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1. Einleitung und Problemstellung

Marine Fische werden h&ufig von Nematodenlarven, auch Fadenwurmer genannt, parasitar
befallen. Besonders h&ufig treten der Anisakis simplex und der Pseudoterranova decipiens
auf. Fur den Verbraucher haben die beiden genannten Nematodenarten eine lebensmittelhygi-
enische Bedeutung. Durch den Verzehr roher oder unzureichend zubereiteter infizierter
Fischprodukte besteht ein gewisses Risiko fir die Gesundheit des Menschen, weil er auf diese
Weise an Anisakiasis erkranken kann. Somit zahlt diese Krankheit zu den Zoonosen, was be-
deutet, dass es sich um eine Infektionskrankheit handelt, welche wechselseitig zwischen
Mensch und Tier Ubertragen wird. Aus diesem Grund hat zum einen die Europdische Union
zum Schutz der Verbraucher mehrere Verordnungen erlassen. Zu nennen sind dabei die Ver-
ordnungen Nr. 853/2004, Nr. 854/2004 und Nr. 2074/2005. In diesen werden spezifische Hy-
giene- und Verfahrensvorschriften fiir die Uberwachung von Lebensmitteln tierischen Ur-
sprungs bestimmt (Europdische Union 2004a; Europaische Union 2004b; Européische Union
2005). Zum anderen hat die Codex Alimentarius Kommission, welche sich aus der Ernédh-
rungs- und Landwirtschaftsorganisation (FAO) und der Weltgesundheitsorganisation (WHO)
zusammensetzt, mehrere Standards fur konservierte, tiefgekuhlte oder getrocknete Fischerei-
produkte festgelegt. Dazu zéhlen die Standards Codex STAN 165 und 190 aus dem Jahr 1995
und Codex STAN 244 aus dem Jahr 2004 (Codex Alimentarius Commission 0.J.a).

Um parasitar eingewanderte Nematodenlarven im Fischmuskel quantitativ nachzuweisen,
wird h&ufig die Digestionsmethode angewandt. Dies bedeutet, dass zerkleinertes Muskel-
fleisch mit einer Pepsin-Salzsaure (HCI)-Losung versetzt und anschlieBend (ber einen be-
stimmten Zeitraum durch stetiges Ruhren verdaut wird. Das Prinzip der Digestion gemaR Co-
dex Standard 244-2004 Annex | bringt jedoch das Problem mit sich, dass tiefgefrorene Anisa-
kislarven hdufig zu Bruchstiicken zerfallen, wodurch die quantitative Erhebung und nachfol-
gende Auswertung erschwert wird. Aus diesem Grund soll eine neue Methode mithilfe eines
Schuttelwasserbads (SWB) entwickelt und getestet werden, um Anisakislarven im Ganzen
nachweisen zu kdnnen.

Fur Institutionen wie zum Beispiel nationale Referenzlaboratorien oder Untersuchungsdmter,
die mithilfe der Digestionsmethode gemé&ll Codex Standard 244-2004 Annex | Nematodenlar-
ven in gefrorenen Fischfilets nachweisen missen, konnte die neu entwickelte Digestionsme-

thode unter Verwendung eines Schiittelwasserbads einige Vorzlge aufweisen.



Um statistisch verwertbare Aussagen treffen zu kdnnen, wird eine bestimmte Anzahl von
Proben fur die Hauptversuche vorbereitet, um die Methode mithilfe eines Magnetrihrers und

die Durchfiihrung anhand eines Schittelwasserbads miteinander vergleichen zu kénnen.

2. Theoretischer Teil

2.1 Parasiten

Als Parasiten, auch ,,Schmarotzer” genannt, werden Lebewesen bezeichnet, die in oder auf
anderen Lebewesen, den sogenannten Wirten, leben und sie als Nahrungsquelle missbrau-
chen. Der Wirt wird ohne dessen unmittelbaren Tod geschédigt und zieht aus dieser Bezie-
hung keinerlei Nutzen (Bilsing et al. 2004a: 314; Bilsing et al. 2004b: 401). Parasiten beein-
flussen ihren Wirt negativ ,,durch Stoffentzug, Zerstérung von Geweben oder die Abgabe von
giftigen Stoffen* (Bilsing et al. 2004b: 401). Der Wirtsorganismus wird nicht nur als Nah-
rungsquelle genutzt, sondern ist haufig auch der Lebensraum des Parasiten, welcher sich in
der Mehrzahl der Falle dort weiterentwickelt und fortpflanzt (Hiepe 2006: 6). Besonders ty-
pisch ist das Parasitieren auf mehreren Wirtsarten, die im Laufe ihres Lebenszyklus besiedelt
werden. Nicht selten ist der Wirtswechsel mit einem Generationswechsel verbunden (Probst
und Schuchardt 2004: 314f).

Parasiten kdnnen nach dem Aufenthaltsort im oder am Wirt unterschieden werden. Leben die
Parasiten innerhalb eines Wirtes werden sie als Endoparasiten (z.B. Bandwiirmer) bezeichnet,
leben sie aullerhalb des Wirts als Ektoparasiten (z.B. Lause). Auch die Dauer der Wirtsabhan-
gigkeit kann unterschieden werden. So nutzen z.B. Flohe den Wirt nur zeitweilig (temporér),
z.B. zur Nahrungsaufnahme. Hingegen sind L&use wahrend ihres Lebens dauerhaft (perma-
nent) an einen Wirt gebunden (Bilsing et al. 2004b: 401). Es gibt jedoch auch Parasiten, die
nicht in allen Entwicklungsstadien parasitisch leben. Diese werden als ,,periodische Parasiten*
bezeichnet. Das Gegenteil sind sogenannte ,,permanente Parasiten* (Eckert et al. 2008: 6).
Ahnlich wie die Parasiten werden die Wirte in unterschiedliche Kategorien eingeteilt. Mit zu
den bedeutsamsten Kategorien gehdéren Endwirt, Zwischenwirt und Fehlwirt. Im Endwirt,
auch als Definitivwirt bezeichnet, kommt es zur Entwicklung geschlechtlicher Stadien. Der
Zwischenwirt, der ebenso als Intermediarwirt bekannt ist, ist ein ,,Wirt, in dem ein Parasit
obligat einen Teil der Entwicklung durchlaufen muss und sich dabei ungeschlechtlich ver-
mehren kann* (Eckert et al. 2008: 7). Der Fehlwirt hingegen, der auch aberranter Wirt ge-
nannt wird, ist ein Wirt, in oder an dem sich der Parasit nicht weiter entwickeln kann (ebd.).



2.2 Nematoden

Nematoden, auch als Fadenwirmer bekannt, sind meist lang gestreckte, ungegliederte, faden-
oder spindelférmige Wirmer mit einem runden Querschnitt und einer hell-durchscheinenden,
weilichen Farbe. Die Mehrzahl der Arten ist getrenntgeschlechtlich, wobei die Weibchen
meist groler als die Mannchen sind (Priebe 2007: 268f).

Die Nematoden stehen fiir einen Stamm mit mehr als 26.000 bekannten Arten, die die unter-
schiedlichsten Biotope besiedeln und sich zum Teil an extreme Bedingungen angepasst haben
(Tenter und Schnieder 2006: 68). So gibt es Arten, die im Meer- und StRwasser, im Erdreich,
in heilen Quellen, in der Tiefsee (bis zu 6000 m Tiefe) oder in verrottendem organischem
Material leben. Viele Nematodenarten besiedeln Pflanzen, Tiere und Menschen parasitar
(Priebe 2007: 269).

Die Nematoden werden von einer dreischichtigen duReren Korperdecke, der Kutikula um-
schlossen, welche aus kollagenhaltigen und sklerotisierten Proteinen besteht (Mehlhorn 2001.:
115). AuRerlich weisen die Nematoden keine Zonierung auf. Die Kérperwand wird neben der
Hypodermis aus einer Schicht von schréggestreiften Langsmuskelzellen gebildet. Darunter
befindet sich eine primére Leibeshdhle, welche flissigkeitsgefllt ist. Die schlangenahnliche
Korperbewegung der Nematoden kommt auf der einen Seite durch das Gegenspiel der starren
Oberflache und des Drucks der Flussigkeiten (sogenannter Turgordruck) in der Leibeshohle
und auf der anderen Seite durch die Kontraktionen der Langsmuskelzellen zustande (ebd.).
Der Lebenszyklus der Nematoden erfolgt vom Ei Uber vier festgelegte Hautungen der Kutiku-
la (L1-L4) hin zu geschlechtsreifen Wiirmern. Das infektitse Stadium bei parasitischen Arten
ist fir den Endwirt i.d.R. die Drittlarve (Priebe 2007: 269). Die befruchteten Eizellen sind von
einer sklerotisierenden, oft chitinhaltigen Schale umgeben, die ein Uberleben im Freien er-
maoglicht. Die Grolie dieser Eier betrdgt meist 50-100 um und ist nicht von der L&nge des
Weibchens abhéngig (Mehlhorn 2001: 119).

2.2.1 Anisakis simplex

Anisakis simplex gehort zur Familie der Anisakidae (Eckert et al. 2008: 149). Die Arten dieser
Familie haben eine grofRe lebensmittelhygienische Bedeutung, da ein gewisses Risiko der
Gesundheitsgefahrdung des Menschen beim Verzehr von Fischen besteht.

Der Entwicklungszyklus von Anisakis simplex, welcher in Abbildung 1 bildlich dargestellt ist,
lauft wie folgt ab: Die adulte Form (L4) lebt im Magen-Darmtrakt von Meeressdugern. Sehr

haufig sind Wale (Blauwal, Zwergwal, Delphin u.a.), seltener Robben betroffen (Eckert et al.
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2008: 323). Da vorwiegend Wale als Endwirte befallen sind, wird Anisakis simplex auch als
»Walwurm® bezeichnet. Die marinen Sdugetiere setzen die nicht embryonierten Eier mit den
Fazes ins Wasser ab. Im Wasser kommt es anschlielend haufig zur Bildung der L1 und L2
Larven (Mehlhorn und Piekarski 2002: 340). Die geschliipften Larven werden von ersten
Zwischenwirten, wie Crustaceen (Krebse, Garnelen) aufgenommen und wachsen bis etwa
20 mm heran (L3). Es ist wahrscheinlich, dass Copepoden (RuderfulRkrebse) als Transportwir-
te dienen. Werden nun infizierte Zwischen- oder Transportwirte von Fischen verzehrt, wan-
dern die Larven in deren Leibeshohle Gber und kapseln sich zwischen den Eingeweiden, in
der Leber und selten ebenfalls in der Muskulatur, ein (Eckert et al. 2008: 323). Die Fische
dienen dabei lediglich als Stapelwirte. Das bedeutet, dass es zu keiner Weiterentwicklung der
Larve kommt. Zudem konnen Raubfische die parasitierten Fische verzehren, sodass diese
zusatzlich als Stapelwirt verwendet werden (Krauss et al. 2004: 473). Fressen die Endwirte
infizierte Zwischenwirte, siedeln sich die Nematoden direkt im Magen oder Darm der Mee-
ressauger an und entwickeln sich zur Geschlechtsreife, womit sich der Zyklus schliel3t (Eckert
et al. 2008: 323).

marine
gy Mmammal

il

L1 egg

Abbildung 1: Life-cycle of Anisakis species (Quelle: Huss und Embarek, P. K. B. 2004: 62)

Obwohl der GroRteil der Anisakis-Larven in die Eingeweide wandert und sich dort einkapselt,
konnen auch Teile dieser Larven im Bauchlappen oder im Seitenmuskel zu finden sein (Prie-
be 2007: 293).

Die Mannchen des Anisakis simplex weisen im adulten Stadium eine L&nge von 3-13 cm auf.
Die Weibchen kdnnen im Vergleich etwas groRer werden. Die Spanne reicht hier von 4-20 cm
(Eckert et al. 2008: 323).



Die Anisakis-Larve im dritten Entwicklungsstadium kommt gerade einmal auf eine Korper-
lange von etwa 5-38 mm (Priebe 2007: 289). Der Larvenkorper ist wei3lich und relativ trans-

parent. Unter dem Mikroskop lasst sich der langlich verlaufende Ventrikel (Magen) als leicht

verdickter Darmabschnitt erkennen (ebd.).

Abbildung 2: Abbildungen von Anisakis simplex (li.: Anterior, re.: Posterior) (Quelle: eigene Bilder)

Am Kopf befindet sich ein Bohrzahn, welcher in Abbildung 2 im linken Bild ersichtlich ist,
und die eher unaufféllige Ausgangsoffnung des Exkretions-/ Sekretionsorgans. Der vordere
Teil wird als Anterior, der Hintere als Posterior bezeichnet. Am hinteren Ende sitzt seitlich
der Enddarm. Anisakis simplex lauft zum Ende hin spitz zu. Dort ist eine spitzkegelige Auffal-
tung der Kutikula, das sogenannte Mucron, deutlich abgesetzt, welches in der Abbildung 2 im
rechten Bild zu sehen ist (Priebe 2007: 290).

Abbildung 3: typisch eingerollte Form des Anisakis simplex (Quelle: eigene Bilder)

Die Larve ist eingerollt und von einer diinnen, bindegewebigen Kapsel (Gewebe, das vom

Wirt aufgrund einer Immunreaktion gebildet wird) umgeben (Priebe 2007: 291). Abbildung 3
5



zeigt die typisch eingerollte Form, in der Anisakis simplex tberwiegend auftritt. Die Anisakis-
Larven liegen meist knduelartig zusammen, sind jedoch leicht verschiebbar und miteinander
verklebt (Priebe 2007: 285).

Anisakis simplex war im Jahr 1987 Ausloser fiir den sogenannten ,,Nematodenskandal®. Das
Magazin ,,Monitor* berichtete iiber Larven im Muskelfleisch von Seefischen. Infolgedessen
brach der Absatz von Seefischen rapide ein. Im Vergleich zum Vorjahr waren es 83.000 Ton-
nen weniger. Zudem musste der GroBmarkt in Bremerhaven auf Kurzarbeit umgestellt werden
und nur durch den Einsatz von Betragen in Millionenhdhe konnte die Bundesregierung den

damaligen Zusammenbruch der Fischindustrie verhindern (Kepplinger 2008: 346).

2.2.2 Andere Arten der Familie der Anisakidae

Neben Anisakis simplex sind drei weitere Gattungen der Familie der Anisakidae vorrangig
verantwortlich fiir die Erkrankung an Anisakiasis, welche im nachfolgenden Kapitel genauer
erlautert wird. Dazu gehéren der haufig im Kabeljau vorkommende Pseudoterranova deci-
piens, Hysterothylacium und Contracaecum.

Pseudoterranova decipiens erreicht im Larvenstadium eine Lange von 25-60 mm und eine
Dicke von 0,3-1,2 mm (Huss und Embarek, P. K. B. 2004: 62). Im adulten Stadium ist er 7-
9 cm lang (Priebe 2007: 271). Somit ist dieser nicht nur deutlich langer als Anisakis simplex,
sondern kann im Durchmesser auch dicker werden. Pseudoterranova decipiens tritt anders als
Anisakis simplex in gerader oder in S-Form auf und ist leicht braunlich bis rétlich geféarbt
(Huss und Embarek, P. K. B. 2004: 62).

Das flr die Unterscheidung verschiedener Gattungen wichtige Mucron ist wie bei Anisakis
simplex deutlich abgesetzt, jedoch kommt es aufgrund der eindeutigen und mit bloRem Auge
gut sichtbaren Erscheinungsmerkmale von Pseudoterranova decipiens zu keiner Ver-
wechslungsgefahr (Priebe 2007: 297).

Als Endwirt sind fast ausschlieBlich Robben befallen, weswegen Pseudoterranova decipiens
auch als ,,Robbenwurm® bezeichnet wird. Der Entwicklungszyklus entspricht weitestgehend
dem des Anisakis simplex. Eine wichtige Abweichung ist jedoch, dass die Larve im dritten
Stadium nicht in die Leibeshohlenorgane der als Zwischenwirt genutzten Knochenfische
wandert, sondern Gberwiegend im Seitenmuskel zu finden ist und dabei die Rickenpartien bis
hinter den Kopf erreicht. Dies stellt einen bedeutsamen Unterschied fir die Fischwirtschaft

dar, jedoch sind die relativ groRen Pseudoterranova-Drittlarven wesentlich aufféalliger und



einfacher im Fischmuskel zu erkennen als die kleineren, wei8lichen Anisakis simplex-Larven
(ebd.).

Auch die Gattungen Hysterothylacium und Contracaecum sollten bei der Diagnostik von Ani-
sakiasis bedacht werden, obwohl beide Gattungen deutlich seltener Ausldser fur die Erkran-
kung sind. Beide Gattungen kommen haufig in Meeresfischen vor (Priebe 2007: 299).
Angehorige dieser Gattung stellen die haufigsten, bei marinen Knochenfischen vorkommen-
den Nematodenarten dar. Im Gegensatz zu Anisakis simplex und Pseudoterranova decipiens
werden sie bereits in den Fischen als Magen-Darm-Parasiten geschlechtsreif und passen sich
nicht an die Kdrpertemperaturen der Sduger und Vogel an. Aus diesem Grund weisen die
Larven im dritten Stadium in den Sdugern auch kein Migrationsverhalten bei 37 °C auf und
sind infolgedessen durch den Fischverzehr fiir den Menschen nicht geféhrlich. Die Gattung
Hysterothylacium adunctum ist im Nordostatlantik die verbreiteteste Art (Priebe 2007: 299).
Knochenfische werden als Endwirte und parasitér befallene Wirte fur die Angehoérigen dieser
Gattung genutzt (Priebe 2007: 299). Besonders héufig befallt die Larve Il die Eingeweide
und die Leber der als Transport- oder Stapelwirt dienenden Fische. Genauso wie die Gattun-
gen Anisakis simplex und Pseudoterranova decipiens besitzt die Larve 11l am Hinterende ein
spitz zulaufendes, deutlich abgesetztes Mucron. Lichtmikroskopisch kann unter der Kutikula
der artcharakteristische, stachlige ,,Kaktusschwanz* festgestellt werden (Priebe 2007: 300).
Die Gattung Contracaecum kommt weltweit in marinen Saugern und Vdgeln als Darmparasit
vor. ,,Das Risiko, dass beim Verzehr von befallenen Fischen lebende Drittlarven vom Men-
schen aufgenommen werden, wird als sehr gering eingeschétzt, weil die Larve nicht in den
zum Verzehr verwendeten Fischteilen vorkommt* (Priebe 2007: 300). Vorwiegend sind die
Eingeweide und die Leber befallen. Untersuchungen des Hinterendes zeigen Unterschiede zu
den bereits aufgezédhlten Gattungen der Familie der Anisakidae auf. Bei Contracaecum ist

kein typisches Mucron auszumachen, da das Hinterende spitz zulduft (ebd.).

2.3 Anisakiasis

Als Anisakiasis wird die Krankheit bezeichnet, die in den meisten Féllen durch Anisakis simp-
lex oder Pseudoterranova decipiens tbertragen wird, wenn diese durch den Konsum von ro-
hem oder unzureichend zubereitetem Seefisch lebendig verzehrt werden (Krauss et al. 2004:
473). Die NL parasitieren den Menschen als Fehlwirt in der dritten Larvenform, wo es jedoch
zu keiner Weiterentwicklung kommt (Suh und Keystone 2008: 1341). Anisakiasis gehort da-
mit zu den Zoonosen. Der Begriff Zoonose setzt sich aus den griechischen Wortern zoon (Le-

bewesen) und nosos (Krankheit) zusammen und steht fur Infektionskrankheiten, die wechsel-
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seitig zwischen Mensch und Tier Ubertragen werden (Bundesinstitut fur Risikobewertung
(BfR) 0.J.). Das Bundesinstitut fur Risikobewertung bestétigt, dass Zoonosen durch ein
schnelles Bevolkerungswachstum, eine zunehmende Mobilitat, verédnderte Tierzucht und -
haltung sowie Klimaveréanderungen immer mehr an Bedeutung gewinnen (ebd.).

Anisakis simplex oder Pseudoterranova decipiens dringen in die Magen- und Dinndarmwand
ein (Krauss et al. 2004: 472) und verursachen lokale Entziindungen und Blutungen, welche
nach ungefdahr zehn Tagen wieder abklingen (Suh und Keystone 2008: 1341). Allgemeine
Symptome sind Bauchschmerzen, Ubelkeit und Erbrechen. Aufgrund der wenig prazisen
Symptome werden haufig Fehldiagnosen, wie zum Beispiel einer Blinddarmentziindung, Un-
terleibsschmerzen oder einem Magengeschwiir gestellt (Sakanari und McKerrow 1989: 278f).
Eine Darmspiegelung wird angeraten, da dadurch die Larven identifiziert und direkt entfernt
werden konnen (Krauss et al. 2004: 475).

Es besteht zudem die Gefahr eines anaphylaktischen Schocks. Eine allergische Reaktion kann
auch durch die Aufnahme bereits abgettteter Larven ausgeldst werden (Krauss et al. 2004:
472).

Vor allem in Spanien, Frankreich, Japan, den Niederlanden und Nordamerika werden Falle
dieser Krankheit verzeichnet (Krauss et al. 2004: 473). Jedes Jahr sind rund 20.000 Menschen
davon befallen (Biodiversitat und Klima Forschungszentrum (BiK-F) 2012: 1). Bedingt durch
spezielle Erndhrungsgewohnheiten sind die meisten Falle in Japan aufgetreten, wobei eine
hohe Dunkelziffer besteht. Anisakis simplex konnte in tber 150 Fischarten und in Tintenfi-
schen nachgewiesen werden. 1998 waren in norwegischen Gewassern 97 % der Pollacks,
92 % der Dorsche und 60 % der Rotbarsche befallen (Eckert et al. 2008: 323).

2.4 Gesetzliche Aspekte

Aufgrund des vorbeugenden Verbraucherschutzes vor Zoonosen sind gesetzliche Regelungen
zwingend erforderlich. Dabei beziehen sich die gesetzlichen Regelungen ausschlie3lich auf
das Durchleuchtungsverfahren (engl. candling), welches im Methodenteil ausfihrlich be-
schrieben wird. Hinzu kommt, dass bei dem Verbraucher der &sthetische Aspekt eine grolie
Rolle spielt. Wurden im Fisch NL aufgefunden, kann dies dazu fuihren, dass Fischmahlzeiten
fur langere Zeit oder gar fur immer vom Verbraucher gemieden werden. Die Européische
Union hat infolgedessen Verordnungen festgelegt, die in allen Mitgliedsstaaten einzuhalten
sind (Karl 2008: 113f). Zudem gibt es fiir Fischereiprodukte eine Reihe von Standards, die
von der Codex Alimentarius Kommission erlassen wurden (Codex Alimentarius Commission

0.J.2).



Die Codex Alimentarius Kommission ist eine im Jahr 1963 gegriindete gemeinsame Kommis-
sion der Erndhrungs- und Landwirtschaftsorganisation (FAO) und der Weltgesundheitsorga-
nisation der Vereinten Nationen (WHO) (Codex Alimentarius Commission 0.J.b; Bundesver-
band der deutschen Fischindustrie und des FischgroBhandels e.V. 2005: 74). Die Kommission
entwickelt in Ubereinstimmung gebrachte Lebensmittelstandards, Richtlinien und Verhaltens-
regeln, um die Gesundheit der Verbraucher zu schiitzen und einen fairen Lebensmittelhandel
sicherzustellen (Bundesverband der deutschen Fischindustrie und des Fischgrof3handels e.V.
2005: 74). AuBlerdem ist es Aufgabe, ,,die Normungsarbeiten im Lebensmittelbereich auf
internationaler Ebene zu koordinieren* (ebd.).

Es gibt eine Vielzahl von Codex Standards, die sich auf konservierte, tiefgekiihlte oder ge-
trocknete Fischereiprodukte beziehen. Darunter sind auch einige Standards, die die Handha-
bung von parasitéar befallenen Fischprodukten regulieren. Diese sind Codex Standards Nr. 165
und Nr. 190 aus dem Jahr 1995, sowie Nr. 244 aus dem Jahr 2004 (Codex Alimentarius
Commission 0.J.a).

Codex STAN 165, 1995 ist ein Standard fir tiefgekuhlte Fischfilet-Blocke, zerkleinertes
Fischfleisch, Mixturen von Filets und zerkleinertem Fischfleisch. Codex STAN 190, 1995 ist
ein Standard fur tiefgekiihlte Fischfilets (ebd.).

Beide Standards legen Voraussetzungen fur die Detektion von Parasiten mit der Durchleuch-
tungsmethode fest, definieren Parasiten und geben fur Parasiten in Fischereiprodukte erlaubte
Erscheinungsmerkmale wider (Karl 2008: 114). Es wird zum Beispiel dargelegt, dass die Wa-
re als mangelhaft definiert wird, wenn zwei oder mehr Parasiten pro Kilogramm je Stichpro-
beneinheit mit einem kapselférmigen Durchmesser von mehr als 3 mm oder einem nicht kap-
selformigen Durchmesser von grofer als 10 mm entdeckt werden (Codex Alimentarius
Commission 1995: 5).

Codex STAN 244, 2004 ist ein Standard fur gesalzene Heringe aus dem Atlantik und gesalze-
ne Sprossen. In Anhang | dieses Standards wird das Digestionsverfahren mithilfe eines Mag-
netriihrers beschrieben (Codex Alimentarius Commission 2004: 5). Dieses Verfahren wird bei
spateren Versuchen exakt nach diesen Richtlinien durchgefthrt.

In der EU-Verordnung 853/2004 sind die spezifischen Hygienevorschriften fir Lebensmittel
tierischen Ursprungs festgelegt, darunter auch Regelungen zum Schutz vor Parasiten. Es wer-
den die Anforderungen fiir Handhabung von Fischereiprodukten beziiglich Parasiten (Kapitel
I11 D.) und die Regelungen fir den Lebensmittelhdndler im Umgang mit parasitar kontami-
nierten Fischereiprodukten beschrieben (Kapitel VV D.) (Europdische Union 2004a).



In Kapitel 111 D. dieser Verordnung ist vermerkt, dass Fischereiprodukte (Rohware und End-
erzeugnis) bei -20 °C oder kalteren Temperaturen fiir mindestens 24 Stunden gelagert werden
miussen (Europdische Union 2004a: 113f). Diese Anforderungen gelten fir Fischereiprodukte,
die roh oder nicht ausreichend erhitzt verzehrt werden, wie zum Beispiel Sushi, Sashimi,
Fischcarpaccio oder Ceviche (roh marinierter Fisch). Zudem gilt dies fur Heringe, Makrelen,
Sprotten, (wilde) Atlantische oder Pazifische Lachse, welche bei weniger als 60 °C kaltgerau-
chert werden, und fir marinierte und/ oder gesalzene Fischereiprodukte. Bei diesen Verarbei-
tungsbedingungen kann keine ausreichende Abtdtung gewahrleistet werden, sodass das Tief-
gefrieren im ersten Schritt eine Notwendigkeit darstellt, um sicherzustellen, dass sich im
Fisch befindliche Parasiten abgetttet werden (ebd.).

Kapitel V D. besagt, dass Lebensmittelunternehmer dazu verpflichtet sind, Fischereiprodukte
vor dem Verkauf einer Sichtkontrolle auf Parasiten zu unterziehen. Offensichtlich mit Parasi-
ten kontaminierte Fische durfen nicht zum menschlichen Verzehr verkauft werden (ebd.:
116).

Die EU-Verordnung 2074/2005 bezieht sich im Anhang Il ausschlieBlich auf Fischereier-
zeugnisse. In Anhang Il Kapitel | werden spezialisierte Definitionen von sichtbaren Parasiten,
der Sichtkontrolle und Durchleuchtung festgelegt. In Kapitel 11 werden genaue Regeln bei der
Sichtkontrolle beschrieben, um Parasiten in Fischereiprodukten zu entdecken. Im Allgemei-
nen sind die Lebensmittelhersteller dafur verantwortlich alle Stufen der Produktion von Fi-
schereiprodukten zu tberprifen (Europdische Union 2005: 9).

Als sichtbarer Parasit wird in Anhang II Kapitel I ,,ein Parasit oder eine Gruppe von Parasiten
in einer GroBe, von einer Farbe oder mit einer Textur (ebd.) definiert, ,,die sich vom Fisch-
gewebe deutlich unterscheidet™ (ebd.). Die Sichtkontrolle wird als eine ,,nicht destruktive Un-
tersuchung von Fischen oder Fischereierzeugnissen mit oder ohne optische Vergrolierung bei
fur die Sehkraft des Menschen guten Lichtverhaltnissen, erforderlichenfalls auch mittels
Durchleuchtung (ebd.) beschrieben. Eine Durchleuchtung wird als eine Untersuchung ,,von
Plattfischen oder Fischfilets auf Parasiten durch Betrachtung vor einer Lichtquelle in einem
abgedunkelten Raum* (ebd.) geschildert. Hierbei fehlen jedoch genauere Angaben bezlglich
der Lichtstarke.

In Anhang 11 Kapitel Il wird die Sichtkontrolle nochmals genauer dargestellt. Dabei wird ver-
deutlicht, dass eine Sichtkontrolle an einer représentativen Anzahl an Proben vorgenommen
wird. ,,Die fir Landbetriebe verantwortlichen Personen sowie qualifizierte Personen an Bord

von Fabrikschiffen entscheiden je nach Art der Fischereierzeugnisse, ihrem geografischen
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Ursprung und ihrer Verwendung ber Umfang und Haufigkeit der Kontrollen. Wé&hrend der
Produktion werden ausgenommene Fische (d. h. Bauchhohle, Leber und zum Verzehr be-
stimmte Rogen) von qualifizierten Personen der Sichtkontrolle unterzogen® (ebd.). Die Sicht-
kontrolle erfolgt entweder zum Zeitpunkt des Ausnehmens und beim Waschen (beim manuel-
len Ausnehmen) oder anhand einer reprasentativen Anzahl von mindestens zehn Fischen pro
Charge (beim maschinellen Ausnehmen). ,,Bei Fischfilets oder Fisch in Scheiben wird die
Sichtkontrolle von qualifizierten Personen wahrend des Zurichtens und nach dem Filetieren
oder Zerlegen in Scheiben vorgenommen. Kann eine einzelne Sichtkontrolle aufgrund der
GroRe der Filets oder des Filetierungsvorgangs nicht durchgefiihrt werden, so ist ein Stich-
probenplan aufzustellen und der zustindigen Behorde [...] zur Verfiigung zu stellen. Ist die
Durchleuchtung von Filets technisch gesehen unumgénglich, so ist dies im Stichprobenplan
anzugeben® (ebd.).

Obwonhl sich die gesamten Gesetze nur auf das Durchleuchtungsverfahren beziehen, legt das
Niederséchsische Landesamt fir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (LAVES)
dar, dass die im spateren Methodenteil ausfiihrlich beschriebene Digestionsmethode von ho-
her Aussagekraft sei und eigentlich die Methode der Wahl sein solle. Es wird zudem eindeutig
darauf hingewiesen, dass die vorgeschriebene Durchleuchtungsmethode fur Wildlachse auf-
grund der intensiven Eigenfarbung der Fischmuskulatur nicht geeignet sei ,,um zu verhindern,
dass entsprechend Verordnung ( EG ) Nr. 853/2004 vom 29.4.2004, Kap. V D eindeutig von
Parasiten befallene Fischereierzeugnisse fiir den menschlichen Verzehr in Verkehr gebracht
werden® (Etzel und Ramdohr 2006: 192).

Die EU-Verordnung 854/2004 besagt in Anhang I, Kapitel 11 F., dass im Zuge der amtlichen
Uberwachung und im Besonderen ,,zur Uberpriifung der Einhaltung der Gemeinschaftsvor-
schriften in Bezug auf Parasiten Stichprobentests durchgefiihrt™ (Européische Union 2004b:
108) werden missen. Im Anschluss an die Kontrollen missen Fischereierzeugnisse fur ge-
nussuntauglich erkldrt werden, wenn ,,die organoleptische, chemische, physikalische oder
mikrobiologische Priifung oder Priifung auf Parasiten ergibt, dass sie nicht den einschldgigen
Vorschriften des Gemeinschaftsrechts entsprechen® (ebd.: 109) (Kapitel 111, Nr. 1).

Die einzelnen Bundeslander sind geméalR Grundgesetz fiir die amtliche Lebensmitteliberwa-
chung zustandig. Damit die Rechtsvorschriften von den Bundeslandern nicht unterschiedlich
ausgelegt werden, wurden zwei Arbeitskreise als Gremien der Sachverstdndigen gebildet
(Verbraucherzentrale 0.J.). Zum einen den Arbeitskreis Lebensmittelchemischer Sachverstén-
diger (kurz: ALS) und zum anderen den Arbeitskreis der auf dem Gebiet der Lebensmittelhy-
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giene und der vom Tier stammenden Lebensmittel tatigen Sachverstandigen (kurz: ALTS).
Die Beschliisse dieser Gremien sollen einheitliche Bewertungen der Lebensmitteliiberwa-
chung sicherstellen und werden in den einzelnen Untersuchungsamtern durchgesetzt.

Der ALS besteht aus einem Vertreter jedes Bundeslandes und einigen standigen Gésten, zum
Beispiel das BMEL (Bundesministerium fir Ernédhrung und Landwirtschaft). Der ALTS sieht
sich Uberwiegend als Gremium der Tierdrzte an (ebd.).

Beide Gremien entscheiden (ber die Vorschlage aus den Arbeitsgruppen. Die Beschlisse
werden nach entsprechenden Diskussionen getroffen, wenn mehr als drei Viertel der anwe-
senden Mitglieder dem Beschluss zustimmen. Die Beschliisse sind im Internet abrufbar und
nicht rechtsverbindlich. ,,Sie haben Charakter von Sachverstdndigen-Gutachten. Themen, die
sowohl ALS als auch ALTS betreffen werden zwischen beiden Arbeitskreisen abgestimmt*

(Verbraucherzentrale 0.J.).

3. Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Fisch

Auf dem Hamburger Fischmarkt in Altona wurden 50 ganze Nordsee-Heringe (Clupea
harengus), 24 ebenfalls ganze, jedoch bereits eviszierte, sprich ausgeweidete, Regenbogenfo-
rellen (Oncorhynchus mykiss) und drei Lachsseiten (Salmo salar) mit einem Gewicht von
insgesamt 4,5 kg gekauft. Die Heringe wurden ben6tigt, um daraus NL zu isolieren und mit
dem Heringsfilet VVorversuche (VV) durchzufiihren. Mit den Forellen- und Lachsfilets sollten
die Hauptversuche (HV) durchgefiihrt werden. Fir einige VV wurden zudem Kabeljaufilets
(Gadus morhua) verwendet, welche bis zur Verwendung tiefgekihlt wurden. Die Kabeljaue
wurden im November 2013 bei einer Seereise des Max Rubner Instituts vor Grénland gefan-

gen.
3.1.2 Chemikalien
3.1.2.1 Pepsin

Das verwendete Pepsin mit der Artikelnummer 107190 stammt von der Firma Merck KGaA
Darmstadt, Deutschland. Das Enzym, aus der Magenschleimhaut vom Schwein, weist eine
Aktivitdt von 2000 FIP-U/g EC 3.4.23.1 auf. ,,1 FIP-Unit (=Ph. Eur.-Unit) Pepsinaktivitat
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bewirkt den Abbau von Hamoglobin wahrend 1 Minute Inkubation bei 25+0.1 °C* (Carl Roth
GmbH + Co. KG 0.J.).

3.1.2.2 Salzsaure

Die eingesetzte rauchende Salzsaure mit einer Konzentration von 37 % kommt von der Firma
Merck KGaA Darmstadt, Deutschland und hat die Artikelnummer 113386.

3.1.3 Schuttelwasserbad

Abbildung 4 zeigt das SWB Typ 1083 der Firma GFL-Gesellschaft fir Labortechnik mbH
Burgwedel, Deutschland, welches fir die Versuchsreinen am SWB verwendet wurde. Es l&sst
sich eine Schiittelfrequenz zwischen 10-250 min™ einstellen. Die fiir alle Versuche verwende-
te Schiittelfrequenz lag bei 138 min™. Es verfiigt iber einen Temperaturbereich mit digitaler
Anzeige von ca. 3 °C Uber Leitungswassertemperatur bis 99,9 °C. Fur die ersten Versuche
wurde eine Temperatur von 37 °C, bei spateren Versuchen Temperaturen von 34,5 °C und
30 °C eingestellt. Bis sich das SWB auf eingestellte 37 °C erwdrmt hatte, dauerte es ca. 20
Minuten. Im SWB hatten flinfzehn 1 L-Plastik-Priifgefale Platz. Dabei wurden zehn Priifge-
falke mit einem bestimmten Verhéltnis von Fischmasse zu Pepsin-HCI-L6ésung und die restli-
chen flnf Prifgefalle mit 500 mL Leitungswasser befillt. Insgesamt 9 L Leitungswasser wur-
den verwendet, um das SWB zu fullen. Es war wichtig zu beachten, dass das SWB nicht mit
zu viel Wasser befiillt wurde, um ein mdgliches Uberschwappen wahrend des Schiittelvor-
gangs zu verhindern. Es musste jedoch genugend Wasser im SWB vorhanden sein, um zu

gewadhrleisten, dass der Digestionsvorgang optimal ablaufen konnte.
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Abbildung 4: verwendetes SWB (Quelle: eigenes Bild)

3.2 Methoden zum Nachweis von Nematodenlarven

3.2.1 Durchleuchtung

Die einzig in Gesetzen bericksichtigte Methode zum Nachweis von Nematodenlarven im
Fischmuskel ist die Durchleuchtung. Im Max Rubner-Institut werden die zu untersuchenden
Fische filetiert, enthdutet, gewogen und auf den eingeschalteten Leuchttisch gelegt (Leucht-
stérke der Tische in Codex STAN 190-1995), wo sie visuell untersucht werden (Max Rubner-
Institut 0.J.a: 2).

Funf Minuten vor dem Untersuchungsbeginn wird der Leuchttisch eingeschaltet, um visuell
zu Uberprifen, ob die Leuchtmittel funktionsfahig sind. Um sichtbare NL zu finden, wird je-
des Filet von beiden Seiten durchleuchtet. Auf einem Formblatt wird die Anzahl sichtbarer
NL festgehalten, wobei halbe NL extra zu notieren sind. Es kann zudem zwischen NL aus

dem Bauchlappen oder dem Filet unterschieden werden (ebd.: 2f).

3.2.2 Digestion

Bei der Digestion handelt es sich um ,,ein Routineverfahren zum Nachweis und zur quantita-
tiven Bestimmung von NL in Fischen* (Max Rubner-Institut 0.J.b: 2). Das Fischfilet wird mit
der Hand zerkleinert und mit einer Pepsin-Verdauungslosung versetzt. Bei 35 °C wird das
zerkleinerte Filet unter Rihren vollstdndig aufgeldst. Die im Riickstand verbleibenden NL
werden Uber ein Sieb dekantiert und ausgezéhlt. Der Nachweis erfolgt gemaR Codex Standard
244-2004 Annex | (ebd.).
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Zunéchst muss die Pepsin-HCI-Losung angesetzt werden. Dazu wird ein 10 L PE-Kanister
mit ca. 4 L warmem Leitungswasser (ca. 30 °C) befullt. 54 mL 37 %ige HCI-L6sung werden
abgewogen und hinzugeflgt. Der Ansatz wird geschdttelt und mit weiteren 2 L kaltem Was-
ser versetzt. In einem 100 mL Becherglas werden 50 g Pepsin auf +/- 0,1 g genau abgewogen.
Uber einen Pulvertrichter wird das Pepsin vorsichtig in den Kanister geschiittet. Das verwen-
dete Becherglas wird mit 80 mL Wasser ausgesplilt und der Ansatz in den Kanister gegeben.
Der Kanister wird erneut kraftig durchgeschattelt. Mit warmem Leitungswasser wird der Ka-
nister bis zur 10 L Marke gefiillt und nochmals geschuttelt (ebd.).

200 g des mit der Hand zerkleinerten Fischfilets werden in ein 2 L Becherglas tiberfiihrt und
mit 1,8 L Pepsin-HCI-Losung aufgefillt (ebd.: 3). Auf einem Magnetriihrer mit Heizplatte
und einem Kontaktthermometer wird der Ansatz nach Zugabe eines langlich, eckigen Mag-
netrihrstdbchens (sog. Rihrfisch) unter langsamem Rihren auf eine Temperatur von 35 °C
erhitzt. Der Ruhrvorgang dauert zwischen einer und zwei Stunden. Falls das Fischfilet nicht
vollstandig verdaut wurde, wird die Losung Uber ein feines Sieb mit einer MaschengréRe von
1000 pm (= 1 mm) dekantiert. Der Riickstand wird mit Leitungswasser gespult und wieder in
das Becherglas tberflhrt. Weitere 700 mL der Pepsin-HCI-L&sung werden hinzugegeben und
so lange bei 35 °C geruhrt, bis sémtliches Fischfilet verdaut ist. Die verdaute Lésung wird
durch ein Sieb gegossen, das Becherglas mit Leitungswasser gespult und der Inhalt ebenfalls
uber das Sieb dekantiert. Der sich im Sieb befindliche Riickstand wird mit Leitungswasser
gespult. Danach noch verbleibende Rickstande werden in schwarze Kunststoffschalen tber-
flhrt, die mit etwas Pepsin-HCI-Ldsung gefillt sind. Dort werden die NL ausgezahlt, die An-
zahl gefundener NL in einem Formblatt festgehalten, wobei halbe NL extra zu notieren sind
(ebd.).

Diese Digestionsmethode bringt den grofen Nachteil mit sich, dass oft nur noch Stiicke von
NL im Rickstand zu finden sind und es deswegen erschwert ist, quantitativ genau sagen zu
kdnnen, wie viele NL tatséchlich im rohen Fischfleisch enthalten waren. Es kann sogar pas-
sieren, dass NL komplett verdaut werden.

3.2.3 Schiittelwasserbadverfahren

Bei der SWB-Methode wird zerkleinertes Fischfilet in Plastik-Priifgefaie gefullt und mit ei-
ner Pepsin-Verdauungslosung versetzt. Bis zu 15 Plastik-Prifgefalie, die ein Fassungsvermo-
gen von einem Liter aufweisen, kdnnen in das SWB eingesetzt werden. Wird nur eine gewisse
Anzahl an Probengefallen fur den Verdauungsvorgang angesetzt, werden die restlichen Priif-

gefaRe bis zur 500 mL Marke mit Leitungswasser gefullt. Moglicher Vorteil der SWB-
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Methode ist, dass durch die Nachahmung der natlrlichen Magenvorgdnge durch sanftes
Schitteln die NL nach dem Verdauungsvorgang ganz bleiben.

Dadurch, dass es sich bei dem Schitteln statt des Ruhrens um eine sanftere Bewegung han-
delt, muss diese Methode dementsprechend auch fiir einen langeren Zeitraum durchgefuhrt
werden, damit das gesamte Fischfilet verdaut wird. Wichtig ist die quantitative Auswertung
der NL im Fischmuskel durch das Auszdhlen von ganzen NL. Bei vorherigen nationalen
Ringversuchen ist hdufig das Problem aufgetreten, dass die zu untersuchenden Proben nicht
ganz verdaut wurden und die NL dadurch oft nicht detektiert wurden. Hinzu kam, dass haufig

nur Bruchstiicke gefunden wurden (Karl und Ostermeyer 2012: 7).

4. Durchftihrung

4.1 Vorbereitung der Hauptversuche

Auf dem Fischmarkt Hamburg Altona wurden 50 fangfrische Nordsee-Heringe gekauft, aus
denen NL isoliert werden sollten. Dafiir wurden diese an der Bauchseite aufgeschnitten und
aufgeklappt. Nach dem Aufklappen waren in der Bauchhéhle einiger Heringe auf den ersten
Blick NL zu sehen, welche mithilfe einer Pinzette direkt isoliert werden konnten. Um mdg-
lichst viele NL zu finden, wurde der Fisch evisziert. Als ergiebige NL-Quelle wurde der He-
ring ausgewahlt, da dieser besonders oft von der Fadenwurmart Anisakis simplex befallen ist.
Dies wird umgangssprachlich dadurch bestétigt, dass Anisakis simplex auch als ,,Herings-
wurm® bezeichnet wird. Das ungenutzte Heringsfilet diente als Fischmasse fir spatere VV.
Dafur wurden die Heringe nach der Isolierung der NL filetiert, gehdutet und weitestgehend
entgratet. AnschlieBend wurden die Filetstiicke in beschriftete Titen abgefullt und bis zur
Verwendung tiefgekihlt. Die isolierten und lebenden NL wurden in einer Petrischale aufbe-
wahrt, welche mit einer 0,9 %igen NaCl-Losung befillt war.

Ziel war es, ungefdahr 500 NL aus den Heringen zu gewinnen, um spater gentigend NL fiir die
VV und die HV an Forellen- und Lachsfilets zu haben. Da in den 50 Heringen jedoch nur 450
NL gefunden wurden, musste auf bereits eingefrorene Heringe, welche schon langer im Kalte-
raum gelagert wurden, zurlickgegriffen werden.

Fur die Herstellung der Proben fiir die HV wurden ebenfalls auf dem Hamburger Fischmarkt
24 ganze Forellen und drei Lachsseiten mit einem Mindestgewicht von 1,5 kg pro Seite ge-
kauft. Fur jede der beiden Digestionsarten (bekannte Digestion am Magnetriihrer und neu
entwickelte Digestion mithilfe des Schittelwasserbads) wurde unter identischen Bedingungen

die gleiche Anzahl an Forellen- und Lachsproben mit der gleichen Anzahl an NL vorbereitet.
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So war es moglich, die beiden Methoden nach der Ergebnisauswertung miteinander zu ver-
gleichen. Die genaue Anzahl zugesetzter NL fir die jeweiligen Filetstlicke ist den Tabellen 1
und 2 zu entnehmen. Die mit einem Sternchen (*) gekennzeichneten Zahlen bedeuten, dass
NL verwendet wurden, die bereits gefroren waren.

Fur die Herstellung der Forellenproben wurden die Forellen filetiert, der Bauchlappen weg-
geschnitten, sowie die Haut, welche im Digestionsvorgang nicht mit verdaut wird, entfernt.
Anschlieend wurden die Forellenfilets mit lebenden NL versetzt und in einzeln beschriftete
Plastikbeutel gelegt. Daftir wurden mithilfe eines Skalpells kleine Taschen in das Filet ge-
schnitten und mit einer Pinzette eine NL in jede Tasche eingesetzt. Die Plastikbeutel wurden
mit folgenden Informationen beschriftet: Name der Praktikantin, Datum, Nr. des Filets, An-
zahl der eingesetzten NL und Digestionsart.

Bei den bereits entgrateten und verzehrfertigen drei Lachsseiten wurde die Haut weggeschnit-
ten und jeweils 180 g Filetstiicke zugeschnitten. Die einzelnen Filets wurden ebenfalls an-
schlielend mit lebenden NL versetzt und in einzeln beschriftete Plastikbeutel verpackt.

Alle Proben wurden bei -25 °C im Tiefkihlraum des Institutes gelagert. Bis zur Verwendung

dieser Proben sind ca. 9 Wochen vergangen.

Tabelle 1: Forellenfiletproben fir die Hauptversuche — Anzahl der zugefiigten NL

Forellenfiletproben
Fisch-Nr Anzahl der hinzugefligten NL
' Digestion Magnetrihrer Digestion SWB

1 1 1
2 1 1
3 3 3
4 3 3
5 3 3
6 5 5
7 5 5
8 5 5
9 5 5
10 5 5
11 7 7
12 7 7
13 7 7
14 10 10
15 10 10
16 10 10
17 10 10
18 10 10
19 10* 10*
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Tabelle 2: Lachsfiletproben fir die Hauptversuche — Anzahl der zugefiigten NL
Lachsfiletproben
Fisch-Nr Anzahl der hinzugefugten NL
' Digestion Magnetrihrer Digestion SWB
1 5 5
2 5 5
3 5 5
4 5 5
5 5 5
6 10 10
7 10 10
8 10 10
9 10 10
10 10 10

4.2 Vorversuche

Die Durchfiuhrung von VV am SWB war notwendig, um die optimalen Einstellungen am
SWB fiir die Digestion der HV-Proben herauszufinden. Es sollte erreicht werden, dass nach
dem Digestionsvorgang nur noch wenig Fischfilet-Ruckstandsmenge Ubrig bleibt. Zudem
sollte Uberpriift werden, ob die Methode auch mit bereits eingefrorenen NL durchgefihrt wer-
den kann und diese nach der Digestion ganz bleiben und somit quantitativ ausgezahlt werden
konnen. Bei einigen Versuchen wurde mithilfe eines ovalen Rihrfisch-Zusatzes lberprift, ob
damit eine verbesserte Digestion zu erreichen ist. Hinzu kommt, dass mit Fischarten unter-
schiedlichen Fettgehaltes gearbeitet wurde (als Magerfisch der Kabeljau und als Fettfisch der
Hering), um die Ergebnisse der Digestion vergleichen zu kdnnen.

Es stellten sich unter anderem folgende Fragen, um die optimale Einstellung zur Verdauung
im SWB zu finden: Welche Schuttelgeschwindigkeit muss gewéhlt werden? Bei welchem
Verhéltnis von Fischfilet zu Pepsin-HCI-Ldsung lauft die Digestion unter optimalen Voraus-
setzungen ab?

Fur die VV wurden zundchst zwei unterschiedliche Methoden der Durchfiihrung getestet.

Dafur wurde bei den VV I und 111 zundchst eine Digestionsmethode durchgefuhrt bei der vier
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Mal alle zwei Stunden der Riickstand der Fischmasse ausgewogen und dokumentiert wurde,
um die fortschreitende Digestion festzustellen. Im Vergleich dazu wurde bei dem VV Il und
den VV IV-VIII, sowie bei den Tests I-1Il am SWB die Digestion Uber einen langeren Zeit-
raum durchgefihrt. Auch nach diesen Messungen wurde geprift, wie viel Fischfilet-
Rickstand nach dem Digestionsvorgang zu verzeichnen ist. Bei den VV IV und VI wurde das
SWB ber 14 Stunden angeschaltet. Bei allen anderen VV und Tests wurde einer 14-
stiindigen Digestion Uber Nacht eine dreilligminitige Nachverdauung am nachsten Morgen
angehangt. Daflr wurde nach den 14 Stunden ein grof3er Anteil der alten Pepsin-HCI-L6sung
abgeschittet und das PrifgefaR mit dem darin enthaltenen Rickstand mit einem gewissen
Anteil an neuer Pepsin-HCI-Losung wieder aufgefullt. VVor der Durchfiihrung musste stets
eine gewisse Menge der Pepsin-HCI-Ldsung angesetzt werden. Fur jedes der zehn PrifgefaRe
wurden zunachst 900 mL fir den ersten Digestionsvorgang eingesetzt. Das bedeutet, dass 9
Liter Pepsin-HCI-LOsung bendtigt wurden. Fur den zweiten Digestionsvorgang wurden zu-
dem pro Prufgefall noch einmal 400 mL der Pepsin-HCI-Losung verbraucht. Insgesamt war
fir einen VV folglich eine Pepsin-HCI-Menge von 13 Litern erforderlich.

VV Il war der einzige Versuch, bei dem keine NL zugesetzt wurden. Bei diesem Versuch
ging es darum zu erfahren, welches das optimale Verhaltnis von Fischmasse zu Pepsin-HCI-
Losung ist, um eine moglichst niedrige Ruckstandsmenge zu erhalten.

Bei dem VV |, sowie bei den VV I11-VI wurden der zerkleinerten Fischmasse nachtraglich die
aus den Heringen isolierten, lebenden NL hinzugefiigt. Die Anzahl der hinzugefiigten NL
belief sich bei allen Versuchen auf zwei Stiick. Da zum Schluss nicht mehr gentigend NL zur
Verfugung standen, musste bei dem letzten VV mit lebenden NL bei drei von zehn Probenge-
falen auf jeweils eine NL verzichtet werden. Die Gesamtzahl der zugefiigten NL belief sich
bei VV VI dementsprechend auf 17 NL.

Bei den VV VII und VIII wurden bereits eingefrorene NL benutzt. Bei VV VII wurden je-
weils drei und bei VV VIII jeweils zwei NL dem PrifgefaR hinzugefugt. Diese stammten aus
vergangenen Seereisen und wurden damals aus verschiedenen Fischarten isoliert. Bis zur
Verwendung wurden diese ohne Unterbrechung tiefgeklhlt gelagert. Erst ab diesen Versu-
chen war es moglich, treffende Aussagen beztglich der Ganzheit der NL nach den Digesti-

onsvorgangen zu treffen.

4.2.1 Messung vier Mal alle zwei Stunden

Das aufgetaute Fischfilet wurde in kleine Stiicke zerrupft und eine bestimmte Menge davon in

ein nummeriertes 1 L Plastik-Prifgefal eingewogen. Eine gewisse Anzahl von NL wurde
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zugesetzt. Anschliefend wurde in das Prifgefal’ eine gewisse Menge der Pepsin-HCI-Ldsung
eingefullt und das GefalR mit einem Schraubdeckel verschlossen. Die mit Fischmasse und
Pepsin-HCI-Losung gefullten Prifgefale wurden in das SWB eingesetzt, welches vorab mit
9 L Leitungswasser beftllt wurde. Die restlichen Prifgefae wurden mit 500 mL Leitungs-
wasser aufgefullt und ebenfalls in das SWB gestellt. Das SWB wurde bei einer Temperatur
von 37 °C und einer Schiittelgeschwindigkeit von 138 min™ iiber zwei Stunden angestellt. Der
Messvorgang wurde vier Mal alle zwei Stunden wie folgt durchgefiihrt: Das Gewicht des
Edelstahlsiebes wurde notiert. Ein 2 L Becherglas wurde auf die Waage gestellt und das Edel-
stahlsieb auf diesem platziert. Der Inhalt des PrifgefalRes wurde tiber das Sieb dekantiert, so-
dass der Rickstand sich darin sammeln konnte. Fiir 90 Sekunden sollte der darin befindliche
Rickstand abtropfen. Das Edelstahlsieb wurde erneut gewogen und das Gewicht des Riick-
standes errechnet. Fir den nachfolgenden Digestionsvorgang wurden der Rickstand und die
aufgefangene Flussigkeit erneut ins Prifgefa umgefillt. Es musste darauf geachtet werden,
dass jeglicher Ruckstand aus dem Sieb zuriick ins Prufgefald gefiillt wurde, um mdglichst ge-
naue Werte herauszubekommen und sich zudem keine NL in dem Sieb befinden. Dieser Vor-
gang wurde fir alle angesetzten Prifgefalie durchgefihrt. AnschlieRend wurde das SWB er-
neut angestellt und nach weiteren zwei Stunden der zweite Messvorgang durchgefiihrt. Nach
acht Stunden und vier Messvorgangen wurde die Pepsin-HCI-LOsung weggeschittet und
eventuelle Fischmuskelreste entsorgt.

4.2.2 Messung nach 14 Stunden/ Messung nach 14 Stunden mit dreiRigminudtiger Nach-
verdauung

Das aufgetaute Fischfilet wurde in kleine Stiicke zerrupft und eine bestimmte Menge davon in
ein nummeriertes 1 L Plastik-Prifgefal eingewogen. Eine gewisse Anzahl von NL wurde
zugesetzt. Anschliefend wurde in das PrifgefaR eine gewisse Menge der Pepsin-HCI-Ldsung
eingefullt und das GefalR mit einem Schraubdeckel verschlossen. Die mit Fischmasse und
Pepsin-HCI-Losung gefullten PriifgefalRe wurden in das SWB eingesetzt, welches vorab mit
9 L Leitungswasser beftllt wurde. Die restlichen Prifgefae wurden mit 500 mL Leitungs-
wasser aufgefullt und ebenfalls in das SWB gestellt. Das SWB wurde bei einer Temperatur
von 37 °C, bei spateren Versuchen dann bei einer Temperatur von 30 °C und einer Schuttel-
geschwindigkeit von 138 min™ tiber 14 Stunden angestellt.

Fir die Messung nach 14 Stunden wurde das Gewicht des Edelstahlsiebes notiert. Ein 2 L
Becherglas wurde auf die Waage gestellt und das Edelstahlsieb auf diesem platziert. Der In-

halt des PrifgefalRes wurde Uber das Sieb dekantiert, sodass der Ruckstand sich darin sam-
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meln konnte. Fir 90 Sekunden sollte der darin befindliche Ruckstand abtropfen. Das Edel-
stahlsieb wurde erneut gewogen und das Gewicht des Ruckstandes errechnet. Gefundene NL
aus dem Sieb wurden in ein nummeriertes MikroreaktionsgefaR3 tberfihrt und anschlieRend
unter dem Mikroskop auf Ganzheit untersucht. Die Pepsin-HCI-Ldsung wurde weggeschiittet
und der restliche Riickstand aus dem Sieb ausgespuilt.

Fur die Messung nach 14 Stunden mit einer dreiBigmindtigen Nachverdauung wurden die
PrifgefalRe nach dem Digestionsvorgang dem SWB entnommen, einmal tber Kopf gedreht,
sodass eventuell festklebender Riickstand sich vom GefaRboden I6sen konnte, und flr eine
halbe Stunde beiseite gestellt, damit der Riickstand zu Boden sinken konnte. Das Edelstahl-
sieb wurde Uber ein 2 Liter Becherglas positioniert und alte Pepsin-HCI-Ldsung vorsichtig bis
zur 200 mL Marke des Plastik-Prufgefalies abgeschittet. Noch unverdaute Filetstliicke oder
ins Sieb gefallene NL wurden zuriick in das Prifgefal gefullt. 400 mL neue Pepsin-HCI-
Losung wurden in das PrufgefaR gefillt und dieser Vorgang mit allen Priifgefalien wiederholt.
Anschlielend wurden alle Prifgefale erneut in das SWB eingesetzt und nochmals fur eine
halbe Stunde mit den festgelegten Einstellungen angestellt. Nach dem zweiten Digestionsvor-
gang wurde das Gewicht des Edelstahlsiebes notiert. Ein 2 L Becherglas wurde auf die Waage
gestellt und das Edelstahlsieb auf diesem platziert. Der Inhalt des PriifgefaRes wurde tiber das
Sieb dekantiert, sodass der Ruckstand sich darin sammeln konnte. Fiir 90 Sekunden sollte der
darin befindliche Rickstand abtropfen. Das Edelstahlsieb wurde erneut gewogen und das
Gewicht des Riickstandes errechnet. Gefundene NL wurden aus dem Sieb in ein nummeriertes
Mikroreaktionsgefal? Gberfihrt und anschliefend unter dem Mikroskop auf Ganzheit unter-
sucht. Die Pepsin-HCI-Losung wurde weggeschittet und der restliche Riickstand aus dem

Sieb ausgespuilt.

4.3 Tests
4.3.1 Tests am Magnetrihrer

Fir die Durchflihrung der Digestion mithilfe von Magnetrihrern wurden zwei Gerate genutzt,
welche in Abbildung 5 abgebildet sind. Diese wurden zundchst in ihrer Funktionsfahigkeit
Uberprift. Es sollte an erster Stelle getestet werden, ob die Temperatureinstellungen der bei-
den Magnetriihrer mit den Thermometeranzeigen ibereinstimmten. Zudem sollte eine optima-
le Ruhrfrequenz fur die Digestionsvorgange ermittelt werden. An zweiter Stelle konnte mit
diesen Tests kontrolliert werden, ob die NL auch nach dem Verdauungsprozess ganz bleiben.

Nur so konnte gewéhrleistet werden, dass die verwendeten Magnetrihrer fur die HV an Forel-
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len- und Lachsfilets geeignet sind. Um die Temperatur im Medium bestimmen zu kénnen und
die digitale Anzeige zu uberprifen, wurden zwei Thermometer so befestigt, dass ein Teil des-
sen in das Medium ragte.

Bei den Tests wurde ein Sieb mit einer Maschenweite von 1000 um (= 1 mm) benutzt, um
wie im HV | verhindern zu kénnen, dass NL beim Dekantieren durch ein zu grobmaschiges
Sieb hindurch fallen und somit nicht mehr ausgezahlt werden kénnen.

Fur die beiden Tests wurde homogenisierter Kabeljau als Fischmasse benutzt. In ein 2 L Be-
cherglas wurden 200 g der Fischmasse eingewogen und zwei eingefrorene NL, sowie ein
langlich, eckiger Rihrfisch eingesetzt, welcher in Abbildung 8 im rechten Bild zu sehen ist.
Das Becherglas wurde anschlieRend bis zur 1800 mL Marke mit Pepsin-HCI-Losung befullt.
Wahrend des gesamten Verdauungsvorgangs sollten 35 °C nicht Uberschritten werden. Der
Ansatz wurde mit einer eingestellten Rihrgeschwindigkeit von 420 rpm (engl. fiir: revoluti-

ons per minute) tber 2 Stunden verdaut.

Abbildung 5: verwendete Magnetriihrer (Quelle: eigenes Bild)

4.3.2 Tests am SWB

Bei den Tests am SWB wurde tberprift, ob die Temperatur Einfluss auf die Ganzheit der NL
hat. Aufgrund der wenig zufriedenstellenden Ergebnisse des HV I, welcher in der Reihenfolge
vor den Tests durchgefiihrt worden ist und dessen Ergebnisse spater prasentiert werden, wur-
de vermutet, dass die Digestionstemperatur zu hoch war und die NL deswegen zerstort wur-
den. Hinzu kam, dass die Tests am Magnetriihrer bei einer geringeren Digestionstemperatur
abliefen und optimale Ergebnisse bezogen auf die Riickstandsmenge und die Ganzheit der NL
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erzielten. Aus diesen Grinden wurde Test | bei einer Temperatur von 34,5 °C durchgefihrt.
Als Fischmedium wurde homogenisierter Kabeljau herangezogen. Den zehn Proben wurden
jeweils zwei gefrorene NL zugesetzt. Um die Durchfiihrungen noch weiter zu optimieren
wurden die Tests Il und Il bei einer Temperatur von 30 °C durchgeftiihrt. Test Il enthielt
ebenfalls homogenisierten Kabeljau als Fischmasse und sollte allein Aufschluss dariiber ge-
ben, ob eine weitere Temperatursenkung sich weiter positiv auf die Ganzheit der NL auswirk-
te. Test 111 wurde durchgeflhrt, um zu testen, ob auch ein per Hand zerrupfter Kabeljau sich
nach diesen optimierten Einstellungen verdauen lie}. Den zehn Proben wurde jeweils eine NL
zugesetzt. Bei allen drei Tests lief die Digestion iber 14 Stunden mit einer anschlieenden
dreiBigmindtigen Nachverdauung.

4.4 Hauptversuche

4.4.1 Hauptversuch I am SWB

Fur den HV | wurden die zehn fur den Versuch herangezogenen Forellenfilets nach zweimo-
natiger Tiefkuhl-Lagerung Uber zwei N&chte im 0 °C-Raum des Instituts aufgetaut und an-
schliefend gewogen. Die Filets wiesen alle ein unterschiedliches Gewicht auf. So reichte die
Spanne von 72,5 g bis 113,5 g pro Filet. Im Mittelwert ergab dies ein Gewicht von 101,05 g.
Die Forellenfilets wurden mit der Hand zerrupft. Die Digestion lief Gber 14 Stunden mit an-
schlieRender dreilligminitiger Nachverdauung, welche in Kapitel 4.2.2 bereits ausfihrlich
beschrieben wurde.

Es wurden die in den VV und Tests verwendeten Einstellungen am SWB verwendet.

4.4.2 Hauptversuche | am Magnetrihrer

Die flr die HV am Magnetrihrer vorbereiteten Forellenfilets wurden im November einzeln in
beschriftete Plastiktiiten beftllt und nach ca. 8 Wochen fiir zwei Tage zum Auftauen in den
0 °C-Raum des Instituts gelegt. AnschlieRend wurden diese nacheinander gepresst und bis zur
Verwendung im 0 °C-Raum gelagert. Die verwendeten 24 Forellenfilets hatten im Durch-
schnitt ein Gewicht von 104,42 g. Jedes Filet musste in dem 2 Liter Becherglas einzeln ber
zwei Stunden verdaut werden, um spater genau sagen zu kénnen wie viele der NL pro Filet
tatsachlich wiedergefunden werden konnten. Das aus den Plastiktiiten geschabte und geplatte-
te Filet wurde mit einem langlich, eckigen Rihrfisch versetzt und das Prifgefal? bis zur
900 mL Marke mit Pepsin-HCI-Losung aufgefullt. Es wurde die Rihrgeschwindigkeit ge-

wahlt, die auch in den Tests verwendet wurde.
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Die eine Halfte der zehn 180 g schweren Lachsfilets wurde in Plastikbeuteln per Hand zer-
driickt und die andere mithilfe einer Maschine gepresst. Die Filets wurden in ein 2 L Becher-
glas gefillt, mit einem langlich, eckigen Ruhrfisch versetzt und anschlieffend bis zur 1800 mL
Marke mit der Pepsin-HCI-Lésung aufgefllt. Auch diese Proben wurden Gber zwei Stunden

bei der in den Tests verwendeten Ruhrgeschwindigkeit verdaut.

4.4.3 Hauptversuche 11 am SWB

Die fur die HV am SWB vorbereiteten Forellen- und Lachsfilets wurden im November ein-
zeln in beschriftete Plastiktiten beftllt und nach ca. 8 Wochen fir zwei Tage zum Auftauen
in den 0 °C-Raum des Instituts gelegt. AnschlieBend wurden diese nacheinander gepresst oder
per Hand zerdrickt.

Das Gewicht der vierzehn verwendeten Forellenfilets betrug im Mittelwert 100,3 g und vari-
ierte zwischen 59 g und 128 g. Der Versuch wurde, wie auch die Mehrzahl der VV Uber 14
Stunden mit einer anschliefenden dreiligminitigen Nachverdauung durchgefiihrt. Das flnf-
zehnte Prifgefal, das in das SWB gesetzt wurde, wurde bis zur 500 mL Marke mit Leitungs-
wasser aufgefullt.

Zu dem HV Il gehorte zudem die Digestion von Lachsfilets, welche in zwei Durchgéngen
durchgefuhrt wurden. Wie Tabelle 2 zeigt, wurden funf Lachsfilets mit je finf NL und die
restlichen funf Filets mit je zehn NL versetzt. Die Lachsfiletstlicke hatten je ein Gewicht von
180 g. Die Versuche am SWB mit den entsprechenden 1 Liter Prifgefalien wurden jedoch fur
100 g Fischmasse optimiert. Aus diesem Grund mussten die zehn angefertigten Proben fir das
SWB pro Probe auf zwei Prifgefale aufgeteilt werden. Um zu testen, wie sich eine unter-
schiedliche Beschaffenheit des Filets auf die Ganzheit der NL auswirkt, wurden die Filets, die
finf NL enthielten, in einer Plastiktlte per Hand zerdriickt und diejenigen, die zehn NL ent-
hielten, gepresst. Das gepresste Filet wurde im Anschluss aus den Tiiten geschabt. Die Versu-
che wurden nach der entwickelten SWB-Methode durchgeftihrt.

5. Ergebnisse und Diskussion

5.1 Vorversuche

Fir die VV 1-V wurde Heringsfilet als Fischmasse benutzt. Es wurden die Heringe fir die VV
herangezogen, aus denen zuvor die NL fir die anstehenden HV isoliert wurden. Bei allen
Versuchen (VV, HV, sowie Tests) wurde die Menge des Ruckstandes, die Anzahl der gefun-

denen NL, sowie die Anzahl der ganzen NL bzw. die Anzahl der Bruchstiicke notiert.
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Die VV | und Il wurden im SWB mit der Intention durchgefuhrt, nach jeweils zwei, vier,
sechs und acht Stunden den ubrig gebliebenen Riickstand zu messen, um nachvollziehen zu
kdnnen, wie der Digestionsvorgang in dieser Zeit vorangeschritten war. Der genaue Ablauf ist
in Kapitel 4.2.1 beschrieben. Daftir wurden bei beiden VV jeweils funf Prifgefale mit einem
Fassungsvermdogen von einem Liter mit per Hand zerdriicktem Heringsfilet und einer entspre-
chenden Menge der Pepsin-HCI-Losung gefillt. Durch das hdufige Umschutten des Prifge-
faRinhaltes fur die Messungen war viel Bewegung innerhalb des Prufgefélies auszumachen,
was zur Folge hatte, dass die Digestion dadurch beschleunigt wurde. Dies wird in Abbildung
6 deutlich. Es ist zu erkennen, dass die Riickstandsmenge nach jeder Messung gesunken ist
und nach acht Stunden Digestion fast die gesamte Fischmasse verdaut wurde.

5.1.1 Vorversuch I: Unterschiedliche Verhéltnisse Fischmasse zu Pepsin-HCI-Ldsung bei
einer Ruckstandsmessung vier Mal alle zwei Stunden

VV | hatte in funf Prifgefalen immer die gleiche Menge an zerdriickter Fischmasse mit un-
terschiedlichen Mengen an Pepsin-HCI-Ldsung, um herauszufinden, wo die Digestion am
weitesten fortgeschritten bzw. der geringste Rickstand aufzufinden war. Das Prufgefal3-Nr. 2
mit einem Verhaltnis von 100 g Heringsfilet zu 900 mL Pepsin-HCI-Lésung wies nach acht
Stunden Digestionsprozess eine Rickstandsmenge von 2,6 g auf und lieferte somit das beste
Ergebnis. Prifgefal-Nr. 6 enthielt den geringsten Anteil an Pepsin-HCI-Ldsung. Das Verhélt-
nis Fischmasse zu Pepsin-HCI-Ldsung betrug hierbei 100 g zu 500 mL. PrifgefaR-Nr. 6 hatte
im Vergleich die hoéchste Riickstandsmenge von 7 g. Die Prufgefale-Nr. 3-5 lagen mit den
jeweiligen Ergebnissen der Rickstandsmengen zwischen den Ergebnissen von Prifgefal-Nr.
2 und Priifgefal-Nr.6 (s. Tabelle 10.1).

Infolgedessen wurde flr weitere VV das Verhéltnis 100g Fischfilet zu 900 mL Pepsin-HCI-
Losung ausgewdhlt.
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Abbildung 6: SWB-Digestion bei Vorversuch | (Messung vier Mal alle zwei Stunden): 100 g Heringsfilet in
Abhangigkeit zu der Menge der Digestionslosung

5.1.2 Vorversuch I11: Wiederholung des optimalen Verhaltnisses aus Vorversuch |

Im VV 11l wurde geprift, ob sich die positiven Ergebnisse aus VV | wiederholen lieRen. Die
Digestionsabléufe der einzelnen PriifgefaRe sind in Abbildung 7 dargestellt. Die PrifgefaRe-
Nr. 1-5 wiesen ein Verhaltnis von 100 g Heringsfilet zu 900 mL Pepsin-HCI-Ldsung auf, wo-
hingegen Priufgefal3-Nr. 6 mit einem Verhaltnis von 100 g Heringsfilet zu 700 mL Pepsin-
HCI-Ldsung beflllt war. In VV | hatte sich gezeigt, dass bei diesem Verhéltnis ebenfalls ein
sehr geringer Riickstand von 3,7 g gemessen wurde. Bei den PrifgefaRen-Nr. 1-5 wurde vier
Mal alle zwei Stunden der Riickstand gemessen, wohingegen bei Prufgefal3-Nr. 6 die erste
Messung erst nach acht Stunden erfolgte, weswegen in der Abbildung nur ein Messwert zu
erkennen ist. Bei der letzten Messung wurde zudem bei allen PriifgefédlRen darauf geachtet,
dass die ins GefalR gegebenen lebenden Nematodenlarven wiedergefunden wurden und ob
diese nach dem Digestionsvorgang noch als ganz bewertet werden konnten. Das Ergebnis
war, dass diese an manchen Stellen dinner waren oder kaputte Stellen aufwiesen, jedoch alle
hinzugefuigten NL wiedergefunden und als ganz beschrieben werden konnten.
Die Rickstandsmessungen ergaben, dass die PrufgefaRe, welche alle das Verhdltnis 100 g
Fischmasse zu 900 mL Pepsin-HCI-L6sung enthielten, sich insgesamt &hnlich verdauen lie-
Ren. Die Ruckstandsmengen schwankten zwischen 0,8 g bei Prifgefa-Nr. 1 und 6,2 g bei
PrifgefalR-Nr. 2, jedoch war auch bei diesem VV zu vermerken, dass die Riickstandsmengen
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mit der Dauer der Digestion sanken und fast die gesamte Fischmasse nach acht Stunden ver-
daut war (s. Tabelle 10.1).
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Abbildung 7: SWB-Digestion bei Vorversuch 111 (Messung vier Mal alle zwei Stunden): 100 g Heringsfilet in
Abhangigkeit zu der Menge der Digestionslésung

PrifgefalR-Nr. 6 zeigte im Vergleich zu den restlichen Prufgefalien einen deutlich héheren
Ruckstandswert von 27,8 g auf. Dies kann zum einen an dem geringeren Zusatz an Pepsin-
HCI-Losung liegen, zum anderen gab es keine zusatzliche Bewegung durch haufiges Um-
schutten des PrifgefaBinhaltes. Eine verstarkte Bewegung innerhalb des Priifgefaes flihrte
demnach zu einer verbesserten Digestion. Aus diesem Grund wurde in VV IV ein ovaler
Rihrfisch zugesetzt, der dafiir sorgen sollte, dass die Digestion innerhalb des Prifgeféalies

beschleunigt wurde, um eine &hnliche Wirkung wie das Umschutten zu erzielen.

5.1.3 Vorversuch 11: Unterschiedliche Verhaltnisse Fischmasse zu Pepsin-HCI-Ldsung
bei 14-stindiger Digestion

Die VV 1l und IV wurden tber Nacht fiir 14 Stunden im SWB durchgefuhrt. Die Riick-
standsmengen sind im Vergleich zu den Messungen, die vier Mal alle zwei Stunden durchge-
fuhrt wurden, etwas hoher. Bei dem VV Il wurden in die PrifgefaRe keine NL hinzugefgt,
da bei diesem VV finf unterschiedliche Mischungsverhaltnisse von Fischmasse zu Pepsin-
HCI-Ldsung untersucht wurden. Damit sollte herausgefunden werden, welches Mischverhélt-

nis den geringsten Rickstandswert hervorbringt. Tabelle 3 zeigt auf, welche unterschiedlichen
27



Verhaltnisse von Fischmasse zu Pepsin-HCI-LOsung getestet wurden. Das Prifgefal-Nr. 1
testete ein vergleichbares Mischverhéltnis, welches im Codex Standard 244-2004 Annex |
festgelegt wurde. Es stellte sich die Frage, ob dieses Verhéltnis auch bei der SWB-Methode
anwendbar ist und zu optimalen Digestionsergebnissen fiihrt. Zudem wurde in den Priifgefa-
Ren-Nr. 4 und 5 getestet, ob es mdglich ist, in den eingesetzten 1 L Plastik-Prufgefalen auch

200 g Fischmasse verdauen zu lassen.

Tabelle 3: unterschiedliche Fischmasse zu Pepsin-HCI-Losung

Pepsin-HCI-Losung

Prufgefal’-Nr. Fischmasse (in g) (in mL)
1 89 800
2 100 800
3 100 700
4 200 800
5 200 700

Die Ergebnisse zeigten, dass das der Digestion gemall Codex Standard 244-2004 Annex |
ahnliche Mischungsverhaltnis von Fischmasse zu Pepsin-HCI-Ldsung positive Digestionser-
gebnisse lieferte. Die Rlckstandsmenge betrug 6,1 g. Jedoch brachte das Mischverhaltnis von
100 g Fischfilet zu 800 mL Pepsin-HCI-Losung die geringste Rickstandsmenge hervor. In
diesem Fall lag diese bei nur 5,4 g. Die PrifgefaRe-Nr. 4 und 5 wiesen im Vergleich weniger
zufriedenstellende Ergebnisse auf. Im Schnitt waren noch fast 50 % der Fischmasse tbrig.
Dieses Ergebnis verdeutlichte, dass das optimale Verhaltnis von Fischmasse zu Pepsin-HCI-

Losung bei 1:8 bzw. 1:9 liegt.

5.1.4 VVorversuch 1V: Einfluss von Rihrfischen

Fir den VV IV wurden zehn 1 Liter Prufgefale mit dem gleichen Verhéltnis von 100 g He-
ringsfilet zu 900 mL Pepsin-HCI-Ldsung beftllt und je Prufgefal zwei lebende NL zugesetzt.
Der Unterschied zwischen den PrifgefaRen lag darin, dass in den PrifgefaBen Nr. 5-10 zu-
satzlich jeweils ein Rihrfisch zugesetzt wurde. Die Idee war, dass durch den Ruhreffekt im
Prufgefal die Digestion zusétzlich unterstitzt wird und deshalb mit hoher Wahrscheinlichkeit
schneller ablauft. Um den zusétzlichen Ruhreffekt Gberhaupt zu erzeugen, wurde eine ovale
Form gewadhlt, da sich herausstellte, dass es die einzige Form eines Rihrfisches war, die sich
wahrend des Schittelns tatsachlich mitbewegte.

Abbildung 8 zeigt links ovale Rihrfische. Rechts ist der langlich, eckige Ruhrfisch abgebil-

det. Dieser wurde bei den Versuchen am Magnetriihrer dem Becherglas hinzugefgt.
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Abbildung 8: unterschiedliche Rihrfische (li.: ovale Rihrfische fiir Digestionsversuche mit SWB, re.: langlich,
eckiger Rihrfisch fur Digestionsversuche mit Magnetriihrer) (Quelle: eigene Bilder)

Nach der Messung wurden alle Nematodenlarven unbeschadigt, sprich im Ganzen und noch
lebend, wiedergefunden. Dies zeigt, dass der Ruhrfisch keinen negativen Einfluss auf die
Nematodenlarven hatte, diese also durch den Ruhreffekt im PriifgefaR nicht zerstért wurden.
Zudem konnte die Vermutung bestatigt werden, dass es durch diesen Zusatz tatséchlich zu
einer verbesserten Digestion kam. Im Durschnitt war in den Prifgefalen-Nr. 6-10 ein Rick-
stand von 10,26 g auszumachen. In den Prifgefalen-Nr. 1-5 waren es im Schnitt 15,66 g.
Dies entspricht einer Differenz von 5,4 g und damit eine deutlich verbesserte Digestion ge-
genuber den PrifgefalRen, denen kein Rihrfisch zugesetzt wurde (s. Tabelle 10.1). Aus die-
sem Grund wurde ein ovaler Ruhrfisch bei den folgenden Versuchen verwendet.

5.1.5 Vorversuch V: Verlangerte Digestionszeit SWB

Der VV V wurde (ber 14 Stunden durchgefihrt. Da bei den anderen Versuchen ber Nacht
immer noch in geringen Mengen Rickstdnde vorhanden waren, war nun die Idee, das Was-
serbad 14 Stunden Gber Nacht laufen zu lassen und am folgenden Morgen eine dreiBigmindti-
ge Nachverdauung anzuschlieen. Bei der Halfte aller Prufgefale wurde das hinzugefugte
Heringsfilet komplett verdaut, sodass beim AbgieRen der Flussigkeit Gber ein Sieb nur noch
die NL zu sehen waren.
Tabelle 10.1 legt dar, dass der Durchschnitt der gemessenen Rickstandsmenge 0,48 g betrug.
Die gefundenen NL wurden nach den Messungen beziglich ihrer Ganzheit mikroskopisch
untersucht. Alle NL waren ganz und wiesen nur geringe Verletzungen auf. Bei zwei der zehn
Proben fanden sich sogar mehr NL, als urspriinglich hinzugetan wurden. Dies bedeutet, dass
sich auf naturliche Weise vorher NL im Heringsfilet befunden haben. Auch durch diesen Fak-
tor wird deutlich, dass es von Vorteil ist, wenn die Fischmasse komplett verdaut wird, da da-
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durch ohne grof3en zeitlichen Aufwand die gesuchten NL ausfindig gemacht werden kénnen.
In zwei Prifgefalien wurden keine NL wiedergefunden. Magliche Grunde dafir kdnnen sein,
dass die NL mit verdaut wurden, beim Umschiitten im ProbengefaR geblieben sind, im Sieb
nicht wiedergefunden oder durch das Sieb durchgespult wurden.

Ab VV VI-VIII, sowie fur die Tests | und Il am Magnetriihrer und die Tests I, Il und 111 am
SWB wurde Kabeljaufilet als Fischmasse benutzt, welcher ebenso wie der Hering tiefgekihlt
war. Es sollte untersucht werden, wie sich der Kabeljau im Vergleich zum Hering verdauen

lasst, d.h. wie sich Fische mit unterschiedlichem Fettgehalt fir die Digestion einsetzen lassen.

5.1.6 Vorversuch VI: Einfluss Nachverdauung

Auch der VV VI wurde mit einer Dauer von 14 Stunden durchgefuhrt. Es wurden zehn Prif-
gefale mit jeweils 100 g Fischmasse und 900 mL Pepsin-HCI-L6ésung befullt. Bei diesem VV
wurde drauf verzichtet, nach den 14 Stunden Digestion noch einmal fur 30 Minuten
nachzuverdauen, da angenommen wurde, dass Kabeljau sich aufgrund des geringeren Fettge-
halts im Vergleich zum Hering besser verdauen lasst. Es wurde eine relativ hohe Rick-
standsmenge aufgefunden, womit sich diese Annahme als falsch erwies. Der in Tabelle 10.1
dargelegte Mittelwert des Ruckstands betrug 8,22 g. Aufgrund der hohen Riickstandsmenge
waren die NL schwer zu finden. Beim Kabeljau trat die Schwierigkeit auf, dass die Muskelfa-
sern den NL sehr &hnelten und es trotz zum Teil wenig Rickstand enorm Zeit kostete, die NL
ausfindig zu machen. Bei vier der zehn Prifgefale wurden keine NL wiedergefunden. Dafir
konnten in einer Probe funf statt der zwei hineingegebenen NL ausfindig gemacht werden. Da
die Anzahl der zu findenden NL bekannt war, wurden manche Proben mehrfach kontrolliert
bis die gesuchte Anzahl an NL aufgefunden wurde. Durch diesen Versuch hat sich folgende
Annahme erneut bestétigt: Je besser der Digestionsprozess ablauft, desto groRer ist die Wahr-
scheinlichkeit, dass NL wiedergefunden werden.

5.1.7 Vorversuch VII: Einfluss Nachverdauung auf die Ganzheit gefrorener NL

Aus diesem Grund wurde VV VII angesetzt, welcher zeigen sollte, ob Kabeljau sich besser
verdauen lasst, wenn das SWB nach den 14 Stunden nochmals fiir 30 Minuten angestellt wird.
Bei diesem Versuch wurden dem Kabeljaufilet erstmals bereits gefrorene NL hinzugefigt.
Bei diesem Versuch war es ebenfalls interessant zu tiberpriifen, ob die eingefrorenen NL nach
dem Verdauungsprozess genauso wie die Lebenden ganz bleiben. Erst ab diesem VV konnten
Riickschliisse darauf gezogen werden, ob die Digestion mit eingefrorenen NL ebenfalls er-

folgreich ist. Es wurden, wie auch in den anderen VV, zehn Prifgefale mit jeweils 100 g
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Fisch, zwei NL und 900 mL Pepsin-HCI-Ldsung gefullt. Die Verdauung lieferte positive Er-
gebnisse, da nur wenig Ruckstand gemessen wurde. Der Mittelwert der Rickstandsmengen
lag bei 0,37 g. Bei allen bisher durchgefiihrten VV war dies der niedrigste Rickstandswert.
Die Wiederfindungsrate (WRF) der ganzen NL, welche in Tabelle 10.1 dargestellt ist, betrug
66,67 %, wobei alle NL Verletzungen aufwiesen. Der Rest der gefundenen NL waren Bruch-
stlicke. In Bezug auf die Ganzheit der NL machte es folglich einen groRen Unterschied, ob

lebende oder bereits eingefrorene NL zur Digestion herangezogen wurden.

5.1.8 Vorversuch VIII: Einfluss des Ruhrfisches auf die Ganzheit gefrorener NL

Bei dem VV VIII sollte gepriift werden, ob die Mehrzahl der eingefrorenen NL den Digesti-
onsvorgang ganz ubersteht, wenn dem Prifgefal kein Ruhrfisch zugesetzt wird. Der Rihr-
fisch konnte aufgrund des Gewichtes und der Schwingbewegung innerhalb des Prifgeféales
einer der Grunde daftr sein, dass die eingefrorenen NL beschéadigt werden.

Die Ergebnisse zeigten jedoch, dass der Kabeljau im Vergleich zu vorherigen Versuchen mit
einer durchschnittlichen Rickstandsmenge von 1,28 g zum einen eine hohe Riickstandsmenge
hervorbrachte und zum anderen kaum ganze NL ausfindig gemacht werden konnten. Bis auf
zwei ganze NL wurden nur Bruchstiicke ausgezahlt (s. Tabelle 10.1). Dass zudem weniger
NL wiedergefunden wurden als in anderen VV, hing unter anderem mit der verschlechterten
Digestion zusammen, da es bei dem vorhandenen Fischriickstand im Sieb schwierig war, die
hinzugefligten NL zu erkennen. Die Vermutung, dass der Ruhrfisch die NL wahrend des Di-
gestionsprozesses zerstort hat, musste folglich falsifiziert werden. Aus diesem Grund wurden
die Ruhrfische flr weitere Versuche, sowie flr die HV an Forelle und Lachs wieder verwen-
det.

5.1.9 Stabilitat von tiefgefrorenen NL in Abhangigkeit von der Digestionstemperatur

Tabelle 4 zeigt die Temperaturabhangigkeit von gefrorenen NL, die unterschiedlichen Diges-
tionsvorgangen am SWB den Forellen- und Kabeljaufilets zugesetzt wurden. Bei den Digesti-
onsvorgangen mit Forellenfilet als Fischmedium war zu erkennen, dass die WFR von ganzen
NL mit 41,8 % bei einer Temperatur von 30 °C deutlich hoher war, als wenn der Digestions-
vorgang bei 37 °C stattgefunden hatte, da die WFR ganzer NL bei dieser Temperatur lediglich
8,33 % betrug.

Bei den Digestionsvorgédngen mit Kabeljaufilet als Fischmedium wurde dies erneut verdeut-

licht. Bei einer Temperatur von 30 °C konnten 100 % der eingesetzten NL als ganz ausgezéhlt
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werden. Bei 34,5 °C betrug die WFR ganzer NL 62,5 % und bei einer weiteren Temperaturer-
héhung auf 37 °C sank die WFR auf 10 % (s. Tabelle 10.1).

Tabelle 4: WFR ganzer NL in % in Abhéangigkeit zur Temperatur bei Forellen- und Kabeljaufilets

Anzahl Anzahl Anzahl
. Temperatur zugesetzter WFR ganze
Fischart A gefundener gefundener .
in°C NL , NL in %
(gefroren) ganzer NL Bruchsticke

37 36 3 18 8,3
Forelle

30 91 38 50 41,8

37 20 2 21 10
Kabeljau 34,5 16 10 10 62,5

30 20 20 0 100

Dieser Vergleich zeigt zum einen, dass das Kabeljaufilet, welches das Filet eines Magerfi-
sches ist, im Allgemeinen eine hohere WFR ganzer NL hervorbrachte als bei dem Einsatz von
Forellenfilet, sprich dem Filet eines mittelfetten Fisches. Zum anderen kann festgehalten wer-
den, dass die Temperatur einen sehr grof3en Einfluss auf die Ganzheit der eingefrorenen NL
hatte. AulRerdem konnte festgestellt werden, dass die sehr empfindlichen, in gefrorenem Zu-
stand in das Fischmedium eingearbeiteten NL bei geringer Digestionstemperatur eher ganz
geblieben sind und weniger auseinandergerissen wurden als bei Digestionsvorgangen bei ho-
her Temperatur.

Die nachfolgende Abbildung 9 kann diese Feststellung vertiefen. Diese vergleicht den Ein-
fluss lebender und toter NL bezogen auf die Ganzheit nach der Digestion mit dem SWB bei
einer einheitlichen Temperatur von 37 °C. Dabei wurden die Werte der WFR ganzer NL aus
drei VV erfasst. Flr die Werte von den lebenden NL wurden die Ergebnisse aus VV VI ver-
wendet. Fir die Werte von den gefrorenen/toten NL wurden die Werte aus den VV VII und

VIII herangezogen. Das Fischmedium war stets Kabeljaufilet.
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Abbildung 9: Vergleich des Einflusses lebender und toter NL auf die Ganzheit nach der Digestion in Prozent

Die WFR ganzer NL betrug fir VV VI 76,47 %. Bei den VV VII und VIII wurden insgesamt
50 NL hinzugefiigt, wovon 22 Ganze wiedergefunden wurden. Daraus ergab sich eine WFR
ganzer NL von 44 % (s. Tabelle 10.1). Daraus wird deutlich, dass zur Digestion eingesetzte
lebende NL ofter ganz geblieben sind als bereits eingefrorene NL, welche den Digestionspro-
zess seltener ganz Uberstanden haben. Es ist also schwieriger eine hohe WFR ganzer NL zu
erreichen, die im gefrorenen Zustand die Digestion durchlaufen. Da die Untersuchungsdémter
jedoch immer gefrorene Filets und somit auch gefrorene NL testen, sollte es gelingen, trotz
dieser Umsténde bei der Digestion am SWB eine hohe WFR ganzer NL zu verzeichnen.

Abbildung 10 vergleicht die Rickstandsmenge in % mit der WFR ganzer NL in % fir die
VVII, IV 1, IV 2. und V. Dabei wurde fiir die Digestionsvorgange am SWB immer Herings-
filet als Fischmedium eingesetzt. Dem Prifgeféald wurden lebende NL hinzugeftgt. Bei VV I
war keine WFR ganzer NL zu verzeichnen, da keine hinzugeftigt wurden. Die Rlckstands-
menge ist bei VV Il im Vergleich am hochsten. Dies kommt dadurch zustande, dass bei die-
sem Versuch unterschiedliche Fischmengen eingesetzt wurden (von 86-200 g), was bei den
anderen Versuchen nicht der Fall war, da bei diesen stets 100 g Fischmasse eingesetzt wur-
den. Die WFR ganzer NL betrug bei VV IV 1. 120 %, da mehr ganze NL nach dem Digesti-
onsvorgang wiedergefunden als urspriinglich hinzugefligt wurden. Die Rickstandsmenge be-
trug 15,66 %. Bei diesem VV wurde jedoch kein Ruhrfisch hinzugefigt. VV IV 1. und VV IV
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2. lassen sich gut miteinander vergleichen, da bis auf den Zusatz eines Rihrfisches pro Pruf-
gefal dieselben Bedingungen galten. Der bei VV IV 2. hinzugefuigte Ruhrfisch ist ein wahr-
scheinlicher Grund fir die geringere Riickstandsmenge von 10,26 %. Es kann folglich festge-
halten werden, dass der Ruhrfisch eine eindeutige Beschleunigung der Digestion bewirkt hat.
Es ist jedoch zu erkennen, dass die WFR ganzer NL mit 90 % bei VV IV 2. deutlich geringer
ist als bei VV IV 1. VV V weist im Vergleich mit nur 0,48 % die geringste Ruckstandsmenge
auf. Der Grund daftr war die entwickelte Methode, bei der die urspriingliche 14-stiindige Di-
gestion um eine dreilligminitige Nachverdauung erweitert wurde. Da diese Methode optimale
Ruckstandswerte bei der angesetzten Versuchsreihe lieferte, wurde diese bei den folgenden
Versuchen angewandt. Die WFR ganzer NL betrug 85 %. Dieser Wert ist von den vier Versu-
chen der geringste, jedoch ist dieser zu VV IV 2. um nur 5 % gesunken. Die Ergebnisse sind

in Tabelle 10.1 zusammengefasst.

Ruckstandsmenge und WFR ganzer NL bei den
140.00 Vorversuchen 11, IV und V (Heringsfilet und lebende NL)
120

120,00 -

100,00 -
- %0 85
<
N 80,00
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o
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< 15,6
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0,00
Vorversuch Il Vorversuch IV 1. Vorversuch IV 2.  Vorversuch V
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Versuchsnummer
® Rickstandsmenge in%  ®WFR ganz in %

Abbildung 10: Rickstandsmenge und WFR ganzer NL bei den Vorversuchen |1, IV und V in Abhdngigkeit zu
den Versuchsbedingungen im Mittelwert und Standardabweichung der Riickstandsmenge

Abbildung 11 vergleicht die Rickstandsmenge in % mit der WFR ganzer NL in % fur die VV
VI, VIl und VIII. Als Fischmedium wurde Kabeljaufilet eingesetzt. Den Prufgefalen aus VV
VI wurden lebende NL zugesetzt. Fir die VV VIl und VIII wurden gefrorene NL verwendet.
Den Prifgefalen aus VV VIII wurde kein ovaler Ruhrfisch zugesetzt. Bei VV VI ist im Ver-
gleich mit 8,22 % die hochste Riickstandsmenge zu verzeichnen. Die WFR ganzer NL ist bei
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VV VI mit 76,47 % am hochsten. Bei VV VIl ist mit 66,67 % und bei VV VIII mit 10 % eine
geringere WFR zu verzeichnen. Diese Ergebnisse sind erneut dadurch zu erklaren, dass le-
bende NL die Digestion besser und vor allem haufiger im Ganzen Uberstehen als gefrorene
NL.

Die Rickstandsmenge betrug bei VV VII 0,37 % und bei VV VIII 1,28 %. Warum die Riick-
standsmenge bei VV VII um ein Vielfaches geringer war als bei VV VI, konnte nicht eindeu-
tig geklart werden. Es kann jedoch davon ausgegangen werden, dass die Vitalitit der NL auf

eine verbesserte Digestion keinen Einfluss genommen hat.
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Abbildung 11: Rickstandsmenge und WFR ganzer NL bei den Vorversuchen VI, VII und VIII in Abhéngigkeit
zu den Versuchsbedingungen im Mittelwert und Standardabweichung der Riickstandsmenge

5.2 Tests

5.2.1 Tests am Magnetruhrer

Zeitgleich wurden Tests am Magnetrihrer durchgefuhrt. Bei der Digestion nach Codex Stan-
dard 244-2004 Annex | ergaben sich folgende Ergebnisse, welche Tabelle 10.2 zu entnehmen
sind: Der Kabeljau wurde fast vollstandig verdaut, was sich auch in dem Mittelwert von 0,8 g
aus den beiden Ansatzen zeigte. Alle hinzugefugten NL wurden wiedergefunden und erwie-
sen sich nach mikroskopischer Untersuchung als ganz und weitestgehend unversehrt. Ein Zu-

stand, der beim SWB nur bei lebenden NL auszumachen war.

35



Die Ergebnisse der beiden untersuchten Filets waren sehr zufriedenstellend, weshalb weitere
acht Proben auf diese Weise verdaut wurden, um die Anzahl der untersuchten Forellen- und
Lachsfilets auf eine statistisch verwertbare Anzahl von zehn Durchfiihrungen zu erhéhen. Es
sollte damit bewiesen werden, dass es sich bei dem ersten Versuch nicht um zuféllige Ergeb-
nisse handelte. Die WFR ganzer NL betrug bei allen Tests 100 %.

Der Magnetriihrer zeigte an, dass die Heizplatte auf 35 °C aufgeheizt wurde. Nach 1 1/2
Stunden Laufzeit musste die Temperatur jedoch erhdht werden, da statt den eingestellten
35 °C tatsachlich nur 25 °C gemessen wurden. Nach zwei Stunden wurde eine Temperatur
von 30 °C messen. Fur weitere Tests wurden weitere acht Proben angesetzt und uber zwei
Stunden bei ungeféhr 30 °C verdaut.

Temperaturschwankungen wahrend des Digestionsprozesses waren an beiden Geraten unum-
ganglich, da eine konstante Einstellung der Temperatur an den verwendeten Magnetriihrern
nicht moglich war. Auch die folgenden Durchfiihrungen lieferten durchaus positive Ergebnis-
se. Der durchschnittliche Ruckstandswert betrug 2,3 g. Alle NL wurden wiedergefunden und
wiesen kaum Verletzungen auf. Da eine Verdauungstemperatur von ca. 30 °C folglich zufrie-
denstellende Ergebnisse lieferte, wurde die Temperatur auch fur weitere Versuche am SWB

Ubernommen.

5.2.2 Tests am SWB

Bei den Tests am SWB war es auffallig, dass bei einer Verdauungstemperatur von 34,5 °C
nicht nur eine geringe Rickstandsmenge zu verzeichnen war, sondern eingefrorene NL die
Digestion ohne Verletzungen tberstanden haben. Es konnte folglich sein, dass die NL deswe-
gen nur in Stlicken wiedergefunden wurden, weil die Temperatur zu hoch war. Dadurch, dass
diesmal homogenisierter Fisch verwendet wurde, wurden geringe Riickstandsmengen erwar-
tet. Zudem kam die Vermutung im vorherigen Versuch (VV VIII) auf, dass die NL aufgrund
ihres Zustands durch das Sieb durchgespiilt wurden, da die Maschenweite eventuell zu breit
war. Aus diesem Grund wurde die verdaute L6ésung Uber ein feineres Sieb mit einer Ma-
schenweite von 1000 um (= 1 mm) geschuttet, damit selbst zerstorte NL aufgefangen und
quantitativ ausgezahlt werden konnten.

Tatséchlich brachte diese Verdnderung am SWB den erhofften Fortschritt. Von den insgesamt
20 NL waren 14 NL ganz geblieben. Wenn Stiicke von NL gefunden wurden, dann passten
diese zusammen, d.h. es wurde ein Anterior (\VVorderteil) und ein Posterior (Hinterteil) gefun-

den.
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Test SWB 2 sollte Aufschluss daruber geben, ob sich eine weitere Temperatursenkung positiv
auf die Ganzheit der NL auswirken wirde. Dafiir wurde das SWB mit einer festgelegten
Temperatur von 30 °C angestellt und als Fischmasse homogenisierter Kabeljau benutzt. Die
Digestion erbrachte einen durchschnittlichen Riickstandswert von 2,92 g. Alle hinzugeflgten
NL wurden wiedergefunden und nach der mikroskopischen Untersuchung konnte zudem be-
statigt werden, dass alle NL ganz geblieben waren. Damit ergab sich fir Test | eine WFR
ganzer NL von 62,50 % und fir Test 1l eine WFR von 100 %.

Test SWB 3 wurde durchgefihrt, um zu tberprifen, ob sich auch nicht homogenisierter Ka-
beljau, in diesem Falle mit der Hand zerrupftes Kabeljaufilet, mit der entwickelten SWB-
Methode verdauen l&sst. Auch bei diesem V'V wurde eine Temperatur von 30 °C gewahlt. Der
VV zeigte, dass mit dieser Methode, welche einen noch geringeren Riickstandsmittelwert von
1,85 g hervorbrachte, alle NL nach der Digestion aufgefunden und als ganz bewertet werden
konnten. Folglich ist festzuhalten, dass der Kabeljau sich bei dieser Einstellung am SWB op-
timal verdauen lie3 und die NL unbeschadet blieben. Aus den genannten Griinden wurde die-
se Digestionseinstellung flr die durchzufuhrenden HV verwendet. Zudem kam eine WFR
ganzer NL von 100 % zustande (s. Tabelle 10.1).

5.3 Hauptversuche

5.3.1 Hauptversuch I am SWB: Digestion von gespikten Forellenfilets bei 37 °C tber 14
Stunden mit anschlieBender Nachverdauung

Bei HV | wurden zehn der 24 fur das SWB vorbereiteten Forellenfilets verwendet. Der Mit-
telwert der Riickstandsmenge betrug 1,98 g mit einer Standardabweichung von * 2,1 %. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 10.1 zusammengefasst.

Von den insgesamt 36 eingearbeiteten NL konnten nur zwei Ganze wiedergefunden werden.
Ansonsten wurden nur Bruchstlicke ausfindig gemacht.

Die WFR von ganzen NL war mit 8,33 % die niedrigste bei allen durchgefiihrten Versuchen.
Mdgliche Grinde fir dieses Ergebnis kénnten sein, dass die NL durch den Digestionsvorgang
sehr schmal und zerstort waren, weswegen diese durch ein wahrscheinlich zu grobmaschiges
Sieb gespuilt wurden. Fir weitere Versuche wurde ein feinmaschigeres Sieb mit einer Ma-
schenweite von einem Millimeter benutzt, um dies ausschlieRen zu kénnen. Zudem kdnnte
eine falsche Einstellung am SWB, wie zum Beispiel eine zu heil’e Wassertemperatur, ein Fak-
tor flr die Zertrennung von ganzen NL gewesen sein. Aufgrund dessen wurde bei den folgen-
den Versuchen (Test I-111) eine niedrigere Wassertemperatur gewéhlt. Die NL kdnnten auch

bereits bei der Probenvorbereitung zerstort worden sein, indem diese beim manuellen Zer-
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pflicken der Filets zertrennt bzw. auseinander gerissen wurden. Hierflr wurden die restlichen
vierzehn Filets, die fur die HV am SWB eingeplant waren, einzeln in beschriftete Folien ein-
getltet und anschlieend mithilfe einer Presse zerdriickt. Dadurch konnte das komplette Filet
aus der Tdte in das Prifgefal geschabt werden. Hinzu kam der Vorteil, dass mit einer hohen
Wahrscheinlichkeit alle NL mit ins PrifgefaR geftllt und diese nicht durch manuelles Zerrup-

fen bereits vor dem Digestionsvorgang zerstort wurden.

5.3.2 Hauptversuche | am Magnetrihrer
5.3.2.1 Digestion von gespikten Forellenfilets bei 30 °C tber 2 Stunden

Die HV | wurden mithilfe zweier Magnetriihrer durchgefiihrt. Die daflr angesetzten Forellen-
und Lachsproben wurden nacheinander verdaut. Der durchschnittliche Rickstandswert aller
Proben betrug 1,38 g, wie der Tabelle 10.2 zu entnehmen ist. Die Digestionstemperatur
schwankte bei allen gemessenen Werten zwischen 29,2 und 31,3 °C. Abbildung 12 veran-
schaulicht, dass insgesamt 114 ganze NL der insgesamt hinzugefugten 127 NL wiedergefun-
den wurden. Daraus ergibt sich eine WFR von 89,8 %. Nur zwei NL wurden nicht wiederge-
funden. Insgesamt waren neun Bruchstiicke zu verzeichnen. Davon waren zwei Anterior
(Kopfstiick) und sieben Posterior (Schwanzstiick). Es ist hinzuzufiigen, dass allein finf der
gefundenen Posterior und eine der beiden insgesamt gefundenen Anterior in den beiden Pro-
ben gefunden wurden, welche mit bereits eingefrorenen NL versetzt waren (die Proben, die in
Tabelle 1 mit einem Sternchen markiert waren). Dass bei diesen Proben Bruchstiicke zu fin-
den waren, war zu erwarten, da in den VV deutlich wurde, dass die Stabilitat von eingefrore-

nen NL eindeutig geringer ist als die von lebenden NL.
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Abbildung 12: Anzahl gefundener gefrorener NL aus Versuchen mit Magnetriihrer an Forellenfilet
5.3.2.2 Digestion von gespikten Lachsfilets bei 30 °C tber 2 Stunden
Die zehn Lachsproben wiesen im Mittelwert eine Riickstandsmenge von 1,23 g auf. Die Di-

gestionstemperatur schwankte zwischen 27,2 und 29,6 °C. Die nachfolgende Abbildung 13

zeigt die Verteilung der gefundenen NL auf die vier festgelegten Bereiche.
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Abbildung 13: Anzahl gefundener gefrorener NL aus Versuchen mit Magnetriihrer an Lachsfilet
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Von den insgesamt 75 hinzugefiigten NL wurden 58 ganze NL, ein Anterior und vier Poste-
rior wiedergefunden. Nach dem Digestionsvorgang fehlten zwo6lf NL.

Bei der Hélfte der Proben, die je Filet funf NL enthielten, wurden 24 NL wiedergefunden und
erwiesen sich nach mikroskopischer Untersuchung als ganz. Bei der anderen Halfte der Pro-
ben, die je Filet zehn NL enthielten, wurden insgesamt 39 NL wiedergefunden. 34 wurden als
ganz, vier als Posterior und eine als Anterior gewertet. Es ist demnach deutlich zu erkennen,
dass die Proben, die nicht gepresst, sondern grob zerdriickt wurden, bessere Ergebnisse be-
zuglich der Ganzheit der NL aufwiesen. Die relativ hohe Anzahl an nicht gefundenen NL
kann groftenteils darauf zurtickgefiihrt werden, dass aufgrund der Dicke des Lachsfilets die
Presse Probleme hatte, das Filet zu platten. Aufgrund eines zu hohen Druckes ist eine mit

Lachsfilet befullte Plastiktute geplatzt, wodurch Filetstlicke verloren gegangen sein kdnnen.

5.3.3 Hauptversuche Il am SWB

5.3.3.1 Digestion von gespikten Forellenfilets bei 30 °C Uber 14 Stunden mit anschlie-
Render Nachverdauung

Fur den HV 11 wurden die restlichen vierzehn Forellenfilets herangezogen. Die Digestion an
sich brachte sehr zufriedenstellende Ergebnisse, da mit einem durchschnittlichen Ruck-
standswert von 0,19 g fast alles verdaut wurde. Im direkten Vergleich zu HV 1, bei dem die
ersten zehn Forellenfilets verdaut wurden, wurden bei diesem Versuch am SWB gepresste
Forellenfilets benutzt und nicht per Hand zerrupfte. Dieser Vergleich macht deutlich, dass
sich gepresstes Forellenfilet deutlich schneller verdauen liel3. Trotz optimaler Digestionswerte
waren die NL sehr zerstort und nur ein paar der eingearbeiteten NL konnten als Ganze ausge-
zahlt werden. Von den 91 hinzugefuigten NL wurden 38 als ganz identifiziert. Das entspricht
einer WFR von 41,76 % (s. Tabelle 10.1). Im Vergleich zu den VV mit identischen Bedin-
gungen am Kabeljau ist dies eine eindeutige Verschlechterung. Es kann hier folglich festge-
halten werden, dass sich der mittelfette Fisch nicht so optimal unter diesen gegebenen Bedin-
gungen verdauen lieR wie der magere Kabeljau.

Es liegt jedoch die Vermutung nahe, dass der Verdauungsvorgang uber einen zu langen Zeit-
raum abgelaufen ist. Die Uberdurchschnittlich geringen Werte der Digestion weisen darauf
hin, dass die Verdauung zu einem friiheren Zeitpunkt hétte gestoppt werden miissen, um zu

verhindern, dass die NL zerstort werden.
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5.3.3.2 Digestion von gespikten Lachsfilets bei 30 °C tber 14 Stunden mit anschliel3en-
der Nachverdauung

Zu dem HV Il gehorten zudem die Digestionsversuche am Lachsfilet, welche in zwei Durch-
gangen durchgefuhrt wurden. Zundchst wurden die finf gepressten Proben, welche jeweils
zehn NL enthielten, verdaut. Bei der Auswertung wurde deutlich, dass die Digestion an sich
sehr weit fortgeschritten war, denn die Riickstandsmenge betrug bei allen Proben 0 g. Auch
dieser Fakt spricht dafir, dass die Digestion zu lange durchgefuhrt wurde. Die Ergebnisse
beziglich der Ganzheit der NL, welche in Tabelle 10.1 zusammengefasst sind, bestétigten
diese Annahme, da von 50 NL nur 9 ganze NL gefunden wurden. Dies ergibt fir ganze NL
eine WFR von 18 %. Auch hier wurden die NL im Zuge der vorangeschrittenen Digestion
zerstort.

Der zweite Digestionsdurchgang der Lachsfilets brachte ahnliche Ergebnisse. Hierfiir wurden
die restlichen flinf Proben verwendet, welche mit der Hand zerdriickt und je Probe mit funf
NL versetzt wurden. Obwohl zum Teil sehr grobe Lachsstiicke in das PriifgefaR gegeben
wurden, betrug auch bei diesem Versuch die durchschnittliche Riickstandsmenge 1,42 g. Dies
zeugt davon, dass der Lachs sehr schnell und ausreichend verdaut wurde. Bei diesem Versuch
waren auch groRe Fischstiicke kein Hindernis fir eine zufriedenstellende Verdauung. Die
WFR ganzer NL belief sich auf 28 %, da von 25 eingearbeiteten NL nur sieben ganze wieder-

gefunden werden konnten.

5.3.4 AbschlieBende Bemerkungen zu den Hauptversuchen

Werden nun abschlieRend die drei Fischarten (Kabeljau, Forelle und Lachs) mit unterschiedli-
chem Fettgehalt miteinander verglichen, ist deutlich zu erkennen, dass der magere Kabeljau
kaum Rickstandsmengen verzeichnen lieR und zudem die NL den Digestionsprozess unbe-
schadet und in grof3er Anzahl tberstanden haben. Der fette Lachs und die mittelfette Forelle
lieRen sich ebenfalls schnell und fast vollstandig, auch in einer zum Teil groben Struktur, ver-
dauen. Bei dem Lachs war jedoch deutlich zu erkennen, dass die Ergebnisse was die Ganzheit
der NL anbelangte stark davon abhéngig waren, ob die Fischmasse mit der Hand grob zerstu-
ckelt oder fein gepresst wurde. Je mehr die Fleischmasse an Struktur verloren hatte, desto
weniger ganze NL konnten ausfindig gemacht werden. So betrug bei dem gepressten Lachs
die WFR von ganzen NL 18 %, was die zweitschlechteste WFR bei allen VVersuchen war. Die
per Hand zerdriickten Lachsfilets wiesen eine WFR von 28 % auf. Bei dem ersten HV an der
Forelle, welcher mit per Hand zerdriicktem Filet durchgefuhrt wurde, kam die schlechteste
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WEFR aus allen Versuchen hervor. Diese betrug gerade einmal 8,33%. Obwohl im HV Il ge-
plattete Forellenfilets zur Digestion herangezogen wurden, war die WFR mit 41,76 % um
einiges besser. Es ist davon auszugehen, dass geplattete Filets sich nicht nur besser und
schneller verdauen lassen, sondern dadurch auch mehr NL zerstért werden und weniger ganze
NL ausgezéhlt werden konnen. Die Vermutung, dass bei mittelfetten und fetten Fischen die
Digestion mit geplatteten Filet schneller abl&uft jedoch mit einer verminderten WFR ganzer
NL, ist jedoch trotzdem nicht falsch. Bei HV | wurde diesbezlglich noch unter anderen Be-
dingungen gearbeitet, wie zum Beispiel das Zerpfliicken per Hand, wobei bereits dort eventu-
ell schon NL zerstort wurden, zudem wurde ein grobmaschigeres Sieb benutzt, durch das be-
reits verletzte aber eventuell noch ganze NL durchgespult werden konnten.

Abbildung 14 vergleicht abschlielend die Riickstandsmengen in % und die WFR ganzer NL
in % von den HV am SWB und am Magnetruhrer. Wird die Riickstandsmenge betrachtet,
liefern sowohl das SWB als auch der Magnetruihrer sehr geringe Riickstandsmengen von nicht
mehr als 1,32 %. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die neu entwickelte Methode
am SWB zufriedenstellende Ergebnisse liefert, was die Rickstandsmenge anbelangt. Es ist
jedoch aufféllig, dass bei beiden Methoden das Lachsfilet als verwendetes Fischmedium noch
geringere Werte aufzeigt als das Forellenfilet.

Bei der WFR ganzer NL klaffen die Ergebnisse von SWB und Magnetriihrer weit auseinan-
der. Die WFR ist bei dem SWB um ein Vielfaches geringer als bei der Digestion mit dem
Magnetrihrer, da bei der Digestion am Magnetriihrer eine WFR ganzer NL von 89,76 % im
Forellenfilet erreicht wurde, wohingegen es bei dem SWB nur 32,28 % ganze NL wiederge-
funden wurden. Es ist im Allgemeinen zu erkennen, dass je hoher die Rickstandsmenge ist,
desto mehr ganze NL konnten wiedergefunden werden. Es kann also davon ausgegangen
werden, dass je mehr Fischfilet verdaut wird, auch mehr NL bei der Digestion zerstort wer-

den.
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Abbildung 14: Vergleich Riickstandsmenge und WFR ganzer NL in % fur Hauptversuche
an SWB und Magnetrihrer

6. Schlussfolgerung

Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob die neu entwickelte Digestionsmethode mithilfe
eines Schuttelwasserbads erreichen kann, dass gefrorene NL nach dem Digestionsprozess
ganz bleiben und somit quantitativ auszahlbar sind.

Die VV am SWB ergaben, dass das Mischverhéltnis von 100 g zerdriuickter Fischmasse zu
900 mL Pepsin-HCI-Lésung nach dem Digestionsvorgang die geringste Rickstandsmenge
hervorbrachte. Aufgrund dessen wurde ab V'V Ill flr die nachfolgenden Messungen dieses
Mischverhéltnis verwendet. Zudem stellte sich heraus, dass durch den Einsatz eines Ruhrfi-
sches die Ruckstandsmenge reduziert werden kann. Dies zeigte VV 1V, da die mittlere Riick-
standsmenge im Vergleich um 1/3 gesenkt werden konnte, ohne dass sich die zusétzliche Be-
wegung innerhalb des Prifgefales negativ auf die Ganzheit der NL ausubte. Um geringere
Ruckstandsmengen zu erreichen, wurde ab VV V an die vierzehnstiindige Digestion eine
dreilligmindtige Nachverdauung angehéngt.

Die Tests I-111 machten deutlich, dass eine Temperatursenkung von 37 °C auf 30 °C auch bei
Verwendung von grob zerpfliicktem Kabeljaufilet fiir einen positiven Effekt in Bezug auf die

Ganzheit der NL sorgte.
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Die neue Methode brachte bezogen auf die WFR ganzer NL und die Riickstandsmenge fir
den Kabeljau optimale Ergebnisse. Bei Test Il1, welcher bei einer Digestionstemperatur von
30 °C durchgefuhrt wurde, konnte eine WFR ganzer NL von 100 % und eine Ruckstands-
menge von 1,85 g der urspriinglichen Fischmasse von 100 g verzeichnet werden. Deshalb
kann davon ausgegangen werden, dass die Digestion am SWB mit den festgelegten Einstel-
lungen fur Magerfische sehr gut geeignet ist.

Ein Vorteil des Schuttelwasserbads ist, dass bis zu flinfzehn Prifgefale gleichzeitig fur die
Digestion eingesetzt werden kdnnen. Die Digestion kann ohne nétige Kontrolle tiber Nacht
ablaufen. Die angezeigte Temperatur entsprach exakt den festgelegten Einstellungen.
Schwankungen bei der Temperatur konnen folglich ausgeschlossen werden. Auch die Schit-
telgeschwindigkeit war bei samtlichen durchgefiihrten Versuchen konstant.

Bei den HV wurde deutlich, dass das Ziel dieser Arbeit bei der Digestion am SWB nicht er-
reicht werden konnte. Die WFR ganzer NL bei den Forellenfilets als Fischmedium betrug
32,28 %. Bei den HV am Lachsfilet lag die WFR ganzer NL sogar noch 11 % niedriger. Es ist
auffallig, dass die WFR ganzer NL bei steigendem Fischfettgehalt sinkt. Es zeigte sich zu-
dem, dass die Lachsproben, die nicht gepresst, sondern grob zerdriickt wurden, bessere Er-
gebnisse beztglich der Ganzheit der NL aufwiesen.

Zudem ist zu beachten, dass je mehr Fischmasse verdaut wurde, desto weniger ganze NL
konnten wiedergefunden werden. Das legt die Vermutung nahe, dass die Digestion zum Bei-
spiel bei dem Forellen- und Lachsfilet Gber einen zu langen Zeitraum abgelaufen ist und die
NL dadurch zerstért wurden.

Um eine gleichwertige Digestion mit geringer Ruckstandsmenge und einer hohen WFR gan-
zer NL ebenfalls bei Fischen mit mittlerem und hohem Fettgehalt zu garantieren, missen wei-
tere Tests am SWB durchgefuhrt werden.

Es muss festgehalten werden, dass die WFR ganzer NL jedoch auch stark davon abhéngt, ob
lebende oder gefrorene NL in den zu verdauenden Fischmuskel eingesetzt werden. Im direk-
ten Vergleich wurde dies bei VV VI und VII deutlich. Den Priifgefalen in VV VI wurden
lebende, den Priufgefélen in VV VII gefrorene NL hinzugefiigt. Die WFR ganzer NL betrug
bei VV VI 76,47 % und bei VV VII 66,67 %.

Die hohen Anschaffungskosten eines Schittelwasserbads in der verwendeten Grolze kann als
Nachteil angefthrt werden, weil es nicht zum allgemeinen Laborbestand gezahlt werden kann.
Die lange Laufzeit und die daraus resultierende Verzdgerung bei den Ergebnissen kann als
weiterer Nachteil angesehen werden.
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Bei einem Magnetruhrer kann die Verzeichnung zuverlassiger Ergebnisse bei der Ganzheit
der NL nach der Digestion zu den Vorteilen gezahlt werden, wenn eine Temperatur von 30 °C
und eine Rihrgeschwindigkeit von 420 rpm eingehalten wird. Durch eine Digestionszeit von
nur zwei Stunden liefert diese Methode schnelle Ergebnisse. Zudem gehéren Magnetriihrer zu
einer allgemeinen Ausstattung eines Labors, weswegen meist keine weiteren Anschaffungs-
kosten anfallen.

Im HV konnte bei der Digestion der Forellenfilets eine WFR von 89,76 % und bei der Diges-
tion von Lachsfilets eine WFR von 77,34 % ganzer NL verzeichnet werden. Die mittlere
Rickstandsmenge betrug bei den beiden HV nicht mehr als 1,32 %. Diese Ergebnisse sind
durchaus zufriedenstellend und fir Fische mit unterschiedlichem Fettgehalt reproduzierbar.
GemaR Codex Standard 244-2004 Annex | wird eine Temperatur von 37 °C vorgeschrieben,
jedoch zeigte sich in den Tests, dass eine Temperatur von 30 °C optimale Ergebnisse lieferte.
Ein Nachteil der flr die Tests und HV verwendeten Magnetriihrer war, dass es relativ grofie
Schwankungen bei den Temperatureinstellungen gab, was es erschwert hat, die angestrebte
Temperatur von 30 °C zu erreichen bzw. konstant einzuhalten. Eine stdndige Kontrolle der
Temperatur war erforderlich. Bei anderen Gerdten muss dies allerdings nicht zwangslaufig

von Noten sein.
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7. Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Digestionsmethode mithilfe eines Schiittelwasserbads
entwickelt, die erreichen sollte, dass gefrorene Nematodenlarven nach dem Digestionsprozess
von Fischmuskeln ganz bleiben, da die Nematodenlarven bei der Ublicherweise durchgefihr-
ten Digestion gemélR Codex Standard 244-2004 Annex | mithilfe von Magnetriihrern haufig
zerteilt werden.

Die Vorversuche I-V wurden mit per Hand zerkleinertem Heringsfilet mit der Intention
durchgefuhrt, die optimalen Einstellungen am Schittelwasserbad fur die Digestion der Haupt-
versuchsproben zu finden. Dabei wurde deutlich, dass das Mengenverhaltnis von 100 ¢
Fischmasse zu 900 mL Pepsin-HCI-Losung die geringste Rickstandsmenge hervorbrachte,
weswegen dieses Mischverhaltnis fir die nachfolgenden Versuche als Richtwert verwendet
wurde. Zudem stellte sich heraus, dass die Rickstandswerte weiter gesenkt werden konnten,
indem die vierzehnstiindige Digestion mit einer dreiBigmindtigen Nachverdauung verlangert
wurde. Fir eine weitere Senkung der Ruckstandsmengen wurde den PriifgefaRen je ein ovaler
Rihrfisch zugesetzt, der flr eine zusétzliche Bewegung sorgte, die Ganzheit der NL jedoch
nicht beeinflusste.

Die drei Tests mit Kabeljaufilet machten deutlich, dass mit einer Temperatursenkung von
37 °C auf 30 °C bei einer Schiittelgeschwindigkeit von 138 min™ die Wiederfindungsrate gan-
zer Nematodenlarven auf 100 % gesteigert werden konnte und die Riickstandsmengen sich im
Schnitt nicht veranderten.

Die besten Ergebnisse bei den Hauptversuchen lieferte mit Abstand die Digestion mithilfe des
Magnetruhrers. Es wurde jedoch nicht die gemal? Codex Standard 244-2004 Annex | vorge-
schriebene Digestionstemperatur von 37 °C, sondern eine Temperatur von 30 °C gewdhlt. Die
Digestion erfolgte Uber zwei Stunden mit einer Rihrgeschwindigkeit von 420 rpm. Die
Wiederfindungsrate ganzer Nematodenlarven aus Forellenfilets betrug 89,76 %, bei der Di-
gestion der Lachsfilets konnte eine Wiederfindungsrate ganzer Nematodenlarven von 77,34 %
verzeichnet werden. Die Rlckstandsmengen wichen nicht nennenswert von den Ergebnissen
des Schuttelwasserbads ab.

Das Schuttelwasserbad konnte in den Hauptversuchen nicht ansatzweise so Uberzeugende
Resultate wie die Hauptversuche am Magnetriihrer erzielen. Die Wiederfindungsrate ganzer
Nematodenlarven betrug bei den Forellenfilets 32,28 % und bei den Lachsfilets 21,34 %. Die-

se Ergebnisse legen nahe, dass die Digestion am Schuttelwasserbad fur Kabeljau optimale
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Ergebnisse hervorbringt, jedoch mit steigendem Fettgehalt des Fisches die Ganzheit der Ne-
matodenlarven abnimmt.

Fur nationale Referenzlaboratorien oder Untersuchungsamter, die Nematodenlarven in gefro-
renen Fischfilets nachweisen miissen, ist zu empfehlen, dass diese mit der bekannten Digesti-
onsmethode mithilfe von Magnetriihrern arbeiten. Wenn die Digestion mit einer niedrigeren
Temperatur von 30 °C durchgefuhrt wird, kbnnen optimale Ergebnisse beztiglich der Wieder-
findungsrate ganzer Nematodenlarven und der Rickstandsmenge bei Fischarten unterschied-

lichen Fettgehaltes erzielt werden.
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8. Abstract

In this work a method of digestion with the aid of a shaking water bath was developed to
achieve that frozen nematode larvae remain intact after the process of digestion from
fishmuscles, because nematode larvae are often separated when being digested after Codex
Standard 244-2004 Annex | with the aid of a magnetic stirrer.

The pretrial 1-V were implemented with per hand ripped herring filet with the intention to
discover optimum settings on the shaking water bath for the digestion of the main experi-
ments samples.

In the course of this it became clear that the proportion of 100 g fish mass to 900 mL pepsin-
hydrochloric acid-solution showed up the least amount of residue which is why this mixture
ratio was used for further trials. Furthermore, it turned out that the amount of residue could be
reduced further when the digestion lasting for 14 hours was expanded by a thirty-minute post-
digestion. For a further reduction of the amount of residue test vessels was added each an oval
stirring bar, which caused an additive movement, but having no effect on the wholeness of the
nematode larvae.

The three tests with codfish filet made clear, that the retrieval rate for whole nematode larvae
rose up to 100 % with a temperature reduction from 37 °C to 30 °C and with a shaking speed
of 138 min™. On average, the amount of residue did not change. Comparing the results from
the main experiments the digestion with the aid of a magnetic stirrer provides by far the best
results. In difference to Codex Standard 244-2004 Annex | there was not chosen the pre-
scribed digestion temperature of 37 °C, but a temperature of 30 °C. The digestion was about
two hours with a stirring speed of 420 rpm. The retrieval rate for whole nematode larvae from
trout filet was 89.76 %, with the digestion of salmon filet it was 77.34 %. The amount of resi-
due did not deviate significant from the results of the shaking water bath.

In comparison, the shaking water bath could not reach such convincing results as the main
experiments from the magnetic stirrer. The retrieval rate for whole nematode larvae from trout
filet amounted to 32.28 % and from salmon filet 21.34 %. These results suggest that the di-
gestion with the aid of a shaking water bath for cod bears ideal results. However, the entirety
of the nematode larvae decreases with an increasing fat rate of the fish.

For National Reference Laboratories or diagnostic laboratories, which have to detect nema-
tode larvae in frozen fish filet is to be recommended that they work with the established

method with the aid of magnetic stirrers.
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When the digestion is proceeded with a temperature of 30 °C, ideal results regarding to the
retrieval rate for whole nematode and the amount of residue for fish species with varying fat

rate can be made.
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10. Anhang

10.1 Zusammenfassung Ergebnisse SWB

Versuch Fisc_:h- Ar(;zez:hl Fis_chmenge Fisch- Digestions- Dauer Ru:ckstand Ru_ckstand Ruckstand
medium GefaRe Mittelwert | menge SD | temperatur Min.-Max. Mittelwert SD
Vorversuch | Hering n=5 100 0 37 8h 2,6-7 4,62 1,74
Vorversuch Il Hering n=5 137,8 47,93 37 14 h 5,4-97,9 42,4 47,93
Vorversuch 11 Hering n=6 100 0 37 8h 0,8-27,8 7,82 9,99
Vorversuch IV 1. | Hering n=5 100 0 37 14 h 7,5-27 15,66 7,21
Vorversuch IV 2. | Hering n=5 100 0 37 14 h 4-14,3 10,26 4,34
Vorversuch V Hering n=10 100 0 37 14 h+30 Min. 0-2,7 0,48 0,85
Vorversuch VI | Kabeljau n=10 100 0 37 14 h 2,5-14,3 8,22 4,31
Vorversuch VII | Kabeljau n=10 100 0 37 14 h+30 Min. 0-1,5 0,37 0,61
Vorversuch VIII | Kabeljau n=10 100 0 37 14 h+30 Min. 0-5,6 1,28 1,70
Test | Kabeljau n=8 100 0 34,5 14 h+30 Min. 0-10,8 4,09 4,14
Test 11 Kabeljau n=10 100 0 30 14 h+30 Min. 0,2-12,7 2,92 3,89
Test 111 Kabeljau n=10 100 0 30 14 h+30 Min. 0-3,4 1,85 2,31
Hauptversuch | Forelle n=10 101,05 12,97 37 14 h+30 Min. 0-54 1,98 2,11
Hauptversuch 11 Forelle n=14 100,36 18,13 30 14 h+30 Min. 0-1,5 0,19 0,48
Hauptversuch 11 Lachs n=10 85,95 4,21 30 14 h+30 Min. 0-0 0 0

Hauptversuch 11 Lachs n=10 88,54 2,13 30 14 h+30 Min. 0-6,4 1,42 1,88




WFR Nematodenlarven WEFR ganz
Versuch Zdlésrtﬁnlfl I\T I'_n ;ﬁge(g%%;% hinizzgeisuzrtnetNL ganz Bruchstlcke in Prozent (%)

Vorversuch | lebend 2 10 7 2 70
Vorversuch Il lebend - - - - -

Vorversuch 111 lebend 2 12 12 - 100

Vorversuch IV 1. lebend 2 10 12 1 120
Vorversuch 1V 2. lebend 2 10 9 - 90
Vorversuch V lebend 2 20 17 1 85

Vorversuch VI lebend 3x1, 7x2 17 13 1 76,47

Vorversuch VII gefroren/tot 3 30 20 9 66,67
Vorversuch VIII gefroren/tot 2 20 2 21 10

Test | gefroren/tot 2 16 10 10 62,50

Test 11 gefroren/tot 2 20 20 0 100

Test 111 gefroren/tot 1 10 10 0 100

Hauptversuch | gefroren/tot 2x1, 3x3, 5x5 36 3 18 8,33

Hauptversuch 11 gefroren/tot 4XO’§’))((176§X10’ 91 38 50 41,76
Hauptversuch 11 gefroren/tot 10 in 2 GefaRen 50 9 40 18
Hauptversuch |1 gefroren/tot 5in 2 GefaRen 25 7 17 28




10.2 Zusammenfassung Ergebnisse Magnetrihrer

Versuch Fisch- Anzahl der | Fischmenge | Fischmenge Dli\/létsttlﬁjrr?s_ Dauer Ruckstand Ruckstand | Ruckstand
medium Gefalde Mittelwert SD g Min.-Max. Mittelwert SD
temperatur
Test | Kabeljau n=2 200 0 29 2h 0,4-1,2 0,8 0,57
Test I Kabeljau n=8 200 0 30,45 2h 0-10 2,3 3,64
Haupt- Forelle n=24 104,42 9,61 30,37 2h 0-6,5 1,38 1,79
versuch |
Haupt- Lachs n=10 180 0 28,31 2h 0-3.4 1,23 1,59
versuch |
WFR Nematodenlarven WER ganz
vVersuch Zustand der NL hmzugefugf[_e NL | insgesamt hinzugefligte ganz Bruchstiicke in Prozent (%)
pro Gefal} NL
Test | gefroren/tot 2 4 4 0 100
Test |1 gefroren/tot 2 16 16 0 100
4x0, 2x1, 3x3, 5x5,
Hauptversuch | gefroren/tot 3x7. 5x10, 2x10* 127 114 9 89,76
Hauptversuch | gefroren/tot 5x5, 5x10 75 58 5 77,34




10.3 Sicherheitsdatenblatt Pepsin

107190 Pepsin

{aus Magenschleimhaut wom Schwein) 2000 FIP-Uig EC 3.4.23.1, geeignet fir

die Verwendung als Excdpient EMPROVES exp

PEALE HILLEFG R

Bestellnummer
1071201000

Produktinformationen

HS-Warenmummer

Muolare Masse

Wenn Sie allgemeine Fragen haben, wenden
Sie sich bitte an unseren Kundenservice:

Menck KGaA
Frankfunter Sir. 250
£4293 Darmstadt
Gemany

Telefon: +43 6151 72-0
Fao: +49 6151 72 2000

17T Marz 2014

Verpackung St.Pkg. Preis

3507 50 90
2326233

25000 gfmol

Lagem unter +15°C._
647-008-00-6
B001-75-6

Chemische und physikalische Daten

Laslichikeit in Wasser
Molare Masse

Builk density
pH-Wert

109 (20 °C)

35000 gimol

380 - 420 kgim?
4.0-5.0(10 g, H,0, 20 °C)

Sicherheitsinformationen gemalk GHS

Gefahrenhimaeis(e)

H315: Verursacht Hautreizungen.
H319: Verursacht schwere Augenreizung.

Preis auf Anfrage
Pre=anderungen vorbehalten.

H334: Kann bei Einatmen Allergie, asthmaartige Symptome oder Atembeschwerden



Sicherheitshinweis(e)

Gefahren-Pikiogramm

Lagerklasse

Sicherheitzshinweise
R-Satz

Gefahrlichkeitsmerkmal
Gefahrensymbal

T - .
Klassifizienmg Schiene und

Sirale ADR, RID
Klassifizienmng Seeversand
IMDG-Ciode

Klassifizienmng Luftwersand
IATA-DGR

verursachen.

H335: Kann die Atermiege reizen.

P302 + P252: BEl BERUHRUMNG MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife waschen.
P304 + P341: BEl EINATMEN: Bei Atembesdvwerden an die frische Luft bringen und in
P305 + P351 + P338: BEI KONTAKT MIT DEMN AUGEM: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser spilen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Maglichkeit entfermen. Weiter
spilen.

Gefahr

&

10 - 13 Sonstige Flissigkeiten wnd Feststofie
WGK 1 schwach wassergefahrdend

R 36237/38-42

Reizt die Augen, Atmungsorgane und die Haut Sensibilisiensng durch Einatmen moglich.
5 22-24-26-36/3T

Staub nicht einatmen. Benhnmng mit der Haut vermeiden Bei Berihnmng mit den Augen
sofort gnindlich mit Wasser abspdien und Arzt konsultieren Bei der Arbeit geeignete
Schutzhandschuhe wnd Schutzkleidung tragen.

reizend, sensibilisierend

. Harmful

Kein Gefahngut
Mo Dangerous Good

No Dangerous Good

0 Merck KGaf, Darmstmdt, Deutschiand, pls-customersenioe{atmends de, 2014



10.4 Sicherheitsdatenblatt Salzsaure

PEALE HILLEFG R

113386 Salzsdure rauchend 37%
auwr Analyse ma. 0.00H ppm Hg EMSURES

Wenn Sie allgemeine Fragen haben, wenden
Sie sich bitte an unseren Kundenservice:

Menck KGaA
Frankfunter Sir. 250
£4293 Darmstadt
Germany

Telefon: +43 6151 72-0
Faor +49 6151 72 2000

17T Marz 2014
Bestellnummer Verpackung St.Pkg. Preis
1133862500 Glasflasche 2.51 Preis auf Anfrage
Presanderungen vorbehalten.
Zubehar

10585 Chemizorb® H* Absorptionsmittel und Meutralisationsmittel fir verschiittets SEuren, mit Indiator

Produktinformationen
Synonyme Chlorwasserstoffsaure
HS-Warenmusmmer 2806 10 0D

Chemische und physikalische Daten

Laslichkeit in Wasser {20 =C) kaslich
Schmelzpunkt 28 C

Dichie 1.18 giom® (20 °C)
pH-Wert <Bxall- 1 (H,0, 20 °C)
Siedepunkt 45°C

Dampfdruck 190 hPa (20 °C)

Sicherheitsinformationen gemalk GHS

Gefahrenhimaeis(z) H250: Kann gegeniber Metllen komosiv sein.
H314: Verursacht schwere Veratzungen der Haut und schwere Augenschaden.
H335: Kann die Atermiege reizen.
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Sicherheitshinweis(e)

Gefahren-Pikiogramm

WGK

Sicherheitshinweise
R-Satz

Gefahrichkeitsmerkmal
Gefahrensymibol

T - .
Klassifizienmng Schiene und

P280); Schutzhandschuhe! Schutzkleidung/ Augenschutz! Gesichtsschutz ragen.
P301 + P330 + P331: BEl VERSCHLUCKEM: Mund ausspilen. KEIM Erbrechen
herbeifihren,

P305 + P51 + P338: BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: Einige Minuten lang behutsam mit
Wasser spillen. Eventuell vorhandene Kontaktlinsen nach Migiichkeit entfiemen. Weiter
spillen.

P309 + P310: BE| Exposition oder Unwohlsein: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM
oder Azt annden.

Gefahr

&
&

8B Micht brennbare Stzende Gefahrstoffe

WGK 1 schwach wassergefahrdend

iz

Anorganische 53uren und deren Anhydride werden gegebenenfalls zundchst verdiinnt baw.
hydrolysiert, imdem man sie vorsichtig in Eiswasser einrihrt. Anschliefend wird mit
Natronlauge (Art. 105587) neutralisiert (Handschuhe, Abzug'). Vor Abfilllen in Kategorie D
den pH-Wert mit pH-UniversalindikatorstSbchen (Art. 109535) kontrolliersn. Cleum wird
unter gutem Rilhnen vorsichtig in 40prozentige SchwefelsSure (Art. 108288) eingetropft.
Dabei mmer ausreichende Mengen an Eis zur auleren Kihlung bereithalten! Nach dem
Abkiihlen wird die entstandene hochkonzentrierte Schwefels3ure, wie vorstehend
beschneben, weiterbehandelt. Analog zu OlewmiSchwefelsaure kinnen auch andere
Anlvydride in ihre entsprechende S3ure getropft werden. Sauwre Gase (z.B.
Halogermwasserstoff, Chior, Phosgen, Schwefeldiod) konnen in verddnnte Matronlauge
eingeleitet und nach dem Meutralisieren in Kategonie D entsongt wenden.

R 34-37

Venmsacht Veratzungen Reizt die Atmungsorgane.

5 26-36/3773045

Bei Berihrung mit den Augen sofort grindlich mit Wasser abspilen und Arzt
konsultieren Bei der Arbeit geeignete Schutzkdeidung, Schutzhandschube und
Schutzbrille/Gesichtsschutz tragen Bei Linfall oder Urwohisein sofort Arzt hinzuziehen
{wenn moglich, dieses Etkett vorzeigen]).

atzend

.Cmnei\re

UM 1783 Chlorwasserstoffsaure, 8, 11
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Sirale ADR, RID

Klassifizienang Seeversand UN 1788 HYDROCHLORIC ACID, 8. 1I, Segregation Group: 1 (Adds)
IMDG-Code

Klassifizienang Luftversand UN 1783 HYDROCHLORIC ACID. 8.1l
IATA-DGR

D Merck KGaf, Darmstsdt, Deutschiand, ple-oustomersenice{stmend de, 2014
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10.5 Nachweis von Nematoden durch Durchleuchtung
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2,3._803 Machwaie von Nematoden durch Durchleuchtung 2/4

1 Zweck und Anwendungsbereich
Diese Methcde beschreibt ein Routineverfzhren zum Nachwe's von Nematadenlarven in
Fischfilets durch Durchleuchtung des Muskelfleisches, Mindestanforderungen an die
Leucntstarke der Tische in Codex STAN 190-1935

2 Begriff
Nematodenlarven sind Parasiten, die von Fischen dber dig Nahrung aufgenommen werden
und partiell ins Muskelfllgisch abwandermn kinnen, Des Verzahr ven lebenden Nemzloden-
lzrven kann zu schweren Erkrankungen “uhren.
Bei Fischen aus dem Mordatlantik sind vor allem zwei Arten von Nematodenlarven zu fin-
dan: Anisakis simplex und Pseudolerranava decipiens.

3 Kurzbeschreibung
Die zu untersuchenden Fische werden filetiert, die Filets enthiutet, auf den eingeschalte-
tan Leuchttisch galeqt und visuall untersucht,

4 Chemikalien und Reagenzien
antfallen

4.1 Sicherheitshinweise
Beim Filetieren und enthduten sind geeignete Schulzmafnahmen zu ergreifen (Schulz-
kieidung, Handschuhe) die Schnittverletzung verhindern.

5 Gerate
o Leuchttisch nach Gerateouch 2,3_301
o Laborwaage nach Gerdtebuch 2.3_GD2
o Filetiermesser/ Schneidebretter

6 Probenahme
Cie zu untersuchenden Proben werden auf Seereisen, auf Fischmaraten, und im Hzndel
genommen oder ven entsprechenden Interessenten angeliefert (s. SOP 2.3_S04). Sie
werden direkt eingesetzt oder bis zur Untersuchung im Kihlraum 2 tiefgefroren zufge-
wahrt. Fiir die Untersuchung wird das Untersuchungsmaterial entsorechend vorbereitet,
je nach dem welcher Teil anzlysiert werden soll.

7 Durchfiihrung der Bestimmung von Nematodenlarven mit der Durchleuch-
tun
DergLeuchttisch wird 5 min vor Beginn der Untersuchungen eingeschaltet und es wird vi-
suell Coerprift, ob alle Leuchtmitte! funkticnisren. Fal's Unsicherheit besteht, ob die vol-
le Lichtstarke erreicht wird, wird die Funktionstiichligkeit gemaR Anweisung des Gerdte-
buchs Lauchttische (2.3_G01) dberprift.
Die Fische werden auf der Waage gewcgan, gaf. aufgetaut, filetiers, diz Filets wiederum
gewogen und eirzeln auf den Leuchttisch gelegt, Jedes Filet wird visuell auf sichtbare
Nematodenlarven untersucht. Dazu wird das Filet von beiden Seiten durchleuchtet. Die
Zah| der sichtharen Nematodenlarven wird auf dem Formblatt notiert. Ggf. wird die An-
zanhl der Nemalodenlarven getrennt rach Bauchlappen und Filet bestimmz.
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8 Ergebnisfindung und Dokumentation
Die Anzahl der Nematodenlarven wird in einem Formblatt eingetragen und in die ent-
sprechende Datei uberncmmen. Hierzu siehe Beispielformblatt fir Nematodenuntersu-
chungen (2.3_A20 Nematodenformbolatt), Das Formblatt ist den jewellgen Untersu-
chungszielen anzupassen.
Halbe Nematodenlarven sind extra zu notieren.

9 Mitgeltende Dokumente

Gerétebuch 2.3_GO0Z Leuchttische

Gerdtebuch 2.3_G03 Wzagen

SOP 2.3_S04 Probenbehandlung im NRL Labor 2.3
2.3_A20 Nematodenformblatt

Cocex STAN 190-1935
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10.6 Nachweis von Nematodenlarven im Muskelfleisch durch Verdauung

)

Max Rubner-Institut

Bundesforschungsinstitut fiir Ernahrung und Lebensmittel, Standort Hamburg

M R' ‘i:, Nachweis von Nematodenlarven im | Code: 2.3.502

i Version 02
il ot O Muskelfleisch durch Verdauung oy o

1.1 Veranderungen / Unterschiede zur Vorgéngerversion des Dokuments

r?.‘S,_SO? Durchfunirung Pkt 8 gedndert van 11 Pepsinisg aut 1,8 | Pepsinlsy.

l

1

2 2
3 2
4 2
5 Chemikalien und Reagenzien........... g 2

51  Ansate der Verdauungslosung A A A o Yk s

8.2  SleherneMSNITEISE . e iossesiasinmsssiasizntens urbiosisenis iocsassiin 2
6 Gerate g 2
A T S ) iy Rt e By A S N B 3
8  Durchfihrung cer Bestimmuny von Mematodenlarven mit der Verdauung.............. 3
9 Ergebnisfindung Und DoKUMeNTatiON . ......ccceeriaaarivacsseeerassrsranssirarsssssessisrusnissansnassansases 3
10  Mitgeltende Dekumente ........ccoooeeeieeiireeiiieca e N e o A 3

Bazrbeiter: Karl Fachliche Priifung Normgsiifun g (QMB) Frofgabe (OL 7 KBL)

Datum; Geproft am: Geprift am: Galtig ab:

Oez. qQez, Lez. qar.
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2.3.502 Machweis van Nematodenlarven im Muskealfleisch durch Verdauung 274

2 Zweck und Anwendungsbereich
Diese Mathoda beschreibt ein Routineverfahren zum Nachweis und zur quantitativen
Bestimmung von Mematodenlarven (NL) in Fischen durch Verdauung des Muskelflei-
sches bzw. der Eingaweide,

3 Begriff
Nematedenlarven sing Parasiten, dic von Fischen uber die Nahrung aufgenommen wer-
cen und partiell ins Muskelfleisch abwandern kdnnen.
Der Verzenhr von \eberden Nematodenlarven kaan zu schweren Erkrankungen fihren.
Bei Fischen aus dem Mordatlantik sind vor zllem zwei Arten von Nematodenlarven zu
finden: Anisakis simplex und Psevdoterranovs decipiens,

4 Kurzbeschreibung
Das 7u untersuchende Muskalfleisch wird mit der Hand zerkleinart, es wird eine ausrej-
chende Menge zn Pepsin-Verdauungslosung zugegeoen und das Fleisck bei 35 °C unter
Rihren wvollskindiy aufgeldst. Diz Nematedenlarven verblainen unbeschadigt im Ruck-
stand, werden (ber in Sieb z2bgetrennt und auf einar dunklen Unterizge ausgezahlt. Der
Nachweis erfolat gema®8 Codex Standard 244-2004 Annex I.

5 Chemikalien und Reagenzien
o Pepsin 2000 FIP-U/g EC 34231 z.B. Merck Nr. 1.0713C. 1000
o 37 %ige Salzsaure rauchenc z.B. Merck N-. 1.13386. 25C0

5.1 Ansalz der Verdauungslésung
0.5 % {w/v} Pepsin in 0,063 M Salzsiure
In einen 10 | PE-Kanister werden ca. 4| warmes Leitungswasser (ca. 30 °C) gageban.
54 ml 37 %ige HCL hinzugefigt, der Kanister wird durchgeschittelt und weitere 2| Was-
ser hinzugegeben. 50 g Pepsin werden in ginem 100 mi Becherglas auf der Laborwaage
(auf +/- 0,1 g genau abgewogen. Es wird Ober einan Pulvartrichler versichtig in den Ka-
nister gegeben. Das Becherglas wird mit 80 ml Wasser gespilt und die Lésung ebenfalls
in den Kanister gegehien. Der Kanister wird verschlossen und «riftig durchgeschittelt.
Nach Absetzen des Schaumes wird mit wanmen Leitungswasser auf bis zur Marke 101
aufgefillt und nach dam VerschliefRen ncchmals geschittelt.

5.2 Sicherheitshinweise
Beim Arbeiten mit konzentrerter Salzsaure ist Schutzkleidung zu tragen und es sind die
ArbeilsschutzmaRnahmen des Sicherheitsdatenblattes zu befolgen. Beim Umgang mit
Pepsin sind der Kantakt mit dem Pulver und das Einatmen von Stauber zu vermeiden. Die
Angabern ces Sicherheitsdalentlatles sind zu beachten.

6 Gerdte
Zusatzlich zur Standartausstatturg eines analytisch-chemischen Labors werden bendtigt:
- Magnetrihrer mit Heizung und Kontaktthermometer nach Geratebuch 2.3 G04 {Mag-
netruhrplatten)
- Sich (Maschenweite 0.5 mm) nack Gerétebuch 2.3 GOS (Sighe)
- Mischzylinger 100 mi +/- 2 ml
- Grofie Patrischale
- Schwarze Unteriage
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2.3 S0z Nacnweis vnn Nematodeniarven im Muskelfleisch durch Verdauung 374

- 2| Becherglas

- Magnetrihrstébchen

- Pinzetten

- Laborwaage nach Gerdtebuch 2.3. GO3

Probenahme

Die zu untersuchenden Froben werden auf Seereisen, auf Fischmarkten, und im Handel
genommen odar von entsprechenden Interessenten angeliefert (s. SOP 2.3 304), Sie
warden dirakt eingasatzt oder bis zur Untersuchung im Kihiraum 2 tiefgefroren aufge-
wizhrt, Fiir die Untersuchung wird ¢as Untersuchungsmaterial entsprechend vordereitet,
e nachder welcher Teil analysiert werden soll.

Durchfiihrung der Bestimmung von Nematadenlarven mit der Verdauung

200 g mit der Hand zerkleinertes Fischfleisch wird in ein 21 Becherglas dberfihet und
1.8 | Pepsinldsung hinzu gegeben. Die Mischung wird auf einem Magnetruhrer mit Kon-
takithermometer nach Zugabe eines Magnetrohrstibehens unter fangsamem Rihren auf
35 °C erhitzt und fur 1 - 2 b geruhrt. Falls das Fleisch nicht vollstandig aufgeldst ist. wird
dber ein feines Siek abfiltriers, der Rickstand mit Leitungswasser gespllt und wieder
quantitativ in das Becherglas gegeben. Es wird 700 ml Pepsinldsung zugefigt und so lan-
ge unter Erhitzen auf 38 °C gerthrt bis alles Fischfleisch verdaut ist {meist reichen
10 min aus). Die verdaute Losung wird Uber ein Sieb dekantiert, das Bechepglas mit Lei-
tungswassar nachgespilt und der Inbalt wisder (ber das Sieb abgegossen. Der Sizbinhalt
wird mit Leitungswasser gospill und der verbleibende Rickstand ggf. mit Hilfe einer Pin-
zette vorsichtig in schwarze Kunststoffschalen Gberfinrt, die etwas Pepsin/HCL-Lsg. ent-
halten. Die Nematodenlarven werden ausgezihlt, Zar (berpriifung, ob noch lebende NL
vorhanden sind, warden die Nematodenlarven in eine Petrischale Gberfuhrt, die etwas
Peosin/HCL- Lsg. enthalt. Die Schale wird auf einen Leuchitisch gestellt und curch die
Strahlungswirme erhicze. Lebende Nematodenlarven zeigen unter diesen Badingungen
ceutliche Eigenbewegungen. Es ist darauf zu zchten, dass die Petrischale nicht lber
37 °C erhitzt wird.

Ergebnisfindung und Dokumentation

Die &nzanl der Nematcdenlarven wird in sinem Formblatt eingetragen (2.3_420 Ne-
matodenformblatt®) und in die entsprechende Datei ubernommen. Das Formblatt ist den
jeweilicen Untersuchungszielan anzupassen.

Halbe Nematodenlarven sind extra zu notieren.

10 Mitgeltende Dokumente

o Gerdtebuch 2.3 G04 (Magnetrithrplatten)

o Geritebuch 2.3 GOS (Siebe)

o SOP2.3_S04

o Kotrollblatt 2.3_A10 Nematodenformblatt”
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Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere, dass ich vorliegende Arbeit ohne fremde Hilfe selbstandig verfasst und nur
die angegebenen Hilfsmittel benutzt habe. Wortlich oder dem Sinn nach aus anderen Wer-
ken entnommene Stellen sind unter Angabe der Quelle kenntlich gemacht.

Diese Arbeit hat in dieser oder ahnlicher Form noch keiner Priifungsbehdrde vorgelegen.

Die eingereichte Fassung entspricht der auf dem Medium gespeicherten Fassung.

Hamburg, im Mai 2014

(Binia Gedai)
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