Schlachttieres, den Schlachtvorgang und der Lagerung beeinflusst werden. Auch die
Schockfrostung kann zu einer Kontamination des Fleisches am Ende der Verarbeitungskette
fuhren (Casaburi et al, 2015). Die Kontamination des Schockfrosters mit
lebensmittelhygienisch relevanten Keimen konnte auch in dieser Arbeit gezeigt werden.
Weiters konnte gezeigt werden, dass 6 Minuten im Schockfroster zu einer signifikanten
Mehrbelastung (Keimzahlanstieg von 10° zu 10”) am Fleisch flihren.

Die mikrobielle Diversitat auf Schlachthéfen besteht aus unterschiedlichen Umweltkeimen,
darunter besonders abundant sind Staphylococcus spp., Brochothix spp., Psychrobacter spp.,
Acinetobacter spp. und Lactobacillus. Zusatzlich dominieren Proteobakterien, speziell
Pseudomonas spp., und einige Arten von Enterobacteriacae die mikrobielle Flora der
Karkassen (Stellato et al., 2016).
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Als pathogene Keime gelten Salmonella spp., Campylobacter spp., enterohamorrhagische E.
coli, Yersinia enterocolitica, Listeria monocytogenes, Clostridium perfringens und Bacillus

cereus.

4.41. Genus Pseudomonas

Lebensmittel sind die haufigste Quelle dieses Mikroorganismus, wo es signifikant zum Verderb
fuhrt. Vor allem P. fragi ist im Verderb von frischen und gefrorenen Lebensmitteln beteiligt
(Wiedmann et al., 2000). Erst spater stellte sich heraus, dass P. fragi auch beim Verderb von
Fleisch und Fleischprodukten beteiligt ist (Ercolini et al., 2007).

Die Umgebung von frischem Fleisch bietet den optimalen Nahrboden fir Pseudomonaden,
insbesondere von P. fragi (Ercolini et al., 2007).

Die Ausbildung von Biofilmen durch Pseudomonas spp., vor allem durch P. paraversuta in der
Lebensmittelindustrie eine wichtige Rolle (Lick et al., 2021), da diese die gesamte
Produktionskette gefahrden, zu einem schnelleren Verderb der Produkte flUhren und
Grundlage fur das Wachstum von anderen Mikroorgansimen wie zum Beispiel Campylobacter
Jejuni sein kénnen (Ercolini et al., 2006).

Bezugnehmend auf die Literatur wird Pseudomonas vorrangig in der Milchindustrie und in
Rindfleisch nachgewiesen, aber auch in Schweinefleisch kann Pseudomonas vorkommen.
Auch in dieser Arbeit bestatigten sich diese Angaben, Pseudomonas konnte zum groften Teil

in Rindfleisch nachgewiesen werden, zu kleineren Anteilen auch in Schweinefleisch.

4.4.2. Genus Aeromonas

Aeromonas spp. gehort zu der Familie der Aeromonadacae und beschreibt eine Gruppe von
Gram negativen Bakterien (Janda et al., 2010). Aeromonas konnte unter Anderem vor allem
von Fleisch und Fleischprodukten isoliert werden. Aeromonas kann bei niedrigen
Temperaturen zwischen 2°C und 10°C Uberleben (Lamy et al., 2010).

Auf Fleisch werden A. veronii, A. salmonicida und A. hydrophila als pravalente Spezies
beschrieben. Diese kénnen zum Verderb des Fleisches und bei Verzehr zu Durchfall beim
Menschen fuhren (Fernandez-Bravo et al., 2020). In dieser Arbeit wurde Aeromonas vor allem
in der Tupferprobe vom Férderband des Schockfrosters, aber auch in Rind- und

Schweinefleisch gefunden. Bezugnehmend auf schon vorhandene Literatur kbnnen wir daraus
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schlieRen, dass Aeromonas aufgrund seiner kalteliebenden Eigenschaften ein Problem bei

der Fleischlagerung darstellen kann.

4.4.3. Genus Brochothrix

Brochothrix spp. gehdrt zu der Familie der Listeriaceae und beschreibt Gram positive
Bakterien, die vor allem in der Fleischindustrie von Bedeutung sind, da sie zum Verderb von
Fleisch fihren kénnen (Blaszyk et al., 1998).

Vor allem B. thermosphacta konnte aus Karkassen von Schweine- und Rindfleisch isoliert
werden und gilt als Hauptverursacher von frihzeitigem Verderb von kontaminiertem Fleisch
(Blaszyk et al. 1998). In dieser Arbeit wurde Brochothrix in gleichen Mafden in Schweine- und
Rindfleisch nachgewiesen. Vergleichend mit der Literatur erfolgt die Kontamination durch
Brochothrix vor allem wahrend des Zerlegungsprozesses uber die Haut und Eingeweide der
Schlachtkérper. Daraus erschliefdt sich, dass die Hygienemalinahmen auf dem Schlachthof
streng eingehalten und gegebenenfalls verbessert werden mussen (haufigerer Messertausch,
regelmafiges und grundliches Saubern der Handschuhe, etc), um zukilnftig die Kontamination

durch Brochothrix einzudammen oder gar verhindern zu kénnen.

4.4.4. Genus Psychrobacter

Psychrobacter spp. gehort zu der Familie der Moraxellaceae und beschreibt eine Gruppe von
Gram negativen Bakterien, die in Zusammenhang mit dem Verderb von Fleisch gebracht
werden (Betts et al., 2006).

Psychrobacter spp. kann bei niedrigen Temperaturen von 4°C Uberleben (Bowann et al.,
2001).

Psychrobacter wurde in dieser Arbeit ausschlief3lich auf der Einlauftasse des Schockfrosters
nachgewiesen. Um eine Kontamination durch Psychrobacter in Zukunft zu vermeiden, sollte

die Einlauftasse regelmafig gewechselt werden.
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4.4.5. Genus Shewanella

Shewanella spp. gehort zu der Familie der Shewanellaceae und beschreibt Gram negative
Bakterien und z&hlen zu den Verderbskeimen in der Lebensmittelindustrie (Satomi et al., 2014)
Vor allem S. putrefaciens gilt seit den fruihen 1930 Jahren als wichtiges Bakterium im
Zusammenhang mit dem Verderb von Fleisch (Satomi et al., 2014).

In dieser Arbeit wurde Shewanella vor allem auf dem Forderband, aber auch auf Rindfleisch
nachgewiesen. Vermutlich erfolgte die Kontamination des Rindfleisches Gber das Férderband
des Schockfrosters. Um eine Kontamination zu vermeiden ist es empfehlenswert das
Forderband regelmaRig mit geeigneten Reinigungsmitteln und unter mechanischem Druck zu

reinigen.
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4.5. Ausblick

Bezugnehmend auf den beprobten Schlachthof kbnnte das Hygienemanagement in ein paar
Punkten verbessert werden , indem man beispielsweise das Férderband des Schockfrosters
regelmafig mit geeigneten Reinigungsmitteln, aber auch zusatzlich mechanisch (mit Birsten,
um die Zwischenrdume besser zu erreichen) reinigt, um mdgliche Fleischrickstande zu
entfernen und die Kontaminationsgefahr zu verringern.

Weiters kdnnte man die Plastikschirze des Schockfrosters regelmalig austauschen und
erneuern, da diese das Fleisch bei jedem Schockfrostungsdurchgang berihrt und somit eine
Kontaminationsquelle fiir das Fleisch darstellt.

Zukunftig kdnnte man den Schockfroster, aber auch das darin geschockfrostete Fleisch
regelmafig erneut beproben um den mdglichen Erfolg des Hygienemanagements verfolgen

und ,wenn notwenig, adaptieren kann.

In Bezug auf die Farbveranderungen des Fleisches nach der Schockfrostung kdnnte in einer
weiteren Arbeit untersucht werden, ob die Farbveranderungen, welche nach dem

Schockfrosten auftraten und wieder verschwanden, erneut auftreten.

Studien zeigen, dass die Mehrheit der befragten Menschen nicht wissen, wie sie Fleisch im
Kihlschrank richtig lagern sollten. Um die optimalen Temperaturverhaltnisse fur die
Fleischlagerung bei den Konsumenten zu gewahrleisten, sollte es in Zukunft ein verbessertes
Kuhlschrankmonitoring geben und/ oder eine Information fir Konsumenten wie sie Fleisch

richtig aufbewahren (beispielsweise als Beipackzettel mit einer kurzen Anleitung).
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5. Zusammenfassung

In dieser Diplomarbeit wurde ein hauseigener Schockfroster des Zerlegebetriebs eines
Osterreichischen Schlachthofs evaluiert und geprift, ob die Schockfrostung Auswirkungen auf
die Farbe, die Textur und die mikrobielle Besiedlung des Fleisches hatte. Daflr wurden
insgesamt 80 Fleischproben entnommen. Um die Keimzahl der einzelnen Proben zu
untersuchen, wurden Verdunnungsstufen auf 3 Agarmedien (TSA, APT, VRBD) aufgetragen
und bebritet. AnschlieRend wurden die Kolonie bildenden Einheiten gezahlt. Weiters wurden
125 Isolate mit der Chelex- Extraktionsmethode und 16S rRNA Gen PCR weiter untersucht.
60 Isolate wurden zur Sequenzierung geschickt und mittels NCBI Blast ausgewertet. Bei der
farblichen Auwertung zeigten sich sowohl bei Rind- als auch bei Schweinefleisch deutliche
Farbveranderungen. Die Vermessung der Kristallisierungstiefe zeigte, dass Rindfleisch eine
doppelt so tiefe Kristallisierung aufwies als Schweinefleisch. Die Mikrobiologie zeigte eine
starkere Keimbelastung der geschockfrosteten Proben gegentber der Kontrollproben, was flr
eine Kontamination des Schockfrosters spricht. Die Kontamination mit lebensmittelhygienisch
relevanten Keimen konnte in dieser Arbeit gezeigt werden. Weiters konnte gezeigt werden,
dass 6 Minuten im Schockfroster zu einer signifikanten Mehrbelastung (Keimzahlanstieg von
10® zu 107) am Fleisch filhren. Nach der Isolatsequenzierung wurden die Sequenzen mittels
NCBI Blast taxonomisch zugeordnet. Es konnten verschiedene bakterielle Genera, wie
Aeromonas und Pseudomonas nachgewiesen werden. Schon vom Betrieb vorgefrorene
Proben zeigten eine signifikant hdhere Keimbelastung (p= 0,0001) als frischen Proben, die
durch den Schockfroster liefen. Durch ein verbessertes Hygiene- und Reinigungsmanagement

des Schockfrosters kdnnen Kontaminationen in Zukunft vermindert werden.
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6. Summary

In this diploma thesis, an in-house shock freezer of the cutting plant of an Austrian
slaughterhouse was evaluated and it was checked whether shock freezing had any effect on
the colour, texture and microbial colonization of the meat. A total of 80 meat samples were
taken for this purpose. In order to examine the bacterial counts of the samples, dilution series
were applied to 3 agar media (TSA, APT, VRBD) and colony-forming units were counted.
Furthermore, 125 isolates were examined using the Chelex extraction method and 16S rRNA
gene PCR. 60 isolates were sent for sequencing and analyzed using NCBI Blast. The color
evaluation showed clear color changes in both beef and pork. Measurement of the depth of
crystallization showed that beef had twice the depth of crystallization than pork. The
microbiology showed a higher bacterial load of the shock-frozen samples compared to the
control samples, proposing a contamination of the shock freezer. The contamination with
bacteria relevant to food hygiene could be shown in this work. Furthermore, it was shown that
6 minutes in the shock freezer led to a significant increase in the load on the meat (bacterial
count increase from 10° to 107). After isolate sequencing, the sequences were assigned
taxonomically using NCBI Blast. Various bacterial genera such as Aeromonas and
Pseudomonas could be detected. Samples that were already pre-frozen in the facility showed
a significantly higher germ load (p= 0.0001) than fresh samples that were used for shock
freezing. Improved hygiene and cleaning management of the shock freezer could reduce

contamination scenarios in future.
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Abbildung 6 Appendix: Uberblick der Farbvarianzen von Schweine- und Rindfleisch nach dem Schockfrosten
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