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1 EinfUhrung

Die Zartheit von Fleisch ist neben dem Geschmack, der Farbe und Saftigkeit ein zentrales
Kriterium zur Beurteilung der Qualitat. Durch die unterschiedliche gewebliche Zusammensetz-
ung weisen die einzelnen Teilstlicke Unterschiede in der Zartheit auf. Der Anteil wertvoller,
zarter Fleischteile am Schlachtkorper ist begrenzt, wird aber von den Verbrauchern fast aus-
schlie3lich nachgefragt. Ein grol3es Interesse an einer Verbesserung der Fleischqualitat ist
offensichtlich, sowohl bei den Herstellern, als auch bei Industrie und Handel und ganz
besonders beim Verbraucher. Dem steht jedoch noch kein industrietaugliches Verfahren
gegenlber. Bekannte Technologien sind oft langwierig (z. B. Reifen), lebensmittelrechtlich
problematisch (z. B. der Einsatz von Enzymen) oder verandern das Produkt zu stark (z. B.
Steakern). Um einen héheren Anteil von Fleisch in steakfahiger Qualitat mit hohem Qualitats-
niveau zu erzeugen ist es das Ziel aktueller Forschungsarbeiten, eine Technologie zur Verbes-
serung der Fleischzartheit zu entwickeln, welche die oben genannten Nachteile Gberwindet. Ein
Ansatzpunkt fur eine derartige Technologie ist das Verfahren der Elektroporation (EP). Im
Rahmen eines Forschungsvorhabens wurde ein Geratesystem zur Durchflihrung von biomedi-
zinischen Laborexperimenten zur Elektroporation in Form eines Funktionsmusters entwickelt
und umfangreiche Versuchsreihen zur Eignung der Elektroporation zur Verbesserung der
Fleischzartheit durch Elektroporation durchgefihrt.

2 Fleischqualitat

Die Fleischqualitat ist die Summe aller sensorischen, ernahrungsphysiologischen, hygienisch-
toxikologischen und verarbeitungstechnologischen Eigenschaften des Fleisches. Im Folgenden
ist eine Zusammenfassung von Parametern der Fleischqualitat aufgefihrt.
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Sensorische Faktoren
) Aussehen (Farbe, Form, Marmorierung)
) Geruch
o Geschmack
) Saftigkeit
o Zartheit bzw. Festigkeit
Nahrwert-Eigenschaften (Art und Menge)
o Proteine (Muskelprotein, Bindegewebe)
o Fette
) Vitamine (vor allem B-Vitamine)
o Mineralstoffe (z. B. Eisen)
Hygienisch-toxikologische Eigenschaften
o Mikroorganismen (Bakterien, Sporen, Schimmelpilze)
o Wachstumshemmende und -férdernde Faktoren: pH-Wert (,Sauerungsgrad"),
a,-Wert (Wasseraktivitat), Temperatur, P6kelstoffe
o vorhandene Rickstande (Antibiotika, Hormone, Schwermetalle, Inhaltsstoffe des
Réaucherrauches)
Verarbeitungseigenschaften
o Gehalt und Zustand des Proteins
o Wasserbindung / Safthaltung
o Gehalt und Zustand der Fette
o Gehalt an Bindegewebe
o Gewebestruktur
) pH-Wert (,Sauerungsgrad®)
o Farbe

Es sind mehrere Verfahren zur Reduzierung der Z&ahigkeit und Férderung der Zartheit bekannt.

Reifung

Wahrend einer langeren Fleischreifungsphase soll eine hthere Zartheit erreicht werden. In
dieser Zeit wird das Bindegewebsprotein jedoch nicht angegriffen. Kollagenfasern des
endomysialen Bindegewebes kdnnen aber bei guter Sauerung quellen. Hierdurch verlieren die
Fasern an Festigkeit. Es tritt eine Auflockerung ein. Sofern die Fleischsauerung mangelhaft ist,
kann Oberflachenfaulnis eintreten. Eine langere Kihllagerung kann das Fleisch austrocknen
[22].

Druck

Fleischportionen werden unter Druck, insbesondere eines Flussigkeitsdruckes, in Folien mog-
lichst lufteinschlussfrei verpackt. Anschliel3end erfolgen Kiihlung oder Gefrieren im Flussigkeits-
und / oder Solebad (Offenlegungsschrift DE 102 45 603 Al). Zum Zartmachen von schlacht-
frischem Fleisch wird es in einen luftdicht verschlieBbaren Behalter gegeben und unter Druck
(10 bar) gesetzt. Wenigstens zwei Druckphasen werden empfohlen (Offenlegungsschrift DE
199 32 371 Al).
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Es wurde versucht, zahes Fleisch mittels Detonationsdruckwellen zarter zu machen. In einer
Tonne wurde SchiefBpulver geziindet. Das Fleisch zerriss, wodurch die Z&higkeit abnahm [23].
Auch die Behandlung mit Hochdruck brachte keine durchschlagenden Erfolge. Die mit Hoch-
druck behandelten Fleischteile beim Rind wiesen einen Tag nach der Behandlung 10,5 %
geringere Scherwerte vergleichend zum Kontrollfleisch auf, jedoch verlor sich der Effekt mit
zunehmender Reifezeit des Fleisches. Die Garverluste waren sogar bei dem hochdruckbe-
handelten Fleisch héher und eine Verbesserung der Sensorik war nicht feststellbar [21].

Steakern / Steaker-Maschine

Die Fleischscheiben erhalten durch eine Steaker-Maschine zahlreiche Einschnitte. Zwei gegen-
laufige Walzen haben eng stehende Messer. Indem die Walzen sich drehen, ziehen sie die
Scheiben durch die Schneidzone. Muskeln und Bindegewebe werden geschnitten. Der Erfolg
ist, dass das Fleisch sich besser kauen lasst. Das Essgefiihl entsteht, das Fleisch wéare zarter.
Der Nachteil besteht darin, dass schadliche Keime, die an den Walzen hangen kénnen, auf
viele Fleischscheiben verteilt werden. Die Keime bleiben nicht nur an der Oberflache der
Scheiben, sondern werden durch die Messer in das Innere des Fleisches gedriickt. Es kommt
zu einer Keimverschleppung in die Tiefe. Aus der Sicht der Produkthygiene ist das Verfahren
sehr bedenklich und kann nur sehr kurz vor dem Verzehr empfohlen werden.

Tumbler

Der Tumbler arbeitet nach dem Prinzip einer Betonmaschine. Durch Rotation und Zentrifugal-
kraft werden die Fleischsticken an die Wandung des Gerétes gedriickt und fallen dann mit
Druck auf den Boden des Gerates. Von dort werden sie wieder nach oben bewegt. Durch den
Aufprall werden Muskeln und Bindegewebe zerrissen. Die Gefahr ist gro3, dass Druck und
Scherkréafte das Fleisch zu Brei zerkleinern. Die Oberflache der Fleischscheiben verschmiert
infolge einer Proteinaufschaumung.

Ultraschall

Die Anwendung von Ultraschall bewirkt eine Verringerung der Scherkraft, was durch verbesser-
te sensorische Eigenschaften teilweise bestatigt wird. Positiv ist auch der nur geringfugig erhoh-
te Garverlust gegentiber den Kontrollproben. Nachteil ist jedoch die relativ geringe Eindringtiefe
des Ultraschalls in das zu behandelnde Fleisch, die zu Einschrankungen hinsichtlich der Teil-
stiickgroRe und dem Zuschnitt fuhrt.

Enzyme

Es wird eine enzymatisch-mechanische Vorbehandlung zum Zartmachen von Fleischstiicken,
insbesondere von Fleischscheiben empfohlen. Als Enzym kommt die Protease Thermitase aus
Thermoactinomyces vulgaris zum Einsatz. Die Fleischscheiben werden mit einem Gemisch aus
Thermitase und Kochsalz bestreut und mit einem Fleischmirber / Fleischsteaker behandelt. Ein
Fleischklopfer kann auch zur Anwendung kommen (Patentschrift 155 482, DDR). Auch das
Enzym Elastase kann angewandt werden, bringt jedoch keine grof3e zartmachende Wirkung
und erfordert eine lange Behandlung, die teuer ist (Patentschrift DE 694 20 894 T2). Als
Fleischzartmacher wird eine Protease verwendet, z. B. Papain. Es macht jedoch Fleisch Uber-
mafig zart und geschmacklos.

Zur Verbesserung der Konsistenz von Fleisch findet ein Gemisch aus einer Protease und Zu-
satzstoffen Anwendung. Es kénnen auch Wirzstoffe wie Pfeffer, Sellerie, Paprika, Glutamat
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und &atherische Ole sein. Des Weiteren dienen dazu Propylenglycol, Glykol, Glukose und
Starke. Als Proteasen finden vor allem pflanzliche Enzyme Verwendung wie Popain und
Bromelin sowie Proteasen aus Mikroorganismen. Das Wirkungsoptimum der Proteasen liegt bei
einer Temperatur von ca. 50 °C, so dass ihr Einsatz fur Frischfleisch nicht infrage kommt.

Die Zartmacher wirken in erster Linie auf das Bindegewebe. Dieses Gewebe wird im Verlauf
der kiichentechnischen Zubereitung des Fleisches teilweise abgebaut, so dass es zarter wird.
Die Verwendung von Enzymen oder Enzympraparaten zur Verbesserung der Zartheit ist nach
derzeitiger Rechtslage in Deutschland nur im haushaltsublichen Umfang erlaubt. Nach § 17 des
Lebensmittel- und Bedarfsgegenstande - Gesetzes liegt beim Inverkehrbringen von derartig be-
handeltem Fleisch der Tatbestand der Tauschung und Irrefiihrung des Verbrauchers vor, so
dass die Enzymanwendung nicht gestattet ist.

3 Elektroporation

Begriff
Gepulste elektrische Felder mit elektrischen Feldstarken im Bereich von 1 - 100 kV/cm kdénnen
zu irreversiblen Porendffnungen in der Membran biologischer Zellen fuhren. Dieser mit
Elektroporation (EP) bezeichnete Vorgang kann zur effektiven Gewinnung der Inhaltsstoffe
pflanzlicher Zellen und zur Abtétung von Mikroorganismen verwendet werden. Neben der
Bezeichnung Elektroporation sind in der Literatur auch folgende Begriffe und Umschreibungen
gebrauchlich:

- Elektroimpulsverfahren

- Anwendung starker gepulster elektrischer Felder

- Verfahren mit elektrischen Hochspannungsimpulsen

- Hochspannungsimpulsverfahren (HSI)

- pulsed electric field (PEF)

- high intensity electric field pulses (HELP)

- electroinjection

- electropermeabilisation

Anwendungen

Seit der ersten Beschreibung der Wirkung gepulster elektrischer Felder auf biologische Materia-
lien in den 1960er Jahren [12] wurden zahlreiche Anwendungsmdglichkeiten im Bereich der
Lebensmittelverarbeitung untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass durch eine Anwendung
gepulster elektrischer Felder die Extraktion intrazellularer Bestandteile, die Gewinnung von
Frucht- und Gemuseséaften oder die Trocknung pflanzlicher und tierischer Produkte beschleu-
nigt werden kann [1], [2], [13]. Auch zur Keimabtdtung [3] und Konservierung kdnnen hohe
gepulste elektrische Felder zur Anwendung kommen [4], [5].

In [6], [7] wird der Aufschluss von Zuckerriibenzellen mit Hilfe starker gepulster elektrischer
Felder beschrieben. In dieser Anwendung kdnnen der Energieverbrauch reduziert und damit die
Kosten bei der Zuckergewinnung gesenkt werden. Herzstuick des Elektroporationsverfahrens ist
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ein im Forschungszentrum Karlsruhe weiterentwickelter Marx-Generator, welcher Hoch-
spannungsimpulse von bis zu 300 kV mit Impulsraten von bis zu 20 Hz erzeugen kann. Die
Pulsdauer liegt typischer Weise im Mikrosekundenbereich. Die Pulsenergie betréagt bis zu 1 kJ.

An der Technischen Universitat Berlin, FG Lebensmitteltechnologie und Prozesstechnik, wurde
ein Verfahren zur Inaktivierung von Mikroorganismen durch Elektroporation in Flissigkeiten im
Durchfluss entwickelt [8]. Nachgewiesen wurde die Zerstérung von Echerichia coli im elektri-
schen Feld. Bei der Behandlung von Apfelsaft konnten bei einem Energieeintrag von
40 - 70 kJ/kg eine Keimreduktion um bis zu 6 Log-Stufen erzielt werden.

Am Deutschen Institut fir Lebensmitteltechnologie (DIL) e. V. wird an einem Verfahren zur
Beschleunigung der Trocknung von Rohprodukten durch gepulste elektrische Felder gearbei-
tet [9]. Erste Untersuchungen bei Feldstarken zwischen 3 - 4 kV/cm und einem Energieeintrag
bis 20 kJ/kg zeigen, dass fur einen Gewichtsverlust von 25 % die Trockenzeit auf 30 - 50 %
reduziert werden kann. Durch die beschleunigte Trocknung kénnen Lagerzeiten und Lager-
kapazitaten verringert und durch schnellere Absenkung des a,- und pH- Wertes eine Hemmung
des Wachstums von pathogenen Keimen erreicht werden.

Am National Food Center (UK) wurden Versuchsreihen zur Keimreduzierung (E. coli O157:H7)
bei Beef Burger durchgefiihrt [10]. Sowohl die Anwendung von organischen S&uren, das Ein-
frieren als auch die Anwendung starker gepulster elektrischer Felder hat sich in diesen Unter-
suchungen als ungeeignet hinsichtlich der Keimreduzierung bei Beef Burger erwiesen.

Der Einfluss gepulster elektrischer Felder auf Liposomen und Membranen pflanzlicher,
tierischer und mikrobieller Zellen wurde an der Technischen Universitat Berlin Fakultat Il —
Prozesswissenschaften — untersucht [11]: ,Eine Reihe von Pulsmodulatoren und Behand-
lungszellen wurde realisiert, um den Einfluss unterschiedlicher Anlagen-, Prozess- und
Produktparameter zu bewerten. Fir pflanzliche und tierische Zellen wurden kritische Feld-
starken im Bereich von 0,3 bis 0,5 kV/cm, fur Mikroorganismen im Bereich von 10 bis 15 kV/cm
beobachtet. Das AusmalR der Membranpermeabilisierung wurde mittels Impedanzanalyse fur
pflanzliche und tierische Gewebe und mittels Durchflusszytometrie flr Mikroorganismen und
Liposomen bestimmt. Die Auswirkung auf Stofftransportvorgange in Geweben wurde im Labor-
und technischem Malfistab untersucht. Eine Steigerung der Extrahierbarkeit intrazellularer
Substanzen sowie der Ausbeute von Frucht- und Gemisesaften bis zu 7 % bei aquivalenter
Produktqualitat konnte im Vergleich zu Kontrollproben gezeigt werden. Versuche in
technischem Malf3stab zeigten den Einfluss einer Elektroporation auf die Maischestruktur. Durch
eine Behandlung von Fleischwaren konnte deren Trocknung, Marination oder Pokeln beschleu-
nigt werden, durch verbesserte Verteilung wasserbindender Agenzien innerhalb des Gewebes
konnte eine Reduktion des Garverlustes erreicht werden. Die Inaktivierung von Mikroorganis-
men wurde am Beispiel von Fruchtsaften und Milch untersucht, die Anwendbarkeit des Ver-
fahrens zur schonenden Haltbarmachung wurde gezeigt. Eine Kombination mit milder Hitze
fuhrte zu einer deutlichen Verbesserung der Energieeffizienz. Anhand von Laktoperoxidase in
Milch wurde die Inaktivierung von Enzymen ermittelt, es wurde ein lediglich geringer direkter
Einfluss elektrischer Felder beobachtet. Zusétzlich wurde die Eignung zur Reduktion der Uber-
schussschlammmenge bei der biologischen Abwasserbehandlung und zur Konservierung von
Algenextrakten untersucht. Der Energiebedarf flr eine Permeabilisierung unterschiedlicher
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biologischer Membranen in Abhangigkeit vom induzierten Membranpotential wurde verglichen.
Eine Effizienzanalyse zeigte deutliche Kosten- und Zeitvorteile bei einer Anwendung einer PEF-
Behandlung als Zellaufschlussverfahren tierischer und pflanzlicher Gewebe im Vergleich zu
konventionellen Technologien. Eine Anwendung als Konservierungsverfahren fihrte auch nach
energetischer Optimierung zu héheren Behandlungskosten als eine thermische Behandlung,
jedoch kénnen diese durch Verbesserung der Produktqualitéat bei Premium- oder thermolabilen
Produkten gerechtfertigt werden. Der Zellaufschluss bei Fleischwaren, Frucht- und Gemise-
maischen konnte als vielversprechendste Einsatzmoglichkeit des Verfahrens identifiziert
werden.”

Erste Untersuchungen zur Anwendung der Elektroporation zur Optimierung der Zartheit von
Rindfleisch werden in [21] dargestellt. Die Behandlung mit Hochspannung bewirkt hier eine
deutliche Verringerung der mittleren maximalen Scherkraft. Die behandelten Proben weisen
mittlere maximale Scherwerte auf, die um 21,7 % bzw. 23,3 % niedriger sind als die Scherwerte
der entsprechenden Kontrollproben. Bezogen auf den Garverlust konnte festgestellt werden,
dass die mit Hochspannung behandelten Proben einen mittleren Garverlust von 31,4 % aufwie-
sen, wahrend die dazugehérigen Kontrollproben lediglich Garverluste im Bereich von 25,9 bis
27,2 % hatten. Der pH-Wert fir die unbehandelten Proben liegt bei 5,63. Fir die behandelten
Proben wurden geringflgig hdhere Werte von 5,73 bis 5,79 verzeichnet. Die von flnf unabhan-
gigen Prufern durchgefiihrte sensorische Bewertung fiel uneinheitlich aus. Auf einer vorgege-
benen Skala von 1 bis 6 wurden die mit Hochspannung behandelten Proben in den Bereich 3
eingeordnet. Die Behandlung mit Hochspannung fuhrte zu einer geringfugigen Farbaufhellung
der Proben. Die Struktur des Fleisches war spurbar gelockert. Die behandelten Proben fihlten
sich weicher und lockerer an als die unbehandelten Proben. Abweichungen hinsichtlich Geruch,
Geschmack oder Aroma wurden seitens der Prifer nicht festgestellt.

Die Frankenforder Forschungsgesellschaft fihrte gemeinsam mit der Technischen Universitéat
Berlin, FG Lebensmitteltechnologie und Prozesstechnik in den Jahren 2003 bis 2007
Untersuchungen zur Beeinflussung der Textur und des Reifungsprozesses bei Rohwurst mit
Hilfe der Elektroporation durch [24]. Zu diesem Zweck wurden Fleisch- und Fettpartien einer
Vorbehandlung mit elektrischen Feldimpulsen unterzogen. Die Feldimpulse variierten in ihrer
Starke und lagen zwischen 1 und 4 kV/icm. Der spezifische Energieeintrag betrug
dementsprechend 1,5 bis 19,2 kJ/kg. Diese Parameter fuhrten zur Auspragung von
unterschiedlich starken Poren in den Rohstoffen. Mit Hilfe von chemischen, physikalischen
sowie sensorischen Analysen wurde der Erfolg der Behandlung bei streichfahigen und festen
Rohwirsten untersucht, wodurch eine schnellere Reifung und eine bessere Konsistenz bei den
elektroporierten Chargen bestétigt wurden.

Wirkung
Biologische Zellen sind abgeschlossene Systeme, deren innere Strukturen (Zellkern, Zytosol,
etc.) durch eine ,dichte® Membran gegen die AuRenwelt abgeschirmt sind. Die Grundstruktur
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dieser Membran besteht aus einer elektrisch isolierenden Phospholipid-Doppelschicht. Im
Gegensatz dazu ist das durch die Membran eingeschlossene Zytoplasma elektrolytisch leitend.
Befindet sich die Zelle in einem wassrigen, ebenfalls elektrolytisch leitenden Milieu, so kommt
es beim Anlegen eines elektrischen Feldes zur lonenwanderung und damit zur Polarisation
(Abb. 3.1 links). Uberschreitet die Energie eines Feldimpulses einen kritischen Wert, bilden sich
irreversibel Poren in den Zellmembranen. Die Anforderungen an Form, Starke oder Dauer des
Impulses sind dabei abhangig von Zelleigenschaften wie Membranstarke, Zellgré3e oder
Umgebungsmedium (Abb. 3.1, rechts). [18]
Bindegewebszelle
Muskelzelle

ator
Zellflissigkeit £

.

Pol

) iy 2
’

Membran

L E L

Abb. 3.1: Schematische Darstellung des Wirkprinzips der Elektroporation [18]

Die Porenbildung wird in [14] wie folgt beschrieben: ,Poren entstehen, wachsen und verschlie-
Ren sich unter dem Einfluss thermischer Fluktuationen und lokaler elektrischer Felder. Man
nimmt gegenwartig an, dass hydrophile, wasserdurchlassige fur den Stoffaustausch geeignete
Poren in einem zweistufigen Prozess entstehen. Sie treten zunachst als wasserundurchléassige
hydrophobe Poren in Erscheinung, deren Bildungsrate von der Temperatur und dem Membran-
potential abhangt. Erreicht ihr Radius einen ersten kritischen Wert, wandeln sie sich instantan in
hydrophile Poren um. Letztere kdnnen unter dem Einfluss des elektrischen Feldes wachsen.
Uberschreitet ihr Radius wahrend der Pulsdauer einen zweiten kritischen Wert ryq, ist die
Offnung irreversibel.

Die Entwicklung des Porenradius hangt von der freien Energie der Porenbildung ab und kann
mit einer diffusionsartigen Differentialgleichung beschrieben werden. Die Abb. 3.2 zeigt Kurven
der freien Energie fur drei verschiedene Membranpotentiale. Falls der Porenradius wéhrend der
Wirkung der gepulsten elektrischen Felder tber den kritischen Wert r;; hinaus wachst, bleibt
die Porenéffnung irreversibel und die Zelle stirbt.

Dieses Modell beschreibt die beobachtete Zerstérung von Einzellern wie Bakterien unter der
Wirkung starker elektrischer Felder qualitativ und quantitativ relativ zufriedenstellend. Insbeson-
dere l&sst sich aus diesem Modell ein Zusammenhang zwischen der Feldstarke und der fir
irreversible Elektroporation notwendigen Mindestpulsdauer ableiten. Dadurch ergibt sich auch
der erforderliche Energieeinsatz, der ein breites Minimum fiir Pulsdauern zwischen 100 ns und
2 ps besitzt. Ob dieses Modell auch fir die Beschreibung der Elektroporation von pflanzlichen
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Zellen mit Zellwand und im Zellverband giiltig ist, wurde bisher nicht untersucht.”
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Abb. 3.2: Freie Energie der Porenbildung [18]

Die Wirkungen starker gepulster elektrischer Felder auf Zellen ist vielfaltig (siehe Abb. 3.3) und
wird mit den existierenden Modellen nur unvollstédndig beschrieben. Die Untersuchung dieser
Phanomene ist Gegenstand aktueller Forschung [19], [20]. So wird in [15] eine Hypothese zur
lokalen nanoscalen Membranzerstérung durch starke gepulste elektrische Felder vorgestellt.
Angersbach et. al. stellen in [17] ein elektrophysiologisches Modell intakter und prozessierter
Pflanzenzellen vor. Ein Uberblick tiber den aktuellen Wissenstand wird in [16] vermittelt.
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induction of stress response
0.5-1.5kV/cm 0.5 - 5 kl/kg

exposure of

cells to electric f:el
/-\ electropermeabilisation

of cells
/‘\_____/’\ .
sludge disintegration improvement of mass transfer
10 - 20 kV/em 50 - 200 kJ/kg 0.7 -3.0 kviem 1.0 - 20 kJ/kg

microbial inactivation
15 - 40 kV/cm 40 - 1000 kJ/kg

Abb. 3.3: Biologische Auswirkungen elektrischer Felder auf Zellen bei typischen Feldstarken und
Energieeintragen [11]
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4 Elektrodenanordnungen

In Simulationsrechnungen wurden die Eignung verschiedener Elektrodenanordnungen und
Ausfuhrungsformen sowie die Auswirkungen von EinflussgroRen wie Leitfahigkeit oder
Dielektrizitatskonstante aber auch von StoérgréRen wie Luftblasen oder Isolationsschichten auf
die Feldausbreitung untersucht. In Abb. 4.1 ist die Feldausbreitung zwischen zwei kreisférmigen
Plattenelektroden mit einer lokalen Luftblase (1 mm stark, 20 mm breit) bei der Elektroporation
im Wasserbad bei einer Elektrodenspannung von 24 kV dargestellt. Im Bereich des Luftspaltes
treten extreme Feldstarketberhohungen auf, die im vorliegenden Simulationsmodell Werte bis
etwa 32 kV/icm (hoher als die elektrische Durchschlagfestigkeit von Luft!) erreichen. Der
Luftspalt fuhrt zu einer Abschattung des E-Feldes, d.h. zu einer drastischen
Feldstarkereduzierung, in den angrenzenden Volumenbereichen. Eine homogene Behandlung
der Probe ist damit nicht mehr gewéahrleistet.

3,9 kvicm E[V/n)]

1.0000e+006
9.0000e+008
8.0000e+005
7.0000e+005
6.0000e+005
5.0000e+0035
4.0000e+005
3.0000e+005
2.0000e+005
1.0000e+005
0.0000e+000

32 kV/cm

2,8 kvV/icm

Abb. 4.1: Feldausbreitung zwischen zwei Plattenelektroden mit einer lokalen Luftblase bei der
Elektroporation im Wasserbad (Metallelektroden, Durchmesser 280 mm, Plattenabstand
80 mm, Elektrodenspannung 24 kV)

Diese Untersuchungen zeigten, dass eine berihrungslose Auslegung der Elektrodenanordnung
bzw. die Elektroporation in der Verpackung technisch nicht realisierbar ist. Schon minimale Luft-
einschlisse fuhren zu starken lokalen Feldiberhéhungen, was die angestrebte Wirkung der
Poration im zu behandelnden Fleisch reduziert und lokal zu unerwiinschten thermischen
Effekten flhren kann. Schlussfolgernd wurden alle Versuche mit Kontaktelektroden oder im
Wasserbad durchgefihrt, wobei auch bei direktem Elektrodenkontakt eine offene
Fleischstruktur mit Lufteinschlissen zwischen den Fleischfasern bzw. Unebenheiten an
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Schnittkanten zu Inhomogenitaten in der Behandlung fihren kénnen.

5 BioPulser |

Das entwickelte EP-Gerat ist ausgefuhrt als kompakter Hochspannungs-Impulsgenerator zur
Durchflihrung von biomedizinischen Laborexperimenten der Elektroporation (siehe Abb. 5.1).

Abb. 5.1: Funktionsmuster Hochspannungs-Impulsgenerator BioPulser |

Der Generator erzeugt aus kapazitiver Energiespeicherung repetierende Hochspannungsimpul-
se, die einen doppelt-exponentiellen Verlauf aufweisen und die in Impulsbreite, Spannungs-
maximalwert und Folgefrequenz variabel bzw. einstellbar sind. Die maximale Impulsspannung
betragt 35 kV, die maximale Pulsenergie 35 J. Bei Entwurf und Aufbau des Gerates wurde er-
hohte Aufmerksamkeit auf die flexible und variable Gestaltung sowohl in der elektrischen
Generatorschaltung als auch im mechanischen Konzept gelegt. Hiermit sollte dem besonderen
Status als Labor- und Versuchsgerat entsprechend Rechnung getragen werden. Die Einhaltung
von Sicherheitsbestimmungen, die Integration von Schutzmafnahmen und die Berlicksichti-
gung der Bedienerfreundlichkeit stellten dabei wesentliche Schwerpunkte dar.

Der Generatorschrank besitzt frontseitig eine verschlieRBbare Glastir, durch die jederzeit eine
Kontrolle der Konfiguration und der Betriebsweise des Generators gegeben und durch die eine
Abanderung des Aufbaus problemlos mdglich ist. Die Einbindung Uber Endschalter in das
Sicherheitskonzept des Geréates gewahrleistet dabei die gebotenen SchutzmalRhahmen.

Die eigentliche Versuchs- und Messanordnung befindet sich in komfortabler Arbeitshéhe inner-
halb der Sicherheits-Prifhaube auf der Oberseite des Impulsgenerators. Der Versuchsplatz
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wurde dabei so gestaltet, dass die Elektroporation sowohl an kleinen Proben unter Nutzung von
zylinderférmigen Probenréhrchen als auch an groRReren flachenartig ausgedehnten Proben
durch Verwendung von speziellen Tellerelektroden durchgefiihrt werden kann.

Direkt in diesem Versuchsbereich sind auch die erforderlichen Messmittel (Spannungsteiler,
Stromsensor) zum Nachweis und zur Kontrolle der durchgefiihrten Impulsbelastung angeord-
net. Die elektrischen Ausgangssignale dieser Messmittel kbnnen an jedem herkémmlichen
Speicheroszilloskop mit geeigneter zeitlicher Auflésung zur Anzeige gebracht werden. Ein der-
artiges Messgerat ist vielfach im Laborbereich bereits vorhanden und somit nicht Bestandteil
des Impulsgenerators.

6 Versuchsreihen zur Elektroporation

In umfangreichen Versuchsreihen wurden die Auswirkungen der Elektroporation bei variieren-
den EP-Parametern auf die Qualitat von Rindfleisch durch Bewertung sensorischer und physi-
kalischer Merkmale untersucht:

- Grillverlust

- pH-Wert

- ay-Wert

- elektrische Leitfahigkeit

- Aufschlussgrad

- Scherkraft

- Farbe

- Textur

- Zartheit

- Saftigkeit

- Aroma und Geschmack

- Gesamteindruck
Erste Versuche lieRen keine eindeutigen Aussagen Uber die Wirksamkeit der Elektroporation im
Bezug auf die Fleischzartheit zu. Hinsichtlich der sensorische Eigenschaften waren die mit
einer héheren Anzahl an Impulsen behandelten Fleischproben geringfligig besser zu beurteilen.
Die Versuche deuteten darauf hin, dass der Erfolg der Elektroporation und die Erreichung guter
sensorischer Eigenschaften speziell bei Rindfleisch stark vom Reifegrad des Fleisches
abhangig sind. Aus diesem Grund wurden weitere umfangreiche Versuche unternommen,
verschieden gereiftes Rindfleisch zu behandeln. Auch in diesen Versuchsreihen konnten nur in
begrenztem Umfang Hinweise auf die Verbesserung der Zartheit des rohen Rindleisches
ermittelt werden. Exemplarisch sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 die Ergebnisse einer
Versuchsreihe zur EP-Behandlung von Rindfleisch zusammen gefasst.
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Tabelle 1: Aufstellung der Parameter und Messergebnisse fur Rindfleisch (Roastbeef, roh)

Versuch/ Fleisch

Elektroporationsparameter

Masse

pH-Wert

(c) fzmb 2009

www.fzmb.de, 25.06.2009

Nr. Feld-starke | Impulse | Impulsfrequenz | Kondensatorkapazitat spezif. Energieeintrag L* a* b*
kvicm Hz pF kJ/kg g mS/cm
1/1A 1 50 5 2 0,355 83,9 5,83 0,942 | 15,9 | 32,74 | +16,73 | +5,36
1/18B - - - - - 88,9 5,62 0,951 | 20,4 | 35,35 | +15,89 | +5,89
1/5A 1 50 5 2 0,355 82,9 5,87 - 16,8 | 32,27 | +15,85 | +4,57
1/5B - - - - - 66,0 5,69 - 15,2 | 33,81 | +15,24 | +4,23
1/8A 1 50 5 2 0,355 64,5 5,85 0,940 | 15,4 | 34,36 | +15,53 | +5,06
1/8B - - - - - 66,3 5,78 0,952 | 18,8 | 32,39 | +14,64 | +4,56
2/11A 2 50 5 2 1,42 84,2 5,80 0,956 | 16,9 | 31,12 | +14,74 | +3,44
2/11B - - - - - 79,6 5,81 0,954 | 17,4 | 30,95 | +15,73 | +2,47
2/15A 2 50 5 2 1,42 83,2 5,68 - 16,6 | 33,22 | +14,39 | +4,16
2/15B - - - - - 91,3 5,72 - 14,3 | 35,55 | +12,05 | +3,59
2/18A 2 50 5 2 1,42 79,7 5,88 0,957 | 15,7 | 31,76 | +15,04 | +4,00
2/18B - - - - - 84,1 5,86 0,940 | 14,9 | 30,51 | +15,61 | +2,31
3/21A 3 50 5 2 3,20 111,0 591 0,949 | 16,1 | 33,94 | +14,42 | +4,28
3/21B - - - - - 83,4 5,93 0,953 | 16,2 | 29,77 | +16,63 | +3,88
3/25A 3 50 5 2 3,20 62,6 5,74 - 15,1 | 31,31 | +14,14 | +3,31
3/25B - - - - - 71,1 5,74 - 17,1 | 33,68 | +12,74 | +3,59
3/28A 3 50 5 2 3,20 94,2 5,79 0,951 | 16,3 | 32,21 | +17,59 | +3,53
3/28B - - - - - 85,1 5,82 0,952 | 15,7 | 34,27 | +13,98 | +2,56
4/31A 1 200 5 2 1,42 73,9 5,66 0,955 | 15,3 | 40,85 | +17,33 | +8,29
4/31B - - - - - 78,2 5,63 0,955 | 18,8 | 38,48 | +14,27 | +5,60
4/35A 1 200 5 2 1,42 91,1 5,66 - 17,2 | 41,92 | +15,22 | +7,03
13




4/35B - - 119,2 5,77 - 17,7 | 39,28 | +14,69 | +6,67
4/38 A 200 1,42 37,6 564 | 0,959 | 12,7 | 43,42 | +12,74 | +5,74
4/38B - - 56,2 5,59 0,965 | 15,0 | 41,43 | +11,47 | +4,03
5/41A 200 5,69 83,2 5,68 0,978 | 18,6 | 39,86 | +13,07 | +5,11
5/41B - - 104,8 5,80 0,973 | 19,8 | 39,80 | +15,21 | +6,69
5/45A 200 5,69 109,1 5,82 - 18,9 | 39,99 | +13,96 | +5,71
5/45B - - 81,1 5,77 - 17,7 | 39,63 | +13,59 | +6,29
5/48 A 200 5,69 81,5 5,70 0,984 | 18,8 | 41,43 | +11,52 | +3,67
5/48B - - 116,6 574 10971 | 19,0 | 39,01 | +14,38 | +5,33
6/51A 200 12,8 83,2 5,78 0,970 | 18,3 | 40,35 | +14,45 | +5,25
6/51B - - 109,2 5,72 0,942 | 17,9 | 40,49 | +15,98 | +7,14
6/55A 200 12,8 82,4 5,77 - 18,3 | 40,07 | +14,72 | +2,86
6/55B - - 84,5 5,82 - 18,9 | 39,66 | +14,32 | +4,98
6/58 A 200 12,8 80,4 574 |[0,968 | 17,1 | 42,00 | +13,88 | +6,19
6/58 A - - 84,8 5,81 0,960 | 18,6 | 41,18 | +14,85 | +6,24
14
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Tabelle 2: Aufstellung der Parameter, Messergebnisse und sensorischen Bewertung fur Rindfleisch (Roastbeef, zubereitet)

Versuch/ . Masse Masse Diff. Grill- pH- aw- .
Fleisch Elektroporationsparameter roh gegrillt Gewicht  verlust Wert Wert Sensorik
NI F?Id- Im- Impuls- Kondentc.?t ESnF)et?rZ]I;- Zar_t- Saft_ig- Ar(;)gia/ c?::
starke | pulse | frequenz | orkapazitét eintrag heit keit schmack druck
kVicm Hz uF kJ/kg g g g %
1/2A 1 50 5 2 0,355 96,1 66,5 29,6 30,8 6,09 | 0,943 4,8 4,2 4.4 4.4
1/2B - - - - - 86,0 61,9 24,1 28,0 6,09 | 0,944 4.8 4,2 4.4 4,6
2/12A 2 50 5 2 1,42 81,4 55,1 26,3 32,3 6,22 | 0,941 50 4,2 4.4 4,6
2/128B - - - - - 65,4 40,2 25,2 38,5 6,16 | 0,946 50 3,6 4,0 4,2
3/22A 3 50 5 2 3,20 80,4 57,0 23,4 29,1 6,18 | 0,950 50 4,6 4.4 4.4
3/22B - - - - - 89,7 67,0 22,7 25,3 6,03 | 0,949 50 4,8 4,4 4,4
4/32A 1 200 5 2 1,42 87,5 54,8 32,7 37,4 6,23 | 0,949 4,4 4,2 4,8 4,3
4/32B - - - - - 81,1 51,4 29,7 36,6 6,18 | 0,948 52 4.8 4.8 4,6
5/43A 2 200 5 2 5,69 93,6 65,2 28,4 30,3 6,25 | 0,950 54 52 4,8 4,8
5/43B - - - - - 97,5 72,9 24,6 25,2 6,17 | 0,951 4,6 4,2 4,2 4,1
6/53A 3 200 5 2 12,8 114,6 72,7 41,9 36,6 6,14 | 0,952 5,0 4,2 4.8 4,7
6/53B - - - - - 98,7 63,0 35,7 36,2 6,17 | 0,950 4,6 4,0 4,2 4,0
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Diese Ergebnisse standen im Gegensatz zu den vorliegenden Erfahrungen aus der Behand-
lung anderer Fleischsorten oder aus der Behandlung von Pflanzenbestandteilen als auch im
Gegensatz zu Veroffentlichungen, in welchen die Verbesserung der Zartheit von Rindfleisch
durch Elektroporation beschrieben wird [21]. Entsprechend kritisch wurden diese Ergebnisse
Uberprift. In zusatzlichen Versuchsreihen mit anderen Fleischsorten und Pflanzenbestand-
teilen wurden das experimentelle Setup und die verwendeten Analysemethoden lberprift.
Hier konnte die zu erwartende Wirkung der Elektroporation eindeutig nachgewiesen und die
Eignung des experimentellen Setups und der verwendeten Analysemethoden bestatigt
werden.

Die Wirkung der Elektroporation ist stark von dem zu behandelnden Rohstoff abhéngig. Dies
verdeutlicht eine Versuchsreihe, in welcher Rindfleisch, Schweinefleisch, Apfel und
Kartoffeln bei gleichem Energieeintrag behandelt und der erzielte Aufschlussgrad analysiert
wurde. In Tabelle 3 sind die in dieser Versuchsreihe verwendeten EP-Parameter und in
Tabelle 4 der resultierende Aufschlussgrad zusammen gefasst.

Tabelle 3: Parametereinstellungen bei der vergleichenden EP-Behandlung von Rindfleisch,

Schweinefleisch, Apfel und Kartoffeln

spezif.

Energie-
eintrag
kJ/kg

elektrische Impuls- Kondensator- | Energie je
Versuch Feldstarke Impulse frequenz kapazitat Impuls

kV/cm Hz nkF J

Rindfleisch, 2 Jahre alte Mutterkuhférse, Fleisch vom Hals, 48 Stunden alt
mittlere EP 4 24 1 19,1 0,1528 6
starke EP 8 30 1 19,1 0,6 15
Schweinefleisch, handelsublicher Schweinerticken
mittlere EP 4 17 1 19,1 0,44 6
starke EP 6,7 15 1 19,1 1,2 15
Apfel, Sorte Gala
mittlere EP 4 24 1 19,1 0,1528 6
starke EP 8 15 1 19,1 0,6 15
Kartoffel, Sorte Krone
mittlere EP 4 22 1 19,1 0,34 6
starke EP 8 16 1 19,1 1,14 15
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Tabelle 4: Aufschlussgrad der mittleren Elektroporation (Rindfleisch) in %

Aufschlussgrad der Proben Mittelwert und Spannweite (*)

Rohstoff Messung dreier Wiederholungen
mittlere EP starke EP

Rindfleisch 1 15,1 (14,5-15,6%) 11,7 (10,5-14,0%)
Rindfleisch 2 15,2 (14,7-16,1%) 4,3 (1,0-9,3%)
Rindfleisch 3 11,3 (10,9-12,0%) kein Effekt messbar
Schweinefleisch 1 8,5 (1,7-14,1%) 16,3 (14,5-21,4%)
Schweinefleisch 2 17,8 (10,1-27,2%) 7,6 (1,1-10,9%)
Schweinefleisch 3 19,2 (8,6-28,1%) 32,2 (26,6-32,7%)
Apfel 1 63,9 (63,5-64,3%) 62,1 (61,9-62,2%)
Apfel 2 55,7 (55,3-56,2%) 69,6 (69,5-69,8*)
Apfel 3 61,9 (61,8-62,0%) 74,4 (74,1-74,8%)
Kartoffel 1 75,5 (75,0-76,0%) 62,5 (62,4-63,3*)
Kartoffel 2 79,7 (79,4-80,1%) 71,9 (71,1-72,4%)
Kartoffel 3 67,0 (66,4-67,8%) 65,0 (64,9-65,6%)

7 Zusammenfassung

In dem hier auszugsweise vorgestellten Vorhaben wurden sowohl technische als auch
anwendungsbezogene Aspekte der Elektroporation untersucht.

In Simulationsrechnungen wurden die Eignung verschiedener Elektrodenanordnungen und
Ausfuhrungsformen sowie die Auswirkungen von EinflussgroRen wie Leitfahigkeit oder
Dielektrizitatskonstante aber auch von Stérgréf3en wie Luftblasen oder Isolationsschichten
auf die Feldausbreitung untersucht. Diese Untersuchungen zeigten, dass eine berihrungs-
lose Auslegung der Elektrodenanordnung bzw. die Elektroporation in der Verpackung tech-
nisch nicht realisierbar ist. Schon minimale Lufteinschlisse flihren zu starken lokalen Feld-
Uberhbhungen, was die angestrebte Wirkung der Perfussion im zu behandelnden Fleisch
reduziert und lokal zu unerwiinschten thermischen Effekten fiihren kann.

Das entwickelte EP-Gerat ist ausgefuhrt als kompakter Hochspannungs-Impulsgenerator
und geeignet zur Durchfiihrung von biomedizinischen Laborexperimenten. Der Generator
erzeugt aus kapazitiver Energiespeicherung repetierende Hochspannungsimpulse, die einen
doppelt-exponentiellen Verlauf aufweisen und die in Impulsbreite, Spannungsmaximalwert
und Folgefrequenz variabel bzw. einstellbar sind. Die maximale Impulsspannung betragt
35 kV, die maximale Pulsenergie 35 J. Bei Entwurf und Aufbau des Gerates wurde erhthte
Aufmerksamkeit auf die flexible und variable Gestaltung sowohl in der elektrischen Genera-
torschaltung als auch im mechanischen Konzept gelegt. Hiermit sollte dem besonderen
Status als Labor- und Versuchsgerat entsprechend Rechnung getragen werden.

Die Untersuchungen richteten sich auf verschiedene Parameter im Gesamtkontext einer Ver-
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besserung der Fleischqualitat durch die Anwendung von pulsierenden elektrischen Feldern.
Im Mittelpunkt der Untersuchungen stand die Anwendung der Elektroporation zur Verbes-
serung der Fleischqualitat, hier insbesondere der Zartheit, von Rindfleisch. Hierzu wurden in
zahlreichen praktischen Untersuchungen die Wirkungen der Elektroporation auf unterschied-
liche Fleischsorten und Fleischteilstiicke durchgefihrt. Die sensorischen Veranderungen der
jeweiligen Fleischstlicke standen dabei ebenso im Zentrum der Betrachtungen, wie auch die
physikalischen und biotechnologischen Besonderheiten der Materialien. Die durchgefiihrten
Untersuchungen lieBen keine eindeutigen Aussagen uber die Wirksamkeit der Elektropora-
tion im Bezug auf die Fleischzartheit bei Rindfleisch zu. In zusatzlichen Versuchsreihen mit
anderen Fleischsorten und Pflanzenbestandteilen wurden das experimentelle Setup und die
verwendeten Analysemethoden Uberprift. Hier konnte die zu erwartende Wirkung der
Elektroporation eindeutig nachgewiesen und die Eignung des experimentellen Setups und
der verwendeten Analysemethoden bestétigt werden. Erste Ansatze fur eine Erklarung der
stark abweichenden Wirkung der Elektroporation in Abhangigkeit von der Zellart wurden im
Vorhaben in Form einer Analyse der Unterschiede zwischen pflanzlichen und tierischen
Zellen erarbeitet. Hinsichtlich der wissenschaftlichen Bearbeitung der hier dargestellten
Erkenntnisse besteht tiber das Vorhaben hinaus erheblicher Forschungsbedarf.

Uber die Anwendung bei Rindfleisch hinaus ist das Verfahren sehr wohl als Technologie im
Lebensmittelsektor aber auch als Aufschlussverfahren in der Analytik einsetzbar. Eine Uber-
fuhrung der Technologie in den Produktionsprozess setzt weiterfihrende Applikationsent-
wicklungen voraus. Insbesondere die Anwendung der Elektroporation bei der Probenvorbe-
reitung in der Analytik ist ein Ansatz, dessen Potential und Einsatzmdglichkeiten am fzmb
weiter untersucht werden.
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