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1 Einleitung

Die Beliebtheit von Geflugelfleisch ist gro3: In den letzten drei Jahrzehnten (1990 bis 2020) ist
das weltweite Produktionsvolumen von Geflugelfleisch um 87,7 Millionen Tonnen gestiegen
(Windhorst, 2020). Auch in Deutschland steigt seit 2012 der pro Kopf Verbrauch kontinuierlich
an (Bundesanstalt fir Landwirtschaft und Erndhrung, 2020a) und zwar hauptsachlich durch
Hahnchenfleisch (Bundesanstalt fur Landwirtschaft und Ernahrung, 2020b). Einen
wesentlichen Anteil an dieser Entwicklung hat der Handel mit Gefligelverarbeitungsprodukten,
wie Geflugelbrihwirsten, Gefliigelsalami oder anderen Geflligelerzeugnissen. So wurden im
Jahr 2016 rund 1.200 Tonnen Gefligelwurst gekauft und dies allein im Bio-Sektor (AMI-
Auswertung des GfK-Haushaltspanels aus Schlussbericht "Analyse des Bio-Gefligelmarktes",
Schaack et al., 2018).

Die Herstellung dieser Produkte beginnt mit der Schlachtung von Geflligel, bei der im Zuge
der Zerlegung Teilsticke aus Muskulatur, Fett- und Bindegewebe sowie Knochen entstehen.
Die zunehmende Automatisierung der Schlacht- und Verarbeitungsprozesse fur Nutzgefligel
fuhrte zur Entwicklung von maschinellen Zerlegungs- und Entbeinungstechnologien (Stiebing,
1998; Barbut, 2002, 2015; Horn und Langen, 2017). Interessant ist ein Einsatz dieser
Technologien insbesondere zur Entbeinung von Teilstlicken, fir die eine manuelle
Bearbeitung nicht wirtschaftlich erscheint (Barbut, 2002, 2015). Hierbei werden die Gewebe
zumeist unter Druck vom Knochen getrennt: Bei den gebrauchlichsten Trenntechnologien
werden Weichgewebe wie Muskulatur und Fett in sogenannten Separatoren durch perforierte
Metalloberflachen gepresst, wahrend harte bzw. zdhe Gewebe wie Knochen und
Bindegewebe zurlckbleiben (Barbut, 2015). Je nach Art der Teilstlicke, Bauart und
Prozesseinstellung der Maschinen entstehen Erzeugnisse unterschiedlicher Qualitat.
Werden als Ausgangsmaterial nicht-entbeinte Teilsticke verwendet, entsteht sogenanntes
Geflugelverarbeitungsfleisch. Eine Qualitatsklassifizierung dieses Produktes kann anhand
mehrerer Kriterien vorgenommen werden. Dazu gehdren Strukturveranderungen, Gehalt an
Fremdgeweben (Knochen, Haut, Organe), BEFFE- und Kalziumgehalte. Im Wesentlichen
sollten die Produktqualitdten denen von Hackfleisch entsprechen. Der Bundesverband der
Deutschen Geflugelschlachtereien e. V. (2017) hat in einer Leitlinie Anforderungen
zusammengestellt, die fir Produkte mit hervorhebenden Hinweisen Uber die geltenden
Regelungen der Leitsatze fir Fleisch und Fleischerzeugnisse (2015) hinaus weitere
Qualitatsaspekte fur Gefligelverarbeitungsfleisch auffiuhrt. Hierzu gehoért der Gehalt an
Knochenpartikeln.

Durch unterschiedliches Ausgangsmaterial und unterschiedliche maschinelle Prozesse
kénnen die Knochenpartikel- und Kalziumgehalte von Verarbeitungsfleisch nicht unerheblich

schwanken. Die vorliegende Arbeit untersucht daher, ob anhand des Knochenpartikel- und



Einleitung

Kalziumgehaltes eine Qualitatsklassifizierung von Verarbeitungsfleisch mdéglich ist und ob
Empfehlungen fur eine Minimierung gegeben werden kénnen. Gleichzeitig wird untersucht,
welche Nachweismethodik und welche Prifparameter sich flr eine effiziente Laboranalytik und
valide Qualitatsvergleiche eignen.

Dementsprechend wurden in Gefligelverarbeitungsfleischproben aus 5 Betrieben chemisch-
analytisch Knochenpartikel- und histologisch Kalziumgehalte bestimmt. Ebenso wurde die
Methodik des histologischen Knochenpartikelnachweises fir qualitative, quantitative und

planimetrische Auswertungen teilautomatisiert und auf ihre Aussagekraft Gberpruft.
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2 Literatur
2.1 Verarbeitungsfleisch vom Geflugel

2.1.1 Definition

Verarbeitungsfleisch ist Fleisch, welches fir die ,Verarbeitung® zu Fleischerzeugnissen
vorgesehen ist. Eine gesonderte rechtliche Definition liegt nicht vor, so dass die allgemeine
Fleischdefinition gemafl Anh. | Nr. 1.1 der VO (EG) Nr. 853/2004 Giltigkeit besitzt. Diese
umfasst alle genielbaren Teile von Gefliigel und anderen genannten Tieren, einschlief3lich
Blut. Fur die Herstellung von Fleischerzeugnissen gelten ferner die Leitsatze fur Fleisch und
Fleischerzeugnisse (2015), welche nach Abschn. 1 Nr. 1.1 ,bei der gewerbsmafigen
Herstellung von Fleischerzeugnissen® (...) ,unter ,Fleisch® nur Skelettmuskulatur mit
anhaftendem oder eingelagertem Fett- und Bindegewebe sowie eingelagerten Lymphknoten,
Nerven, Gefalen und Schweinespeicheldrisen verstehen. Darlber hinaus wird der
Fleischbegriff fur die Lebensmitteletikettierung auf ,Skelettmuskeln von Tieren der Arten
~Saugetiere* und ,Vogel“, die als flir den menschlichen Verzehr geeignet gelten, mitsamt dem
wesensgemald darin eingebetteten oder damit verbundenen Gewebe® eingeschrankt, wobei
fir Fett- und Bindegewebsgehalte Obergrenzen definiert werden. Ferner existieren weitere
Definitionen fur Fleisch, die beispielsweise auch den Ablauf der postmortalen Veranderungen
einschlieen (Honikel & Schwagele, 1998).

Obwohl Verarbeitungsfleisch prinzipiell unterschiedliche Zerkleinerungsgrade aufweisen kann,
werden die Begriffe ,3-Millimeter-Fleisch“ oder ,Baader-Fleisch® oft synonym verwendet
(Hildebrandt & Kdpernik, 2007).

2.1.2 Anforderungen und Qualitatskriterien

2.1.21 Grundlegende Anforderungen

Grundvoraussetzung fur das Inverkehrbringen und Verwenden von Verarbeitungsfleisch ist
dessen Genusstauglichkeit: Ohne Genusstauglichkeits- und entsprechende
Identitatskennzeichnung darf ein Lebensmittelunternehmer seine Waren gemaf Art. 5 Abs. 1
VO (EG) Nr. 853/2004 nicht in Verkehr bringen. Die Verwendung einer solchen
Kennzeichnung ist lediglich Betrieben gestattet, die gemaf Art. 4 Abs. 2 der VO (EG) Nr.
853/2004 ordnungsgemal} zugelassen wurden.

Weiterhin muss Gefllgelfleisch und somit auch Gefliigelverarbeitungsfleisch bei der
Herstellung grundséatzlich auf 4 Grad Celsius oder tiefer abgekihlt und bei dieser Temperatur
gelagert werden. Alternativ kann es zur Lagerung unmittelbar nach der Herstellung bei einer
Kerntemperatur von héchstens -18 Grad tiefgefroren werden (Kap. Ill Nr. 1 und 2 der VO (EG)
Nr. 853/2004; Barbut, 2015).
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Fir die Verwendung von Verarbeitungsfleisch in Fleischzubereitungen hat das
Verarbeitungsfleisch gem. Anh. | Nr. 1.15 der VO (EG) Nr. 853/2004 zusatzlich die
Anforderungen fir frisches Fleisch zu erflllen. Folglich darf es laut Anh. | Nr. 1.10 der VO (EG)
Nr. 853/2004 lediglich gekuhlt, gefroren oder schnellgefroren vorliegen. Tiefgefrorenes Fleisch
ist dabei im Voraus zu entbeinen (Anh. Ill Abschn. V Kap. Ill Nr. 2 a) der VO (EG) Nr.
853/2004). Den Entbeinungsprozess beschreibt Davies (2004) als das Herauslosen des
Knochens aus einem Fleischteilstuck.

Verarbeitungsfleisch darf fur den Einsatz in Fleischzubereitungen auch aus
Fleischabschnitten, die beim Zerlegen angefallen sind, hergestellt werden (Anh. IIl Abschn. V
Kap. Ill Nr. 2 c) i) der VO (EG) Nr. 853/2004), allerdings nur, sofern diese zur Durcherhitzung
bestimmt sind. Fleischzubereitungen durfen zudem nur so zerkleinert werden, dass die innere
Muskelfaserstruktur des Fleisches und die Merkmale von frischem Fleisch erhalten bleiben
(Anh. I Nr. 1.15 der VO (EG) Nr. 853/2004).

Bestimmte Materialien, die als Nebenprodukte der Schlachtung anfallen, durfen explizit nicht
verwendet werden. Dazu zahlen beim Gefligel Kopf, Speiserdhre, Kropf, Eingeweide und
Geschlechtsorgane. Die zusatzlichen Anforderungen, die fir Hackfleisch gelten, muss
Verarbeitungsfleisch jedoch auch bei entsprechender Zerkleinerung nicht erflllen.
AnschlielRend muss das Fleischprodukt unmittelbar nach der Herstellung verpackt werden.
Die LMIV sowie die Leitsatze fir Fleisch und Fleischerzeugnisse (2015) formulieren dariber
hinaus Qualitatskriterien in Bezug auf Fleisch fur die Deklaration des Endprodukts. So hat
Geflugelfleisch grundsatzlich einen maximalen Fettanteil von 15% und einen maximalen
Kollagengehalt im Fleischeiweil® (errechnet aus dem Hydroxyprolingehalt) von 10% nicht zu
Uberschreiten. Andernfalls ist die Deklaration mit der Zutat Fett oder Bindegewebe
entsprechend anzupassen, sofern alle anderen Anforderungen fur Fleisch erfullt werden (Anh.
VIl Teil B Nr. 17 der VO (EG) 1169/2011). Spezifischere Analysewertanforderungen sind in
den Leitsatzen je nach Produkt gesondert aufgefuhrt.

Wahrend des Herstellungsprozesses sind zudem mikrobiologische Kriterien einzuhalten. Bei
Geflugel hat der Lebensmittelunternehmer durch Eigenkontrollen zu gewahrleisten, dass in
Schlachtkérpern und Fleischerzeugnissen in 25 g keine Salmonellen oder Listerien
nachweisbar sind (Anh. I der VO (EG) Nr. 2073/2005). Sofern das Verarbeitungsfleisch in einer
Fleischzubereitung verwendet wird, darf entsprechend auch Escherichia coli als Indikatorkeim
fur fakale Kontamination nur in geringen, definierten Maflen nachgewiesen werden (n=5, c=2,
m=500 KbE/g oder cm?, M=5000 KbE/g oder cm?).

2.1.2.2 Spitzenqualitat

Fir Fleischerzeugnisse existieren nach den Leitsatzen flr Fleisch und Fleischerzeugnisse
(2015) drei Qualitatsstufen. Dazu zahlen die einfache Qualitat, die Standard-Qualitat und die

10
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Spitzenqualitat (Leitsatze fiur Fleisch und Fleischerzeugnisse, 2015; Horn & Langen, 2017).
Der Bestimmungszweck der Leitsatze ist dabei die Niederschrift der Verkehrsauffassung, auf
die sich alle an der Lebensmittelwirtschaft Beteiligten geeinigt haben. Rechtlich haben sie den
Stellenwert eines Expertengutachten inne.

Der Verbraucher verbindet mit einer entsprechenden Aufmachung und Kennzeichnung
bestimmte wertgebende Eigenschaften. Bei Produkten der Spitzenqualitat werden besonders
ausgewahlte Rohstoffe und ein hoher Anteil hochwertiger Zutaten (z.B. hoher Anteil
Skelettmuskulatur, geringer Anteil Bindegewebe) erwartet. Dieses ist entsprechend in den
Leitsatzen fur Fleisch und Fleischerzeugnisse (2015) niedergelegt. Darin heif3t es in Abschnitt
Nr. 2.12: ,Fleischerzeugnisse mit hervorhebenden Hinweisen wie Spitzenqualitat,
Delikatess-, Feinkost-, Gold-, prima, extra, spezial, 1a, ff oder dgl. oder in besonders
hervorhebender Aufmachung (z. B. goldfarbene Hille) unterscheiden sich von den unter der
betreffenden Bezeichnung des Lebensmittels sonst Uiblichen Fleischerzeugnissen, abgesehen
von hohem Genusswert, durch besondere Auswahl des Ausgangsmaterials, keine
Verarbeitung von Separatorenfleisch oder manuell oder auf andere Art vom Knochen
gewonnenem Restfleisch sowie insbesondere durch héhere Anteile an Skelettmuskulatur.
Ferner hat der Anteil an bindegewebseiweil}freiem Fleischeiwei} in der chemischen
Untersuchung bei solchen Produkten um ein Zehntel héher zu sein, als in herkémmlichen
Produkten. Ebenfalls darf das bindegewebseiweillfreie Fleischeiweily im Fleischeiweil} in
Geflugelprodukten nicht geringer als 90% sein. Diese Voraussetzung findet sich ebenfalls im
Leitfaden fur die ,Anforderungen an die Qualitdt von maschinell unter Druckanwendung
gewonnenem Fleisch zur Herstellung von Geflugelfleischprodukten mit hervorhebenden
Hinweisen“ des Bundesverbands der Geflligelschlachtereien e. V. (2017) wieder. Dort wurde
zusatzlich festgelegt, dass ein Kalziumgehalt von mehr als 200 mg/kg zum Ausschluss des
Rohstoffes fiir die Herstellung von Fleischerzeugnissen der Kategorie Spitzenqualitat fuhrt. Als
histologische Parameter wurden ein feststellbarer Muskelabrieb von maximal 35%, im Mittel
von 20%, festgelegt sowie Knochenpartikel, die nur vereinzelt vorkommen dirfen. Bei
Geflugelhaut wird zwischen den Ausgangmaterialien Putenunterkeulenfleisch und
Gabelbeinfleisch unterschieden: Letzteres darf keine Gefligelhaut aufweisen, ersteres nur
vereinzelt. SchlieRlich wird die Bewertung durch eine sensorische Komponente erganzt, die
besagt, dass der Zerkleinerungsgrad nicht Uber denjenigen von Hackfleisch hinausgehen soll.
Eine Auslobung von Produkten mit dem Pradikat Spitzenqualitat ist ein freiwilliges
Kennzeichnungselement des Lebensmittelunternehmers. Sobald dieser entsprechend
auslobt, muss das Verbot der Irrefhrung geman Art. 36 der VO (EG) Nr. 1169/2011 beachtet

werden.
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2.1.3 Herstellung

2.1.3.1 Ausgangsmaterial

Nach der Schlachtung eines Masthahnchens und der Herrichtung des Schlachtkérpers wird
dieser in Teilsticke zerlegt. Aufgrund der technologischen Entwicklung erfolgt die Zerlegung
von Gefllgelschlachtkérpern in modernen Anlagen mit Hilfe automatisierter Zerlegelinien, die
pro Linie mehr als 6.000 Tiere pro Stunde verarbeiten kdnnen (Barbut, 2002). Es gibt
unterschiedliche Zerteilungsmdglichkeiten, die zu unterschiedlichen Teilsticken fihren. Bei
der Vermarktung von Gefllgelteilsticken an Endverbraucher ist der Lebensmittelunternehmer
entsprechend Art. 1 Abs. 2 der VO (EG) Nr. 543/2008 an definierte Schnittflhrungen
gebunden. Eine mdgliche Zerteilung des Schlachtkdrpers ist in Abbildung 1 exemplarisch
beschrieben. Dagegen ist der Hersteller von Verarbeitungsfleisch fir weiterverarbeitende
Fleischbetriebe beim Zuschnitt der Teilsticke nicht an die Regelungen der o.g. Verordnung
gebunden, da diese nicht an den Endverbraucher vermarktet werden. Insbesondere
Zuschnitte, die wenig Fleisch liefern und deren Fleischertrag die Personalkosten fir ein
Entbeinen von Hand nicht rechtfertigen, werden zu Verarbeitungsfleisch verarbeitet (Barbut,
2002, 2015). Dabei werden die Teilstiicke haufig maschinell entfleischt (Sams, 2001; Barbut,
2002). Als Ausgangsmaterial kommt jedes noch nicht entbeinte Teilstick wie Hals, Fltgel,
Ricken, Gabelbeine, Schulter mit Rickenanteilen 0.a. in Betracht. Zudem konnen auch
knochenlose Teile wie Filetabschnitte (,Trimmings“) und Uberzahlige Filetzuschnitte
verwendet werden.

Der Zuschnitt von Puten ist dagegen weniger automatisiert und so kommt es zu deutlich mehr
manuellen Zerteilungsschritten. Als primares Teilstiick zur Herstellung von mechanisch
getrenntem Fleisch fallen hier Unterschenkel sowohl von mannlichen als auch von weiblichen
Tieren an. Diese werden zunachst abgesetzt, maschinell entbeint und daraufhin in einem
Bandseparator passiert, um verknécherte Sehnen und Haut zu entfernen (Horn & Langen,
2017).

12



Literatur

r
Ganzer Schlachtkérper
eines Masthahnchens

‘ Vorderhélfte Unterer Riicken Ganzer Flugel Bein
' 2 FlsElE Fligel ohne  Oberschenkel
HEHIESE | 1. Fligelglied Unterschenkel

Brustkappe Oberer Riicken
{mit Trimmings)

Mittelfligel Oberarm

Abbildung 1 - Zerteilung eines Masthdhnchens innerhalb der Schlachtlinie (Beispiel), eigene
lllustration
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2.1.3.2 Maschinelles Entfleischen

Das maschinelle Trennen von Fleisch und Hartgeweben (Knochen, Knorpel, Sehnen) erfolgt
mit Hilfe von Separatoren. Die ersten Separatoren fiur Geflligelfleisch, welche als Entbeiner
(,Deboner®) bezeichnet wurden, tauchten in den spaten 1950er Jahren auf (Field, 2004). In
dieser Zeit stieg die Beliebtheit von verarbeiteten Geflugelprodukten rasch an (Froning, 1981).
Das Prinzip dieser Entbeiner bestand darin, dass Teilstiicke bestehend aus Knochen und
Muskelfleisch mit Driicken von bis zu 200 bar gegen eine perforierte Oberflache gepresst
wurden, so dass das Muskelfleisch die Locher passierte und damit vom Knochen getrennt
wurde (Bauer, 2013a). Bei diesem Vorgang kénnen auch Teile der Knochen, sofern sie die
LochgroRRe unterschreiten, mit in das Endprodukt gelangen. Der entsprechende Anteil an
Knochenpartikeln ist umso hoher, je starker die Teilsticke beim Trennprozess zerkleinert
werden (BfR, 2006). Knochenmark kann aufgrund seiner weichen Struktur die Locher
ebenfalls passieren (Serum et al., 1986; Field, 1999).

Die Entbeiner wurden in zwei Kategorien eingeteilt und zwar in solche, die das Muskelfleisch
von innen nach aufen pressen, und solche, die es von auf’en nach innen pressen (Froning,
1981).

Heutzutage existieren auf dem Markt primar Schnecken-, Kolben- und Bandseparatoren
(Barbut, 2002, 2015).

Endless Screw

Raw material before Separation
separation filter

Raw material Bone waste
after separation

Abbildung 2 — Schema eines Schneckenseparators, Ausgangsmaterial definierter Gré3e
wird in einer rotierenden Schnecke verdichtet, so dass sich kontinuierlich Druck aufbaut.
Dieser sorgt dafiir, dass das Material gegen einen Separationsfilter gepresst und weiche
Bestandteile diesen passieren kénnen. Das (libriggebliebene stark knochenhaltige
Material wird durch eine separate Offnung abgeleitet. Abbildung iibernommen aus EFSA
Bericht (European Food Safety Authority (EFSA), 2013)
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Bei Schneckenseparatoren (s. Abbildung 2) wird das Ausgangsmaterial zuerst durch einen
Knochenschneider auf eine bestimmte Maximallange gebracht. Daraufhin gelangt es in eine
rotierende Schnecke, welche das Material transportiert, verdichtet und den erforderlichen
Abpressdruck aufbaut. Dieser steigt mit dem Férderweg kontinuierlich an, bis er am Ende der
Strecke den gewlinschten Wert erreicht hat. Am Ende der Schnecke wird diese von einem mit
Léchern versehenen Zylinder umgeben, welcher durch die Grélie seiner Lécher Fleisch- und
Fettgewebe, aber kaum Hartgewebe wie Knochen, Knorpel- oder Bindegewebe passieren
lasst (Barbut, 2002; Bauer, 2013a; Barbut, 2015). Knochenrtickstande werden Gber Schieber-
oder Ringklappendéffnungen ausgeworfen (Stiebing, 1998).

Linear Separator

Raw material
before separation

Separation Bone waste Raw material after
filter separation

Abbildung 3 — Schema eines Kolbenseparators, Ausgangsmaterial definierter Grél3e wird
durch einen Fiilltrichter in den Hohlraum eines Zylinders verbracht. In diesen Hohlraum féhrt
ein passender Kolben, welcher einen definierten Druck innerhalb des Hohlraums aufbaut.
Dem Druckgefélle folgend bewegt sich das weichere Material durch einen Separationsfilter
aus einer Offnung. Nach Abschluss des Vorgangs wird das knochenreiche Restmaterial
ausgestol3en. Abbildung lbernommen aus EFSA Bericht (European Food Safety Authority
(EFSA), 2013)

Kolbenseparatoren (s. Abbildung 3) funktionieren auf ahnliche Weise. Haufig findet auch hier
eine Begrenzung der KnochengroRe dadurch statt, dass ein Knochenschneider das
Ausgangsmaterial auf einen bestimmten Maximalwert zerteilt. Das so zerkleinerte Material
gelangt daraufhin in einen Hohlzylinder und wird von einem hydraulisch betriebenen Kolben
gegen eine I6chrige Oberflache gepresst, durch welche wiederum das fleisch- und fetthaltige
Material nach aufen geleitet wird. Das im Innern des Zylinders verbliebene Material kann
danach ausgestof3en werden (Stiebing, 1998; Field, 2004; Barbut, 2015). Laut Koolmees
(1986) und Josefowitz (2008) produzieren solche pressenden Separatoren tendenziell

niedrigere Knochenpartikelgehalte als Schneckenseparatoren.
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Belt Technology
Cylindrical Raw material
filter before separation
Pressure \ ’li ¥ _‘l’ ‘l',
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Bone waste | Raw material
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Abbildung 4 — Schema eines Bandseparators, Ausgangsmaterial wird durch einen Fiilltrichter
in den Bandseparator verbracht und gelangt auf ein breites Férderband aus Gummi. Dieses
presst das Material mit dem gewiinschten Druck gegen eine perforierte Trommel, so dass die
weichen Komponenten in das Innere der Trommel gelangen. Die weichen Komponenten
groBtenteils bestehend aus Fleisch und Fett werden lber die Trommel ausgeschleust. Das
tbrige Material wird mit seinen harten Komponenten (ber das Férderband schliellich auch
ausgeschleust. Abbildung ibernommen aus EFSA Bericht (European Food Safety Authority
(EFSA), 2013)

Das Arbeitsprinzip des Bandseparators (s. Abbildung 4) unterscheidet sich von dem der
anderen Separatoren: Es wird ein breites Band aus Gummi verwendet, welches je nach
Elastizitat und eingestellter Bandspannung das zu verarbeitende Material mit
unterschiedlichem Druck gegen eine I6chrige Trommel presst. Das Fleisch- und Fettgewebe
kann diese Locher passieren und gelangt ins Innere der Trommel. Von dort wird es sukzessive
nach auf’en geleitet. Restgewebe verbleiben aullerhalb und werden nach au3en abgeflihrt
(Stiebing, 1998; Barbut, 2002; Bauer, 2013a; Barbut, 2015; Schigulski et al., 2015). Um den
Verschleild des Bandes zu verringern, verwenden bestimmte Hersteller zusatzlich Druckrollen
mit Stltzketten, die den Druck auf das Band auf einer grofReren Flache verteilen (Barbut,
2015). Zusammen mit weiteren Einstellungen kann mit dieser Methode ein besonders
schonend gewonnenes Erzeugnis hergestellt werden, welches eine geringe Muskelzerstorung
aufweist und wenig Knochenpartikel enthalt (Field, 2004; Barbut, 2015).

2.1.4 Abgrenzung zu Separatorenfleisch

Separatorenfleisch wird von der EG im Anhang | Nr. 1.14 der VO (EG) Nr. 853/2004 definiert
als ,ein Erzeugnis, das durch Abldsung des an fleischtragenden Knochen nach dem Entbeinen

bzw. an den Gefligelschlachtkérpern haftenden Fleisches auf maschinelle Weise so
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gewonnen wird, dass die Struktur der Muskelfasern sich auflést oder verandert wird“. Diese
Definition formuliert demnach drei Anforderungen, welche laut dem Urteil des EuGH (2014)
als kumulativ zu bewerten sind. Nur die Erflillung aller drei Anforderungen sorgt also daftir,
dass ein Erzeugnis als Separatorenfleisch eingeordnet werden kann (Upmann, 2021).

Die erste Anforderung besteht darin, dass das Erzeugnis aus Fleisch gewonnen werden muss,
welches fleischtragenden Knochen nach dem Entbeinen bzw. Gefligelschlachtkdrpern
anhaftet. Besteht kein vorheriger Entbeinungsschritt, kann - mit Ausnahme des ganzen
Gefllugelschlachtkérpers - kein Separatorenfleisch entstehen. Ferner muss es sich um
Knochen handeln: Wird Fleisch von Sehnen und Bindegewebe abgetrennt, kann ebenfalls kein
Separatorenfleisch entstehen; in diesem Fall kdnnte es sich um Verarbeitungsfleisch handeln,
welches auf bestimmte Bindegewebsgehalte eingestellt wird. Ahnliches gilt flr
Geflugelschlachtkorper, welche in Anhang | Nr. 1.9 VO (EG) Nr. 853/2004 als ,Korper eines
Tieres nach dem Schlachten und Zurichten (,dressing“)” definiert werden. Fir Teilstlicke eines
Geflugelschlachtkdrpers ist ein vorausgehender Entbeinungsschritt ebenfalls Voraussetzung
dafur, dass Separatorenfleisch entsteht. Unterbleibt diese Primarentbeinung, entsteht
ebenfalls Verarbeitungsfleisch (Upmann, 2021).

Zweite Voraussetzung fir die Entstehung von Separatorenfleisch ist eine maschinelle Art der
Gewinnung. Dies bedeutet im Umkehrschluss, dass ein handisches Gewinnen von
sogenanntem Knochenputz nicht als Separatorenfleisch zu kennzeichnen ist, obwohl die
Qualitat des Produktes nicht besser ist als diejenige von Separatorenfleisch. Die Relevanz von
Knochenputz hat allerdings in den letzten Jahren stark abgenommen und ist in der
Geflugelschlachtung nahezu bedeutungslos geworden. Die hoch technisierten
Schlachtungsprozesse erlauben aus dkonomischer Sicht keine handische Entbeinung mehr
(Barbut, 2002). Dartber hinaus hat Knochenputz in vielen Fallen eine hohe Anzahl an
Knochenpartikeln (Linke & Thumser, 1964) und weist entsprechend einen deutlich hdheren
Kalziumgehalt auf. Ein Kriterium auf Basis einer handischen Restfleischgewinnung ist im
Kontext moderner Fleischgewinnung nicht mehr allgemein anwendbar und kann daher
schwerlich als Bewertungsgrundlage dienen.

Schlief3lich besteht die dritte Anforderung an Separatorenfleisch darin, dass eine Veranderung
oder Auflésung der Struktur der Muskelfasern vorliegen muss. Dies ist laut Hildebrandt (2007)
sowie Hildebrandt und Kopernik (2007) bei Verarbeitungsfleisch nicht der Fall. Zusatzlich
hangen die Auflésungserscheinungen der Muskelfasern malfigeblich davon ab, wie stabil
letztere sind. So zeigt sich bei Geflugelfleisch post mortem schon sehr frih eine Veranderung
der Muskelfasern, da das ummantelnde Endomysium weniger stark ausgepragt ist (Liu et al.,
1994) als dies bei anderen Tierarten der Fall ist. Gleiches gilt auch fur das Perimysium.
Zusatzlich tritt im Zuge der Fleischreifung ein blattriger Zerfall des Endomysiums und spater

auch des Perimysiums ein. Dies ist beim Rind erst nach 14 Tagen post mortem der Fall
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(Nishimura et al., 1995), beim Schwein schon nach 8 Tagen (Nishimura et al., 2008) und beim
Hahnchen bereits nach einem halben Tag (Liu et al., 1994). Ferner gibt es viele weitere
Einflussfaktoren auf die Stabilitdt der Muskelfasern. Dazu gehdéren unter anderem die
zunehmende Stabilisierung des Kollagens durch Vernetzung im intramuskularen
Bindegewebe mit fortschreitendem Alter sowie eine Destabilisierung durch intramuskulares
Fettgewebe (Nishimura, 2010). Diese Faktoren schranken die Eignung der Muskelzerstérung
als Qualitatsparameter bei Gefllgelfleisch ein.

Zusammenfassend ist bei maschinell entbeintem Fleisch, welches nicht ausnahmslos alle drei
Kriterien flr Separatorenfleisch erfillt, eine Bezeichnung als Verarbeitungsfleisch zulassig
(EuGH, 2014).

Daruber hinaus empfiehlt die European Safety Food Agency zur Unterscheidung von
Separatorenfleisch und frischem Fleisch einen umfangreichen Untersuchungskatalog. Dieser
umfasst zum einen chemische Parameter (Kalzium, Phosphat, Asche, Eisen, Fett, Cholesterin,
Fettsduren, Wassergehalt und Protein mit Kollagenbestimmung), zum anderen histologische
Untersuchungen von Muskel-, Binde- und Fettgewebe, Knochenpartikeln, Knorpel,
Knochenmark und Gewebe aus dem Zentralnervensystem sowie deren strukturelle
Veranderungen (European Food Safety Authority (EFSA), 2013).
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2.2 Knochenpartikel und Kalziumgehalt in Fleisch

2.21 Knochenpartikel und Kalzium in Separatorenfleisch

Bei der Verwendung von Separatoren zur Entbeinung kann die Integritat der Knochen verletzt
werden, so dass es zu Splitterprozessen kommt. Je nach Separatorentyp wird der Rohstoff
unterschiedlich stark verdichtet und so Druck aufgebaut. Die Rohstoffmasse, bestehend aus
Fleisch, Fett, Bindegewebe und Knochen, weist ihrerseits sehr unterschiedliche Eigenschaften
in Bezug auf Festigkeit, Elastizitat und Bruchigkeit auf. Das Ziel des Druckaufbaus besteht
darin, dass das Rohstoffgemisch den Druckgradienten dadurch ausgleicht, dass die weicheren
und formbareren Bestandteile eine |6chrige Barriere passieren und so der Druck in der
Rohstoffkammer abfallt. In Folge des Druckaufbaus geben allerdings auch Knochen, deren
Fragilitat zu hoch ist, dem Druck nach. Dabei zerbrechen diese unter Entstehung vieler kleiner
Knochenpartikel. Dies ist der Natur des Knochens geschuldet, welcher die Eigenschaft besitzt,
hart und spréde zu sein (Field, 2000).

Knochenpartikel und Knochen im Allgemeinen bestehen sowohl aus organischer als auch
anorganischer Matrix. Der organische Teil des Knochens wird hauptsachlich aus Kollagen Typ
I-Fasern und zu einem geringen Teil aus anderen Proteinen gebildet. Die anorganischen
Komponenten werden vornehmlich durch Hydroxylapatitkristalle gebildet, welche im
Wesentlichen aus den Elementen Kalzium und Phosphor bestehen (Field, 2000). Dariber
hinaus finden sich noch Magnesium, Kalium, Chlor, Eisen und Karbonat in der anorganischen
Knochenmatrix (Gorski, 1998).

Durch den hohen Anteil an Kalzium im Knochen kommt es in Abhangigkeit von der Menge an
Knochenmaterial im Produkt zu einem Anstieg seines Kalziumgehaltes (Branscheid et al.,
2009; Bauer, 2013b), wodurch sich Kalzium als Indikatorelement eignet (Field, 2000). In
Separatorenfleisch wurden daher auch erhdhte Kalziumgehalte gegenuber frischem Fleisch
nachgewiesen (Field & Riley, 1974; Ang & Hamm, 1982; Demos & Mandigo, 1995; Calhoun
et al., 1999; Mayer et al., 2007). Dementsprechend wurden in Art. 11 Abs. 2 der VO (EG) Nr.
853/2004 in Verbindung mit Erwagungsgrund 13 und 14, Art. 4 und Anh. IV der VO (EG) Nr.
2074/2005 Kalziumgrenzwerte fir Separatorenfleisch festgelegt. ,Separatorenfleisch, bei
dessen Gewinnung die Knochenstruktur verandert wird“ ist anders zu bewerten als solches,
,das nach Verfahren gewonnen wird, die die Struktur der verwendeten Knochen nicht
verandern®. Wahrend der letztgenannte Rohstoff, dessen Kalziumgehalt 0,1% (=100 mg/100 g
oder 1000 ppm) des frischen Erzeugnisses nicht tGberschreitet und als ,nicht wesentlich héher
als der Kalziumgehalt von Hackfleisch/Faschiertem gilt* (Art. 11 Abs. 2 der VO (EG) Nr.
853/2004), in Produkten zum Einsatz kommen kann, die roh abgegeben werden aber eindeutig

zum Verzehr nach erfolgten Erhitzungsschritt bestimmt sind (Anh. Ill, Abschn. V Kap. | Nr. 2
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c) der VO (EG) Nr. 853/2004), diurfen die erstgenannten Rohstoffe, die Uber diesem Wert

liegen, nur in erhitzter Form an den Konsumenten abgegeben werden.

2.2.2 Gehalte in Fleisch und Fleischprodukten

Ein Knochenpartikeleintrag bei der Entbeinung von Fleisch ist technologisch unvermeidbar
(Linke & Thumser, 1964; Upmann & Lade, 2015). Daher wird das Vorkommen von
Knochenpartikeln in Fleisch bis zu einem vereinzelten Vorkommen geduldet. Als ,vereinzelt”
gilt gemaf 8.2.1 der L 6.00-13 der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach
§ 64 LFGB ein Vorkommen, bei dem ,nicht regelmaRig“ in jedem Schnitt Knochenpartikel
detektiert werden. Daraus resultiert bei 10 Schnitten mit einer Flache von ungefahr 4 cm? ein
durchschnittlicher maximaler Wert von 0,2 Knochenpartikeln/cm? (Schulte-Sutrum & Horn,
2003). Gleichzeitig sind jedoch auch andere Berechnungen denkbar, da die Kapitel 6 und 7
der L 6.00-13 der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren nach § 64 LFGB lediglich
6 Schnitte verlangen und in der Praxis neben 4 cm? auch Gro3schnitte mit mehr
Quadratzentimetern zum Einsatz kommen.

Der Kalziumgehalt in Fleisch wird durch den Anh. IV der VO (EG) 2074/2005 in Bezug auf
Separatorenfleisch ohne Veradnderung der Knochenstruktur auf 0,1%, also 1000 mg/kg
beschrankt. Dieser Wert soll den typischen Kalziumgehalt von Hackfleisch nicht signifikant
Ubersteigen. Allerdings ist in dieser Verordnung auch beschrieben, dass dieser Wert
anzupassen sei, ,sobald ausfuhrliche Informationen Uber Abweichungen infolge der
Verwendung unterschiedlicher Arten von Rohmaterial vorliegen®. Infolgedessen haben weitere
Bestandsaufnahmen diese Vorgaben deutlich unterboten. Untersuchungen im Rahmen einer
Erhebung fur den ALTS zeigen, dass Werte von 150 mg/kg typisch fur Geflugelfleisch aus
Brust, Schenkel und anderen Fleischstiicke sind (Stenzel & Hildebrandt, 2006). Dieser Wert
wurde auf 200 mg/kg angehoben und stellt somit auch tierartentbergreifend bei Hackfleisch
einen sinnvollen Wert dar (Hildebrandt & Josefowitz, 2007). Die 200 mg/kg finden sich ebenso
in den Leitlinien des Zentralverbands der Deutschen Geflugelschlachtereien e. V. (2017)
wieder. Dort wird dieser Hochstwert fir Verarbeitungsfleisch festgelegt, das zur Herstellung

von Produkten der Kategorie Spitzenqualitat verwendet wird.
2.2.3 Detektionsmethoden

2.2.3.1 Histologie

Die Histologie eignet sich zur Ermittlung der geweblichen Zusammensetzung von
Lebensmitteln. Dies ftrifft in erster Linie auf Fleisch, Fleischerzeugnisse und Wurstwaren zu
(Schulte-Sutrum & Horn, 2003). Wie bei anderen Analyseverfahren auch, ist eine fortlaufende
Validierung notwendig, um Fehlerquellen (Farbeartefakte, Farbvarianz u. A.) bei diesem

Verfahren unter Kontrolle zu halten (Schering, 2015).
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Fir den Nachweis von Knochenpartikeln in Fleischerzeugnissen sind mehrere Verfahren
etabliert. Die wichtigsten Farbungen sind die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra,
die Silbernitratimpragnierung und die Farbung nach Calleja (Puchtler et al., 1969; Schulte-
Sutrum & Horn, 2003). Erstere und letztere wurden auch in Ringversuchen validiert (Schulte-
Sutrum & Horn, 2003)

Bei der Silbernitratimpragnierung wird das in den Knochen befindliche Kalzium gegen
Silberionen aus dem Silbernitrat der Farbeldsung ausgetauscht (Mulisch & Welsch, 2015).
Dabei lagern sich die Silberionen an den Oberflachen der Hydroxylapatitkristalle des
Knochens an. Dies geschieht mit Hilfe sogenannter ,knochensuchender lonen® (Rungby et al.,
1993). Die Silberionen ersetzen dort phosphatgebundenes Kalzium an den duf3eren Schichten
dieser Kristalle. Danach werden die Proben einer reduzierenden Substanz ausgesetzt. Die
nun stattfindende Versilberung wird durch katalytische Stellen beschleunigt. Solche Stellen
kénnen im Fall des von Kossa-Verfahrens entweder metallische Silberatome oder
Silbersulfidmolekile sein. Da Disulfidbriicken reichlich in den Kollagenfasern vorhanden sind,
welche immer in der Nahe von kalzifiziertem Gewebe auftreten (Kassem et al., 1992), werden
daraus Thiolgruppen abgegeben. Somit entstehen in Gegenwart von Silber Silbersulfide.

Fur eine erfolgreiche Silbernitratimpragnierung sind dementsprechend Silberionen von der
Oberflache von Hydroxylapatiten, eine reduzierende Substanz und katalytische Stellen
notwendig (Rungby et al., 1993).

Die Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser und Gehra (Pfeiffer et al.,, 1975) beruht
hauptsachlich auf der Farbung mittels Alizarin- oder Alizarin S-Verbindungen (Mulisch &
Welsch, 2015). Die genaue Funktionsweise der Farbung ist nicht eindeutig geklart. Nach
Puchtler et al. (1969) bilden die Farbstoffe selektiv mit Kalzium oder anderen Metallionen Salze
beziehungsweise Lacke; ein Lack ist ein schwerldsliches oder unldsliches Salz eines
wasserloslichen Farbstoffs. Die Salzbildung erfolgt zwischen den Sulfonsduregruppen des
Farbstoffes und Kalzium beziehungsweise anderen Metallkationen.

Im Gegensatz dazu kommt es nach Lang (2012) sowie Mulisch und Welsch (2015) mit
zweiwertigen Kationen wie Ca™ zu einer Chelatbildung. Diese Chelatbildung wurde von
Puchtler et al. (1969) allerdings bezweifelt, da auch lackbildende Acid-Farbstoffe, die keine
Chelatgruppen enthalten, Kalzium selektiv farben.

In sauren Lésungen wird Kalzium aus dem Farbkomplex wieder freigesetzt, so dass der pH-
Wert bei dieser Farbung eine starke Rolle spielt (Mulisch & Welsch, 2015).

Die Farbung nach Calleja weist Knochengewebe mit Hilfe des Farbstoffes Indigokarmin nach
und farbt dieses blau ein. Daruber hinaus werden auch Knorpelgewebe und kollagene Fasern
blau eingefarbt, so dass es sich nicht um eine selektive Knochenfarbung handelt (Steven et
al., 2000; Mulisch & Welsch, 2015).
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2.2.3.2 Kalziumnachweis

Eine standardisierte, international anerkannte Methode zur Bestimmung des Kalziumwertes
stellt unter anderem die Flammen-Atomabsorptionsspektroskopie dar (Wnuk, 2002). Sie wird
zur Kalziumbestimmung in Fleisch und Fleischerzeugnissen (Chekri et al., 2012; Bauer,

2013b) aber auch in anderen Lebensmitteln (Madejczyk, 2008) eingesetzt.

2.2.3.3 Weitere Detektionsmethoden

Aufgrund ihrer hohen Dichte ist auch der rontgenologische Knochenpartikelnachweis moglich.
Dieser lieferte aber in der Vergangenheit unsichere Ergebnisse bei mikroskopisch kleinen
Partikeln (Tao & Ibarra, 2000). Neueste Forschungen haben aber inzwischen die
Nachweisgrenze im Hinblick auf die Partikelgré3e weiter nach unten verschoben (Pospiech et
al., 2019).

Nicht zuletzt ist auch die Verdauungsmethode nach Negatu (2005) sowie Upmann und Lade
(2015) eine effektive Detektionsmethode. Sie basiert auf der enzymatischen Zersetzung aller
proteinbasierten Gewebe und lasst fast ausschliellich das Knochengewebe (brig. Dieses

kann dann getrocknet und unter einem Mikroskop direkt nachgewiesen werden.
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3 Material und Methode
3.1 Versuchsaufbau

Die Untersuchungen wurden in den Laboren der Technischen Hochschule Ostwestfalen-Lippe
durchgefuhrt. Sie bestehen einerseits aus Untersuchungen zur Aussagekraft der
histologischen Knochenpartikelanalyse, andererseits aus einer Erhebung zur Ermittlung des
Knochenpartikelgehaltes von Gefliigelverarbeitungsfleisch. Aus dem Probenmaterial (Fleisch,
Fleischzubereitungen, Fleischerzeugnisse) wurden histologische Schnitte hergestellt, gefarbt
und untersucht. Die genauen Spezifikationen der verwendeten Materialien sind in Tabelle 19

in Kapitel 10 - Anhang aufgelistet.

3.2 Untersuchungsgut

3.2.1 Einmischversuche in Hackfleisch

Fir die Untersuchungen zur methodischen Aussagekraft wurde Geflligelhackfleisch aus
knochenfreien Hahncheninnenfilets selbst hergestellt, in welches unterschiedliche Mengen an
Knochengranulat aus dem Futtermittelhandel eingemischt wurde.

Hahncheninnenfilets aus dem Lebensmitteleinzelhandel wurden manuell von anhaftendem
Bindegewebe, Sehnen, GefalRen und Knorpel-/Knochenresten befreit. Das schiere
Muskelfleisch wurde mit einem haushaltsublichen Kuchenfleischwolf auf eine GroRe von 3 mm
gewolft.

Das so hergestellte Hackfleisch wurde gemaR Tabelle 1 mit unterschiedlichen Mengen
Geflugelknochengranulat aus dem Tierfuttererganzungsmittelhandel, mit Gewulrzen oder mit
Mineralstoffen vermischt. Das Mischen wurde manuell fir mindestens 5 Minuten

vorgenommen und bei einer augenscheinlich gleichmaRigen Verteilung beendet.
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Tabelle 1 — Einmischversuche von unterschiedlichen Substraten zur Entwicklung eines

softwaregestiitzten =~ Nachweis- und  Bestimmungsverfahrens  zur  histologischen
Knochenpartikelanalyse
Knochen- Schwarzer
Hackfleisch Majoran
granulat Pfeffer CaCOs[g] | Na:HPO, [g]
[a] [a]
[a] [g]

100 0 - - - -

99,9 0,1 - - - R

99,7 0,3 - - - R

99,5 0,5 - - - R

99,0 - 1,0 - - -

99,0 - - 1,0 - -

95,0 - - - 5,0 -

95,0 - - - - 5,0

3.2.2 Fleischprodukte aus dem Lebensmittelhandel

Ferner wurden Fleischprodukte aus dem Lebensmittelhandel erworben (s. Tabelle 2). Zum

einen wurden fur die Untersuchungen der methodischen Aussagekraft zwei

- N j0g O
Abbildung 6 — Gefliigelbratrollen mit deklariertem Anteil an
Héahnchenseparatorenfleisch

Abbildung 5 — Gefliigelbriih-
wurst mit deklariertem Anteil
an mechanisch getrenntem
Putenfleisch Geflugelfleischprodukte mit einem deklarierten Anteil an

.Gefligelseparatorenfleisch® bzw. ,mechanisch getrenntem
Fleisch® ausgewahlt. Es handelte sich um Gefliigelbrihwtrste (Abbildung 5) sowie
Geflugelbratrollen (Abbildung 6). Die Gefllgelbriihwurst enthielt einen deklarierten Anteil von

34% mechanisch getrennten Huhnerfleisch sowie 3% mechanisch getrenntem Putenfleisch.
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Die Gefllgelbratrollen enthielten einen deklarierten Anteil von 70%
Hahnchenseparatorenfleisch.
Zum anderen wurden Gefligelhackfleischzubereitungen aus Hahnchen- und Putenhackfleisch

als SB-Ware im Lebensmitteleinzelhandel erworben (s. Abbildung 7 und Abbildung 8).

Puten—Hackfleisch
2um Braten, gewiirzt, frissh

= 353€

274148 G

Abbildung 7 — Hackfleischzube- Abbildung 8 — Hackfleischzubereitung aus Putenhack-
bereitung aus Hé&hnchenhack- fleisch und Gewlirzen
fleisch und Speisesalz
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Tabelle 2 - Produkte aus dem Lebensmitteleinzelhandel mit Verdacht auf
Knochenpartikelgehalt zur Entwicklung eines softwaregestiitzten Nachweis- und
Bestimmungsverfahrens zur histologischen Knochenpartikelanalyse

Produkt- Hersteller L
Angaben aus Zutatenverzeichnis (Auszug)
bezeichnung (EG Nr.)
47% Huhnerfleisch, wovon 34% mechanisch
) ) A getrennt, Huhnerfett, Huhnerbindegewebe,
Geflugelbrihwurst _ .
(NL 77 EG) Weizenmehl, 3% mechanisch getrenntes
Putenfleisch, Putenfett
B
. Hahnchenseparatorenfleisch 70%, Rindfleisch 2%,
Geflugelbratrolle (DE NW
Rinderfett
40108 EG)
Hahnchen- C
hackfleisch- (DE BW 99,1% Hahnchenhackfleisch
zubereitung 07001 EG)
D
Putenhackfleisch-
_ (DE NI 94% Putenhackfleisch
zubereitung
10321 EG)

3.2.3 Geflugelverarbeitungsfleisch

3.2.3.1 Materialursprung

Insgesamt wurden 29 Chargen Geflugelverarbeitungsfleisch (27-mal Hahnchen, 2-mal Pute)
in 5 verschiedenen Herstellerbetrieben enthommen. Die Probenentnahme erfolgte in 14 Fallen
durch  wissenschaftliches Personal, in 15 Fallen durch das Personal des
Qualitdtsmanagements des jeweiligen Herstellerbetriebes nach Unterweisung durch das
wissenschaftliche Personal.

Als Ausgangsmaterial wurden verschiedene Teilstlicke verwendet:

Hahnchen
e (Gabelbeine nach dem Ausstanzen
e Brustbeine
e Oberes Rickenstlck
e Schulter
o Flugelglieder (1. Flugelglied, Mittelflugel)
e Unterkeulen

¢ Filet-Abschnitte, sogenannte Trimmings, mit teilweise anhaftendem Knochen
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e Unterkeulen von weiblichen Tieren

e Unterkeulen von mannlichen Tieren

Zur Herstellung des Verarbeitungsfleisches wurden Separatoren der Firma Baader® und der
Firma Sepamatic® verwendet. Das Produkt der Separation wurde entweder als solches oder
in Mischungen mit anderen Teilsticken vermarket. Tabelle 3 und Tabelle 4 geben einen

Uberblick tber die untersuchten Verarbeitungsfleischprodukte.
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Tabelle 3 — Proben, welche aus Betrieben entnommen und untersucht wurden

w b < | < |||l (x| ||| ~|=2(c|m O | T |s|=2|m|m
(] = (1) (] () Q = c: (2] (2] = =] - (1] Q: Q: a a
5 g s |ls|s8|g|a|s|2|s|2|E|E|B 2|2|2|2 |53
& 5 Sle|s|z|8 |82 |5|8|e |=|% | Sl1al=|2|2 |2
@ =% S| |=(e | (3|2 |8 | |&|@ & 2|12 |a |3 |3
@ o | Fl2 5|5 |z |l~|l5|le|Q | |2 g |2 (3 |=|5 |3
= 5|5 |s |2 2| (S |e|e | o |° ® |2 | @
o 2 - EEREEEE . = e = |= |2 S Y| v |5 |3
3 o e |2 S [ = S22l |7 = Slslala
o8 o = | 2 2= | o @ o c c
£ = |e | @ = = s |8
3 8 @ g = > | =
(@]
& :
1 23.10.17 | 3.5.1 X Baader X X
603
1 23.10.17 | 3.5.1 X Lima RM | X X
10008
2 | 27.10.17 | 3.51 X Baader X X
605
2 | 27.10.17 | 3.51 X Lima RM | X X
600S
3 | 12.02.18 | 3.5.4, X N Marel X X
o
(40 bar)) © DMP 45
3 | 12.02.18 | 3.5.4, X N Marel X X
o
(60 bar)) © DMP 45
3 | 12.02.18 | 3.5.4, X N Marel X X
o
(40 bar) © DMP 45
3 | 12.02.18 | 3.5.4, X N Marel X X
o
(60 bar) < DMP 45
2 | 12.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
morgens 605
2 | 12.02.18 | 3.5.2, X N o N | Baader X X
o o o
mittags 605
2 | 12.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
abends 605
2 | 13.02.18 | 3.5.2, X © ~n | Baader X X
o o
morgens 605
2 | 13.02.18 | 3.5.2, X w ~ | Baader X X
o o
mittags 605
2 | 13.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
abends 605
2 15.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
morgens 605
2 15.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
mittags 605
2 15.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
abends 605
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Tabelle 4 — Proben, welche aus Betrieben entnommen und untersucht wurden (Fortsetzung)

w o < [ < |00 ||l || v =~ |=2|c|m o | T |s|=|m|m
1 3 el2 2|8 |2 & |58 |m|F|2 |5 Ly |2 (3|2 |2
=3 o 2|2 |92 |0 |Q|X|E |2 |=|® |8 |8 ®» [53 T |5 |3 |3
& 5 S§lg|ls || |8 |5|8|e |=|X|o R ERERE
@ Z S|z (e |2 |2|% || |2 |2 glzlg/g|8 |2
7] o F e |5 |5 T | =l |l@|C |G ° |8 |a 2 |3 |3
5 3 Sle S |l=|8& | R |lg|=|2|° |3 © - o | @
= @ @ |3 |8 | = 0 |8 |m = |= EA c |22 |3
3 18 7 2|2 S > |2 (L (X|=F < = S |2 |a
c = | 2 === |8 ° ® |® |5 |§
3 e |38 = < 8 |8
g > = > :
8 ez
2
= =
2 16.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
morgens 605
2 16.02.18 | 3.5.2, X N Baader X X
o
mittags e 605
2 16.02.18 | 3.5.2, X ~ o | Baader X X
o o
abends 605
2 19.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
morgens 605
2 19.02.18 | 3.5.2, X N Baader X X
o
mittags, © 605
2 19.02.18 | 3.5.2, X o o | Baader X X
o o
abends 605
4 05.06.18 | 3.5.5 X N Sepamatic X X
o
e 4000
4 05.06.18 | 3.5.5 X R Sepamatic X X
o
e 2000
5 19.06.18 | 3.5.3 X N Sepamatic | X X
o
© 3000 CT
5 19.06.18 | 3.5.3 X N Sepamatic | X X
o
e 3000 CT
5 19.06.18 | 3.5.3 X N Sepamatic | X X
o
© 3000 CT
5 19.06.18 | 3.5.3 X N Sepamatic | x X
o
e 3000 CT
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3.2.3.2 Betriebe

Betrieb 1 und 2 waren integrierte Schlacht- und Zerlegebetriebe fir Hahnchen. Innerhalb des
Zerlegeprozesses wurden Teilstlicke, welche nicht fur den Verkauf geeignet waren, zu
Verarbeitungsfleisch verarbeitet. Nicht entbeinte Gabelbeine, Rickensticke und Halse
wurden verarbeitet, aber auch Hahnchenbrustfilets mit Zuschnittfehlern oder deren
Zuschnittreste. Die Teilstlicke wurden in Transportwagen gesammelt und zum jeweiligen
Bandseparator (s. Tabelle 3 und Tabelle 4) gebracht. Die Qualitatseigenschaften des
Endproduktes (wie zum Beispiel Fett- und Eiweillgehalt) wurden durch die Bestlickung des
Separators mit unterschiedlichen Ausgangsmaterialien gelenkt.

Beide Betriebe stellten ebenfalls Separatorenfleisch her. Die Vorgehensweise war dabei
ahnlich, jedoch bestanden die Rohstoffe aus Knochen nach dem Entbeinen. Zur Herstellung
wurde ein Kolbenseparator verwendet. Das Produkt wurde nach der Herstellung durch ein
Schlauchsystem in Formen gefullt und sofort in sogenannten Plattenfrostern tiefgefroren.

Bei Betrieb 3 handelte es sich um einen Hersteller von Separatoren, welcher den Separator in
einer Probeproduktion mit dem jeweiligen Ausgangsmaterial bestiickte.

Betrieb 4 war ebenfalls ein integrierter Schlacht- und Zerlegebetrieb, welcher ausschlief3lich
Puten verarbeitete. Der Ablauf der Verarbeitungsfleischgewinnung fand analog zu demjenigen
der Betriebe 1 und 2 statt.

Betrieb 5 war ein reiner Verarbeitungsbetrieb, der die Ausgangsmaterialien von anderen
Betrieben und Standorten bezog. Das Vorgehen der Verarbeitungsfleischgewinnung
entsprach demjenigen der Gbrigen Betriebe.

Die Probenentnahmen erfolgten sowohl fiir Verarbeitungs- als auch fiir Separatorenfleisch aus
dem Auffangbehalter an der Stelle, an welcher das Produkt aus dem jeweiligen Separator
austrat. Jede Produktionscharge wurde an drei unterschiedlichen Stellen zu drei
unterschiedlichen Zeitpunkten beprobt. Das Material wurde direkt mit einem umgestulpten
Kunststoffbeutel entnommen, beschriftet und verschlossen. Alle Proben wurden innerhalb des
Betriebes bei unter 4 Grad Celsius gekuhlt.

3.2.3.3 Transport und Lagerung

Der Transport zur Hochschule erfolgte unmittelbar nach der jeweiligen Probenentnahme in
Kihlboxen und dauerte maximal 6 Stunden.

Die 15 Proben, welche durch das Qualititsmanagement des Herstellerbetriebes enthommen
wurden, lagerten maximal 3 Tage im Betrieb. Der Transport erfolgte mit Kiihlelementen durch
eine Transportfirma. Bei Ankunft an der Hochschule wurde das Material unmittelbar der
Verpackung entnommen und zu Portionen a ca. 500 Gramm in Kunststoffbeutel gefillt. Beim
Umfullen wurde das Material zusatzlich durchmischt. Die weitere Behandlung erfolgte gemaf
Abschnitt 3.3.1.1.
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3.3 Analytische Verfahren

3.3.1 Histologische Aufarbeitung

3.3.1.1 Anfertigen histologischer Schnitte

Das Probenmaterial wurde, mit Ausnahme der Geflugelbrihwurst und der Gefligelbratrolle, in
Kunststoffbeutel gefillt. Durch die Anwendung eines Nudelholzes wurde das Probenmaterial
im Folgenden gleichmaRig auf eine Hohe von 3 cm flach gewalzt, welche durch ein Lineal
Uberprift wurde.

Die Beutel wurden in der Gefriertruhe flr 10 Minuten bei -18 Grad bis zur Verfestigung des
Materials gelagert. Die Geflugelbratrolle wurde lediglich der auf -18 Grad temperierten
Gefriertruhe, die Geflugelbrihwurst dem auf 6 Grad gekuhlten Kihlschrank enthommen.
Zum Anfertigen histologischer Schnitte wurde die Gefrierschnitt-Technik angewendet.

Aus den so praparierten Proben wurden mittels einer quadratischen Edelstahlstanze manuell
kleine flache Wiirfel ausgestanzt (s. Abbildung 9). Die Kantenlange der Stanze betrug 2,2 cm,
so dass Wirfel mit einer Oberflache von 4,84 cm? auf der Oberseite hergestellt wurden. Die
Kantenlange wurde mit einem Lineal kontrolliert und Warfelkanten mit ausgerissenem Binde-

und Fettgewebsmaterial rekonstruiert.

Das Schneiden und Farben der Proben erfolgte
in Anlehnung an die Routineverfahren zur
qualitativen und quantitativen histologischen
Untersuchung (L 06.00-13 der Amtlichen
Sammlung von Untersuchungsverfahren nach
§ 64 LFGB).

Die Wirfel wurden dann unter Verwendung des

Einbettungsmittels auf Objekttischen des

Gefriermikrotoms  befestigt und in das
Abbildung 9 — Preparation der Probenwidirfel

mit einem Edelstahlstanzer zur Vorbereitung
Vorbereitung fiir Gefriermikrotomschnitte.  Die im Mikrotom eingestellte Temperatur wurde

in Abhangigkeit vom Fettgehalt der Probe gewahlt: Das Verarbeitungsfleisch (s. Tabelle 3 und

Gefriermikrotom verbracht.

Tabelle 4) sowie die Hackfleischzubereitungen aus Hahnchen- und Putenfleisch (s. Tabelle 1)

wurden in einem Temperaturbereich zwischen minus 18 Grad und minus 20 Grad eingefroren.
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Die ubrigen Proben wurden bei tieferen Temperaturen von minus 22 bis minus 25 Grad
eingefroren. Sobald die Proben die gewlinschte Temperatur erreicht hatten, wurden 10
Mikrometer dicke Schnitte angefertigt (s. Abbildung 10). Durch langsame Schnittfiihrung,
gleichmaRige Geschwindigkeit, akkurate P

Positionierung  des  Schnittstreckers  und
Manipulation mittels Pinsel wurde die Stauchung
und Faltenbildung minimiert. Schnitte, welche
makroskopisch Abweichungen von der Form
eines Quadrates aufwiesen, wurden verworfen.
Der auf diese Weise entstandene Schnitt wurde
daraufhin auf einen Objekttrager verbracht.

Die Objekttrager wurden dann in die
Speicherkassetten des Farbeautomaten Apbildung 10— Anfertigen eines Schnittes
eingesetzt. Nach Befullung wurde die Kassette im

Trockenschrank bei 55 +/- 5 Grad Celsius fur mindestens 60 Minuten getrocknet.

3.3.1.2 Farbungen

Im Folgenden wurde die Kassette dann in den Farbeautomaten eingesetzt, welcher die
Farbungen gemal eingespeichertem Protokoll vornahm. Die Schnitte wurden nach der
Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, nach Calleja sowie mittels
Silbernitratimpragnierung gefarbt.

Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra sowie Farbung nach Celleja

Die Trichromfarbung mit Pikrinsaure-Alizarin-S und Indigocarmin (Pfeiffer et al., 1975) und
die Farbung nach Calleja erfolgten in Anlehnung an das in der amtlichen Methode
empfohlenem Schema (s. Tabelle 5).
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Tabelle 5: Farbeschema Pfeiffer, Wellhduser und Gehra und Farbeschema nach Calleja

Farbeschema nach Farbeschema nach
Pfeiffer, Wellauser und Gehra Calleja

Zeit in Minuten | Farbeschritt Zeit in Minuten | Farbeschritt

1:00 Ethanol 100% 1:00 Isopropanol

0:30 Essigsaure 1% 1:00 Ethanol 96%

0:30 Destilliertes Wasser 1:00 Ethanol 90%

1:30 Pikrinsaure-Alizarin S- 1:00 Ethanol 70%

Lésung

1:00 Destilliertes Wasser 1:00 Destilliertes Wasser

2:30 Indigokarmin-Losung 12:00 Kernechtrot-Losung

1:30 Destilliertes Wasser 1:00 Destilliertes Wasser
20:00 Pikro-Indigo-L6sung

1:30 Destilliertes Wasser 1:00 Destilliertes Wasser

0:30 Ethanol 70% 0:30 Ethanol 70%

0:30 Ethanol 90% 0:30 Ethanol 90%

0:30 Ethanol 96% 0:30 Ethanol 96%

0:30 Isopropanol 0:30 Isopropanol

1:30 + X Xylol 1:30 + X Xylol

Silbernitratimpragnierung

Die Silbernitratimpragnierung wurde in der in Tabelle 6 beschriebenen Art und Weise
durchgefuhrt. Sie ahnelt der Silbernitratimpragnierung nach Kossa, modifiziert nach
Kdnigsmann, wurde allerdings durch die Verwendung eines alternativen Reduktions- und
Oxidationsmittels gem. Mulisch und Welsch (2015) modifiziert.

Die Silbernitrat-Lésung wurde nach Verwendung in einem Kihlschrank bei 6°C gelagert. Vor
der erneuten Nutzung wurde diese auf Zimmertemperatur erwarmt und unter Lichtausschluss

in einer Kunststoffbox (s. Abbildung 58) mittels eines Faltenfilters gefiltert.
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Tabelle 6: Silbernitratimprdgnierung in der verwendeten Modifikation

Silbernitratimpragnierung (Teil 1) Silbernitratimpragnierung (Teil 2)

Zeit in Minuten | Farbeschritt Zeit in Minuten | Farbeschritt

1:00 Isopropanol 0:30 Farmerscher
Abschwacher

1:00 Ethanol 96% 1:00 Natriumthiosulfat (Fixierer)

1:00 Ethanol 90% 10:00 Spdlen in Leitungswasser

1:00 Ethanol 70% 1:00 [Optional] Orange-G

1:00 Destilliertes Wasser 0:30 Ethanol 70%

40:00 Silbernitrat-Lésung 0:30 Ethanol 90%

1:00 Destilliertes Wasser 0:30 Ethanol 96%

1:00 Destilliertes Wasser 0:30 Isopropanol

2:00 Natriumcarbonat-Ldsung 1:30+X Xylol

10:00 Spulen in Leitungswasser

Das Eindecken der Praparate erfolgte manuell mit einem synthetischen Einschlussmittel.
Dafiir wurden die Objekttrager samt Schnitten einzeln dem Xylolbad entnommen und es
wurden je zwei Tropfen Einschlussmittel auf das Praparat gegeben. Direkt im Anschluss wurde
ein Deckglaschen unter Vermeidung von Lufteinschlissen aufgelegt. Die Trocknung erfolgte

unter dem Abzug bei Zimmertemperatur fir mindestens 24 Stunden.

3.3.1.3 Auswertung

Die Schnitte wurden mittels Slidescanner und der dazugehdrigen Software digitalisiert.

Folgende Einstellungen wurden verwendet (s. Tabelle 7):

Tabelle 7 — Verwendete Einstellungen des Slide Scanners zur Digitaliserung der Préparate auf
den Objekttrdgern

Image Encoding JPEG

JPEG Quality Factor (1-100) 70

Interpolated Focus Distance 5

Brightfield Compensation Compensation Image

Die entstandenen DAT-Dateien wurden mit Hilfe des Programms Panoramic Viewer geo6ffnet
und als Bilddatei im JPEG-Format exportiert. Beim Export der Bilder wurden folgende

Einstellungen verwendet (s. Tabelle 8):
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Tabelle 8 — Verwendete Einstellungen des Bildexports zur Konvertierung und anschlieBendem

Export
File Format MetaXML
Magnification 1:4
Tile Size 2048 x 2048
Image Codec JPEG
Quality (1-100) 100
Region Whole Slide

Die Bilder wurden abhangig von ihrer GrofRe in unterschiedlich viele Einzelbilder geteilt und
abgespeichert. Jedes Einzelbild verfligte Uber eine Auflésung von 2048 x 2048 Pixel. Im
Regelfall wurden 30 Einzelbilder abgespeichert. Daraus ergab sich eine Gesamtauflésung des
Schnittes von 61.440 x 61.440 Pixeln.

Die Einzelbilder wurden daraufhin in das Programm ImageJ® geladen und in eine Bilderfolge,
einen sogenannten ,Stack” Gberflihrt. Nach Erstellung des Stacks konnten je nach Farbung
folgende Farbschwellenwerte angewendet werden, um die Knochenpartikelflache von

anderen Geweben zu diskriminieren und zu detektieren (s. Tabelle 9).

Tabelle 9 - Einstellung der Schwellenwerte zur Diskriminierung von Knochenpartikelfldchen zu
anderen Geweben

Umwandlung

Silbernitratimpragnierung: in 8-bit — | Adjust | > Threshold: 0-40
Grauwertbild
Farbung nach Pfeiffer, Split Threshold
Color - — | Blue —
Wellhduser und Gehra: Channels 0-60

Farbung nach Pfeiffer,

Split Threshold

Wellhduser und Gehra Color - — | Green | —
Channels 0-100

ohne Gegenfarbung:

Bilder der Silbernitrat-gefarbten Schnitte erfuhren zunachst eine Umwandlung in ein 8-bit
Grauwertbild, so dass lediglich Grautdne von weil} bis schwarz auftraten. Da die gesuchten
Knochenpartikel von schwarzer Farbe waren, konnte dementsprechend ein sehr enger
Schwellenwertbereich ausgewahlt werden, welcher nur auf3erst dunkle Bereiche detektierte

(gem. Tabelle 9).
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Die Ubrigen Farbungen wurden durch sogenanntes Channel Splitting ebenfalls in 8-bit

Grauwertbilder Uberfuhrt und der spezifische Schwellenwert aus Tabelle 9 angewendet.

500 pm , z 500 ym : 500 um : . 500 pym

= » »

» k. »

Abbildung 11: Einzelne Schritte der Flachendetektion im Programm ImageJ® bei der
Silbernitratimprdgnierung. Von links nach rechts: Originalbild, Umwandlung in ein 8-bit-
Grauwertbild, Anwendung des Schwellenwertes, Partikelzdhlung und Fldchenmessung.

AnschlielRend wurde eine Partikelzahlung mit gleichzeitiger Flachenbestimmung im Programm
durchgefuhrt. Dabei wurden Knochenpartikel als solche gezahlt, wenn sie mindestens eine
Flache von 100 um? aufwiesen. Der Vorgang ist in Abbildung 11 dargestellt. Jedes Einzelbild
wurde nach Abschluss des Vorgangs visuell auf falsch detektierte Flachen tUberprift und
gegebenenfalls korrigiert. War die Analyse abgeschlossen, wurde ein Export der Ergebnisse

in das Excel-Format vorgenommen (s. Abbildung 12).
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1 Number Label Area in pum?

2 1 GW gelb 5.1. Kossa_Whole Slide_p2.jpg 1454,294

3 2 GW gelb 5.1. Kossa_Whole Slide_p2.jpg 7991,69

4

Abbildung 12 - Excel-Export der in ImagedJ erstellten Daten

Die Ergebnisse in der Excel-Datei wurden verwendet, um einerseits die Anzahl der
Knochenpartikel und andererseits die Flachenanteile innerhalb eines Schnittes zu berechnen.
Dazu wurde die Anzahl der detektierten Knochenpartikel und deren Flachen jeweils addiert
und die Summe durch die urspriingliche Gesamtflache von 4,48 cm? der gestanzten Proben
dividiert. Das Ergebnis wurde sowohl als Anzahl Knochenpartikel pro cm? als auch als
Knochenpartikelflache in um?/cm? angegeben. Bei der angewendeten Methode wurde somit
jeder Knochenpartikel als solcher gezahlt, der eine Zusammenhangstrennung zu anderen

Knochenpartikeln aufwies.

3.3.2 Kalziumbestimmung

Bei allen Verarbeitungsfleischproben aus Tabelle 3 und 4 erfolgte eine Kalziumbestimmung.
Dazu wurde zunachst das Probenmaterial in einer Moulinette homogenisiert. Dann wurden je
10 Gramm Probenmaterial so exakt wie moglich mit einer Feinwaage abgewogen und in einen
100 ml Messkolben gegeben. Zum Aufschluss der Probe wurden dem Messkolben circa 50 ml
Salpetersaure zugesetzt. Als Probenblindwert wurde ein Becherglas mit Salpetersaure ohne
Probenmaterial einer gleichen Behandlung unterzogen. Die Gemische aus Probenmaterial
und Saure wurden auf circa 100 Grad Celsius erhitzt und zur Entstehung einer homogenen
Lésung ohne Probenmaterialklumpen fur 120 Minuten gekocht. Der Verdunstungsverlust im
Becherglas wurde mit Salpetersdure mehrfach nach Bedarf wieder aufgefullt. Nach Abschluss
des Kochvorganges wurde das Volumen mit destilliertem Wasser wieder exakt auf 100 ml
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aufgeflillt und das Gefal fur 60 Minuten stehen gelassen, damit groRere Partikel
sedimentieren konnten. Nach Abschluss der Sedimentation wurde ein Grofteil des
entstandenen, klaren Uberstands abpipettiert und in Reagenzglaser tberfiihrt.

Zusatzlich wurden Reagenzglaser mit Kalzium-Bezugsldsungen steigender Konzentration aus
einer zertifizierten Kalzium-Stammlésung und destilliertem Wasser hergestellt und ebenfalls in
Reagenzglaser Uberfiihrt. Die Bezugsldsungen umfassten einen Blindwert ohne geléstes
Kalzium sowie vier weitere Standard-Losungen mit 1, 2, 3 und 5 mg/L, welche allerdings je
nach zu erwartenden Werten anzupassen sind. Mit dem Blindwert und den
Kalziumsbezugslésungen wurde dann die Kalibration eines Flammen-
Atomabsorptionsspektrometer (F-AAS, s. Abbildung 13) durchgefihrt. Fir die Durchfliihrung
wurden die Lésungen durch eine Kapillare eingesaugt und auf diese Weise nach der
Kalibration alle Proben einschliel3lich des Probenblindwertes untersucht. Im Anschluss an die
Untersuchung wurde der Kalziumgehalt der Probe in mg/kg durch die Berechnung gem.

Formel 1 ermittelt.

Formel 1 - Umrechnung des Messwertes fiir Kalzium

100x
=Y

m
x: Messwert (mg/l)

m: Einwaage (9)

y: Messwert (mg/kg)
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Abbildung 13 — F - AAS

3.3.3 Vollanalyse

Zur Ermittlung der Hauptbestandteile wurden Verarbeitungsfleisch- und Separatorenfleisch-
Proben (s. Kapitel 3.5.1) aus den Betrieben 1 und 2 bei einem akkreditierten Labor untersucht
(s. Tabelle 3). Dabei wurden die Parameter Gesamteiwei3, BEFFE, Fett und Kalzium
bestimmt.

Gleichzeitig wurden alle Proben mit einem Nahinfrarot-Schnellanalysegerat analysiert. Dazu
wurden 250 Gramm des Probenmaterials aus Tabelle 3 zunachst in einer Moulinette
mindestens 180 Sekunden homogenisiert. Das Probenmaterial wurde in Glasschalen
verbracht, so dass diese gleichmaRig mit einer mindestens 1,5 cm dicken Schicht des
Materials bedeckt waren. Es folgte eine Vakuumierung in daflir vorgesehenen Plastikbeuteln.
Die Proben wurden gemafl eingespeichertem Protokoll und eingespeicherter Kalibration

untersucht und mit den Ergebnissen aus dem externen Labor verglichen.
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3.4 Aussagekraft der histologischen Methode

3.4.1 Eigenschaften der Farbungen nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, der

Silbernitratimpragnierung und der Farbung nach Calleja im Vergleich

Mit den Untersuchungen sollte geklart werden, welche Farbung am besten fur eine
softwarebasierte Partikelzahlung sowie eine Flachenbestimmung geeignet ist. Dazu wurden
die  Knochenpartikelfarbungen  nach  Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, die
Silbernitratimpragnierung sowie die Farbung nach Calleja miteinander verglichen. Als Proben
wurden die Produkte Hahnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikeln (s. Tabelle 1),
Geflugelbruhwurst und Gefllgelbratrollen (s. Tabelle 2) verwendet. Es wurden jeweils Serien
von 3 aufeinanderfolgenden Schnitten von 10 ym Starke angefertigt. Jeder dieser drei Schnitte
wurde je einer Farbung zugeteilt und geman 3.3.1.2 gefarbt.

Fir jeden Schnitt erfolgte eine automatisierte Detektion der Knochenpartikel und eine
Bestimmung ihrer Flachen durch die Software ImageJ®, in der in Abschnitt 3.3.1.3
beschriebenen Art und Weise.

Ferner wurde flr jede Probe eine Kontrastmessung vorgenommen. Dazu wurden innerhalb
eines Bildes je 10 RGB-Farbcodes aus gefarbten Knochenpartikeln und aus der
Hintergrundfarbung ermittelt. Hieraus wurde jeweils der Mittelwert berechnet und daraus der
Kontrastwert ermittelt. Letzteres wurde mit der Michelson-Gleichung (Harmening, 2017) zur
Berechnung des Kontrastes sowie mit der Luminanz-Gleichung (Lai et al., 2015) und einer
Uberfihrung der RGB-Werte in sSRGB-Werte (BITV) durchgefihrt (Formel 2, Formel 3, Formel
4).

Formel 2 - Michelson-Kontrast

Km _ Lmax - Lmin

Lmax + Lmin
Km = Michelson Kontrast
Lmax = Maximale Luminanz

Lmin = Minimale Luminanz

Formel 3 - Luminanzberechnung

L=02126*R+0,7152« G + 0,0722 x B

Formel 4 - Rechnerische Uberfiihrung der RGB Werte in RGB-Farbdarstellung mit normierten
Farbkanélen

Rgpit
Rspep = ?;
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Ggpit
Gsrep = —2 5&
Bgpit
Bsres = —2 5;

3.4.2 Prazision

Die statistischen Berechnungen und Boxplots wurden mit dem Programm SPSS 16.0.1 (15.
November 2007) fir Windows erstellt. In den Boxplots wurden milde Ausreiler, die einen
Abstand von 1,5 bis 3,0 Interquartilabstanden zum 1. oder 3. Quartil hatten, als Kreis
dargestellt. Extreme Ausrei3er von mehr als 3 Interquartilabstdnden wurden als Sternchen
dargestellt.

Es wurde untersucht, wie viele Schnitte fir eine valide Bestimmung des
Knochenpartikelgehaltes ausgewertet werden mussen. Hierfir wurden 108 Schnitte aus
Hahnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelzusatz aus Tabelle 1 hergestellt und mit der
Silbernitratimpragnierung gemafl 3.3.1.2 gefarbt. Dieses Probenmaterial wurde als
reprasentativ fur Untersuchungsmaterial mit geringer Knochenpartikelbelastung angesehen.
Die Auswertung erfolgte gemaf 3.3.1.3 und die Ergebnisse wurden in vollem Umfang fur die
Ermittlung der statistischen Berechnungen verwendet.

Dazu erfolgte eine Berechnung mittels allgemeiner deskriptiver Statistik (Mittelwert, Median,
Varianz, Standardabweichung, Minimum, Maximum, Spannweite, Interquartilbereich, Schiefe
und Kurtosis) fur die Knochenpartikelanzahl/cm? und die Knochenpartikelflache in ym?#cm?.
Darauf basierend wurden Ausreiler charakterisiert, deren Haufigkeit berechnet und
rechnerisch ermittelt, wie hoch die statistische Chance auf einen Ausreil’er bei einer
Schnittzahl von 6 und bei einer Anzahl von 30 Schnitten ist. Dies geschah unter Zuhilfenahme

der Formel 5.

Formel 5 — Berechnung der AusreilRerwahrscheinlichkeit

(108 — nA)n

P= Wahrscheinlichkeit auf mindestens einen Ausreil3er
n= Anzahl der Schnitte

na=Anzahl der Ausreil3er

Danach wurden aus den 108 Schnitten durch das Programm SPSS zufallig 6 beziehungsweise
30 Stichproben ausgewahlt und deren Mittelwert berechnet.
Die Werte aus den 108 Schnitten wurden mit Hilfe des Kolgomorov-Smirnov-Tests auf

Normalverteilung Uberprift.
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3.4.3 Richtigkeit der Methodik des Knochenpartikelnachweises  durch

Silbernitratimpragnierung

3.4.3.1 Berechnung der Dichte und Korrelation mit histologischen Ergebnissen

Im Rahmen der Untersuchung sollte ermittelt werden, ob aus den histologischen
Knochenpartikelergebnissen ein Ruckschluss auf die tatsachlich im Produkt vorhandene
Knochenmasse maoglich ist. Zu diesem Zweck wurden Radius und Ulna eines Masthahnchens
durch 5-stiindiges Abkochen so prapariert, dass weder Fleisch- noch Sehnenreste mehr
erkennbar waren (s. Abbildung 14). Daraufhin wurden die Knochen mit einer Gefligelschere
an den knoéchernen Epiphysen in 4 Fragmente so gekirzt, dass sie anndhernd eine Masse
von 0,6 Gramm aufwiesen. Die Gewichte wurden mit einer Feinwaage ermittelt.

Danach wurde ein Pyknometer mit 21,8 °C warmem Wasser geflillt. Die Masse des gefiillten
Pyknometers wurde sogleich ermittelt. SchlieRlich wurden die annahernd gleichschweren 4
Knochenfragmente nacheinander in das Pyknometer verbracht und das Pyknometer (s.
Abbildung 15) mit Knochen und Wasser gewogen. Mit diesen drei Wagungen pro Fragment

wurde gemal’ Formel 6 die Dichte der Knochen bestimmt.

Formel 6 — Dichteberechnung
my * p (H,0)

m; + my — my

o (Probe) =

o = Dichte
m¢ = Masse der Probe
my = Masse Pyknometer + Wasser

ms = Masse Pyknometer + Probe + Wasser

Daraufhin wurde die theoretische Knochenpartikelflache berechnet, welche sich rechnerisch

aus einer Zugabe von 0,5 Prozent des Knochengranulats ergibt (Formel 7).

Formel 7 - Formel zur Berechnung der rechnerisch zu erwartenden Knochenpartikelfldche

Axk
[

Anyp =
Anyp = theoretische Knochenpartikelflédche
A. = Fldche von 1 cm? des Schnittes in um?
k = Eingesetzte Masse [g] an Knochenpatrtikeln in Prozent

o = Dichte
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Im Folgenden wurde aus dem Knochen zunachst durch einen Hammer im Plastikbeutel und
dann mit einem Morser ein feines Knochengranulat hergestellt. Hahnchenhackfleisch wurde
im Anschluss daran mit 0,5 Gewichtsprozent dieses Knochengranulats versetzt (s.
Abbildung 16).

Die hergestellten Proben wurden gemal Abschnitt 3.3.1.2 mit der Farbung nach Pfeiffer,
Wellhduser und Gehra und der Silbernitratimpragnierung gefarbt. AnschlieRend wurden die

Schnitte der automatisierten Analyse durch ImageJ® unterzogen (Abschnitt 3.3.1.3).

Praparieren der Knochen

0

Anfertigen von 4 gleichschweren

Knochenfragmenten (ca. 0,6 Gramm)
2
Dichtebestimmt im Pyknometer
T .
k .

Zerkleinerung im Plastikbeutel mit

Hammer

J Abbildung 14 — Fertig préa-
parierte Hlihnerknochen

Mérsern im gereinigten Morser
2
Abwiegen auf exakt 0,5 g
2
Beifligen zu Gefligelhackfleisch (100g)
2
Schneiden

0

Farben Abbildung 15 - Pyknometer

Abbildung 16 - Ablauf der Dichtebestimmung von Geflligelknochen

3.4.3.2 Sensitivitat der Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser und Gehra

Die Auswirkungen unterschiedlicher Farbezeiten der Gegenfarbung mit Indigokarmin bei der
Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra (gem. 3.3.1.2) wurde unter Verwendung von
Hahnchenhackfleisch mit 0,3% Knochenpartikelzusatz (s. Tabelle 1) untersucht. Dazu wurden
unterschiedliche Farbeprotokolle dieser Farbung angewendet, bei denen derselbe

histologische Schnitt schrittweise mit sich addierenden Verweilzeiten im Indigokarmin gefarbt
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wurde. Dabei wurde im ersten Schritt auf die Gegenfarbung mit Indigokarmin verzichtet und
eine Auswertung nach 3.3.1.3 durchgefuhrt.

Daraufthin wurde das Praparat durch das Einwirken von Xylol wieder von seinem
Deckglaschen befreit und durch eine absteigende Alkoholreihe erneut in wassriges Milieu
Uberfihrt (s. Abbildung 17). Im Anschluss daran wurde beim Schritt zur Gegenfarbung mit
Indigokarmin fortgefahren und das Protokoll normal fortgefiihrt, so dass sich die Einwirkzeiten

des Indigokarmins zu einer Gesamteinwirkzeit von 30, 90 und 150 Sekunden addierten.
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Abbildung 17 - Férbeprotokoll des schrittweisen Farbens mit Indigokarmin
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3.4.3.3 Stauchungs- und Auffaltungstendenzen

Zur Untersuchung von Stauchungs- und Auffaltungstendenzen beim Schneiden der Proben,
die Einfluss auf die Richtigkeit der Methode haben kénnen, wurden Knochenpartikel in einem
Filterpapier platziert und das Filterpapier mit einem Faden so umwickelt und verschlossen,
dass keine Knochenpartikel herausfallen konnten. Das Filterpapier samt Inhalt wurde dann 5
Minuten in eine Alizarin S-Lésung gemal} der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra
aus 3.3.1.2 gegeben, so dass die Farbelésung die Knochenpartikel im Inneren des
Filterpapiers umspulen konnte. Nach Abschluss des Farbevorgangs wurden die
Knochenpartikel mit destilliertem Wasser gespiilt, bis keine Tribung des Wassers mehr
feststellbar war. Danach wurden die Knochenpartikel fir 60 Minuten im Trockenschrank bei
55 +/- 5 °C getrocknet.

Aus 5 Gramm weiller, haushaltsublicher, pulverformiger Gelatine und 0,5 Gramm
Indigokarmin wurde in 50 Milliliter destilliertem Wasser eine blaue Gelatinelésung hergestellt,
die zum Lo6sen aller Bestandteile auf 75 Grad Celsius erhitzt wurde, bis eine homogene
Flussigkeit entstanden war. Die Halfte der fertigen Gelatineldosung wurde dann in eine
Silikonform mit wirfelférmigen Aussparungen gegossen, so dass die Aussparungen zur Halfte
gefullt waren. Nach 2 Minuten wurden die gefarbten Knochenpartikel auf die Oberflache der
Gelatinewdrfel gestreut, so dass die Partikel etwas einsanken, sich aber noch an der
Oberflache befanden. Danach wurde die restliche Gelatinelésung in die Silikonform gegeben
und die Aussparungen vollstandig ausgefillt. Nach circa 60 Minuten wurden die entstandenen
Gelatineblocke aus der Silikonform entnommen. Der auf diese Art und Weise entstandene
Gelatineblock wurde sodann im Gefriermikrotom bei minus 20 Grad Celsius fur 60 Minuten
eingefroren (s. Kapitel 3.3.1). Danach wurden 10 Mikrometer dicke Schnitte angefertigt, die
sofort mit Einschlussmittel eingedeckt wurden. Nach dem Scan dieser Praparate wurden durch
eine softwarebasierte Flachenmessung per Hand einerseits die Flache des Knochenpartikels
und andererseits die der Gelatinekavitat ermittelt, in der sich der jeweilige Knochenpartikel
befand (s. Kapitel 3.3.1.3). SchlieBlich wurde die Differenz zwischen dem Flachenmal} des

Knochenpartikels und der Gelatinekavitat bestimmt.

3.4.3.4 Flachenvergleich der manuellen Messung zur automatisierten Messung

Um die Prazision der softwarebasierten Flachenbestimmung von Knochenpartikeln auf Basis
der Silbernitratimpragnierung zu Uberprifen, wurde zundchst ein vereinfachtes Bild
angefertigt, bei dem sich ein 2.272,96 ym? groRes Quadrat auf einer 6.642,25 ym? grofen
Flache befand. Jenes Bild wurde in das Programm ImageJ® geladen und das Quadrat per

Hand mit dem Mauszeiger umfahren. Die umfahrene Flache wurde durch das Programm

46



Material und Methoden

ermittelt. Daraufhin wurde die geometrische Figur erneut verwendet, um die Flache mit der
automatisierten Erkennung nach 3.3.1.3 zu berechnen. Beide Ergebnisse wurden miteinander
verglichen.

Als realitdtsnahes Beispiel wurde ein Bild von einem Knochenpartikel, welcher mit der
Silbernitratimpragnierung gefarbt wurde, in das Programm geladen und wiederum per Hand
umfahren und dessen Flacheninhalt berechnet. Im Vergleich dazu wurde erneut die
automatisierte Flachenerkennung nach 3.3.1.3 durchgefiihrt und die Ergebnisse miteinander

verglichen.

3.4.3.5 Anzahl detektierter Knochenpartikel bei konventioneller und automatisierter

Zahlweise

Eine konventionelle Partikelzahlung am Mikroskop wurde durchgefihrt, um die Ergebnisse mit
denen der softwarebasierten Auswertung zu vergleichen. Dazu wurden die Proben
Hahnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikel aus Tabelle 1 ausgewahlt und nach 3.3.1.1
und 3.3.1.2 hergestellt und gefarbt. Eine Auswertung erfolgte dann durch eine Analyse am
Mikroskop, bei der jeder Schnitt bei 25-facher Vergrélterung maanderformig durchgemustert
wurde. Die Knochenpartikeltreffer wurden handschriftlich notiert und gemaf der Formel 8 in
Treffer pro cm? umgerechnet. Die Ergebnisse wurden dann mit denen der automatisierten

Analyse aus 3.3.1.3 verglichen.

Formel 8 - Berechnung der Knochenpatrtikeltreffer/cm?

Summey (y; +y2 + ¥3+...yn)
4,84

= Detektierte Kochenpartikelfliche pro cm?

3.4.4 Spezifitat

Um zu Uberpriifen, ob die Methode falsch positive Befunde verursachen kann, wurden Proben
aus gewolften Hahncheninnenfilets gemaR 3.2.1 ohne Knochenpartikelzugabe hergestellt (s.
Tabelle 1). Ebenfalls wurden Hackfleischzubereitungen aus Hahnchen und Putenfleisch aus
Tabelle 2 verwendet. Die Proben wurden danach mit der Silbernitratimpragnierung gefarbt und
gemal den Abschnitten 3.3.1.1, 3.3.1.2 und 3.3.1.3 bearbeitet und ausgewertet. Schliellich
sollte Uberprift werden, inwieweit GewUlrze falsch positive Befunde verursachen kdnnen.
Gleichermalien wurden Mineralstoffe aus dem Knochen auf ihre Anfarbbarkeit untersucht. Um
dies zu erreichen wurde aus dem Lebensmitteleinzelhandel Majoran als Vertreter der Gewlrze
mit hohem Kalziumgehalt und Pfeffer als Vertreter der Gewlrze mit schwarzen Pigmenten in
einer Menge von 1 Gramm in 99 Gramm Geflligelhackfleisch eingemischt (s. Tabelle 1). Ferner

wurden Kalziumkarbonat und Dinatriumhydrogenphosphat als Vertreter von Kalzium- und
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Phosphatverbindungen und somit als Knochenmineralien in einer Konzentration von 5%
eingemischt (s. Tabelle 1). Im Folgenden wurden die Proben dann mit der Farbung nach
Pfeiffer, Wellhduser und Gehra sowie der Silbernitratimpragnierung gemaf 3.3.1.2 und 3.3.1.3

gefarbt und ausgewertet.
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3.5 Analytische Zusammensetzung von Geflugelverarbeitungsfleisch

3.5.1 Vergleich des Verarbeitungsfleisches und des Separatorenfleisches aus zwei

Betrieben

Aus Betrieb 1 und 2 wurden gemaf Tabelle 3 am 23.01.2017 und am 27.01.2017 sowohl
Verarbeitungsfleischproben als auch Separatorenfleischproben entnommen. Diese wurden
nach 3.3.1.1, 3.3.1.2 und 3.3.1.3 bearbeitet, mit der Silbernitratimpragnierung gefarbt und

ausgewertet.

3.5.2 Homogenitat des Verarbeitungsfleisches innerhalb einer Arbeitswoche

Es sollte festgestellt werden, ob Schwankungen zwischen unterschiedlichen
Verarbeitungsfleischchargen  desselben  Betriebs  auftreten. Dazu wurde das
Verarbeitungsfleisch aus Betrieb 2 jeweils an aufeinanderfolgenden Tagen beprobt. 5 Tage
lang wurden taglich morgens, mittags und abends Proben aus der laufenden Produktion
entnommen. Diese Proben wurden durch das betriebseigene Qualitditsmanagement geman
einer Probennahme-Anleitung entnommen. Der Transport erfolgte in diesem Fall durch ein
Logistikunternehmen (s. 3.2.3.3).

3.5.3 Schwankungen aufgrund des verarbeiteten Teilstiicks

Das Probennahme-Protokoll verzeichnet die Mischung der verschiedenen Rohstoffkategorien,
aus denen die betreffende Produktcharge hergestellt worden war (s. Tabelle 3, 4). Aus diesen
Daten erfolgte zusatzlich eine mathematische Berechnung der Messwerte flr die einzelnen
Rohstoffkategorien. Dazu wurden die Ergebnisse zunachst als uUberbestimmtes
Gleichungssystem betrachtet. Diese unterliegen allerdings Messungenauigkeiten und
Schwankungen, so dass der exakte Wert fiir den Messwert pro Bestandteil nicht sicher
ermittelt werden kann. Die Methode der kleinsten Quadrate bietet jedoch eine Méglichkeit der
besseren Annaherung zu den exakten Messwerten pro Bestandteil. Zur Minimierung des

quadratischen Fehlers wurde folgende Formel verwendet:
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Formel 9 - Minimierung des quadratischen Fehlers im (iberbestimmten Gleichungssystem

min || Ax — b ||
X

x = (ATA) *ATh

A: Mischverhéltnisse
x: Messwert pro Bestandteil
b: Messwert pro Mischung

AT: Transponierte Matrix

Als Vergleichsproben wurden zusatzlich noch Proben in Verarbeitungsbetrieb 5 entnommen,
welcher selbst Verarbeitungsfleisch aus angelieferten Hahnchenteilsticken aus
Geflugelschlachtbetrieben herstellte (s. Tabelle 4, Betriebsstatte 5). Die Beprobung erfolgte
direkt aus dem verwendeten Bandseparator. AbschlieRend wurden die Proben erneut gemaf
3.2.3.3 zum Labor verbracht und nach 3.3.1.1, 3.3.1.2 (Silbernitratimpragnierung), 3.3.1.3
bearbeitet, gefarbt und ausgewertet.

3.5.4 Schwankungen aufgrund des Anpressdruckes im Kolbenseparator

Die Untersuchungen zur Feststellung der Auswirkungen eines erhdhten Anpressdruckes auf
die Knochenpartikelzahl wurden mit einem Kolbenseparator in Betriebsstatte 3 (s. Tabelle 3)
durchgefuhrt. Es wurde ein Kolbenseparator der Firma Marel® verwendet, bei dem zwei
verschiedene Druckstufen (40 und 60 bar) eingestellt wurden. Als Ausgangsmaterial wurden
Teile vom Hahnchenfligel verwendet (s. Tabelle 3). Die so hergestellten 4 Proben wurden
gemalf 3.2.3.3 zum Labor verbracht und nach 3.3.1.1, 3.3.1.2 (Silbernitratimpragnierung) und
3.3.1.3 bearbeitet, gefarbt und ausgewertet.

3.5.5 Schwankungen aufgrund des Geschlechts in Putenverarbeitungsfleisch

Ebenso wurde Putenverarbeitungsfleisch aus einem Putenschlachtbetrieb (Betriebsstatte 4, s.
Tabelle 4) untersucht. Die Ergebnisse wurden mit denjenigen aus den
Hahnchenschlachtbetrieben verglichen. Als Ausgangsmaterial wurden die Unterkeulen von
weiblichen und mannlichen Puten verwendet. Diese wurden separat voneinander in je einen
Bandseparator derselben Baureihe mit denselben Einstellungen gegeben. Auch diese Proben
wurden gemal 3.2.3.3 zum Labor verbracht und nach 3.3.1.1, 3.3.1.2

(Silbernitratimpragnierung), 3.3.1.3 bearbeitet, gefarbt und ausgewertet.
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4 Ergebnisse
4.1 Aussagekraft der histologischen Methode

411 Eigenschaften der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, der
Silbernitratimpragnierung und der Farbung nach Calleja im Vergleich

Die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, die Silbernitratimpragnierung und die
Farbung nach Calleja zeigten deutliche Unterschiede in der Darstellung von Knochenpartikeln
und Hintergrund. Die Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser und Gehra stellte die Knochenpartikel
rot auf einem blauen Hintergrund dar. Die modifizierte Silbernitratimpragnierung lief3
Knochenpartikel als schwarze Flachen vor einem nahezu farblosen Hintergrund erkennen,
wahrend die Farbung nach Calleja Knochengewebe blau vor einem grinen Hintergrund
einfarbte (s. Abbildung 18).

Die Farbkontraste wurden gemaR 3.4.1 berechnet. Es traten starke Kontrastunterschiede

zwischen Knochensubstanz und Matrixhintergrund bei den einzelnen Farbungen auf. Nach

Abbildung 18 — 3 Folgeschmtte geférbt nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra ( 1 ) mit der
Silbernitratimprdgnierung (2) und nach Calleja (3)

Tabelle 10 erreichte die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra den geringsten
Kontrast, gefolgt von der Farbung nach Calleja. Den starksten Kontrast erzielte die
Silbernitratimpragnierung, welche mit schwarzen Knochenpartikeln auf nahezu farblosem

Hintergrund einen Maximalwert erreichte.
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Tabelle 10 — Mittelwerte nach dem sRGB-Schema aus 10 Messungen von digitalen Bildern,
die Proben zeigen, die mit der Fadrbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, der
Silbernitratimprdgnierung und der Farbung nach Calleja gefdrbt wurden und daraus
berechnetet Kontrastwerte.

Farbwerte Farbwerte Kontrastverhaltnis
Farbung _ _
Knochen (x) Hintergrund (x) (Bereich von 0 — 1))
Pfeiffer, Wellhauser
102/29,5/30 47/62,5/117,8 0,17
und Gehra
Silbernitrat 7,7/4,5/6,7 250,9/247,7/235,1 0,96
Calleja 33,4/65,5/129,7 117,3/184,7/105,8 0,44

Der von der Silbernitratimpragnierung erreichte Kontrastwert von 0,96 ist vom Maximalwert 1
nicht weit entfernt. Im Gegensatz dazu wiesen die Calleja-Farbung mit 0,44 und die Farbung
nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra mit 0,17 einen deutlich geringeren Kontrast auf.

Bei Betrachtung der nachgewiesenen Knochenpartikelanzahl von Silbernitratimpragnierung im
Vergleich zur Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra wurden ebenfalls Unterschiede
zwischen den verschiedenen Farbeverfahren deutlich (Tabelle 24 und Abbildung 19).

In Geflugelhackfleisch mit 0,1%igem Knochenpartikelzusatz wurde mit Hilfe der
Silbernitratimpragnierung (Mittelwert: 4,4 Knochenpartikel/cm?) ungefahr die 10fache Menge
an Knochenpartikeln nachgewiesen, wie mit der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra
(0,4 Knochenpartikel/cm?). Zudem zeigte die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra bei
einigen Schnitten gar keine Knochenpartikeltreffer (s. Tabelle 24 und Tabelle 25) an. Die
Streuung der Werte fiel in diesem Versuchsmaterial gering aus. Bei der
Silbernitratimpragnierung wurde nur ein Messwert von 9,3 Knochenpartikel/cm? statistisch als
extremer Ausreil3er nachgewiesen. Ferner liegen Median und arithmetisches Mittel auf einem
annahernd gleichen Niveau.

Die Geflugelbrihwurst zeigte im Vergleich zum Hahnchenhackfleisch mit 0,1%
Knochenpartikeln mehr Knochenpartikeltreffer. Allerdings war auch hier ein deutlicher
Unterschied zwischen der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra und der
Silbernitratimpragnierung zu sehen: Mit einem arithmetischen Mittel von 15,9
Knochenpartikeln/cm?  (Silbernitratimpragnierung) wurden im  Vergleich zu 1,9
Knochenpartikeln/cm? (Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra) im Schnitt gut 8-mal so
viele Knochenpartikel durch die Silbernitratimpragnierung nachgewiesen (Tabelle 26;
Abbildung 19). Allerdings wurden auch mit der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

in jedem Schnitt regelmaRig mehrere Knochenpartikel nachgewiesen. Hier zeigte sich auf
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Seiten der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra mit 4,1 Knochenpartikeln/cm? ein
milder Ausreil’er. Festgestellt wurde ebenfalls eine erhéhte Streuung bei der
Silbernitratimpragnierung und dort auch eine deutlichere Differenz zwischen arithmetischen
Mittel und dem Median.

Die héchste Anzahl nachgewiesener Knochenpartikel trat bei der Gefligelbratrolle auf.
Ebenfalls waren hier erneut Unterschiede innerhalb der Knochenpartikelzahlung zu
verzeichnen: Der Mittelwert nachgewiesener Knochenpartikel lag mit 69,1
Knochenpartikeln/cm? (Silbernitratimpragnierung) und 3,4 Knochenpartikeln/cm? (Farbung
nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra) bei dem gut 20-fachen zu Gunsten der
Silbernitratimpragnierung. Auffallig war hier besonders die grolte Spannweite zwischen

oberem und unterem Quartil, die eine grof3e Streuung der Werte anzeigt.
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Abbildung 19 — Knochenpartikelanzahl ermittelt mit der Silbernitratimprdgnierung und der
Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra in den Probenmaterialien Hdhnchenhackfleisch
mit 0,1% Knochenpartikelzusatz, Gefliigelbriihwurst und Gefliigelbratrolle. Die jeweiligen
Mittelwerte sind grafisch als Strich neben den Boxplots aufgetragen.

Ein ahnliches Bild zeigte sich beim Vergleich der detektierten Knochenpartikelflachen (s.
Tabelle 25 und Abbildung 20). Auch hier wurde im Versuchsmaterial Geflliigelhackfleisch mit
0,1% Knochenpartikelzusatz deutlich mehr Flache durch die Silbernitratimpragnierung
nachgewiesen. Ein arithmetisches Mittel von 3.489 pm?*cm? im Gegensatz zu 613 pm?/cm?
zeigt, dass hier im Schnitt knapp 6-mal so viel Flache durch die Silbernitratimpragnierung

nachgewiesen wurde.
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Die Knochenpartikel, welche durch die Silbernitratimpragnierung nachgewiesen wurden,
besalen eine durchschnittliche Gréfie von 785,5 um2. Das kleinste Exemplar wurde mit einer
GrofRe von 103,6 um? und das Grofdte mit 10.065,3 um? gemessen. Im Gegensatz dazu
wurden Knochenpartikel durch die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra im Schnitt
mit 1.648,2 ym? gemessen, wobei der kleinste Wert 111,1 um? und der gréf3te 7.017,9 um?
betrug. Die Streuung der Werte fiel bei beiden Farbungen gering aus und zeigte keine

Ausreil3er, wie auch keine grof3en Unterschiede zwischen arithmetischem Mittel und Median.
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Abbildung 20 — Knochenpartikelflichen ermittelt mit der Silbernitratimprégnierung und der
Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra in den Probenmaterialien Hahnchenhackfleisch
mit 0,1% Knochenpartikelzusatz, Gefliigelbriihwurst und Gefliigelbratrolle. Die jeweiligen
Mittelwerte sind grafisch als Strich neben den Boxplots aufgetragen.

Der Unterschied zwischen beiden Farbungen war im Material Gefligelbrihwurst bei der
detektierten Flache weniger stark ausgepragt. Hier wurden mit durchschnittlich
31.354,37 ym?/cm? und 17.270,56 um?/cm? circa die doppelte Menge durch die
Silbernitratimpragnierung detektiert (s. Abbildung 20). Ebenfalls war erstmalig zu sehen, dass
ein Wert bei der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra hdher ist (s. Tabelle 27).
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Die durch Silbernitratimpragnierung gefarbten Partikel besalen hier eine durchschnittliche
Grofe von 1.978,6 um?2. Der kleinste Partikel wurde mit einer Gré3e von 103,8 uym? und der
grofite mit 212.822,3 um? gemessen. Im Gegensatz dazu wurden Knochenpartikel durch die
Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra im Schnitt mit 9.185,7 ym? gemessen, wobei
der kleinste Wert 103,8 pm? und der gréfte 241.233,2 um? betrug. Die Streuung der Werte ist
wiederum deutlicher zu sehen, wie auch erste deutlichere Unterschiede zwischen
arithmetischen Mittel und Median, wahrend Ausreil3er nicht auftraten.

Im Versuchsmaterial Geflugelbratrolle zeigte die detektierten Knochenpartikelflache mit
172.443 ym?/cm? zu 77.293 um?/cm? ein arithmetisches Mittel, welches bei dem gut
zweifachen zu Gunsten der Silbernitratimpragnierung lag. Diese wies Knochenpartikel mit
einer DurchschnittsgroRe von 2.494,4 uym? nach. Die geringste Flache fand sich bei einem
Partikel, der eine Flache von 103,6 um? besal} und die grofte bei einem, der eine Flache von
212.822,3 ym? aufwies. Die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra detektierte
Knochenpartikel von durchschnittlich 22.950,7 ym?, wobei hier der kleinste Wert 166,2 pm?
und der gréRte 785.934,9 betrug. Die Streuung fiel hier besonders hoch aus, erkennbar an der
grolien Spannweite zwischen oberem und unterem Whisker. Die Farbung nach Pfeiffer,
Wellhduser und Gehra zeigt sogar einen unteren Whisker, welcher die Nulllinie tangiert.
Wurden die Knochenpartikel ihrer Grée nach klassifiziert, so zeigte sich im Versuchsmaterial
Geflugelhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelzusatz, dass bei der Silbernitratimpragnierung
46% der nachgewiesenen Knochenpartikel eine Grofde von 100-250 ym? zeigten, wahrend
sich bei der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra in diesem Grélenbereich nur 28%
der nachgewiesenen Knochenpartikel einordnen lieRen. Umgekehrt waren bei
Knochenpartikeln, welche gréRer waren als 3.000 ym? nur 6% der Knochenpartikel zu finden,
die durch Silbernitratimpragnierung nachgewiesen wurden. Demgegeniber stand ein Anteil
von 22% der durch Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra nachgewiesenen Partikel,
die eine GroRe von mindestens 3.000 um? aufwiesen (s. Abbildung 21).
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Abbildung 21 - Prozentuale Héaufigkeit der Knochenpartikel klassifiziert nach deren Flachen bei
der Silbernitratimpréagnierung und der Férbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra im
Probenmaterial Gefliigelhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelzusatz.

Deutlicher fiel das Ergebnis im Versuchsmaterial Geflugelbrihwurst aus. 37% der durch
Silbernitratimpragnierung nachgewiesenen Partikel besalien eine GréfRe von 100 — 250 um?,
wahrend dies fur die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra nur in 12% der Falle zutraf.
Dem gegenuber standen 11% der Uuber 3000 pm? groRen Partikel der
Silbernitratimpragnierung und 43% Anteil bei der Farbung nach Pfeiffer Wellhduser und Gehra

(Abbildung 22).
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Abbildung 22 - Prozentuale Héaufigkeit der Knochenpartikel klassifiziert nach deren Flachen
bei der Silbernitratimprégnierung und der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra im
Probenmaterial Gefliigelbriihwurst.

Diese Erscheinung traf ebenfalls fir die Gefligelbratrolle zu. Die Grélkenspanne von
100 — 250 ym? wurde von der Silbernitratimpragnierung in 34,5% der Falle erreicht, wahrend
dies bei der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra nur in 1,2% der Falle zutraf.
Hingegen erreichte letztere in der Kategorie grofier als 3000 um? knapp 70%, wahrend die
Silbernitratimpragnierung hier nur auf einen Wert von 15% kam (Abbildung 23).
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Abbildung 23 - Prozentuale H&ufigkeit der Knochenpartikel klassifiziert nach deren Fldchen bei

der Silbernitratimprégnierung und der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra im
Probenmaterial Gefliigelbratrolle.

4.1.2 Prazision

Die Untersuchung von 108 Proben aus Hahnchenhackfleisch mit 0,1%
Knochenpartikelzugabe (s. Tabelle 1) zeigte, dass trotz gleichen Knochenpartikelgehaltes der
Proben sehr unterschiedliche Ergebnisse mdglich waren. Die hier angewendete
Silbernitratimpragnierung zeigte eine grof3e Streuung (s. Tabelle 33). Es wurden im Mittel 11,8

+/- 8,99 Knochenpartikel/cm? Schnittflache und 15.784,99 ym? +/- 32.738,32 uym?
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Knochenflache/cm? Schnittflache festgestellt. Bei einem Standardfehler von 0,05 ergab sich
ein Vertrauensbereich von 0,95. Darauf aufbauend konnte die Varianz mit 80,89

Knochenpartikeln/cm? und 1.071,8 mm?/cm? eingegrenzt werden (s. Tabelle 11).

Tabelle 11 - Statistische Werte aus 108 Schnitten mit Probenmaterial aus
Hé&hnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelgehalt

Statistik [Standardfehler

Mittelwert 11,786 0,8654
Median 8,985
Varianz 80,890

Standardabweichung] 8,9939

Minimum 2,3
Knochenpartikelanzahl/cm?
Maximum 43,8
Spannweite 41,5
Interquartilbereich 8,9
Schiefe 1,655 0,233
Kurtosis 2,568 0,461
Mittelwert 15784,989 ( 3150,2466
Median 7344,440
Varianz 1,072E9
Standardabweichung|32738,3229
Minimum 1127,6
Knochenpartikelflache in um?cm?
Maximum 204438,9

Spannweite 203311,3
Interquartilbereich 8407,2

Schiefe 4,813 0,233

Kurtosis 23,891 0,461
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Abbildung 24 - Knochenpartikelanzahlen und Knochenpartikelflachen aus
Hé&hnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelgehalt

Bei der Bestimmung der Knochenpartikelanzahl sind 8 AusreiRer (grofier 1,5-facher
Interquartilsabstand) aufgetreten, davon sind 2 extreme Ausreil’er (groRer 3-facher
Interquartilsabstand). Folglich sind 8 von 108 Werten Ausreiler, dies entspricht 7,41%, jeder
14. Schnitt ist also durchschnittlich ein AusreiRer. Werden nur die extremen Ausreil3er
betrachtet so ergibt sich ein Wert von 2 von 108, also 1,85% und somit ist jeder 54. Schnitt ein
extremer Ausreil3er. Im Falle von 6 Schnitten ware die Wahrscheinlichkeit einen Ausreil3er bei
der Knochenpartikelanzahl dabei zu haben bei 37%, auf einen extremen Ausreilder bei 11%.
Anders verhalt es sich, wenn 30 Schnitte angerfertigt werden. Dann ware die
Wahrscheinlichkeit einen Ausreil3er dabei zu haben bei 90%, auf einen extremen Ausreiler
bei 43%.

Bei Betrachtung der Knochenpartikelflache werden 10 Ausreil3er festgestellt, wovon 8 mehr
als den 3fachen Interquartilsabstand Uberschreiten. Es sind also 10 von 108 beziehungsweise

9,26% AusreilRer und 8 von 108, also wiederum 7,41% extreme Ausreif3er. Damit ist jeder 11.
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Schnitt ein Ausreilder, jeder 14. ein extremer AusreilRer. Bei der Betrachtung der extremen
Ausreiller innerhalb der Knochenpartikelflache fallt weiterhin auf, dass hier sehr grof3e
Spannweiten auftreten (geringster extremer Ausrei3er: 24.939,4; Maximum: 204.438,9).
Werte ab 100.000 werden somit in 4 Schnitten von 108 festgestellt. Dies entspricht 3,70% und
tritt folglich durchschnittlich in jedem 28. Schnitt auf.

Bei der Knochenpartikelflache betragt die Chance auf einen AusreilRer 44% und wiederum
37% auf einen extremen. Werden allerdings 30 Schnitte angefertigt, ist es hingegen eine
Chance von 95% auf einen Ausreil3er und wiederum 82% auf einen extremen.

So zeigt sich auch bei der zufalligen Auswahl von 10 Stichproben bei einer Ziehungszahl von
einmal 6 und einmal 30 Schnitten aus 108 im Vergleich, dass die durchschnittliche Differenz
zum Mittelwert bei 6 Schnitten im Vergleich zum Referenzwert aus 108 Schnitten bei 3,05 liegt
und bei 30 Schnitten nur bei 0,71 Knochenpartikeln/cm?. Bei der Knochenpartikelflache ist der
Unterschied 8.993,1 um? bei 6 Schnitten beziehungsweise bei 5.441,1 ym? bei 30. Dies
veranschaulicht Abbildung 25 und Tabelle 34.
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Abbildung 25 - Auswahl von 10 Stichproben von einmal 6 aus 108 und einmal 30 aus 108
unter Betrachtung der Knochenpartikelanzahl und der Knochenpartikelflache mit zusétzlicher
Kenntlichmachung des Mittelwerts aller 108 Proben als Linie. Zu beachten ist, dass der
jeweilige Mittelwert von 6 aus 108 bzw. 30 aus 108 nicht dargestellt ist.

Um weitere statistische Tests durchzufuhren, missen die Werte auf Normalverteilung hin
Uberpriift werden. Diese Uberpriifung ergab, dass keine Normalverteilung vorliegt.

Fur n = 108 Schnitte gelangt der Kolmogorov-Smirnov-Test (s. Tabelle 12) zu dem Ergebnis,
dass die Nullhypothese zu verwerfen ist und eine Normalverteilung nicht angenommen werden
kann. Die Signifikanz liegt unter 0,05. Gleiches zeigen auch die entsprechenden Histogramme
(Abbildung 26, Abbildung 27). Ein Logarithmieren der Daten fuhrt hingegen dazu, dass eine
Normalverteilung entsteht (Abbildung 26, Abbildung 27, Tabelle 12).

Eine Ruckrechnung der log-Werte durch Potenzieren ergibt bei 6 Schnitten ein 95%
Konfidenzintervall von 3,19 bis 27,61 Knochenpartikeln/cm®* und 2.333,46 bis
18.663,80 um?*cm?  Knochenpartikelflache. Bei 30 Schnitten 8,32 bis 14,76
Knochenpartikeln/cm? und 6.011,74 und 12.105,98 pm?*cm? Knochenpartikelflache und bei
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108 Schnitten 8,05 bis 10,52 Knochenpartikeln/cm? und 6.471,43 bis 9.527,96 um?3/cm? (s.
Tabelle 13).

Mittelwert =11 79 : o
25— St -Abw. =5 994 159 ;:‘J‘.i‘gﬁié’ 539054
M =108 TH=108
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Knochenpartikelanzahllem? Logarithmierte
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Abbildung 26 - Histogramm der Knochenpartikelanzahlen und der logarithmierten
Knochenpartikelanzahlen aus 108 Schnitten von H&hnchenhackfleisch mit 0,1%
Knochenpatrtikelgehalt.
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Abbildung 27 - Histogramm  Knochenpartikelflaichen und der logarithmierten
Knochenpartikelflache aus 108 Schnitten von Héahnchenhackfleisch mit 0,1%
Knochenpartikelgehalt.
Tabelle 12 - Kolmogorov-Smirnov-Anpassungstest
Knochenpartikelanzahl Knochenpartikelflache
Anzahl/cm? log Anzahl/cm? Mm/cm? log pm?%cm?
N 108 108 108 108
Parameter der Mittelwert 11,786 ,9644 15784,989 3,8949q
Normalverteilung?® Standard-
8,9939 ,30443 32738,3229 44161
abweichung
Extremste Differenzen Absolut ,158 ,058 327 ,084
Positiv ,158 ,058 ,310 ,084
Negativ -,145 -,047 -,327 -,055
Kolmogorov-Smirnov-Z 1,646 ,606 3,400 ,8694
Asymptotische Signifikanz (2-seitig) ,009 ,856 ,000 437
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Tabelle 13 - Statistische Werte einer zufélligen Stichprobe von 6 aus 108 und 30 aus allen 108
Schnitten (die potenzierten Werte der Unter- bzw. Obergrenzen sind in Klammern aufgefiihrt)

6 aus 108 30 aus 108 108
Statis-|Standard | Statis- |Standard |Statis-|Standard
tik -fehler tik -fehler tik -fehler
Logarith- Mittelwert 973 ,1822) 1,045 ,0609| ,964 ,0293
mierte g5, Unter- | 504 920 906
Kno.chen Konfidenzintervall — grenze (3.19) (7.98) (8,05)
Zi:'aﬁl des Mittelwerts  opergr| 1,441 1,169 1,022
o enze | @761 (14,76) (10,52)
5% getrimmtes Mittel ,968 1,053 ,962
Median ,928 1,075 ;953
Varianz ,199 111 ,093
Standardabweichung ,4463 ,3338 ,3044
Minimum 4 4 4
Maximum 1,6 1,6 1,6
Spannweite 1,2 1,2 1,3
Interquartilbereich 9 4 4
Schiefe ,276 ,845|  -,382 427,158 ,233
Kurtosis -1,321 1,741 -,508 ,833| -,493 461
Logarith- Mittelwert 3,820 ,(1756| 3,931 ,0742| 3,895 ,0425
mierte 959, Unterg | 3,368 3,779 3,811
Knochen konfidenzintervall  renze | (2334) (6012) (6471)
p?rtikel- des Mittelwerts Obergr| 4,271 4,083 3,979
f'aChe enze |(18664) (12106) (9528)
:Tmz/cmz 5% getrimmtes Mittel 3,819 3,930 3,868
Median 3,798 3,901 3,866
Varianz 185 165 ,195
Standardabweichung ,4301 ,4062 4416
Minimum 3,3 3,3 3,1
Maximum 43 4,7 5,3
Spannweite 1,0 1,4 2,3
Interquartilbereich 9 7 0
Schiefe ,085 ,845/  -,039 427,869 ,233
Kurtosis -2,282 1,741 -1,092 ,833| 1,344 ,461
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4.1.3 Richtigkeit und Sensitivitat

4.1.3.1 Berechnung der Dichte und Korrelation mit histologischen Ergebnissen

Wie bei den vorausgegangenen Ergebnissen wies die Silbernitratimpragnierung gegentber
der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra auch in diesem Fall eine hdhere Anzahl an
Knochenpartikeln/cm? nach: Mit 52,23 gegenuber 6,03 Knochenpartikeln/cm? (s. Tabelle 36,
Abbildung 28) detektierte die Silbernitratimpragnierung knapp die 9-fache Menge an
Knochenpartikeln. Die Streuung lag bei der Silbernitratimpragnierung im Bereich von 32 bis
78 Knochenpartikeln/cm?, wahrend die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra eine
Spannweite von 3 bis 9 Knochenpartikeln/cm? aufwies mit zwei AusreiRern bei 9,9

Partikeln/cm?.
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Abbildung 28 - Knochenpartikelanzahl ermittelt durch Silbernitratimpréagnierung und Farbung
nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra im Material Hahnchenhackfleisch mit 0,5%
Knochenpartikelzusatz. Die jeweiligen Mittelwerte sind grafisch als Strich neben den Boxplots
aufgetragen.

Die Dichtemessung ergab Werte von 1,31 bis 1,86 Gramm pro Kubikzentimeter. Flr den
Versuch wurde ein Radius aus Tabelle 35 verwendet. Dieser wies einen Dichtewert von
1,3094 g/cm? auf (s. Tabelle 35). Mit Hilfe des Dichtewertes wurde die Knochenpartikelflache
errechnet, welche sich rechnerisch aus einer Zugabe von 0,5% Knochenpartikeln ergeben
wirde. Rechnerisch betrug die zu erwartende Knochenpartikelflache 381.841,00 um?/cm?. Der

zu erwartende Flachenanteil betrug damit 0,38%.
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Die Silbernitratimpragnierung wies 0,11% und die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und
Gehra 0,07% nach (Tabelle 37 und Abbildung 29), so dass mit der Silbernitratimpragnierung
ungefahr 50% mehr Knochenpartikelflache nachgewiesen wurde, die ca. ein Drittel des

hinzugefigten Knochenmaterials ausmachte.
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21841.0
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W silbernitratimpragnerung
O mittelwert Silberntratimpragnierung
O Farbung nach Pfeiffer, Welhauser und
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Silbernitratimpragnerung Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

Abbildung 29 — Knochenpartikelflachen ermittelt durch Silbernitratimpragnierung und Farbung
nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra im Material H&hnchenhackfleisch mit 0,5%
Knochenpatrtikelzusatz in Bezug zum rechnerisch ermittelten Wert. Die jeweiligen Mittelwerte
sind grafisch als Strich neben den Boxplots aufgetragen.
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4.1.3.2 Sensitivitat der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

Bei der schrittweisen Erhéhung der Indigokarmin-Einwirkzeit trat mit zunehmender
Expositionszeit eine Verringerung der Knochenpartikelzahlen auf (s. Abbildung 30). Die Anzahl
nahm pro Stufe durchschnittlich um den Faktor 3,9 ab. Die stufenweise Verringerung der
Anzahl fihrte bei manchen Proben dazu, dass bei der letzten Stufe keine Knochenpartikel
mehr detektiert wurden (s. Tabelle 38, Abbildung 31).

Ein ahnliches Bild zeigte sich auch bei der detektierten Knochenpartikelflache. Die
nachgewiesene Flache nahm um etwa den Faktor 4,4 ab (s. Tabelle 39, Abbildung 32).

15 T k“'«. f {)?s:: s i i g .:Ji%v . | Xt " i“"‘ln :3;};3»
Abbildung 30 —Von oben links oben rehts nach unten links nach unten rechts:

Schrittweise Entfdrbung eines Knochenpartikels durch zunehmende Einwirkzeit von
Indigokarmin. Einwirkzeit des Farbstoffs Indigokarmin: 0, 30, 90 und 150 Sekunden

71



Ergebnisse

Expositionszeit [Sek.]

300,09 [lkeine Gegenfarbung

[ 30 sekunden Indigokarmin
B 20 Sekunden Indigokarmin
M 150 Sekunden Indigokarmin T

200,07

Knochenpartikelanzahlicm?
]

100,07

.ﬁ Ll SN

1 2 3 4 5 g 7 g8 g 10
Schnitt

Abbildung 31 - Detektierte Knochenpartikelanzahl bei schrittweiser Erhbhung der Einwirkzeit
bei der Férbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra
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Expositionszeit [Sek.]

3000000,09 [Dkeine Gegenfarbung

M 30 sekunden Indigokarmin
B 50 Sekunden Indigokarmin
M 150 Sekunden Indigokarmin

2000000,05

1000000,0-

Knochenpartikelfliche in pm2lcm?

LU I |l Nk

1 z 3 4 5 B 7 8 g 10
Schnitt

Abbildung 32 - Detektierte Knochenpartikelflache bei schrittweiser Erhéhung der Einwirkzeit
bei der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

4.1.3.3 Stauchungs- und Auffaltungstendenzen

Stauchungs- und Auffaltungstendenzen wurden durch Vergleich der Knochenpartikelflache
und der Kavitatenflache nach dem Anfertigen von Schnitten untersucht. Durchschnittlich wurde
eine Differenz zwischen Knochenpartikelflache und der zugehérigen Kavitat von fast 30%
gemessen. 50% der Werte bewegte sich zwischen knapp 20% und 40% (s. Tabelle 14,
Abbildung 33).
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Tabelle 14 - Knochenpartikelflache und Fldachen ihrer Kavitédten

Flache der | Differenz
Kavitat Flache der Kavitat
Knochen [um?]

[um?] Knochen
1 |25.948,7 - 100,0%
2 | 34.585,0 13.8.87,7 59,8%
3 ]95.102,50 41.331,8 56,5%
4 |23.2444 11.325,3 51,3%
5 |49.709,1 29.162,7 41,3%
6 |6.265,5 3.886,9 38,0%
7 | 52.602,6 34.440,4 34,5%
8 |41.215.2 28.362,8 31,2%
9 |108.786,2 75.313,3 30,8%
10 | 69.228,7 49.031,5 29,2%
11 112.187,3 8.802,0 27,8%
12 | 89.270,1 65.387,9 26,8%
13 | 39.255,7 30.992,9 21,1%
14 | 71.439,7 57.577,2 19,4%
15 | 6.452,7 5.245,6 18,7%
16 | 59.539,5 50.546,0 15,1%
17 | 16.873,4 14.382,9 14,8%
18 | 89.863,9 79.504,0 11,5%
19 | 10.802,1 9.678,7 10,4%
20 | 63.471,8 60.085,8 5,3%

Differenz Kavititsflaiche zu Knochenflache [in %]

100 ]

100

307

G0

20+

Abbildung 33 - Differenz
Knochenpatrtikelflache zur
Kavitét in Prozent

4.1.3.4 Flachenvergleich zwischen manueller und automatisierter Messung

Die Uberprifung der Richtigkeit der Messung ergab ein hohes Mal an Ubereinstimmung

zwischen manueller und automatisierter Auswertung (s. Abbildung 34 und Tabelle 15). Die

geometrische Figur eines Quadrates wurde mit einer Ubereinstimmung von 100% detektiert.

Eine Abweichung zwischen den beiden Messmethoden ist nicht feststellbar.
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-

7 Testjpg (G) =N el [ Testjpg () (s @]==]

81.50x81.50 um (300x300); RGE; 352K 81.50%81.50 ym (300x300); B-hit; 88K

Abbildung 34 — Geometrische Figur eines Quadrates. Links manuell mit der Maus umfahren,
rechts mit der automatischen Fldchenerkennung nach 3.3.1.3 erfasst

Tabelle 15 - Vergleich der Flachenmessung zwischen dem manuellen Umfahren und der
automatischen Fldchenerkennung

Quadrat Knochenpartikel
Gesamtflache: 6.642,25 um? (81,50 x 81,50) 44.211,47 um? (226,03 x 195,60)
Manuelle Messung: | 2.272,96 um?; 0,34210% Anteil 479,42 ym?;, 0,01084% Anteil
Phasenanalyse 2.272,96 um?; 0,34210% Anteil 477,43 ym?;, 0,01080% Anteil
Ubereinstimmung: | 100% 99,58%
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Beim Ausmessen eines Knochenpartikels als Vergleichsobjekt wurde eine Ubereinstimmung
von 99,58% ermittelt (s. Abbildung 35, 36, Tabelle 15).

[ 1702452, bleu Kossa D 06 jpg (6] =]
226.03x195 60 wm (832x7 20); RGB; 2.3MB

Abbildung 35 — Knochenpartikel manuell mit ~ Abbildung 36 — mit der automatischen Fldchen-
der Maus umfahren erkennung nach 3.3.1.3 erfasst

4.1.3.5 Knochenpartikelanzahl bei konventioneller und automatisierter Zahlweise

Wurden die Ergebnisse einer konventionellen Partikelzahlung mit denen der Phasenanalyse
im Hinblick auf die Knochenpartikelanzahl verglichen, so lag eine Ubereinstimmung von 95%
vor. Von 10 Schnitten lieferten 6 eine Ubereinstimmung von 100%, die Gbrigen 4 Schnitte
zeigten eine maximale Abweichung von bis zu 18%. Die Abweichungen wurden durch héhere

Knochenpartikelzahlen bei der automatischen Zahlweise hervorgerufen (s. Tabelle 16).
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Tabelle 16 — Vergleich der konventionellen Partikelzdhlung mit der Z&hlung durch

Phasenanlayse
Anzahl konventionelle - o
Anzahl Phasenanalyse Ubereinstimmung
Schnitt Zahlung Nionventionell
_ [Knochenpartikel/cm?] [ 4100 ]
[Knochenpartikel/cm?] Phasenanalyse
1 8,7 9,3 93%
2 5,8 5,8 100%
3 4.8 4,8 100%
4 1,9 2,3 82%
5 3,3 3,5 94%
6 3,5 3,5 100%
7 3,9 3,9 100%
8 3,3 3,9 84%
9 3,9 3,9 100%
10 3,5 3,5 100%
x 4,3 4,4 95%
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4.1.4 Spezifitat

4.1.4.1 Proben ohne zugefiigtes Knochenmaterial

Die Proben ohne Beifigung von Knochenpartikeln zeigten sehr geringe
Knochenpartikelzahlen. Mit einem durchschnittlichen Wert von 0,2 Knochenpartikeln/cm? und
einer mittleren Flache von 153,62 um?/cm? lagen diese deutlich unter den Werten der Proben

mit Knochenpartikelzusatz (s. Tabelle 17)

Tabelle 17 — Detektierte Knochenpartikelanzahlen und Knochenpartikelflachen bei den
Nullproben ohne Knochenpartikelzusatz aus Tabelle 1

Schnitt Knochenpartikel | Knochenpartikel | Knochenpartikel | Knochenpartikel

(4,84 cm?) / Schnitt /cm? flache/Schnitt flache/cm?
1 0 0 0 0
2 3 0,62 2.215,41 457,73
3 3 0,62 4.996,77 1.032,39
4 1 0,21 1.649,472 340,80
5 1 0,21 552,15 114,08
6 2 0,41 545,23 112,65
7 1 0,21 248,44 51,33
8 2 0,41 372,68 77,00
9 0 0 0 0
10 2 0,41 6.687,62 1.381,74
11 1 0,21 392,09 81,01
12 0 0 0 0
13 0 0 0 0
14 0 0 0 0
15 0 0 0 0
16 0 0 0 0
17 4 0,83 1.960,35 405,03
18 1 0,21 185,71 38,37
19 0 0 0 0
20 1 0,21 288,90 59,69
21 3 0,62 1471,99 304,13
22 0 0 0 0
23 0 0 0 0
24 0 0 0 0
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25 2 0,41 248,53 51,35
26 0 0 0
27 0 0 0
28 0 0 0
29 2 0,41 490,20 101,28
30 0 0 0
X 0,97 0,2 743,52 153,62

Anhnlich verhielt es sich auch bei den Gefliigelhackfleischproben aus SB-Packungen des
Lebensmittelhandels. Hier wurden ahnliche Zahlen- und Flachenwerte erreicht (s. Tabelle 18).
Das arithmetische Mittel der Knochenpartikelanzahl in der Hahnchenhackfleischzubereitung
(0,34 Knochenpartikel/cm?) lag etwas hoher als dasjenige der Putenhackfleischzubereitung
(0,18 Knochenpartikel/cm?). Es traten sowohl milde als auch extreme Ausreil3er bis zu 3,3
Knochenpartikel/cm? in insgesamt 3 Schnitten auf.

Bei fallt bei

Putenhackfleischzubereitung aufgrund der wenigen Knochenpartikeltreffer nur Ausreiler

der Auswertung der Knochenpartikelflache auf, dass der

abgebildet werden, wahrend bei der Hahnchenhackfleischzubereitung ein Boxplot mit

vergleichsweise hoher Spannweite entstand (s. Abbildung 37, 38).

Tabelle 18 - Detektierte Knochenpartikelanzahlen und Knochenpartikelfléchen bei Hadhnchen-
und Putenhackfleisch aus Tabelle 2

§ X § )

s x| 5 5 9| 5 5 x < 5

3| 2| 32| 8| 53|353| 353|538

S/ £38 | £33 53| 35| 28| 22| 72

Schnitt > @ 5 S = 5 S c o c S c © c 3

chni 2 3| & @ o 9 o © 3 3| & @ ® 2| @ O

2 5| a 2| 3 | 33| 38| 32| 25| 33

el 33 38|38/ 35|82 8888|383

c) | 32| 8 F| 8| 8 =38 35|38 %=

X ol 22 S| Y% gl ol S| o ¥

o 9|l gl ol o] 89l 2 82 23

o 3 o 3 o O o < > 3 > 3 > O > 2

(@) =. (@) N (@) Q (@) O =. N Q (@]

> = > > g‘ > % = g‘ %

1 0 0 0,00 0 1 0,21 434.4 89,8
2 2 0,41 1398,0 288,9 0 0 0 0

3 3 0,62 | 1218,8 | 251,7 1 0,21 | 2316,7 | 4787
4 2 0,41 692,07 143,0 0 0 0 0
5 2 0,41 1598,8 330,3 0 0 0 0
6 2 041 | 11212 | 2317 0 0 0 0
7 1 0,21 110,7 22,9 0 0 0 0
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8 10 2,07 21360’ 4.537,2 1 0,21 6432,9 | 1.329,1
9 0 0 0 1 0,21 903,2 186,6
10 0 0 0 0 0 0 0 0

11 0 0 0 0 0 0 0 0
12 1 0,21 1910,2 | 394,7 0 0 0 0
13 0 0 0 0 1 0,21 8129,0 | 1.679,6
14 0 0 0 0 2 0,41 448,2 92,6
15 0 0 0 0 16 3,31 10.032 | 2.072,7
16 2 0,41 1003,5 | 207,3 0 0 0 0
17 0 0 0,00 0 1 0,21 372,3 76,9
18 1 0,21 256,1 52,9 0 0 0 0
19 1 0,21 17,7 243 0 0 0 0
20 4 0,83 23116 | 4776 0 0 0 0
21 1 0,21 1854,8 | 383,2 1 0,21 137,9 28,5
22 0 0 0 0 0 0 0 0
23 2 0,41 1086,6 | 224,5 0 0 0 0
24 1 0,21 768,2 158,7 0 0 0 0
25 3 0,62 643,6 133,0 0 0 0 0
26 1 0,21 124,6 25,7 0 0 0 0
27 7 1,45 | 48501,6 | 10.021,0 0 0 0 0
28 1 0,21 456,8 94,4 0 0 0 0
29 1 0,21 712,8 147,3 0 0 0 0
30 2 0,41 477,5 98,7 1,0 0,21 530,5 109,6
X 0,34 608,3 0,18 204,8
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Abbildung 37 — Vergleich von Hdhnchenhackfleischzubereitung und Putenhackfleischzube-
bereitung aus Tabelle 2 hinsichtlich der Knochenpartikelanzahl. Die jeweiligen Mittelwerte
sind grafisch als Strich neben den Boxplots aufgetragen.
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Abbildung 38 — Vergleich von Héhnchenhackfleischzubereitung und Putenhackfleischzube-
reitung aus Tabelle 2 hinsichtlich der Knochenpartikelflache. Die jeweiligen Mittelwerte sind
grafisch als Strich neben den Boxplots aufgetragen.

4.1.4.2 Gewiirze, Kalziumkarbonat, Dinatriumhydrogenphosphat

Majoran und Pfeffer zeigten als Vertreter der Gewdurze keinerlei Anfarbbarkeit, weder bei der
Farbung nach Pfeiffer, Wellhdauser und Gehra noch bei der Silbernitratimpragnierung. Ebenso
wenig wurden Dinatriumhydrogenphosphat-Zusatze angefarbt. Einzig Kalziumkarbonat zeigte
eine Anfarbbarkeit. Die Farbflachen der Silbernitratimpragnierung waren homogen mit klaren
Grenzen (s. Abbildung 39). Die Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser und Gehra liel3 inhomogene

Farbflachen sowie verschwommene Grenzen mit Farbschleiern erkennen. Ebenso waren
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Bereiche zu erkennen (s. Abbildung 40), welche sowohl die rote Farbung des Alizarins, als

auch die blaue Farbung des Indigokarmins aufwiesen.

“ * AL £

! PRl

\- = 3 - - é g g : LA
Abbildung 39 - Probe mit Kalziumkarbonat in Abbildung 40 - Probe mit Kalziumkarbonat in der
der Silbernitratimpragnierung Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser

und Gehra
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4.2 Analytische Zusammensetzung von Gefliugelverarbeitungsfleisch

4.2.1 Vollanalyse

Die Proben aus Betriebsstatte 1 und 2 wurden auf ihre Hauptinhaltsstoffe untersucht.

Die Ergebnisse aller Verarbeitungsfleischproben sind in Abbildung 41 zusammengefasst, die
einzelnen Werte befinden sich im Anhang in Tabelle 40 bis Tabelle 44.

Im Vergleich der Analyse-Methoden der chemischen und der Nahinfrarotspektroskopischen
Untersuchung wurde mit Ausnahme des Bindegewebseiweillwertes durchweg eine hohe

Ubereinstimmung von durchschnittlich 96% (ohne Bindegewebseiweil) erreicht.
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Abbildung 41 — Vollanalyseergebnisse aller Verarbeitungsfleischproben in Prozent
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4.2.2 Histologie und Kalziumwerte

Alle untersuchten Verarbeitungsfleischproben sind in der Abbildung 42 zusammengefasst.
Werden alle Verarbeitungsfleischproben nach Teilstiicken aufgeschlisselt so ergeben sich
unterschiedliche Knochenpartikelgehalte je nach verarbeitetem Rohstoff (s. Abbildung 43,
Abbildung 44 und Abbildung 45).
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Abbildung 42 — Ubersicht aller Verarbeitungsfleischproben im Hinblick auf die
Untersuchungsparameter Knochenpartikelanzahl, Knochenpartikelfliche und Kalzium. Bei
den Knochenpartikelanzahlen sind 51 Ausreil3er mit Werten ab 9,3 Knochenpartikeln/cm? nicht
dargestellt und bei der Knochenpartikelflache sind 75 Ausrei3er mit Werten ab 21.000 um?%cm?
nicht dargestellt.
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Abbildung 43 — Knochenpartikelanzahl/cm? in verschiedenen Teilstiicken. 51 Ausreil3er mit
Werten ab 9,3 Knochenpartikeln/cm? sind nicht dargestellt
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Abbildung 44 — Knochenpatrtikelflaiche in um?%*cm? in verschiedenen Teilstiicken.
75 AusreilBer mit Werten ab 21.000 um?cm? sind nicht dargestellt
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Abbildung 45 - Kalziumgehalt in mg/kg in verschiedenen Teilstlicken

4.2.2.1 Vergleich Verarbeitungsfleisch und Separatorenfleisch

Bei den Proben des Betriebs 1 zeigte sich im Verarbeitungsfleisch eine mittlere
Knochenpartikelanzahl von 5,83 Knochenpartikeln/cm?. Dieser Wert entsprach
naherungsweise demjenigen von Hahnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelzugabe
(4,44 Knochenpartikel/cm?; s. Tabelle 1, Tabelle 25). 3 Schnitte wiesen keine Knochenpartikel
auf. Das Verarbeitungsfleisch aus Betrieb 2 zeigte eine durchschnittliche
Knochenpartikelanzahl von 3,33  Knochenpartikeln/cm?,  die = Spannweite  der
Knochenpartikelzahl war bei Betrieb 2 ebenfalls geringer.

Die Ergebnisse der Separatorenfleischproben aus Tabelle 3 zeigten im Vergleich zu den
Verarbeitungsfleischproben deutlich héhere Werte. Das Produkt aus Betrieb 1 enthielt im Mittel
77,26  Knochenpartikel/cm?, ~ dasjenige aus Betrieb 2 durchschnittlich 34,79
Knochenpartikel/cm? (s. Abbildung 46).
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Abbildung 46 - Ermittelte Knochenpartikelzahlen im Vergleich zwischen Betrieb 1 und Betrieb
2 in den Materialen Verarbeitungsfleisch und Separatorenfleisch. Die jeweiligen Mittelwerte
sind grafisch als Strich neben den Boxplots aufgetragen.

89



Ergebnisse

Die Knochenpartikelflache beschreibt dhnliche Tendenzen: Das durchschnittliche Ergebnis in
Betrieb 1 zeigte mit 24.933,79 um?cm? einen Wert, welcher sich zwischen den Ergebnissen
mit 0,1% Knochenpartikelzugabe (3.489,12 ym%cm?) und den Werten mit 0,5%
Knochenpartikelzugabe (109.503,85 um?/cm?) aus Tabelle 1 bewegte (Tabelle 25, Tabelle 37).
Werden die Ergebnisse aus Betrieb 2 betrachtet, so wird mit 7.157,51 um?cm? ein mittlerer
Wert erreicht, der knapp ein Drittel der aus Betrieb 1 festgestellten Menge betrug. Zudem ist
auch beim Messparameter Knochenpartikelflache zu erkennen, dass die Spannweite des
Groliteils der Werte in Betrieb 1 deutlich groRer ausfallt als in Betrieb 2.

Ein ahnliches Bild zeichnete sich auch beim Material Separatorenfleisch ab. Hier zeigte sich
in Betrieb 1 ein mittlerer Wert von 154.082,21 ym?/cm?, bei Betrieb 2 von 75.531,98 ym?/cm?.
In gleicher Weise war die Spannweite der Werte bei Betrieb 1 grofier (s. Abbildung 47).

Betrieh und Mittelwert
400,000
B Betrich 1
[l Betrieh 1 Mittelwert
B Betrieh 2
[ Betrieb 2 Mittelwert
~ Bl Betriet 1
327 855 []Betrieh 1 Mittelwert
b M Betriek 2
[ Betrieb 2 Mittelwert
5]
E 300000
e
[+
E
=5
=
@
i =
[T
Hi ]
=
@ —
i 200.000
t
[
j= 8
=
@ —_—
=
[T}
o 113.448
=
= .1 A 101.23
100 ooo— 110604 B
— 17.298
14 687
0 T
Yerarbeitungsfleisch (Betriek 1) I “erarbetungsfleisch (Betriek 2 |
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Abbildung 47 - Ermittelte Knochenpartikelfldchen im Vergleich zwischen Betrieb 1 und Betrieb
2 im Material Verarbeitungsfleisch und Separatorenfleisch. Die jeweiligen Mittelwerte sind
grafisch als Strich neben den Boxplots aufgetragen.
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Der Kalziumwert lag in Betrieb 1 bei 62 mg/kg, in Betrieb 2 bei 32 mg/kg im Material
Verarbeitungsfleisch. Das Separatorenfleisch aus Betrieb 1 erreichte einen Kalziumwert von

560 mg/kg, dasjenige aus Betrieb 2 von 237 mg/kg.

4.2.2.2 Homogenitit des Verarbeitungsfleisches innerhalb einer Arbeitswoche

Die Verarbeitungsfleischproben einer Arbeitswoche aus Betrieb 2 (s. Tabelle 3) zeigten
unterschiedliche Knochenpartikelgehalte. Die Tagesmittelwerte aus 30 Schnitten pro Probe
lagen zwischen 0,62 und 9,46 Knochenpartikeln/cm?, der Mittelwert Gber alle Proben der
Woche bei 3,73 Knochenpartikeln/cm?.

Es ist erkennbar, dass je nach Charge sehr unterschiedliche Werte zustande kommen. So
zeigt die erste Probe vom 12.02.2018 um 08:30 Uhr sehr geringe Werte mit geringer Streuung.
Dagegen weist die Probe vom 16.02.2018 um 12:00 Uhr vergleichsweise hohe Werte mit einer
grolien Spannweite auf. Darliber hinaus zeigen die Ergebnisse vom 12.02.2018 um 12:30 Uhr,
dass auch bei generell niedrigen Werten extreme Ausreif3er auftreten kdnnen (s. Abbildung
48).
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Abbildung 48 - Ermittelte Knochenpartikelanzahlen aus einer Arbeitswoche unter Verwendung
verschiedener Mischungen aus Verarbeitungsfleisch. Auf die lllustration der arithmetischen
Mittel wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.

Die Knochenpartikelflache zeigt ahnliche Ergebnisse wie die Knochenpartikelanzahl. Im
Chargenmittel wurden zwischen 394,12 und 18.261,57 um?cm? nachgewiesen; der Gesamt-
Durchschnittswert lag bei 8.595,54 um?/cm? (s. Abbildung 49). Erneut zeigt die erste Probe
vom 12.02.2018 um 08:30 Uhr die niedrigsten Werte, wahrend die Probe vom 16.02.2018 um
12:00 Uhr die héchsten Werte aufwies. Der hochste Wert wurde in der Probe vom 12.02.2018

um 16:00 mit 70.971 um?cm? gemessen.
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Datum und Uhrzeit

Abbildung 49 - Ermittelte Knochenpartikelflachen aus einer Arbeitswoche unter Verwendung
verschiedener Mischungen aus Verarbeitungsfleisch. Auf die lllustration der arithmetischen
Mittel wurde aus Griinden der Ubersichtlichkeit verzichtet.

Die Kalziumwerte lagen relativ einheitlich zwischen 25 und 35 mg/kg. Am 16. und 19.02.2018
waren jedoch auch Werte zwischen 55 und 85 mg/kg nachweisbar, so dass der Mittelwert aller
Chargen bei 38,65 mg/kg lag (s. Abbildung 50).
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Abbildung 50 - Ermittelte Kalziumwerte aus einer Arbeitswoche unter Verwendung verschie-
dener Mischungen aus Verarbeitungsfleisch.

4.2.2.3 Schwankungen aufgrund des verarbeiteten Teilstickes

Bei der Berechnung der Ergebnisse der einzelnen Komponenten aus 4.2.2.2 ergaben sich flr
die Materialien Gabelbein, Filetabschnitte und Brustbeine verwertbare Werte, flr die
Materialien Schaberfleisch und Ricken lagen zu wenige Daten vor. Die Ergebnisse aus
Tabelle 50 zeigten Knochenpartikelanzahlen von 1,06 Knochenpartikeln/cm? beim
Gabelbeinmaterial. Bei den Filetabschnitten wurden bereits 5,41 Knochenpartikel/cm? und
beim Sternum sogar 9,46 Knochenpartikel/cm? erreicht. Bei der Knochenpartikelflache zeigte

sich ein anderes Bild. Hier wurden beim Gabelbein 12.660,72 um?cm? erreicht, obwohl bei
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den Filetabschnitten lediglich 4.695,81 um?/cm? an Knochenmaterial enthalten war. Die
Brustbeine erreichten mit 12.290,71 um?/cm? einen ahnlich hohen Wert wie die Gabelbeine,

allerdings bei héherer Knochenpartikelanzahl.
Die Kalziumwerte des Gabelbeinmaterials betrugen 33, der Filetabschnitte 46 und des
Brustbeins 35 mg/kg (Tabelle 50, Abbildung 51).
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Abbildung 51 — Berechnungen der Einzelkomponenten der Verarbeitungsfleischmischungen.
Ermittelte Knochenpartikelanzahlen (1), ermittelte Knochenpartikelflachen (2) und ermittelte
Kalziumwerte (3).
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Abbildung 52 - Vergleich verschiedener Versuchmaterialien aus einem Verarbeitungsbetrieb
hinsichtlich der Knochenpartikelanzahl. Die jeweiligen Mittelwerte sind grafisch als Strich
neben den Boxplots aufgetragen.

Die Ergebnisse aus dem Verarbeitungsbetrieb zeigten hinsichtlich der Knochenpartikelanzahl
beim Rohstoff Gabelbein einen Wert von 4,58 Knochenpartikeln/cm?. Beim Rohstoff Rlicken
zeigte sich hingegen mit 22,25 Knochenpartikel/cm? ein deutlich héherer Wert.

Bei den Rohstoffen Schulter und Unterkeule wurden allgemein sehr niedrige Werte erzielt. Bei
den Hahnchenschultern wurden 6,40 Knochenpartikel/cm? erreicht. Mit 0,59
Knochenpartikeln/cm? wurden aus allen Betriebsproben aus dem Material Hahnchenkeule die

besten Ergebnisse erzielt (s. Abbildung 52).

96



Ergebnisse

Bei Betrachtung der Knochenpartikelflache zeigte sich im Material Gabelbein gemessen an
der Knochenpartikelanzahl ein hoher Wert, welcher bei 50.754,58 ym?/cm? lag. Es sind zudem
einige milde Ausreil’er erkennbar und folglich eine Differenz zwischen arithmetischem Mittel
und Median.

Die Ruckenproben zeigen wiederum die héchsten Werte. Hier wurden 56.289,25 ym?/cm?
erreicht. Ebenfalls sind erneut viele Ausreiller zu verzeichnen und somit auch eine grofe
Differenz zwischen arithmetischem Mittel und dem Median. Die Versuchsmaterialien Schulter
und Unterkeule blieben entsprechend der Werte der Knochenpartikelanzahlergebnisse niedrig
mit 13.135,26 ym?cm? und 669,03 pm?cm? (s. Abbildung 53).

Die Kalziumwerte betrugen bei Gabelbein und Ricken 143,07 mg/kg beziehungsweise 96,74
mg/kg. Die Werte von Schulter und Unterkeule blieben mit 46,35 mg/kg und 16,97 mg/kg auf

einem niedrigen Niveau.
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Abbildung 53 — Vergleich verschiedener Versuchmaterialien aus einem Verarbeitungsbetrieb
hinsichtlich der Knochenpartikelfliche. Die jeweiligen Mittelwerte sind grafisch als Strich
neben den Boxplots aufgetragen.

4.2.2.4 Schwankungen aufgrund des Anpressdruckes im Kolbenseparator

Dieser Versuch zeigte, dass es mit einer Erhéhung des Drucks beim Rohstoff 1. Flligelglied
zu einer Erhdhung der Knochenpartikelanzahl pro Quadratzentimeter von 0,94 auf 5,74
kommt. Ahnliches war bei der Knochenpartikelmenge des Rohstoffes Mittelfliigel zu sehen.

Hier bewirkte eine Erhéhung des Druckes ebenfalls einen Anstieg der Knochenpartikelzahl
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von 1,94 auf 4,79 Knochenpartikel/cm? (s. Abbildung 55). Damit liegt der Rohstoff 1.

Flugelglied unter Anwendung von 40 bar im Bereich von Gabelbeinen aus dem vorausgegan-

Abbildung 54 - Knochenpartikelnest im
Ronhstoff Verarbeitungsfleisch aus dem
Mittelfliigel bei 40 bar Druck

genen Versuch, bei Erhéhung des Drucks auf
60 bar im Bereich von Filetabschnitten. Der
Wert des Rohstoffes Mittelfligel bei 40 bar
Druck war deutlich héher als der des
Rohstoffes 1. Flugelglied. Bei diesen Proben
traten zudem sehr viele AusreilRer auf,
sowohl milde als auch extreme, die dazu
fuhrten, dass sich das arithmetische Mittel
mitunter stark vom Median unterschied. Dies
zeigte sich insbesondere bei den Proben, die
unter 60 bar Druck gewonnen wurden.
Lediglich  die

Berucksichtigung des

arithmetischen Mittels zeigte einen Anstieg der Knochenpartikelanzahl mit steigendem Druck.

Die Verwendung des Medians lasst dies nicht zu.
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Abbildung 55 - Vergleich der Knochenpartikelanzahlen in den unterschiedlichen Materialien
(nicht maBstabsgetreue Ausreiller zugunsten der Ubersichtlichkeit: 1. Fliigelglied (60 bar):
127,48 & Mittelfliigel (60 bar): 46,28 und 54,55). Die jeweiligen Mittelwerte sind grafisch als
Strich neben den Boxplots aufgetragen.

Die Ergebnisse der Knochenpartikelflache entsprachen denjenigen fir die Anzahl. Wurde der
Rohstoff 1. Flugelglied verwendet, stellte sich bei einer Druckerhéhung analog eine Erhéhung
der Knochenpartikelflache von 1.454,45 auf 9.530,55 ym?/cm? ein. Beim Rohstoff Mittelflligel
stieg die Flache von 3.036,73 pm?cm? bei 40 bar auf 6.245,53 um?/cm? bei 60 bar an (s.
Abbildung 56).
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Abbildung 56 - Vergleich der Knochenpartikelfldche in den unterschiedlichen Materialien (nicht
malistabsgetreue Ausreiller zugunsten der Ubersichtlichkeit: 1. Fliigelglied (60 bar): 225.144
& Mittelfltigel (60 bar): 55.977 und 61.924 um%cm?). Die jeweiligen Mittelwerte sind grafisch
als Strich neben den Boxplots aufgetragen.

Die Kalziumwerte zeigten ein einheitliches Bild im Bereich von 59 bis 77 mg/kg. Das Material
1. FlUgelglied zeigte bei 40 bar Druckanwendung einen Wert von 65 mg/kg und bei 60 bar
einen Wert von 59 mg/kg. Im Material Mittelflugel war mit steigendem Druck von 40 auf 60 bar

ein leichter Anstieg von 66 mg/kg auf 77 mg/kg zu verzeichnen.
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4.2.2.5 Schwankungen aufgrund des Geschlechts bei Putenverarbeitungsfleisch

Die Verarbeitungsfleischproben von weiblicher und mannlicher Pute zeigten bei der
Knochenpartikelanzahl mit 0,98 und 0,93 Knochenpartikeln/cm? annahernd gleiche Werte (s.
Abbildung 57). Auch die Schwankungsbreite war ahnlich.

Bei der Knochenpartikelflache war hingegen ein Anstieg von 2.783,49 pm?cm? bei der
weiblichen Pute auf 4.241,21 um2cm? bei der mannlichen Pute zu erkennen. Dieser

Unterschied war beim Median nicht mehr vorhanden (s. Abbildung 57).
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Abbildung 57 - Vergleich der Knochenpartikelanzahlen und der Knochenpartikelflachen in
Putenverarbeitungsfleisch von weiblichen und ménnlichen Puten (nicht mal3stabsgetreue
Ausreil3er bei der Knochenpartikelflache: Unterkeulen der weiblichen Pute: 16.629 um?%cm?
und 39.900 um?%cm? sowie bei den Unterkeulen der méannlichen Pute: 35.014 um%cm? und
77.978 um?%cm?. Die jeweiligen Mittelwerte sind grafisch als Strich neben den Boxplots
aufgetragen.
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Die Auswertung der Kalziumergebnisse zeichnete ein ahnliches Bild. Hier wurden bei der
weiblichen Pute mit 46,51 mg/kg etwas hdhere Kalziumwerte nachgewiesen als bei der

mannlichen Pute (42,13 mg/kg).

103



Diskussion

5 Diskussion
5.1 Aussagekraft der histologischen Methode

Branscheid et al. (2007) und Branscheid et al. (2009) halten die histologische Methode fur die
Identifizierung von Knochengewebe fur unverzichtbar, da sie &hnlich wie die
Verdauungsmethode (Negatu, 2005; Upmann & Lade, 2015) einen direkten Nachweis von
Knochengewebspartikeln ermdglicht (Hildebrandt et al., 2006). Auf der anderen Seite kann
das Ergebnis durch das analytische Vorgehen beeinflusst werden. Farbungen weisen
beispielsweise unterschiedliche Eigenschaften auf, die sich auf die Ergebnisse auswirken und
teilweise zu starken Diskrepanzen fiihren (Puchtler et al., 1969).

Eine unterschiedliche Sensitivitdt des Kalziumnachweises fihrt zur Verschiebung der
gefarbten Grenzbereiche zwischen Knochen und Sehnen. Da diese Ubergangszonen von
Sehnenansatzen nach Benjamin et al. (1986) oft kalzifiziert sind, kann die Grenze je nach
Farbung entweder mehr zum Knochen oder mehr zur Sehne hin verschoben sein (Fechner et
al., 2017). Dementsprechend sind fortlaufend MalRnahmen erforderlich, um eine hohe Qualitat
der histologischen Untersuchungsmethode zu gewahrleisten (Schering, 2015).

Fur den histologischen Knochenpartikelnachweis spielt die Zahlweise der Partikel eine
zentrale Rolle. Bis heute wird darlber diskutiert, wann von einem oder mehreren
Knochenpartikeln gesprochen werden kann, wenn diese im histologischen Bild eng
benachbart auftreten (Langen & Horn, 2020).

Ferner wird die MindestgroRe eines Knochenpartikels fir die Zahlung unterschiedlich
bewertet. Haufig wird eine MindestgréfRe von 50 um einer Seite des Knochenpartikels
verwendet und anhand von Bruchkanten subjektiv verschiedene Knochenpartikel zu einem
einzigen zusammengefasst und gezahlt (Bijker et al., 1985; Schulte-Sutrum & Horn, 2003).
Neuere Vorschlage beflrworten eine Mindestgrole von 10 pm und zahlen alle
Knochenpartikel innerhalb eines Kreises von 250 um Durchmesser als einen Knochenpartikel
ungeachtet etwaiger Bruchkanten (Lohneis, 2014). Nach Hildebrandt et al. (2006) wirkt eine
solche MindestgroRe, insbesondere im Hinblick auf ihre Eindimensionalitat, allerdings sehr
willkirlich.

In den vorliegenden Versuchen wurde zur Zahlung der Knochenpartikel eine Mindestgréfe
von 100 pm? verlangt. Darlber hinaus wurden alle Knochenpartikel, welche eine
Zusammenhangstrennung aufwiesen, auch als einzelne Knochenpartikel gezahlt und die
Anzahl der ermittelten Knochenpartikel in Relation zur Flache des Schnittes gebracht. Ferner
wurde wie in 3.3.1.3 beschrieben die gemessene Knochenpartikelflache in Bezug zu 4,84 cm?,
also der urspringlich ausgestanzten Flache, gesetzt und der Knochenpartikelgehalt

planimetrisch ermittelt. Diese BezugsgroRe hat den Vorteil, dass viele volumenrelevante
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Einflisse, die auf die Weichgewebe der Probe im Verlauf der Probenbearbeitung einwirken,
bedeutungslos werden. Solche Einflisse entstehen durch Stauchung wahrend des
Schneidens, Schrumpfungen durch Entwasserung wahrend der Farbung oder durch das
Herauslésen von Probenbestandteilen oder Fettauswaschungen. Proben, die viel Fett
beinhalten oder im Verlauf der Bearbeitung stark schrumpfen, kénnen so irrtimlicherweise als
knochenpartikelreicher erscheinen, als dies tatsachlich der Fall ist. Somit wurden die
Parameter Knochenpartikel/cm? und Knochenpartikelgehalt in ym?cm? beziehungsweise in
Prozent zur Auswertung herangezogen.

Von Upmann und Lade (2015) wurde diskutiert, ob das Zahlen der Partikel letztendlich durch

die beschriebene Planimetrie abgelost werden sollte.

5.1.1 Eigenschaften der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, der

Silbernitratimpragnierung und der Farbung nach Calleja im Vergleich

Die Untersuchungen der Kontrastwerte der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, der
Silbernitratimpragnierung und der Farbung nach Calleja zeigen, dass die
Silbernitratimpragnierung den grof3ten Kontrast erreicht. Die Ergebnisse wurden mit der
Michelson-Gleichung ermittelt, so dass ,0“ fir den geringsten und ,1% fir den hdchsten
Kontrast steht (Peli, 1990). Die Silbernitratimpragnierung in der angewandten Modifikation
farbt Knochen annahernd schwarz, wahrend der Hintergrund annahernd ungefarbt verbleibt
(Mulisch & Welsch, 2015). Somit ist der berechnete Kontrastwert von 0,96 eng am maximalen
Kontrast von schwarz zu weil} verortet. Eine Detektion des Zielgewebes, also in diesem Fall
des Knochengewebes, ist daher mit einem einzigen Parameter mdglich und ausreichend. So
kann eine verlassliche Differenzierung zwischen Zielgewebe und Hintergrund gewahrleistet
werden. Diese Farbung besitzt nach Hildebrandt et al. (2006) zudem eine geringere Neigung
zur Artefaktbildung, ist jedoch zeitaufwandiger als die beiden anderen Farbungen. Die
Silbernitratimpragnierung eignet sich folglich ideal fur eine automatische Bildanalyse, was
auch durch andere Autoren festgestellt wurde (Hildebrandt & Hirst, 1985; Hildebrandt et al.,
2006).

Die Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser und Gehra erreicht lediglich einen Kontrast von 0,17.
Sie eignet sich somit aufgrund ihrer Lage nahe am Kontrastwert 0 wenig flr eine
softwarebasierte Auswertung auf Basis des Kontrastes. Dennoch wird diese Farbung von
vielen Autoren verwendet (Tremlova et al., 2006; Nagy et al., 2007), teilweise auch zur
softwarebasierten Auswertung (Tremlova & Starha, 2003; Josefowitz et al., 2006). Aufgrund
ihrer sehr guten selektiven Farbung von Knochenpartikeln ist sie wie die
Silbernitratimpragnierung in der amtlichen Untersuchungsvorschrift nach L 6.00-13, § 64 LFGB
enthalten (LFGB; Mulisch & Welsch, 2015). Eine softwarebasierte Auswertung ist mit dieser

Farbung moglich, aber aufwandiger und fehleranfalliger, da mehrere Parameter eingestellt
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werden mussen und auch mehrere Schwellenwerte zur Anwendung kommen. Diese Methodik
wird zwar von Grunewald und KieRling (2017) mit eigenen Schnitten erfolgreich angewendet,
birgt aber durch die Anwendung mehrerer Schwellenwerte die Gefahr, dass diese individuell
auf die eigenen Schnitte adaptiert sind. Somit steigt die Wahrscheinlichkeit, dass
Farbabweichungen oder andernorts gefarbte Schnitte zu anderen Ergebnissen fiihren. Zudem
fuhrt das Auftreten von Farbschleiern bei dieser Vorgehensweise zur Uberschatzung des
Knochenpartikelgehaltes, da diese als Knochenpartikelflache fehlinterpretiert werden kénnen.
Um diese Einflisse naher zu untersuchen und um die Aussagekraft dieser Ergebnisse
bewerten zu kénnen, ist die Durchfihrung eines Ringversuchs notwendig.

Im Gegensatz dazu lasst sich bei der Farbung nach Calleja zwar ein moderater Kontrastwert
von 0,44 feststellen, allerdings farben sich sowohl Knochen als auch Knorpel und
Bindegewebe blau, so dass diese Farbung keine Unterscheidung zwischen diesen Geweben
anhand der Farbe zulasst (Calleja, 1897; Lerche et al., 1957; Hildebrandt et al., 2006; Mulisch
& Welsch, 2015). Eine Differenzierung ist zwar anhand der Gewebestruktur mdglich, diese
kann jedoch fur eine softwaregestitzte, automatisierte Auswertung nur unter erheblichem
Aufwand, teilweise auch gar nicht, umgesetzt werden. Im Gegensatz zu den beiden
erstgenannten Farbungen ist die Farbung nach Calleja folglich als ungeeignet fir den
softwarebasierten Knochennachweis einzustufen.

In der Anwendung zeigen die Silbernitratimpragnierung und die Farbung nach Pfeiffer,
Wellhduser und Gehra bei der Vergleichsuntersuchung zwischen Hahnchenhackfleisch mit
0,1% Knochenpartikelzusatz, Geflligelbrihwurst und Gefllgelbratrolle je nach Material sehr
unterschiedliche Knochenpartikelanzahlen. Mit der Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser und
Gehra wurden in der Hihnchenhackfleischprobe mit 0,1% Knochenpartikelzusatz sehr geringe
Werte von 0,4 Knochenpartikeln/cm? festgestellt. Zudem sind in 3 Schnitten gar keine
Knochenpartikel nachweisbar, womit nach L 06.00-13 der amtlichen Methodensammlung nach
§ 64 LFGB von einem vereinzelten Auftreten gesprochen werden kann (Schulte-Sutrum &
Horn, 2003). Die Silbernitratimpragnierung weist dagegen deutlich héhere Anzahlen von
4,4 Knochenpartikeln/cm? nach.

Bei Betrachtung der Knochenpartikelflache und dem daraus resultierenden
Knochenpartikelgehalt ergibt sich ein ahnliches Verhaltnis. Hier werden mit der Farbung nach
Pfeiffer, Wellhduser und Gehra umgerechnet ein mittlerer Wert von 0,0006% und mit der
Silbernitratimpragnierung ein mittlerer Wert von 0,0035% ermittelt. Mit der Calleja-Farbung
fanden andere Autoren in Hackfleisch vom Rind 0,018% und in Hackepeter sowie
Schabefleisch gar keine Knochenpartikel (Hildebrandt et al., 1974; Josefowitz, 2008). Dabei
wurde allerdings die Point-Count-Zahlung verwendet. Bei diesem Vorgehen wird ein virtuelles
Punkteraster auf den Schnitt Ubertragen. Die gleichmalig angeordneten Punkte markieren

das darunterliegende Gewebe, welches daraufhin einer Bewertung unterzogen wird (Beneke,
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2018). Folglich kénnen mit dieser Methode nur Knochenpartikel nachgewiesen werden,
welche sich zufallig direkt unterhalb eines solchen Punktes befinden. Daher Uberrascht es
nicht, dass entweder héhere Werte oder gar keine Knochenpartikel bei der Untersuchung
festgestellt wurden: Die Wahrscheinlichkeit einen Knochenpartikel zu verpassen ist bei dieser
Vorgehensweise relativ hoch, auf der anderen Seite sorgt ein zufalliger Treffer bei nicht
hinreichend vielen untersuchten Rasterpunkten fir eine Uberschatzung der Werte. Ein Gehalt
von 0,001% und darunter ware mit dieser Zahlweise mit einem immensen Zeitaufwand
verbunden, da aufgrund des geringen Gehaltes ein sehr engmaschiges Punktegitter
ausgezahlt werden misste. Dennoch bewegen sich diese Werte grundsatzlich in dem
Spektrum, welches auch in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen wurde.

Die Probe Gefligelbrihwurst zeigte in der eigenen Untersuchung durch die Farbung nach
Pfeiffer, Wellhduser und Gehra ein arithmetisches Mittel von 3,4 Knochenpartikeln/cm?,
wahrend die Silbernitratimpragnierung mit mittleren 69,1 Knochenpartikeln/cm? deutlich héher
lag. Otto-Kuhn und Stirmer (2017) stellten bei ihren Gefligelbrihwurstproben mit und ohne
deklariertem Separatorenfleischanteil Werte von 0,15 bis 4,71 Knochenpartikeln/cm? fest. Sie
verwendeten hierflr Calleja-gefarbte Schnitte und zahlten mit Hilfe des Lohneis‘schen
Zahlsystems (Lohneis, 2014). Da bei diesem System alle Knochenpartikel innerhalb eines
Radius von 250 um als ein einziger Knochenpartikel gezahlt werden, ergibt sich daraus
zwangslaufig eine geringere Anzahl als bei direkter Partikelzédhlung. Jedoch wurde hier
ebenfalls ab einer MindestgréRe von 10 um gezahlt. Andere Autoren fanden mit Hilfe der
Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra in Geflugelerzeugnissen 0,25 bis 2,25
Knochenpartikel/cm? (Tremlova, 2000) und in verschiedenen Bruhwirsten 0,00 bis 14,85
Knochenpartikel/cm? (Pospiech et al., 2013).

Die Ergebnisse hinsichtlich der Knochenpartikelflache bzw. der Knochenpartikelgehalte aus
4.1.1 fielen ahnlich aus wie die der Knochenpartikelanzahl. Ein Wert von 0,017% wurde durch
die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra erreicht und 0,031% durch die
Silbernitratimpragnierung. Otto-Kuhn und Stirmer (2016) stellten mittels Point-Count-
Verfahren 0,0 bis 1,25% in Brihwurstproben fest. Wiederum tritt hier die Problematik der Point-
Count-Methode zu Tage, da zwar in jeder Probe durch Planimetrie Knochenpartikel gefunden
wurden, jedoch mit der Point-Count-Methode in zwei Proben gar keine Knochenpartikel
nachgewiesen werden konnten. Tremlova und Starha (2003) stellten in Gefllgelbrihwurst,
Geflugelsalami und Gefligelhackfleisch Knochenpartikelgehalte von 0,28 bis 5,32% fest.
Allerdings beschreiben die Autoren diese Ergebnisse als aulRergewdhnlich hoch.

Eine agyptische Arbeitsgruppe fand in Brihwirsten vom Rind mit der Hamalaun-Eosin-
Farbung, welche sich nach Symonds (1990) fir den Knochennachweis nicht besonders gut
eignet, sowie mit der Trichrom-Blau-Farbung einen Knochenpartikelgehalt von 0,15%
(Mohamed et al., 2016).
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Altere Literatur beschreibt Schweinebauch mit 0,03% (Linke & Thumser, 1964) und
Geflugelwirste sogar mit 0,44% Knochenpartikelgehalt (Kratz, 1971).

Von solch hohen Gehalten war von den eigenen Untersuchungen selbst die Gefligelbratrolle
mit einem deklarierten Separatorenfleischanteil von 70% weit entfernt. Diese Probe erreichte
eine Knochenpartikelanzahl mit der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra von
mittleren 3,4 und mit der Silbernitratimpragnierung ein arithmetisches Mittel von 69,1
Knochenpartikel/cm? und Knochenpartikelgehalte von 0,077% bzw. 0,172%.

Generell fiel auf, dass durch die Silbernitratimpragnierung deutlich mehr Knochenpartikel
nachgewiesen werden. Als Ursache sind folgende Szenarien vorstellbar: Einerseits konnte die
Silbernitratimpragnierung eine deutlich héhere Sensitivitat aufweisen und so deutlich mehr
Knochenpartikel nachweisen. Andererseits konnte sie zu falsch positiven Ergebnissen fiihren
und demnach eine niedrige Spezifitdt aufweisen; eine Kombination beider Faktoren ist
ebenfalls vorstellbar. Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse weisen vor allem auf eine
hoéhere Sensitivitat hin (Horn & Langen, 2020). Diese wurde bereits im Zusammenhang mit
Sehnenanséatzen am Knochen beschrieben, welche in der sogenannten Ubergangszone oft
kalzifiziert sind (Benjamin et al., 1986). Nach Fechner et al. (2017) ist hier die Knorpel-Knochen
Grenze bei der Silbernitratimpragnierung deutlich starker in Richtung des Knorpels
verschoben (Fechner et al., 2017).

Bei der Betrachtung der einzelnen Grélien der Knochenpartikel zeigte sich, dass die Farbung
nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra primar gréRere Partikel nachweist, wahrend die
Silbernitratimpragnierung auch hohe Anteile an kleinsten Partikeln detektiert.

Im Vergleich zu den Untersuchungsergebnissen anderer Autoren ist darauf hinzuweisen, dass
trotz der insgesamt hohen Knochenpartikelanzahlen in den eigenen Versuchen deutlich
geringere Knochenpartikelgehalte als in anderen Studien nachgewiesen wurden. Dies liegt
zum einen an der hier angewandten MindestgréRe der Knochenpartikel von 100 pm? (10 ym
x 10 ym), wie sie auch andere Autoren vorschlagen (Lohneis, 2014; Otto-Kuhn & Stirmer,
2016), zum anderen auch an der Zahlweise. Wahrend die eigenen Untersuchungen die
ausgestanzte Flache des histologischen Schnittes als BezugsgroRe berucksichtigen, wird in
anderen Studien das Point-Count-Verfahren verwendet. Hierbei wird die Anzahl an Brat- oder
Muskelgewebetreffern ermittelt und histologische Leerstellen herausgerechnet. Dies fuhrt
dazu, dass die BezugsgroRe fur die Berechnung des Knochenpartikelgehaltes sinkt und somit
ein relativ hdherer Knochenpartikelgehalt entsteht. Aus der Verwendung der ausgestanzten
Flache als BezugsgroRe in den eigenen Untersuchungen resultiert im Vergleich dazu ein

geringerer Knochenpartikelgehalt.
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5.1.2 Prazision

Die Untersuchung von 108 Proben Hahnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelzugabe
(s. Tabelle 1) zeigt die groe Breite an verschiedenen Ergebnissen, die trotz des Einsatzes
von Proben mit dem gleichen Anteil an zugesetzten Knochenpartikeln zustande kommen. Die
grole Streuung der Ergebnisse mit der angewendeten Silbernitratimpragnierung ist
folgendermalen zu bewerten: Es liegen einige wenige sehr extreme Ausreilder vor. Diese sind
allerdings nicht als Ausreier im Sinne von Messfehlern zu verstehen, da die Existenz der
gemessenen Knochenpartikel durch den direkten histologischen Nachweis erfolgt (Hildebrandt
et al., 2006). Sie stellen vielmehr ein Knochenpartikelnest dar, welches zur Ermittlung des
korrekten Knochenpartikelgehaltes sehr wichtig ist, da es die Werte enorm beeinflusst. Der
Ausschluss dieser Knochenpartikelnester fuhrt zu einer starken Unterschatzung des realen
Knochenpartikelgehaltes, da diese einen grof3en Anteil am Knochenpartikelgehalt ausmachen
kénnen. Deshalb ist es umso wichtiger solche Knochenpartikelnester zu identifizieren.

Die vorgenommenen Messungen zeigen, dass eine Schnittanzahl von 6 Schnitten, wie sie von
der amtlichen Methode empfohlen wird (L 6.00-13, § 64, LFGB), zum Auffinden und
Identifizieren solcher Nester nicht ausreicht. 6 Schnitte identifizieren einen Ausreil’er anhand
der eigenen Versuchsergebnisse (s. 4.1.2) in deutlich weniger als 50% der Falle. Eine Anzahl
von 30 Schnitten vermag dies mit einer Wahrscheinlich von Gber 90% erheblich besser.
Zudem sorgt dieser Schnittumfang dafiir, dass geringere Schwankungen um den wahren Wert
auftreten und so die Messung praziser wird. Der Test auf Normalverteilung fallt negativ aus,
so dass statistische Prognosen zur Ermittlung des idealen Stichprobenumfangs sehr schwierig
sind. Erst ein Logarithmieren der Werte lasst normalverteilte Werte entstehen. Auf dieser
Grundlage lasst sich ein Konfidenzintervall auf der Basis von 6 und von 30 Schnitten ermitteln,
welches erneut zeigt, dass die Schwankung bei 6 Schnitten sehr hoch ist, wahrend sich die
Schwankungen bei 30 Schnitten auf ein akzeptables Mal} verringert und sich die Abweichung
vom wahren Wert deutlich minimiert (s. Tabelle 13).
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5.1.3 Richtigkeit der Methodik des Knochenpartikelnachweises durch

Silbernitratimpragnierung

5.1.3.1 GroRenverteilung nachgewiesener Knochenpartikel

Die Verteilung der einzelnen Knochenpartikel nach GroRe zeigt, dass die
Silbernitratimpragnierung prozentual mehr kleinere, die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und
Gehra mehr von den gréReren Knochenpartikeln nachweist. Gleichzeitig detektiert die
Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra in ihrer Gesamtzahl deutlich weniger Partikel
als die Silbernitratimpragnierung.

Dieser Effekt tritt in Abhangigkeit vom untersuchten Produkt unterschiedlich stark in
Erscheinung: Bei Hahnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelzusatz ist er bereits
ausgepragt, verstarkt sich in der Gefligelbrihwurst und ist bei der Geflligelbratrolle um ein
Vielfaches starker. Somit kann geschlussfolgert werden, dass durch die Farbung nach Pfeiffer,
Wellhduser und Gehra umso mehr kleine Knochenpartikel undetektiert bleiben je grolier die
Anzahl an Knochenpartikeln in einem Schnitt ist. Dies wird zudem dadurch untermauert, dass
sich zwischen den beiden Farbungen die Differenz im Knochenpartikelgehalt mit steigendem
Knochenpartikelgehalt verringert (s. Abbildung 20). Das ist dadurch zu erklaren, dass bei
zunehmender Anzahl von Knochenpartikeln der Anteil gréfierer Partikel zunimmt, welcher
problemlos von der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra detektiert wird.

Die GroRenverteilung von Knochenpartikeln wurde auch von anderen Autoren untersucht.
Deren Ergebnisse lassen sich am besten mit denen aus dem Material Geflugelbratrolle
vergleichen, da dieses einen hohen Anteil an deklariertem Separatorenfleisch aufweist. Die
festgestellten Spannweiten von 103,6 bis 503.952,7 pm? (Silbernitratimpragnierung)
beziehungsweise 166,2 bis 785.934,9 ym? (Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra)
fallen jedoch teilweise deutlich héher aus als die Ergebnisse von Kdnigsmann et al. (1980),
welche 42 bis 3.632 ym? Knochenpartikelgehalt feststellten. Bei grober Umrechnung in einen
Durchmesser durch Ziehen der Wurzel, also 10,2 bis 709,9 ym (Silbernitratimpragnierung)
beziehungsweise 12,9 bis 886,5 um (Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra) lassen
sich die Werte auch mit den Ergebnissen weiterer Autoren vergleichen: In Separatorenfleisch
stellten Linke et al. (1974) Durchmesser von 19 und 2.173 pm, Winter (1978) zwischen 163
bis 262 pm und Field et al. (1977) aus einem Beehive-Separator mit 0,46 mm
Lochdurchmesser zwischen 10 und 450 um Knochenpartikeldurchmesser fest.

Zu beachten ist, dass die GroRe der Knochenpartikel nach Field et al. (1977) und Sams (2001)
mafgeblich durch die LochgréRe der Trommel bestimmt wird. Die Reduktion der Porengréfe
eines dem Separator nachgeschalteten Filters von 1,1 mm auf 0,6 mm flhrte bei
Untersuchungen von Baum et al. (1980) zu einer durchschnittichen Reduktion der

KnochenpartikelgrofRen von 750 auf 260 um in ihrer grofdten Dimension, beziehungsweise von
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50 auf 42 pm im Durchmesser. Viele Separatoren arbeiten jedoch mit gréReren
Lochdurchmessern von zumeist 3 mm, so dass sich bei Untersuchungen von Bijker et al.
(1983) in Separatorenfleisch 90,6% der Knochenpartikel in die Gro3enkategorie 100 bis 1000
pm, bezogen auf die grofdte Dimension des Knochenpartikels, einordnen lassen. Auch
Koolmees (1986) stellte in seinen Untersuchungen fest, dass 84,8 bis 97,5% der
Knochenpartikel kleiner als 1000 pym waren. Dies entspricht weitgehend den eigenen
Ergebnissen. Die Vergleichbarkeit ist allerdings eingeschrankt, da bei Bijker et al. (1983) die
Methode nach Hill und Hites (1968), also eine Digestionsmethode mit Papain und
Tetrachlorkohlenstoff zur Auftrennung verwendet wurde. Froning (1981) fand in Hihnerrticken
und Halsfleisch Werte von 80 bis 1500 um, wobei auch hier ein Groliteil der Partikel kleiner
als 0,5 mm waren. Nach Nitsch (2005) beeinflusst auch der angewendete Druck die Groflie
der Partikel. Er stellte in seinen Versuchen fest, dass niedrigere Dricke tendenziell eher zu
gréRReren Partikeln fihren und umgekehrt. In den USA wird seitens der Legislative direkt auf
die Grolke der Knochenpartikel eingegangen und festgelegt, dass mindestens 98% der
Knochenpartikel in Separatorenfleisch in ihrer grof3ten Dimension kleiner als 500 ym sein
sollen. Gleichzeitig darf kein Partikel groRer sein als 850 um (FDA, 2013).

5.1.3.2 Berechnung der Dichte und Korrelation mit histologischen Ergebnissen

Die Ergebnisse der Dichtemessung von 1,31 bis 1,86 Gramm pro Kubikzentimeter ordnen sich
in die typischen Knochendichteergebnisse von Gefligel ein (Zhang & Coon, 1997; Rath et al.,
1999; Shahnazari et al, 2006). Zunachst zeigen die Ergebnisse der
Knochenpartikelanzahlmessung wiederum, dass ein Unterschied zwischen
Silbernitratimpragnierung und Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra besteht und von
einer hoheren Sensitivitat der Silbernitratimpragnierung bezuglich der Knochenpartikelanzahl
ausgegangen werden kann (s. Abschnitt 5.1.1). In Bezug auf die Knochenpartikelflache wurde
ein Knochengehalt von 0,38% in das Produkt eingebracht, von dem mittels
Silbernitratimpragnierung etwa 29% (0,11% Knochensubstanz) und mittels Farbung nach
Pfeiffer, Wellhduser und Gehra circa 18% (0,07% Knochensubstanz) nachgewiesen wurden.
Dies zeigt deutlich, dass eine klare Differenz zwischen dem real vorhandenen
Knochenpartikelgehalt und den histologisch gemessenen Werten besteht. Gleichzeitig zeigt
es, dass die Silbernitratimpragnierung - obwohl sie nur knapp ein Drittel des realen
Knochenpartikelgehaltes erkennt - den realen Wert besser widerspiegelt als die Farbung nach
Pfeiffer, Wellhduser und Gehra. Ferner ist auf Basis dieser Ergebnisse davon auszugehen,
dass der tatsachliche Knochenpartikelgehalt der vermarkteten Produkte unterschatzt wird.
Branscheid et al. (2009) beschrieben in einem ahnlichen Versuch, dass im Schnitt 75% der
zugegebenen Knochenpartikel im Nachhinein nachgewiesen werden konnten, wobei jedoch

eine andere Methodik verwendet wurde.
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5.1.3.3 Sensitivitat der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

Sowohl Alizarin-S als auch Indigokarmin werden in Farbungen zum Knochenpartikelnachweis
verwendet. Daher Uberrascht es nicht, dass diese Farbstoffe um die Bindung an
Knochenmaterial konkurrieren. Was jedoch Uberrascht, ist die Eigenschaft des Indigokarmins
die zuvor mit Alizarin-S gefarbten Knochenpartikel zu Uberfarben, beziehungsweise das
Alizarin zu verdrangen.

Der Versuch zeigte, dass bei einem Verzicht auf eine Gegenfarbung mit Indigokarmin die
Knochenpartikel vollstandig von Alizarin-S rot gefarbt werden. Um die Knochen herum bildet
sich dabei ein groRzlgiger Farbschleier. Dieser Farbschleier sorgt dafir, dass die Grolie des
Knochenpartikels Uberschatzt wird, da die Randbereiche rot gefarbt werden, obwohl sie kein
Knochenmaterial enthalten. Die Knochenpartikel kdnnen so nahezu vollstandig identifiziert
werden, es kommt jedoch zu einer starken Uberschatzung ihrer Flache (Fechner et al., 2018).
Sobald mit einem Zyklus der Gegenfarbung mit Indigokarmin begonnen wird, werden diese
Randbereiche zuerst entfarbt, da das Alizarin hier keine starke Bindung zum Gewebe
aufbauen kann. Mit steigender Einwirkzeit verschiebt sich die Farbgrenze zwischen Alizarin
und Indigokarmin immer weiter in Richtung Knochenpartikelzentrum. Infolgedessen
verschwinden kleinere Knochenpartikel, gréRere biiften an Flache ein. Durch lange Einwirkzeit
ist es daher moglich, dass Alizarin S vollstandig aus einem Schnitt verdrangt wird und es so
zu vermeintlich negativen Knochenpartikelbefunden kommt. Bei der Einwirkzeit von
180 Sekunden, die von L 06.00-13 der Methodensammlung nach § 64 LFGB fur eine
Gegenfarbung mit Indigokarmin festgesetzt wird, waren nach der vorliegenden Untersuchung
viele Knochenpartikel bereits entfarbt. Es kommt hinzu, dass die Farbepotenz des
Indigokarmins maf3geblich vom Hersteller und vor allem von der Frische der Lésung abhangt,
da Indigokarmin mit der Zeit an Farbepotenz verliert. Auf kommerziell erhaltlichen, fertig
angemischten Farblosungen ist daher ein Mindesthaltbarkeitsdaten angebracht. Ursachen
kénnen unter anderem bakterieller Abbau (Mark & Ho, 1995; Fischer-Colbrie et al., 2005; Li et
al., 2015) oder die Anwesenheit von Kalziumverbindungen sein (Ramesh et al., 2017). So
kommt es zwangslaufig dazu, dass mit &lteren Farbldsungen mehr Knochenpartikel
nachgewiesen werden als mit frischen, sofern die Vorgaben der § 64-Methode verwendet
werden. Auch dies stellt einen Grund dar, warum durch die Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser
und Gehra weitaus weniger Knochenpartikelzahlen und Knochenpartikelgehalte
nachgewiesen werden, als tatsachlich vorhanden sind. Die Sensitivitat wird aus diesem Grund

eingeschrankt (Fechner et al., 2018).
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5.1.3.4 Stauchungs- und Auffaltungstendenzen

Eine Verminderung des Knochenpartikelgehaltes kann ebenfalls beim Anfertigen der Schnitte
auftreten. Hier besteht permanent die Gefahr, dass Knochenpartikel bei Kontakt mit der Klinge
herausgerissen werden und fur die Knochenpartikelanalyse nicht mehr zur Verfugung stehen
(Hildebrandt et al., 2006). Diesem Problem Iasst sich nur durch die Entkalkung des Gewebes
begegnen, welche allerdings das Knochengewebe flir die standardmaRig verwendeten
Knochenpartikelfarbungen undetektierbar macht (Branscheid, 2002); das trifft sowohl fur das
Silbernitrat, als auch fur das Alizarin zu (Hoyte, 1960).

Ferner zeigen Knochenpartikel bei Kontakt mit der Klinge im Mikrotom Stauchungs- und
Auffaltungstendenzen (Fechner et al., 2018). Diese sind dadurch gekennzeichnet, dass sich
Knochengewebe im sich vom Praparat ablésenden Schnitt ziehharmonikaartig faltet. Dies
kommt regelmafig vor und fuhrt bei der planimetrischen Messung zur Unterschatzung des
Knochenpartikelgehaltes. Der vorliegende Versuch dazu zeigt anhand einzelner
Knochenpartikel mitunter starke Differenzen zwischen der urspringlichen Ausdehnung des
Knochenpartikels und seiner endgultigen Form nach dem Schneiden, die im Mittel knapp 30%
betragen. Da diese Differenzen sehr unterschiedlich ausfallen, was mdglicherweise mit der
individuellen Knochenstruktur zusammenhangt, kann dieser Flachenverlust nicht pauschal mit
einem Korrekturfaktor ausgeglichen werden. Weitere Studien zu diesem Thema waren
anzuraten. Dennoch handelt es sich hier um eine Fehlerquelle fir die Unterschatzung von
Knochenpartikelgehalten (Fechner et al., 2018) und eine mdgliche Erklarung fur die

auftretende Differenz aus Abschnitt 5.1.3.1.

5.1.3.5 Flachenvergleich zwischen manueller und automatisierter Messung

Analog zu Josefowitz (2008) wurde eine Uberpriifung der automatisierten Flachenbestimmung
durchgefuhrt. Diese ergab anhand der Beispielform eines Quadrates eine 100%ige
Ubereinstimmung. Dies verwundert nicht, da jegliche Abweichung auf eine Unachtsamkeit der
manuellen Auswertung zurtickzufihren ware, da die Software solche klaren Farbunterschiede
prazise detektiert. Die gleiche Uberpriifung wurde auch anhand eines Knochenpartikels
vorgenommen, um entsprechend ein realitdtsnaheres Szenario abzubilden. Auch hier wird
eine sehr hohe Ubereinstimmung erreicht. Allerdings kann nicht geklart werden, ob die
Differenz durch Fehler seitens der Software oder seitens des Untersuchers zu Stande kommt,
da kein wahrer Bezugswert existiert. Ungeachtet dessen ergibt die automatische Auswertung

jedoch auf dieser Basis belastbare Ergebnisse.
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5.1.3.6 Vergleich der detektierten Knochenpartikelanzahl von konventioneller und

automatisierter Methode

Ebenfalls wurde die automatisierte Knochenpartikelzahlung mit einer untersucherbasierten
Auswertung am Mikroskop verglichen. Die ermittelten Unterschiede aus Kapitel 4.1.3.5 sind
ausschlief3lich darauf zurlickzuflihren, dass die Software mehr Knochenpartikel erkannt hat.
Dabei handelte es sich in keinem Fall um falsch positive Befunde. Demzufolge bestehen bei
der softwarebasierten Knochenpartikelzahlung Vorteile gegenuber der visuellen Auszahlung
am Mikroskop, da sie offenbar genauer, unbestreitbar schneller und objektiver ist. Zu
berucksichtigen ist, dass die konventionelle mikroskopische Zahlung bei hohen Partikelzahlen
an ihre Grenzen stoRt. Die untersuchten Geflligelbratrollenschnitte enthielten bis zu 518
Knochenpartikel pro Schnitt. Diese Zahl lasst sich nur noch schwerlich visuell am Mikroskop
bestimmen und erhdht die Fehlerwahrscheinlichkeit, sofern jeder Knochenpartikel gezahit
werden und keine semiquantitative Auszahlung vorgenommen wird. Zu beachten ist hier
wiederum, dass jeder Knochenpartikel, der eine Zusammenhangstrennung zu anderen
Knochenpartikeln aufwies, einzeln als solcher gezahlt wurde. Knochenpartikelnester wurden
somit immer als mehrere Knochenpartikel und nicht als lediglich ein Knochenpartikel gezahlt
(s. 5.1). Indes bewegt sich das Verarbeitungsfleisch im Gegensatz zu der erwahnten

Geflugelbratrolle bei deutlich geringeren Knochenpartikelzahlen.

5.1.4 Spezifitat

Die Ergebnisse in Kapitel 4.1.4.1 zeigen, dass sich vereinzelt Knochenpartikel in den Proben
befinden, auch wenn die Rohstoffauswahl sehr gewissenhaft betrieben wird. Es scheint auch
nicht undblich zum sein, dass grundsatzlich Knochenpartikel vorhanden sind (Zhao &
Sebranek, 1997). ,Vereinzelt® ist dabei definiert als ,nicht in jedem Schnitt (4 cm?)
vorkommend*® (L 6.00-13, Methodensammlung nach § 64, LFGB). Unter der Bedingung, dass
die vorgeschriebenen 6 Schnitte (L 6.00-13, Methodensammlung nach § 64, LFGB) untersucht
werden und von diesen 6 lediglich einer ohne Knochenpartikel verbleibt und die Gbrigen nur
einen Knochenpartikel pro Schnitt aufweisen, ergibt sich daraus ein Richtwert von 0,2
Knochenpartikeln/cm? (Schulte-Sutrum & Horn, 2003). Dies stellt den sogenannten
technologisch unvermeidbaren Knochenpartikelgehalt dar, der auch in allen Nullproben, seien
es selbst hergestellte oder aber kommerziell erworbene, vorhanden sein kann (Stenzel &
Hildebrandt, 2006; Hildebrandt & Josefowitz, 2007; Upmann & Lade, 2015).

Dieser Umstand schrankt die Spezifitdt des Detektionsverfahrens geringfugig ein.

Allerdings zeigt sich, dass der Unterscheid zwischen Proben mit Knochenpartikelzusatz ab
0,1% und ohne Knochenpartikelzusatz sehr grof} ist. Es lasst sich somit zwischen 0,2
Knochenpartikeln/cm? und 153,62 um?/cm? der Nullprobe und 4,4 Knochenpartikeln/cm? und

3.489 um?/cm? eine ausreichend grof’e Unterscheidbarkeit feststellen. Die Ergebnisse der
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Hahnchen- und Putenhackfleischzubereitungen reihen sich mit 0,34 Knochenpartikel/cm? und
608,3 pm#*cm? sowie 0,18 Knochenpartikel/cm? und 204,8 um?/cm? anndhernd in diesen
Bereich ein. Es stellt sich jedoch die Frage, ob ein Grenzwert von 0,2 Knochenpartikeln/cm?
sinnvoll gewahlt ist, wenn Hahnchenhackfleisch aus der Oberkeule diesen Wert bereits
Uberschreitet. Die Formulierung von Schulte-Sutrum und Horn (2003) Iasst hier deutlich
Interpretationsspielraum. Die Ergebnisse aus Kapitel 4.1.4.1 lassen aufgrund der Schnitte
ohne Knochenpartikel eine semiquantitative Einordnung als ,vereinzelt® zu.

Bei der Auswertung der Versuche mit Gewilrzen wurden keine Interferenzen festgestellt,
obwohl dies nach Schulte-Sutrum und Horn (2003) vorkommen kann. Selbst sehr
kalziumreiche Gewilrze wie Majoran mit einem Kalziumgehalt von 0,66 bis 1,59% geman
Zawislak und Dzida (2010) zeigten in den Versuchen keine Anfarbbarkeit. Ebensowenig storte
schwarzer Pfeffer die Auswertung: Er war stets von Knochenpartikeln zu unterscheiden, da er
vom Farbton her deutlich brauner und somit heller war.

Bei den Stoffen Kalziumcarbonat und Dinatriumhydrogenphosphat wurde eine Anfarbbarkeit
erwartet. Kalziumkarbonat ist ein elementarer Bestandteil des Knochens. Phosphat soll sich
nach Gallyas und Wolff (1985), Rungby et al. (1993) sowie Mulisch und Welsch (2015)
ebenfalls mit der Silbernitratimpragnierung darstellen lassen. Dies traf auf
Dinatriumhydrogenphosphat jedoch nicht zu. Somit erscheint die Silbernitratimpragnierung in
diesem Versuchsaufbau beim Knochenpartikelnachweis spezifischer als in der Literatur
beschrieben. Kalziumcarbonat farbte sich mit der Silbernitratimpragnierung erwartungsgeman
sehr detailliert mit starken Kontrasten im den Randbereichen an, wahrend die nach Pfeiffer,
Wellhduser und Gehra gefarbte Folgeschnitte ein weniger klares Bild lieferten. Die
unvollstandige Farbung und die verschwommenen Bereiche untermauern den Eindruck aus
Kapitel 5.1.3.3, dass letztere Farbung weniger sensitiv ist und von der Gegenfarbung verdrangt
wird (Fechner et al., 2018). Zum gleichen Ergebnis kamen Puchtler et al. (1969). Die Autoren
beschrieben, dass im methodisch empfohlenen sauren pH-Bereich von 4,3 bis 4,5
(Methodensammlung nach § 64, LFGB) Kalzium entfernt und dadurch Diffusionsartefakte
produziert werden. Diese Artefakte gleichen in ihrer Beschreibung den hier beobachteten
Farbschleiern. Zudem wird beschrieben, dass jede Charge Alizarin S ein eignes individuelles
pH-Optimum besitzt (Puchtler et al., 1969). Da die Silbernitratimpragnierung kein saures Milieu

bendtigt, kdnnen solche Artefakte bei dieser Farbung nicht entstehen.
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5.2 Analytische Zusammensetzung von Geflligelverarbeitungsfleisch

5.2.1 Anforderungen an Verarbeitungsfleisch

Das fiir die Versuche eingesetzte Verarbeitungsfleisch, wie auch jedes flir dessen Herstellung
verwendete Teilstlick, entsprach ausnahmslos den Anforderungen an Verarbeitungsfleisch
gem. 2.1.2: Es wurde aus genusstauglichen Teilen von Geflugel hergestellt und enthielt weder
Kopf noch Speiserdhre, Kropf, Eingeweide oder Geschlechtsorgane (Anh. Ill Abschn. VI Nr. 1
g) der VO (EG) Nr. 853/2004).

Die Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse (2015) definieren Fleisch und somit auch
Verarbeitungsfleisch als ,alle Teile von geschlachteten oder erlegten warmblutigen Tieren, die
zum Genuss fur Menschen bestimmt sind.“ Zu Lebensmitteletikettierungszwecken sind fur
Hahnchen- und Putenfleisch, welche als Zutat fur andere Lebensmittel verwendet oder
gewerbsmafig hergestellt werden, die Skelettmuskeln der entsprechenden Tierarten ,mitsamt
dem wesensgemal darin eingebetteten oder damit verbundenen Gewebe* zu verwenden.
Dazu zahlen Fett- und Bindegewebe sowie eingelagerte Lymphknoten, Nerven und Gefalie.
Dabei darf der Rohstoff allerdings maximal 15% Fett aufweisen und das Verhaltnis von
Kollagen zu Fleischeiweils maximal 10% betragen, andernfalls sind Fett oder Bindegewebe
separat zu deklarieren. Dartber hinaus gilt Separatorenfleisch im Sinne des Anhanges 1 Nr.
1.14 der VO (EG) Nr. 853/2004 nicht als Fleisch und darf dementsprechend nicht als
Verarbeitungsfleisch vermarktet werden (Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse, 2015).
Die in den Versuchen verwendeten Gefllgelteilstiicke sind grundsatzlich zum menschlichen
Verzehr  bestimmt und stammten aus der laufenden  Produktion eines
Lebensmittelunternehmens. Die maschinelle Entbeinung der verwendeten Teilstlicke verfolgte
das Ziel, Skelettmuskulatur mdéglichst vollstandig vom Knochen zu trennen, wobei zéhere bzw.
festere Bestandteile wie Bindegewebe und Knochenpartikel moglichst nicht in das
Verarbeitungsfleisch gelangen sollten.

Die Einhaltung der Vorgaben hinsichtlich Fett und Kollagen zu Fleischeiwei3verhaltnis wurde
in den Versuchen durch eine Vollanalyse Uberpruft. Diese wurde aufgrund der hohen
Ubereinstimmung mit der chemischen Vollanalyse mit der effizienteren Methode der
Nahinfrarotspektroskopie durchgefiihrt. Auch diese besitzt die Fahigkeit die chemischen
Hauptkomponenten zuverlassig zu bestimmen (Prieto et al., 2009). Ferner wird diese Technik
zum Grofiteil routinemafig in der laufenden Produktion eingesetzt. Sie sorgt also auch in der
Praxis fur die Einhaltung der Anforderungen fur Gefligelfleisch (Windham et al., 2003). Einzig
der Mineralstoffgehalt ist mit dieser Methodik nicht immer zuverlassig feststellbar. Jedoch
reduziert das Homogenisieren der Probe zusatzlich die Streuung der Werte, wie es auch in
den vorliegenden Versuchen praktiziert wurde. Andere Autoren stellten ebenso die

Zuverlassigkeit dieser Methode in der Analyse der chemischen Hauptkomponenten mit
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Ausnahme des Mineralstoffgehaltes bei Geflligelfleisch fest (Cozzolino & Murray, 2002;
Berzaghi et al., 2005; McDevitt et al., 2005).

Den Ergebnissen zur Folge waren einige Proben oberhalb der Grenze von 15% Fett. Dies traf
vor allem auf die Rohstoffmischungen aus Betrieb 2 zu, die in 6 von 15 Fallen diesen Wert
Uberschritten. Als allgemein fettreich kann das Gabelbeinfleisch betrachtet werden, welches
mit 24,3% auch den Spitzenwert der Auswertung lieferte. Auch bei Verwendung eines
Teilstlicks als einzigen Rohstoff konnte das Gabelbeinfleisch und das Schulterfleisch den
Grenzwert nicht einhalten. Das Fleisch von Sternum, Ricken und Unterschenkeln von
Hahnchen und Pute waren dagegen magerer; ebenfalls kann vermutet werden, dass
Filetabschnitte weniger Fett beinhalten, da Mischungen mit Gabelbeinfleisch in der Regel zu
einer guten Kontrolle des Fettgehalts fuhren. Die Fettgehaltsiberschreitungen stellen
allerdings grundsatzlich kein Problem dar. Fur diesen Fall sehen die LMIV (Anhang VIl Teil B
Nr. 17 der VO (EG) 1169/2011), wie auch |. 1. der Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse
(2015) vor, dass der Fleischanteil entsprechend nach unten angepasst und die Angabe ,Fett”
hinzugefligt werden muss. Dies ist allerdings nur zuldssig, wenn ansonsten alle Kriterien der
Definition von ,,...fleisch® erfullt wurden. Darliber hinaus handelt es sich in den Fallen, bei
denen Fettanteilstiberschreitungen festgestellt wurden, um Kundenvorgaben hinsichtlich des
Fettgehalts. Das Verarbeitungsfleisch kann durch Mischungen entsprechend angepasst und
gemal Kundenvorgaben produziert werden. Somit stellt dies keine Problematik dar, die durch
Rohstoffauswahl nicht kontrolliert werden kann.

Anders stellte sich das Bild beim Kollagen zu Fleischeiweildverhaltnis dar. Die 10%-Grenze
wurde von keinem Material erreicht und der durchschnittliche Wert lag bei circa 5%. Allgemein
bewegten sich die Bindegewebseiweillwerte zwischen 1 und 2%. Dies war
rohstofflibergreifend zu beobachten, wobei auch hier die besten Werte vom Teilstlick
Unterschenkel und die schlechtesten vom Teilstuck Rucken erreicht wurden.
Interessanterweise wurde der geringste Wert von 0,9% beim Unterschenkel der weiblichen
Pute ermittelt. Dies veranschaulicht, dass der Vorgang des mechanischen Trennens trotz des
hohen Sehnenanteils im Unterschenkel der Pute das Bindegewebe sehr effektiv vom Fleisch
trennt und somit den Bindegewebseintrag in das Verarbeitungsfleisch stark minimiert.

Der Ausschluss der Verwendung von Separatorenfleisch impliziert ferner, dass vor der
mechanischen Gewinnung des Verarbeitungsfleisches keine Primarentbeinung stattgefunden
haben darf. Dies ist bei allen Proben aus den aufgefihrten Betrieben der Fall, womit diese
grundsatzlich kein Separatorenfleisch darstellen. Ferner gelten nach Schulte-Sutrum und Horn
(2003) 1,5 Knochenpartikel/cm? als Hinweis auf die Verarbeitung von Separatorenfleisch. Dass
die Ausgangsmaterialien einen starken Einfluss auf das Auftreten von Knochenpartikeln
austben, wurde auch von Nitsch (2005) und Josefowitz (2008) festgestellt. Die beschriebene

Vorgehensweise in den Versuchen lasst zwar einen direkten Bezug zu diesem Grenzwert nicht
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zu, dennoch kann festgehalten werden, dass auch hier die Teilstiicke Ricken und Schulter
die hdchsten zahlenmafigen Knochenpartikelbelastungen aufweisen. Dies macht dieses
Material zwar nicht zum Separatorenfleisch, zeigt aber an, dass dieses Material ein gewisses
Risiko besitzt in Nachweismethoden als Separatorenfleisch fehlinterpretiert zu werden.

Die BEFFE-Werte schlieBen sich diesem Eindruck an. Werden niedrige Fett- und
Bindegewebsgehalte ermittelt, so ist entsprechend auch von einem hohen BEFFE-Wert
auszugehen. Wiederum weisen die Teilstuicke Sternum, Flugel und Unterschenkel hohe
BEFFE-Werte um die 18% auf. Niedrigere Werte um die 15% werden von Gabelbein und
Schulter erreicht. Diese Eigenschaften der Teilstlicke sollten bei der Verwendung zur
Herstellung von Fleischerzeugnissen bertcksichtigt werden, da die Leitsatze Mindest-BEFFE-

Werte fur viele Fleischerzeugnisse vorgeben.

5.2.2 Anforderungen an Spitzenqualitat

Fleischerzeugnisse der Kategorie Spitzenqualitat, die als solche bezeichnet oder mit
bedeutungsgleichen Beschreibungen in Verkehr gebracht werden, sind einer bestimmten
Auswahl des Ausgangsmaterials unterworfen. Diese wird in erster Linie durch die Leitsatze fur
Fleisch und Fleischerzeugnisse definiert.

Abschnitt | Nr. 2.12 der Leitsatze definiert Fleischerzeugnisse der Kategorie Spitzenqualitat
folgendermalen: ,Fleischerzeugnisse mit hervorhebenden Hinweisen wie Spitzenqualitat,
Delikatess-, Feinkost-, Gold-, prima, extra, 1a, ff oder dergleichen oder in besonders
hervorgehobener Aufmachung (z.B. goldfarbene Hille) unterscheiden sich von den unter der
betreffenden Bezeichnung des Lebensmittels sonst Uiblichen Fleischerzeugnissen, abgesehen
vom Genusswert, durch besondere Auswahl des Ausgangsmaterials, keine Verwendung von
Separatorenfleisch oder manuell oder auf andere Art vom Knochen gewonnenes Restfleisch
sowie durch hohere Anteile an Skelettmuskulatur® (Leitsatze fur Fleisch und
Fleischerzeugnisse, 2015).

Diese Formulierung schlie3t also die Verwendung von Separatorenfleisch, aber auch diejenige
von manuell oder auf andere Art von Knochen gewonnenem Restfleisch aus. Manuell vom
Knochen gewonnenes Restfleisch bezeichnet den in 2.1.4 erwahnten Knochenputz, welcher
erwiesenermalien von schlechter Qualitat ist (Linke & Thumser, 1964). Dieser ist in Abschnitt
I Nr. 1.113 der Leitsatze fir Rindfleisch definiert und lautet: ,Fleisch, das von grob ausgeldsten
Knochen abgetrennt wird (,Knochenputz®)* (Leitsatze flr Fleisch und Fleischerzeugnisse,
2015). Es ist also auch hier ein vorausgegangener Entbeinungsschritt erforderlich. Allerdings
wird das ,Knochenputzen* aus Kostengrinden in der Regel nicht mehr durchgeflihrt (Stiebing,
1998).
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Folglich kann maschinell primarentbeintes Verarbeitungsfleisch, gewonnen aus Gabelbeinen,
Ricken, Unterkeulen, Filetabschnitten, 1. Fligelglied und Mittelfligel auch hier zur
Verwendung von Fleischerzeugnissen der Kategorie Spitzenqualitat eingesetzt werden.

Um den speziellen Eigenschaften des Geflugelfleisches in diesem Kontext Rechnung zu
tragen, hat der Bundesverband der Geflligelschlachtereien e. V. einen Leitfaden fir die
Bewertung von Gabelbein- und Putenunterkeulenfleisch erarbeitet. Dieser stellt in mehreren
Kategorien Anforderungen an die Herstellung, so dass dieses Verarbeitungsfleisch stets den
hohen Ansprichen an den Rohstoff fur Spitzenqualitaten gerecht wird (Bundesverband der
Geflugelschlachtereien e. V., 2017). In der Kategorie Ausgangsmaterial heif3t es darin, dass
der Fleischanteil der Teilstliicke Uberwiegen soll. Mehr noch wird dieser mit einem Wert von
mindestens 85% ,Skelettmuskulatur mit wesensgemalf darin eingebetteten Strukturen oder
damit verbundenem Gewebe“ angegeben. Dies kann unter Umstanden jedoch problematisch
werden, da laut Schigulski et al. (2015) das Gabelbein nach Ausstanzung im Schnitt iber einen
Knochenanteil von 16% verfugt. Demzufolge ware ein Groldteil der Gabelbeine nicht zulassig,
obwonhl sich diese nicht wesentlich von den Ubrigen unterscheiden. Ferner verhindert eine
solche Regelung, dass das Ausstanzen des Gabelbeins weiter optimiert wird, da dies zu einem
Knochenanteilanstieg fuhren wirde. Auch werden Rasse und Schlachtgewicht nicht
bericksichtigt, die ebenfalls einen Einfluss auf den Knochenanteil im Gabelbein ausiben
(Schigulski et al., 2015).

Eine weitere Anforderung setzt voraus, dass der verwendete Rohstoff Kontroll- und
Sortierungsprozessen unterworfen wird. Diese sind flr Putenunterkeulenfleisch und
Gabelbeine naher beschrieben. Bezlglich des Gewinnungsprozesses gibt es eine Obergrenze
fur die Ausbeute. Diese wird bei Gabelbeinen so festgelegt, dass 20% Restgewebe am
Knochen zu verbleiben haben. Darlber hinaus darf im Endprodukt nur ein bestimmter
Zerkleinerungsgrad vorliegen, der nicht Uber den von Hackfleisch hinausgeht. Dies wurde
deshalb so bestimmt, da die Muskelfaserzerstérung ein Indikator fur Separatorenfleisch ist
(Hildebrandt, 2007; Branscheid & Troeger, 2011). Demzufolge sind die vorliegenden
Verarbeitungsfleischprodukte in Bezug auf die Rohstoffauswahl zur Herstellung von Produkten
der Kategorie Spitzenqualitat geeignet.

Ferner wird chemisch auf BEFFE im Fleischeiweily und den Kalziumgehalt geachtet, deren
Grenzwerte nicht unterschritten bzw. Uberschritten werden sollen. Erwartungsgeman wird dies
von den untersuchten Proben erfiillt (s. Abbildung 41).

Histologisch wird auf den Anteil an Muskelabrieb untersucht, welcher im Mittel nicht hdher als
20 und maximal 35% pro Schnitt betragen darf. Dariiber hinaus wird die Anwesenheit von
Fremdgewebe, wie zum Beispiel Geflligelhaut, geprift (Horn & Langen, 2017). Unter solchem
Fremdgewebe kénnen auch Drisengewebe und Knochenpartikel subsummiert werden (ALTS,
2012, 2013).
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Auch die ermittelten Analysewerte aus der Vollanalyse in Verarbeitungsfleisch erflillen die
Bedingungen vom Bundesverband der Gefligelschlachtereien e. V. (2017) fur Produkte der
Kategorie Spitzenqualitat. Dies gilt flr die Anforderungen an den Kalziumgehalt von unter 200
mg/kg, den alle Verarbeitungsfleischproben stark unterschreiten. Der maximal gemessene
Wert in diesen Proben betragt 143,07 mg/kg. Die Separatorenfleischproben hingegen
Uberschreiten den Grenzwert deutlich mit 237 bis 560 mg/kg.

Die Mindestanforderung an den BEFFE-Gehalt im Fleischeiweil wird ebenso ausnahmslos
erfullt. Alle Verarbeitungsfleischproben weisen Werte von Giber 90% auf und entsprechen somit
diesem Kriterium. Dies gilt allerdings auch fir die untersuchten Separatorenfleischproben,
wodurch dieses Kriterium allein als nicht hinreichend fur die Unterscheidung einzustufen ist.
Am Beispiel des in den Leitsatzen erwahnten Gefligelbierschinkens (Absch. Il Nr. 2.224.1 der
Leitsatze fur Fleisch und Fleischerzeugnisse, 2015) lasst sich die Anforderung an Produkte
der Kategorie Spitzenqualitat verdeutlichen. In diesem Produkt ist die Verwendung von
,sehnen- und fettgewebsarmes Geflugelfleisch: Skelettmuskulatur (Geflugelfleisch ohne Haut)
von Gefllgel, die von Natur aus nur wenig Bindegewebe oder Fettgewebe enthalt (z. B.
Brustfilet) oder deren Gehalt an diesen Geweben entsprechend verringert worden ist“ und
~.grob entsehntes Gefllgelfleisch: Geflligelfleisch mit Bindegewebegehalten, wie sie bei der
Verarbeitung von ganzem Geflugel ohne Brust nach Entfernung von groben Sehnen und der
Fligel zu erwarten sind“ zugelassen (Absch. | Nr. 1.131 und Nr. 1.132 der Leitsatze flir Fleisch
und Fleischerzeugnisse, 2015). Die vorgeschriebenen Analysenwerte sind ein Anteil von
bindegewebseiweil¥freien Fleischeiweil® von nicht unter 13% und bindegewebseiweil¥freies
Fleischeiwei im Fleischeiwei® chemisch ermittelt von nicht unter 88%. Diese
Voraussetzungen werden von den oben genannten Verarbeitungsfleischproben erfullt und
somit sind sie fir die Verwendung zur Herstellung eines Geflligel-Bierschinkens der Kategorie
Spitzenqualitat einsetzbar.

Einschrankend ist zu erwahnen, dass sich der Leitfaden des Bundesverbands der
Geflugelschlachtereien e. V. (2017) primar auf die Teilsticke Gabelbein und Unterkeule
bezieht. Eine Ubertragbarkeit auf andere Teilstlicke kann zwar i.d.R. angenommen werden,
allerdings werden nicht alle Teilsticke auch samtliche genannten Kriterien (z.B.
Knochengehalte) erfiillen, so dass eine konkrete Erweiterung dieses Leitfadens notwendig

erscheint.
5.2.3 Knochenpartikeleintrag und Kalziumgehalt der Betriebsproben

5.2.3.1 Vergleichswerte fiir Kalzium

Neben dem Knochenpartikelnachweis ist die Kalziumbestimmung ist ein wichtiger Parameter
fir die Abgrenzung zwischen Verarbeitungsfleisch und Separatorenfleisch (Stenzel &
Hildebrandt, 2006)
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Untersuchungen von Stenzel und Hildebrandt (2006) zeigten im Rahmen von Erhebungen flr
den ALTS, dass die Kalziumwerte von 19 Geflugelproben stets unter 150 ppm lagen. Folglich
wurde unter Addition einer Toleranz von 50 ppm ein moglicher Grenzwert von 200 ppm
vorgeschlagen. Ein Maximalwert von 150 ppm ist in Anbetracht der eigenen Ergebnisse (s.
Abbildung 4) als realistisch zu bewerten, da kein Wert oberhalb dieser Grenze liegt. Dennoch
kann bei einer strengeren Betrachtungsweise geschlussfolgert werden, dass dieser Wert
tendenziell zu hoch bemessen ist. Dies begrindet sich darin, dass die eigenen
Untersuchungen einen Mittelwert von gut 57 ppm ausweisen und auch die Ergebnisse des

Probenmaterials Riicken einschlieRen.

5.2.3.2 Einfliisse auf das Ergebnis

5.2.3.2.1 Knochenmaterial

Da gesplitterte Knochen eine Ursache flr erhdhte Kalziumwerte darstellen kdnnen
(Branscheid et al., 2009), ist die Beschaffenheit des Knochens ein wichtiger Faktor flr den
spateren Kalziumgehalt in Verarbeitungsfleisch. Dabei spielt sowohl der Kalzifizierungsgrad
als auch der Knochentyp eine Rolle. So besitzt die Substantia compacta oder Substantia
corticalis durch eine héhere Dichte entsprechend mehr Kalziumverbindungen. Die Substantia
spongiosa enthalt folglich deutlich weniger Kalzium, da die dichte Knochenmasse durch diinne
Trabekel ersetzt wird (Cottin, 2004). Zudem sorgen Perioden schnellen Wachstums oder
starke Umgestaltungsvorgange im Knochen fur eine Hypomineralisation, wahrend gestopptes
Wachstum und geringe Umgestaltungsvorgange fur Hypermineralisation sorgen (Grynpas,
1993). Letztere treten insbesondere in Folge eines hohen Alters durch das Absterben alter
Osteozyten auf und sorgen dafir, dass der Knochen spréder wird (Schnitzler, 1993). Die
Sprode identifizieren Crosland et al. (1995) als einen Faktor fir ein erhdhtes Auftreten von
Knochenpartikeln. Bedingt durch die kurze Lebensdauer ist dies in Falle der Masthahnchen
allerdings ein zu vernachlassigender Faktor.

Auch die Tierart, Rasse, Futterung und der physiologische Zustand der Tiere spielt eine Rolle
(Bijker et al., 1985; Hildebrandt & Josefowitz, 2007; Branscheid et al., 2008a; Fleming, 2008;
Branscheid et al., 2009; Bauer, 2013b). Allerdings gilt es bei der Kalzium-Bestimmung zu
bedenken, dass die Ergebnisse nicht als absolute Bezugsgrofle fungieren kdnnen. Der
Kalziumwert, welcher mit der F-AAS-Technik und damit einer validierten Methode bestimmt
wurde (Wnuk, 2002), die auch viele andere Autoren zur Kalziumbestimmung in Fleisch und
Fleischerzeugnissen (Chekri et al., 2012; Bauer, 2013b) oder anderen Lebensmitteln
(Madejczyk, 2008) verwenden, unterliegt rohstofftypisch gewissen Schwankungen. Darlber
hinaus sollte beachtet werden, dass auch bei einer Homogenisierung von 100 g eine
gleichmaBige Verteilung der Knochenpartikel nur bedingt stattfindet und somit Teilproben mit

unterschiedlichem Knochenpartikelgehalt aus dem Homogenat enthommen werden kdnnen.
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Dies fuhrt dazu, dass verschiedene Kalziumwerte aus demselben Probenmaterial gemessen
werden kdnnen. Dieses Phanomen zeigt sich in gleicherweise im Wurstbrat, welches ebenfalls

keine homogene Knochenpartikelverteilung aufweist (Upmann & Lade, 2015).

5.2.3.2.2 Rohstoff

Der Rohstoffauswahl kommt hinsichtlich der Unterschiede im Kalzium- und
Knochenpartikelgehalt zwischen den Produkten grofRe Bedeutung zu. Das untersuchte
Verarbeitungsfleisch ist das Produkt einer mechanischen Primarentbeinung bzw. einer
.Entfleischung” der verwendeten Teilstiicke. Somit haben die Ausgangsmaterialien einen
starken Einfluss auf das Auftreten von Knochenpartikeln (Nitsch, 2005; Josefowitz, 2008). Die
Ergebnisse aus Abbildung 43, Abbildung 44 und Abbildung 45 zeigen, dass je nach Teilstick
grole Unterschiede bei der Knochenpartikelanzahl sowie dem Knochenpartikel- und
Kalziumgehalt auftreten. Dies zeigt, dass bestimmte Rohstoffe ein hoheres Risiko fur
Knochenpartikeleintrag innehaben als andere.

Ebenso sind die in der Praxis auftretenden betriebsspezifischen Unterschiede primar durch
die Rohstoffauswahl zu erklaren. Im Vergleich zwischen zwei Betrieben offenbarten sich
deutliche Unterschiede in den untersuchten Parametern. Die Proben aus Betrieb 1 sind
durchweg im Hinblick auf Knochenpartikelanzahl, Knochenpartikelflache und Kalziumwert
gegenlber den Proben aus Betrieb 2 erhéht. Dies konnte probenibergreifend beobachtet
werden. In Betrieb 1 wurden in Verarbeitungsfleisch 5,83 Knochenpartikel/cm? sowie 0,025%
Knochenpartikelgehalt detektiert. Betrieb 2 hingegen unterschritt diese Werte mit 3,33
Knochenpartikeln/cm? und 0,0072% Knochenpartikelgehalt.

Unterschiede zwischen Betrieben wurden auch durch Branscheid et al. (2008b) bei
Verarbeitungsfleisch ~ festgestellt.  Schlachtort A  unterschied sich mit einem
Knochenpartikelgehalt von 0,11% deutlich von Schlachtort B mit lediglich 0,03%.

Innerhalb dieser Spanne wurden auch von Nagy et al. (2007) Werte von 0,04% bis 0,08% in
Geflugelverarbeitungsfleisch hergestellt durch Entbeinung mittels Bandseparator festgestellit.
Allerdings stellten die Autoren einen deutlich héheren Kalziumgehalt von 610 mg/kg respektive
0,061% fest.

Die Kalziumwerte von 0,0062% in Betrieb 1 wurden ebenso von Betrieb 2 durch
Kalziumgehalte von 0,0032% halbiert. Eine solche Variabilitdt wurde - allerdings mit deutlich
héheren Werten - auch von anderen Autoren berichtet. So beispielsweise durch Tremlova und
Starha (2003) in Geflugelfleischprodukten wie Brihwursten, Salami und Hackfleisch, die Werte
zwischen 0,025% und 0,108% zeigten.

Die Ursachen sind dabei neben der Rohstoffauswahl in der technischen Ausstattung, den
angewendeten Einstellungen, der Wartung sowie der individuellen Handhabung zu suchen
(Sams, 2001). Durch die Vielfalt der unterschiedlichen Einflussfaktoren gestaltet sich eine

Diversifizierung und konsekutiver Riickschluss auf die einzelnen Einflussgrof3en schwierig. Da
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diese allesamt bei der Herstellung von Verarbeitungsfleisch zum Tragen kommen, missen die
objektiv mess- und beherrschbaren Faktoren priorisiert und soweit moglich objektiviert und
isoliert voneinander betrachtet werden.

Die herausragende Rolle der Rohstoffauswahl wurde durch die Untersuchungen zwischen den
einzelnen verarbeiteten Teilstiicken Rechnung getragen. Ein wichtiges und oft diskutiertes
Teilstlick stellt das Gabelbein oder die Furcula dar (Branscheid et al., 2008b; Branscheid &
Troeger, 2011; Schigulski et al., 2015). Das Gabelbein ist ein V-férmiger Knochen, welcher
beide Schlisselbeine vereint. Innerhalb der vollautomatischen Zerlegelinien wird das
Gabelbein, welches sich kranial der Brustmuskulatur befindet und somit ein Hindernis beim
Loésen des Brustfilets darstellt, in der Regel durch Ausstanzen abgetragen. Der Fleischanteil
dieses Teilstickes macht ungefahr 2% (10-20 g) des Schlachtgewichts aus, der
Gewichtsanteil des Knochens in diesem Teilstlick betragt ungefahr 16% (Branscheid et al.,
2008b; Schigulski et al., 2015). Da das abgeldste Gabelbein weder Schlachtkérper noch
Knochen nach dem Entbeinen, sondern ein nicht entbeintes Teilstiick darstellt, handelt es sich
bei Gabelbeinfleisch nicht um Separatorenfleisch im Sinne von Anhang | Nr. 1.14 der VO (EG)
853/2004 (Branscheid et al., 2008b; Schigulski et al., 2015; Upmann, 2021).

Allerdings ist die rechtliche Einordnung nach wie vor Gegenstand gerichtlicher
Auseinandersetzungen (Beschluss des Oberverwaltungsgerichts Lineburg - 13 ME 115/15
Anhang 1 Nr 114 EGV 853/2004, 2015). Auch andere Teilsticke wie Unterkeulen,
Filetabschnitte, Schulter, 1. Fligelglied, Ricken und Mittelfliigel unterliegen dieser Diskussion.
Im Gegensatz zum Gabelbein ist das Material Ricken aus histologischer und chemischer Sicht
weitaus schlechter einzustufen. Es enthalt neben vielen kleinen Knochen und Sehnen oftmals
auch Reste von Nieren- und anderen Geweben, die bei Einsatz als Ausgangsmaterial zu
qualitativ weniger hochwertigen Endprodukten flihren (Branscheid & Troeger, 2011). Die
allgemein schlechte Qualitdt des Materials Rucken konnte in Bezug auf die
Knochenpartikelanzahl und den Knochenpartikelgehalt auch in den eigenen Versuchen
reproduziert werden (s. Abbildung 43 und Abbildung 44).

Anders verhalt es sich dagegen mit dem Ausgangsmaterial Brustbein. Dieses ist bereits
entbeint worden und kann somit rein rechtlich zum Separatorenfleisch gezahlt werden, obwohl
auch hier die Versuche zeigen, dass das Endprodukt von vergleichsweise guter Qualitat ist.
Die Ergebnisse der untersuchten Proben bestatigen den grof3en Einfluss des verarbeiteten
Teilsticks auf die Hohe der Knochenpartikelanzahl, des Knochenpartikel- und des
Kalziumgehalts. Dies geht auch aus den ermittelten Ergebnissen in Betrieb 5 hervor. Dort
wurde festgestellt, dass das Material Gabelbein grundsatzlich wenige Knochenpartikel
(4,58 Knochenpartikel/cm?) enthélt, diese aber in der Regel gréRere Flachen besitzen. Dies
fuhrt dazu, dass héhere Knochenpartikelgehalte beim Gabelbein zustande kommen (0,051%),

was zudem durch die Kalziummessung (0,014%) bestatigt wird.
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Im Gegensatz dazu werden im Material oberer Rucken sehr viele Partikel
(22,25 Knochenpartikel/cm?) nachgewiesen und es bestehen auch viele Ausreiler, dies
spricht fur ein hohes Knochenpartikelrisiko in diesem Material. Auch ohne vorherige
Entbeinung birgt dieses Ausgangsmaterial ein hdheres Risiko des Knochenpartikeleintrags.
Dies liegt darin begrindet, dass die Knochen des Rickens mit ihren vielen Wirbeln, Gelenken
und fragilen Knochenvorspriingen eine hdhere Neigung aufweisen, auch bei geringeren
Dricken zu brechen. Ebenso ist das Verhaltnis von Knochen zu Fleisch in diesem Rohstoff
deutlich schlechter zu bewerten. Die Knochenpartikelflache ist in diesem Material mit 0,056%
ahnlich hoch, wie die des Gabelbeins und bewegt sich folgerichtig auch beim Kalziumwert mit
0,01% in einem ahnlichen Bereich.

Andere Autoren stellten in ganzen Teilsticken vom Hahnchenricken 0,01%
Knochenpartikelgehalt etwas weniger, allerdings mit 0,046% deutlich mehr Kalzium fest
(Branscheid & Troeger, 2011). Weitere Autoren fanden in den Proben aus Teilsticken vom
Hahnchenricken sogar 0,195% Kalzium (Botka-Petrak, 2011). Diese Teilsticke wurden
allerdings vorher entbeint, wodurch dieses Material zur Kategorie Separatorenfleisch zu
zahlen ist.

Das Material Schulter zeigt einen geringeren Knochenpartikelgehalt (0,013%) als Ricken und
Gabelbein, jedoch mehr einzelne Knochenpartikel (6,4 Knochenpartikel/cm?) als das
Gabelbein sowie einen Kalziumgehalt von 0,0046%.

Die besten Werte erzielt das Material Unterkeule. Hier werden von allen Rohstoffen die
niedrigsten  Werte  erreicht, sowohl hinsichtlich  Knochenpartikelanzahl (0,59
Knochenpartikel/cm?) als auch hinsichtlich Knochenpartikelgehalt (0,0067%) und Kalziumwert
(0,0017%).

Die Rickrechnung auf die Einzelkomponenten aus Betrieb 2 bestatigt, dass das Material
Gabelbein wenige (1,06 Knochenpartikel/cm?), aber dafir grofle Knochenpartikel zu
beinhalten scheint (Knochenpartikelgehalt: 0,013%). Auch Branscheid et al. (2008b) fand in
seinen Untersuchungen zu Gabelbeinen Knochenpartikelgehalte von 0,03% bis 0,11%.

Der Kalziumgehalt schlief3t sich mit einem Wert von 0,0033% dieser Tendenz an, wahrend
Branscheid et al. (2008b) Werte zwischen 0,005% und 0,025% feststellt.

Umgekehrt verhalt es sich bei den Filetabschnitten, die tendenziell mehr Knochenpartikel
(5,41 Knochenpartikel/cm?)  kleineren  Ausmalles (Knochenpartikelgehalt:  0,0047%)
beinhalten. Allerdings weisen diese trotz geringeren Knochenpartikelgehaltes einen etwas
héheren Kalziumgehalt von 0,0046% auf. Das Brustbein weist sowohl eine sehr hohe
Knochenpartikelanzahl (9,46 Knochenpartikel/cm?) als auch einen &hnlich hohen
Knochenpartikelgehalt (0,012%) wie das Material Gabelbein auf und stellt somit das am
hdchsten kontaminierte Einzelmaterial in Betrieb 2 dar. Auch der Kalziumwert unterstreicht

den gleichen Knochenpartikelgehalt von Gabelbeinen und Brustbein (0,0035%).

124



Diskussion

Im Vergleich mit anderen Autoren wie Botka-Petrak et al. (2011), welche in
Huhnerschlachtfleisch 0,06% Kalziumgehalt feststellte, sind diese Schwankungen im
Kalziumgehalt jedoch unbedeutend.

Die Auswertung der Teilsticke 1. Fligelglied und Mittelfligel zeigt keinen relevanten
Unterschied in der Knochenpartikelanzahl. Mit 1,94 zu 0,94 Knochenpartikeln/cm? lagen sogar
Werte vor, die im Rohstoff Mittelfligel hdher ausfielen als im 1. Fligelglied. Die gleiche
Tendenz zeigte sich ebenfalls im Knochenpartikelgehalt (0,0015% zu 0,0037%). Dies
Uberrascht zunachst, da der Mittelfliigel aus weniger Knochen, die zudem auch noch gréer
und stabiler sind, besteht. Allerdings sind diese Werte sehr gering und mit den Ergebnissen
des Gabelbeins vergleichbar. Ferner wurden im Material Mittelfligel Werte mit einer grof3en
Varianz vorgefunden. Die Kombination aus sehr geringen Knochenpartikelzahlen und einer
hohen Varianz im Material macht die Ergebnisse beeinflussbar, beispielsweise durch das
Auftreten von Knochenpartikelnestern (s. Abbildung 54). Daher lasst sich durch die
durchgefuhrten Versuche schwerlich eine Qualitdtsunterscheidung zwischen den Teilstlicken
1. Flugelglied und Mittelflligel treffen. Dennoch kann festgestellt werden, dass Hahnchenfligel
eher zu geringen Knochenpartikeleintragen in das Verarbeitungsfleisch flhren.

Die Kalziumwerte der Fligel bewegen sich um einen Wert von 0,006%. Andere Autoren
konnten in diesem Material deutlich héhere Werte feststellen. Botka-Petrak et al. (2011)
fanden 0,29% Kalziumgehalt in entbeinten Huhnerfligeln und damit Werte, die um das
40fache hoéher lagen als in der hiesigen Untersuchung.

Der Vergleich des Hahnchenverarbeitungsfleisches mit dem der Pute bestatigte die
Erkenntnis, dass die Verwendung des Teilstiicks Unterkeule zu niedrigen
Knochenpartikelwerten im  Endprodukt fiihrt.  Ahnlich wie das Resultat der
Hahnchenunterkeule aus Betrieb 5 werden Knochenpartikelzahlen unter einem
Knochenpartikel pro Quadratzentimeter erreicht. Somit lasst sich daraus schlief3en, dass das
Material Unterkeule grundséatzlich eine besonders geringe Knochenpartikelbelastung aufweist.
Dies wird ebenfalls durch den geringen Knochenpartikelgehalt von 0,003% bis 0,004%
unterstrichen.

Auch der ermittelte Kalziumwert spricht fur die gute Qualitat. Mit 42,13 bis 46,51 mg/kg wurden
Werte ermittelt, die sich nahe an denen von manuell entbeintem Putenfleisch bewegen. So
ermittelte Serdaroglu et al. (2005) 17,2 +/- 0,68 mg/kg Kalzium in manuell entbeintem und
202,9 +/- 1,07 mg/kg Kalzium in mechanisch entbeintem Putenfleisch.

Der Vergleich zwischen weiblicher und mannlicher Pute ergibt keinen relevanten
Unterschied. Alle Ergebnisse befinden sich auf einem ahnlichen Niveau und die geringen
Unterschiede sind mit natirlichen Schwankungen innerhalb des Rohstoffes erklarbar. Die
Ausnahme bildet der Knochenpartikelflachenwert der mannlichen Pute, welcher, allerdings

aufgrund eines sehr groRen Knochenpartikels von 209.570,82 um? GréRRe, diesen Wert stark
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nach oben beeinflusst. Dies kommt stellenweise vor und beeinflusst den Wert immens
(Branscheid et al., 2008b). Wird dieser Knochenpartikel aus der Berechnung
herausgenommen, so stellt sich ein Wert ein, welcher sich auf dem gleichen Niveau bewegt,
wie die Werte von der weiblichen Pute. Weder die zunehmende Kalzifizierung der Sehnen,
welche bei Puten im Laufe des Wachstums eintritt (Engel, 1967), noch das hohere Endgewicht
der mannlichen Pute scheinen fiir die Fleischqualitat in den vorliegenden Versuchen eine
entscheidende Rolle zu spielen. Ein relevanter Unterschied zwischen beiden Geschlechtern
ist entsprechend nicht feststellbar.

Der Einfluss der Rohstoffe zeigte sich auch in den Ergebnissen der verschiedenen
Mischungen von Verarbeitungsfleisch i{iber eine Arbeitswoche. Aufgrund des
unterschiedlichen Rohmaterials zur Herstellung des Verarbeitungsfleisches kam es auch
innerhalb eines Betriebes im Laufe einer Arbeitswoche zu starken Schwankungen. Gleichzeitig
fallt auf, dass nur ein geringer Zusammenhang zwischen detektierter Knochenpartikelflache
und gemessenem Kalziumwert besteht. Der Korrelationskoeffizient nach Pearson zwischen
Knochenpartikelflache und Kalziumwert betrug 0,12 und war damit schwach und nicht
signifikant. In den Proben aus Betrieb 5 war die Korrelation dagegen immerhin als moderat
einzustufen, da ein Wert von 0,4 erreicht wird, welcher auf dem Niveau von 0,01 signifikant ist
(Cohen, 2013).

Die Unzuverlassigkeit des Kalziumwertes in Bezug zur Knochenpartikelflache wurde auch von
Branscheid et al. (2008a) festgestellt. Andere Autoren hingegen fanden mit der Methode der
linearen Regressionsanalyse basierend auf den kleinsten Quadraten sehr gute Korrelationen
von 0,98 zwischen Knochenpartikel- und Kalziumgehalt (Hildebrandt & Hirst, 1985).

Der Kalziumgehalt ist zudem ein wichtiger Parameter bei der Qualitatsbeurteilung von
Separatorenfleisch (Crosland et al., 1995; Field, 2000; Hildebrandt et al., 2006). Bei
Separatorenfleisch mit erhéhtem Kalziumgehalt von 0,1% (=100 mg/100 g oder 1000 ppm)
des frischen Erzeugnisses oder dariber (Anh. IV der VO (EG) Nr. 2074/2005), darf ein Einsatz
gem. Anh. lll Abschn. V Kap. lll Nr. 3 d) und e) und Nr. 4 g) der VO (EG) Nr. 853/2004 nur in
warmebehandelten Fleischerzeugnissen erfolgen. Dies rihrt daher, dass ab diesem Wert von
einer Veranderung der Knochenstruktur wahrend des Gewinnungsprozesses ausgegangen
werden kann. Es werden somit zwei Kategorien geschaffen. Die eine Kategorie schlie3t die
Veranderung der Knochenstruktur ein und besitzt Kalziumgehalte von mindestens 0,1%. Die
andere erhalt die Knochenstruktur weitgehend und weist einen Kalziumgehalt auf, der sich
unterhalb von 0,1% bewegt.

Zwischen den untersuchten Produkten ,,Verarbeitungsfleisch“ und ,,Separatorenfleisch*

treten hinsichtlich des Gehaltes an Kalzium und Knochenpartikeln grof3e Unterschiede auf.
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Das Separatorenfleisch aus Betrieb 1 zeigte Werte von 77,26 Knochenpartikeln/cm? und einen
Knochenpartikelgehalt von 0,15%, wahrend in Betrieb 2 lediglich 34,79 Knochenpartikel/cm?
und 0,08% Knochenpartikelgehalt ermittelt werden konnten.

Hingegen lag das Verarbeitungsfleisch aus Betrieb 1 bei 5,83 Knochenpartikeln/cm? und
einem Knochenpartikelgehalt von 0,025% beziehungsweise 3,33 Knochenpartikeln/cm? und
einem Knochenpartikelgehalt von 0,007% in Betrieb 2.

Diese Werte zeigen ahnliche Tendenzen wie in den Untersuchungen von Nagy et al. (2007),
die bei Gefliigel-Separatorenfleisch Knochenpartikelgehalte von 0,22% bis 0,32% und beim
Verarbeitungsfleisch Werte von 0,04% bis 0,08% vorfanden. Andere Autoren stellten in
Separatorenfleisch mehr als 3 Knochenpartikel in 10 Schnitten und bei Verarbeitungsfleisch
entsprechend weniger als 3 Knochenpartikel in 10 Schnitten fest (Tremlova et al., 2006). Noch
geringere Werte stellten Branscheid und Troeger (2011) in Geflugelfleisch fest. Dort wurde
handentbeintes Fleisch mit Verarbeitungsfleisch und Separatorenfleisch verglichen. Es traten
Knochenpartikelmengen von 0,0 bis 0,01% in Verarbeitungsfleisch und 0,0 bis 0,13% in
Separatorenfleisch auf. Auch diese Werte decken sich mit den vorliegenden Untersuchungen.
Handentbeintes Material zeigte Knochenpartikelgehalte von 0,01 bis 0,19%. Diese erhéhten
Werte in handentbeintem Fleisch sind nicht untypisch, da eine starke Abhangigkeit von der
individuellen Schnittflihrung besteht. Solche stark erhéhten Werte von 0,8% in
handentbeintem Knochenputz vom Schwein wurden auch von Linke und Thumser (1964)
festgestellt.

Altere Quellen beschreiben ebenfalls deutlich héhere Werte. Bijker et al. (1983) ermittelten in
Schweineseparatorenfleisch 0,4 bis 1,9% unter Verwendung der KOH-Methode mit
anschliel3ender histologischer Farbung durch Silbernitrat und Point-Count-Auswertung. Dieser
Methodik bedient sich auch Koolmees (1986) und wies 1 bis 2% Knochen in
Schweineseparatorenfleisch und 2 bis 4% in Gefluigelseparatorenfleisch nach. Dies zeigt, dass
durch die verbesserten Moglichkeiten der Fleischgewinnung durch Separatoren im Laufe der
Jahre und Jahrzehnte der Knochenpartikeleintrag verringert werden konnte (Barbut, 2002).
Die Kalziumwerte von 0,056% in Betrieb 1 im Material Separatorenfleisch wurden ebenso
von Betrieb 2 durch Kalziumgehalte von 0,024% unterschritten. Dagegen konnten im
Verarbeitungsfleisch lediglich 0,0062% in Betrieb 1 und 0,0032% in Betrieb 2 nachgewiesen
werden. Damit erreicht das Verarbeitungsfleisch lediglich ein Neuntel des Separatorenfleisch-
Kalziumwertes aus Betrieb 1.

Auch andere Autoren stellten mitunter deutliche Unterschiede fest, so beispielsweise in
Geflugelfleischprodukten, wie Brihwirsten, Salami und Hackfleisch, die Werte zwischen
0,025% und 0,108% zeigten (Tremlova & Starha, 2003).

In Geflugelseparatorenfleisch wurden Kalziumgehalte von 0,07% bis 0,025% gefunden
(Koolmees, 1986), 0,067% (Karag6z & Sireli, 2014) oder auch 0,012% bis 0,037% (Tremlova
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et al., 2006). Nagy et al. (2007) stellten hingegen deutlich héhere Werte von 0,19% in
Separatorenfleisch und 0,1% in Verarbeitungsfleisch fest, wahrend die Kontrollwerte aus
Brustmuskel und Schenkelmuskel bereits auch schon 0,06% und 0,05% betrugen. Dies konnte
auch Henckel et al. (2004) in seinen Versuchen feststellen. Wahrend Ang und Hamm (1982)
Werte von 0,053% bis 0,091% in Separatorenfleisch aus Hihnerhalsen feststellten und in
handisch gewonnenen Material lediglich 0,017% bis 0,034%, trat auch bei Abdullah und Al-
Najdawi (2005) mit 0,163% und 0,230% von ganzen und enthauteten Hihnern im Vergleich
zu manuell entbeinten Hiihnern (0,017% und 0,014%) ein ahnlicher Unterschied auf. Hier war
also ein deutlicher Unterschied zwischen maschineller und handischer Entbeinung gegeben.
Branscheid et al. (2008b) fanden in Separatorenfleisch vom Oberschenkel des
Masthahnchens einen Gehalt an Knochenpartikeln von 0,79% mit einem Kalziumgehalt von
0,31%.

Altere Ergebnisse zeigen in Separatorenfleisch Spannen von 0,02% bis 0,41% (Winter, 1978)
oder in Rinderteilen sogar Werte von 1,72% (Chant, 1977).

Dies macht deutlich, dass sich die Kategorien Verarbeitungsfleisch und Separatorenfleisch in
den Ergebnissen von Knochenpartikelanzahl, Knochenpartikelflache und Kalziumwert so stark
unterscheiden, dass ohne Einschrankung von zwei verschiedenen Produktkategorien
gesprochen werden kann. Uberschneidungen oder Fehlinterpretationen bei dem reinen
Rohstoff kdnnen auf dieser Basis kaum vorkommen. Die starken Qualitdtsunterschiede
wurden auch von anderen Autoren festgestellt (Tremlova et al., 2006; Nagy et al., 2007).
Branscheid et al. (2008b) fanden in ihren Versuchen einen Kalziumgehalt, der sich von
Verarbeitungsfleisch zum Separatorenfleisch sogar um das 20-fache erhdéhte. Eine
Verwechslungsgefahr anhand der Untersuchungsergebnisse ist somit praktisch
ausgeschlossen.

Interessanterweise korreliert im Material Separatorenfleisch der Knochenpartikelgehalt
deutlich besser mit dem Kalziumgehalt. Es besteht dabei eine hohe Korrelation von 0,62 nach
Cohen (2013). Dies legt nahe, dass die Korrelation zwischen Knochenpartikelgehalt und

Kalziumgehalt zunimmt, je mehr Knochenpartikel und Kalzium im Material vorhanden sind.

5.2.3.2.3 Technologie

Auch die verwendete Technologie der Verarbeitungsfleischgewinnung beeinflusst die spatere
Qualitat des Verarbeitungsfleisches. Die vielen auftretenden Einflussfaktoren sind allerdings
in der Praxis schwerlich losgel6st voneinander zu betrachten. Dies beginnt allein schon damit,
dass in der Praxis unterschiedliche Separationstechniken verwendet werden, wie in 2.1.3.2
erlautert. Auch im direkten Vergleich von Bandseparatoren treten Unterschiede auf.
Verschiedene Hersteller und auch unterschiedliche Modelle eines Herstellers wirken
individuell auf das Ausgangmaterial ein (Sams, 2001). Hinzu kommt, dass viele Einstellungen

am Separator verandert werden kdnnen wie beispielsweise die Bandspannung. Allerdings sind
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die Einstellungen lediglich als Sollwert zu betrachten. In der Praxis variiert der auf das Material
wirkende Druck ununterbrochen. Je nach zugefiihrter Rohstoffmenge treten wellenartig
héhere Druckspitzen auf. Eine kontinuierliche Einspeisung ist aufgrund des inhomogenen
Rohstoffs und der diskontinuierlichen Beladung der zufuhrenden Transportbander nicht
moglich.

Nichtsdestotrotz stellt sicherlich der Anpressdruck eine nicht unbedeutende, wenn auch
variable EinflussgréRe dar. Dies zeigen auch die vorliegenden Ergebnisse, welche unter
Verwendung eines Kolbenseparators in Betrieb 3 ermittelt wurden. Die Erhdhung des
Anpressdruckes um 20 bar fuhrt zu einem Anstieg der Knochenpartikelanzahl von 0,94 auf
5,74 Knochenpartikel/cm? im Material 1. Fllgelglied beziehungsweise 1,94 auf 4,79 im Material
Mittelfligel. Der Knochenpartikelgehalt stieg analog von 0,004 auf 0,01% im Material 1.
Flugelglied bzw. von 0,003 auf 0,006% im Mittelfligel.

Dies zeigt, dass zwar eine Erhdohung des Anpressdruckes grundsatzlich auch zu einer
Erhéhung der Knochenpartikelanzahl fuhrt, dieser Zusammenhang aber nicht sehr streng ist
und aus oben erwahnten Grunden deutlichen Schwankungen unterliegt.

Die Kalziumwerte lassen darlber hinaus ebenfalls keine eindeutige Aussage zu. Es ist daher
als wahrscheinlich anzusehen, dass die Druckunterschiede bedeutend grofer (>100 bar zu
400 bar (Bauer, 2013a)) sein muissen, bevor sich eine enge Relation zum
Knochenpartikelgehalt sowie zum Kalziumgehalt einstellt. Dies zeigten auch die Ergebnisse
von Barbut et al. (1989), welche ganze Hahnchenbriste mit Haut und Knochen in einem
Schneckenseparator entbeinten und in den ersten drei Druckeinstellungen keine Veranderung
des Kalziumgehalts feststellten. Erst ein hdherer Druck sorgte flr einen sprunghaften Anstieg
von Kalzium und Fleischausbeute. Andere Autoren stellten starke Zusammenhange fest, die
sich allerdings auch auf Separatorenfleisch mit deutlich schlechteren Rohstoffen und
entsprechend hoheren Driicken bezogen (Beraquet, 2000; Nitsch, 2005; Nagy et al., 2007;
Tasi¢ et al.,, 2017); im Gegensatz zu den Untersuchungen von Botka-Petrak (2011) mit
Kalziumwerten von 0,0059% bis 0,0077% kamen beispielsweise Kalziumwerte von 0,2936%,
vor. Aber es gibt auch Versuche in denen abhangig vom verwendeten Separatorentyp keine
grofRen Unterschiede durch Druckerhéhung auftreten (Komrska et al., 2010). Michalski (2009)
stellt abhangig vom verwendeten Separatorentyp Unterschiede im Kalziumgehalt fest. Er
ermittelte in Separatorenfleisch aus Kolbenseparatoren mehr als dreimal mehr Kalzium als in
Material aus dem Bandseparator. Die Vorteile des Bandseparators traten auch im Vergleich
zu Schneckenseparatoren bei den Versuchen von Josefowitz (2008) zu Tage, welcher

Putenseparatorenfleisch untersuchte.
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5.3 Beurteilung von Partikelzdhlung, Planimetrie und Kalziumbestimmung

Zur Beurteilung, welche die am besten geeignete Methode zur Ermittlung eines
Knochenpartikeleintrags darstellt, gilt es folgende Punkte zu berticksichtigen:

Die Partikelzahlung als gegenwartiges Referenzverfahren mit Verankerung in der amtlichen
Methode birgt zahlreiche Probleme (L 06.00-13 der amtlichen Sammlung von
Untersuchungsverfahren nach § 64 des LFGB). In der Summe kristallisiert sich als groRtes
Manko heraus, dass sie keinen wirklichen Anspruch auf Quantifizierbarkeit des
Knochenpartikeleintrags erheben kann. So zeigt sich als grundlegendes Problem, dass die
Verarbeitung eines Rohstoffs mit einem sich darin befindlichen Knochenpartikel zu einer
Zerkleinerung desselben fuhren kann. Zusammen mit einer anschlieBenden Vermischung
geht die Zuordenbarkeit dieser Bruchstucke zueinander vollstandig verloren, so dass ein
identischer Sachverhalt deutlich negativer interpretiert wird. Ferner ist die veranschlagte
Mindestgrofie eines Knochenpartikels willkirlich und wird in der Praxis nicht einheitlich
angewendet (s. 5.1). Dies fuhrt im oben beschriebenen Beispiel dazu, dass eine hinreichend
hohe Zerkleinerung eines Knochenpartikels histologisch praktisch zur Knochenpartikelfreiheit
flhrt.

Ferner sind fir eine Anwendung einer Mindestgrofie bereits planimetrische Messungen
notwendig. Die aktuell praktizierten Grenzwerte von mindestens 1,5 Knochenpartikeln/cm?
nach Schulte-Sutrum und Horn (2003) mussen ebenfalls als problematisch betrachtet werden.
Die Untersuchungen zeigen, dass je nach Sensitivitat der verwendeten Farbung und je nach
individueller Anwendung der MindestgrofRe unterschiedliche Knochenpartikelanzahlen
resultieren. Dabei zeigte sich, dass grundsatzlich deutlich mehr Knochenpartikel
nachgewiesen werden kénnen, wenn eine hdéhere Sensitivitat erreicht wird. Somit missten
neue Grenzwerte definiert werden, sofern an der Knochenpartikelzahlung festgehalten wird.
Ein weiteres vieldiskutiertes Problem ist die korrekte und einheitlich angewandte Zahlweise
von Knochenpartikeln. Der gegenwartig praktiziert Losungsansatz von Lohneis (2014) kann
die realen Gegebenheiten nicht adaquat widerspiegeln, da ahnlich wie bei der Mindestgroflie
hier ein willkurlicher gewahlter Radius verwendet wird.

Eine adaquate Quantifizierung des Knochenpartikelgehalts Iasst sich nach Einschatzung des
Autors lediglich durch die Planimetrie verwirklichen, wie dies auch Upmann und Lade (2015)
vermuten. Leider muss aus technischen Grinden auch hier eine MindestgréRe definiert
werden, um eine Praxistauglichkeit zu gewahrleisten. Ergédnzend zur Planimetrie sollte ebenso
die Kalziumbestimmung Verwendung finden. Die Kombination aus beiden Messmethoden
stellt durch zwei unabhangige Parameter eine gréofitmoégliche Sicherheit dar und fihrt so zu
belastbaren Ergebnissen. Dies ist unter anderem auch deshalb notwendig, da naturlicherweise

starke Schwankungen im Untersuchungsmaterial auftreten. Diesem Problem Iasst sich nur
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durch eine hohe Anzahl von Stichproben begegnen. Die in den Versuchen ermittelte Anzahl
von 30 Schnitten ware dafir grundsatzlich geeignet, wirde aber in der Praxis einen
erheblichen Mehraufwand bedeuten. Obgleich zu beachten ist, dass eine Anzahl von
30 Schnitten bereits bei der Point-Count-Methode in Teilen zum Einsatz kommt (Beneke,
2018).

Die praktizierten Kalziumgrenzwerte von 200 mg/kg kdénnen laut den ermittelten Ergebnissen
dieser Arbeit beibehalten werden. Sie zeigen in den Versuchen stets eine korrekte Zuordnung
von Verarbeitungs- und Separatorenfleisch an. Allerdings sollte der Kalziumwert nur als
Nachweis von Separatorenfleisch gelten, sofern auch der histologische Nachweis einen

kritischen Wert erreicht.
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6 Schlussfolgerung

Schlussendlich kann festgehalten werden, dass die entwickelte Methode zum
softwarebasierten Nachweis von Knochenpartikeln hinreichend geeignet ist. Vielmehr zeigt sie
in vielen Bereichen Vorteile gegenuber den herkdmmlich verwendeten Techniken.

Die Silbernitratimpragnierung, auf der die Methode fuldt, ist sensitiver und gleichzeitig nur
wenig aufwendiger als die Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser und Gehra. Ihr vermeintlicher
Mangel an Spezifitdt konnte in den Versuchen nicht reproduziert werden. Dariber hinaus
eignet sie sich sehr gut zur softwarebasierten Auswertung. Die automatisierte Zahlung von
Knochenpartikeln sorgt damit fur eine praktikable und komfortable Auswertung bei hohen
Knochenpartikelanzahlen. Ferner ist die softwarebasierte Auswertung die Basis fur
planimetrische Berechnungen zur Ermittlung eines Knochenpartikelgehaltes. Die Planimetrie
kann gegenuber der herkémmlichen Partikelzahlung auch hohen Anspriichen an Objektivitat
und Reproduzierbarkeit gerecht werden, insbesondere, wenn sie mit der Kalziumbestimmung
kombiniert wird. Letztere erweist sich somit als nitzliches ergdnzendes Werkzeug zur
Histologie.

Die Untersuchungen des Geflligel-Verarbeitungsfleisches zeigen, dass es sich hierbei
grundsatzlich um einen Rohstoff handelt, welcher in Produkten der Kategorie Spitzenqualitat
bedenkenlos eingesetzt werden kann. Dies gilt auch bei typischerweise auftretenden starken
Schwankungen der Ergebnisse. Nichtsdestotrotz missen diese Schwankungen mit einer
hohen Anzahl an Schnitten ausgeglichen werden, um valide Aussagen generieren zu kdnnen.

Die gegenwartig angewendete Anzahl von 6 Schnitten ist dafur nicht ausreichend.
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7 Zusammenfassung

Softwarebasierte Knochenpartikelanalyse in Geflugel-Verarbeitungsfleisch zur

Herstellung von Fleischerzeugnissen der Kategorie Spitzenqualitat

Das Ziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, eine softwarebasierte Methode zur
Knochenpartikelanalyse zu entwickeln. Diese sollte hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat den
hohen Anforderungen gerecht werden, die nétig sind, um eine valide Aussage uber die
Einsetzbarkeit von Gefligel-Verarbeitungsfleisch in Produkten der Kategorie Spitzenqualitat
zu machen.

Dazu wurden die drei gangigsten und in der amtlichen Sammlung von
Untersuchungsmethoden erwahnten histologischen Knochenfarbungen miteinander
verglichen. Die Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra sowie die
Silbernitratimpragnierung stellten sich dabei schnell als die erfolgversprechendsten heraus,
wahrend die Farbung nach Calleja aufgrund ihrer mangelnden Spezifitdt ausschied. So
wurden erstere in verschiedensten Versuchen auf ihre Eigenschaften und ihre Eignung zur
softwarebasierten Knochenpartikelanalyse Uberprift. Die Ergebnisse zeigten deutliche
Vorteile der Silbernitratimpragnierung gegeniber der Farbung nach Pfeiffer, Wellhauser und
Gehra.

Die Silbernitratimpragnierung wurde entsprechend fur die Versuche zur Beurteilung des
Rohstoffs  Geflugel-Verarbeitungsfleisch ~ herangezogen. Erganzend wurde eine
Kalziumbestimmung und eine Vollanalyse mittels Nahinfrarotspektroskopie durchgefihrt.

Im Folgenden wurden unterschiedliche Einflussfaktoren auf die Qualitdt des
Verarbeitungsfleisches gepruft. Dazu zahlten die Ermittlung der Variabilitdt zwischen
verschiedenen Betrieben, zwischen den Wochentagen einer Arbeitswoche sowie zwischen
den verschiedenen Rohstoffen in Form verschiedener Teilsticke. Diese umfassten
Gabelbeine, Rucken, Schultern, Unterkeulen, Filetabschnitte, Brustbein sowie das
1. Fligelglied und den Mittelfligel. Zusétzlich wurde der Einfluss unterschiedlicher
Anpressdriicke beleuchtet und das Verarbeitungsfleisch von Masthdhnchen mit dem von
weiblichen und mannlichen Puten verglichen.

Die Ergebnisse zeigten teilweise grofle Unterschiede hinsichtlich Knochenpartikelanzahl
sowie Knochenpartikel- und Kalziumgehalt. Selbst zwischen den Wochentagen einer
Arbeitswoche in einem Betrieb traten starke Schwankungen auf. Zusammen mit den Ubrigen
Ergebnissen fihrte dies zu der Annahme, dass der grélte Einflussfaktor von dem
verwendeten Rohstoff ausgeht. So konnten im Folgenden die verschiedenen

Rohstoffkategorien gezielt beleuchtet und deren Qualitadt anhand der untersuchten Parameter
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bewertet werden. Die Ergebnisse wurden dann den Anforderungen an Rohstoffe fur
Spitzenqualitat gegenlbergestellt.

Es konnte dabei festgestellt werden, dass samtliche Ergebnisse, ermittelt durch
Knochenpartikelzahlung, Knochenpartikelflachen- und Kalziumbestimmung, wie auch die
Werte der Vollanalyse fir eine Rohstoffqualitat sprachen, welche eine Einsetzbarkeit in
Produkten der Kategorie Spitzenqualitdt bedenkenlos maoglich machen. Darliber hinaus
konnte gezeigt werden, dass ein bedeutender Unterscheid zwischen Verarbeitungs- und

Separatorenfleisch besteht.
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8 Summary

Software-based bone particle analysis in processed poultry meat for the production of

meat products of the category “top quality”

The aim of the current paper was to develop a software-based bone particle analysis that can
fulfill the high requirements in terms of sensitivity and specificity that are necessary in order to
evaluate the suitability of raw poultry processing meat in the production of ,top quality®
products.

For this purpose, the three most common histological bone staining methods described in the
official collection of examination methods according to § 64 LFGB were compared. The
Pfeiffer, Wellhauser and Gehra staining and the silver nitrate impregnation quickly turned out
to be the most promising, while the Calleja staining was eliminated due to its lack of specificity.
The properties and suitability of the two first stains were checked against each other in various
tests. This also included the suitability for software-based bone particle analysis. The results
showed clear advantages of silver nitrate impregnation compared to the Pfeiffer, Wellhauser
and Gehra staining. Thus, silver nitrate impregnation was used for assessing the raw poultry
processing meat. In addition, the silver nitrate impregnation was supplemented by a calcium
determination and a full analysis was routinely carried out by means of near-infrared
spectroscopy.

Various factors influencing the quality of mechanically processed meat were examined below.
This included the determination of the variability between different companies within a working
week as well as the influence of different raw materials in the form of different carcass parts.
Included were furculae, backs, shoulders, drumsticks, trimmings, sterni as well as the first wing
segment and the middle wing. In addition, the influence of different contact pressures was
examined and the processed meat of broilers was compared with that of female and male
turkeys. Results partially showed large differences in terms of the number and content of bone
particles as well as calcium content. Even during a working week in one company, there were
strong fluctuations between single days. Together with the other results, this led to the
assumption that the raw material used poses the greatest influencing factor. In the following,
the various raw material categories were specifically examined and their quality was assessed
based on the examined parameters. The results were then compared to the “top quality”
category, for the definition of which the guidelines for meat and meat products and the
guidelines of the Federal Association of Poultry Slaughterhouses were used.

All results determined by bone particle counting, bone particle area and calcium determination,
as well as the values of the full analysis are a strong indication for a raw material quality, which

makes it possible to use it in products of the category ,top quality®. In addition, it could be
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shown that there is a significant difference between mechanically processed and mechanically

separated meat.
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10 Anhang

10.1 Spezifikationen

Tabelle 19 - Spezifikationen der Materialien

Stoff Art.-Nr. Hersteller Firmensitz Land
Carl Roth GmbH
2-Propanol 299,5% 9866.5 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
Carl Roth GmbH
Alizarinrot S (C.I. 58005) 0348.2 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
Einbettungsmittel zur ,
Slee medical .
Gefrierschnittvorbereitung | 30001100 GmbH Mainz Deutschland
m
, Cryo Glue
Carl Roth GmbH
Essigsaure 99-100% 7332.1 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
Carl Roth GmbH
Ethanol vergallt 299,8% K928.3 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
Faltenfilter ROTILABO® Carl Roth GmbH
CAO08.1 Karlsruhe Deutschland
Typ 113P, @: 70 mm + Co. KG
LOT _
Formaldehyd-Lésung AppliChem
o ) 8U00724 Darmstadt Deutschland
37% fur die Histologie 9 GmbH
Gelatine Weily Gemahlen Dr. Oetker Bielefeld Deutschland
Carl Roth GmbH
Indigocarmin (C.I. 73015) 2700.2 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
Kernechtrot- Carl Roth GmbH
N069.1 Karlsruhe Deutschland
Aluminiumsulfatiésung + Co. KG
Knochengranulat —
Geflugel
Analytische Bestandteile:
Rohprotein 0,2%, Hund & Sport
Fettgehalt 0,3%, KNM5 Hungenberg Grevenbroich | Deutschland
Rohfaser 0,3%, GmbH

Rohasche 81,4%,
Kalziumgehalt ca. 30-
40%,
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Phosporgehalt ca. 6-12%

Cofresco

Frischhalteprodu

Kunststoffbeutel - Minden Deutschland
kte GmbH & Co.
KG
Menzel™ Mikroskop- Thermo Fisher
15747592 Schwerte Deutschland
Deckelglaschen Scientific
Natriumcarbonat Carl Roth GmbH
K303.2 Karlsruhe Deutschland
Decahydrat + Co. KG
Natriumhexacyanoferrat Carl Roth GmbH
P746.3 Karlsruhe Deutschland
(1 + Co. KG
Natriumthiosulfat Carl Roth GmbH
P034.1 Karlsruhe Deutschland
Pentahydrat + Co. KG
Carl Roth GmbH
Natronlauge (0,25 N) P711.1 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
Paul Marienfeld
) _ Lauda-
Objekttrager, HistoBond® | 0810000 GmbH und Co. L Deutschland
Kdnigshofen
KG
Carl Roth GmbH
Orange G (C.1. 16230) 0318.2 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
G . AppliChem
Pikrinsaure-Lésung 1,2% A2520 Darmstadt Deutschland
GmbH
Pyknometer nach Gay-
unbekann
Lussac mit einem t unbekannt unbekannt unbekannt
Volumen von 50 ml
Salpetersaure Carl Roth GmbH
X898.1 Karlsruhe Deutschland
65% + Co. KG
Carl Roth GmbH
Silbernitratlésung 5% N053.2 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
Synthetisches
Carl Roth GmbH
Einschlussmittel, Roti®- 160.1 Karlsruhe Deutschland
+ Co. KG
Histokitt 11
Xylol (Isomere) >98%, Carl Roth GmbH
9719.1 Karlsruhe Deutschland

rein

+ Co. KG
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Tabelle 20 — Spezifikationen der Geréte und Software

Gerat Art.-Nr. Hersteller Firmensitz Land
Computer Intel Pentium 4
CPU, 2,533 GHz
Taktrate, 512 MB DDR- Round Rock,
- Dell USA
RAM, 128 Texas
MB ATI AGP-Grafikkarte,
80 GB Festplatte
F-AAS
Solaar M5 dual AA
Thermo Fisher Waltham,
FS95 Autosampler - N USA
Scientific Massachusetts
GF95 Grafite Furnace
Solaar M Series GFTV
SIS Olympus Soft
Farbdigitalkamera ClC12 Imaging Solutions Mdanster Deutschland
GmbH
MICROM
HMS
Farbeautomat 240 International Walldorf Deutschland
GmbH
Fleischwolf g-4398 Gravidus GmbH Bremen Deutschland
SLEE medical
Gefriermikrotom/Cryostat MEV Mainz Deutschland
GmbH
National Institutes
ImageJ 1.51f Bethesda USA
of Health
Kihltruhe Oko Arctis 2643- Frankfurt am
AEG Deutschland
GT Main
Kiihlschrank Oko_Santo Frankfurt am
- AEG Deutschland
Super Main
Redmond,
Microsoft-Excel® 2017 - Microsoft USA
Washington
Mikroskop .
_ - Carl Zeiss Werke Goéttingen Deutschland
Axiostar plus
Zerkleinerer
Moulinette - SEB Gruppe Lourdes Frankreich
DP 800,
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BUCHI
Flex N-
Nahinfrarotspektrometer 500 FT Labortechnik Essen Deutschland
GmbH
Objekttragerscanner )
_ - 3D Histech Ltd. Budapest Ungarn
Panoramic Desk
20SP
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Spezifikationen der Lésungen

Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

Prikrinsdure-Alizarin-S-Lésung

2,69 Alzarin-S in 250 ml Aqua dest.

250 ml Pikrinsédurelésung 1,2%

NaOH zur Eingestellt des pH-Wertes auf 4,3 bis 4,5
Indigocarmin-Lésung

0,625 g Indigokarmin

250 ml Aqua dest.

250 ml Essigséure 1%

Farbung nach Calleja
Kernechtrot-Lésung (als Fertiglésung)
25 g Aluminiumsulfat
0,5 g Kernechtrot
Wasser zum Auffiillen auf 500ml|
Pikro-Indigocarmin-Lésung
1,659 Indigokarmin
500 ml Pikrinsdurelésung 1,2%

Silbernitratlésung
Sibernitratlésung
500 ml Sibernitratlésung 5%
Natriumcarbonatlé6sung (Reduktionsmittel)
25 g Natriumcarbonat
125 ml Formaldehyd 37%
375 ml Aqua dest.
Farmerscher Abschwécher (Oxidationsmittel)
5g Natriumhexacyanoferrat (11l)
50 ml Aqua dest.
459 Natriumthiosulfat
450 ml Aqua dest.
Natriumthiosulfat-L6sung (Fixierer)
25 g Natriumthiosulfrat
500 ml Aqua dest.
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Orange G-Lésung
9,2 g Orange G
463 ml Aqua dest.
37 ml Essigséure 96%
(Das Orange G wurde mit Wasser zum Sieden erhitzt und nach dem Abkdihlen

filtriert. AnschlieBend wurden 37 ml Essigséure zugefligt.)

Abbildung 58 — Kunststoffbox mit Eingriffen und Sichtfenster zum Reinigen und Umfiillen der
Silbernitratlbsung unter weitgehendem Ausschluss von UV-Strahlung
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10.2 Untersuchungsergebnisse

10.2.1 Aussagekraft der histologischen Methodenentwicklung

10.2.1.1 Eigenschaften der Farbungen nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra, der

Silbernitratimpragnierung und der Farbung nach Calleja im Vergleich

Tabelle 21 - Kontrastwerte Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

Farbwerte Knochen

Farbwerte Hintergrund

Kontrastverhaltnis
(1-21:1)

58/22/32 29/23/49 1,1:1
142/42/42 34/46/88 1,6:1
91/21/31 88/112/156 27:1
54/21/30 49/42/83 1,2:1
47/11/15 29/22/73 1,1:1
242/64/36 51/65/140 24:1
71/19/23 45/95/192 26:1
98/35/26 58/92/155 1,8:1
145/42/33 49/76/129 1,0:1
72/18/32 38/52/113 1,3:1
X X X:
102/29,5/30 47162,5/117,8 1,74 : 1

Tabelle 22 - Kontrastwerte Silbernitratimprégnierung

Farbwerte Knochen

Farbwerte Hintergrund

Kontrastverhaltnis

(21: 1 max.)
2/3/7 252/248/239 19,4 : 1
0/2/1 255/244/221 19,1:1
6/11/7 245/241/232 17,6 : 1
11/6/12 255/254/250 19,9 :1
12/6/8 255/248/230 19,0: 1
11/7/4 243/246/243 18,4 : 1
0/2/14 255/246/210 19,1:1
5/3/8 245/246/232 18,8 : 1
17/3/0 253/254/248 20,0:1
13/2/6 251/250/246 19,6 : 1
X X X:

7,714,516,7 250,9/247,7/235,1 19,09 : 1
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Tabelle 23 - Kontrastwerte Calleja- Farbung

Farbwerte Knochen

Farbwerte Hintergrund

Kontrastverhaltnis

(1-21:1)
31/74/153 184/193/112 441
23/30/82 173/175/68 6,7 : 1
28/71/122 158/177/122 4,0 1
28/49/112 199/204/86 71:1
40/89/155 185/198/129 3,81
36/83/153 120/148/97 2,2 1
38/50/102 187/200/128 3,71
34/72/154 169/176/96 3,71
37/71/145 202/207/107 53: 1
39/66/119 156/169/113 3,9:1

X X X:

33,4/65,5/129,7 117,3/184,7/105,8 4,791

Tabelle 24 - Knochenpartikelanzahl in Hdhnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelzusatz

Schnitt Silbernitratimpragnierung Farbung nach Pfeiffer,

[Knochenpartikel/cm?] Wellhduser und Gehra

[Knochenpartikel/cm?]
1 9,30 0,62
2 5,79 1,03
3 4,75 1,03
4 2,27 0,00
5 3,51 0,21
6 3,51 0,00
7 3,93 0,21
8 3,93 1,03
9 3,93 0,00
10 3,51 0,21
X 4,44 0,43
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Tabelle 25 — Knochenpartikelfliche in Hdhnchenhackfleisch mit 0,1% Knochenpartikelzusatz

Schnitt Silbernitratimpragnierung Farbung nach Pfeiffer,

[um?2/cm?] Wellhauser und Gehra
[um?2/cm?]

1 6.700,95 1.539,00

2 6.864,98 1.473,73

3 4.775,39 1.317,32

4 1.717,31 -

5 4.183,46 700,27

6 2.056,78 -

7 1.998,30 110,49

8 1.991,17 54,53

9 1.978,34 -

10 2.624.,47 934,18

X 3.489,12 612,95

Tabelle 26 Knochenpartikelanzahl in Geflligelbriihwurst

Schnitt Silbernitratimpragnierung Farbung nach Pfeiffer,

[Knochenpartikel/cm?] Wellhduser und Gehra

[Knochenpartikel/cm?]
1 12,60 1,03
2 10,95 2,07
3 22,73 4,13
4 28,72 2,07
5 12,19 1,45
6 21,90 2,27
7 16,53 1,65
8 9,50 2,07
9 14,46 1,24
10 8,88 0,83
X 15,85 1,88
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Tabelle 27 — Knochenpartikelfldche in Gefliigelbriihwurst

Schnitt Silbernitratimpragnierung PWG-Farbung
[um?3/cm?] [um?/cm?]
1 13.355,12 3.952,45
2 15.328,94 7.040,20
3 67.118,61 34.876,88
4 36.775,17 6.593,25
5 14.549,99 6.239,50
6 39.556,53 29.066,97
7 42.376,49 24.630,91
8 54.606,77 55.311,12
9 21.377,62 3.737,51
10 8.498,45 1.256,81
X 31.354,37 17.270,56

Tabelle 28 - Knochenpartikelanzahl in Gefliigelbratrolle

Schnitt Silbernitratimpragnierung PWG-Farbung
1 62,60 4,75
2 81,61 5,17
3 89,67 1,86
4 107,02 7,23
5 54,96 3,51
6 63,64 4,96
7 58,68 1,03
8 84,50 2,89
9 48,97 0,83
10 39,67 1,45
X 69,13 3,37
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Tabelle 29 - Knochenpartikelfldche in Gefliigelbratrolle

Schnitt Silbernitratimpragnierung PWG-Farbung
[um?/cm?] [um?/cm?]

1 208.619,50 108.439,45

2 207.010,89 123.948,34

3 182.347,29 37.645,09

4 280.406,81 122.846,60

5 154.712,29 74.109,74

6 142.080,20 50.405,21

7 120.578,21 7.953,97

8 295.54272 244.675,89

9 64.504,56 1.808,57

10 68.631,37 1.094,58

X 172.443,38 77.292,74

Tabelle 30 - Knochenpatrtikelgrél3en der Silbernitratimpréagnierung

Silbernitratimpragnierung

. DurchschnittsgroRe Kleinster Groliter

Probenmaterial
Knochenpartikel Knochenpartikel Knochenpartikel
[um?] [um?] [um?]

Hahnchenhackfleisch 785,5 103,6 10.065,3

Gefligelbrihwurst 1.978,6 103,8 212.822,3

Geflugelbratrolle 24944 103,6 503.952,7

Tabelle 31 - Knochenpartikelgrél3en der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra
. Durchschnittsgrofie Kleinster GrolRter
Probenmaterial
Knochenpartikel Knochenpartikel Knochenpartikel
[um?] [um?] [um?]
Hahnchenhackfleisch 1.648,2 111,1 7.017,9
Gefligelbrihwurst 9.185,7 103,8 241.233,15
Geflugelbratrolle 22.950,7 166,2 785.934,9
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Tabelle 32 Nachgewiesene KnochenpartikelgréBen in Hahnchenhackfleisch mit 0,1%igen
Knochenpartikelzusatz, in Gefliigelbriihwurst und in Gefliigelbratrolle geférbt durch

Silbernitratimpréagnierung und der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra [um?3]

Statistiken

Hahnchenhackfleisch mit

0,1%igen

Knochenpartikelzusatz

Geflugelbrihwurst

Geflugelbratrolle

Farbung nach Farbung nach Farbung nach
Silbernitratimpra Pfeiffer, Silbernitratimpr Pfeiffer, Silbernitratimpr Pfeiffer,
gnierung Wellhauser agnierung |Wellhauser und agnierung Wellhauser
und Gehra Gehra und Gehra
N 215 18 767 91 3346 163
Mittelwert 785,5 1.648,2 1.978,6 9.185,7 24944 22.950,7
Standard-
fehler des 95,9 443,1 319,7 2.887,0 195,7 5.317,7
Mittelwertes
Median 296,9 809,1 415,1 2.023,0 4418 7.520,8
Standard-
abweichung 1.405,8 1.879,7 8.855,3 27.540,6 11.322,1 67.891,3
Varianz 2,0E6 3,5E6 7,8E7 7,6E8 1,3E8 4,6E9
Spannweite 9.961,7 6.906,8 212.718,6 241.129,4 503.849,2 785.768,7
Minimum 103,6 111,1 103,8 103,8 103,6 166,2
Perzen- 10 117,4 142,4 124,5 177,4 124,6 674,5
tile 20 138,0700 191,7680 152,1890 565,5064 166,1000 1.544,3200
30 165,6800 326,4600 200,6130 775,9600 221,4700 2.952,5420
40 207,1100 572,2960 285,0084 1.508,6224 304,5200 4.438,7800
50 296,8500 809,1300 415,0610 2.023,0400 441,8200 7.520,7800
60 372,7900 1.627,9820 615,6730 3.443,7274 706,9560 9.907,2000
70 589,5600 1.927,3280 980,9268 6.108,3716 1.183,4800 15.301,9400
80 868,4600 3.390,7100 1.831,8010 7.712,1840 2.198,6340 23.389,2000
90 2.367,8980 4.771,0630 3.579,2058  17.807,3722 5.298,9880 50.191,1340
Maximum 10.065,3 70179 2128223 241.233,2 503.9527  785.934,9
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10.2.1.2 Prazision

Tabelle 33 — Ergebnisse der Statistikproben

Schnitte Anzahl Flache (um”2) Schnitte Anzahl Flache (um”2)
1 2,48 1.314,60 55 35,74 178.638,03
2 3,31 2.156,75 56 41,74 197.883,69
3 2,48 1.127,62 57 43,80 204.438,91
4 9,09 23.603,13 58 25,00 104.733,03
5 5,99 15.620,43 59 7,02 4.601,41

6 4,96 5.974,50 60 12,19 24.939,37
7 3,31 3.649,97 61 6,40 2.355,18

8 5,37 6.352,38 62 6,20 5.144,70

9 2,69 4.241,12 63 10,12 4.802,10
10 6,20 1.882,24 64 5,99 3.959,22
11 6,20 2.724,32 65 26,03 24.669,88
12 6,82 2.552,98 66 29,96 49.374,16
13 4,75 4.165,01 67 14,05 19.735,90
14 7,02 4.496,27 68 10,12 9.102,48
15 4,34 1.799,08 69 11,98 18.325,38
16 517 4.472,00 70 17,36 30.635,95
17 4,34 4.233,55 71 22,11 12.807,84
18 2,27 3.241,88 72 39,26 18.366,51
19 2,48 2.316,86 73 11,57 5.456,94
20 3,93 2.121,51 74 33,47 22.171,61
21 25,21 22.824,43 75 15,91 14.605,81
22 32,23 31.089,38 76 13,02 11.363,74
23 32,23 23.299,16 77 13,02 4.743,49
24 16,12 24.314,40 78 19,01 11.974,05
25 14,46 10.248,26 79 22,93 9.297,86
26 15,70 10.897,44 80 17,36 8.502,75
27 2,89 8.020,44 81 5,99 10.335,62
28 8,26 4.235,43 82 9,50 4.718,84
29 7,64 11.568,07 83 6,20 2.007,93
30 3,10 2.879,87 84 13,64 12.722,08
31 4,34 6.027,27 85 18,39 38.379,69
32 4,96 2.312,24 86 21,90 24.207,52
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33 5,99 9.842,40 87 24,38 21.019,89
34 3,93 1.863,24 88 20,87 18.902,39
35 3,31 3.286,04 89 12,60 7.441,13
36 4,34 6.063,02 90 15,70 10.877,80
37 8,68 6.433,38 91 12,40 7.247,75
38 3,51 1.890,40 92 9,09 4.502,80
39 13,84 8.661,26 93 6,20 2.401,11
40 8,68 5.372,35 94 12,60 11.373,77
41 4,96 2.285,07 95 6,20 2.866,72
42 5,99 5.904,30 96 11,98 6.657,50
43 6,20 10.245,65 97 10,54 21.117,19
44 6,61 7.947,71 98 9,92 6.982,71
45 8,88 11.085,03 99 17,15 25.444,86
46 11,16 4.923,35 100 15,08 12.191,29
47 17,15 7.444 36 101 9,50 11.730,55
48 7,64 3.038,66 102 3,72 2.524,15
49 10,33 9.975,39 103 6,61 4.280,39
50 13,02 10.112,66 104 7,85 10.160,60
51 6,82 3.255,39 105 10,74 7.963,52
52 8,26 4.247,35 106 8,47 6.565,64
53 9,92 8.960,57 107 9,50 9.672,83
54 6,82 3.276,89 108 8,47 5.975,48
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Deskriptive Statistik

Statistik | Standardfehler

Knochenpartikelanzahl/cm?  Mittelwert 11,786 ,8654
90% Konfidenzintervall des Untergrenze 10,350
Mittelwerts Obergrenze 13,222
5% getrimmtes Mittel 10,828
Median 8,985
Varianz 80,890
Standardabweichung 8,9939
Minimum 2,3
Maximum 43,8
Spannweite 41,5
Interquartilbereich 8,9

Schiefe 1,655 ,233

Kurtosis 2,568 ,461

162




Anhang

Tabelle 34 - Vergleich aus je 10 Mittelwerten aus 6 aus 108 und aus 30 aus 108 und deren
Differenz zum Mittelwert aus 108 Schnitten in den Kategorien Knochenpartikelanzahl und -
fléche

$ |m | S |57 £ 3
5 £ |2 |E 2 |£EZ |£ES
N | S < = < s oSt
Ziehung (6 aus 108)
1 7,3 nein | 6641,99 nein |4,5 9143,00
2 11,3 |nein | 10703,16 | nein | 0,5 5081,83
3 11,6 | nein | 8528,09 nein | 0,2 7256,90
4 17,8 |ja 16926,43 | ja 6,0 1141,44
5 9,3 nein | 7859,03 nein | 2,5 7925,96
6 9,3 nein | 5707,72 nein | 2,5 10077,27
7 7,8 nein | 4710,85 nein | 4,0 11074,14
8 11,8 |ja 13139,27 | ja 0,0 2645,72
9 16,2 |ja 41095,06 | ja 4.4 25310,07
10 |59 nein | 5510,41 nein | 5,9 10274,58
X 10,8 12082,20 3,0 8993,09
Ziehung (30 aus 108)
1 13,8 |ja 22385,00 | ja 2,0 6600,01
2 12,5 |ja 18891,98 | ja 0,7 3106,99
3 12,7 |ja 2934596 | ja 0,9 13560,97
4 11,7 |ja 9037,97 nein | 0,1 6747,02
5 12,9 |ja 17712,02 | ja 1,1 1927,03
6 |12,0 |ja 13597,75 | ja 0,3 2187,24
7 11,0 |ja 10484,72 | ja 0,8 5300,27
8 11,1 |ja 20191,98 | ja 0,7 4406,99
9 12,1 |ja 12370,00 | ja 0,3 3414,99
10 [11,9 |ja 8625,49 nein | 0,1 7159,50
X 12,2 16264,29 0,7 5441,10
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10.2.1.3 Berechnung der Dichte und Korrelation mit histologischen Ergebnissen

Tabelle 35 — Ergebnisse der Dichtebestimmung von 4 Gefliigelknochen

Masse der | Masse Masse Dichte der
Knochen

Probe (g) Pyknometer+H,O Pyknometer+H,O+Probe | Proben
Radius 1 | 0,5971 88,6830 88,8251 1,3094
Radius 2 | 0,6058 88,6830 88,8725 1,4520
Ulna 3 0,5814 88,6830 88,9141 1,6561
Ulna 4 0,6188 88,6830 88,9695 1,8581

Temperatur: 21,8°C
Dichte H,O bei 21,8°C: 0,997819
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Tabelle 36 — Knochenpartikelanzahl in H&hnchenhackfleisch mit 0,5% Knochenpartikelzusatz
beim Versuch mit Dichteermittlung

Schnitt Silbernitratimpragnierung PWG-Farbung
1 37,81 3,10
2 47,31 9,30
3 54,34 8,47
4 54,13 6,40
5 53,51 5,58
6 41,53 4,96
7 32,23 6,40
8 43,18 4,75
9 52,89 7,44
10 43,80 6,20
11 72,73 9,92
12 57,64 5,58
13 75,00 6,82
14 66,53 9,92
15 63,22 4,34
16 78,31 8,68
17 76,65 6,40
18 60,54 4,96
19 59,71 4,96
20 62,40 5,99
21 34,09 3,10
22 32,02 4,96
23 35,54 4,55
24 42,77 5,37
25 56,40 4,55
26 37,81 4,55
27 47,52 4,34
28 49,79 5,58
29 43,39 7,64
30 54,13 5,99
X 52,23 6,027
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Tabelle 37 — Knochenpartikelfldche in Hdhnchenhackfleisch mit 0,5% Knochenpartikelzusatz

beim Versuch mit Dichteermittlung

Schnitt Silbernitratimpragnierung PWG-Farbung

1 32.951,39 ym? / cm? 12.734,07 um? / cm?
2 131.318,64 ym? / cm? 100.999,50 ym? / cm?
3 95.905,33 uym? / cm? 105.768,11 ym? / cm?
4 60.685,06 um? / cm? 26.442,03 ym? / cm?
5 105.062,98 uym? / cm? 45.395,46 um? / cm?
6 148.680,28 uym? / cm? 130.698,88 ym? / cm?
7 168.021,25 uym? / cm? 87.974,42 ym? / cm?
8 59.607,52 um? / cm? 25.857,12 um? / cm?
9 78.156,19 ym? / cm? 50.723,05 ym? / cm?
10 71.464,78 ym? / cm? 64.972,70 um? / cm?
11 236.236,12 ym? / cm? 148.103,59 ym? / cm?
12 86.628,12 um? / cm? 44.662,16 um? / cm?
13 87.848,28 ym? / cm? 46.063,93 um? / cm?
14 72.644,64 ym? / cm? 37.945,77 um? / cm?
15 64.731,63 um? / cm? 30.766,91 um? / cm?
16 146.221,31 ym? / cm? 101.394,24 ym? / cm?
17 99.305,12 ym?/ cm? 69.881,06 ym? / cm?
18 85.057,96 um? / cm? 64.341,69 um? / cm?
19 53.660,92 ym? / cm? 38.843,30 um? / cm?
20 111.450,47 pm? / cm? 83.967,92 ym? / cm?
21 280.789,78 ym? / cm? 221.422,09 ym? / cm?
22 97.258,02 um? / cm? 54.465,91 um? / cm?
23 239.985,90 ym? / cm? 64.943,89 um? / cm?
24 69.881,60 ym?/ cm? 51.434,74 ym? / cm?
25 194.199,12 ym? / cm? 98.213,25 ym? / cm?
26 73.664,52 ym? / cm? 75.272,04 ym? / cm?
27 59.938,85 ym? / cm? 43.283,44 ym? [ cm?
28 83.069,94 uym? / cm? 61.085,78 um? / cm?
29 96.696,20 um? / cm? 101.839,41 ym? / cm?
30 93.993,71 um? / cm? 51.921,69 ym? / cm?

=i

109.503,85 ym? / cm?

71.380,60 um? / cm?

0,11%

0,07%
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10.2.1.4 Sensitivitat der Farbung nach Pfeiffer, Wellhduser und Gehra

Tabelle 38 — Stufenweise Verringerung der Knochenpartikelanzahl durch Anwendung von

Indigokarmin

150 Sekunden
keine 30 Sekunden 90 Sekunden Indig(.).karmin
Gegenfarbung Indigokarmin Indigokarmin (gemalt
amtlicher
Methode)
1 20,87 19,42 6,40 0,21
2 26,24 6,40 1,45 0,21
3 31,82 10,54 1,45 0,21
4 43,80 10,33 0,83 -
5 23,55 4,75 0,41 0,41
6 25,41 9,71 6,40 1,65
7 33,47 6,61 2,07 2,07
8 39,05 3,10 0,21 -
9 57,44 8,06 1,03 0,62
10 23,76 5,58 1,86 0,21
X 32,54 8,45 2,21 0,56
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Tabelle 39 — Stufenweise Verringerung der Knochenpartikelfliche durch Férbung mit

Indigokarmin
keine 30 Sekunden 90 Sekunden 150 Sekunden
Gegenfarbung Indigokarmin Indigokarmin Indigokarmin
] 554.727,95 141.094,09 26.576,52 436,17
um? / cm? um? / cm? pum? / cm? um? / cm?
) 347.809,96 33.827,00 9.109,58 3.217,67
um? / cm? um? / cm? um? / cm? um? / cm?
3 530.532,03 83.085,94 8.797,82 276,00
um? / cm? pum? / cm? um? / cm? um? / cm?
4 553.152,19 63.123,84 2.492,50 ]
um? / cm? um? / cm? um? / cm?
5 219.395,10 31.289,35 12.602,73 10.578,11
pum?/ cm? pum?/ cm? pum?/ cm? pum?/ cm?
5 273.272,23 123.600,65 59.349,32 16.568,99
um? / cm? um? / cm? um? / cm? um? / cm?
. 336.187,99 90.488,43 6.964,84 6.929,50
um? / cm? pum? / cm? um? / cm? um? / cm?
8 246.372,27 9.177,33 1.937,34 )
um? / cm? um? / cm? um? / cm?
9 482.745,00 108.461,53 30.000,17 9.324,71
pum?/ cm? pum?/ cm? pum?/ cm? pum? / cm?
10 214.355,41 35.952,42 3.954,81 57,23 u
um? / cm? um? / cm? um? / cm? m? / cm?
x | 375.855,01 72.010,06 16.178,56 4.738,84

10.2.1.5 Stauchungs- und Auffaltungstendenzen
Alle Daten sind vollstandig im Kapitel 4.1.3.3 aufgefuhrt.
10.2.1.6 Flachenvergleich der manuellen Messung zur automatisierten Messung

Alle Daten sind vollstandig im Kapitel 4.1.3.4 aufgeflihrt.

10.2.1.7 Vergleich der Anzahl

konventionellen und der automatisierten Methode

der detektierten Knochenpartikel zwischen der

Alle Daten sind vollstandig im Kapitel 4.1.3.5 aufgefuhrt.
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10.2.2 Analytische Zusammensetzung von Gefliigelverarbeitungsfleisch

10.2.2.1 Vollanalyse

Tabelle 40 - Analyseergebnisse Betrieb 1 und 2

Bestandteil Messeinheit | Chemische Nahinfrarotspe | Uberein-
Untersuchung | ktroskopische | stimmung
Untersuchung _Mchem
Ninfrarot
* 100
Betrieb 1
Verarbeitungsfleisch
pH-Wert 6,00
Gesamteiweil g/100 g 18,30 18,80 97%
Bindegewebseiweil} g/100 g 0,76 1,10 69%
Fleischeiweil® g/100 g 18,30 18,80 97%
BEFFEE g/100 g 17,50 17,40 99%
BEFFEE im FE % 95,80 96,30 99%
Kalzium mg/kg 62,00
Separatorenfleisch
pH-Wert 6,60
Gesamteiweil} g/100 g 15,40 14,70 95%
Bindegewebseiweil} g/100 g 1,52 1,50 99%
Fleischeiweil} g/100 g 15,40 14,70 95%
BEFFEE g/100 g 13,90 13,30 96%
BEFFEE im FE % 90,10 92,20 98%
Kalzium mg/kg 560,00
Verarbeitungsfleisch | Betrieb 2
pH-Wert 6,10
Gesamteiweil g/100 g 18,00 16,90 94%
Bindegewebseiweil} g/100 g 0,42 1,20 35%
Fleischeiweil g/100 g 18,00 16,90 94%
BEFFEE g/100 g 17,60 15,90 90%
BEFFEE im FE % 97,70 95,20 97%
Kalzium mg/kg 32,00
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Separatorenfleisch

pH-Wert 6,30

Gesamteiweil} g/100 g 16,10 15,10 94%
Bindegewebseiweil} g/100 g 1,28 1,40 91%
Fleischeiweil} g/100 g 16,10 15,10 94%
BEFFEE g/100 g 14,80 14,40 97%
BEFFEE im FE % 92,00 93,00 99%
Kalzium mg/kg 237,00
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Tabelle 41 - Analysenergebnisse Wochenversuch

<
- _E |
L = é o0
m
50% Gabelbeine 12.02.2018 08:30 194 |678 [ 111 |13 1,1 18,1
50% Filetabschnitte
20% Gabelbeine 12.02.2018 12:30 | 16,5 | 62,9 | 19,0 | 1,1 1,2 15,4
20% Filetabschnitte
60% Schaberfleisch
50% Gabelbeine 12.02.2018 16:00 | 17,3 | 66,7 | 144 |11 0,9 16,5
50% Filetabschnitte
80% Gabelbeine 13.02.2018 08:00 | 15,2 | 68,8 | 13,5 | 1,1 0,8 14,7
20% Filetabschnitte
30% Gabelbeine 13.02.2018 12:00 | 17,6 | 654 | 154 |12 0,9 16,8
70% Filetabschnitte
50% Gabelbeine 13.02.2018 16:00 | 15,2 | 61,5 | 225 | 1,1 0,9 14,4
50% Filetabschnitte
50% Gabelbeine 15.02.2018 08:30 | 16,0 | 65,0 | 16,8 | 1,3 0,8 15,0
50% Filetabschnitte
50% Filetabschnitte | 15.02.2018 12:30 | 18,8 | 67,9 | 114 | 1,1 1,0 17,5
50% Riuckenfleisch
50% Gabelbeine 15.02.2018 15:00 | 17,6 | 66,2 | 14,8 | 1,1 0,8 16,5
50% Filetabschnitte
50% Gabelbeine 16.02.2018 07:30 [155 | 731 | 7,7 1,4 0,8 14,2
50% Filetabschnitte
100% Sternum 16.02.2018 12:00 | 19,2 | 75,7 | 3,1 1,4 0,3 18,9
40% Gabelbeine 16.02.2018 16:00 | 17,6 | 66,7 | 134 | 1,1 1,0 16,4
60% Filetabschnitte
50% Gabelbeine 19.02.2018 08:30 | 16,8 | 658 | 151 | 1,0 1,1 16,0
50% Filetabschnitte
100% Gabelbein 19.02.2018 12:00 | 13,6 [60,9 | 24,3 |0,9 0,9 13,1
50% Gabelbeine 19.02.2018 16:00 | 176 |[68,8 | 11,3 | 1,1 0,9 16,8
50% Filetabschnitte
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Tabelle 42 - Analyseergebnisse aus den Materialien 1. Fliigelglied und Mittelfliigel bei
unterschiedlichen Anpressdriicken

Material Eiweil} Wasser Fett BEFFE
1. Flugelglied 40 bar 18,6 74,8 50 18,0
1. Fltigelglied 60 bar 17,7 72,6 7,5 17,0
Mittelfligel 40 bar 19,0 76,9 2,0 18,4
Mittelfligel 60 bar 18,6 75,4 4.6 18,0

Tabelle 43 — Analyseergebnisse aus den Materialien Riicken, Gabelbein, Schulter und

Unterschenkel
— 2 — —
[} [} - Q =
© ) 7] k=] < o 0 T8
S 2 2 2 9 3 2 | i
I} 2 < nEJ T m
Rucken 3 20,7 71,2 6,6 1,1 1,6 18,8
Gabelbein 4 17,3 61,4 19,5 1,3 1,4 15,9
Schulter 5 16,2 64,4 19,3 1,1 1,4 14,8
Unterschenkel 6 19,3 74,9 3,6 1,6 1,2 18,2

Tabelle 44 - Analyseergebnisse aus den Unterkeule der weiblichen und ménnlichen Pute

2
]
3
— = — £ ~
3 = &2 g |& |3 £
= 2 o = o 2 7 | w
2 s 8 |5 |5 ||t
= > © T n o w
I = < b [}
o
£
m
Weibliche Pute 1 19,2 72,8 6,1 1,5 0,9 18,4
Mannliche Pute 2 17,3 72,4 7.3 1,4 1,5 16,8
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10.2.2.2 Histologische Ergebnisse und Kalziumwerte

10.2.2.2.1 Vergleich Verarbeitungsfleisch und Separatorenfleisch

Tabelle 45 — Histologische Analyseergebnisse aus Betrieb 1

Schnitt Knochenpartikelanzahl | Knochenpartikelfliche | Kalziumwert
mg / kg
1 1,03 3.774,02 62,00
2 10,74 110.604,41 62,00
3 5,99 113.448,83 62,00
4 7,44 40.249,60 62,00
5 4,13 28.082,04 62,00
6 3,72 10.281,26 62,00
7 0,21 28,52 62,00
8 3,51 23.660,72 62,00
9 0,21 218,14 62,00
10 0,00 - 62,00
11 1,65 9.531,30 62,00
12 1,24 4.087,69 62,00
13 1,86 1.581,18 62,00
14 3,10 10.104,46 62,00
15 0,21 122,62 62,00
16 0,41 118,34 62,00
17 0,62 551,77 62,00
18 0,83 282,30 62,00
19 0,00 - 62,00
20 0,41 102,66 62,00
21 4,75 25.581,23 62,00
22 33,26 116.314,63 62,00
23 22,73 75.025,65 62,00
24 15,50 36.475,57 62,00
25 7,44 14.865,12 62,00
26 6,61 34.382,54 62,00
27 15,70 34.087,40 62,00
28 6,20 52.069,26 62,00
29 1,86 2.382,47 62,00
30 0,00 - 62,00
X 5,38 24.933,79 62,00
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Tabelle 46 - Histologische Analyseergebnisse aus Betrieb 2

Schnitt Knochenpartikelanzahl | Knochenpartikelflache | Kalziumwert
mg / kg
1 1,24 12.915,00 32,00
2 0,41 117,45 32,00
3 1,24 1.660,03 32,00
4 0,21 84,51 32,00
5 0,21 63,02 32,00
6 1,45 6.952,36 32,00
7 0,21 105,99 32,00
8 0,41 2.161,33 32,00
9 1,03 5.863,82 32,00
10 2,27 3.556,39 32,00
11 0,21 70,18 32,00
12 0,41 1.531,12 32,00
13 1,86 14.686,75 32,00
14 5,99 4.367,07 32,00
15 0,62 124,61 32,00
16 0,83 234,90 32,00
17 0,21 27,21 32,00
18 1,03 206,25 32,00
19 2,27 3.534,90 32,00
20 15,91 11.051,59 32,00
21 1,24 1.349,22 32,00
22 1,03 4.288,29 32,00
23 3,93 2.854,56 32,00
24 2,89 101.231,75 32,00
25 1,45 6.549,89 32,00
26 24,17 17.297,83 32,00
27 5,58 2.672,66 32,00
28 16,12 5.918,24 32,00
29 2,07 2.101,18 32,00
30 3,51 1.147,27 32,00
X 3,33 7.157,51 32,00
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Tabelle 47 - Ergebnisse der Separatorenfleischproben aus Betrieb 1

Schnitt Knochenpartikelanzahl | Knochenpartikelflache | Kalziumwert
mg / kg
1 87,81 168.681,88 560,00
2 68,60 125.664,86 560,00
3 88,64 204.253,51 560,00
4 79,34 151.127,75 560,00
5 59,50 223.484,35 560,00
6 71,28 107.022,87 560,00
7 60,12 84.934,77 560,00
8 94,21 116.271,86 560,00
9 104,34 251.535,03 560,00
10 66,94 113.250,65 560,00
11 92,56 198.374,29 560,00
12 71,28 191.974,80 560,00
13 91,74 283.620,20 560,00
14 76,03 124.391,96 560,00
15 90,70 179.932,07 560,00
16 90,50 160.957,02 560,00
17 80,17 143.800,99 560,00
18 86,16 136.010,74 560,00
19 60,74 111.027,22 560,00
20 84,09 327.855,20 560,00
21 61,78 99.169,24 560,00
22 56,82 138.461,39 560,00
23 71,28 93.639,15 560,00
24 64,88 100.517,03 560,00
25 106,61 137.586,26 560,00
26 77,69 254.601,90 560,00
27 87,60 125.178,29 560,00
28 51,24 68.167,22 560,00
29 73,55 106.468,22 560,00
30 61,57 94.505,69 560,00
X 77,26 154.082,21 560,00

175




Anhang

Tabelle 48 - Ergebnisse der Separatorenfleischproben aus Betrieb 2

Schnitt Knochenpartikelanzahl | Knochenpartikelflache | Kalziumwert
1 28,10 92.583,55 237,00
2 24,79 35.235,89 237,00
3 24,38 41.187,08 237,00
4 35,54 57.523,83 237,00
5 38,02 80.036,65 237,00
6 30,99 78.294,98 237,00
7 43,60 51.575,51 237,00
8 29,75 65.725,15 237,00
9 28,51 60.117,72 237,00
10 28,72 31.332,89 237,00
11 25,62 92.593,58 237,00
12 28,51 58.212,77 237,00
13 39,46 137.938,61 237,00
14 43,60 75.103,82 237,00
15 33,88 49.071,86 237,00
16 40,70 78.509,82 237,00
17 33,06 72.750,56 237,00
18 36,98 107.869,00 237,00
19 41,94 102.447,77 237,00
20 36,98 72.196,26 237,00
21 49,38 100.025,75 237,00
22 30,79 52.489,32 237,00
23 34,71 76.864,11 237,00
24 47,93 120.970,21 237,00
25 35,74 123.075,68 237,00
26 41,94 71.859,67 237,00
27 36,57 93.742,28 237,00
28 32,02 48.967,30 237,00
29 26,24 45.461,04 237,00
30 35,33 92.196,83 237,00
X 34,79 75.531,98 237,00
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10.2.2.2.2 Homogenitat des Verarbeitungsfleisches innerhalb einer Arbeitswoche

Tabelle 49 - Analyseergebnisse einer Arbeitswoche

Datum Knochenpartikelanzahl Knochenpartikelfliche | Kalzium
12.02.2018

0,62 394,12 27,19
morgens
12.02.2018

7,13 7.085,04 24,50
mittags
12.02.2018

1,49 10.824,54 33,94
abends
13.02.2018

1,14 6.587,30 25,39
morgens
13.02.2018

6,16 18.261,57 35,49
mittags
13.02.2018

3,04 15.467,44 27,29
abends
15.02.2018

2,71 3.551,06 26,09
morgens
15.02.2018

2,71 3.741,07 35,29
mittags
15.02.2018

6,18 12.290,71 35,14
abends
16.02.2018

3,88 6.328,35 27,61
morgens
16.02.2018

9,46 15.114,28 84,82
mittags
16.02.2018

5,31 7.516,31 67,42
abends
19.02.2018

1,01 1.435,77 53,22
morgens
19.02.2018

1,26 5.521,59 19,09
mittags
19.02.2018

3,84 14.814,00 57,24
abends
X 3,73 8.595,54 38,65
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Tabelle 50 - Berechnung der Ergebnisse aus einer Arbeitswoche flir die einzelnen

Komponenten

Material Gabelbeine Filetabschnitte Brustbein
Knochenpartikelanzahl

1,06 5,41 9,46
[Knochenpartikel/cm?]
Knochenpartikelflache

12.660,72 4.695,81 12.290,71
[um?/cm?]
Kalzium [mg/kg] 33,03 45,85 35,14
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10.2.2.2.3 Schwankungen aufgrund des verarbeiteten Teilstiicks

Tabelle 51 - Histologische Ergebnisse aus einem Verarbeitungsbetrieb

Material | Gabelbein Ricken Schulter Unterkeule

Schnitt Anzahl | Flache | Anzahl | Flache | Anzahl | Flache | Anzahl | Flache

1 3,72 44917, | 4,34 5.299,9 | 0,83 881,19 | 0,21 96,80
61 2

2 2,69 86.051, | 16,94 65.465, | 3,10 5.406,6 | 0,41 55,52
39 28 9

3 7,23 63.547, | 25,83 70.947, | 0,00 - 0,21 25,62
74 41

4 1,45 1.197,2 | 88,84 229.45 | 0,62 2.448,5 | 0,83 997,92
1 0,92 3

5 10,33 231.91 | 52,69 121.93 | 0,41 160,86 | 1,24 391,48
6,52 5,08

6 2,27 2.923,9 | 2,89 53.607, | 0,62 610,71 | 0,41 66,91
9 02

7 2,48 62.813, | 89,26 121.31 | 0,21 37,01 0,21 32,74
19 5,83

8 0,41 7.213,1 | 76,03 22294 | 0,21 519,60 | 0,83 999,34
8 0,97

9 1,45 1.034,9 | 100,21 | 223.44 | 3,72 4.736,1 | 1,45 909,66
3 0,64 9

10 0,41 5.328,3 | 18,39 36.522, | 0,00 - 0,00 -
9 87

11 1,24 1.454,8 | 3,10 21.000, | 0,83 142,36 | 0,83 4.158,2
8 37 3

12 16,12 118.78 | 2,07 2.323,2 | 0,62 1.607,2 | 0,00 -
0,47 5 0

13 5,99 54.495, | 20,45 66.514, | 1,45 1.215,7 | 0,41 121,00
32 44 2

14 4,75 178.20 | 20,45 60.475, | 0,41 95,38 0,41 216,38
5,58 70

15 1,86 2.797,3 | 3,72 7.468,0 | 2,48 11.119, | 0,41 71,18
0 0 45

16 6,61 24.049, | 3,31 36.655, | 0,83 2.622,2 | 0,00 -
63 26 0
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17 4,75 39.288, | 4,13 10.554, | 0,41 525,29 | 0,21 102,50
85 28
18 4,75 29.904, | 3,51 9.856,7 | 0,41 600,74 | 0,21 101,07
74 3
19 13,84 170.40 | 26,03 47.712, | 0,21 22,78 0,62 130,97
1,62 06
20 14,26 129.68 | 8,06 53.182, | 0,00 - 0,00 -
0,67 80
21 1,45 748,79 | 20,04 19.561, | 0,00 - 0,00 -
15
22 - - 31,61 67.848, | 0,00 - 0,00 -
32
23 4,55 14.282, | 1,24 811,43 | 62,19 145.49 | 0,00 -
58 3,76
24 4,96 18.187, | 4,13 5.980,3 | 33,06 27.682, | 0,00 -
41 8 59
25 7,64 177.78 | 9,30 51.814, | 64,46 140.39 | 0,62 129,54
9,90 76 0,29
26 1,24 9.223,2 | 9,71 23.325, | 0,83 1.329,6 | 0,62 1.087,6
5 04 1 0
27 0,62 380,09 | 6,82 23.073, | 2,69 25.619, | 0,21 62,64
07 85
28 1,03 3.084,8 | 7,02 7.759,8 | 10,74 18.467, | 0,00 -
6 3 87
29 3,1 36.927, | 6,40 20.008, | 0,21 548,07 | 0,41 323,15
16 14
30 6,2 6.010,2 | 0,83 1.826,4 | 0,62 1.773,7 | 7,02 9.990,5
7 3 6 6
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10.2.2.2.4 Schwankungen aufgrund des Anpressdruckes im Kolbenseparator

Tabelle 52 — Knochenpartikelanzahl bei unterschiedlichen Driicken

Schnitt 1. Fligelglied 1. Fllgelglied Mittelfligel Mittelfligel
(40 bar) (60 bar) (40 bar) (60 bar)

1 1,86 0,62 2,27 0,83
2 1,03 0,21 0,41 1,24
3 0,83 1,65 1,24 2,69
4 2,27 1,03 1,03 1,45
5 0,62 0,83 1,45 0,21
6 0,41 1,03 0,62 0,83
7 0,83 1,24 0,62 0,83
8 0,41 0,41 1,03 0,83
9 0,83 0,62 3,31 1,45
10 2,07 0,83 3,31 1,24
11 0,41 1,03 0,00 0,62
12 0,83 0,00 0,62 2,07
13 0,83 1,03 0,83 1,45
14 0,83 0,21 3,72 2,48
15 0,21 1,03 5,37 1,45
16 0,62 1,24 3,72 2,07
17 1,24 0,62 2,89 2,07
18 0,62 2,07 4,55 1,45
19 0,21 0,62 5,37 0,41
20 5,17 2,69 0,21 0,41
21 0,41 1,03 3,10 7,64
22 0,41 0,41 3,31 54,55
23 0,41 0,62 0,62 46,28
24 0,62 16,53 0,00 3,93
25 0,62 127,48 0,41 1,03
26 0,21 0,83 2,89 0,62
27 0,83 1,24 0,21 2,27
28 0,83 0,21 1,45 0,21
29 1,24 1,65 3,51 0,21
30 0,62 3,10 0,21 0,83
X 0,94 5,74 1,94 4,79
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Tabelle 53 - Knochenpartikelfldchen bei verschiedenen Driicken

Schnitt 1. Flugelglied 1. Flugelglied Mittelfligel Mittelfligel
(40 bar) (60 bar) (40 bar) (60 bar)
1 5.223,60 882,28 2.549,60 549,10
2 210,20 37,18 157,29 225,93
3 317,45 1.178,28 224,50 3.041,50
4 5.625,41 724,98 2.119,18 2.196,40
5 122,98 2.162,08 3.153,03 805,06
6 185,89 596,29 622,03 619,17
7 2.163,51 1.347,01 417,54 536,23
8 1.086,76 280,27 706,39 1.907,55
9 1.545,77 670,65 2.460,94 2.406,60
10 6.040,10 303,15 3.646,37 2.855,60
11 2.235,01 311,73 - 945,20
12 524,79 - 622,03 2.317,94
13 1.049,58 7.820,38 2.337,96 7.315,61
14 261,68 446,14 8.011,22 6.084,43
15 45,76 7.587,30 1.693,06 4.208,33
16 163,01 2.285,06 8.598,00 3.298,89
17 428,98 170,16 2.528,88 1.567,22
18 128,70 835,09 9.068,69 579,13
19 55,77 1.069,60 6.522,39 163,01
20 6.722,18 1.870,37 45,76 1.612,98
21 656,35 922,32 10.211,49 8.355,18
22 230,22 100,10 11.326,28 55.976,71
23 657,78 2.306,50 813,64 61.923,86
24 107,25 15.946,77 - 985,23
25 200,19 225.143,75 873,70 1.178,28
26 51,48 903,73 3.110,14 606,30
27 1.224,03 3.356,09 205,91 14.694,14
28 1.402,78 117,26 5.694,05 115,83
29 4.089,65 1.201,16 3.178,77 38,61
30 876,56 5.340,85 203,05 255,96
X 1.454,45 9.530,55 3.036,73 6.245,53
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10.2.2.2.5 Schwankungen aufgrund des Geschlechts bei Putenverarbeitungsfleisch

Tabelle 54 - Knochenpartikelanzahl und Knochenpartikelflache in Putenverarbeitungsfleisch

Knochenpartikel- Knochenpartikel- Knochenpartikel- Knochenpartikel-
anzahl/cm? flache anzahl/cm? flache
Unterkeule der Pute | Unterkeule der Pute Unterkeule des Unterkeule des
[um?cm?] Puters Puters [um?/cm?]
0,41 139,70 0,83 2.831,15
1,65 2.437,71 0,62 811,14
1,03 173,92 2,27 1.761,98
0,83 169,64 0,21 108,34
1,24 300,79 0,62 185,32
1,65 39.899,99 0,62 79,83
0,21 47,04 0,41 182,47
1,24 1.047,79 0,21 65,58
0,21 129,73 1,86 1.200,32
0,21 68,43 0,62 191,02
1,03 434,79 0,00 -
1,03 16.629,08 0,00 -
1,03 1.610,88 0,62 246,62
3,31 10.526,29 0,41 471,86
0,21 128,30 1,45 1.491,13
0,21 751,27 517 77.977,76
0,41 262,30 5,99 35.014,44
0,41 222,39 0,41 635,80
0,00 - 1,03 265,15
0,62 250,90 0,41 173,92
0,62 128,30 0,62 253,75
6,82 4.993,71 0,41 162,51
1,03 551,69 0,41 42,77
0,00 - 0,83 230,94
0,83 1.134,74 1,24 2.652,95
0,41 325,03 0,00 -
0,21 22,81 0,21 35,64
0,41 543,14 0,21 68,43
0,83 216,68 0,21 95,51
1,45 357,81 0,00 -
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Formel 1 - Umrechnung des Messwertes fiir Kalzium

100x
=Y

m

x: Messwert (mg/l)
m: Einwaage (9)
y: Messwert (mg/kg)

Formel 2 - Michelson-Kontrast

Lmax - Lmin

K. =
m Lmax + Lmin

Km = Michelson Kontrast
Lmax = Maximale Luminanz

Lmin = Minimale Luminanz

Formel 3 - Luminanzberechnung

L=02126*R +0,7152 G + 0,0722 * B

Formel 4 - Rechnerische Uberfiihrung der RGB Werte in RGB-Farbdarstellung mit normierten
Farbkanélen

Rgpit
Rspep = —25é
Gapit
Gsprep = ﬁ
Bgpit
Bsree = —25é

Formel 5 — Berechnung der AusreilRerwahrscheinlichkeit

108 — ng\"
e (205

P= Wahrscheinlichkeit auf mindestens einen Ausreil3er
n= Anzahl der Schnitte

na=Anzahl der Ausreil3er
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Formel 6 — Dichteberechnung

H,0
o (Probe) = m *p (H20)

my+ my — my

o = Dichte
m¢ = Masse der Probe
my = Masse Pyknometer + Wasser

m3 = Masse Pyknometer + Probe + Wasser

Formel 7 - Formel zur Berechnung der rechnerisch zu erwartenden Knochenpartikelfldche
Anyy = Axk
0
Anyp = theoretische Knochenpartikelflédche
A. = Fldche von 1 cm? des Schnittes in um?
k = Eingesetzte Masse [g] an Knochenpatrtikeln in Prozent

o = Dichte

Formel 8 - Berechnung der Knochenpatrtikeltreffer/cm?

Summey (y; + v, + y3+... V)
4,84

= Detektierte Kochenpartikelflache pro cm?

Formel 9 - Minimierung des quadratischen Fehlers im (iberbestimmten Gleichungssystem
min || Ax — b ||
X
x=(ATA)1ATh
A: Mischverhéltnisse
x: Messwert pro Bestandteil

b: Messwert pro Mischung

AT: Transponierte Matrix
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Formel 10 - Theoretisch berechneter Wert der Knochenpatrtikelflache
Axk
p

A. = Fléche von 1 cm? des Schnittes in um?
k = Eingesetzte Menge an Knochenpartikeln in Prozent

p = Dichte

100.000.000 * 0,005
1,3094

= 381.841,00

Zusatzliche Formeln aus Kapitel 3.4.2

Berechnung des arithmetischen Mittels

n
_ x1+x2+"‘+xn 1
X = =—zxi

n n
1=1

Berechnung der Standardabweichung

1 n
s = /n—lz(xi_ x)?

Standardfehler a

Wurde mit 0,05 definiert, demzufolge ist der Vertrauensbereich 3 0,95

Varianz

1 n
s? = — Z(xl-— x)?
=1

Konfidenzintervall

[x—t(l_g. _1)- \/S—_ ; x+t(1_g_ _1)- i]
2" n 2" Vn
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