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Die AG ,Lebensmitteltechnologie und —sicherheit* der DFG-Senatskommission zur gesundheitlichen Bewertung
von Lebensmitteln (SKLM) befasst sich u.a. mit neuen Technologien, die fiir die Behandlung von Lebensmitteln
entwickelt werden bzw. in Anwendung kommen. Die SKLM hat am 16.12.2019 zur Hochdruck-Behandlung von
Lebensmitteln nach 1998 und 2004 erneut Stellung bezogen. Ziel dieser Stellungnahme ist, den 2004 formulierten
Wissensstand und Forschungsbedarf zu aktualisieren, noch offene Fragen zu identifizieren und zu diskutieren, ob

weiterhin eine Einzelfallbewertung der Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln gefordert werden muss.

Stellungnahme zur Behandlung von Lebensmitteln mit

hydrostatischem Hochdruck
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1 Kurzfassung

FUr vegetative Bakterienzellen, bakterielle Endosporen, Viren und Parasiten gilt, dass
neben der Kombination von Druck und Temperatur auch Faktoren wie
Lebensmittelmatrix, Wassergehalt, geloste Substanzen und pH-Wert einen Einfluss
auf ihre Inaktivierung durch hydrostatischen Druck (high hydrostatic pressure, HHP)
haben. Daher sollte die Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln getrennt nach
Lebensmittelgruppen und ihren charakteristischen Eigenschaften betrachtet werden.
Unterschiedliche Spezies, aber auch Stamme einer Spezies, reagieren verschieden
sensitiv auf Druck, was bei der Abtdétung von bakteriellen Endosporen wegen der
sicherheitsrelevanten Clostridium-Spezies besonders bedeutsam ist. Bei Endosporen,
zu deren Abtotung das High Pressure/Temperature Kombinationsverfahren (HPT)
notwendig ist, muss zusatzlich beachtet werden, dass mit Druckerh6hung, je nach
Temperatur, die Effizienz der Sporenabtétung abnehmen kann. Der Druck zur
Abtotung von Viren liegtim Allgemeinen etwas unter dem, der zur Abtotung vegetativer
Bakterienzellen notwendig ist, jedoch liegen gerade fur die lebensmittelrelevanten
humanen Virusarten kaum Daten vor. Parasiten lassen sich, je nach Spezies, durch
vergleichsweise niedrigeren Druck als vegetative Bakterienzellen abtéten. Chemische
Reaktionen laufen in unterschiedlichem Malie im Vergleich zu konventionellen,
thermischen Verfahren ab, die Bildung neuer Stoffe wurde bisher nicht nachgewiesen.
Der Einfluss auf Lebensmittelmatrix, Lebensmittelinhaltsstoffe und Enzyme
unterscheidet sich ebenfalls von dem einer thermischen Behandlung. Hier sind bisher
keine sicherheitsrelevanten Veranderungen beschrieben worden. Unter dem
Gesichtspunkt des allergenen Potentials bei bestehender Sensibilisierung gegen nicht
HHP-behandelte Lebensmittel ist das HHP-behandelte Lebensmittel eher dem
unbehandelten Lebensmittel gleichzusetzen. Neosensibiliserungen gegen veranderte
Proteinstrukturen wurden bislang nicht untersucht, sollten jedoch nicht
ausgeschlossen  werden. Erste Erkenntnisse zu Veranderungen von

Verpackungsmaterialien unter Druckeinfluss sind noch unzureichend mit Daten belegt.

1.1 Vegetative Bakterienzellen

Im Allgemeinen wird die druckinduzierte Inaktivierung vegetativer Bakterienzellen
durch niedrige pH-Werte begunstigt, wahrend eine geringe Wasseraktivitat die
Inaktivierungseffizienz eher vermindert. Die unterschiedliche Drucktoleranz der Zellen

einer heterogenen Bakterienpopulation und die unterschiedlichen physiologischen
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Zustande der vegetativen Bakterienzellen im Lebensmittel erschweren eine
Vorhersage zur Effizienz der Abtétung durch HHP. Durch die Selektion drucktoleranter
Zellen und Kontamination nachfolgender Produktchargen mit diesen Zellen konnte
eine Druckbehandlung dieser Chargen nicht ausreichend wirksam sein. Aufgrund
wissenschaftlicher Daten (Aganovic et al. 2021) und Erfahrungswerten aus der Praxis
konnen jedoch fur einige Lebensmittelgruppen, besonders mit niedrigem pH-Wert, die
kuhl gelagert werden, wie Getranke, Frucht- und Gemusezubereitungen und fur
bestimmte Fleischerzeugnisse Bedingungen fur eine ausreichend effiziente HHP-
Behandlung abgeleitet werden. Voraussetzung ist, dass bei diesen Lebensmitteln die
Keimung bakterieller Endosporen bzw. das Wachstum der sich daraus entwickelnden
vegetativen Zellen ausgeschlossen sind. In Grenzbereichen, wie niedrige Druck-
und/oder Temperaturbereiche, kurze Prozesszeiten, niedrige Wassergehalte, und
erhohter pH-Wert oder bei Lebensmitteln, flr die ausreichend wissenschaftliche Daten
und Erfahrungswerte fehlen, ist im Hinblick auf die Inaktivierung vegetativer
Bakterienzellen jedoch eine Einzelfallbetrachtung erforderlich.

1.2 Bakterielle Endosporen

Zur Abtotung von bakteriellen Endosporen sind gut abgestimmte Druck-/Temperatur
Kombinationsprozesse notig. So kann die Sporeninaktivierung in  HPT
Kombinationsprozessen (100-120 °C) bei Verringerung des Drucks (von 600 auf
300 MPa) erhéht sein. Um die erfolgreiche Abtotung von Endosporen durch Hochdruck
zu gewahrleisten, sind weiterhin Einzelfallprufungen fur jede Lebensmittelart
erforderlich, besonders bei niedrigen Temperaturen und/oder pH-Werten und bei
Lebensmitteln, flr die Toxin-bildende Clostridien relevant sind. Ein generischer Ansatz
fur die Bewertung der Auswirkungen von Lebensmittelkomponenten auf die
Inaktivierung von Endosporen scheint bisher nicht moglich zu sein. Es bestehen grol3e
Unterschiede zwischen Bacillus und Clostridium Spezies bezuglich Sporulation und
Abtétung durch Druck, was auch bei der Suche nach Surrogaten beachtet werden
muss. Auch innerhalb der Spezies C. botulinum bedurfen die verschiedenen Typen
einer differenzierten Betrachtung hinsichtlich einer erfolgreichen Abtdtung durch
Druck. Nach bisherigem Forschungsstand gibt es keine Surrogate fur C. botulinum
Typ E.



1.3 Viren

Die Inaktivierung von Viren ist, je nach Art und Stamm, durch HHP von etwa 400 MPa
bei moderaten Temperaturen und Behandlungszeiten von einigen Minuten fur viele
Virus/Matrix-Kombinationen mdglich. Obwohl die Anzahl an Studien zur Abtétung von
Viren in verschiedenen Lebensmittelmatrizes zunehmen, sind die gewonnenen
Erkenntnisse wegen fehlender Infektiositatstests und Einsatz von nur bedingt

vergleichbaren Surrogatviren in ihrer Aussagekraft begrenzt.

1.4 Parasiten

Parasiten lassen sich, je nach Spezies, durch vergleichsweise niedrigeren Druck als
vegetative Bakterienzellen abtoten. Eine Anwendung mit moderatem Druck, bei denen
das Ziel ist, Parasiten zu inaktivieren, aber dennoch die Eigenschaften frischer bzw.
weitgehend unbehandelter Produkte zu bewahren, besteht die Gefahr, die Druckhdhe
zur erfolgreichen Abtotung zu unterschreiten. Da die eukaryotischen Parasiten sehr
unterschiedlichen Tiergruppen angehodren, konnen die erforderlichen Druckstufen,
Temperaturwerte und Behandlungszeiten zu ihrer Abtotung stark variieren. Bisherige
Untersuchungen zeigen, dass in Einzelfallen bis zu 550 MPa bei Raumtemperatur zur

vollstandigen Abtotung erforderlich sein kann.

1.5 Chemische Reaktionen

Unter HHP werden kurzkettige Kohlenhydrate reaktiver und Dicarbonyle zu bislang
unbekannten Produkten abgebaut. Druck bewirkt in Lebensmitteln wahrend der HHP-
Behandlung einen sinkenden pH-Wert, wodurch es in der Gesamtschau zu einer
Verminderung von Maillard-Reaktionen kommt, insbesondere Reaktionen an
Lysinresten nehmen ab, wahrend Argininreste von einer verstarkten Derivatisierung
betroffen sind. Es ist offen, ob die fruhe Maillard-Reaktion durch Druck beschleunigt
wird, die Bildung von Streckerprodukten, Furan und Acrylamid ist verringert. Da die
Lipidoxidation in Abhangigkeit der Fettqualitat verstarkt werden kann, ist vermehrt mit
entsprechenden Reaktionen der Sekundarprodukte (Carbonyle) mit Aminosauren zu
rechnen. Zur Beurteilung einer druckabhangigen Nitrosaminbildung liegen keine
ausreichenden Daten vor. Es wurden bisher keine unbekannten Reaktionsprodukte

nachgewiesen.



1.6 Lebensmittelinhaltsstoffe und -struktur

Es wurde bislang keine direkte Wirkung von HHP auf Lebensmittelinhaltsstoffe bzw.
auf kovalente Bindungen beschrieben. Die Struktur und die funktionellen
Eigenschaften von Makromolekllen kénnen beeinflusst werden, ohne dass bisher
Auswirkungen auf die Lebensmittelsicherheit gezeigt wurden. Das gleiche gilt fir die
durch HHP hervorgerufenen Veranderungen der Zell- und Gewebestruktur im
Lebensmittel. Der Gehalt an sekundaren Pflanzenstoffen kann sich als Folge des
Zellaufschlusses mit einhergehenden enzymatischen und nicht-enzymatischen
Prozessen bzw. stressinduzierten Zellstoffwechselreaktionen verandern. Der direkte
Vergleich mit thermischen Haltbarmachungsverfahren ist aufgrund der
unterschiedlichen Prozessablaufe und der unterschiedlichen Gewichtung der
Parameter Druck und Temperatur kaum maoglich. HHP behandelte Produkte sind bei
minimiertem Temperatureinfluss bzgl. antinutritiver Inhaltsstoffe mit dem Frischprodukt

vergleichbar.

1.7 Enzyme

Die Aktivitaten in Lebensmitteln relevanter Enzyme kdnnen durch HHP-Behandlung
sowohl gesenkt als auch gesteigert werden. Daruber hinaus kdnnen die Verfugbarkeit
von Substraten fur enzymatische Reaktionen und die Zuganglichkeit funktioneller
Gruppen, z.B. aufgrund druckbedingter Konformationsanderungen, verandert werden.
Es gibt keine Hinweise, dass die beschriebenen Aktivitdtsanderungen
sicherheitsrelevant sind. Potentielle Beeintrachtigungen der Qualitat missen im
Einzelfall bertcksichtigt werden.

1.8 Allergenitat

Die in vitro Datenlage zur Bewertung des allergenen Potentials HHP-behandelter
Lebensmittel hat sich in den letzten Jahren deutlich verbessert. Demnach scheint
HHP-Behandlung die Allergenitat eines Lebensmittels fur Konsumenten mit
vorbestehender Sensibilisierung gegen das nicht HHP-behandelte Lebensmittel nicht
oder nur geringfligig zu reduzieren. Eine Erhohung der Allergenitat durch HHP-
Behandlung bei vorbestehender Sensibilisierung gegen nicht HHP-behandelte
Lebensmittel erscheint nicht wahrscheinlich. Das allergene Potential HHP-behandelter
Lebensmittel liegt demnach naher bei unbehandelten als bei thermisch behandelten

Lebensmitteln.



Jeweilige Einzelfallprifungen erscheinen nicht erforderlich, soweit als gesichert
angesehen werden kann, dass das allergene Potential HHP-behandelter nicht hoher
als das unbehandelter Lebensmittel ist. Jedoch sollte die grundsatzliche Moglichkeit
der Entstehung neuer (Neo-)Epitope durch strukturelle Veranderung von Allergenen
bei hohen hydrostatischen Dricken und in der Folge von Neosensibilisierung
berucksichtigt werden. Hierzu liegen bislang keine ausreichenden Daten vor, die eine
allergologische Bewertung zulassen.

1.9 Verpackungen

Vorhandene Studien zur Eignung von Verpackungsmaterialien fur die HHP-
Behandlung liefern nur punktuelle Aussagen und systematische Untersuchungen
unter Beachtung der umfassenden Bestimmungen zu Migrationsmessungen sind nicht
vorhanden. Daher ist es nicht mdglich, ein komplettes Bild flir die Bewertung
unterschiedlicher Packstoffe zu erstellen. Strukturell morphologische Veranderungen
an Verpackungsmaterialien durch HHP-Anwendung konnten gezeigt werden. Eine
umfassende Bewertung der Bedeutung dieser Veranderungen fur die
Lebensmittelsicherheit liegt jedoch nicht vor. Dies betrifft insbesondere auch den
Bereich der HPT-Sterilisationsanwendungen sowie die Nutzung neuer, z.B.
bioabbaubarer, Verpackungen.

2 Einleitung
Die DFG-Senatskommission zur gesundheitlichen Bewertung von Lebensmitteln
(SKLM) hat sich erstmalig 1998 mit der Hochdruckbehandlung, insbesondere von
Fruchtsaften, beschaftigt und 2004 aufgrund der Ausweitung der Produktpalette die
Bewertung dieses Verfahrens wieder aufgegriffen. Die zentrale Frage 2004 war, ob bei
der Hochdruckbehandlung verfahrensbedingte chemische oder biologische
Veranderungen eintreten, die sich auf die hygienischen, toxikologischen,
allergologischen und ernahrungsrelevanten Eigenschaften des Lebensmittels
auswirken. Auch apparative und rechtliche Aspekte wurden diskutiert (SKLM 2004).
Die SKLM kam 2004 u.a. zu folgenden Schlussfolgerungen:

e Bisherige Untersuchungen an auf dem Markt befindlichen, mit Hochdruck

behandelten Produkten ergeben keine Hinweise auf mikrobielle, toxikologische

oder allergene Risiken als Folge einer Hochdruckbehandlung, sind aber fur eine



generelle Bewertung der mikrobiellen, toxikologischen oder allergenen Risiken
und der Auswirkungen auf Inhaltsstoffe und Kontaminanten nicht ausreichend.

e Einzelfallprifungen der hochdruckbehandelten Lebensmittel sind erforderlich.

e Produkt bzw. Prozess-spezifische Prufparameter fur die Sicherheitsbewertung
hochdruckbehandelter Lebensmittel mussen nach anerkannten
Standardkriterien etabliert werden.

e Informationen zur Spezifikation des behandelten Lebensmittels, zum
angewandten Verfahren und dessen Prozessparametern sowie zu den
verwendeten Anlagen und Verpackungsmaterialien sind erforderlich

Derzeit (Stand 2019) werden weltweit in Uber 400 industriellen Hochdruckanlagen
(54 % davon in Nordamerika, 25 % in Europa, 12 % in Asien) mit einem globalen
Gesamtvolumen von 100.000 Liter mehr als 1,5 Mio. Tonnen Produkt pro Jahr mit
HPP behandelt. Etwa 59% der Anlagen befinden sich in Nordamerika, 24% in
Europa und 18% in Asien (Gonzalez-Angulo et al. 2021; Tonello-Samson 2018a;
Tonello-Samson 2018b). Die Hochdruckbehandlung ist prinzipiell fur alle
Lebensmittel, die einen ausreichenden Wassergehalt und keine Luftblasen
aufweisen, moglich, derzeit vorrangig auf dem Markt sind Obst- und
Gemuseprodukte insbesondere Safte und Getranke und bestimmte Fleisch-, Milch-
und Fischprodukte (Tabelle 1; (Huang et al. 2017)).

Tabelle 1. Beispiele hochdruckbehandelter Produkte (Tonello-Samson 2018b)

Produkt Prozessparameter Funktion des Hochdrucks Marktanteil

Safte und Getranke 400-600 MPa Mikrobiologische Sicherheit 30 %
1-5min und Haltbarkeitsverlangerung

Fleischerzeugnisse 400-600 MPa Mikrobiologische Sicherheit 30 %

(Kochschinken, 1-5 min

Pokelwaren, Aufschnitt)

Frucht-und 500-600 MPa Haltbarkeitsverlangerung und 28%

Gemiusezubereitung (z.B. 5-10 min Enzyminaktivierung(Farberhalt)

Avocadocreme, Babyfood, (Hayashi 2002)

Dips und Salsa)

Meeresfrichte und 250-350 MPa Schalenentfernung, 7%

Schalentiere 30-90s Ausbeutesteigerung, Vibrio-

Inaktivierung (Tonello 2018)

Ready-to-eat Meals 400-600 MPa Mikrobiologische Sicherheit 3%
1-5min und Haltbarkeitsverlangerung

Milchprodukte 400-600 MPa Mikrobiologische Sicherheit 2%
1-5min und Haltbarkeitsverlangerung



Hochdruckbehandlungen sind im Vergleich zu konventionellen
Haltbarmachungsverfahren relativ teuer, sodass sie besonders fur hochwertige
Produkte, bei denen der Erhalt der Frische bzw. der Charakter eines unbehandelten
Lebensmittels angestrebt wird (Zhang et al. 2019), angewendet werden. Die Kosten
einer Hochdruckbehandlung kénnen bei 0,1 bis tGber 1,0 €/kg liegen, abhangig von der
GroRe der Hochdruckkammer, Fullgrad und Prozessbedingungen (Druck und Zeit).
Meistens werden je nach Menge und erreichbarem Fullgrad 0.45 €/kg und hoher
veranschlagt. Kosten einer konventionellen thermischen Behandlung (z.B. High
Temperature Short Time, HTST) reichen von 0,005 bis zu 0,01 €/kg, abhangig vom
Niveau der Warmeruckgewinnung; einer Behandlung mit gepulsten elektrischen
Feldern von 0,01 bis zu 0,02 €/kg abhangig von Durchsatz und Betriebsstunden im
Jahr (Aganovic 2017; Heinz and Buckow 2009).

Hochdruck wird an Lebensmitteln angewendet, um vor allem folgende Ziele zu
erreichen:
1. Abtdtung pathogener Organismen, wie Bakterien, Viren und Parasiten, die
madglicherweise im Lebensmittel vorkommen
2. Verlangerung der Haltbarkeit (Abtotung lebensmittelverderbender Bakterien
und Inaktivierung von Enzymen)
3. Physiko-chemische Veranderung der Lebensmittelmatrix
(z.B. Texturveranderung)
Je nach Druck-Temperatur-Zeit-Bedingungen, die fur die Behandlung des
Lebensmittels gewahlt werden, konnen folgende unerwunschte Auswirkungen
auftreten:
1. Uberleben pathogener Mikroorganismen
2. Uberleben Lebensmittel verderbender Mikroorganismen
3. Unerwunschte chemische Reaktionen
4

. Unerwilnschte Effekte auf das allergene Potential

Es stellt sich die Frage, ob die Hochdruckbehandlung eines bestimmten Lebensmittels
immer noch als Einzelfall (,case by case®) gepruft werden sollte oder ob generelle
Aussagen zur sicheren Anwendung von Hochdruck, zumindest fur bestimmte
Produktgruppen, gemacht werden koénnen. Die SKLM greift daher in dieser

Stellungnahme die Bewertung des Hochdruckverfahrens erneut auf und legt dabei den
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Schwerpunkt auf die Behandlung mit hydrostatischem Druck (high hydrostatic
pressure, HHP), der zurzeit gebrauchlichsten Anwendung. Andere Prozesse wie
Homogenisierung oder Stol3wellen, die dynamischen Druck nutzen, oder die
Anwendung von komprimierten Fluiden, wie Behandlung mit tGberkritischem CO2 oder
sub- oder superkritischem Wasser, werden in dieser Stellungnahme nicht
berucksichtigt.

Eine HHP-Behandlung kann in einem Druckbereich von 100 bis 1000 MPa und einem
Temperaturbereich von 0 °C bis 120 °C erfolgen. In vielen Einzelstudien (Aganovic et
al., in press) wurde hydrostatischer Hochdruck mit Bedingungen von 100 bis 800 MPa
und Temperaturen von 20 °C bis 60 °C angewendet. Hochdruckverfahren mit hoheren
Temperaturen von 100 °C bis zu 120 °C (high pressure/temperature, HPT) sind zur
Abtétung bakterieller Sporen (Endosporen) erforderlich und werden in der
Stellungnahme getrennt betrachtet. Die Druckhaltezeiten lagen in den beschriebenen
Studien bei wenigen Minuten, wie bei industrieller Anwendung typisch, und gingen in
Modelluntersuchungen bis in den Bereich von Stunden. Es gibt kaum Studien zur
Wirkung von Hochdruck auf Lebensmittel, aus denen generische Aussagen abgeleitet
werden koénnen. Die vielen einzelnen Studien zeigen die Schwierigkeit,
allgemeingultige HHP- und besonders HPT- Bedingungen zu ermitteln, die sichere
Produkte garantieren.

Ziel dieser Stellungnahme ist es, anhand der neuen Literatur bis 2018 die potentiellen
Auswirkungen des Hochdruckverfahrens auf Mikroorganismen und auf Struktur und
Inhaltsstoffe der Lebensmittel in Kombination und im Vergleich zu konventionellen,
insbesondere thermischen Verfahren aufzufuhren. Vor dem Hintergrund des aktuellen
Wissensstandes soll beurteilt werden, ob die 2004 geforderte Einzelfallprifung
weiterhin erfolgen sollte oder generische Aussagen zur Hochdruckbehandlung,

zumindest fur einzelne Lebensmittelgruppen, getroffen werden konnen.

3 Verfahrensaspekte

Um die physikochemischen Besonderheiten einer Hochdruckbehandlung und ihre
Auswirkungen auf Lebensmittel bzw. Mikroorganismen zu verstehen, werden zunachst
die physikalischen Grundlagen des Hochdrucks und einige technische Anforderungen
sowie Entwicklungen erlautert.

Zur Uberwachung und Beurteilung der Prozesshomogenitat sind Messungen des

Druckes und der Temperatur an kritischen Stellen unerlasslich. Eine



verfahrenstechnische Herausforderung ist es, Spitzen und Senken von Druck und
Temperatur zu vermeiden (SKLM 2004). Es wurde bereits 2004 festgehalten, dass fur
den Hochdruckprozess Methoden entwickelt werden mussen, die es ermdglichen, die
Temperatur an kritischen Stellen zu messen und auftretende Intensitatsspitzen oder —

senken durch verfahrenstechnische Gegenmalinahmen ausgleichen zu kénnen.

3.1 Rahmenbedingungen einer Hochdruckanwendung

Druck ist eine intrinsische Eigenschaft eines thermodynamischen Systems und kann
nicht getrennt von anderen Parametern wie Temperatur, Volumen oder Energie
betrachtet werden. Mit Erhohung des Drucks sinkt das Volumen und die Temperatur
steigt. In Biomaterialien wirken sich Veranderungen von Druck oder Temperatur auf
die molekularen Strukturen aus. Bei gut definierten Kombinationen von Druck (p) und
Temperatur (T) treten Ubergange einer molekularen Phase A zu einer molekularen
Phase B auf und konnen als Phasenlubergangslinien in einem p-T-Diagramm
aufgetragen werden.

Da es sich bei den meisten Lebensmitteln um Gemische zahlreicher Substanzen
handelt, die haufig in unterschiedlichen Aggregatzustanden vorliegen (fest, flussig
oder gasformig), ist die direkte Anwendbarkeit eines p-T-Diagrammes nicht mdglich.
In einem vereinfachten Ansatz kann Wasser, als Hauptbestandteil vieler Lebensmittel,
betrachtet werden, um die fur Lebensmittel relevanten Druck- und Temperaturbereiche
zu identifizieren. Das Phasendiagramm von Wasser (Abb. 1) zeigt, dass der Bereich
von 0 bis 100 °C, in dem sich bei Umgebungsbedingungen Wasser im flissigen
Zustand befindet, durch eine Druckerh6hung im Wesentlichen erweitert werden kann.
Wahrend eine Verschiebung um einige 10 °C ausreicht, um flissiges Wasser
einzufrieren oder zu verdampfen, ist ein Druckanstieg um 4 GroRenordnungen
erforderlich, um Wasser bei 20 °C zu kristallisieren. Dieses Phanomen wird von Natur
aus nicht auf der Erdoberflache beobachtet und erfordert technische

Kompressionsgerate.
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Abbildung 1:  p-T-Diagramm von Wasser mit Phasenlbergangslinien
(Bridgman 1912; Karino et al. 1994; Wagner et al. 1994).
Weilter Bereich des Ausschnittes: In der Stellungnahme berticksichtigter Bereich einer
Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln; in diesem Bereich ist Wasser fllssig.

Eine typische Hochdruckanlage besteht aus einem Druckbehalter, einem System zum
Druckaufbau, einer Prozesssteuerung zur Uberwachung von Druck und Temperatur
und einem Foérdersystem (Elamin et al. 2015; Rastogi 2013; Ting 2010). Um die
Druckstabilitat zu gewahrleisten, wird der Druckbehalter entweder aus einem Stlck
(monolithisch) oder mit aufwendigen Techniken aus verschiedenen Schichten
hergestellt. Material- und konstruktionsbedingt werden meist Anlagetypen, die
Druckbehalter mit einem Durchmesser von 40 cm und einem Volumen von 150 bis
maximal 525 | aufweisen, in der Industrie verwendet.

Ein Druckaufbau auf 600 MPa (6000 bar) erfolgt in ca. 2 bis 5 min mit einer Erwarmung
um ca. 4 °C pro 100 MPa. Unter diesen Bedingungen wird der Kern des zu
behandelten Materials mit einer Temperaturfluktuation nach aufden erwarmt. Hier sind
Temperaturdifferenzen von bis zu 20°C mdglich. Unter typischen
Prozessbedingungen ist kein vollstdndiger Temperaturausgleich  maoglich.
Behandlungstemperaturen unter 20 °C konnen nur durch Kuhlung des Behalters
gehalten werden, bei Temperaturen von 100 °C bis 120 °C fuhren Dricke uber
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400 MPa zu Materialproblemen des Behalters. Ein Druck von 1000 MPa gilt als
technisch bedingte Grenze der industriellen Hochdruckbehandlung.

Beim jetzigen Stand der Entwicklung ist eine Hochdruckbehandlung mit relativ hohen
Energie- und Prozesskosten verbunden. Die zukunftige Entwicklung der Behalter geht
vor allem in Richtung einer Erhéhung des Flllvolumens mit verbessertem
Fullungsgrad und kurzerer Zyklusdauer (schnellere Kompression und kurzere
Druckhaltezeit), was zu einem reduzierten Energiebedarf und damit geringeren Kosten
fuhren soll. Behalter mit gréleren Volumina kdnnen jedoch zu einer ungleichen
Temperaturverteilung mit Auswirkungen auf die Prozesshomogenitat fuhren. Dies ist
insbesondere der Fall, wenn Druck mit hoher Temperatur zur Inaktivierung bakterieller
Endosporen kombiniert  wird. Zudem konnen bei unterschiedlichen
Lebensmittelbestandteilen und Druck-Temperatur Kombinationen Phasenubergange
auftreten. Die Grenzen der Hochdruckanwendung liegen derzeit bei dem eintretenden
Phasenwechsel bei hohen und niedrigen Temperaturen. Die Anlagen werden oft in
gekuhlten Raumen betrieben, um die Kuhlkette aufrecht zu erhalten und die
Behandlungstemperatur trotz sich entwickelnder Kompressionswarme konstant zu

halten, wodurch der Energieverbrauch und damit die Kosten wiederum ansteigen.

3.2 Technische Herausforderungen der Hochdrucktechnologie
Behandlungshomogenitat und gleichmafRige Temperaturverteilung wahrend des HHP-
Prozesses muissen gewahrleistet sein, was eine zuverlassige Erfassung von
Stromungsprofilen und Stromungsverteilung wahrend Druckaufbau und Druck-
Haltezeit in der Hochdruckkammer erfordert. Das Thema ist umso komplexer unter
Betracht verschiedenster Hochdruckanlagen, unterschiedlicher Dimensionen oder
Volumina des Behalters in Kombination mit Druck und Temperatur, der Unterschiede
zwischen einsetzbaren Druckiibertragungsmedien (z.B. Wasser, Alkohol, Ol oder
Mischungen) sowie der Vielfalt an Lebensmitteln und deren Zusammensetzung.

Eine inline-Temperaturmessung wahrend einer Hochdruckbehandlung stellt noch
immer eine grolRe technische Herausforderung dar. Da eine Hochdruckkammer ein
geschlossenes System unter hohem Druck ist, muss ein Sensor so konzipiert sein,
dass dieser in der Lage ist, idealerweise das Signal drahtlos nach auf3en zu senden.
Aullerdem muss er moglichst klein, robust sowie druck- und temperaturstabil sein.
Zugleich kann die Temperaturverteilung mit passender Software modelliert werden,

wobei eine Validierung der Modellierung wunschenswert ware. Eine weitere
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Maoglichkeit einer inline-Temperaturmessung stellt die Laser-Doppler-Anemometrie
(LDA) dar. Die LDA ist ein optisches Messverfahren, mit dem die Temperatur
berihrungslos mittels eines Laserstrahls gemessen werden kann. Die Druckmessung
an allen Stellen des Behalters ist nicht nétig, da der Druck hydrostatisch und uniform
ist.

Bei den industriellen Anlagen wird meistens Wasser als Druckubertragungsmedium
verwendet. Andere Druckubertragungsfluide konnten aufgrund ihrer adiabatischen
Erwarmung und Phasenlbergangsgrenzen im Vergleich zu Wasser zu einer besseren
Behandlungshomogenitat und Temperaturverteilung fihren. Aufgrund der
unterschiedlichen Kompressibilitat kdnnten die verschiedenen
Druckubertragungsfluide sowie Mischungen zu unterschiedlichen (schnelleren)
Kompressionszeiten fuhren. Demzufolge kénnen Druckaufbau- und Zykluszeiten
reduziert werden.

Im Bereich Maschinenbau und Materialwissenschaft sind besonders Abdichtungs- und
Ventiltechnik sowie Design der Hochdruckkammer besondere Herausforderungen, vor
allem bei den Durchflussanlagen (Bulk-Anlage fur pumpfahige Produkte), deren Risiko
der Rekontamination hoher ist. Aktuell ist eine Hochdruckanlage zur Behandlung von
vor dem Abfullprozess unverpackten, flissigen Produkten (Mengenware/Bulkware)
auf den Markt gekommen.

3.3 Zusammenfassung
Zurzeit sind in der Industrie weltweit ca. 420 Hochdruckanlagen mit einem Volumen

von 150 bis 525 | und Ublich angewendeten Prozessparametern von 300 bis 600 MPa
bei 4 °C bis 20 °C und Haltezeiten unter 5 min in Verwendung (Tonello 2018). Wie
schon in der Stellungnahme aus dem Jahr 2004, gilt weiterhin, dass die Uberwachung
und Beurteilung der Prozesshomogenitat (Temperatur) an kritischen Prozesspunkten
unerlasslich sind, um eine bessere Prozesskontrolle zu erreichen. Zurzeit gibt es keine
passenden Temperatursensoren und nur vereinzelte Studien uber Modellierung und

Simulationen des Temperatur- und Stromungsprofils im Druckbehalter.

4 Mikrobiologische Aspekte
Im Jahr 2004 wurde eine Einzelfallprifung zur mikrobiologischen Sicherheit mit
Hochdruck behandelter Lebensmittel gefordert (SKLM 2004). Das bedeutet, dass

jedes Produkt mit seinen spezifischen Eigenschaften, wie pH-Wert, aw-Wert, Gehalt
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an NaCl und anderen ionischen Substanzen, Gehalt an Saccharose und anderen
nicht-ionischen Substanzen sowie Textur als Einzelfall auf eine ausreichende Abtotung
gesundheitlich relevanter Mikroorganismen untersucht werden muss. In der
vorliegenden Stellungnahme soll neben dieser Aussage der SKLM von 2004 auch die
Schlussfolgerung diskutiert werden, dass fur die Entwicklung und Bewertung von
Prozessen die Charakterisierung hygienerelevanter Leitkeime notwendig ist. Im
Folgenden wird die Abtotung vegetativer Bakterienzellen (aquivalent zur
konventionellen thermischen Pasteurisation) und bakterieller Endosporen
(Sterilisation), die eine besondere Herausforderung darstellen, vor allem in Bezug auf

die ldentifizierung von Leitkeimen, getrennt diskutiert.

4.1 Inaktivierung vegetativer Bakterienzellen

Vegetative  Zellen lebensmittelrelevanter ~ Mikroorganismen  kdénnen  bei
Raumtemperatur durch hohen hydrostatischen Druck (HHP) im Bereich von 200 bis
600 MPa, der ublicherweise in industriellen Hochdruckanlagen angewendet wird
(Aganovic et al., in press), inaktiviert werden (Georget et al. 2015; Mota et al. 2013;
Rastogi et al. 2007; Wang et al. 2016). Die Inaktivierungskinetik flr vegetative
Bakterienzellen unter Druck zeigt eine abfallende Kurve, die jedoch wie bei
thermischen Prozessen in einem "Sockel“ (Tailing) enden kann. Es ist unklar, ob es
sich bei diesem beobachteten ,Tailing“ um drucktolerante Subpopulationen handelt
(SKLM 2004).

Die genetische Heterogenitat mikrobieller Populationen oder das Auftreten
drucktoleranter Zellen aufgrund von Stressanpassung wird weiterhin als Ursache fur
das beobachtete ,Tailing” diskutiert (Mota et al. 2013; Tay et al. 2003). Bei niedrigen
Druckniveaus von 20 bis 180 MPa treten hauptsachlich subletale, zellulare Schaden
auf, bei hoheren Druckstufen von 200 bis 400 MPa fuhren letale Schadigungen zur
Inaktivierung (Lado and Yousef 2002; Serment-Moreno et al. 2014). Neben den bereits
2004 beschriebenen Schadigungen, wie Proteindenaturierung, pH-Wert-Anderung,
Dissoziation der Ribosomen (Bartlett 2002; Kaletung et al. 2004; Molina-Gutierrez et
al. 2002; Mota et al. 2013; Niven et al. 1999; Rastogi et al. 2007) scheinen bei
ausreichend hohem Druck die Zellmembranen Phasenlibergange und Veranderungen
der Fluiditat zu durchlaufen, was eine Permeabilisierung der Zellmembranen zur Folge

hat und die Denaturierung von Membranproteinen begunstigt (Winter and Jeworrek
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2009). Im Allgemeinen sind eukaryotische Zellen wie Hefen und Schimmelpilze
druckempfindlicher als prokaryotische Zellen wie Bakterien, wobei Gram-positive
Bakterien resistenter sind als Gram-negative (Considine et al. 2008; Dumay et al.
2010; Georget et al. 2015).

41.1 Faktoren, die die HHP- Inaktivierung von vegetativen Bakterienzellen
beeinflussen

Die Effizienz der Inaktivierung hangt stark von den Parametern Druck und Temperatur
ab und kann auch bei Temperaturen unterhalb der Umgebungstemperatur (Arroyo et
al. 1999) bis auf Temperaturen unter null ausreichend sein (Realini et al. 2011; Ritz et
al. 2008). Endogene Faktoren des Lebensmittels wie die Art der Lebensmittelmatrix,
die Einbettung der Bakterienzellen in die Lebensmittelmatrix und die Kombination von
Faktoren wie pH-Wert, Wasseraktivitdt und/oder Konzentrationen geldster, ionischer
(z.B. Natriumchlorid) und nicht-ionischer (z.B. Saccharose) Stoffe, sind sehr
unterschiedlich und beeinflussen in ihrer Gesamtheit die Wirksamkeit von HHP. Im
Allgemeinen wird die druckinduzierte Inaktivierung bei niedrigem pH-Wert im Vergleich
zum neutralen pH-Wert beschleunigt. In dehydrierten Lebensmittelmatrizes (z.B.
getrocknete Gewdurze, Milchpulver, trocken geraucherte Fleischprodukte) ebenso wie
in Fettpartikeln oder in der Olphase von Emulsionen vermindert die geringe
Wasseraktivitat die Inaktivierungseffizienz (Georget et al. 2015). Es gibt jedoch keine
eindeutige Korrelation zwischen der Wasseraktivitat und der HHP-Inaktivierung, was
darauf hindeutet, dass das Zusammenwirken mit gelosten Stoffen und/oder anderen
Faktoren eine grol3e Rolle spielt (Georget et al. 2015). Die Zugabe natlrlicher
antimikrobieller Wirkstoffe wie Bakteriocinen (z.B. Nisin), atherischen Olen oder deren
Bestandteilen (z. B. Cavacrol, Citral) und Laktate hat sich als vielversprechend
erwiesen, um die Inaktivierungseffizienz zu erhohen (Adamcova et al. 2019; Chien et
al. 2017; Gayan et al. 2012; Hauben et al. 1996; Ogihara et al. 2009).

Die Empfindlichkeit von Mikroorganismen gegentiber HHP hangt auch vom
physiologischen Status der Zellen in der Lebensmittelmatrix ab. Neben dem
Wachstumszustand (z.B. logarithmisch, stationar) kdnnen Stressreaktionen, die durch
intrinsische und extrinsische Faktoren (z.B. Hitze- oder Kalteschock, osmotischer
Stress oder Saurestress) verursacht werden, die Empfindlichkeit herabsetzen
(Rendueles et al. 2011). Eine Studie zeigte, dass mehrere HHP-Behandlungen

hintereinander anstelle einer Einzelbehandlung geeignet sind, drucksensitive
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Bakterien bei verbessertem Erhalt der Produktqualitat effektiver zu inaktivieren (Zhang
et al. 2015); diese Strategie birgt jedoch, je nach Bakterienart, die Gefahr der Adaption
an Druck und damit einer verminderten Inaktivierung (Mota et al. 2013).

4.1.2 Mathematische Modelle zur HHP-Inaktivierung

Um generische Ansatze einer Hochdruckbehandlung zu entwickeln und die
Inaktivierung von Mikroorganismen durch HHP als Funktion der Behandlungszeit
vorherzusagen, wurden mathematische Modelle beschrieben. Typischerweise wird bei
der Druckinaktivierung von Mikroorganismen ein nichtlinearer Verlauf beobachtet, der
auf eine multifaktorielle Inaktivierung hinweist. Es wurden zahlreiche primare Modelle
mit linearem, konkavem oder sigmoidalem Verlauf entwickelt, um die
Inaktivierungskinetik zu beschreiben (Klotz et al. 2007; Serment-Moreno et al. 2014).
Modelle wurden hauptsachlich fur einzelne Bakterien- oder Hefearten, aber auch fur
Gruppen von Mikroorganismen, z.B. aerobe Bakterien, nicht nur in Labormedien
(Koseki and Yamamoto 2007), sondern auch in zahlreichen Lebensmitteln entwickelt
(Chakraborty et al. 2015; Parish 1998; Pilavtepe-Celik et al. 2009; Van Opstal et al.
2005). Diese Modelle sind jedoch nur anwendbar, wenn die Behandlungsbedingungen
wie z.B. Druck, Temperatur und pH-Wert konstant gehalten werden. Zur Beschreibung
der Wirkung von Druck und/oder Temperatur auf die primaren Modellparameter
wurden nichtlineare sekundare Modelle, z.B. das Bigelow-Modell (Santillana Farakos
and Zwietering 2011), entwickelt, die auch fur Lebensmittel geeignet sind (Dogan and
Erkmen 2004; Koo et al. 2006; Pilavtepe-Celik et al. 2009; Van Opstal et al. 2005).
Bisher konnte kein allgemein gultiges Modell zur Beschreibung der mikrobiellen
Inaktivierungskinetik durch HHP entwickelt werden, was auf die Komplexitat der
Inaktivierungskinetik und die bisher limitierten Daten zurlckgefihrt wird (Serment-
Moreno et al. 2014; Serment-Moreno et al. 2015). Aufgrund der unterschiedlichen
Mikrobiota in den verschiedenen Lebensmitteln und der unterschiedlichen
Eigenschaften der einzelnen Spezies sowie der Komplexitat der Lebensmittelmatrizes
mussen Modelle entweder an den Einzelfall angepasst oder neue Modelle entwickelt
werden, um die mikrobielle Inaktivierungskinetik flr Einzelfalle vorhersagen zu

konnen.
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4.1.3 Zusammenfassung

Vegetative Bakterienzellen konnen mit einem Druck von 200 bis 600 MPa, auch bei
moderaten Temperaturen, inaktiviert werden (Aganovic et al., in press). Die Abtotung
ist u.a. abhangig von der Lebensmittelmatrix, dem pH-Wert und dem Wassergehalt.
Aufgrund der wissenschaftlichen Datenlage basierend auf vielen Einzelstudien und der
Erfahrungen aus der Praxis lassen sich fur bestimmte Lebensmittelgruppen,
besonders fur saure Produkte, Bedingungen fur eine HHP-Behandlung nennen, die
bei Anwendung eines HACCP-Konzeptes (Hazard Analysis and Critical Control
Points-Konzept') zu einem sicheren Produkt flihren. Voraussetzung ist, dass bei
diesen Lebensmitteln die Keimung bakterieller Endosporen bzw. das Wachstum der
daraus entstehenden vegetativen Zellen durch endogene (z.B. pH-, aw-Wert) oder
exogene Faktoren (z.B. Temperatur) ausgeschlossen sind. Wegen der komplexen
Abhangigkeiten sind keine allgemeinen Vorhersagen zur Abtotung von Bakterienzellen
unabhangig vom Lebensmittel moglich und damit auch nicht die Bestimmung
hygienerelevanter Leitkeime, die generell fir HHP-Prozesse, unabhangig vom

Lebensmittel, einsetzbar waren.

4.2 Inaktivierung bakterieller Endosporen (Sterilisation)

Durch  kombinierte = Druck-/Temperaturanwendung ist eine Inaktivierung
lebensmittelrelevanter bakterieller Endosporen mdglich, obwohl diese eine wesentlich
hohere Resistenz gegenuber Druck aufweisen als vegetative Bakterienzellen (SKLM
2004). Zu beachten ist aber, dass Endosporen durch bestimmte Druck-
/Temperaturkombinationen bei der Hochdruckbehandlung gegenuber einer
thermischen Inaktivierung stabilisiert werden kdnnen (Margosch et al. 2006). Dies ist
insbesondere bei der Entwicklung schneller Verfahren mit sehr hohen Dricken und

Temperaturen zu berucksichtigen.

4.2.1 Endosporen bildende Bakterien

Endosporen bildende Clostridium (C.) — und Bacillus (B.) — Spezies  sind
Schlusselbakterien fur die Sicherheit und den Verderb schwach saurer
(warmebehandelter) Konserven. Sporen dieser Spezies kdnnen tuber 1000 MPa Druck

bei Raumtemperatur tolerieren. Die Hitzeresistenz verschiedener bakterieller

Ihttps://mobil.bfr.bund.de/cm/350/fragen_und_antworten_zum_hazard_analysis_and_critical_control_point_
haccp_konzept.pdf
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Endosporen korreliert nicht mit hoher Druckresistenz (Margosch et al. 2004a;
Margosch et al. 2004b; Olivier et al. 2011); prinzipiell senkt/verkurzt Druck die
erforderliche Inaktivierungstemperatur und/oder -zeit (Heinz and Knorr 1996;
Margosch et al. 2003; Reddy et al. 1999; San Martin et al. 2002; Wuytack et al. 1998).

4.2.2 Hochdruck-Hochtemperaturverfahren zur Inaktivierung von Endosporen
Es wurden besondere Hochdruck- /Temperaturverfahren (HPT) entwickelt, die die
adiabatische Erwarmung wahrend des Druckanstiegs nutzen, um Lebensmittel zu
sterilisieren (siehe Kapitel 2 zur Verfahrenstechnik). Obwohl das Wissen uber
zugrundeliegende Mechanismen deutlich zugenommen hat, sind immer noch nicht alle
Aspekte der Sporeninaktivierung gut verstanden. Umfassende Ubersichten zur
Inaktivierung von Sporen durch Druck (Lenz and Vogel 2015) und zum Verhalten von
Endosporen in komplexen Lebensmittelmatrizen unter Druck (Georget et al. 2015)
stehen zur Verfugung.

Die meisten Studien zur Endosporen-Inaktivierung unter Hochdruckbedingungen
wurden an Modellorganismen wie B. subtilis und anderen Lebensmittelverderbern der
Spezies Bacillus, z.B. Geobacillus stearothermophilus, B. coagulans und
B. amyloliquefacies, durchgefihrt und befassen sich mit molekularen Mechanismen
der Hochdruckinaktivierung, darunter Veranderungen der Sporenmembran,
Freisetzung von Dipicolinsaure (DPA) und die Beteiligung der Keimungsmaschinerie
(Reineke et al. 2013a; Reineke et al. 2013b). Relevant fur die Lebensmittelsicherheit
sind jedoch ausschliel3lich Toxin-bildende Bacillus- und Clostridium- Spezies, z.B.
B. cereus, und C. perfringens sowie insbesondere die Neurotoxin-bildenden
C. botulinum-Typen, fur die vergleichsweise wenig Daten verfugbar sind.

Die Unterscheidung zwischen Bacillus- und Clostridium- Spezies ist hierbei
entscheidend, da die Inaktivierung bakterieller Endosporen durch Druck als Druck-
induzierte Sporenkeimung und anschlielende Inaktivierung gekeimter Sporen
angesehen wird und Sporenkeimung gattungsspezifisch ablauft (Margosch et al.
2004b; Reineke et al. 2013a). Verfugbare Daten fur B. subtilis (Reineke et al. 2013a),
B. amyloliquefaciens (Margosch et al. 2006; Margosch et al. 2004a) und C. botulinum
(Lenz et al. 2015; Margosch et al. 2006; Margosch et al. 2004a) legen zwar nahe, dass
es einige grundlegende Gemeinsamkeiten zwischen Clostridium- und Bacillus-Sporen
gibt, aber verschiedene Formen von Isoeffektkurven der DPA-Freisetzung und

Sporeninaktivierung spiegeln grol3e Unterschiede in der Reaktion der Bacillus- und
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Clostridium-Sporen auf HPT-Behandlungen wider, z.B. der Sporen von B. subtilis
(Reineke et al. 2012; Reineke et al. 2013a; Reineke et al. 2013b), B. amyloliquefaciens
(Margosch et al. 2006; Margosch et al. 2004a) und C. botulinum (Margosch (Lenz et
al. 2015; Margosch et al. 2006; Margosch et al. 2004a). Insbesondere die Wirksamkeit
von niedrigem Druck und maRiger Temperatur, die die DPA-Freisetzung in einem der
naturlichen Keimungsphysiologie ahnlichen Weg induzieren (Paidhungat and Setlow
2000; Paidhungat and Setlow 2001; Rode and Foster 1966; Wang et al. 2011), scheint
bei verschiedenen Clostridium-Sporen deutlich schwacher zu sein (Holters et al. 1999;
Lenz et al. 2015; Margosch 2004; Reddy et al. 1999) als bei B. subtilis (Doona et al.
2014; Georget et al. 2014; Gould and Sale 1970; Kong et al. 2014; Margosch et al.
2006; Paidhungat et al. 2002; Reineke et al. 2012; Reineke et al. 2013a; Reineke et
al. 2013b; Torres and Velazquez 2005; Wuytack et al. 1998). Auch bei erhéhten Druck-
/Temperatur-Bedingungen, bei denen eine nicht-physiologische DPA-Freisetzung zu
einer schnellen Sporeninaktivierung fuhrt, konnen betrachtliche Unterschiede in der
Kinetik der DPA-Freisetzung und in Inaktivierungsraten zwischen Clostridiium- und
Bacillus-Spezies gefunden werden, (z.B. C. botulinum (Lenz et al. 2015; Margosch
2004; Margosch et al. 2004a; Reddy et al. 1999; Reddy et al. 2006), B. subtilis
(Margosch (Margosch 2004; Reineke et al. 2013a)). Diese Unterschiede in der
Inaktivierung sind wahrscheinlich auf unterschiedliche Sporenbestandteile der
Clostridium- und Bacillus-Sporen, die an der HPT-vermittelten Inaktivierung beteiligt
sind, zurickzufihren (Adams et al. 2013; Burns et al. 2010; Cartman and Minton 2010;
Gutelius et al. 2014; Paredes-Sabja et al. 2009; Paredes-Sabja et al. 2011).

Die Keimung der Spezies aus der Ordnung Bacillales lauft Uber einen Protease-
unabhangigen Weg mit den Cortex-lytischen Enzymen SleB und CwlJ ab (Burns et al.
2010; Cartman and Minton 2010; Paredes-Sabja et al. 2011), wahrend der Protease-
abhangige Weg mit dem Cortex-lytischen Enzym SleC (Adams et al. 2013; Paredes-
Sabja et al. 2009) nicht vorhanden ist (Paredes-Sabja et al. 2011). Clostridiales kbnnen
Gene, die fur Komponenten einer der beiden als auch beide Wege codieren, besitzen,
die Keimung lauft aber meist Uber den Protease-abhangigen Weg ab, da
Komponenten des ersteren haufig nicht funktionsfahig sind (Paredes-Sabja et al.
2011).

Die aufeinanderfolgenden Schritte aus schneller DPA-Freisetzung, partieller
Kernhydratisierung, daraus folgender Aktivierung der Cortex-lytischen Enzyme,

Cortex-Lyse, weiterer Kern-Rehydratisierung und daraus resultierender Inaktivierung
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wurden far Bacillus-Sporen unter hohem Druck / erhdhten Temperaturen
vorgeschlagen (Black et al. 2007; Paidhungat et al. 2002; Reineke et al. 2011; Setlow
2003; Wuytack et al. 1998), sind aber in ahnlicher Weise fur Clostridium-Sporen
unwahrscheinlich, da das Cortex-lytische Enzyme SleC des Protease-abhangigen
Weges durch DPA-Freisetzung oder Kern-Rehydratisierung nicht aktiviert wird
(Paredes-Sabja et al. 2008; Wang et al. 2012). Selbst innerhalb der heterogenen
Gruppe von C. botulinum scheint es unmaoglich, die Wirkung von HPT-Behandlungen
auf  Sporen vorherzusagen. So gelten  Druck/Temperatur-Zonen  der
Sporenstabilisierung, die fur proteolytische C. botulinum Stamme (Typ B)
nachgewiesen wurden, (Margosch et al. 2006; Margosch et al. 2004a) nicht fur nicht-
proteolytische Stamme (Typ E) (Lenz et al. 2015).

Neuere Studien in Lebensmittelmodellsystemen und in verschiedenen Lebensmitteln
konnten die Sporenstabilisierung durch hohen Druck gegen
Hochtemperaturinaktivierung fur Typ B-Stamme bestatigen. So konnte fur
C. botulinum Typ B gezeigt werden, dass bei einer gegebenen Temperatur (100, 110
und 120 °C) die Sporeninaktivierung erhéht wurde, wenn der Druck, z.B. von 600 auf
300 MPa, reduziert wurde (Maier et al. 2018).

4.2.3 Faktoren, die die HHP-Inaktivierung von Endosporen beeinflussen

Mogliche baroprotektive oder synergistische Wirkung endogener Lebensmittel-
parameter wie Fette, Zucker, Salze, pH-Wert und Wasseraktivitat auf die HPT-
Inaktivierung bakterieller Endosporen sind noch nicht gut untersucht. In Analogie zu
Beobachtungen mit vegetativen Zellen wurde spekuliert, dass geldste Stoffe auch in
die innere Sporenmembran eindringen, mit Zellbestandteilen interagieren und
mdglicherweise zu einer verzogerten DPA-Freisetzung und Sporen-Inaktivierung
fuhren konnten (Ananta et al. 2001; Georget et al. 2015; Sevenich et al. 2013;
Sevenich et al. 2015; Sevenich et al. 2014). In einer kurzlich durchgefuhrten Studie
wurde die HPT-Inaktivierung von C. botulinum-Sporen in vier spezifischen
Fertiggerichten und Modellsystemen mit identischem pH-Wert und identischer
Wasseraktivitat verglichen (Maier 2019). Die Modellsysteme enthielten gleiche
Mengen an wichtigen Lebensmittelbestandteilen, sowie Ersatzkomponenten fiur die
Hauptklassen Fett, Protein, Kohlenhydrate und Salz. Obwohl die Inaktivierungskurven
der Sporen in Lebensmittelmodellen und echten Lebensmitteln ahnlich waren, variierte

die Gesamtzahl der Uberlebenden Sporen. Daruber hinaus war es nicht mdglich, aus
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der Wirkung einer einzelnen Hauptlebensmittelkomponente auf die Wirkungen von
komplexen Gemischen und Matrixeffekten auf Endosporen vom C. botulinum-Typ zu
schlieBen. Dies legt nahe, dass der Einfluss von Lebensmittelmatrizes auf die HPT-
Inaktivierung von Endosporen von dem, der fur die HPP-Inaktivierung vegetativer
Zellen beschrieben wird, abweichen kdnnte und komplexer und differenzierter als
bisher angenommen ist (Maier 2019). Eine Ubersicht Uber Studien, die die Abt6tung
von Sporen in Lebensmitteln untersucht haben, wurde zusammengestellt (Aganovic et

al., in press).

4.2.4 Zusammenfassung

Die HPT-Inaktivierung von Bacilli und Clostridien ist differenziert zu betrachten. Fir die
Bestimmung der Lebensmittelsicherheit in Bezug auf Toxin-bildende Clostridien ist
eine Fall-zu-Fall-Untersuchung fur mit HPT behandelte Lebensmittel erforderlich,
besonders bei niedrigen Temperaturen und/oder pH-Werten. Verschiedene Studien
mit generischem Ansatz zeigen, dass die Auswirkungen von
Lebensmittelkomponenten auf die Inaktivierung von Endosporen schwierig zu
bewerten sind und generelle Aussagen bisher nicht moglich zu sein scheinen.
Aufgrund fundamentaler Unterschiede ist es unwahrscheinlich, dass echte Surrogate
(Leitkeime) fur Clostridium-Sporen zum Zwecke der Bewertung der Wirksamkeit von
HPT-Prozessen unter den Bacillus-Arten gefunden werden konnen. Fur die
proteolytischen C. botulinum-Typen A und B konnte C. sporogenes als Surrogat
fungieren, da der Unterschied zwischen diesen Organismen auf die Toxinbildung
beschrankt ist. Fur den nicht-proteolytischen Typ E konnen zurzeit keine Surrogate

vorgeschlagen werden.

4.3 Viren
In der Stellungnahme von 2004 wurde festgehalten, dass Viren grundsatzlich durch
Hochdruck inaktiviert werden koénnen, aber wenig Daten vorhanden sind. Eine

generelle Aussage war zur damaligen Zeit nicht moglich (SKLM 2004).

4.3.1 Lebensmittel-relevante Viren
Die wichtigsten Viren, die durch Lebensmittel Ubertragen werden, sind Norovirus und
Rotavirus, Verursacher einer Gastroenteritis, sowie Hepatitis A- und E-Virus,

Verursacher einer infektiosen Hepatitis. Diese Viren sind RNA-Viren ohne Virushlille,
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die im Allgemeinen eine hohe Stabilitat gegenlber den meisten Umweltbedingungen
aufweisen. Die Ublicherweise identifizierten Lebensmittelmatrizes, die an
Krankheitsausbrichen beteiligt sind, sind fur die einzelnen Viren unterschiedlich.
Norovirus, Rotavirus und Hepatitis A-Virus werden Uber menschlichen Kot
ausgeschieden und kontaminieren hauptsachlich Lebensmitteloberflachen wahrend
der Handhabung von Lebensmitteln. Dartber hinaus wurden Schalentiere und Beeren
oft als Virusubertragungsvehikel identifiziert, die durch Kontakt mit Abwasser wahrend
ihres Wachstums kontaminiert werden. Im Gegensatz dazu ist das Hepatitis E-Virus
zoonotisch und weit verbreitet in subklinisch infizierten Schweinen und Wildschweinen.
Fleisch und Fleischprodukte, die aus infizierten Tieren gewonnen werden, sind daher
als Infektionsquelle des Menschen mit diesem Virus anzusehen (Giannini et al. 2018;
Szabo et al. 2015).

4.3.2 Uberblick iiber die HHP-Inaktivierung von Viren

Die ausgepragte Stabilitat gegenuber einem gegebenen Umweltfaktor kann zwischen
den Viren und auch zwischen verschiedenen Typen des gleichen Virus betrachtlich
variieren. Dies wurde wiederholt in Hitzestabilitatsstudien (Arthur and Gibson 2015)
und auch fur HHP-Behandlungen (siehe unten) gezeigt.

Studien zur Inaktivierung durch HHP wurden fur verschiedene Virus-Arten
(Anhang, Tabelle 2) wie u.a. fur Hepatitis A-Virus (Pavoni et al. 2015), Humanes
Norovirus (Li et al. 2013a), Vogel-Influenzavirus (Isbarn et al. 2007), Rotavirus (Araud
et al. 2015), Humanes Adenovirus (Kovac et al. 2012) sowie verschiedene
humanpathogene Picornaviren (Kingsley et al. 2004) einschliel3lich des Poliovirus
(Kingsley et al. 2002) veroffentlicht. Die HHP wird auch eingesetzt, um inaktivierende
Verfahren zur Impfstoffherstellung zu entwickeln (Dumard et al. 2013) oder die
Ausbreitung tierpathogener Viren durch importierte Fleischprodukte zu kontrollieren
(Buckow et al. 2017).

In den zahlreichen Studien zur Inaktivierung von Viren in Lebensmitteln, die fir den
menschlichen Verzehr bestimmt sind, erwies sich meist eine Behandlung mit 400 MPa
fur 5 Minuten bei 4°C als wirksam (>4logio Abnahme), wobei die
Lebensmittelmatrizes eine Rolle bei der Virusstabilitat spielen. Die Effizienz von HHP
war daruber hinaus von verschiedenen Faktoren insbesondere von der untersuchten
Virusspezies abhangig, so dass in einigen Studien deutlich hdhere Druck/Zeit-

Kombinationen flr eine signifikante Inaktivierung notwendig waren. Auch kdnnen

21



verschiedene Genotypen der gleichen Virusspezies unterschiedliche Stabilitaten
gegenuber HHP zeigen, wie fur Humanes Norovirus und Rotavirus gezeigt wurde
(Araud et al. 2015; Li et al. 2013a; Lou et al. 2016; Ye et al. 2015).

Die unterschiedlichen Mechanismen der Virusinaktivierung durch HHP sind bisher
nicht vollstandig bekannt. Eine Zerstérung oder Deformation des viralen Kapsids
wurde nach HHP nachgewiesen, obwohl die Antigenitat des Virus weitgehend erhalten
blieb (Dumard et al. 2013; Lou et al. 2011). Im Gegensatz dazu war das Virusgenom
nach HHP-Behandlung offensichtlich nicht oder nur leicht geschadigt (Lou et al. 2011;
Sanchez et al. 2011).

4.3.3 Faktoren, die die HHP-Inaktivierung von Viren beeinflussen

Faktoren, die die Effizienz der HHP-Behandlung je nach Héhe und Dauer des Druckes
beeinflussen, sind Temperatur, pH-Wert, Salzkonzentration und die
Zusammensetzung der Einbettungsmatrix. Wahrend mehrere Studien fur Noroviren
eine hohere Effizienz von HHP bei tiefen Temperaturen mit einem Optimum bei 0 °C
zeigen (Huang et al. 2014b; Lou et al. 2015), wurden flr Hepatitis A-Viren bei 20 °C
im Vergleich zu 5 °C bessere Ergebnisse erzielt (Kingsley and Chen 2009). Wahrend
niedrige pH-Werte zu einer besseren Inaktivierung des Hepatitis A-Virus fuhrten
(Kingsley and Chen 2009), war die Inaktivierung des Humanen Norovirus bei
neutralem pH-Wert effizienter als bei niedrigem pH-Wert (Li et al. 2013a; Lou et al.
2016). Zunehmende Konzentrationen von Natriumchlorid fihren zu einer niedrigeren
HHP-Effizienz fur das Hepatitis A-Virus (Kingsley and Chen 2009). Die Zugabe von
Calciumchlorid zeigte eine signifikante Schutzwirkung gegen HHP-Inaktivierung des
Norovirus (Sanchez et al. 2011) und Adenovirus (Kovac et al. 2012). Das Hepatitis A-
Virus wurde in marinierten Schalentieren durch HHP im Vergleich zu nicht marinierten
Schalentieren wirksamer inaktiviert (Pavoni et al. 2015). Norovirus war an
getrockneten Beeren im Vergleich zu frischen Beeren deutlich resistenter gegen HHP-
Inaktivierung (Huang et al. 2014b; Li et al. 2013a). Eine kurzlich durchgefihrte Studie
bestatigte Unterschiede in der Stabilitat des Norovirus gegentber HHP, je nachdem
ob es in griinen Zwiebeln oder in Salsa enthalten war (Sido et al. 2017). In den meisten
Studien wurden nur wenige unterschiedliche Druck/Temperatur/Zeit-Kombinationen
untersucht. Es gibt Studien zur Entwicklung von Modellen, die eine Vorhersage der
Virusinaktivierung in  Abhangigkeit verschiedener Parameterkombinationen

ermdglichen (Buckow and Heinz 2008).
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4.3.4 Surrogatviren und alternative Methoden zur Bewertung der
Virusinaktivierung

Fir viele im Lebensmittelbereich relevanten Viren, wie z.B. das Humane Norovirus und
das Hepatitis E-Virus, existieren bisher keine effizienten Zellkultursysteme, um deren
Infektiositat direkt zu testen. Kirzlich veroffentlichte neuartige Zellkultursysteme fur
Humane Noroviren (Ettayebi et al. 2016; Jones et al. 2014 ) sind vielversprechend, aber
fur groRere Stabilitatsstudien bisher noch nicht anwendbar. Im Falle des Hepatitis E-
Virus scheinen kurzlich von chronisch infizierten Patienten isolierte Virusstamme, die
ein  erhohtes  Zellkulturwachstum  zeigen, fur die Verwendung in
Virusinaktivierungsstudien geeignet zu sein (Cook et al. 2017). Bisher wurden diese
Systeme aber noch nicht zur Untersuchung des Einflusses von HHP auf die
Infektiositat von Viren verwendet. Dies wurde vorwiegend mit Hilfe ahnlich aufgebauter
und ahnlich empfindlicher Viren (Surrogatviren), die einfacher auf Infektiositat getestet
werden konnen, ermittelt. Alternativ werden molekulare Kapsid-Integritatstests, d.h.
Isolierung von Viruspartikeln und Priufung auf Funktionalitat, eingesetzt.

Die hauptsachlich verwendeten Surrogatviren fir Humanes Norovirus waren Murines
Norovirus (Huang et al. 2014b; Lou et al. 2011; Sanchez et al. 2011), Felines
Calicivirus (Chen et al. 2005; Kingsley and Chen 2008) et al., 2005, Kingsley und Chen,
2008) und in einer neueren Studie das Tulane-Virus, ein Calicivirus aus Affen (Li et al.
2017). Die Bedeutung der Daten zu den Surrogatviren fur das Norovirus ist jedoch
umstritten (Richards 2012). Bisher wurde eine Studie mit verschiedenen Viren und
Bakteriophagen, die als Surrogate fur das Hepatitis E-Virus mit HHP behandelt
wurden, publiziert (Emmoth et al. 2017).

Es gibt eine Humanstudie zum Humanen Norovirus in Austern, in der die Infektiositat
nach HHP-Behandlung direkt an Freiwilligen untersucht wurde, gefolgt von der
Analyse ihrer Virusausscheidung (Leon et al. 2011). In dieser Studie war eine
Behandlung bei 600 MPa fir 5 Minuten fur die vollstandige Inaktivierung notwendig.
Im Gegensatz dazu war das Murine Norovirus bereits nach einer HHP-Behandlung bei
400 MPa fur 2 min vollstandig inaktiviert (Lou et al. 2011). Auch die Ergebnisse aus
Kapsid-Integritatstests mussen mit Vorsicht interpretiert werden. Intakte Viruspartikel
werden hierbei durch Bindung an Rezeptormolekule gereinigt, gefolgt von einem
Nachweis des verpackten Virusgenoms durch die Reverse-Transkriptase-

Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR). In den meisten Fallen wurde diese Methode
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nicht durch direkten Vergleich mit Infektiositatsassays uUberprift. Mindestens eine
Studie zeigte jedoch eine gute Ubereinstimmung dieser Technik mit einem
Tierinfektiositatstest, bei dem gnotobiotische Ferkel (d.h. moglichst keimfrei
aufgezogen) mit menschlichen Noroviren inokuliert wurden und die Virusausscheidung

gemessen wurde (Lou et al. 2015).

4.3.5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren wurde eine Vielzahl von Viren hinsichtlich ihrer Stabilitat
gegenuber HHP-Behandlung untersucht sowie Faktoren, die ihre Stabilitat
beeinflussen, identifiziert. Aufgrund der Notwendigkeit aufwandiger Zellkulturen oder
molekularer Techniken wurden in den meisten dieser Studien jedoch nur einige wenige
Analysepunkte  untersucht, und umfassendere kinetische Studien und
Vorhersagemodelle fehlen meist. Die log1o-Reduktion eines Virus, die nétig ist, um ein
sicheres Lebensmittel zu erhalten, ist bis jetzt noch nicht definiert. Aulerdem fehlen
Zellkultursysteme zur Infektiositatsbestimmung besonders von den relevanten Virus-
Arten Humaner Norovirus und Hepatitis E-Virus, wodurch bisher nur Abschatzungen
zu deren Inaktivierung auf der Basis von Surrogatviren und molekularer Techniken

erfolgten.

4.4 Parasiten

In der Stellungnahme von 2004 wurde das Thema der Hochdruckinaktivierung von
lebensmittelrelevanten Parasiten aufgrund fehlender Daten nicht aufgegriffen. Die
Inaktivierung von Parasiten mittels hydrostatischem Druck wurde seit 2004

weitergehend untersucht und prinzipiell nachgewiesen.

4.4.1 Lebensmittel-relevante Parasiten

Parasiten, die Uber Lebensmittel Ubertragen werden und Krankheiten beim Menschen
verursachen kdnnen, gehéren zu den Protozoen oder zu den Helminthen.

Protozoen sind einzellige Eukaryonten, die freilebend oder parasitar sein kdnnen.
Parasitare Protozoen sind in der Lage, sich im Menschen zu vermehren, was zu ihrer
Verbreitung beitragt und auch die Entwicklung schwerer Infektionen aus nur einem
einzigen Organismus zur Folge haben kann. Zu den fur den Menschen infektiosen
Protozoen zahlen die Toxoplasmen, Amdben, Krypto- und Sarkosporidien und

Geildeltiere wie Giardia und Leishmania.
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Helminthen sind Wirmer, die freilebend oder parasitar sein konnen. Bekannteste
parasitare Vertreter sind Bandwurmer (Cestoden) und Saugwurmer (Trematoden) aus
dem Stamm der Plattwurmer (Plathelminthes), Spulwirmer (z.B. Ascaris), Trichinella
und Anisakidae aus dem Stamm der Fadenwirmer (Nematoden) und verschiedene
menschliche Darmparasiten, wie Moniliformis, aus dem Stamm der Kratzwurmer
(Acanthocephala).

Lebensmittelbedingte Infektionen mit Parasiten sind selten, konnen aber erhebliche
gesundheitliche Auswirkungen haben. Unter den 24 (potenziell) durch Lebensmittel
Ubertragbaren Parasiten, die von der FAO/WHO 2012 (FAO/WHO, 2014) zur
Risikoeinstufung aufgelistet wurden, kann die Ubertragung von 14 von ihnen mit
Lebensmitteln tierischen Ursprungs (Meeres- als auch SuRwasserfische,
SuRwasserkrustentiere, Schweinefleisch, Rindfleisch und Wildtierfleisch, seltener
Muscheln und Milch) erfolgen. Lebensmittel pflanzlichen Ursprungs kénnen fakal
verunreinigt sein und zu Ubertragern von Parasiten werden (Painter et al. 2013).

Der Rohverzehr von leichtverderblichen oder kontaminierten Produkte oder die
minimale Verarbeitung von Produkten tierischen Ursprungs sind Hauptursache fir die
Ubertragung von Parasiten. Fischprodukte wie Sushi, Sashimi und Ceviche, oft infiziert
mit Anisakis simplex (Mo et al., 2014; Robertson, 2018), oder kurz bzw. nicht gegarte
Fleischprodukte wie Tartar, Carpaccio und thailandisches Khao Soi sind Lebensmittel,
die mit Parasiten belastet sein kdnnen. Einige Kochtechniken, wie z.B. kurze
Garzeiten, oder andere Zubereitungsarten tierischer Produkte (z.B. Fermentation,
Trocknung, Gefrieren, etc.) reichen moglicherweise zur Inaktivierung der Parasiten
nicht aus. Eine Moglichkeit der Inaktivierung bei angestrebtem Erhalt der Frische bietet

die Anwendung von hydrostatischem Hochdruck.

4.4.2 Uberblick iiber die HHP-Inaktivierung von Parasiten

Untersuchungen zur Wirkung von HHP wurden Uberwiegend mit Anisakis simplex
(Spulwurm), Trichinellen, Toxoplasma und Cryptosporidium parvum (Protozoen)
durchgefuhrt (Anhang, Tabelle 3).

Anisakis-Larven wurden aus Fischgewebe isoliert und nach HHP-Behandlung bis
200 MPa fur 10 Minuten bei 0 °C und 15 °C auf ihre Beweglichkeit als Indikator fur das
Uberleben untersucht. Oberhalb von 140 MPa werden die Larven erfolgreich
abgetotet, unterhalb von 140 MPa muss die Behandlungszeit fur einen Prozesserfolg

um bis zu eine Stunde verlangert werden. Druckzyklen erhdhten den Prozesserfolg im
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Vergleich zu einer einzigen Druckbehandlung und ahnlicher Behandlungszeit (Molina-
Garcia und Sanz, 2002).

Eier von Ascaris suum (Schweinespulwurm) wurden mit unterschiedlich hohem HHP
behandelt. HHP Uber 300 MPa verhinderte die Zellteilung und damit die Entwicklung
der Eier, darunter entwickelten sich in Abhangigkeit der Druckhdhe 2 % der Eier nach
einer Behandlung mit 250 MPa bis 98 % nach einer Behandlung von 138 MPa
(Rosypal et al., 2011).

Auswirkungen von HHP (100 bis 550 MPa, 1 min) auf die Lebensfahigkeit von
Toxoplasma gondii Oozysten wurden anhand von Futterungsversuchen an Mausen
untersucht. Oozysten, die mit Uber 340 MPa behandelt wurden, waren fur Mause nicht
infektids, unbehandelte oder unter 270 MPa behandelte Oozysten |0sten eine akute
Toxoplasmose aus. Lichtmikroskopische Untersuchungen zeigten keine strukturellen
Veranderungen der Oozysten nach einer Behandlung bis 550 MPa (Lindsay et al.,
2005).

In einer weiterfuhrenden Studie wurden die Auswirkungen einer HPP-Behandlung (100
bis 400 MPa fur bis zu 90 Sekunden) auf lebensfahige Gewebezysten von
Toxoplasma gondii VEG (Typ Ill) in Schweinehackfleisch untersucht. Die mit Gber
300 MPa behandelten Gewebezysten fuhrten zu keiner Infektion in Mause. Bei einer
Behandlung unter 200 MPa kam es unabhangig von der Behandlungszeit zu einer
Infektion (Lindsay et al., 2006).

Himbeeren wurden mit 5 x 10* Oozysten von Toxoplasma gondii VEG (Typ IlI) beimpft
und mit 100 bis 500 MPa fur 60 s behandelt. Es waren 340 MPa fur 60 Sekunden
notwendig, um eine Infektion mit den inokulierten Proben zu verhindern (Lindsay et al.,
2008).

In einer anderen Studie wurden Cryptosporidium parvum Oozysten in Apfel- und
Orangensaft suspendiert und mit etwa 550 MPa fur bis zu 120 Sekunden behandelt.
Die Ergebnisse zeigten, dass HHP C. parvum Oozysten nach 30 Sekunden um mehr
als 3,4 logo inaktiviert hat. Proben, die 60 Sekunden und langer mit HHP behandelt
wurden, zeigten keine Infektiositat (Slifko et al., 2000).

Fur Cyclospora cayetanensis (Protozoen), nachweisbar an Lebensmitteln, die fakal
verunreinigt waren und Darminfektionen auslosten, gibt es keine Tests auf
Infektiosistat. Eimeria acervulina (Gefligel-Kokzidiose) gilt als Surrogat fur diesen
Parasiten. In einer Studie wurden Himbeeren und Basilikum mit verschieden hohen

Mengen an sporulierten Eimeria acervulina Oozysten (10* und 10% Oozysten) beimpft
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und mit 550 MPa bei 40 °C fur 2 Minuten behandelt. Die aus den Druck-behandelten
Produkten isolierten Oozysten wurden an Masthuhner verfuttert. Die HUhner blieben
asymptomatisch und schieden keine Oozysten aus (Kniel et al., 2007).

Die Auswirkungen von HHP (140 bis 550 MPa fur 1 Minute) auf die Infektiositat von
Encephalitozoon cuniculi Sporen (Encephalitozoonose bei Kaninchen) wurde in vitro
an Wirtszellen untersucht. Es wurde kein Einfluss auf die Infektiositat der mit 140 MPa
behandelten Sporen beobachtet. Die mit Uber 200 MPa behandelt Sporen zeigten eine
Verringerung der Infektiositat. Nach der Behandlung Uber 345 MPa konnten die
Sporen die Wirtszellen nicht mehr infizieren. Es wurden keine morphologischen
Veranderungen an druckbehandelten Sporen mit der Transmissions-
Elektronenmikroskopie beobachtet (Jordan et al., 2005).

4.4.3 Methoden zum Nachweis der Inaktivierung

Die infektiose Einheit fur Parasiten kann ein Individuum (z.B. Amobe), ein Ei oder ein
Larvenstadium (Helminthen) oder auch vier bis acht Individuen (reife Oozysten) sein.
Fur Parasiten, die Gewebezysten bilden, kann eine infektidse Einheit (die
Gewebezyste) daher auch aus einigen wenigen bis zu ca. 1000 Individuen pro
Gewebezyste (z.B. Toxoplasma) bestehen. Aufgrund der variierenden
Infektionseinheiten konnen logarithmische Inaktivierungsverlaufe nur beschrieben
werden, wenn die zu Grunde liegende Infektionseinheit benannt wird (z.B.
Gewebezyste, Zyste, Oozyste, Ei). Parasiten auf oder in Lebensmitteln wachsen oder
vermehren sich wahrend der Lagerung im Gegensatz zu bakteriellen Erregern nicht.
Infolgedessen kann eine Reduktion um zwei- oder drei Zehnerpotenzen fur parasitare
Kontamination bereits sehr bedeutsam sein (Franssen et al, 2019).

Die Ubertragungsstadien der meisten lebensmittelbedingten Parasiten erfordern ein
Wirtstier und konnen deswegen nicht im Labor kultiviert werden. Die bisherige
Standardmethode zur Beurteilung der Inaktivierung von Parasiten ist die Bestimmung
der Infektiositat mittels Bioassay. Die Verwendung von Versuchstieren ist dabei jedoch
umstritten. In neueren Studien wurden Untersuchungen der Infektiositat anhand von
Ersatzindikatoren durchgefuhrt. Solche validierten Indikatoren konnen z. B. der Verlust
der Entwicklungsfahigkeit eines Parasiten sein, eine mikroskopische Bewertung der
Motilitat bzw. der morphologischen Integritat oder molekularbiologische Methoden zur

Bewertung genetischer Aktivitaten (Rousseau et al., 2018).
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4.4.4 Zusammenfassung

Parasiten, die Uber Lebensmittel Ubertragen werden konnen, sind eine sehr
heterogene Gruppe aus einzelligen Eukaryonten und Helminthen. Sie vermehren sich
nicht auf dem Lebensmittel und gelangen teilweise durch unsaubere
Produktionsbedingungen auf die Lebensmittel. Generell kann bei einer
Hochdruckbehandlung zur Inaktivierung von vegetativen Bakterien von einer
begleitenden inaktivierenden Wirkung auf Parasiten ausgegangen werden. Bisherige
Studien deuten darauf hin, dass auch fir die Parasiten die Bedingungen zur
Inaktivierung je nach Parasitenart und Lebensmittel variieren kdnnen. Aus den bisher
vorliegenden Untersuchungen kann jedoch abgeleitet werden, dass unter den
industrierelevanten Druck/Zeit/Temperaturbedingungen von 550 MPa, 2 min und
20 °C Parasiten soweit geschadigt werden, dass keine Infektiositat sowohl in
pflanzlichen als auch in tierischen Lebensmitteln mehr nachweisbar ist
(Anhang, Tabelle 3). Wenn die vollstandige Inaktivierung der Parasiten bei niedrigeren
Druckstufen ein Prozessziel ist, muss ggf. die erfolgreiche Wirkung Uberpruft werden,
da unterhalb von 300 bis 350 MPa die Effizienz der Abtdtung bisher untersuchter
Parasiten abnimmt. Bei Meeresfrichten, Schalentieren und ,ready to eat‘
Lebensmitteln, Produkte, die bereits mit HHP kommerziell behandelt werden
(Tabelle 1), sollte dies bei vermutetem Parasitenbefall bertcksichtigt werden.

5 Auswirkungen der Hochdruckbehandlung auf Lebensmittelinhaltsstoffe

In der Stellungnahme von 2004 wurde festgehalten, dass untersucht werden muss, ob
das Verfahren im Vergleich zu konventionell behandelten Erzeugnissen
Veranderungen der chemischen Zusammensetzung und/oder Struktur der
Lebensmittelinhaltsstoffe bewirkt (SKLM 2004).

Diese Veranderungen konnen das Resultat der direkten Wirkung des Hochdrucks auf
Inhaltsstoffe sein oder durch das Einwirken auf den Ablauf chemischer Reaktionen
hervorgerufen werden, welche stoffliche Veranderungen zur Folge haben. Bei der
Betrachtung zellstrukturierter Lebensmittelsysteme ist zudem noch die maogliche
Beeinflussung der Zell- und Gewebestruktur durch die Hochdruckbehandlung zu
berucksichtigen. Hieraus konnen sich indirekte Auswirkungen auf die Stabilitat sowie
die analytische Erfassung von Lebensmittelinhaltsstoffen ergeben.
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5.1 Einfluss auf chemische Reaktionen

Die SKLM hat 2004 darauf hingewiesen, dass prinzipiell solche chemischen
Reaktionen unter Druck beschleunigt werden konnen, deren Reaktions- und
Aktivierungsvolumina negativ sind (SKLM 2004). Aus der organischen Chemie
bekannte Beispiele wie Zykloadditionen und Bildung von Sulfonium- oder
Phosphonium-Salzen sind im Lebensmittel mangels geeigneter Reaktionspartner von
untergeordneter Bedeutung. Im Vergleich zur Sicherheitsbewertung von 2004 wurden
durch gezielte Untersuchungen lebensmittelnaher Modellsysteme nach HHP-
Behandlung deutliche Fortschritte in der Bewertung einzelner chemischer Aspekte

erzielt.

5.1.1 Reaktionen kurzkettiger Kohlenhydrate

Im Allgemeinen sind Kohlenhydrate hochdruckstabil. Aus Untersuchungen zur
Mutarotation von Monosacchariden, z.B. die Mutarotation der Glucose, die mit Druck
beschleunigt wird, kann allerdings eine hohere Reaktivitat abgeleitet werden
(Andersen and Gronlund 1979). In Versuchen mit Rohmilch wurde bestatigt, dass das
Aktivierungsvolumen der Isomerisierung von Laktose zu Laktulose ein negatives
Vorzeichen hat (Martinez-Monteagudo and Saldafia 2015) und bei 600 MPa, 120°C
und 15 Minuten Haltezeit eine Laktulosekonzentration von 650 mg/L erreicht wurde.
Wegen der extremen Bedingungen liegt dieser Wert aufgrund der Kinetik der
Laktulosebildung in einer GroRenordnung, die im Grenzbereich zwischen
kommerzieller, konventioneller UHT-Milch (135 bis 150 °C fur wenige Sekunden) und
Sterilmilch (110-120°C fur 10-30 Minuten) gefunden werden kann (Cattaneo et al.
2008). Im Gegensatz dazu wurde am Beispiel von Laktose in alkalischer Losung unter
Hochdruck eine Verlangsamung der Isomerisierung beschrieben (Moreno et al.
2003b). Eine erhohte Reaktivitat findet man auch fur Dicarbonyle, die als
Zuckerabbauprodukte in der fortgeschrittenen Phase der Maillard-Reaktion auftreten.
Diese reagieren sowohl in An- wie auch in Abwesenheit von Proteinen zu bislang nicht
naher charakterisierten Produkten weiter (Schwarzenbolz et al. 2017; Schwarzenbolz
and Henle 2010). Mdgliche Triebfeder dieses Ablaufes kann eine druckverstarkte
Aldolreaktion sein, die in Maillard-System beschrieben ist und dort zu Verschiebungen

der Aromazusammensetzung fuhrt (Schieberle et al. 2005).
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Bisher wurden keine weitergehenden Untersuchungen zur Auswirkung von Druck auf
Karamellisierungsreaktionen, das heil3t auf verfahrensbedingte Reaktionen von
Kohlenhydraten, beschrieben.

5.1.2 Maillard-Reaktion

Die Maillard-Reaktion, die Reaktion zwischen reduzierenden Kohlenhydraten und
Aminokomponenten, beeinflusst Farbe und Aroma von Lebensmitteln, und
Auswirkungen der Produkte auf die menschliche Gesundheit werden in der Literatur
diskutiert (Henle 2007). Da Druck in lonenmilieus, wie sie in Lebensmitteln Ublich sind,
zu einer pH-Absenkung fuhrt, wird die Maillard-Reaktion (MR) bei der Messung von
Summenparametern wie Braunung verlangsamt (Tamaoka et al. 1991). Fur einzelne
Stadien konnten im Modellsystem Aktivierungsvolumina ermittelt werden, die
allerdings lediglich fr den initialen Kondensationsschritt negativ, also beschleunigend,
waren (Isaacs and Coulson 1996). Bei deutlich alkalischen pH-Werten, die in
Lebensmitteln nicht auftreten, wird eine Beschleunigung der frihen und
fortgeschrittenen Maillard-Reaktion beschrieben (Isaacs and Coulson 1996; Moreno et
al. 2003a).

Gezielte Untersuchungen zur Druckauswirkung auf definierte Maillard-Systeme
lieferten fur Reaktionen an Lysinresten bis dato zur Uberwiegenden Mehrheit
verlangsamende Auswirkungen (Bristow and Isaacs 1999; Buckow et al. 2011; Hill et
al. 1996; Schwarzenbolz et al. 2017; Schwarzenbolz et al. 2002). Als Grund wird die
verstarkte Protonierung der €-Aminogruppe unter Druck angesehen (Schwarzenbolz
et al. 2017). Lediglich zu Amadori-Produkten, wie beispielsweise Fructoselysin, die
quantitativ bedeutsame MR-Produkte sind, wurden bis zum jetzigen Zeitpunkt
widerspruchliche Aussagen gemacht (Ma et al. 2017; Moreno et al. 2003a). Von dieser
Ausnahme abgesehen fuhrt der Druckeinfluss zu einer Reduzierung der Maillard-
Reaktion an Lysinresten (Ruiz et al. 2016).

Im Gegensatz dazu zeigen Untersuchungen, dass Reaktionen an Argininresten mit
Druck beschleunigt werden konnen. Verschiedene Produkte (z.B. Pentosidin
(Schwarzenbolz et al. 2000) oder Carboxymethylarginin (Alt and Schieberle 2005)
werden nach Druckbehandlung in héheren Konzentrationen nachgewiesen, als in
aquivalenten Ansatzen unter Atmospharendruck. Allerdings handelt es sich bei diesen
Verbindungen um Minorkomponenten, die selbst im Modellansatz unter nicht
praxisrelvanten Bedingungen (Pentoselberschul3, 60 °C, 600 MPa, 2 h Haltezeit) nur
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Konzentrationen erreichten (im genannten Fall bis 4,3 mg Pentosidin/100 g Protein),
die in handelsublichen Lebensmitteln auch gefunden werden (z.B. Rostkaffee
4,0 mg/100g Protein (siehe: (AGE-database 2019); AGEs are advanced glycation end
products)). Weitere typische Verbindungen stellen Kondensationsprodukte von Arginin
mit Dicarbonylen (Zuckerabbauprodukte), sogenannte Hydroimidazolone, dar (Hellwig
and Henle 2014). Auch hier kann im HPT Modellsystem die Reaktionsgeschwindigkeit
erhoht werden (Alt and Schieberle 2005).

FUr das kinetische Verhalten des Strecker-Abbaus, der im Zuge der Maillard-Reaktion
zur Bildung aromaaktiver Aldehyde und Pyrrazine fuhrt, konnte ein verlangsamender
Einfluss des Druckes gezeigt werden (Kebede et al. 2017).

Grundsatzlich konnten unter Hochdruck keine neuartigen MR-Produkte nachgewiesen

werden.

5.1.3 Lipidoxidation

Die Autoxidation von Lipiden verlauft Uber einen Radikalkettenmechanismus, die auch
von Druck beeinflusst werden kann (Tauscher 1995). Untersuchungen an
Linolensaure bestatigten die Auffassung, dass die Startphase durch Druck
verlangsamt und die Kettenfortpflanzung beschleunigt wird (Martinez-Monteagudo and
Saldafna 2014). Kettenabbruchsreaktionen sind diffusionskontrolliert und werden
daher unter Druck vermindert. Entsprechend sind die Ausgangsqualitat der Lipide und
die Anwesenheit pro-oxidativer Stoffe (z.B. Metallionen) wahrend der Behandlung
ausschlaggebend fur den Druckeinfluss. In hochdruckbehandelten, gelagerten
Lebensmitteln verkirzte sich oftmals die Induktionsphase und damit die Lagerstabilitat
(Buckow et al. 2013; Cheah and Ledward 1996; Segovia Bravo et al. 2012; Simonin et
al. 2012). Als Ursache wird die Freisetzung von Pro-Oxidantien wahrend der
Druckbehandlung aus der Lebensmittelmatrix angesehen (Bolumar et al. 2012).
Daruber hinaus beeinflussen viele Randbedingungen wie pH-Wert, Wassergehalt,
Antioxidantien Fettsaurespektrum und enzymatischen Aktivitaten den Verlauf der
Lipidoxidation wahrend einer Druckbehandlung und der anschliefenden Lagerung,

was die Vergleichbarkeit von Untersuchungen erschwert.

5.1.4 Prozesskontaminanten
Die Bildung von Prozesskontaminanten ist hauptsachlich abhangig von der

Hitzeintensitat einer thermischen Behandlung. Die Verringerung der thermischen
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Belastung wahrend der HHP-Behandlung fuhrt zu niedrigeren Konzentrationen im
Vergleich zu herkdmmlichen thermischen Behandlungen. Als Ersatz fir die thermische
Sterilisation, die besonders hohe Temperaturen nutzt, ist die HHP-Sterilisation von
besonderem Interesse. Es gibt Hinweise, dass unter Druck andere bzw. verlangsamte
Maillard-Reaktionswege in Abhangigkeit von z.B. pH-Wert, der Behandlungszeit und
dem Druckniveau ablaufen, die zu geringerer Belastung mit AGEs fuhren. Hinsichtlich
einer toxikologischen Bewertung wirkt sich die unter Druck verminderte Bildung
prozessinduzierter Kontaminanten wie Furan (Sevenich et al. 2013), Acrylamid (De
Vleeschouwer et al. 2010; Keramat et al. 2011) aber auch Dicarbonylen (siehe auch
4.1.2) eher positiv aus. Fur 5-(Hydroxymethyl)furfural (HMF), dessen toxikologische
Relevanz fragwurdig ist (Abraham et al. 2011), konnte in Karamell eine reduzierte
Bildung beschrieben werden (Guan et al. 2011), wahrend im komplexeren
Lebensmitteln ein Konzentrationsanstieg nach HHP gefunden wurde (Liu et al. 2014).
Allerdings gibt es nur begrenzte Informationen zur Druckabhangigkeit der
Reaktionskinetik bei HP-Sterilisation. Weiterhin zu beachten ist, dass viele Ergebnisse
im LabormaRstab erfolgt sind, deren Ubertragbarkeit auf kommerzielle Anwendungen
nicht geklart ist.

Polycyclische aromatische Kohlenwasserstoffe (PAK) bendtigen zur Bildung
drastische Temperaturbedingungen z.B. unvollstandige Verbrennung, die im
kommerziellen Einsatz von HHP oder HPT nicht erreicht werden. Daher ist mit einer
produktionsbedingten Entstehung nicht zu rechnen (Segovia Bravo et al. 2012).

Zu N-Nitrosoverbindungen gibt es lediglich in einer Literaturstelle Hinweise, dass diese
unter erhohtem Druck bei Anwesenheit von Nitrit und sekundaren Aminen gebildet

werden kdnnen (Segovia Bravo et al. 2012).

5.1.5 Zusammenfassung

In den letzten Jahren konnten bei Untersuchungen zur Maillard-Reaktion, also mit
Beteiligung einer Aminokomponente, unter HHP deutliche Fortschritte gemacht
werden. Obwohl noch nicht alle Fragen geklart sind, kann im Allgemeinen kein Anstieg
unerwunschter Verbindungen insbesondere von Lysinderivaten (z.B. AGEs) oder das
Auftreten neuartiger Verbindungen beobachtet werden. Davon abzugrenzen sind Um-
und Abbaureaktionen von Kohlenhydraten ohne Aminokomponente, die laut den
vorhandenen Berichten durch Druck beschleunigt werden. Im Bereich der

Kohlenhydrate und Lipidoxidation sind trotz neuer Erkenntnisse noch nicht

32



ausreichend Details des reaktiven Verhaltens fir eine allgemeine Bewertung
vorhanden. Allerdings legt eine Einschatzung der vorhandenen Literatur nahe, dass
generelle Aussagen mit Hilfe weiterer Untersuchungen unter Einsatz moderner

Verfahren moglich werden.

5.2 Einfluss auf Inhaltsstoffe und die Struktur von Lebensmitteln

In der Stellungnahme von 2004 wurde darauf hingewiesen, dass uber Inhaltsstoffe und
ihr Verhalten unter hydrostatischem Druck nur wenige Daten vorliegen (SKLM 2004).
In den letzten Jahren haben sich viele Studien mit dem Einfluss von HHP auf
Lebensmittelinhaltsstoffe und -strukturen, die teilweise auch Aspekte der
Lebensmittelsicherheit betreffen, befasst (Aganovic et al., in press).

Ein Effekt von hydrostatischem Hochdruck auf die Primarstruktur von
Lebensmittelinhaltsstoffen ist in Gblichen Druckbereichen, die weit unter 2 GPa liegen,
aufgrund der sehr geringen Kompressibilitat kovalenter Bindungen nicht zu erwarten
(Aertsen et al. 2009). Im Gegensatz dazu wird die raumliche Struktur von
Makromolekillen durch eine Hochdruckbehandlung aufgrund der Kompressibilitat der
Raumstruktur beeinflusst und es ergibt sich ein dynamisches Verhalten von
Makromolekulen unter Druck (Balasubramaniam 2016). Eine Hochdruckbehandlung
kann daher neben der Anwendung zur Haltbarmachung von Lebensmitteln auch zur

gezielten Modifizierung von Lebensmittelstrukturen eingesetzt werden.

5.2.1 Sekundare Pflanzenstoffe

Bei sekundaren Pflanzenstoffen handelt es sich um niedrigmolekulare
Lebensmittelinhaltsstoffe, die keiner direkten Beeinflussung durch eine
Hochdruckbehandlung unterliegen. Effekte der Hochdruckbehandlung auf die
Zellstruktur des Pflanzengewebes und damit auf enzymatische und nicht-
enzymatische Prozesse konnen jedoch mit Auswirkungen auf sekundare
Pflanzenstoffe verbunden sein.

In einigen Fallen wurde ein Anstieg an Phenolen nach HHP-Behandlung festgestellt
(Sanchez-Moreno et al. 2005), der nach Angaben der verschiedenen Autoren
hauptsachlich auf bessere Extrahierbarkeit aufgrund von starkerem Zellaufschluss
nach Druckbehandlung zurtuckzufuhren ist. Die unter Umstanden in grof3eren Mengen
freigesetzten ernahrungsphysiologisch  wertvollen  Stoffe  kdnnen wahrend

nachfolgender Verarbeitungsschritte enzymatischen oder nicht-enzymatischen
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Reaktionen, insbesondere Oxidationsprozessen, unterliegen (Wang et al. 2018). |hr
Verlust ist fur die Sicherheit der Produkte aber nicht relevant. Der starkere
Zellaufschluss konnte aber auch zu einer hoheren Extraktion antinutritiver Stoffe
fuhren, wie z.B. Trypsin inhibierende Malanoidine aus schwarzem Knoblauch (Zhao et
al. 2019), welche eine Bedeutung fur die Produktsicherheit haben kann.

Kontroverse Ergebnisse zu erndhrungsphysiologischen Effekten sekundarer
Pflanzenmetabolite fuhren zu Diskussionen hinsichtlich Risiko und Nutzen dieser
Stoffe. Auch fir konventionell behandelte Produkte liegen in vielen Fallen keine klaren
Informationen Uber Konzentrationsschwellen mit positiven oder negativen
Auswirkungen verschiedener Sekundarmetabolite auf die Gesundheit vor.
Auftretenden Auswirkungen einer Hochdruckbehandlung auf diese Stoffe kann daher
keine generelle Konsequenz flr die Produktqualitat und —sicherheit zugeordnet

werden.

5.2.2 Vitamine

Vitamine sind, wie schon 2004 festgestellt (SKLM 2004), in der Regel druckstabil. Bei
Folaten wurden jedoch signifikante Abbauraten unter Druck beobachtet, die auch auf
molekularer Ebene erklart werden konnten (Verlinde et al. 2009). Fur Carotinoide,
Chlorophylle und Tocopherole wurden nach einer Hochdruckbehandlung pflanzlicher
Lebensmittel hohere Gehalte gefunden als im unbehandelten Material. Dies deutet auf
eine Verbesserung der Extrahierbarkeit dieser Verbindungen unter Druck hin (Arnold
et al. 2014; Westphal et al. 2018).

Vorliegende Untersuchungen zur HHP-Behandlung ziehen dabei Vergleiche zum
unbehandelten Ausgangsmaterial oder zum thermisch behandelten Produkt. Letzteres
ist dabei nur sehr eingeschrankt moglich, da die Vergleichbarkeit beider Behandlungen
aufgrund unterschiedlicher Prozessergebnisse im Hinblick auf die mikrobielle
Inaktivierung bzw. Produktstabilisierung nicht gegeben ist. Eine Reduzierung des
Vitamingehaltes kdnnte einerseits auf einen verstarkten Zellaufschluss einhergehend
mit erhdhter Oxidation bzw. enzymatischer Aktivitat zurlickzufihren sein. Andererseits
fuhren Studien eine Erhdhung des Vitamingehaltes nach HHP-Behandlung ebenfalls
auf einen Zellaufschluss zurtck, der eine verbesserte Extrahierbarkeit bei der
analytischen Konzentrationsbestimmung zur Folge hat. Sicherheitsrelevant waren

kritische Abbauprodukte im Vergleich zu unbehandelten oder herkdmmlich
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behandelten Produkten, und auch starke Vitaminverluste der HHP-behandelten

Produkte mussten als negativer Effekt angesehen werden.

5.2.3 Polysaccharide

Fur Polysaccharide ist eine druckinduzierte Modifikation der physiko-chemischen
Eigenschaften bekannt. Dies kann eine bei Druckbehandlung veranderte
Wasserbindung bzw. einsetzende Gelbildung oder die Verringerung der
Verkleisterungstemperatur mit Relevanz flir das thermische Verhalten von
Inhaltsstoffen umfassen (Bolumar et al. 2016). Inzwischen sind bei Dricken oberhalb
des technologisch relevanten Bereiches (> 650 MPa) auch Veranderungen auf
molekularer Ebene beobachtet worden. Je nach Art und Herkunft ist Starke
unterschiedlich strukturiert, und abhangig davon kénnen sowohl 1,4- wie auch 1,6-
glykosidische Bindungen betroffen sein, deren Hydrolyse zu einer Verkleinerung der
Starkemolekule fuhrt (Szwengiel et al. 2018). Moglicherweise kann dies auch Effekte
auf die Freisetzung Starke-assoziierter Molekule haben, wie es z.B. bei thermischer
Prozessierung beschrieben wird (De Girolamo et al. 2016). Dies wurde fur HHP-

Behandlungen bisher nicht untersucht.

5.2.4 Proteine

FUr Proteine ist eine druckinduzierte Denaturierung bekannt, die reversibel oder
irreversibel sein und mit einer Aggregation oder Gelbildung einhergehen kann. Die
Veranderung der Konformation von Proteinen unter Hochdruck bewirkt ein kleineres
spezifisches Volumen und kann die Dissoziation oligomerer Proteine bei Drucken
unter 200 MPa und die Umfaltung von monomeren Proteinen bei hoheren Dricken
umfassen (Yang and Powers 2016).

Zur chemischen Stabilitat unter HHP gibt es nur wenige Daten. Es ist bekannt, dass
Muskelproteine von oxidativen Prozessen betroffen sein konnen (Lund et al. 2011). In
den wenigen Studien, die sich speziell der Proteinoxidation unter Hochdruck widmen,
wurde entweder eine Steigerung der Oxidation durch die Druckbehandlung (Fuentes
et al. 2010) oder keine Beeinflussung festgestellt (Cava et al. 2009). Aus diesen
widerspruchlichen Angaben lassen sich derzeit noch keine grundsatzlichen
Einschatzungen ableiten. Erste Arbeiten deuten jedoch an, dass die Lagerstabilitat der
Produkte beeinflusst wird (Villamonte et al. 2017). Hinweise zu negativen

Auswirkungen auf die nutritive oder mikrobielle Produktsicherheit gibt es z.Zt. nicht.
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5.2.5 Kontaminanten und Riickstande

Monochlorpropandiole (2-MCPD, 3-MCPD), deren Fettsdureester und Glycidol-
Fettsaureester gelangen als Prozesskontaminanten uber die Raffination von
Speisefetten in Lebensmittel. Studien zum Verhalten von 3-MCPD als Leitkomponente
zeigen unter Hochdruckbedingungen keine signifikanten Konzentrationsanderungen,
so dass im Zuge einer HPT-Behandlung weder mit einer Neubildung noch mit einem
Abbau dieser Verbindungen zu rechnen ist (Sevenich et al. 2013; Sevenich et al.
2015).

Es gibt Publikationen, die eine Abnahme von Mykotoxinen in Lebensmitteln unter
HHP-Behandlung beschreiben, es liegen aber keine Informationen Uber
zugrundeliegende Mechanismen vor. Die allgemeine Relevanz dieser Beobachtung ist
zudem fraglich, da nicht die Verarbeitung, sondern die Kontrolle der Rohstoffe
malfdgeblich flr die Reduktion der Mykotoxinbelastung in Lebensmitteln ist (Avsaroglu
et al. 2015; Hao et al. 2016; Tokusoglu et al. 2010). Eine veranderte Freisetzung von
Mykotoxinen, wie sie unter bestimmten Bedingungen fur thermische Prozesse
beschrieben ist (De Girolamo et al. 2016; Rychlik et al. 2014), wurde fur eine
Hochdruckbehandlung noch nicht untersucht.

Wenige Studien beschreiben eine Abnahme von Pestiziden im Produkt durch HHP-
Behandlung, hier liegen ebenfalls keine Informationen uber zugrundeliegende
Mechanismen vor, die diese Beobachtungen stitzen. Auch hier ist nicht die
Verarbeitung der ausschlaggebende Faktor, sondern ebenfalls die Kontrolle der
Rohstoffe (lizuka et al. 2013).

5.2.6 Zell- und Gewebestruktur

In den meisten Fallen geht eine Hochdruckbehandlung mit einer Veranderung der
Textur zellstrukturierter Lebensmittelsysteme einher. Wesentliche Ursachen sind
dabei die Beeinflussung von Zellmembran und Zellwand, welche bei Produkten mit
einem hohen Porenanteil durch die unterschiedliche Kompressibilitat des
Gewebematerials und der eingeschlossenen Luft verstarkt wird. Die Folge ist fur
pflanzliche Produkte eine Gewebeerweichung und eine Zerstdrung intrazellularer
Strukturen (Gonzalez and Barrett 2010). Damit verbunden sind die Freisetzung von
Zellinhaltsstoffen sowie verstarkte Enzym- und Oxidationsreaktionen. Ahnliche
Zellaufschlusseffekte sind bei anderen mechanischen oder thermischen Prozessen zu

beobachten. Bei thermischen Prozessen ist der Zellaufschluss jedoch eine Folge der
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Temperaturerhdhung, durch die es gleichzeitig zur Inaktivierung von Enzymen und
damit zur Verminderung enzymatischer Reaktionen kommen kann. Ein Vergleich von
Druck- mit Temperaturverfahren an Karotten auf Basis identischer mikrobiologischer
Inaktivierungsraten zeigt, dass Gewebestrukturen im Gegensatz zur Pasteurisation
(HHP) erst mit dem Sterilisationsprozess (HPT) ahnlich stark geschadigt werden, wie
bei rein thermischen Verfahren (Knockaert et al. 2011; Vervoort et al. 2012).
Einerseits kann der Zellaufschluss zur Destabilisierung und damit ggf. zur
Beschleunigung von Abbauprozessen beitragen, andererseits werden eine bessere
Extrahierbarkeit und damit vermeintlich hdhere Gehalte an Lebensmittelinhaltsstoffen
nach Hochdruckbehandlung beschrieben. Der Effekt einer Zunahme von
Sekundarmetaboliten kann moglicherweise auch auf eine Stressreaktion der vitalen
Zelle zurlckgefuhrt werden.

In Abhangigkeit betrachteter Inhaltsstoffe und deren Einbindung in die Zellstruktur, der
Gewebeeigenschaften des Lebensmittels, der Intensitat der Hochdruckbehandlung
sowie der HOhe des daraus resultierenden Zellaufschlusseffektes und einsetzender
Enzymreaktionen und Abbauprozesse kbénnen die oben beschriebenen
Veranderungen in unterschiedlichem Male auftreten.

Resultierende Auswirkungen auf die Lebensmittelsicherheit sind bisher nicht
beschrieben.

5.2.7 Zusammenfassung

Ein  direkter Einfluss der Wirkung von HHP auf niedermolekulare
Lebensmittelinhaltsstoffe konnte bisher nicht nachgewiesen werden. Eine Erhohung
oder Verringerung des Gehaltes dieser Stoffe kann indirekten Effekten wie z.B. dem
Aufschluss der Zell- und Gewebestruktur oder moglicherweise der stressinduzierten
Bildung von Sekundarmetaboliten zugeordnet werden.

Hochdruckbehandelte Produkte sind bzgl. ernahrungsphysiologisch vorteilhafter aber
auch nachteiliger sekundarer Pflanzeninhaltsstoffe naher am unbehandelten als am
thermisch behandelten Produkt einzuordnen. Fir bestimmte Rohstoffe geht von der
konventionellen thermischen Prozessierung eine Reduzierung antinutritiver Effekte
aus. Dieser Effekt ist bei einer Hochdruckbehandlung nicht oder nur in geringerem
Ausmal zu erwarten. Prozesseffekte der Hochdruckbehandlung sind im Allgemeinen

schwacher ausgepragt als bei thermischer Behandlung. Ein direkter Vergleich von
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Qualitat und Haltbarkeit auf Basis aquivalenter mikrobiologischer und enzymatischer
Inaktivierung ist bis jetzt nicht in ausreichendem Mal3e erfolgt.

Eine HHP-Behandlung zeigt in Abhangigkeit der Behandlungsintensitat eine deutliche
Beeinflussung von Makromolekulen. Technofunktionelle Eigenschaften von Proteinen
und Polysacchariden werden durch die Hochdruckbehandlung modifiziert. Gleiches gilt
fur die strukturellen Eigenschaften von Zellen und Gewebe pflanzlicher und tierischer
Herkunft.

Eine gesundheitliche Bedenklichkeit dieser Veranderungen konnte bisher nicht gezeigt

werden.

5.3 Einfluss auf Enzyme

Neben der Inaktivierung von Mikroorganismen zielt die Anwendung von Hochdruck bei
der Lebensmittelverarbeitung auch darauf ab, unerwinschte in Lebensmitteln
enthaltene Enzyme, wie z.B. Lipasen, zu inaktivieren. Mogliche Bedenken beziehen
sich auf die Auswirkungen von hohem Druck auf Enzymaktivitaten (Inaktivierung oder
Verstarkung) und auf Substratspezifitdten. In der Stellungnahme von 2004 wurde
festgehalten, dass die Beeinflussung der Konformation von Proteinen durch
Hochdruck in entsprechenden Systemen detailliert untersucht werden sollte (SKLM
2004). Die Erfahrungen des letzten Jahrzehnts lassen sich wie folgt zusammenfassen:

5.3.1 Einfluss von Hochdruck auf Enzymaktivitaten

Es gibt Enzyme, die infolge von Zeit/Druck-Kombinationen, die ublicherweise in der
Lebensmittelverarbeitung angewendet werden, signifikant inaktiviert werden. Auf der
anderen Seite gibt es mehrere Enzyme, bei denen eine Erhdhung der Aktivitat bei
Hochdruckbehandlung beobachtet wurden (Eisenmenger and Reyes-De-Corcuera
2009).

Sowohl Inaktivierungen als auch Aktivitatssteigerungen werden von der
Lebensmittelmatrix beeinflusst. Daten, die allgemeine Schlussfolgerungen oder
Vorhersagen hinsichtlich der Auswirkungen eines bestimmten Lebensmittels auf das
Verhalten eines Enzyms unter hohem Druck erlauben, sind jedoch nicht verfigbar.
Die untersuchten Lebensmittelenzyme betreffen hauptsachlich Qualitatsaspekte von
Lebensmitteln. So kdnnen Anderungen durch hohen Druck, z.B. erhéhte Aktivitat einer
Polyphenoloxidase, unerwlnschte Folgen fur die Qualitdt des Lebensmittels haben

(erhohte, enzymatische Braunung). Es wurden jedoch nicht von Problemen in
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Zusammenhang mit der Lebensmittelsicherheit berichtet, die sich aus der

Veranderung der Enzymaktivitaten bei Hochdruckbehandlung ergeben.

5.3.2 Einfluss von Hochdruck auf Substratspezifitaten

Die Anwendung von Hochdruck kann Konformationsanderungen von Substraten zur
Folge haben, was zu einer veranderten Zuganglichkeit von funktionellen Gruppen
fuhrt, die fur die enzymatische Katalyse bendtigt werden. Zum Beispiel ist natives
Rinder-R-Lactoglobulin (bLGL) kein Substrat fur mikrobielle Transglutaminase (mTG).
Nach Inkubation des Proteins mit mTG bei 40 °C und 400 MPa fur 1 h wurden vier von
neun Glutaminresten als fur die mTG-katalysierte Reaktion zuganglich identifiziert.
Dies deutete auf eine teilweise Entfaltung von bLGL unter Druck und Exposition von
zuvor nicht zuganglichen Glutaminresten hin (Partschefeld et al. 2007). In &hnlicher
Weise stellt Huhnereiweil-Lysozym (HEWL) kein Substrat fur mTG bei
Atmospharendruck dar. Nach Inkubation von HEWL mit mTG unter hohem Druck (400-
600 MPa) bei 40 °C fur 30 Minuten wurde jedoch die Bildung einer Isopeptid-
Vernetzung zwischen Lysin in Position 1 und Glutamin in Position 121 beobachtet, was
auf eine druckinduzierte Entfaltung des Proteins hinweist (Schuh et al. 2010).

Bisher wurden keine Anderungen der Substratspezifititen aufgrund von
hochdruckinduzierten Enzymmodifikationen berichtet.

5.3.3 Zusammenfassung

Unter den fur Lebensmittel relevanten Enzymen gibt es sowohl Vertreter, deren
Aktivitat durch Hochdruck erniedrigt wird, als auch solche, bei denen es unter
Hochdruck zu einer Erhdhung der Aktivitat kommen kann. Durch
Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln kann auf’erdem die Zuganglichkeit und
Verfugbarkeit von Substraten fur Enzyme verandert werden. Derzeit gibt es keine
Hinweise, dass Veranderungen der Aktivitaten von Enzymen in Lebensmitteln unter
Hochdruck sicherheitsrelevant sind. Potentielle Beeintrachtigungen der Qualitat, z.B.

durch erhdhte enzymatische Braunung, mussen im Einzelfall geprift werden.

6 Einfluss der Hochdruckbehandlung auf die Allergenitat
Im Jahr 2004 gab es nur sehr wenige Studien zur Allergenitat von mit Hochdruck
behandelten Lebensmitteln. Eine Erhdhung der  Allergenitat  durch

Hochdruckbehandlung wurde, da technologische insbesondere thermische Verfahren
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zu einer partiellen Inaktivierung des allergenen Potentials flhren, als wenig
wahrscheinlich angesehen, konnte aber aufgrund der wenigen damals vorliegenden
Studien nicht ausgeschlossen werden (SKLM 2004). Zwischenzeitlich liegen
verschiedene Studien vor, so dass eine neue Bewertung des Einflusses der

Hochdruckbehandlung auf die Allergenitat von Lebensmitteln angezeigt ist.

6.1 Auswirkung von HHP auf Proteinstrukturen und mogliche Auswirkung auf
Allergenitat

Durch Behandlung mit HHP werden nicht-kovalente Bindungen (z.B. ionische,
hydrophobe, Wasserstoffbriicken) beeinflusst, wodurch Anderungen in den
Sekundar-, Tertiar- und Quartarstrukturen von Proteinen induziert werden. Dies kann
zu reversibler und teilweise irreversibler Entfaltung, Denaturierung, Aggregation und
Gelatinierung fuhren (Huang et al. 2014a; Somkuti and Smeller 2013; Vanga et al.
2015). In der Folge konnen sich insbesondere strukturell definierte allergene
Determinanten (Epitope) von Proteinen verandern, was Einfluss auf ihre Eigenschaft
zur Bindung allergenspezifischer Antikorper des Isotyps IgE haben kann.
Entsprechend kann sich das allergene Potenzial nach HHP-Behandlung verandern.
Isolierte strukturelle Analysen technologisch behandelter allergener Proteine lassen in
der Regel keine direkten Aussagen zu Art und Umfang des hieraus resultierenden
allergenen Potenzials zu. Folglich wurden solche Studien, die ausschlieRlich
strukturelle Veranderungen nach HHP-Behandlung untersuchten, nicht berticksichtigt.
Ebenso wurden Studien zur Antigenitat allergener Proteine oder Proteinfraktionen
unter Verwendung von in Tieren generierten allergenspezifischen Antikorpern, aber
ohne Charakterisierung bezuglich der Erkennung humaner IgE bindender

Determinanten, nicht berlcksichtigt.

6.2 Kriterien fir die Auswahl der Studien

Ausgewertet wurden solche Studien, die den Einfluss von HHP-Behandlung an
allergenen Lebensmitteln oder Lebensmittelproteinen anhand geeigneter allergener
Parameter untersuchten. Diese schlielen die qualitativen und quantitativen
Bindungseigenschaften von allergenspezifischem IgE, die biologisch funktionale
Aktivierung von Effektorzellen wie Basophilen und Mastzellen, allergische
Hautprovokationen sowie allergische Reaktionen nach oraler Aufnahme bzw.

Provokation ein. Letztere in vivo Untersuchungen haben die grof3te Aussagekraft
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bezlglich der Auslésung allergischer Reaktionen, wahrend reine IgE-Bindungsdaten
lediglich Hinweise auf eine mogliche veranderte Allergenitat bei vorbestehender

Sensibiliserung geben konnen.

6.3 Ubersicht iiber die ausgewihliten Studien

Die meisten der berucksichtigten Studien beschranken sich auf die Beschreibung der
reinen IgE-Bindungseigenschaften pflanzlicher und tierischer Lebensmittel und
allergener Proteine nach HHP-Behandlung, haufig im Bereich von Dricken zwischen
100 und 800 MPa und einer Anwendungsdauer von 5 bis 60 min. Untersucht wurden
Pflanzensamen (Sojabohne, Mandel, Ginkgo, Weizen, Buchweizen), Frichte und
Gemuse (Apfel, Ananas, Karotte, Sellerie), Kuhmilch und Huhnerei, sowie Fleisch
(Rind), Fisch (Barsch, Karpfen), Schalen - und Weichtiere (Garnele, Kalmar)
(Anhang, Tabelle 4: Referenz 1-34). Neben Untersuchungen, die ausschliel3lich HHP
als technologisches Verfahren einsetzten (Anhang, Tabelle 4: Referenz 1,3,6-12,14-
17,21,24-26,28-32,34), liegen Daten zur kombinierten Behandlung durch HHP und
Erhitzung (Uber 50 bis 115 °C) (Anhang, Tabelle 4: Referenz 12,13,26,33) bzw. HHP
und enzymatischer Hydrolyse (Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin, Papain, Alcalase,
Neutrase, Corolase) (Anhang, Tabelle 4: Referenz 2,4,5,18-20,22,23) vor. Die
uberwiegende Mehrzahl an Studien erfolgte in vitro als IgE-Bindungsversuch mit
humanem Allergiker IgE (Anhang, Tabelle 4: Referenz 1,2,5-9,12,13,15-22,26-34)
bzw. mittels humanen Basophilenaktivierungs- bzw. Mediatorfreisetzungsversuchen
(Anhang, Tabelle 4: Referenz 11,14,15,25,28,29,30). Wenige in vivo Studien
(Hautprovokation, orale Provokation) wurden mit Allergikern durchgefuhrt
(Anhang, Tabelle 4: Referenz 10,11,14). Ebenfalls wurden nur wenige Studien im
murinen Modell durchgefihrt (Anhang, Tabelle 4: Referenz 3,4,23,24,33). Als
Untersuchungsproben  wurden sehr haufig wassrige oder gepufferte
Lebensmittelsuspensionen  (einschliel3lich Safte) und Gesamtproteinextrakte
(Anhang, Tabelle 4: Referenz 1-8,11,12,14,17-19,31,32), haufig Einzelallergene
(Weizen Alpha Amylase Inhibitor, Apfel Mal d 1, Karotte Dau c 1, Sellerie Apig 1,
Milch B-Lactoglobulin, Hihnerei Ovomucoid und Ovalbumin, Rinderserum Albumin,
Rinder Gammaglobulin, Schalen- und Weichtier Tropomyosin) (Anhang, Tabelle 4:
Referenz 9,11,14,16,20-23,25,27-30,33,34) und seltener ganze Lebensmittel (Apfel
und Apfelschale, Sellerieknolle, Milch, Eipulver in Rinderhack) (Anhang, Tabelle 4:
Referenz 10,13,15,24,26) verwendet.
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6.4 Auswertung der Ergebnisse unter allergologischen Gesichtspunkten

HHP als einzelnes technologisches Verfahren fuhrte in den meisten Fallen zu keiner
(Anhang, Tabelle 4: Referenz 1,2,6,11,12,14,16,17,28,31,32) oder einer
geringflgigen (Anhang, Tabelle 4: Referenz 7,9,13,15,26,29,30,34) Reduzierung der
IgE-Bindungseigenschaften. In einer einzelnen Studie zu Milchproteinen flhrte die
HHP-Behandlung zu einer geringfugigen Erhdhung der IgE-Bindung, mit statistischer
Signifikanz bei nur einem Druckwert von 200 MPa (Anhang, Tabelle 4: Referenz 21).
Zusatzliche thermische Behandlung flhrte Uberwiegend zu einer Reduzierung der IgE-
Bindungskapazitat (Anhang, Tabelle 4: Referenz 12,13,26,33). Die Kombination von
HHP und Protease(n) fuhrte Uberwiegend zu einer Reduzierung der IgE-Bindung
(Anhang, Tabelle 4: Referenz 2,4,5,18,19,20,22,23), wobei die HHP-Behandlung
primar zur beschleunigten Proteolyse eingesetzt wurde. Da HHP als einzelne
Behandlungsmethode die IgE-Bindung nicht oder nur geringflgig reduziert, ist in der
Kombination mit Proteasen oder Erhitzung die verringerte IgE-Bindung auf die
(beschleunigte) Proteolyse oder Erhitzung der Allergene zurtuckzufihren. In
Versuchen zur in vitro Basophilenaktivierung (human) oder Mediatorfreisetzung
(human) fuhrte HHP als einzelnes Behandlungsverfahren zu keiner oder nur
geringfugigen Reduzierung der Allergenitat (Anhang, Tabelle 4: Referenz
11,14,25,28,29,30).

In in vivo Hauttestungen von Birkenpollenallergikern mit Apfelallergie zeigte sich eine
reduzierte Allergenitadt HHP-behandelter Apfel (Meyer-Pittroff et al. 2007), aber keine
reduzierte Allergenitat von HHP-behandeltem Apfelsaft (Houska et al. 2009a). In
beiden Fallen nehmen die Autoren Bezug auf Mal d 1, das thermolabile Birkenpollen
assoziierte Hauptallergen von Apfel. Jedoch fehlen individuelle Daten zu den
molekularen Sensibilisierungsmustern, so dass weitere Rulckschlisse aus den
gegensatzlichen Ergebnissen in Bezug auf dezidierte Sensibiliserungsmuster nicht
moglich sind. Auch HHP-behandelter Karottensaft wies keine verringerte Allergenitat
im Hauttest von Birkenpollenallergikern mit Karottenallergie auf (Heroldova et al.
2009). In der oralen Provokation mit HHP-behandelten Apfeln tolerierten 19
Birkenpollen-assoziierte Apfelallergiker HHP-behandelte Apfel (Meyer-Pittroff et al.
2007). Die Autoren vermuten die Inaktivierung der Birkenpollen assoziierten
Hauptallergens Mal d 1 als Ursache einer reduzierten Allergenitat. Jedoch stieg die
Basophilenaktivierung in vitro nach HHP-Behandlung von Mald 1 an, was ein

gegensatzliches Ergebnis darstellt. In der oralen Provokation von 10 Patienten mit
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Birkenpollen-assoziierter Apfelallergie mit HHP-behandeltem Apfelsaft wiesen 10
Allergiker allergische Reaktionen gegen unbehandelten Saft und 5 Allergiker gegen
den HHP-behandelten Saft auf (Houska et al. 2009a). In der oralen Provokation von 5
Karottenallergikern wiesen 5 Allergiker allergische Reaktionen gegen unbehandelten
Karottensaft und 3 Allergiker gegen den HHP-behandelten Saft auf (Heroldova et al.
2009). Tendenziell ergab sich bei Birkenpollen assoziierten Allergien gegen Apfel bzw.
Karotte keine oder eine geringe Reduzierung der Allergenitat nach HHP-Behandlung.

6.5 Zusammenfassung

Methodische Einschrankungen in den Studien ergeben sich meistens in einer
unvollstandigen klinischen Charakterisierung der Allergiker und den geringen
Allergikerzahlen (oftmals deutlich weniger als zehn). Viele Studien wurden zudem mit
Serumpools anstelle Einzelseren durchgeflihrt, so dass sich prinzipiell Verzerrungen
in den Ergebnissen durch Seren von Patienten mit dominanten Antikdrperantworten
ergeben konnen. Nur vereinzelte Studien enthalten Ergebnisse zur oralen Provokation
von Allergikern mit HHP-behandelten Lebensmitteln. Die grolRe Mehrzahl der Daten
zur Allergenitat basiert auf in vitro Untersuchungen zur IgE-Bindungseigenschaft HHP-
behandelter Proben oder deren biologische Aktivitat auf Effektorzellen der allergischen
Reaktion. Viele Studien basieren auf wassrigen Gesamtproteinextrakten oder
isolierten Einzelallergenen von Lebensmitteln ohne weitere Berlcksichtigung der
Lebensmittelmatrix. Die zugrundeliegenden Studien weisen ein breites Spektrum im
Bereich der gewahlten Parameter Druck, Zeit, Matrix, thermische Belastung und
zusatzliche enzymatische Proteolyse auf.

Aus den vorliegenden Ergebnissen der ausgewerteten Studien lasst sich dennoch
schlussfolgern, dass eine HHP-Behandlung von Lebensmitteln die Allergenitat sehr
wahrscheinlich nicht oder nur geringfugig reduziert. Damit liegt die Allergenitat HHP-
behandelter Lebensmittel naher an unbehandelten als an thermisch behandelten
Lebensmitteln. Eine Erhdhung der Allergenitat von Lebensmitteln durch HHP-
Behandlung kann aus der vorliegenden Datenbasis nicht abgeleitet werden. Alle
abgebildeten Studien adressieren die Allergenitat HHP-behandelter Lebensmittel bei
vorhandener Sensibilisierung gegen Lebensmittel, die nicht HHP behandelt wurden.
Die grundsatzliche Moglichkeit der Entstehung neuer (Neo-) Epitope durch strukturelle
Veranderung von Allergenen bei hohen hydrostatischen Dricken und in der Folge von

Neosensibilisierung wird bislang nicht allergologisch adressiert.
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7 Rechtliche Aspekte

Seit dem Inkrafttreten der Verordnung EG Nr. 258/97 uUber neuartige Lebensmittel
(,novel food®) und neuartige Lebensmittelzutaten am 15. Mai 1997 (Referenz) und
deren Ablésung durch die Verordnung 2015/2283 am 1. Januar 2018 (Referenz) sollte
ein Lebensmittel als neuartiges Lebensmittel eingestuft werden und der Zulassung
bedirfen, wenn es mit einem vor dem 15.Mai 1997 nicht fur die
Lebensmittelherstellung in der Union verwendeten Herstellungsverfahren hergestellt
wurde, das bedeutende Veranderungen seiner Zusammensetzung oder Struktur (nicht
im chemischen Sinne) bewirkt, die seinen Nahrwert, seine Verstoffwechselung oder
seinen Gehalt an unerwlnschten Stoffen beeinflussen.

Nach der Verordnung (EU) 2015/2283 uber neuartige Lebensmittel (Novel Food-
Verordnung) sind Lebensmittel dann neuartig, wenn sie vor dem 15. Mai 1997 noch
nicht in nennenswertem Umfang in der Europaischen Union fir den menschlichen
Verzehr verwendet wurden und zudem bestimmten, in der Novel Food-Verordnung
naher bezeichneten Lebensmittelkategorien angehoren. Eine dieser Kategorien nennt
.Lebensmittel, bei deren Herstellung ein vor dem 15. Mai 1997 in der Union fur die
Herstellung von Lebensmitteln nicht Ubliches Verfahren angewandt worden ist, das
bedeutende Veranderungen der Zusammensetzung oder Struktur eines Lebensmittels
bewirkt, die seinen Nahrwert, seine Verstoffwechselung oder seinen Gehalt an
unerwunschten Stoffen beeinflussen®.

Ob ein mittels Hochdruckverfahren hergestelltes Erzeugnis der Novel Food-
Verordnung unterfallt, ist eine Frage der Einzelfallprafung.

Neuartige Lebensmittel missen gesundheitlich bewertet und zugelassen sein, bevor
sie in den Verkehr gebracht werden durfen. Ferner muss sichergestellt sein, dass die
Verbraucherinnen und Verbraucher durch die Verwendung eines neuartigen
Lebensmittels nicht irregefuhrt werden.

Welche neuartigen Lebensmittel eine Zulassung erhalten haben, geht aus der
Durchfuhrungsverordnung (EU) 2017/2470 zur Erstellung der Unionsliste der
neuartigen Lebensmittel hervor. Die in der Liste aufgefihrten Lebensmittel durfen in
den Verkehr gebracht werden, wenn die dort angegebenen
Verwendungsbedingungen, spezifischen Kennzeichnungsvorschriften,
Spezifikationen und sonstigen Anforderungen eingehalten werden.
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Die Lebensmittelunternehmer sind eigenverantwortlich fir ihre Produkte und prifen
daher in eigener Zustandigkeit, ob ein Lebensmittel unter die Novel Food-Verordnung
fallt oder nicht.

Sollte bei einem Lebensmittelunternehmer allerdings Unsicherheit bezlglich der
Einstufung eines Erzeugnisses als neuartiges Lebensmittel bestehen, kann er die
zustandige Behorde des Mitgliedstaats konsultieren, in dem er das Erzeugnis zuerst
auf den Markt bringen mochte. In Deutschland ist das Bundesamt fur
Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) die dafiur zustandige Behorde.
Die konkrete Ausgestaltung dieses Konsultationsverfahrens einschlief3lich der vom
Lebensmittelunternehmer beizubringenden Informationen findet sich in der
Durchfihrungsverordnung (EU) 2018/456 Uber die Verfahrensschritte bei der
Konsultation zur Bestimmung des Status als neuartiges Lebensmittel.

Die Informationen Uber den Novel Food-Status von Erzeugnissen veroffentlicht die
Européaische Kommission auf ihrer Internetseite.?

Der Vollzug der lebensmittelrechtlichen Vorschriften obliegt in Deutschland den

zustandigen Behorden der Lander.

8 Hochdruckbehandlung in der Verpackung

In der Stellungnahme von 2004 wurde festgehalten, dass in Bezug auf Druckeffekte
auf Verpackungsbestandteile beispielsweise zu untersuchen sei, ob sich unter Druck
die chemisch-physikalischen Eigenschaften der Polymere so andern, dass eine
beschleunigte Diffusion von Weichmachern wie z. B. Phthalaten daraus resultiert.
Auch fehlen Untersuchungen zum Verhalten von Restmonomeren und flichtigen
organischen Stoffen unter Hochdruck (SKLM 2004).

In den vergangenen Jahren gab es einen entsprechenden Erkenntnisgewinn bezlglich
Verpackungsmaterialien, die sich fur die Hochdruckbehandlung von Lebensmitteln
eignen. Es sind bereits Review-Artikel verfugbar, die die wissenschaftliche Lage zum
Thema Hochdruckbehandlung und Verpackung zusammenfassen, wie z.B. zu
generellen Anforderungen an Packstoffe bei unterschiedlichen HHP-Behandlungen
((Juliano et al. 2010), siehe auch Tabelle 5).

2 https://ec.europa.eu/food/safety/novel_food_en
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Tabelle 5: Generelle Anspriiche an Verpackungen (verandert nach (Juliano et al. 2010))

Integritatsanforderung @
(max. erwartete(r)
Druck/Temperatur)

HP-LT
(600 MPa/80 °C)

HP-HT
(800 MPa/133 °C)

Steriler
Retortenbeutel?
(0.2 MPa/133 °C)

Sichtbare Integritat

Kein Abblattern und

Kein Abblattern und

Keine Delaminierung

Aufblahen Aufblahen und kein Aufblahen
Sauerstoffdurchlassigkeit Produktabhangig 0,5-1,0 ml/m?/Tag 0,5-1,0 ml/m?/Tag
(max. Abweichung 12%) (fir handelslbliche (fur handelstbliche
Produkte) Produkte)
0.06 ml/ m?/Tag 0.06 ml/ m?/Tag
(US-militarische (US-militarische
Produkte) Produkte)
Wasserdurchlassigkeit Produktabhangig 0,01 g/ m?/Tag oder 0,01 g/ m?/Tag oder
(max. Abweichung 12%) produktabhangig produktabhangig
Siegelnahtfestigkeitseigenschaften | Materialabhangig Materialabhangig Siegelnahtstarke
(max. Abweichung 25%) 2-3,5 kg/100 mm;
Bindungsstarke
150-500 g/10 ml;
Berstpriifung
7,5 kg/15 mm Naht
Physikalische Eigenschaften Materialabhangig Materialabhangig Materialabhangig
(Dehnbarkeit, Ausdehnung,
Elastizitdtsmodul
(max. Abweichung 25%)
Gesamtmigration von <10 mg/dm? <10 mg/dm? <10 mg/dm?
Verpackungskomponenten in
Lebensmittelsimulantien
Maximaler Kopfrauma¢ Bis zu 30% Bis zu 30% Bis zu 30%
Hohe thermische Leitfahigkeit? Nicht notwendig Notwendig Notwendig

3(Lambert et al. 2000a; Lambert et al. 2000b); bendtigter Kopfraum nach japanischem Standard

(Venugopal 2006)

¢ EUR-Lex - 31990L0128 - EN - EUR-Lex - europa.eu
https://eur-lex.europa.eu/legal-content/DE/ALL/?uri=uriserv:0OJ.L_.1990.075.01.0019.01.DEU
9 noch nicht definiert als einheitliches Selektionskriterium

Es gibt eine Reihe von Integritatsanforderungen fur diese Verpackungsmaterialien, die
fur deren Verwendung in verschiedenen Produktanwendungen eingehalten werden
mussen. Dazu gehoren visuelle Integritat, Gasdurchlassigkeit, Dichtungs- und
physikalische Festigkeitseigenschaften sowie die Migration chemischer Stoffe in die
verpackten Lebensmittel. Auswertungen zur visuellen Integritat, Gasdurchlassigkeit,
Dichtheit  der
Verpackungsmaterialien bei unterschiedlichen HHP-Behandlungen werden in der

Siegelnahte und zu physikalischen Eigenschaften der
Literatur haufig besprochen, es fehlen aber meist einzelne Informationen, um ein
komplettes Bild fur die Eignung diverser Packstoffe zu erstellen.

Zur HHP-Behandlungen

Rahmenbedingungen genannt werden (Singh 2017):

Auswahl der optimalen Verpackung fur konnen

e Die Verpackungsfolien und -behalter komprimieren starker als Wasser unter

HHP.
e Studien zeigen, dass sich die Sauerstoffbarriere (OTR) und die
Wasserdampfbarriere (WVTR) im HHP-Prozess im Allgemeinen sogar
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verbessert, da unter hohem Druck die Volumenreduktion zu einer Zunahme der
Kristallinitat der Polymer-Molekule fuhren kann.

e Bei 600 MPa komprimiert sich das Volumen des Wassers/Lebensmittels um
15 %; entsprechend muss die Verpackung mindestens um diesen Wert flexibel
sein unter zusatzlicher Beachtung der Verdichtung ggf. vorhandener
Kopfraumgase.

e Ethyl-Vinyl-Alkohol Verbunde (EVOH-Verbunde) scheinen unter dem
Gesichtspunkt der Barriere-Eigenschaften die beste Wahl zu sein. Laminate mit
Aluminium, metallisierte Filme sowie SiOx-Beschichtungen scheinen weniger

gut geeignet zu sein. Behalter aus Glas oder Metall sind nicht zu empfehlen.

8.1 Beobachtbare Veranderungen von Packstoffen unter HHP

Viele Studien beschreiben auffallige Veranderungen in den Eigenschaften der
Packstoffe unter HHP-Einwirkung.

Vielfach wurde Uber Probleme mit Mehrschicht-Verbundmaterialen (multi-material-
multy-layer structures) berichtet, die sich bei der Verwendung in HHP-Prozessen
ergeben konnen. Hier werden vor allem Delaminationsphanomene bis hin zur
strukturellen Zerstérung besonders der Verbunde mit Aluminium oder anderen
anorganischen Komponenten wie Al-, AlOx- oder SiOx-Bedampfungen berichtet
(Juliano et al. 2010; Mensitieri et al. 2013), auch in Ergebnissen des CORNET
Programmes AiF 26 N ,Verpackungsmaterial fir Hochdruckbehandlung (HiPP)*
(Packaging material for High Pressure Treatment)® beschrieben. .

Weiterhin mussen Kopfraume gefullt mit Gas vermieden werden; die unterschiedliche
Kompressibilitat zwischen Wasser und Gas kann zu einer Beschadigung der
Verpackung flhren, auch die Kapazitat der Hochdruckanlage kann bei Vermeidung

eines Kopfraumes besser genutzt werden (Juliano et al. 2010).

8.2 Stoffuibergange aus Verpackungsmaterialien

Die Datenlage zu Stoffubergangen aus Verpackungsmaterialien ins Lebensmittel
(Migration) ist unter HHP schlechter als zur generellen Eignung diverser Packstoffe.
Einige Studien haben zwar punktuell das Migrationsverhalten verschiedener

Packstoffe untersucht, aber nicht umfassend und nicht immer basierend auf relevanten

3 https://www.fei-bonn.de/gefoerderte-projekte/projektdatenbank/cornet-aif-26-en.projekt
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rechtlichen Bestimmungen zu Migrationsmessungen und —grenzwerten (zumindest fur
den europaischen Wirtschaftsraum). Es muss bei klassischen HHP-Behandlung
unterschieden werden, ob eine Anderung des Migrationsverhaltens tatsachlich durch
den angewendeten hoheren Druck oder durch die in der Regel parallel auftretende
Temperaturerhdhung  (Richtwert: 10 °C  Temperaturerhdhung ergibt eine
Verdoppelung der Migration) hervorgerufen wird.

Es gibt Hinweise, dass HHP die Migration sowohl aus PP (Polypropylen) als auch aus
PET (Polyethylenterephthalat)-Filmen in 10 % Ethanol im Vergleich zu thermischer
Behandlung verringerte (Song and Koontz 2016). Die anschliel3iende Lagerung der mit
HHP behandelten Folien fuhrte nicht zu signifikanten Unterschieden in der Migration
im Vergleich zu rein thermisch behandelten Proben. Prinzipiell schatzen die Autoren
gangige Kunststoffe aus dem Bereich der Lebensmittelverpackung fur die HHP-
Anwendung hinsichtlich Migration als sicher ein.

Das Migrationsverhalten von Kunstsoff(verbund)en wurde ebenfalls im Rahmen des
CORNET Projektes HiPP (2011) untersucht. Mit einer Ausnahme waren dabei die
Ergebnisse sowohl der Gesamt- als auch der spezifischen Migrationstests im Rahmen
der gesetzlichen Vorgaben. Die Migration der Leitsubstanz (CAS 2082-79) einer
Plastikart (PETX12/PET23/PE50) war Uber der gesetzlich vorgeschriebenen Grenze.
Die Annahme, dass erhohte Kristallinitat der Polymere bei hohen Drucken eventuell
sogar zu einer Abnahme der Migrationsneigung fuhren kénnte, wurde aber nicht
bestatigt. Prinzipiell kénnten HHP-Bedingungen eine Verdichtung der amorphen
Domanen von Polymeren, eine Zunahme der Schmelz- und Kiristallisationstemperatur
und einen Wechsel der Morphologie der kristallinen und amorphen Domanen in

Polymerfolien fordern (Mensitieri et al. 2013).

8.3 “Neue” Packstoffe und Ausblick

Vereinzelt gibt es auch Studien uber die HHP-Tauglichkeit ,neuer Packstoffe, die zum
Beispiel aus nachwachsenden Rohstoffen bestehen oder bioabbaubar sind, wie etwa
Polymilchsaure (PLA) (Sansone et al. 2012), die auf ihre Tauglichkeit hinsichtlich HHP-
Behandlung untersucht wurde.

Die Wirkung von HHP auf PLA wurde im Hinblick auf strukturell/morphologische
Veranderungen (z.B. Kristallinitat, Dichte, Orientierung) und funktionalen
Eigenschaften (z.B. Schmelzverhalten und GaslUbergangstemperatur, Permeabilitat

und Loéslichkeit von Gasen und Wasserdampf) analysiert. Es wurde festgestellt, dass
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HHP-Pasteurisierung keine bauliche und funktionale Eigenschaft des behandelten
Materials in erheblichem Malde beeinflusst. Umgekehrt fordert die HPT-Sterilisation die
Hydrolyse des Materials, begleitet von einer Zunahme der Kristallinitat und einer
Abnahme der Dichte der amorphen Phase in Abhangigkeit des Temperatur-
/Druckverlaufs. Diese Auswirkungen fluhren zu einer inakzeptablen Verspréodung und

Trubung des Materials, so dass es fur HPT-Sterilisationsanwendungen ungeeignet ist.

8.4 Zusammenfassung

Eine HHP-Behandlung kann durch Delaminationsphanomene bei Mehrschicht-
Verbundmaterialien, durch mangelnde Flexibilitat fur den Ausgleich der
Volumenverringerung unter Druck sowie durch eine Komprimierung eines zu groflden
Kopfraumes zu einer Beschadigung der Verpackung fihren. Das Migrationsverhalten
unter Druck ist unzureichend untersucht, die vorhandenen Daten zeigen bisher, dass
keine Migration stattfindet. Bisher vorhandene Studien beschreiben auch eine
Verringerung der Migration durch eine Veranderung der Kristallinitat von Packstoff-
Polymeren unter Druck. Erste Untersuchungen zur Tauglichkeit von bioabbaubaren
Packstoffen, z.B. auf Polymilchsaure-Basis, konnten eine Eignung flir Behandlungen
im HHP-Pasteurisationsbereich, jedoch nicht im HPT-Sterilisationsbereich bei hoheren

Temperaturen zeigen.

9 Forschungsbedarf

Obwohl durch langjahrige HHP-Anwendung Erfahrungswerte fur einige
Lebensmittelgruppen existieren und allgemeingultige Bedingungen fur diese genannt
werden kénnen, wird folgender Forschungsbedarf zur Verbesserung des Verfahrens
im Hinblick auf die Sicherheit der Produkte und zur Ausweitung der Anwendung
genannt.

Bei der Verfahrenstechnik ist die Entwicklung von Temperatursensoren zur Messung
der Temperaturverteilung unter Bericksichtigung der Strémungsprofile wahrend
Druckaufbau und Druck-Haltezeit besonders fur HPT-Kombinationsprozesse
wulnschenswert.

Die Abtotung vegetativer Bakterienzellen sollte noch starker unter Berucksichtigung
weiterer Lebensmittelgruppen und Grenzbereiche untersucht werden. Systematische
Untersuchungen waren winschenswert, um Bedingungen zur Herstellung sicherer

Produkte, die bereits in der Praxis angewendet werden, zu bestatigen und zu
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erweitern. Die Ermittlung von Indikatorkeimen fir die verschiedenen
Lebensmittelgruppen und apathogener Surrogate zur Prozessvalidierung waren
hilfreich.

Fir die HPT-Behandlung zur Abtdétung bakterieller Endosporen besteht
Forschungsbedarf zum Ablauf der druckinduzierten Keimung, zur Identifizierung von
Surrogaten und zu wirksamen Druck-/Temperaturkombinationen bezuglich der
Endosporen verschiedener Clostridium- und Bacillus-Spezies bei unterschiedlichen
Lebensmittelbedingungen.

Bisher sind keine sicherheitsrelevanten Auswirkungen der unter Hochdruck
ablaufenden chemischen Reaktionen und Veranderungen im Lebensmittel festgestellt
worden. Durch die detaillierte Aufklarung zentraler Reaktionswege an Kohlenhydraten,
Lipiden und Proteinen muss das Ziel weiterer Forschung ein zentrales Verstandnis der
unter Hochdruck ablaufenden Reaktionen mit der Madglichkeit zu generelleren
Aussagen Uuber ihren Ablauf sein. Bei Untersuchungen zum Einfluss auf
Lebensmittelstrukturen sollten die Folgen des veranderten Zellaufschlusses auf
nachteilige Effekte, besonders flr die Lagerung der Lebensmittel, untersucht werden.
Die Untersuchungen zum allergenen Potential sollte auf weitere Lebensmittelarten
ausgeweitet werden und gemall Standards der Allergieforschung durchgefuhrt
werden. Auch zur Neosensibilisierung durch hochdruckbehandelte Lebensmittel
aufgrund  veranderter Proteine und Allergene sollten  weiterfihrende
Forschungsarbeiten erfolgen.

Das Verhalten von Verpackungsmaterialien unter Hochdruck sollte systematisch auf
Migration von Stoffen untersucht werden.

Fir die verschiedenen Bereiche lassen sich folgende, detaillierte

Forschungsempfehlungen ableiten:

9.1 Verfahrenstechnik

e Entwicklung von Temperatursensoren mit drahtloser Signalubertragung und
Modellierung und Validierung der Temperaturverteilung.

e Untersuchungen zur Behandlungshomogenitat und Temperaturverteilung, bzw.
Mapping von Stréomungsprofilen und Stromungsverteilung mit verschiedenen
Lebensmitteln wahrend Druckaufbau und Druck-Haltezeit in der
Hochdruckkammer, Modellierung und Simulationen des Temperatur- und

Stromungsprofils.
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Anwendbarkeit anderer Druckubertragungsmedien anstelle von Wasser unter
Berucksichtigung von Behandlungshomogenitat und Temperaturverteilung und
Reduzierung von Druckaufbau- und Zykluszeiten.

Im Bereich Maschinenbau und Materialwissenschaft sollten besonders
Abdichtungs- und Ventiltechnik sowie Design der Hochdruckkammer unter
Berucksichtigung des Risikos der Rekontamination ausgearbeitet werden.
Entwicklung von  Konzepten bzw. Materialien, die das HPT
Kombinationsverfahren technisch realisierbar machen.

Weiterentwicklung der Messtechnik zur Messung und Beherrschung der
Temperaturfelder in HPT Anlagen wahrend des Prozesses (bei niedrigen
Temperaturen flr die Inaktivierung vegetativer Bakterienzellen weitgehend
irrelevant, bei hohen Temperaturen entscheidend fur die Inaktivierung von
Endosporen in jeder Packung unabhangig von der Position in der Anlage).

9.2 Vegetative Bakterienzellen

Identifizierung von Indikatorkeimen zur Uberpriifung der Prozesseffizienz bzw.
apathogener Surrogate zur Prozessvalidierung.

Erarbeitung mathematischer Modelle zur Vorhersage der
Inaktivierungseffizienz als Schritt hin zur generischen Beurteilung

Einfluss des Zellstatus sowie der Einbettung der Bakterienzellen in
Matrixbestandteile des Lebensmittels auf die Drucktoleranz.

Vertiefte Erkenntnisse uber die Wirkmechanismen der Inaktivierung zum
verbesserten Verstandnis der Abhangigkeit der Effizienz von endogenen
Lebensmittelfaktoren bei vegetativen Bakterienzellen und bakteriellen

Endosporen.

9.3 Bakterielle Endosporen

Die Sporenkeimungsmechanismen und Cortexlyse verschiedener Arten von
C. botulinum, C. perfringens und B. cereus sollten auf molekularer Ebene
charakterisiert werden, um gezielte HPT-Kombinationsprozesse zu ihrer
Inaktivierung zu entwickeln.

Charakterisierung der Unterschiede im ,spore coat® unterschiedlich

drucktoleranter Clostridium botulinum Sporen.
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Weitere Untersuchungen zum Einfluss von endogenen Lebensmittelfaktoren,
auch unter Beachtung von Substanzen, die in geringen Mengen vorkommen,
auf die Inaktivierung von Endosporen sowohl in einfachen Ansatzen als auch in

komplexen Systemen.

9.4 Viren

Es sollten Systeme zur direkten Infektiositatsmessung der Lebensmittel-
relevanten Viren, besonders Humaner Norovirus und Hepatitis E-Virus, zum
Nachweis der HHP-Wirkung auf ihre Infektiositat entwickelt werden. Neue
Entwicklungen bei Zellkultur-Systemen fir diese Viren sollten verstarkt
aufgegriffen werden.

Weiterhin sollten Studien zur Inaktivierung von Viren, besonders des
Hepatitis E-Virus, in Fleischprodukten begonnen werden, da diese als bewahrte
Lebensmittelmatrizes fur die HHP-Behandlung bekannt sind und fur einige

Virus-Arten ein wichtiges Ubertragungsvehikel darstellen.

9.5 Parasiten

Entwicklung von Infektositatstests fir verschiedene Parasiten, z.B. tiermodell-
freie Bioindikatorsysteme.
Weiterfuhrende Untersuchungen zur Inaktivierung von Parasiten durch HHP in

fur sie typischen Lebensmittelmatrizes.

9.6 Chemische Reaktionen

Weitere Untersuchungen zu chemischen Veranderungen von Lebensmitteln,
mit dem Ziel generellere Aussagen treffen zu kdnnen.

Fur kurzkettige Kohlenhydrate steht primar das Verhalten von Mono- und
Disacchariden mit Bezug zu Konfiguration und Reaktivitdt unter Druck im
Vordergrund.

Da Dicarbonyle zentrale Zwischenprodukte eines Kohlenhydratabbaus
darstellen, sollte deren druckinduzierte Bildung und Weiterreaktion auf
molekularer Ebene untersucht werden.

Zur genaueren Beurteilung der Maillard-Reaktion unter Druck waren konkretere
Angaben zur Kinetik und Quantitat der Furosin-Bildung sowie zu

Argininderivaten winschenswert.
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Zu oxidativen Prozesse an Aminosauren und Proteinen liegen aktuell keine
Daten mit Bezug zu HHP vor.

Der druckbedingte Verlauf der Lipidoxidation sollte anhand konkreter
Fettsauren und/oder definierten Triglyceriden untersucht werden. Ein Ziel
konnte es sein, reaktive Zwischenprodukte zu identifizieren, die die grolke
Variabilitdt des Reaktionsverlaufes mit Bezug zu verschiedenen
Randbedingungen erklaren.

Carbonyle, die als Sekundarprodukte der Lipidoxidation entstehen, kdnnen
analog zu Sacchariden mit Proteinen reagieren. Der Verlauf und das Ausmalf
derartiger ,Lipierungsreaktionen® sind unter Druck vollig offen.

Die Hinweise auf die Bildung von N-Nitrosaminen sind bis dato viel zu vage und
bedurfen einer systematischen Untersuchung.

Aufklarung der komplexen Reaktionsablaufe durch Einsatz neuer analytischer

Methoden wie die nicht zielgerichtete Massenspektrometrie.

9.7 Auswirkungen auf Lebensmittel

Weitere Untersuchungen zur Modifizierung von Makromolekulen und daraus
resultierenden Veranderungen wie z.B. veranderte Verdaubarkeit HHP-
behandelter Lebensmittel.

Weitere Untersuchungen zu indirekten Effekten resultierend aus dem
Zellaufschluss und der Begunstigung enzymatischer und nicht-enzymatischer
Prozesse sowie von Stressreaktionen bzw. zur Veranderung von Inhaltsstoffen
als Folge dieser Effekte.

Erweiterung der bisher untersuchten Prozessintensitaten im Hinblick auf die
Durchfuhrung der Hochdruckbehandlung bei erhdhten Temperaturen (HPT,
Hochdrucksterilisation) und Etablierung von Vergleichsszenarien mit
konventionellen thermischen Prozessen im Hinblick auf eine vergleichbare
mikrobielle und biochemische Produktstabilisierung.

Erweiterung der bisherigen Untersuchungen im Hinblick auf die Veranderung
von Lebensmittelinhaltsstoffen wahrend der Lagerung nach der
Hochdruckbehandlung.

Im Falle der Veranderung von Inhaltsstoffen ist zu klaren, ob durch gebildete
Stoffe ein gesundheitliches Risiko besteht bzw. bei einer Reduzierung des
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Gehaltes an Nahrstoffen im Vergleich zum Ublicherweise verzehrten Produkt
das Risiko einer Mangelversorgung zu erwarten ist.

Klarung, inwieweit z.B. eine verstarkte Freisetzung von Stoffen, z.B. Metallionen
oder Matrix-gebundenen Stoffen durch Zellaufschlusseffekte direkt oder als
Resultat auftretender Folgereaktionen ein Gesundheitsrisiko darstellen kann.

9.8 Auswirkung auf Allergenitat

Die Effekte von HHP-Behandlung sollten nicht nur in vitro, sondern
insbesondere durch in vivo Hauttestungen und Lebensmittelprovokationen
untersucht und die bisherigen Schlussfolgerungen aus den vereinzelten in
vivo Studien Uberpruft werden.

Gleichsam sollten Uber die bisher untersuchten Frichte und Gemuse hinaus
weitere wichtige Lebensmittel(-gruppen) in in vivo Studien untersucht werden.
Dabei kommt der klinischen Charakterisierung der Allergiker eine grof3e
Bedeutung zu, so dass insbesondere Allergiker mit bestatigter
Lebensmittelallergie in oralen Provokationsstudien, bevorzugt doppel-blind
und plazebo-kontrolliert durchgefuhrt, eingeschlossen werden sollten.
Mogliche Aspekte von Neosensibilisierungen durch strukturelle
Veranderungen von Proteinen und Allergenen sollten in geeigneten Zell- und

Tiermodellen untersucht werden.

9.9 Hochdruckbehandlung in der Verpackung

Untersuchungen zum Verhalten von Polymeren unter hohen Dricken sowie zu
resultierenden positiven bzw. negativen Eigenschaftsveranderungen des
Packstoffs, vor allem auch im Hinblick auf die bereits diskutierten Anderungen
der Kristallinitat von Kunststoffen.

Untersuchungen zur Struktur und Morphologie von Packstoffen unter HHP-
Bedingungen unter Berlcksichtigung mehrschichtiger Strukturen sowie ggf.
auftretender Migrationsphanomene.

Forschungsergebnisse zum mechanischen Verhalten der verschiedenen Stoffe
sollten zur Konzeption und Optimierung von Verpackungsmaterialien far HHP-
Anwendungen fuhren.

In Entwicklung befindliche Verpackungskonzepte zu Verbundwerkstoffen mit

hochdruckinduzierten Funktionen (wie z.B. der maRgeschneiderten Freisetzung
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von Konservierungsstoffen in das Lebensmittel) bedlrfen einer umfassenden

Bewertung.

10 Schlussbetrachtung

Die HHP-Behandlung ist eine aufwendige Technologie, die bereits seit Anfang der
90er Jahre fur die Haltbarmachung von Fruchtsaften eingesetzt wird und seit Anfang
2000 kontinuierlich fur weitere Lebensmittelsorten Anwendung findet. Die Frage, ob
die Hochdruckbehandlung eines bestimmten Lebensmittels als Einzelfall (,case by
case”) gepruft werden muss oder ob generelle Aussagen zur sicheren Anwendung von
Hochdruck, gemacht werden konnen, hangt vom Lebensmittel und dem angestrebten
Produkt ab. Die Bedingungen einer HHP-Anwendung, mit der eine Haltbarkeit
vergleichbar mit der der Pasteurisierung angestrebt wird, kbnnen mittlerweile durch
Erfahrungen aus der Praxis und vielen Studien fur einzelne Lebensmittelgruppen, wie
Fruchtsafte und andere Getranke, Frucht- und Gemusezubereitungen und bestimmte
Fleischerzeugnisse benannt werden, ohne aber genaue Grenzwerte, wie z.B. zu
Druck, Temperatur, pH-Wert und aw-Wert, die noch zu sicheren Produkten flhren,
angeben zu kénnen. Bedingungen, bei denen vegetative Bakterienzellen abgetottet
werden, sind zur Inaktivierung von Viren und Parasiten meist ausreichend. Mit der
Zielsetzung, durch HHP-Behandlung die Eigenschaften frischer bzw. weitgehend
unbehandelter Produkte zu bewahren, kann eine Behandlung an den
Wirkungsgrenzen eine unzureichende Abtétung von Krankheitserregern zur Folge
haben. Auch sollte beachtet werden, dass HHP-Behandlungen im Vergleich zu
konventionellen Verfahren das allergene Potential weniger stark vermindern. Dies
kann flr Allergiker, entgegen bisheriger Erfahrungswerte mit beispielsweise erhitzten
Lebensmitteln, Einfluss auf die Auswahl sicherer Lebensmittel haben. Beim HPT-
Kombinationsverfahren zur Abtotung bakterieller Endosporen muss jedes
Lebensmittel als Einzelfall auf Wirksamkeit der Behandlung Uberpruft werden. Die

Datenlage zum Einfluss der HHP-Behandlung auf die Verpackung ist sehr begrenzt.
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11. Anhang

Tabelle 2: Inaktivierung von Viren durch HHP-Behandlung

Virus Matrix HPP Parameter Bestimmung der Inaktivierung Referenz
Infektiosistat (log1c-Abnahme)
Feline Zellkulturiiberstand | 200-250 MPa; TCIDsg in Zellkultur 200 MPa, 4 min: (Chen et al. 2005)
Calicivirus 2-4 min; -10 bis 5logqo (- 10°C),
50 °C 0,3 log1o (20°C),
4 log1o (50°C)
Feline Schweineleber 200-400 MPa; TCIDs in Zellkultur 400 MPa, 5 min: (Emmoth et al. 2017)
Calicivirus 1-10 min; 12 °C 4-5 log1o
Schinken 400 MPa, 5 min:
0,5-1,5 |Og1o
Hepatitis A Austern 350-500 MPa; PFU in Zellkultur 400 MPa: 1,5 logio (Kingsley and Chen 2009)
Virus 1 min; 20-50 °C 500 MPa: 4,5 log1o
Hepatitis A Muscheln 400-600 MPa; TCIDsg in Zellkultur 500 MPa; 25 min: (Pavoni et al. 2015)
Virus 20°C
Humaner Zellkulturiiberstand | 250-600 MPa; TCIDs in Zellkultur 400 MPa; 93 sec (Kovac et al. 2012)
Adenovirus 4°C oder 600 MPa; 4 sec:
>6 |Og1o
Humaner Austern 400, 600 MPa; Orale Aufnahme Nur bei 600 MPa: (Leon et al. 2011)
Norovirus 5 min; 6 °C durch Freiwillige Vollstandige
Inaktivierung
Humaner Kotsuspension 200-600 MPa; Kapselintegritatstest | 600 MPa; 5 min: (Lou et al. 2016)
Norovirus 4°C (PGM-PCR) >4 logyo (Gll.4
Stamm) oder 1-2
logo (GlI.1 and GII.6
Stamm)
Humaner Frihlingszwiebeln 100-600 MPa; Kapselintegritatstest | 600 MPa; 2 min; (Sido et al. 2017)
Norovirus Salsa 2 min; 1°C (PGM-PCR) 1 °C: Abnahme um 3
log1o (GI.1 Stamm)
oder 4 logyo (Gll.4
Stamm)
Humaner Zellkulturiiberstand | 400-600 MPa; PFU in Zellkultur 500 MPa; 5 min: (Kingsley et al. 2004)
Picornavirus 21°C >4 log1o
(Coxackievirus A3,
humaner
Parechovirus-1);
600 MPA; 5 min:
Keine Inaktivierung
(Aichivirus,
Coxackievirus B5)
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Muriner Erdbeerpuree 300-450 MPa; PFU in Zellkultur 400 MPa: (Lou et al. 2011)
Norovirus 2 min; 4 und 4 logo (4°C) und
20°C 2 log1o (20°C)
Kopfsalat 400 MPa:
5 logyo (4°C) und
1 log1o (20°C)
Muriner Erdbeerpuree 350 MPa; 0, 5, PFU in Zellkultur 350 MPa; 2 min: (Huang et al. 2014b)
Norovirus 10 min; 20 °C >4 log1o (0°C) oder
<1 log1o (20°C)
Muriner Frihlingszwiebeln 300 MPa; 2 min; PFU in Zellkultur 4 log1o (Sido et al. 2017)
Norovirus Salsa 1°C
Rotavirus Zellkulturiiberstand, | 200-450 MPa; PFU in Zellkultur Verschiedene (Araud et al. 2015)
Austern 4°Cund 20 °C Stamme zeigen
verschiedene
Stabilitat
Zellkulturiiberstand, Hohere Inaktivierung
bei 4 °C als bei 10 °C
Austern 400 MPa; 2 min, 4 °C
und 20°C:
>4 |Og1o
Tulane Virus Zellkulturiberstand | 100-550 MPa; PFU in Zellkultur 200 MPa: 2 log1o (Li et al. 2017)
2 min; 4 und (21°C) und 3 logno
21°C (4°C)
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Tabelle 3: Inaktivierung von Parasiten durch HHP-Behandlung

Parasit

Matrix

Behandlungsparameter

Bestimmung der
Wirkung (Vitalitat,
Infektiositat)

Ergebnis

Referenz

Anisakis simplex (stage

1)

H.O deionisiert;

Sterile Kochsalzlésung
(0.9% NacCl);

z. T. Fischfilet (Sandwich)

2,351; 50, 100, 120, 140, 150,
160, 170, 180, 190, 200, 300
MPa;

1,3,5,7,10, 15, 20, 25, 30, 40,
50, 60, 70, 240 min; 0 bis 15 °C

Vitalitat: Mobilitatstest;
Fluoreszenz bei 312 nm;
Farbung mit Methylenblau
Infektiositat: nicht
bestimmt

Ab 120 MPa und 7 min ist eine
Wirkung erkennbar. Ab 170 MPa und
25 min (190 MPa und 15 min, bzw.
200 MPa und 10 min) wird eine
sichere Inaktivierung unter
Berlicksichtigung der nachgewiesenen
Vitalitdtsparameter beschrieben.

(Molina-Garcia and
Sanz 2002)

Anisakis simplex
(Larven)

Bauchklappen und
Eingeweide von Heilbutt
bzw. Flunder

21; 14, 69, 138, 207, 276, 345,
414, 552 MPa, 30, 60, 90, 180
sec, 10 °C

Vitalitatstest

100% Abtétung der Larven:
30 bis 60 s/414 MPa,

90 bis 180 s/276 MPa,

180 s/207 MPa

(Dong et al. 2003)

Anisakis simplex L3

Meeraal inokuliert

150, 200, 250, 300 MPa; 1, 5
min;
25°C

Vitalitastest, optisch;

Unter Beriicksichtigung von
Produktsicherheit und
Lebensmittelqualitat werden 200 MPa
fur 5 min als optimale
Behandlungsparameter fiir die
behandelten Produkte angegeben.

(Lee et al. 2016c¢)

Anisakis simplex L3

Isolierte Larven in HyOgest;
befallener Seehecht;

2,351; 100, 200, 300, 350 MPa;
1, 2x1, 2, 2x2, 5, 15 min;
12 bis 24 °C

Vitalitatstest mittel
Kameraanalyse;
Emmissionsanalyse nach
UV-Beleuchtung (366 nm);
Infektiositat mittels
Immunoblotting

Unter Beriicksichtigung von
Produktsicherheit und
Lebensmittelqualitat werden 200 MPa
bei langerer Haltezeit als optimale
Behandlungsparameter fiir die
behandelten Produkte angegeben.

(Vidacek et al. 2009)

Anisakis simplex

Isolierte Larven in
Zellkulturmedium (Eagles
fluid); befallene ganze
Markrelen;

351; 100, 200, 300 MPa; 5 min;
22°C

Untersuchung der Vitalitat
mittels Stereomikroskop.

Nach einer Behandlung bei 300 MPa
konnte keine Vitalitat der Larven in der
Fischmatrix nachgewiesen werden.

(Brutti et al. 2010)

und Trichuris vulpis

300, 345, 350, 400, 414, 500,
552, 600 MPa; 60 sec;

mikroskopisch;
Infektiositat: nicht

Eiern nach einer Behandlung bei
Driicken groRer/gleich 400 MPa.

Eier von Ascaris suum Leitungswasser 351; 138, 207, 241, 276, 345, Vitalitat: Entwicklungsrate, | Bei einem Druck von 276 MPa und (Rosypal et al. 2007)
414, 552, 600 MPa; 10, 20, 30, mikroskopisch; hoéher konnte nach einer
60 sec; Infektiositat: nicht Behandlungzeit von 60 s keine
T [°C]: nicht benannt bestimmt Embryonierung festgestelllt werden.

Eier von Ascaris suum Leitungswasser 351; 138, 207, 241, 250, 276, Vitalitat: Entwicklungsrate, | Keine Larvenentwicklung aus den (Rosypal et al. 2011)

solution (HBSS)); H2Ogest

120, 180 sec; T [°C]: nicht
benannt

héher. Keine strukturellen
Veranderungen der Oozysten bis
einschlieBlich 550 MPa.

T [°C]: nicht benannt bestimmt
Toxoplasma gondii Ausgewogene Salzlésung V [I]: 35; 100, 140, 200, 270, Infektiositat Gber Maus- Keine Infektionen nach einer (Lindsay et al. 2005)
Oozysten (Hanks’ balanced salt 340, 400, 480, 550 MPa; 60, 90, Bioassay Druckbehandlung bei 340 Mpa und
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Toxoplasma gondii
Oozysten

Inokuliertes gehacktes
Schweinefleisch

351; 100, 200, 300, 400 MPa;
30, 60, 90 sec;
T [°C]: nicht benannt

Infektiositat mittels
Toxoplasma Agglutination
Test (MAT)

Eine Behandlung von T. gondii-
haltigem Hackfleisch mit HPP bei 300
oder 400 MPa fiir 30 Sekunden oder
langer eliminierte vollstéandig die
Infektionsfahigkeit bei Mausen.

(Lindsay et al. 2006)

Toxoplasma gondii

Inokulierte Himbeeren

351; 100, 200, 250, 270, 300,

Infektiositat Gber Maus-

Hochdruckbehandlung bei 340 MPa

(Lindsay et al. 2008)

Oozysten 340, 400, 500 MPa;60 sec; Bioassay. und hoéher um eine Infektiositat der
T [°C]: nicht benannt inokulierten Proben zu verhindern.
Cryptosporidium parvum | H,O de-ionisiert; 2 1; 552 MPa; 30, 45, 60, 90; 120 | Vitalitat: Mikroskopische 552 MPa: (Slifko et al. 2000)
PBS Puffer; Apfelsaft; sec Untersuchung; Keine Infektiositat nach einer
Orangensaft T[°C]: 20 °C Infektiositat: FDM Behandlungzeit von 60 s und langer.
Infektiositatstest
Cryptosporidium parvum | Inokulierte Amerikanische 35 [; 305, 370, 400, 480, 550 Quantifizierung mittels Maximale Reduktion der Infektiositat (Collins et al. 2005)

Austern

MPa;
60, 120, 180, 240, 360 sec;
T [°C]: keine Angabe

Immunoassay und
Fluoreszenzmikroskop;
Infektiositat mittels Maus-
Bioassay

um 93% nach einer Behandlung bei
550 MPa fur 180 s.

Trichinella spiralis

Muskel infizierter Mause

V [I]: keine Angabe; 100, 150,
200, 300 MPa; 10 min;
T[°Cl:25°C

Histologische
Untersuchungen. Kein
direkter Test der Vitalitat
und Infektiositat.

Deutliche Anderungen bei 300 MPa

(Ohnishi et al. 1994)

Trichinella spiralis

Infizierter Kaumuskel vom
Schwein; inokulierte Salami

35, 55, 21; 483, 600 MPa; 5, 7,
10, 12 bzw. 1, 2, 3, 4, 5, 7 min;
19 °C bis Tnax 31 bzw. 37 °C)

Vitalitat: mikroskopische
Untersuchungen,
Infektiositat: Maus-
Bioassay

Vitalitat und Infektiositat unterhalb des

Detektionslimits nach allen Versuchen.

Keine Inaktivierungsdaten zu Salami,
da der Produktionprozess bereits
lethal ist.

(Porto-Fett et al. 2010)

Eimeria acervulin
Surrogat fir
Cyclospora cayetanensis

Himbeeren,
Basilikum

V: nicht benannt; 550 MPa; 2
min;
40 °C

Futterung an Vogel

Keine Infektion

(Kniel et al. 2007)

Hymenolepis diminuta
Eier

Isolierte Eier in Salzlésung
(Hanks’ balanced salt
solution (HBSS))

351; 100, 200, 300, 400, 500,
600 MPa; 60 sec;
T [°C]: keine Angabe

Farbung mittels
Trypanblau zum
Vitalitdtsnachweis der
Onkosphare

Nach einer Druckbehandlung von
300 MPa und héher konnte keine
Vitalitat festgestellt werden

(Merwad et al. 2011)
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Tabelle 4: Auswirkung der HHP-Behandlung auf die Allergenitat

Ref. Nr.. | Hiilsenfriichte, Allergen Matrix HHP Prozessparameter Einfluss der HHP Referenz
Niisse, Samen Behandlung auf die
Allergenitét
1 Mandel Mandel Gesamtproteinextrakt Puffer, pH 7,0 600 MPa, 4-70°C, 5-15 min — (Li et al. 2013b)
2 Buchweizen Buchweizen Puffer, pH unbekannt 600 MPa, 1-5 min — (Lee et al. 2016a)
Gesamtproteinextrakt
3 Ginkgo Ginkgosamenprotein Puffer, pH 8,0 100-700 MPa, 20 min l (Zhou et al. 2016a)
4 Ginkgo Ginkgosamenprotein Wassrige Losung 100-400 MPa, 20 min, enzymatische l,— (Zhou et al. 2016b)
Hydrolyse (Papain, Alcalase, Pepsin,
Neutrase)
5 Sojabohne Sojabohnen Molke Wassrige Dispersion 100-300 MPa, 40-50°C, 15 min, l (Pefias et al.
enzymatische Hydrolyse (Alcalase, 2006¢)
Neutrase, Corolase)
6 Sojabohne Sojabohne, Sojakeimling, Tofu Wassrige Dispersion 300 MPa, 40°C, 15 min -, (Pefias et al. 2011)
7 Sojabohne Sojabohne in Wasser gequollen 100-500 MPa, 25°C, 20 min -] (Yang et al. 2014)
8 Sojabohne Sojaproteinisolat (SPI) Losung Puffer, pH 6,8 350 MPa, 20°C, 16 min l (Li et al. 2016)
(1%)
9 Weizen Weizen a-Amylase Inhibitor (AAl) | Puffer, pH 7,4 100-600 MPa, 10°C, 10 min -] (Yamamoto et al.
2010b)
Friichte, Gemiise
10 Apfel Apfel Apfel 600 MPa, 5 min l (Meyer-Pittroff et
al. 2007)
11 Apfel Apfelsaft, Homogenat (Golden Puffer, pH 7,0 400-550 MPa, 30-50°C, 3-10 min -, > (Houska et al.
Delicious), rekombinantes Mal d 2009a)
1 Hauptallergen
12 Apfel Apfel (Golden Delicious) Wassriger Extrakt 400-800 MPa, 20-80°C — (Fernandez et al.
Gesamtproteinextrakt 2009)
13 Apfel Apfelschale Schale 700 MPa, 20°C oder 115°C, 10 min -] (Husband et al.
2011)
14 Karotte Karottensaft und rekombinantes | Puffer, pH unbekannt 400-550 MPa, 30-50°C, 3 und 10 min -, > (Heroldova et al.
Dau ¢ 1 Hauptallergen 2009)
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15 Sellerie Sellerieknolle Nach Behandlung, Extraktion | 600 MPa, 20°C, -] (Jankiewicz et al.
in Puffer, pH 7,4 1997)
16 Sellerie rekombinantes Api g 1 Puffer, pH 7,4 500 MPa, 30-50°C, 10-20 min — (Houska et al.
Hauptallergen 2009b)
17 Ananas Ananassaft Saft, nach HHP 200-500 MPa, 20-50°C, 20 min — (Liang et al. 2015)
Gesamtprotein prazipitiert
und in Wasser gelost
Kuhmilch,
Huhnerei
18 Kuhmilch Molkenprotein Puffer, pH 8,0 100-300 MPa, 37°C, 15 min, enzymatische L1 (Penas et al.
Hydrolyse (Pepsin, Trypsin, Chymotrypsin) 2006a)
19 Kuhmilch Molkenprotein Wassrige Losung 100-300 MPa, 40-70°C, 15 min, l (Penas et al.
enzymatische Hydrolyse (Corolase, 2006b)
Alcalase, Neutrase, Papain)
20 Kuhmilch naturliches B-Lactoglobulin (B- Puffer, pH 2,5 (Pepsin) 400 MPa, 5-120 min, 37°C, enzymatische l (Chicén et al.
LG) Hydrolyse (Pepsin) 2008b)
21 Kuhmilch naturliches B-Lactoglobulin (8- Puffer, pH 6,8 oder pH 2,5 200 oder 400 MPa, 10 oder 30 min -1 (Chicon et al.
LG), Molkenproteinisolat (MPI) 2008a)
22 Kuhmilch MPI: natirliches B-Lactoglobulin | Puffer, pH 2,5 (Pepsin) or pH | 200 and 400 MPa, 37°C, 10-60 min, —] (Chicén et al. 2009)
(B-LG), a-Lactalbumin 6,8 (Chymotrypsin) enzymatische Hydrolyse
23 Kuhmilch naturliches B-Lactoglobulin, Puffer, pH 6,8 400 MPa, 5 min (Pepsin) oder 20 min l (Lopez-Exposito et
hydrolysiert (Chymotrypsin) oder pH 2,5 | (Chymotrypsin) Hydrolyse; Kontrollhydrolyse al. 2012)
(Pepsin) 24 h bei Umgebungsdruck (Chymotrypsin)
24 Kuhmilch Milch Milch unbekannt; keine Angaben l (Lee et al. 2016b)
25 Huahnerei Eiklar Ovomucoid (OVO) unbekannt 100-600 MPa,10°C, 10 min -] (Odani et al. 2007)
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26 Hdhnerei 1% Eipulver in Rinderhack Rindfleisch 600 MPa, 20°C, 10 min -] (Hildebrandt et al.
2010)
27 Hihnerei Ovalbumin (OVA), Eiklarprotein Puffer, pH 7,5 (OVA)/ pH 7,7 | 400 MPa, 40°C, 30 min, w/o — (Ma et al. 2015)
(EW) (EW) Transglutaminase (TG) Behandlung
Fleisch, Fisch,
Schalentiere,
Mollusken
28 Rindfleisch Bovines Serumalbumin (BSA) unbekannt 100-600 MPa, 5-7°C, 10 min -] (Suzuki et al. 2004)
29 Rindfleisch Bovines Gammaglobulin (BGG) | unbekannt 100-600 MPa, 5-7°C, 5 min -] (Mikami et al.
2007)
30 Rindfleisch Bovines Gammaglobulin (BGG) | Puffer, pH 7,4 100-600 MPa, 5-7°C, 5 min -] (Yamamoto et al.
2010a)
31 Fisch Forellenbarsch Extrakt in Puffer, pH 7,5 100-400 MPa, 20°C, 15 min; 300 MPa, — (Liu et al. 2012)
20°C, 5-30 min
32 Fisch Silberkarpfen Extrakt in Puffer, pH 7,5 100-300 MPa, 20°C, 10-60 min — (Liu and Xue 2010)
33 Garnele Tropomyosin (TM) von Puffer, pH 7,0 100-600 MPa, 25-75°C, 2,5-30 min l (Long et al. 2015)
Litopenaeus vannamei
34 Tintenfisch Naturliches Tropomyosin Tod p 1 | Puffer, pH 7,5 200-600 MPa, 20°C, 20 min l (Jin et al. 2015)
Legende
— unverandert
l verringert
1 erhéht
-] leicht verringert
-1 leicht erhdht
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