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Zusammenfassung

Der Konsum von Kaffee und seinen Zubereitungsarten hat in den letzten
Jahren enorm zugenommen. Die sog. ,Kaffee to go“-Getrdnke gewinnen
hierbei immer mehr an Bedeutung und mit den Verpackungen dieser geht eine
grof3e Abfallproblematik einher. Der Grol3teil der Mitnahmegetréanke wird in
Vollautomaten hergestellt, welche auch im Haushaltsbereich immer mehr zum
Einsatz kommen. Diese Vollautomaten muissen regelmalig gereinigt und
gepflegt werden, da sie sonst als Quelle fir Lebensmittel-Kontaminationen
fungieren kénnen. Durch eine feuchte Umgebung in den Wassertanks und
wasserfuhrenden Systemen sowie eine ausreichende Nahrstoffzufuhr durch
Kaffee und Kaffeertickstande bieten Vollautomaten ein geeignetes Milieu fur
mikrobielles Wachstum.

Um den Einfluss technischer und mikrobiologischer Parameter auf die
hygienische Qualitat von Kaffee Uberpriufen zu kénnen, wurden Gerate aus
dem Haushalts- und dem gewerblichen Bereich untersucht. Die isolierten
Mikroorganismen wurden mittels MALDI-TOF-MS identifiziert und als
artifizielle Kontaminationen fir weitere Versuche verwendet. Sie dienten als
Grundlage fur empirische Versuchsreihen und Simulationen an einem
Kaffeevollautomaten zum Einfluss der Parameter Temperatur und Zeit auf die
mikrobiologische Qualitdt. Die Wirkung dieser Parameter wurde auch in
artifiziell kontaminierten Mehrwegbechern simuliert.

Die Ergebnisse zeigen, dass 40 % aller gewerblichen Gerate und 25 % aller
Haushaltsgerate mikrobiologisch belastet waren, die Wassertanks der
Haushaltsgerate waren zu 100 % kontaminiert. Besonders h&ufig wurden
Bakterien der Gattungen Bacillus, Pseudomonas und Staphylococcus
identifiziert. Die Ausgabetemperaturen der Vollautomaten sowie die
Einwirkdauer der Temperaturen sind als zu gering fur eine mikrobiologische
Unbedenklichkeit der Lebensmittel einzuordnen. Die Temperaturen der
untersuchten Kaffeeproben lagen zwischen 63,59 °C im gewerblichen Bereich
und 61,32 °C im Haushaltsbereich. Fur kontaminierte Mehrwegbecher konnte
eine optimale Kaffeeausgabetemperatur von 68 °C ermittelt werden. Bei
adaquater Verwendung geht von Mehrwegbechern kein hygienisches Risiko

aus, jedoch von Kaffeevollautomaten bei unzureichender Reinigung.
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1. Einleitung

1.1 Kaffee

Die Kaffeebohne (Coffea arabica und Coffea robusta/canephora) ist der
Samen des Kaffeebaums. Dieser gehort zur Familie der Roétegewéchse
(Rubiaceae). Zur Gattung Coffea gehétren etwa 6000 Arten, von denen 100
kultiviert werden. Der Kaffeebaum stammt urspriinglich aus Athiopien, heute
sind Brasilien, Kolumbien, Indonesien und Mexiko die Haupterzeugerlander
(Kunz, 2015). Nur die bereits genannten Gattungen Coffea arabica und Coffea
robusta/canephora sind von wirtschaftlicher Bedeutung (Rimbach et al., 2015).
Die Kaffeebohne ist im natirlichen Zustand griin und jeweils zwei Samen
liegen mit den flachen Seiten zueinander im Fruchtfleisch der Steinfrucht
(Kramer, 2011). Zur Herstellung der bekannten Kaffeebohne muss diese von
ihrem Fruchtfleisch und ihrer Fruchtschale befreit werden und wird
anschlieBend roh (Rohkaffee) oder gerostet durch Erhitzen auf 220 °C
(Rostkaffee) weiterverarbeitet (LGL Bayern, 2012, Rimbach et al., 2015).

Die Entfernung des Fruchtfleisches kann durch das trockene oder das nasse
Verfahren erfolgen.

Bei dem trockenen Verfahren findet die Fermentation in der Sonne statt. Die
Frichte des Kaffeebaums werden fir 10-20 Tage in der Sonne liegend
getrocknet (Kunz, 2015). AnschlieBend werden die Samen maschinell aus den
getrockneten Frichten entfernt (Kramer, 2011).

Im nassen Verfahren werden die Bohnen nach maschinellem Exzidieren des
Fruchtfleisches zwei Tage in einem Wasserbecken mit Hilfe wvon
pflanzeneigenen Enzymen und durch pflanzeneigene und technisch bedingte
Mikroorganismen (u.a. Enterobacter cloacae subsp. dissolvens) fermentiert
(Kramer, 2011, Rimbach et al., 2015). Durch diese Auflockerung des
Fruchtfleisches kénnen die Samen von der Hille durch leichtes Abspulen

getrennt werden.



1.1.1 Kaffeekonsum

2013 wurden global 2,5 Milliarden Tassen Kaffee am Tag getrunken
(brandeins.de, 2013). In Europa tranken 2013 im Durchschnitt die
Niederlander mit einem taglichen Pro-Kopf-Verbrauch von ca. 2,41 Tassen am
meisten und die in Aserbaidschan lebenden Menschen mit ca. 0,01 Tassen
am wenigsten Kaffee. Der tagliche pro Kopf Verbrauch in Deutschland lag bei
ungefahr 1,23 Tassen. Damit lag Deutschland 2013 auf dem flinften Platz
beim weltweiten Pro-Kopf-Kaffeekonsum. Nur die Niederlander und die
skandinavischen Lander Finnland (2. Platz), Schweden (3. Platz) und
Danemark (4. Platz) tranken durchschnittlich mehr Kaffee als die deutsche
Bevolkerung (statista.com, 2013). Diese Rangordnung diirfte einerseits mit der
tendenziell h6heren Kaufkraft in den skandinavischen Landern zu tun haben,
aber ebenso mit dem Klima und der damit verbundenen langeren Dunkelheit
im Winter (statista.com, 2013).

Ein weiterer wichtiger Punkt ist der sog. ,Kaffee to go“-Konsum. Dabei handelt
es sich um die Mitnahme von Kaffeezubereitungsarten zum Verzehr in
Einweg- oder Mehrwegbechern. Nach Angaben der Deutschen Umwelthilfe
(DUH) werden in Deutschland 320.000 ,to go“-Becher pro Stunde verwendet
(Deutsche Umwelthilfe, 2016). Die Hamburger Verbraucherzentrale spricht
von einem jahrlichen Verbrauch an ,Kaffee to go“-Bechern von 80 Bechern pro
Kopf, was einen Gesamtkonsum von 6,4 Mrd. Bechern in Deutschland ergibt
(Verbraucherzentrale Hamburg, 2016). Laut Bundesumweltamt (UBA)
verdreifachte sich die Menge der Getréankebecher seit der Jahrtausendwende
(Umweltbundesamt, 2015).

Einige Betriebe bieten bereits den Ausschank von Kaffee in mitgebrachte
Mehrwegbecher an, jedoch scheuen sich andere davor, da gewisse
Hygienerisiken damit einhergehen. Aul3erdem kdnnen Probleme mit der
Lebensmitteliiberwachung (LMU) entstehen, da es keine konkrete Regelung
zu geltenden Verordnungen gibt und einige Kontrolleure diese relativ frei
auslegen (Philip Heldt, persdnliche Kommunikation). Einige Experten fordern
einen einheitlichen Standpunkt der LMU zum Thema Abfiillung in mitgebrachte
Becher (Philip Heldt, personliche Kommunikation).



Die Gesetzesgrundlage schlief3t den Ausschank in Mehrwegbecher nicht aus
und verbietet diesen auch nicht (EG 178/2002, 2002, EG 852/2004, 2004, EG
1935/2004, 2004, Lebensmittelhygiene-Verordnung, 2016).

Die Kaffeezubereitungsarten reichen von Kaffee aus Vollautomaten Uber
Filterkaffee zu Cappuccino, Latte macchiato, Espresso und vielen mehr.
Filterkaffee wird von 94 % der Kaffeetrinker bevorzugt gefolgt von Cappuccino
(38,1 %) und Latte macchiato (24,3 %) (brandeins.de, 2013). Die Tendenz bei
der Kaffeezubereitung bewegt sich in den letzten Jahren zu Kaffee aus
Kaffeevollautomaten; 2014 war in 12 % aller privaten Haushalte in
Deutschland ein Kaffeevollautomat vorhanden (Statistisches Bundesamt,
2015).

1.1.2 Mikrobiologie von Kaffee

Der Kaffee ist wahrend seines Verarbeitungs- und Herstellungsprozesses
vielen mikrobiellen Risiken ausgesetzt. Bei der Ernte, der Lagerung, der
Fermentation und dem Transport kann das Produkt durch mangelnde Hygiene
verunreinigt bzw. mikrobiell belastet werden. Ebenso tragt dies zur eventuellen
Verringerung der sensorischen Qualitdt des Kaffees bei (Kramer, 2011,
Waters et al., 2016).

Der Kaffeebaum (heute mittels Zucht als Kaffeestrauch) gedeiht im
feuchtwarmen, tropischen Klima (Ebermann und Elmadfa, 2011). Diese
klimatischen Voraussetzungen stellen ein optimales Milieu fir das Wachstum
von Feldpilzen (Primarflora/natirliche Flora) dar. Bei der Primarflora der
Kaffeefrucht treten Pilzgattungen auf, welche in der Lage sind, Mykotoxine zu
bilden (Alternaria und Fusarium) (Ebermann und Elmadfa, 2011, Matissek und
Baltes, 2015). Mykotoxine sind sekundare, fir Mensch und Tier toxische
Stoffwechselprodukte von Pilzen. Sie werden auf ndhrstoffreichen Substraten
gebildet und treten auch ohne sichtbaren Schimmelbefall eines Produktes auf.
Sie kdnnen auf dem Rohprodukt vorhanden sein oder wahrend Arbeits- und
Herstellungsprozessen eingetragen werden. Daher ist es moglich, dass
Mykotoxine in jedem Lebens- und Futtermittel auftreten (Muecke und
Lemmen, 2004).



Durch Kontaminationen bei der Verarbeitung und Lagerung kann eine
Sekundarflora hinzukommen. Wahrend der Lagerung verandert sich die
Mikroflora des Kaffees: die urspringlichen Keime der Primarflora nehmen ab
und es vermehren sich die Keime der Sekundarflora, die an die Bedingungen
der Lagerhaltung angepasst sind (Bayrische Landesanstalt fir Landwirtschaft
et al., 2005). Es wird von einer Primarkontamination gesprochen, wenn die
Kaffeefrucht vor der Ernte mikrobiologisch belastet ist/war und von einer
Sekundarkontamination, wenn sie zum Beispiel wéhrend der Lagerung von
Schimmelpilzen befallen wird. Die dritte Kontaminationsart, der ,Carry over®-
Effekt tritt bei Kaffee nicht auf (Rimbach et al., 2015, Hamatschek, 2016).
Kaffee kann besonders von Schimmelpilzen befallen sein, welche das
Mykotoxin Ochratoxin A bilden (Weber, 2010, Kramer, 2011). Mykotoxine
werden auch von so genannten Lagerpilzen der Gattungen Aspergillus
(Aspergillus ochraceus, Aspergillus melleus) und Penicillium (Penicillium
viridicatum, Penicillium verrucosum) synthetisiert (Kluwer Academic, 2005,
Ebermann und Elmadfa, 2011).

Das Mykotoxin Ochratoxin A wird auf Lebensmitteln, Futtermitteln und
Rohwaren gebildet (Baumgart et al., 2014). Es ist nephrotoxisch, mutagen,
kanzerogen und teratogen (Dirheimer und Creppy, 1991, Fink-Gremmels et
al., 1995, Muecke und Lemmen, 2004). Kontaminationsquellen sind u.a.
Getreideerzeugnisse, Trockenobst, Wein und Kaffee (Kramer, 2011).
Innerhalb der EU gibt es seit 2002 Grenzwerte fur Ochratoxin A. Diese
Grenzwerte liegen fur gerostete Kaffeebohnen sowie gemahlenen, gerosteten
Kaffee bei 5 pug/kg Korpergewicht und fur loslichen Kaffee bei 10 pg/kg
Korpergewicht (EG 1881/2006, 2006, Weber, 2010) Das Bundesinstitut fr
Risikobewertung (BfR) forderte schon 1997 Grenzwerte fur dieses Toxin in
Lebensmitteln (Bundesinstitut fur Risikobewertung 15/1997, 1997).

Neben der Kontamination mit Schimmelpilzen geht auch eine Gefahr von
Bakterien aus. Diese konnen ebenfalls (ber den Herstellungs- und
Verarbeitungsprozess oder den Transport eingetragen werden. Auf der
Kaffeefrucht befinden sich einige Bakterien der Gattungen Enterococcus,

Erwinia und Streptococcus (Holzapfel, 2007, Wallhaeuf3er, 2013).



Da die Kaffeefrucht grol3tenteils per Hand geerntet wird, finden sich zum
Beispiel Bakterien der Familie Enterobacteriaceae (gehdren zur natirlichen
Darmflora und werden u. a. durch mangelnde Handehygiene Ubertragen) auf
der Kaffeefrucht wieder (Holzapfel, 2007, Kramer, 2011). Viele dieser
Mikroorganismen sind direkt an den Fermentationsprozessen bei der
Verarbeitung des Kaffees beteiligt, u.a. sind Bakterien der Gattung Erwinia
(Erwinia dissolvens, heute: Enterobacter cloacae subsp. dissolvens)) der
wichtigste Produzent pektinolytischer Enzyme (Baltes, 2013, Kunz, 2015).

Die Deutsche Gesellschaft fir Hygiene und Mikrobiologie (DGHM) gibt Richt-
und Warnwerte fur mikrobiologisch  kritische  Lebensmittel und
Lebensmittelgruppen heraus. Fur Kaffee gelten die in Tabelle 1 aufgefuhrten

Werte fur Instantprodukte.

Tabelle 1 Richt- und Warnwerte fir Instantprodukte, 2013: Entwurf einer Empfehlung (nach (DGHM,
2012)).

Richtwert Warnwert

(KbE**/g) (KbE**/g)
Aerobe mesophile Koloniezahl 1*104
Enterobacteriaceae 1*10? 1*103
Escherichia coli 1*10% 1*10?
Schimmelpilze 1*102
Koagulase-positive Staphylokokken 1*10? 1*102
Prasumtive Bacillus cereus 1*10? 1*103
Salmonellen n. n.**in 25 g

** KhE: Koloniebildende Einheit

*** n. n.: nicht nachweisbar

Als Instantprodukte, die heil3 aufgegossen werden, gelten u. a. Griel3brei,

Pudding, Kaffee- und Teemischgetranke.



1.2 Kaffeevollautomaten

Ein Kaffeevollautomat ist ein technisches Gerat, welches vollautomatisch
diverse Kaffeevarianten produzieren kann (Kaffee-Vollautomaten-Vergleich,
2016). In Deutschland steigt der Anteil an Kaffeevollautomaten in privaten
Haushalten: 2014 gab es in 12 % aller Privathaushalte in Deutschland einen

Kaffeevollautomaten (Statistisches Bundesamt, 2015).

Im Folgenden wird der Aufbau eines Kaffeevollautomaten schematisch und

tabellarisch dargestellt:

9 10 11

Abbildung 1 Schema eines Kaffee-/Espressovollautomaten.

1: Gehéuse, 2: Mahlwerk, 3: Bohnen-/Pulver-Vorratsbehélter, 4: Wassertank, 5: Bedienfeld, 6:
Kaffeeauslass, 7: Abtropfschale, 8: Abtropfgitter, 9: Kaffeesatzbehélter, 10/11:
Bruheinheit/Thermogruppe. (nach: (Bedienungsanleitung Philips HD8844, 2016)).



Tabelle 2 Teile eines Kaffeevollautomaten.

Nummer Funktion

Gehéause

Mahlwerk
Bohnen-/Pulver-Vorratsbehéalter
Wassertank

Bedienfeld

Kaffeeauslass

Abtropfschale

0 N o 0o B~ W DN PP

Abtropfgitter
9 Kaffeesatzbehalter

10/11 Bruheinheit/Thermogruppe

1.2.1 Unterschied zwischen Kaffeevollautomaten und
Filterkaffeemaschinen
Kaffee aus Filterkaffeemaschinen wird hauptsachlich durch heiRes Wasser,
Kaffeepulver und einen geeigneten Filter hergestellt. Im Gegensatz dazu
besteht ein Kaffeevollautomat aus mehreren Komponenten, die zur Qualitat
eines Kaffees oder einer Kaffeevariante beitragen. Unter anderem besitzt ein
Vollautomat ein Mahlwerk, eine Pumpe, einen Durchlauferhitzer, eine
Bruhgruppe und viele weiteren Komponenten. Mittels dieser Elemente lassen
sich sowohl die Kaffeestarke und die Tassengrol3e als auch die Wasserharte
und Bruhtemperatur/Ausgabetemperatur einstellen.
Ein wichtiger Unterschied zwischen Kaffee aus einer herkdmmlichen
Maschine fur Filterkaffee und einem Vollautomat ist das Aroma, das sich am
besten durch einen Druck von 7,5 bis 9 bar entfalten kann. Diese Spanne ist
in einem Vollautomaten moglich, bei der Filterkaffeemaschine kann jedoch
kein Druck erzeugt werden. Zuséatzlich gelangen durch den langeren Kontakt
mit dem Kaffeepulver im Filterverfahren mehr Bitterstoffe und Gerbstoffe in
den Kaffee. Ein Vollautomat erfullt die vorher genannten Kriterien, so dass die
Dauer des Bruhvorgangs bei max. 30 Sekunden liegt. So werden mehr
Aromen und atherische Ole und weniger Koffein, Gerbsauren und Bitterstoffe
freigesetzt (Baltes, 2013, Rimbach et al., 2015).
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1.2.2 Mikrobiologische Risiken bei Kaffeevollautomaten

Aktuell gibt es einige Studien udber potentielle Gesundheits- oder
Hygienerisiken flr den Verbraucher, die durch mikrobiologische Probleme bei
Kaffeevollautomaten verursacht werden.

In einer US-Studie wurden einige Teile, z.B. der Tank und der Kaffeeauslauf
von 28 Kapselmaschinen  untersucht (CBS  Pittsburgh, 2015).
Kapselmaschinen unterscheiden sich von Kaffeevollautomaten; sie besitzen
zum Beispiel keinen Satzbehélter, sondern nur einen Millbehalter fur die
benutzten Kapseln. AuRerdem haben sie nur eine Brihmethode und es ist
fraglich, ob Dricke und Temperaturen wie in einem Kaffeevollautomaten
erreicht werden kdnnen. Die Studie von CBS Pittsburgh (2015) besagt, dass
mehr als die Halfte der untersuchten Maschinen erhéhte Keimzahlen (eine mit
einer Keimbelastung von 10°) aufwiesen und unter anderem Staphylococcus,
Streptococcus und Pseudomonas (Pseudomonas aeruginosa) identifiziert
werden konnten. Genaue Zahlen tber die Hohe der Keimbelastung sowie die
Methodik werden jedoch nicht genannt.

In einer anderen Studie wurden in mehr als 80 % der Uberpriften
Vollautomaten Hefen und Schimmelpilze gefunden, jedoch wird hier ebenfalls
keine Auskunft Uber die Gerate, Probenorte oder Hohe der mikrobiologischen
Belastung gegeben (Focus.de, 2016).

In einer Studie von Vilanova et al. (2015) wurden von zehn unterschiedlichen
Nespresso Maschinen (gewerblich und Haushaltsgeréte) die Auffangschalen
der Kaffeereste untersucht. Es stellte sich heraus, dass sich dort periodisch
fur Kaffee charakteristische Bakteriome bilden. Hier wurden in zeitlichen
Abschnitten immer identische Mikroorganismen identifiziert, wie zum Beispiel
die Gattungen Acinetobacter, Klebsiella, Enterococcus und Pseudomonas.
Diese Studie kann aufgrund der wissenschaftlichen Glaubwuirdigkeit als

Grundlage bzw. Orientierung fur diese Arbeit verwendet werden.



Das Gesundheitsrisiko fur den Verbraucher ist gering (eine Ausnahme bilden
Risikogruppen wie Menschen mit geschwéchtem Immunsystem oder
Kleinkinder), wenn Reinigungsvorschriften eingehalten werden ([LUppo
Ellerbroek] (BfR) in (stern.de, 2013)), jedoch geht ein Hygienerisiko von
Kaffeevollautomaten aus, falls Reinigungsvorschriften nicht genau
eingehalten werden. Dieses Risiko wird durch Mikroorganismen wie
Pseudomonaden, Pilze und Salmonellen hervorgerufen (stern.de, 2013).
Genauere Angaben zu diesen Mikroorganismen oder der Hohe der

mikrobiellen Belastung werden in diesem Betrag ebenfalls nicht gemacht.

Insgesamt mussen diese Studien (mit Ausnahme von Vilanova et al. (2015))
alle kritisch betrachtet werden, da es keine nachvollziehbaren Ergebnisse gibt
und ebenso die Quellen bzw. Herkunft der présentierten Ergebnisse
anzuzweifeln ist. Die Probenanzahl sowie die Identifikation der
Mikroorganismen erscheinen stichprobenartig und ohne jeglichen
wissenschaftlichen Hintergrund. Fir Aussagen zum Gesundheitsrisiko fur den
Verbraucher bzw. zum Hygienerisiko, ausgehend von den unterschiedlichen
Maschinentypen, mussen fundierte wissenschaftliche Studien mit adaquater
Probenanzahl zur Vergleichbarkeit durchgefihrt werden. Ebenso muss eine
exakte ldentifikation der Mikroorganismen stattfinden und diese nach
Fundorten eingeteilt werden.

Im nachfolgenden Teil werden die Bauteile und Faktoren eines Vollautomaten
betrachtet, durch welche denkbare mikrobiologische Probleme entstehen

kdnnen.

Wasser

In  Deutschland existiert eine Trinkwasserverordnung (TrinkwV) mit
Gesetzescharakter in welcher Vorgaben zur Qualitdt von Trinkwasser
gemacht werden. Darin werden Grenzwerte flr Mikroorganismen und weitere
Parameter festgelegt (TrinkwV, 2012).

Durch kontaminierte Trinkwassersysteme, durch zu geringen Wasserwechsel
im Wassertank einer Maschine, durch unzureichende Erhitzung des Wassers
und aufgrund mangelnder Reinigung und Hygiene kbénnen dennoch

mikrobiologische Risiken entstehen.



Von besonderer Bedeutung sind hierbei coliforme Enterobacteriaceae, Hefen
und Schimmelpilze  (Ashbolt, 2015). Enterobacteriaceae = kdénnen
Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes (GIT) und
Lebensmittelintoxikationen hervorrufen. Hefen und Schimmelpilze wurden
ebenfalls in Trinkwassersystemen detektiert, wobei Schimmelpilze besonders
kritisch im Hinblick auf die Bildung von Mykotoxinen (Ochratoxin A) in
Lebensmitteln anzusehen sind (Dogen et al., 2013, Ostry et al., 2013).

Somit kann der Wassertank als besonders kritischer Punkt angesehen

werden.

Wassertank und wasserfiihrende Systeme (Schlauche)

Einige Maschinenhersteller (Philips, DelLonghi, Jura) raten in ihren
Bedienungsanleitungen zu einem taglichen Wasserwechsel im Wassertank.
Es konnte mittels stichprobenartiger Uberpriifung festgestellt werden, dass
einige Verbraucher dies jedoch nicht nach Herstellerangaben durchfiihren. So
kann der Wassertank als Reservoir fir Mikroorgansimen dienen und zu einer
moglichen Kontamination der Schlauche innerhalb eines Kaffeevollautomaten
fuhren.

Es kann davon ausgegangen werden, dass es im Inneren der Schlauche zur
Bildung von Biofiimen kommen kann, welche sich gegebenenfalls bei
Reinigungs- oder Entkalkungsvorgangen ablésen und in das Getrank
gelangen konnen. Biofilme stellen die wichtigste Lebensform mikrobieller
Gemeinschaften dar (Szewzyk und Szewzyk, 2003) und ca. 99 % aller
Mikroorganismen bilden Biofilme, somit kann von einer ubiquitaren
Verbreitung gesprochen werden (Costerton et al.,, 1994). Sowohl
Kaffeevollautomaten als auch andere Haushaltsgerdte mit einem
Wasseranschluss bieten einen geeigneten Lebensraum fir Mikroorganismen
und die Bildung von Biofilmen durch diese Mikroorganismen. Zum Beispiel
wurden Biofilme in Waschmaschinen (Gattlen et al., 2010, Nix et al., 2015)
nachgewiesen. In Waschmaschinen herrschen zutragliche
Lebensbedingungen fur Mikroorganismen, wie ein warm-feuchtes Milieu und
eine hohe Nahrstoffzufuhr. Auch hier wurde die mikrobielle Verunreinigung

teilweise mit dem Trinkwassersystem assoziiert (Gattlen et al., 2010).
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Biofilme sind mikrobielle Gemeinschaften, welche durch Zellen irreversibel an
Oberflachen haften. Die Zellen produzieren extrazellulare, polymere
Substanzen (EPS), wodurch die Zellen im Biofilm geschiitzt sind und sich
vermehren kdénnen (Donlan und Costerton, 2002, Flemming et al., 2007) Diese

EPS schitzen die Mikroorganismen vor auf3eren Einflissen.

Biofilme bilden sich in finf Phasen:

1. Anlagerung einzelner Zellen an eine Oberflache

2. irreversible Anlagerung der Zellen

3. mittels intrazellularer Kommunikation wird die EPS gebildet und die
Mikroorganismen vermehren sich

4. verstarktes Bakterienwachstum und EPS-Produktion

5. singulare Freisetzung des Biofilms (Monroe, 2007)

Durch die Unvermeidbarkeit von Biofilmen kann von einem Einfluss dieser auf
die Hygiene von Kaffeevollautomaten und eventuell auf die Sensorik des
Getrankes ausgegangen werden.

Ebenfalls konnen durch die Biofilmbildung Schlauche und Pumpen verstopfen
und somit die Leistung und Lebensdauer eines Vollautomaten beeintrachtigt

werden.

Briheinheit/Thermoblock

An die wasserfihrenden Systeme vom Wassertank ausgehend ist die
Bruheinheit angeschlossen. Hier wird das Wasser auf entsprechende
Temperaturen (je nach Hersteller zwischen 90 °C und 140 °C) erhitzt. Durch
diese Temperaturen werden alle vegetativen Zellen von Bakterien und Pilzen
abgetotet (Fuchs, 2007). Jedoch beeinflussen die Dauer des
Temperatureinflusses und die Temperaturhéhe die Inaktivierung der Zellen.
Es kann davon ausgegangen werden, dass durch zu niedrige Temperaturen
oder zu kurzes Erhitzen keine adaquate Inaktivierung stattfindet und so
Mikroorganismen im Kaffee verbleiben.

11



Unabhéngig von den vegetativen Zellen kdnnen Sporen oder Mykotoxine von
Bakterien und Schimmelpilzen aufgrund ihrer Thermostabilitat die Passage
der Bruheinheit tberstehen und so in das Getrank gelangen (Muecke und
Lemmen, 2004, Suerbaum et al., 2012, Adam et al., 2013).

Kaffeeauslauf

Am Kaffeeauslauf kann es zu einer Sekundarkontamination des Kaffees durch
Umweltkeime, Luftkeime und ubiquitare Mikroorganismen kommen
(Heeschen und Zschaler, 2015). Dementsprechend besteht am Auslauf eines
Kaffeevollautomaten ein Hygiene- und Gesundheitsrisiko fir den
Konsumenten. Die Reinigung dieses Bauelementes ist von besonderer

Relevanz (Dirk Bockmuhl, persénliche Kommunikation).

1.3 Ziele dieser Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, den Einfluss technischer und
mikrobiologischer Parameter auf die Kaffeequalitat aus privaten und
gewerblichen  Kaffeevollautomaten  zu  untersuchen. So  sollen
Mindestanforderungen fur verschiedene Parameter festgelegt werden, um zur
Verbrauchersicherheit und Lebensmittelsicherheit beitragen zu kdnnen.

Der bisherige Stand der Forschung zur mikrobiologischen Unbedenklichkeit
von Kaffee aus Kaffeevollautomaten ist lickenhaft und die wissenschaftliche
Verlasslichkeit einiger vorher genannter Studien ist insgesamt kritisch zu
betrachten. Auch gibt es keine fundierten Daten zum Einfluss technischer und
mikrobiologischer Parameter auf die Kaffeequalitat. Daher lasst sich das
tatsachliche Risiko, das von Kaffeevollautomaten ausgeht, nicht verlasslich
abschatzen.

Deshalb sollte in dieser Arbeit der Einfluss der Dauer der
Temperatureinwirkung und der Temperaturhohe auf die Inaktivierung
relevanter Mikroorganismen uberprift werden. Dazu sollte Uber eine
empirische Versuchsreihe zum Einfluss der Temperatur-/Zeitkombination eine
fur die Verbrauchersicherheit optimale Kaffeeausgabetemperatur ermittelt

werden.
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Hierzu sollten zunéchst die in Kaffee- und Cappuccino-Getrankeproben aus
Kaffeevollautomaten (gewerblich/privat) auftretenden Mikroorganismen
quantifiziert und mittels MALDI-TOF-MS (Matrix-assisted Laser Desorption &
lonization Time-of-flight - Mass Spectrometry) identifiziert werden. AulRerdem
sollten naturlich verunreinigte Mehrwegbecher untersucht werden, um den
Einfluss dieser auf die mikrobiologische Qualitat des Kaffees abschatzen zu
konnen und gegebenenfalls eine Aussage Uber die Vor- und Nachteile von

Mehrwegbechern im sog. ,Kaffee to go* Bereich treffen zu kénnen.

Durch diese Arbeit sollen Mindestanforderungen an die Kaffeeherstellung in
Vollautomaten bezogen auf die Dauer des Temperatureinflusses und auf die
Temperaturhéhe ermittelt werden, um ein mikrobiologisch sicheres
Lebensmittel zu erhalten und somit zur Lebensmittelsicherheit beizutragen.
Auch soll das Bewusstsein fur die bei der Verwendung von
Kaffeevollautomaten maoglicherweise entstehenden hygienischen Probleme

bei Verbrauchern und Herstellern geweckt werden.
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2. Materialien

2.1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chloramphenicol
Ethanol 96% vergallt mit ca. 1% MEK

Kristallviolett

Malachitgrin-Lésung
Safranin-L6sung (Reagenz 5)

AppliChem GmbH, Darmstadt
Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Alfa Aesar GmbH & Co KG,
Karslruhe

Waldeck GmbH & Co. KG, Munster

Merck KGaA, Darmstadt

2.2 Verwendete Geréate und Hilfsmittel

Abstrichbesteck (Wattetrager steril)
Abstrichbesteck Medi Swab steril
Autoklav Systec VX-150

Bio Photometer plus
Drigalskispatel

Infrarot-Thermometer Testo 805

Inkubations-Orbitalschittler MaxQ* 8000

Inkubator HettCube 200R
Petrischalen

Philips Kaffee-Vollautomat HD8844
Pipetten Eppendorf research plus
Reaktionsgefal’ (Tube) 1,5 mL
Sicherheitswerkbank Safe 2020
Thermomixer comfort
TOC/N-Messung (multi N/C 2100 S)
Vortexer Lab dancer S40

Waage XA 3002S

Zeiss Mikroskop Primo Star

Zentrifuge: Heraeus Multifuge X3R

Copan Diagnostics, Brescia, IT
Heinz Herenz, Hamburg

Systec GmbH, Wettenberg
Eppendorf, Hamburg

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Testo SE & Co. KGaA, Lenzkirch
Thermo
Waltham, US
Hettich, Tuttlingen
Sarstedt, Numbrecht
Philips GmbH, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht

Fisher Scientific,

Thermo Fisher Scientific, Wesel
Eppendorf, Hamburg

Analytik jena, Jena

VWR, Darmstadt

Mettler Toledo, Giel3en

Carl Zeiss AG, Oberkochen
Thermo
Waltham, US

Fisher Scientific,
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2.3 Verwendete Nahrmedien

MacConkey-Agar

Malzextrakt-Agar

Nutrient Broth

Tryptic Soy Broth

Trypton-Soja-Agar (CASO)

2.4 Verwendete Mikroorganismen

Acinetobacter baumanii
Bacillus subtilis
Enterococcus faecium
Escherichia coli
Pseudomonas aeruginosa

Staphylococcus epidermidis

15

Oxoid Deutschland GmbH (Thermo
Fisher Scientific), Wesel
Oxoid Deutschland GmbH (Thermo
Fisher Scientific), Wesel
Oxoid Deutschland GmbH (Thermo
Fisher Scientific), Wesel
Oxoid Deutschland GmbH (Thermo
Fisher Scientific), Wesel
Oxoid Deutschland GmbH (Thermo

Fisher Scientific), Wesel

DSM 30007
DSM 10
DSM 2146
DSM 682
DSM 939
DSM 1798



3. Methoden

3.1 Probennahme

3.1.1 Getrankeproben aus gewerblichen Vollautomaten und
Haushaltskaffeevollautomaten

Es wurden jeweils 50 Kaffee- und Cappuccino-Proben (Getrankeproben) an
unterschiedlichen gewerblichen Standorten und zehn Kaffeeproben an
privaten Orten genommen. Mit einem Infrarot-Thermometer der Firma Testo

erfolgte die Temperaturmessung direkt nach Ausgabe des Getrankes.

3.1.2 Probennahme aus Mehrwegbechern, Wassertanks und Auslaufen

Probennahme mittels Abstrichbesteck aus Mehrwegbechern

Fur die Untersuchung der mikrobiologischen Belastung von Mehrwegbechern
wurden stichprobenartig Abstriche aus zehn Bechern genommen, die im
taglichen Gebrauch sind (Becherboden). Hierbei konnten keine Riickschlisse
auf Gebrauch, Nutzungsdauer, Alter, Reinigung oder Art der Beflllung
gezogen werden. Diese wurden nach DIN 10113-1 (1997) im Labor bearbeitet.
Die Entnahme der Abstriche erfolgte mit Hilfe eines Abstrichbestecks aus

Kunststoff mit einem sterilen Wattetrager.

Probennahme mittels Abstrichbesteck aus Wassertanks und Auslaufen

Zur Untersuchung von Wassertanks und Auslaufen der Kaffeevollautomaten
auf eine mogliche mikrobiologische Verunreinigung wurden ebenfalls
Abstriche genommen. Dies geschah bei zehn Haushaltskaffeevollautomaten.
Die Probennahme an diesen Stellen fand mit einem Abstrichbesteck ohne
Medium der Firma Copan und im Falle eines langeren Zeitraums zwischen
Entnahme und Aufarbeitung, mit einem Abstrichbesteck mit Amies-Medium
der Firma Heinz Herenz statt.

Hierzu wurde mehrfach mit dem sterilen Wattetupfer Uber die Innenseite des
Wassertanks beziehungsweise am Auslauf entlang gestrichen, um
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ausreichend Material zu erhalten. Die anschlie3ende Bearbeitung im Labor
fand ebenfalls nach DIN 10113-1 (1997) statt.

3.2 Aufarbeiten der Proben

3.2.1 Kultivierung von FlUssigproben

Von den genommenen Getrankeproben von Kaffee und Cappuccino wurden
dezimale Verdunnungsreihen in 0,9 % Natriumchloridiésung hergestellt und
mittels  Oberflachenverfahren auf Selektivmedien untersucht. Als
Selektivmedien  fungierte  unter anderem  MacConkey-Agar  fur
Enterobacteriaceae, welcher bei 37 °C inkubiert wurde.

Des Weiteren fand eine Inkubation bei 30 °C fur TSA (Trypton-Soja-Agar) und
MEA (Malzextrakt-Agar) statt (Bast, 2001). Der MEA wurde vor dem Giel3en
mit dem Antibiotikum Chloramphenicol versetzt (100 mg/L), um Bakterien zu
hemmen und ausschlief3lich das Wachstum von (Schimmel-) Pilzen und Hefen
zu fordern (Mahlhardt, 2013).

Im Falle eines Wachstums von Mikroorganismen auf den jeweiligen
Nahrbéden wurden diese quantitativ ausgewertet und anschliel3end mit Hilfe
des Drei-Osen-Ausstrichs subkultiviert, um so Einzelkolonien gewinnen zu
kénnen. Die Inkubationszeit betrug 24 Stunden bei entweder 30 °C oder 37 °C.
Nach der Vereinzelung wurden die Mikroorganismen zur Identifikation mit Hilfe
der MALDI-TOF-MS vom Institut fir medizinische Labordiagnostik GmbH

(IML) der Ruhruniversitat Bochum analysiert.

3.2.2 Abstriche aus Wassertanks und Auslaufen

Im Labor wurden die Abstriche nach der Norm DIN 10113-1 (1997) behandelt.
In dieser wird ein Verfahren zur quantitativen Bestimmung des
Oberflachenkeimgehaltes auf Bedarfsgegenstanden im Lebensmittelbereich
beschrieben (DIN 10113-1, 1997). Die Extraktion der Keime aus den
Wattetupfern erfolgte in 0,9 % NaCl-Losung fur zehn Minuten bei 1400 rpm
und 15 °C.
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Die einzelnen Verdunnungsstufen einer dezimalen Verdinnungsreihe (DIN
Abschnitt 3.2-3.4) wurden auf Selektivmedien ausplattiert (je 100 pL) und fur
24-48 Stunden bei 30 °C bzw. 37 °C inkubiert (DIN Abschnitt 5.2).

Positive Keimnachweise wurden in diesem Fall ebenfalls per MALDI-TOF-MS
identifiziert.

Es ist anzumerken, dass nur aus privaten und nicht aus gewerblichen
Kaffeevollautomaten Abstriche aus den Wassertanks und den Auslaufen

genommen werden konnten.

3.2.3 Abstriche aus Mehrwegbechern

Diese wurden, wie unter Punkt 3.2.2 beschrieben genommen und
ausgewertet.

Auch bei den Proben aus den Mehrwegbechern erfolgte die Identifizierung
kultivierter Mikroorganismen am IML in Bochum mittels MALDI-TOF-MS.

3.3 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

3.3.1 Prinzip

Bei der Matrix-assisted Laser Desorption & lonization Time-of-flight - Mass
Spectrometry, kurz MALDI-TOF-MS, handelt es sich um ein Verfahren der
mikrobiologischen Diagnostik. Es wird eine geringe Menge einer Kolonie auf
eine Probenplatte (Target) aufgetragen und anschlielRend mit einer a-Cyano-
4-hydroxy-Zimtsaure Matrix (CHCA) tberdeckt (Schubert und Wieser, 2010,
Hosseini und Martinez-Chapa, 2016). Das Absorptionsmaximum der
verwendeten Matrix-Losung sollte im Bereich der Emissionswellenléange des
Lasers liegen, da diese die Qualitat des Massenspektrums beeinflusst. Die
Matrix kristallisiert mit der Probe im Target, welches sich im Hochvakuum
befindet und absorbiert die auftreffende Energie des Hochleistungslasers. Das
entstandene Gemisch verdampft. Dies fUhrt zur lonisierung der Proteine der
Probe und die entstandenen Molekdil-lonen werden in einem elektrischen Feld
beschleunigt (Schiller, 2004). Die Molekilmasse und die Ladung der Probe

beeinflussen die Flugzeit.
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Das Resultat ist ein Gesamtspektrum, welches abhangig von den positiv
geladenen ribosomalen Proteinen des Mikroorganismus ist. Da die erhaltenen
Spektren charakteristisch fur die jeweiligen Spezies sind, kdnnen sie mit

Referenzdatenbanken verglichen werden (Schubert und Wieser, 2010).

3.3.2 Auswahl der Proben
Fur die MALDI-TOF-Analyse wurden die Proben herangezogen, bei denen
eine Kultivierung von Erregern auf Selektivmedien und die anschlieRende

Vereinzelung erfolgreich war.

3.3.3 Identifikation der Erreger

Die Identifikation und Auswertung fand am Institut fir medizinische
Labordiagnostik GmbH der Ruhruniversitdt Bochum statt. Auch die
Berechnung des Score Values fand in Bochum statt, der mathematische
Hintergrund ist somit ungeklart. Hierfir wurde der MALDI Biotyper der Firma

Bruker verwendet.
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3.4 Biofilm-Farbung

3.4.1 Biofilmbildung in Schlauchen von Kaffeevollautomaten

Fur die Uberprifung auf Biofilme innerhalb der Schlauche eines
Kaffeevollautomaten wurde die Methode der Farbung mittels Kristallviolett
ausgewahlt. Diese dient zur Messung der Dichte von Biofilmen (Bladel et al.,
2013). Dazu wurden die einzelnen Schlauchstiicke zweimal mit sterilem,
destilliertem Wasser gespult und anschliel3end an einem Ende mit Parafilm
abgedichtet. Es wurde 1 mL Kiristallviolett-Losung (0,5 %) hinzugegeben, fur
20 min bei 30 C inkubiert und ein zweites Mal mit sterilem, destilliertem
Wasser gespult. Es erfolgte ein erneutes Abdichten mit Parafilm, die Zugabe
von 1 mL Ethanol (96 %) und eine weitere Inkubation fur 20 Minuten. Durch
das Ethanol wird das von den Bakterienzellen gebundene Kristallviolett
herausgeltst (Marti et al., 2011).

Die zurtickgebliebene Flussigkeit aus jedem Schlauchstiick wurde in eine
Kuvette Uberfihrt und anschlie3end die Absorption bei 550 nm gemessen.
Die gemessenen Werte dienen als Indiz fur die Prasenz eines Biofilms und
seiner Dichte. Je hoher die Werte sind, desto mehr Biofilm war in den

einzelnen Schlauchabschnitten vorhanden.
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3.4.2 Auswahl der Proben

Die untersuchten Schlauche stammten aus einer genutzten Maschine (Jura
Impressa S70).
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Abbildung 2 Schlauche aus dem genutzten Jura-Kaffee-Vollautomaten.

a) Schlauch von kleiner Frontpumpe zur Wasserschale b) Pumpenschlauch ¢) Schlauch von der
Bruheinheit zum Kaffeeauslass d) Schlauch von der Bruheinheit zu Verteiler (-pumpen) e)
Schlauchstticke von links nach rechts 1-9 (1: Schlauch von kleiner Frontpumpe zur Wasserschale, 2:
Pumpenschlauch, 3: Schlauch vom Wassertank zur ersten Pumpe, 4: Schlauch von kleiner Frontpumpe
zum Kaffeeauslass, 5: Schlauch von der Briheinheit zum Kaffeeauslass, 6: Schlauch zum
Milchaufschaumer, 7/8: Schlauche von der Briiheinheit zu Verteiler (-pumpen), 9: Schlauch innerhalb
des Milchaufschaumers)
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Tabelle 3 Ubersicht der Schlauche und ihrer Anbringungsorte/Funktionen aus Abbildung 2.

Schlauchnummer Anbringungsort/Funktion

1 von kleiner Frontpumpe zur Wasserschale
2 Pumpenschlauch

3 vom Wassertank zu ersten Pumpe

4 von kleiner Frontpumpe zum Kaffeeauslass
5 von Bruheinheit zum Kaffeeauslass

6 zum Milchaufschaumer
718 von Briheinheit zu Verteiler (-pumpen)

9 innerhalb des Milchaufschaumers

3.5 Sporenfarbung nach Schaeffer-Fulton

3.5.1 Prinzip

Endosporen werden von wenigen Arten grampositiver Bakterien (u.a. Bacillus
und Clostridium) gebildet. Sie sind Zellformen mit stark herabgesetztem
Stoffwechsel und sehr widerstandsfahig gegen Austrocknung, Hitze (z.B.
langes Erhitzen) und Chemikalien. Sporen entwickeln sich aus der vegetativen
Form einer bakteriellen Zelle. Im Gegensatz zu dieser sind Endosporen als
Dauer- und Uberlebensformen der Bakterienzellen anzusehen (Suerbaum et
al., 2012).

Bedingt durch den unterschiedlichen Aufbau von Sporen und vegetativen
Zellen ist es mdglich, die Sporen anzuférben, jedoch muss dafir eine spezielle
Farbemethode angewendet werden. Dies geschieht mit der Malachit-Safranin-
Sporenfarbung nach Schaeffer-Fulton.

Hierzu wurde eine Kolonie von der Vereinzelung mit einer Malachitgrin-
Losung hitzefixiert und tberschichtet. Im Anschluss daran wurde das Praparat
mit destilliertem Wasser gespult und anschlieRend mit Ethanol tberschichtet,
um die restliche Farbe herauszulésen. Danach fand ein erneutes Spulen mit

destilliertem Wasser statt.
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Anschliel3end folgte die Gegenfarbung mit einer Safranin-Lésung und nach
einer kurzen Zeit wurde das Praparat mikroskopiert. Unter dem Mikroskop
erscheinen die vorhandenen Sporen grin und die Ubrigen vegetativen
Bakterienzellen rot (Pichhardt, 2013).

3.5.2 Identifikation von Sporen

Es wurde eine Kolonie von den mittels Drei-Osen-Ausstrich hergestellten
Vereinzelungen auf einen Objekttrager uberfiihrt, auf welchem sich 10 pL
0.9 % NacCl befand und vermischt. Nach einer Hitzefixierung wurde 100 pL
Malachitgriin-Lésung hinzugegeben und das Praparat erneut erhitzt. Danach
wurde das Praparat mit 5 mL Wasser gespult und mit 100 pL Safranin-Lésung
gefarbt. Nach einer kurzen Einwirkzeit bei 37 °C fand eine erneute Spulung
der Probe statt und es wurde mikroskopiert.

3.5.2 Alternative Identifikation von Sporen

Die Kaffeeproben aus den gewerblichen Kaffeevollautomaten wurden im
Labor nochmal auf 100 °C erhitzt, um die vegetativen Bakterienzellen zu
zerstoren. AnschlieRend wurden die Proben zur semiqualitativen Uberpriifung

auf MEA, TSA und MacConkey—Agar ausgestrichen und inkubiert.

3.6 Einfluss der Wassertemperatur auf die Keimbelastung eines

Mehrwegbechers

3.6.1 Hintergrund

Um den Einfluss unterschiedlicher Temperaturen auf die Keimbelastung eines
Mehrwegbechers Uberprifen zu kénnen, wurden, wie unter Punkt 3.1.2
beschrieben, Proben aus Mehrwegbechern genommen. Die Identifikation der
Keime fand mit Hilfe der MALDI-TOF-MS statt. Nach der Bestimmung der

vorhandenen Mikroorganismen wurden die Versuche ins Labor Ubertragen.
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3.6.2 Durchfihrung

Die identifizierten Keime wurden in Kombination mit einer Auswahl von
Keimen der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen) als standardisierte Keimsuspension in Becherglaser gegeben
und fur 24 Stunden trocknen gelassen. Fir jeden Mikroorganismus wurde
zuvor die Ausgangskeimzahl bestimmt. Diese wurde hergestellt, indem eine
Flissigkultur bestehend aus TSB und dem jeweiligen Mikroorganismus
inkubiert und anschlieBend das Nahrmedium zentrifugiert wurde. Danach
wurde das Pellet in 1 mL NaCl-Lésung resuspendiert und 100 pL jeweils auf
die Becherglaser verteilt. In jedem Becherglas befanden sich 500 pL

Mischkeimsuspension mit einer Keimzahl von ungefahr 108 KbE/mL.

Tabelle 4 Verwendete Keime fur die Mischkeimsuspension mit vorher bestimmter Ausgangskeimzahl
(KbE/mL) fur die Simulation bei Mehrwegbechern.

Mikroorganismen Ausgangskeimzahl (KbE/mL)
Bacillus subtilis 1,4*109°
Escherichia coli 6,7*10°

Enterococcus faecium 1,5*10°
Staphylococcus epidermidis 2,7%10°
Acinetobacter baumanii 7,5%10°

Es wurden diese Keime fir die Analysen ausgewahlt, da mittels MALDI-TOF-
MS Keime dieser Gattungen in Mehrwegbechern und Kaffeevollautomaten
gefunden wurden. Fir die Uberprufungen ist teilweise nur die Art verandert
worden (Bacillus licheniformis zu Bacillus subtilis und Acinetobacter johnsonii
zu Acinetobacter baumanii). Enterococcus faecium wurde aufgrund seiner
Temperaturresistenz ausgewdahlt (Kagemann et al., 2008) und da er in
diversen Normen als Test-Mikroorganismus empfohlen wird, u.a. zur Prifung
gewerblicher Geschirrspiler (DIN 10510).

Die verwendeten Glaser sollten in diesem Fall die innere Umgebung der
Mehrwegbecher simulieren. AnschlieRend sind die eingetrockneten Keime mit
unterschiedlich temperiertem Wasser (50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C und 90 °C)
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Ubergossen und fir eine bzw. fuinf Minuten stehen gelassen worden. Die
danach eventuell im Wasser enthaltenen Keime (KbE/mL) wurden mittels
dezimaler Verdiunnungsreihe bestimmt und die temperaturabhangigen,
logarithmischen Reduktionsfaktoren (LR) errechnet (DGHM, 2001).

3.7 Simulationen zur keimreduzierenden Wirkung eines
Kaffeevollautomaten

Fur die Untersuchung der keimreduzierenden Wirkung eines
Kaffeevollautomaten wurde das Modell Philips HD 8844 verwendet.

Es kann von einer keimreduzierenden Wirkung der Maschine durch den
Parameter Temperatur ausgegangen werden, denn vegetative Zellen von
Mikroorganismen sterben bei einem Temperatureinfluss von ungefahr 60 °C
fur ca. finf Minuten (Fuchs, 2007). Die Temperatur des Wassers erreicht in
dieser Maschine bis zu 140°C an der Bruheinheit und die
Kaffeeausgabetemperatur ist variierbar. Es gibt drei Stufen: Minimum, Medium
und Maximum, welche jeweils einmal mit einem Infrarotthermometer

gemessen wurden.

Tabelle 5 Kaffeeausgabetemperatur des Vollautomaten Philips HD 8844.

Temperatureinstellung Temperatur
Minimum 62,4 °C
Medium 65,1 °C
Maximum 68,2 °C

Die Maschine wurde Uber acht Wochen lang taglich bedient, um einen
alltaglichen Gebrauch zu simulieren.

Basierend auf diesen Grundlagen und in Kombination mit den identifizierten
Keimen aus gewerblichen Kaffeevollautomaten wurde die Maschine mit einer
standardisierten Keimsuspension versetzt. Diese wurde zum Wasser (je 1 L
plus 1 mL Keimsuspension) in den Wassertank gegeben und die Maschine

gestartet. Jede Temperatureinstellung wurde dreifach Uberpruft.
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Da vier Tassen (200 mL/Tasse) pro ein Liter Wasser hergestellt werden
kdnnen, wurde aus jeder dieser Tassen eine Probe genommen und analysiert.
Zwischen den einzelnen Temperatureinstellungen wurde die Maschine wie in
der Bedienungsanleitung beschrieben komplett gereinigt. Anschliel3end fand
die Uberpriifung der ausgegebenen Fliissigkeit wie unter 3.2.1 beschrieben

statt.

Tabelle 6 Verwendete Keime fiir die Mischkeimsuspension mit vorher bestimmter Ausgangskeimzahl
(KbE/mL) fur die Simulation zur keimreduzierenden Wirkung eines Kaffeevollautomaten.

Mikroorganismen Ausgangskeimzahl (KbE/mL)
Acinetobacter baumanii 7,5%10°
Bacillus subtilis 1,4*10°
Enterococcus faecium 1,5*10°
Escherichia coli 6,7*10°
Pseudomonas aeruginosa 1,2*109°
Staphylococcus epidermidis 2,7%10°

Pseudomonas aeruginosa wurde hier zusatzlich verwendet, da dieser haufig
bei der Analyse der  Wassertanks und Auslaufen der

Haushaltskaffeevollautomaten auftrat.
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3.8 ,,Total Organic Carbon“-Uberpriifung

3.8.1 Prinzip

Der Begriff ,total organic carbon® (TOC) beschreibt die gesamte Menge an
Kohlenstoff gebunden in/an ein anderes Medium, zum Beispiel Wasser.
Jedoch ist durch ihn nicht differenzierbar, um welchen Kohlenstoff
(anorganisch/organisch) bzw. welche organischen Verbindungen es sich
handelt (Hoell, 2011). Die organischen Wasserinhaltsstoffe werden oxidiert
und konnen anschlieBend durch unterschiedliche Methoden gemessen
werden. Die Oxidation kann durch chemische Oxidation, Verbrennung oder
mittels UV-Bestrahlung erfolgen. Mit Hilfe eines Tragergases wird das
gebildete Kohlenstoffdioxid in ein Messsystem uberfihrt und nach einer
Reduktion zu Methan zum Beispiel mittels Infrarot-Spektrometrie seine Masse
bestimmt (Quentin, 2013). Wichtig ist jedoch, dass der anorganisch
gebundene Kohlenstoff im Wasser vorher entfernt wird.

3.8.2 Analyse des TOC- Gehaltes in der Spulflissigkeit eines
Kaffeevollautomaten

Vor jeder neuen Verwendung findet bei dem Kaffeevollautomaten HD 8844
der Marke Philips ein so genanntes ,Durchspllen” statt. Dies bedeutet, dass
das restliche Wasser inklusive Kaffeeresten und anderen Substanzen aus den
Schlauchen gepumpt wird.

Diese Spulflissigkeit wurde aufgefangen und mit dem Gerat multi N/C 2100 S
der Firma analytikjiena analysiert. Hierzu wurden jeweils 4 mL der Probe mit
50 pL 2 molarer Salzsaure versetzt. Anschlie3end fand eine Kalibrierung des
Gerates mit genormten Flussigkeiten kombiniert mit bestimmten
Kohlenstoffgehaltern statt.

Als Proben fungierten die Flussigkeiten nach einer, zwei, drei, vier, finf, sechs
und sieben Wochen sowie die Spdulflissigkeit nach der Simulation mit der
Keimsuspension an der Testmaschine (zwischen Woche sechs und sieben).
So sollte mit Hilfe der Messung ein eventueller Anstieg der organischen

Kohlenstoffmenge innerhalb der Maschine tberpruft werden.
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4. Ergebnisse

4.1 Gesamtkeimzahl der analysierten Kaffee- und Cappuccino-
Getrankeproben

4.1.1 Proben aus dem gewerblichen Bereich

Es wurden jeweils 50 Kaffee- und Cappuccino-Getrankeproben aus
gewerblich genutzten Kaffeevollautomaten entnommen. Die mikrobiologische
Belastung sowie die Ausgabetemperaturen variierten hierbei sehr stark. In der
folgenden Tabelle werden die mittleren Gesamtkeimzahlen und die mittleren
Ausgabetemperaturen dargestellt.

Sowohl Maschinen, die nur fir den gewerblichen Bereich produziert werden,
als auch fur den Haushaltsbereich bestimmte Automaten fanden sich bei der

Probennahme im gewerblichen Bereich wieder.
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Abbildung 3 Ergebnisse der gewerblichen Kaffeevollautomaten.

(Standardabweichung: Kaffee: GKZ (1,57E+02 KbE/mL), Temperatur (2,45); Cappuccino: GKZ
(3,26E+02 KbE/mL), Temperatur (2,07)).

Durch die starke Variation an Ausgabetemperaturen sowohl bei Kaffee- als
auch Cappuccino-Getrankeproben wurden die Temperaturen gruppiert. In

Tabelle 7 werden die Gruppierungen beider Kaffeezubereitungsarten skizziert.
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Tabelle 7 Temperaturgruppierungen der Kaffee- und Cappuccino-Proben aus gewerblichen Maschinen.
Es wird ebenfalls die jeweils zugehérige Probenanzahl (n) aufgefihrt.

Kaffee Probenanzahl Cappuccino Probenanzahl
X°C-62°C 12 X°C-60°C 19
62°C-64°C 15 60 °C-62°C 19
64 °C - 66 °C 14 62°C-64°C 12
66 °C - X °C 9

Von den jeweiligen Gruppen wurde die durchschnittiche GKZ (auf TSA
ausgestrichen) errechnet und auf ihnre Abhangigkeit zueinander tberpruft.

5,50E+02 l x
5,00E+02 2,85E+02

4,50E+02
4,00E+02
3,50E+02
3,00E+02
2,50E+02 .

2,00E+02 [ |

1,50E+02 6,47T+01

1,00E+02 L
5,00E+01 | 0,00E+00 0,00E+00
0,00E+00

GKZ in KbE/mL

Temperatur in °C

R2=10,771
X-62 62 - 64 64 - 66 66 - X *p<0,01

Abbildung 4 Darstellung der GKZ gegen die gruppierten Temperaturen der Kaffeeproben aus dem
gewerblichen Bereich. n=50.

Abbildung 4 stellt dar, dass mit steigender Kaffeeausgabetemperatur die
mikrobiologische Belastung abnahm. In einem Temperaturbereich zwischen
X°C und 62°C Ilag die durchschnittiche Gesamtkeimzahl bei
2,85E+02 KbE/mL, wohingegen die GKZ in dem Temperaturbereich zwischen
62 °C und 64 °C bei 6,47E+01 KbE/mL. Bei Temperaturen tiber 64 °C konnten

keine Mikroorganismen nachgewiesen werden.
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Abbildung 5 Darstellung der GKZ gegen die gruppierten Temperaturen der Cappuccino-Proben aus dem
gewerblichen Bereich. n=50.

Die gemessenen Werte sowohl bei Kaffee als auch Cappuccino sind alle

zueinander signifikant innerhalb eines Signifikanzniveaus von p<0,01.
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4.1.2 Proben aus privaten Haushalten

Im Haushaltsbereich wurden zehn Kaffee- sowie zehn Wassertank- und
Auslaufproben genommen. Bei den Wassertank- und Auslaufproben handelte
es sich um Abstriche, beim Kaffee um Flussigproben.

In der folgenden Abbildung sind die durchschnittichen Gesamtkeimzahlen
(GKZ) des Kaffees sowie die gemittelten Gesamtkeimzahlen aus den

Wassertanks und den Auslaufen visualisiert.
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Abbildung 6 Ubersicht der GKZ in KbE/mL der Proben aus Kaffeehaushaltsvollautomaten. Die
Kaffeeproben hatten im Durchschnitt eine Temperatur von 61,32 °C (Standardabweichung: 3,44). n=10.

Die individuellen Keimzahlen und Temperaturen der einzelnen Geréte (privat

und gewerblich) sind im Anhang aufgefihrt.

4.2 Identifikation von Mikroorganismen mittels MALDI-TOF-
Massenspektrometrie

Mittels MALDI-TOF-MS wurden alle Proben, bei denen Mikroorganismen
nachgewiesen wurden, analysiert. Die unterschiedlichen Kolonien wurden
vereinzelt und der Nachweis erfolgte mit Reinkulturen. Haufig konnten keine
Mikroorganismen exakt identifiziert werden, da der Score Value zu gering war
und so keine genauen Aussagen getroffen werden konnten. Es lie3en sich
jedoch die Gattungen identifizieren.
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In Tabelle 8 ist eine Auswahl der identifizierten Organismen aufgefuhrt. Es
werden nur die Proben von den am haufigsten auftretenden Keimen mit einem
Score Value oberhalb von 2,00 dargestellt.

In der ersten Spalte ist die Probennummer aufgefuhrt. Diese Probennummer
bezieht sich auf die Nummerierung fur private Gerate (1-10). Dies gilt ebenfalls
fur die Nummerierung der Mehrwegbecher (1-10).

In der finften Spalte steht der Score Value. Dieser gibt Auskunft Gber die
Sicherheit des Ergebnisses, d.h. wie hoch die Wahrscheinlichkeit ist, das der

richtige Organismus identifiziert wurde.

Tabelle 8 Auswahl der mittels MALDI-TOF-MS identifizierten  Mikroorganismen aus
Haushaltskaffeevollautomaten (Kaffee, Wassertank, Auslauf) und Mehrwegbechern auf MacConkey-
Agar (=M), TSA (=T) und MEA (=Me). A= Auslauf, HK= Haushaltskaffeevollautomat, W= Wassertank,
GK= gewerblicher Kaffeevollautomat, MB= Mehrwegbecher. Einordnung des Score Values: 0,00-1,69=
keine Identifikation mdglich; 1,70-1,99= geringe bis mittlere Sicherheit; 2,00-3,00= hohe Sicherheit.

Nummer Probenart Agar Organismus Score
Value
1.1 A M Staphylococcus epidermidis 2,01
1.2 A Me Candida pararugosa 2,04
3.1 HK M Bacillus cereus 2,11
3.2 HK M Lysinibacillus fusiformis 2,21
5 HK T Staphylococcus epidermidis 2,09
6 HK T Escherichia coli 2,20
7 HK T Bacillus licheniformis 2,04
2 MB T Acinetobacter johnsonii 2,17
1 W M Lysinibacillus fusiformis 2,29
4 wW T Microbacterium oxydans 2,10
5 wW T Pseudomonas aeruginosa 2,12
12 GK T Acinetobacter johnsonii 2,13
15 GK M Lysinibacillus fusiformis 2,24
23 GK T Staphylococcus epidermidis 2,09
32 GK M Bacillus cereus 2,24
38 GK M Staphylococcus epidermidis 2,15
39 GK T Microbacterium oxydans 2,02
46 GK M Bacillus cereus 2,18
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Es konnten auch Hefen der Gattungen Candida, Rhodotorula und
Meyerozyma nachgewiesen werden.

Eine detaillierte Auffiihrung aller identifizierten Keime befindet sich im Anhang.
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4.3 Analyse der Biofilmanfarbung

Fur die Uberprifung auf Biofilme innerhalb der Schlauche eines
Kaffeevollautomaten wurde die Methode der Farbung mittels Kristallviolett
ausgewahlt. Diese dient zur Messung der Dichte von Biofilmen (Bladel et al.,
2013). Die gemessenen Schlauchteile stammen von einer defekten Maschine
der Marke Jura. Unter Punkt 3.4.2 werden die verwendeten Schlauchstiicke
nummeriert dargestellt. Diese Nummerierung ist identisch zu der in der

folgenden Tabelle verwendeten Nummerierung.

Tabelle 9 Ergebnisse der Anfarbung von Biofilmen in Schlauchstiicken eines Kaffeevollautomaten
(dargestellt als ODsso).

Probe Ergebnis
1 0,228
2 4,625
s [
4* 2,389
2,282
R
6 1,514
7 0,738
8 3,774
9 0,514
* Anzahl >2

Tabelle 10 Ampelsystem zur Einordnung der Ergebnisse der Biofilmféarbung.

0,00 - 1,00 gering
1,00 - 3,00 mittel
3,00 -5,00 hoch

Prinzipiell l&sst sich bei dieser Farbemethode eine Aussage uber die Menge
des vorhandenen Biofilms treffen; je héher der gemessene Wert ist, desto

mehr Biofilm ist vorhanden.
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Es ist anhand der Ergebnisse zu erkennen, dass das Ausmald der
Biofilmbildung innerhalb der Schlauche eines Kaffeevollautomaten stark

variiert (von gering bis sehr hoch).

4.4 Ergebnisse der Versuchsreihe mit Mehrwegbechern

4.4.1 Mikrobielle Belastung von Mehrwegbechern

Insgesamt wurden stichprobenartig zehn Proben von naturlich kontaminierten
Mehrwegbechern genommen, d.h. es konnten keine Riuckschlusse auf
Gebrauch, Nutzungsdauer, Alter, Reinigung oder Art der Beflllung gezogen
werden. Die Keimlast wurde jeweils Uber Verdinnungsreihen auf
Selektivmedien bestimmt.

Die folgende Abbildung zeigt die Keimbelastung der Mehrwegbecher auf den
Selektivmedien TSA und MacConkey.
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B GKZ auf TSA  mGKZ auf MacConkey

Abbildung 7 GKZ in KbE/Mehrwegbecher der Mehrwegbecherproben.

Die Skalierung der y-Achse ist wegen den Ergebnissen auf diese Weise dargestellt.
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Anhand Abbildung 7 ist zu erkennen, dass bis auf wenige Ausnahmen die
Mehrwegbecher eine hohe mikrobielle Belastung aufwiesen. Lediglich bei den
Proben 1, 6 und 10 (TSA) und den Proben 5,7 und 8 (MacConkey) konnten
keine Keimzahlen ermittelt werden.

Die durchschnittiche mikrobielle Belastung bei der stichprobenartigen
Uberprifung von Mehrwegbechern lag bei 2,56E+03 KbE/Mehrwegbecher auf
TSA und 2,39E+03 KbE/Mehrwegbecher auf MacConkey-Agar.

4.4.2 Simulation zum Einfluss der Wassertemperatur auf die
Keimbelastung in Mehrwegbechern

Die Temperatur besitzt eine groRe keimreduzierende Wirkung und aufgrund
der starken mikrobiologischen Belastung von Mehrwegbechern und den
gemessenen Temperaturen bei der Probennahme im privaten und
gewerblichen Bereich wurde eine Versuchsreihe angelegt. Diese sollte den
Einfluss unterschiedlicher Temperaturen flr bestimmte Zeitabschnitte (eine
und funf Minuten) auf die Keimreduzierung untersuchen. Es wurden wie unter
3.6 die Temperaturstufen 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C und 90 °C jeweils in

dreifacher Wiederholung Gberpriift.

Funf Minuten Einwirkzeit

Es werden in der anschlieBenden Tabelle die durchschnittlichen
Gesamtkeimzahlen und die logarithmischen Reduktionsfaktoren der

jeweiligen Temperatur aufgefihrt.

Tabelle 11 Darstellung der durchschnittichen GKZ in KbE/mL und der logarithmischen
Reduktionsfaktoren (LR) bei einer Einwirkzeit von finf Minuten. Die Ausgangskeimzahl betrug
annahernd 1,00E+08 KbE/mL.

Temperatur GKz LR
50 °C 4,20E+06 1,38
60 °C 3,12E+06 1,51
70 C 0,00E+00 >8,00
80 °C 0,00E+00 >8,00
90 °C 0,00E+00 >8,00
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Abbildung 8 Einfluss der Wassertemperatur auf den LR, Einwirkzeit von finf Minuten. n=15.

Die logarithmischen Reduktionsfaktoren der Einwirkzeit von funf Minuten des
temperierten Wassers bei den Temperaturen von 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C
und 90 °C sind zueinander signifikant. Sie liegen in einem Signifikanzniveau

von p<0,01.

Anhand Tabelle 11 und Abbildung 8 wird deutlich, dass die hochste Reduktion
im Temperaturbereich zwischen 60 °C und 70 °C stattfindet. Dies ist daran zu
erkennen, dass bei 60 °C eine GKZ von 3,12E+06 KbE/mL (LR von 1,51)
ermittelt wurde und bei 70 °C eine Reduktion oberhalb der Nachweisgrenze
erreicht wurde (LR von >8,00).

Auf Grundlage dessen wurde dieser Temperaturbereich genauer betrachtet,
indem die Temperaturen 60 °C, 62 °C, 64 °C, 66 °C und 68 °C uberpruft

wurden.
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Tabelle 12 Darstellung der durchschnittlichen GKZ und der LR fir die untersuchten Temperaturen bei
einer Einwirkzeit von finf Minuten. Die Ausgangskeimzahl betrug etwa 1,00E+08 KbE/mL.

Temperatur GKZ =
60 °C 3 56E+05 545
64 °C 3.02E+04 252
66 °C 3.70E+03 1,44
68 °C 0,00E+00 28,00
*
9,00 -
8,00 S
7,00 }
6,00 ) —
5,00 % — 4A4
o
| 4,00 1 3,52 L 2
3,00 2,45 2,67 .o i 4
@ T
2,00
1,00
0,00
58 60 62 64 o . -
Temperatur in °C Re = 0,0177
LR max. =00

Abbildung 9 Einfluss der Wassertemperatur auf den LR.

Einwirkzeit von funf Minuten. Standardabweichung: LR 2,45 (0,03), LR 2,67 (0,07), LR 3,52 (0,06), LR
4,44 (0,08); wird nicht abgebildet, da sie sehr gering ist. n=15.

Die logarithmischen Reduktionsfaktoren der Einwirkzeit von funf Minuten des
temperierten Wassers bei den Temperaturen von 60 °C, 62 °C, 64 °C, 66 °C
und 68 °C sind zueinander signifikant innerhalb eines Signifikanzniveaus von
p<0,01.

Durch die Tabelle 12 und Abbildung 9 ist erkenntlich, dass die
Wassertemperatur  (damit verbunden die Kaffeeausgabetemperatur)
mindestens Uber 66 °C (GKZ von 3,70E+03 KbE/mL und LR von 4,44) in

Bezug auf eine mikrobiologische Unbedenklichkeit liegen sollte.
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Eine Minute Einwirkzeit

Im folgenden Abschnitt werden ebenfalls die mittleren Gesamtkeimzahlen und

die LR der jeweiligen Temperaturen skizziert.

Tabelle 13 Darstellung der mittleren GKZ in KbE/mL und der LR bei einer Einwirkzeit von einer Minute.
Die Ausgangskeimzahl betrug ungefahr 1,00E+08 KbE/mL.

Temperatur GKZzZ LR
50 °C 9,05E+06 1,09
60 °C 1,85E+06 1,74
70 °C 0,00E+00 >8,00
80 °C 0,00E+00 >8,00
90 °C 0,00E+00 >8,00

9,00 — = .
8,00 8,00 8,00
8,00
7,00
6,00
5,00
5

4,00
3,00 [;\
2’00 1,74

1,09
.
0,00

50 60 70 80 90

Temperatur in °C R2= 07728
m50°C ®W60°C 70°C =80°C ®90°C — LR max. * p<0,61

Abbildung 10 Einfluss der Wassertemperatur auf den LR, Einwirkzeit von einer Minute. n=15.

Die logarithmischen Reduktionsfaktoren der Einwirkzeit von einer Minute des
temperierten Wassers bei den Temperaturen von 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C

und 90 °C sind zueinander signifikant innerhalb eines Niveaus von p<0,01.
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Anhand Tabelle 13 und Abbildung 10 wird bei einer Einwirkzeit von einer
Minute deutlich, dass die hdchste Reduktion im Temperaturbereich zwischen
60 °C und 70 °C stattfindet. Dies ist in diesem Falle daran zu erkennen, dass
bei 60 °C eine GKZ von 1,85E+06 KbE/mL (LR von 1,74) ermittelt wurde und
bei 70 °C eine Reduktion oberhalb der Nachweisgrenze erreicht wurde (LR
von >8,00).

Auf Grundlage dessen wurde wiederholt dieser Temperaturbereich genauer
betrachtet, indem die Temperaturen 60 °C, 62 °C, 64 °C, 66 °C und 68 °C

Uberpruft wurden.

Tabelle 14 Darstellung der durchschnittlichen GKZ und der LR fir die untersuchten Temperaturen bei
einer Einwirkzeit von einer Minute. Die Ausgangskeimzahl betrug etwa 1,00E+08 KbE/mL.

Temperatur GKZ LR
60 °C 1,71E+06 1,77
62°C 1,75E+06 1,77
64 °C 1,62E+04 3.79
66 °C 7,11E+03 4,03
68 °C 0,00E+00 >8.00
9,00 N -
8,00
7,00
6,00 ‘%
5,00 1
% 3,79 403
- . ,
4,00 )
3,00
1,77 1,77
2,00
1,00
0,00
58 60 62 64 66 68 20
LR max. Temperatur in °C Bp:O%?Lml

Abbildung 11 Einfluss der Wassertemperatur auf den logarithmischen Reduktionsfaktor.

Einwirkzeit von einer Minute. Standardabweichung: LR 1,77 (0,03), LR 1,77 (0,10), LR 3,79 (0,06), LR
4,03 (0,06) wird nicht abgebildet, da sie sehr gering ist. n=15.
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Die logarithmischen Reduktionsfaktoren der Einwirkzeit von einer Minute des
temperierten Wassers bei den Temperaturen von 60 °C, 62 °C, 64 °C, 66 °C

und 68 °C sind zueinander signifikant innerhalb eines Niveaus von p<0,01.

Anhand Tabelle 14 und Abbildung 11 ist festzustellen, dass die
Wassertemperatur  (damit verbunden die Kaffeeausgabetemperatur)
mindestens tber 66 °C (GKZ von 7,11+03 KbE/mL und LR von 4,03) in Bezug

auf eine mikrobiologische Unbedenklichkeit liegen sollte.
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4.5 Simulation zur keimreduzierenden  Wirkung eines

Kaffeevollautomaten

3,70
3,58
3,60 3,53
. . 3,48
3,50 3£4 [ |
3,40 A 3,34
3,30 3,38 A
3,19
X 3,20 L 2 3,11
3,10 A
3,00
2,90 2,82
2,80 L 2
2,70
Minimum Medium Maximum
m1. Tasse A2 Tasse ¢ 3. Tasse
m1. Tasse A2, Tasse ¢ 3. Tasse
m1. Tasse A2, Tasse 3. Tasse

Abbildung 12 Darstellung der durchschnittlichen logarithmischen Reduktionsfaktoren zu den jeweiligen
Temperaturstufen.

(Minimum (61,9 °C-64,2 °C), Medium (66,1 °C-68,9 °C), Maximum (68,3 °C-70,1 °C)).
Standardabweichung: Minimum: LR 3,58 (0,45), LR 3,38 (0,48), LR 3,44 (0,43), Medium: LR 3,53 (0,34),

LR 3,34 (0,40), LR 3,19 (0,38), Maximum: LR 3,48 (0,45), LR 3,11 (0,41), LR 2,82 (0,37). Diese werden
im Diagramm nicht angezeigt, da sie sich tberschneiden.

In der Abbildung 12 sind die logarithmischen Reduktionsfaktoren der
jeweiligen Tassen und zugehdrigen Temperatureinstellungen dargestellt. Die
LR schwanken zwischen maximal 3,58 (1. Tasse Medium) und minimal 2,82
(3. Tasse Maximum). Mit Ausnahme der Temperaturstufe Minimum sinkt mit
steigender Tassenanzahl die LR. Es ist anzumerken, dass die LR von
verschiedenen Ausgangskeimzahlen errechnet wurden. Da diese
unterschiedlich waren wurde zusatzlich zur LR die prozentuale Reduktion
errechnet. So wird die jeweilige Reduktion auf die zugehorige
Ausgangskeimzahl der Versuchsreihe bezogen und die Schwankungen
innerhalb der Ausganskeimzahlen werden dadurch ausgeglichen (vgl. Tabelle
16).
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Abbildung 13 Darstellung der Gesamtkeimzahlen der jeweiligen Tassen (Tasse 1, Tasse 2, Tasse 3).
Tasse 4 lag oberhalb des Maximums.

In Abbildung 13 sind die Gesamtkeimzahlen der jeweiligen Tassen gruppiert.

Hier ist zu erkennen, dass bei jeder Temperatureinstellung mit steigender

Tassenanzahl die mikrobiologische Belastung zunimmt. Die Ausnahme stellen

Tasse 2 und Tasse 3 der Temperatureinstellung Minimum dar.

Tabelle 15 Durchschnittliche Ausgangskeimzahl der jeweiligen Temperatureinstellungen.

Minimum Medium

Maximum

GKZ (KbE/mL) 1,21E+07 7,40E+06

2,49E+06
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Tabelle 16 Ubersichtsdarstellung der Parameter der jeweiligen Temperatureinstellungen und Tassen.

Parameter Minimum Medium Maximum

KbE/mL 1,85E+03 1,51E+03 6,30+02
LR 3,58 3,53 3,48

1. Tasse ]
Temperatur in °C 63,93 67,00 68,77
%-Reduktion 50,49 51,41 54,49
KbE/mL 2,88E+03 2,33E+03 1,48E+03
LR 3,38 3,34 3,11

2. Tasse )
Temperatur in °C 62,27 68,33 69,40
%-Reduktion 4777 48,64 48,58
KbE/mL 2, 74E+03 3,30E+03 2,82E+03
LR 3,44 3,19 2,82

3. Tasse ,
Temperatur in °C 63,33 66,60 68,90
%-Reduktion 48,58 46,44 44,15
KbE/mL / / /
LR / / /

4. Tasse
Temperatur in °C 63,60 67,00 69,70
%-Reduktion / / /

Anhand Tabelle 16 ist deutlich zu erkennen, dass die Keimzahl mit steigender

Tassenanzahl unabhangig von der Temperatureinstellung steigt (z.B. 1. Tasse
Medium: 1,51E+03 KbE/mL und 3. Tasse Medium: 3,30E+03 KbE/mL). Eine

Folge daraus ist, dass der logarithmische Reduktionsfaktor dementsprechend

mit steigender Tassenanzahl sinkt. Eine Ausnahme bildet hier die 2. und 3.

Tasse der Temperatureinstellung Minimum. Es ist anzumerken, dass bei jeder

4. Tasse keine Keimzahlen ermittelt werden konnten, weil diese Uber dem

Maximum von 300 KbE/pro Platte lagen.

Im Anhang befinden sich hierzu alle detaillierten Temperaturen, Keimzahlen

und logarithmischen Reduktionsfaktoren.
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4.6 Uberpriufung der Spilflissigkeit eines Kaffeevollautomaten

Im Folgenden werden die Ergebnisse zur TOC-Uberpriifung dargestellt. Die
Uberprifung fand zweifach statt, da bei der ersten Uberpriifung die
Kohlenstoffgehalter Giber der Nachweisgrenze lagen.

Tabelle 17 TOC-Gehalt der Spulflissigkeiten (Volumen = 100 pL). Simulation bezeichnet die Versuche
an dem Haushaltskaffeevollautomaten Philips HD 8844.

Bezeichnung Gehalt
Woche 1 3,8g/L
Woche 2 3,80/L
Woche 3 5,0g/L
Woche 4 4,0 g/L
Woche 5 9,0 g/L
Woche 6 44,4 g/L

Simulation 42,6 g/L
Woche 7 33,9g/L

Der TOC-Gehalt nimmt innerhalb des gemessenen Zeitraums von der ersten
Woche mit einem Gehalt von 3,8 g/L bis zu seinem Maximum in Woche sechs
mit einem Gehalt von 44,4 g/L zu. Zwischen Woche sechs und sieben fand die
Simulation mit dem verwendeten Kaffeevollautomaten statt. Hier liegt der
TOC-Gehalt bei einem Wert von 42,6 g/L. Diese Werte wurden aus den

verdiinnten Proben errechnet.
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5. Diskussion

Fiar die Quantifizierung und ldentifizierung der in Kaffee- und Cappuccino-
Getrankeproben vorkommenden Mikroorganismen wurden jeweils 50 Kaffee-
und Cappuccino-Proben von unterschiedlichen Kaffeevollautomaten aus dem
gewerblichen Bereich untersucht. Zudem wurden von zehn Geraten aus
privaten Haushalten Kaffee-Getrankeproben sowie Abstriche aus
Wassertanks und Kaffeeauslaufen tberprift. Es wurden keine Angaben tber
das Alter, die Nutzungsdauer, die Nutzungshaufigkeit, die Anzahl der
Getrdnkeausgaben oder das Reinigungsverhalten erhoben. Lediglich der
Maschinentyp (gewerbliches Gerat oder Haushaltsgeréat) wurde festgehalten.
AulRerdem wurde bei allen Proben die Ausgabetemperatur des jeweiligen
Getranks unmittelbar nach der Ausgabe gemessen.

Zusatzlich  wurden stichprobenartig zehn naturlich  kontaminierte
Mehrwegbecher stichprobenartig untersucht, um den Einfluss dieser auf die
mikrobiologische Qualitat des Kaffees abschatzen zu koénnen und
gegebenenfalls eine Aussage Uber die hygienischen Vor- und Nachteile von

Mehrwegbechern im sog. ,Kaffee to go“ Bereich treffen zu kénnen.

5.1 Proben aus dem gewerblichen Bereich

Bei der Betrachtung der Gesamtkeimzahlen und der Ausgabetemperaturen
der Kaffee- und Cappuccino-Proben in Abbildung 3 wird deutlich, dass die
Cappuccino-Getrankeproben im Mittel eine héhere GKZ (1,83E+02 KbE/mL)
aufwiesen als die Kaffee-Proben (8,79E+01 KbE/mL). Folgerichtig war die
durchschnittliche Ausgabetemperatur der Kaffees mit 63,59 °C deutlich héher
als die der Cappuccino-Proben mit 60,34 °C. Dies ist darauf zurtckzuflhren,
dass die Temperatur des Milchschaums ca. 40 °C-60 °C betragt und somit die
Kombination aus heif3em Espresso und temperiertem Milchschaum geringere
Temperaturen hervorruft als bei reinem Kaffee (Anaya, 2007). Die erhdhte
Keimzahl von Cappuccino-Proben lasst sich mit diesem Temperatureffekt
erklaren.

In Deutschland existieren diverse Verordnungen und Normen zu Milch und
Milcherzeugnissen (LMHV, LMHV Tier, EU VO 852/2004, EU VO 853/2004,
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EU VO 2073/2005), die bei Einhaltung der Vorgaben eine adaquate
Milchqualitat und Verbrauchersicherheit gewahrleisten. Sollte der Keimgehalt
in der Anlieferungsmilch Uber 100.000 KbE/ccm oder die Anzahl der
somatischen Zellen Uber 400.00 KbE/ccm liegen, muss dies unverztiglich dem
Milcherzeuger mitgeteilt werden (Bruckmaier, 2007, Milch-Guteverordnung,
2010, Baumgart et al., 2014, Lebensmittelhygiene-Verordnung, 2016).
Demzufolge kann anhand der Ergebnisse davon ausgegangen werden, dass
nicht die verwendete Milch ein mikrobiologisches Problem darstellt, sondern
eine ungenitgende Reinigung der Milchtanks und der Milchleitungen der
Kaffeevollautomaten die erhdhte mikrobiologische Verunreinigung bei
Cappuccino beeinflusst. Durch Milchriickstdnde in den Leitungen und am
Auslauf kann es beispielsweise durch Milchsauregarer zu mikrobiellem
Verderb kommen.

Kaffee ist ein fermentiertes, pflanzliches Lebensmittel, bei dessen Herstellung,
Verarbeitung und Lagerung mikrobiologische Kontaminationen unvermeidbar
sind. Deshalb wird auch das fertige Produkt, die Kaffeezubereitungsarten,
direkt von der mikrobiologischen Qualitat der Kaffeebohnen beeinflusst.
Beispielsweise wurde in einer Untersuchung vom LGL Bayern (2014) in Uber
der Halfte aller getesteten Kaffeeproben Ochratoxin A identifiziert, bei allen
Proben lag die nachgewiesene Menge jedoch unter dem gesetzlichen
Grenzwert. Sowohl die Priméar- als auch die Sekundéarkontamination (Rimbach
et al., 2015) spielt daher fur die mikrobiologische Qualitat des Endproduktes
eine Rolle.

Auch die Reinigung des gesamten Vollautomaten hat einen Einfluss auf die
mikrobiologische Qualitat des Kaffees. Wie sich anhand stichprobenartiger
Uberprifung der Reinigung eines Kaffeevollautomaten im Haushaltsbereich
feststellen lief3, findet diese nicht sachgemald statt. Es ist zwar davon
auszugehen, dass die Reinigung im gewerblichen Sektor aufgrund von strikten
Hygienevorschriften grindlicher durchgefuhrt wird, jedoch kann auch hier
keine mikrobiologische Unbedenklichkeit garantiert werden, da es keine
gesetzlichen Reinigungsvorschriften gibt.

Kaffeevollautomaten im gewerblichen Sektor sind haufig direkt an das
Trinkwassersystem angeschlossen und beziehen somit ihr Wasser direkt Gber
wasserfiuhrende Systeme. Eine Studie von Gattlen et al. (2010) beweist die
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Einbringung von  Bakterien Uber das  Trinkwassersystem  bei
Haushaltswaschmaschinen. Haufig kommt es innerhalb dieser Trinkwasser-
assoziierten Leitungen zur Bildung von Biofilmen, welche die Umweltstabilitat
der Mikroorganismen begilnstigen und somit ihre Uberlebens- und
Vermehrungschancen verbessern (Gattlen et al., 2010, Liu et al., 2016).
Abbildungen 4 und 5 zeigen, dass mit zunehmender Ausgabetemperatur
sowohl bei Kaffee als auch bei Cappuccino der Kontaminationsgrad der
Getrankeproben abnimmt. Die meisten Bakterien werden oberhalb von 40 °C
abgetotet. Dort konnen nur thermophile oder thermotolerante
Bakteriengattungen wie die Sporenbildner Bacillus oder Clostridium tberleben
(Kramer, 2011).

Identifikation der vorhandenen Mikroorganismen

In den Kaffee- und Cappuccino-Getrédnkeproben aus dem gewerblichen
Bereich konnten mittels MALDI-TOF-MS unter anderem Acinetobacter
johnsonii, Lysinibacillus fusiformis, Bacillus cereus und Staphylococcus
epidermidis identifiziert werden. B. cereus ist ein temperaturresistenter,
toxinbildender Sporenbildner und wird mit Lebensmittelintoxikationen in
Verbindung gebracht. Die Sporen sind thermoresistent bis zu 100 °C und
konnten somit zum Beispiel die Pasteurisation der Milch Uberleben und
anschlieBend auskeimen (Kramer, 2011). Auch in Rostkaffeebohnen wurde
B. cereus nachgewiesen (Chaves et al., 2012); demnach ist auch die
Anwesenheit von B. cereus in den Getrankeproben als Ergebnis dieser
Untersuchungen schlissig.

S. epidermidis wurde sowohl im gewerblichen Bereich als auch im
Haushaltsbereich in Kaffeevollautomaten nachgewiesen. S. epidermidis ist
Teil der residenten Hautflora des Menschen (Sterry, 2013) und kann bei
Hautkontakt tGbertragen werden. Die Identifikation sowohl bei gewerblichen
Maschinen als auch Haushaltskaffeevollautomaten ist wahrscheinlich auf den
Kontakt des Personals oder Konsumenten bei der Reinigung des Auslaufs,
beim Wasserwechsel im Tank oder der Befullung mit Kaffeebohnen
zurUckzufiahren. Diese Aussage lasst sich durch den Fund von S. epidermidis
am Auslauf eines privaten Kaffeevollautomaten bekraftigen. Anhand dieser

Ergebnisse lasst sich vermuten, dass auch pathogene oder opportunistische
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Erreger vom Personal oder Verbraucher durch den Auslauf auf den Kaffee
Ubertragen werden konnten und dieser so ein potentielles Infektionsrisiko

darstellt.

5.2 Proben aus dem Haushaltsbereich

Aus Privathaushalten wurden zehn Kaffee-Getrankeproben sowie zehn
Abstriche aus Wassertanks und Auslaufen untersucht. Die proben stammten
jeweils von den gleichen Maschinen.

Der Kaffee aus den Haushaltskaffeevollautomaten wies mit 4,47E+02 KbE/mL
eine hohere Gesamtkeimzahl als die Kaffee-Proben aus dem gewerblichen
Sektor auf (8,79E+01 KbE/mL). Die Ausgabetemperaturen der Kaffee-
Getrankeproben waren mit durchschnittlich 61,32 °C deutlich geringer als im
gewerblichen Sektor (63,59 °C). Die hohere GKZ bei Kaffee-Getrankeproben
aus dem Haushaltsbereich konnte sowohl mit einer hoheren
mikrobiologischen Belastung der Privatgerate als auch mit der niedrigeren
Ausgabetemperatur zusammenhangen.

Bei der Probenaufbereitung traten bei den Haushaltsgeraten Keimzahlen
oberhalb der Nachweisgrenze (>300 KbE/Platte) auf, was bei den beprobten
gewerblichen Geraten nicht der Fall war. Ahnlich wie bei Kaffeevollautomaten
aus dem gewerblichen Sektor wurde auch im Haushaltsbereich
stichprobenartig die Reinigung der Maschine Uberprift. Hier erfolgte diese
ebenfalls nicht gemaf der Herstellerangaben, welches die Ergebnisse dieser
Arbeit verdeutlichen.

Die Wassertanks waren stark mikrobiologisch verunreinigt. Sie wiesen eine
durchschnittliche Gesamtkeimzahl von 3,33E+03 KbE/mL auf und flinf von
zehn Proben lagen tber der Bestimmungsobergrenze von 1,00E+08 KbE/mL.
Die hohe Gesamtkeimzahl der Kaffeeproben aus den Haushaltsmaschinen
konnte mit einer Verunreinigung der Wassertanks assoziiert werden. Es
konnten nur in zwei von zehn Proben Korrelationen zwischen einem stark
kontaminierten Wassertank und einem mikrobiologisch belasteten Kaffee des
gleichen Kaffeevollautomaten gefunden werden.
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Abbildung 14 Korrelation zwischen der Kontamination eines Wassertanks und der Kontamination des
Kaffees des gleichen Haushaltsvollautomaten. n=2.

Identifikation der vorhandenen Mikroorganismen

Die Wassertanks kdnnen bei unzureichender Reinigung und ungentigendem
Wasserwechsel (zum Teil befindet sich standig etwas Wasser im Tank, zum
Teil sind sie vdllig trocken) als Reservoir fur diverse Mikroorganismen dienen,
welche in der Lage sind, in diesem feuchten Milieu Biofilme zu bilden. Es ist
davon auszugehen, dass diese auch in den wasserfiihrenden Systemen von
Kaffeevollautomaten entstehen. Mittels MALDI-TOF-MS konnten die Spezies
Bacillus thuringiensis, Sphingobium cloacae, Lysinibacillus fusiformis,
Microbacterium oxydans und auch Pseudomonas aeruginosa in den
Wassertanks identifiziert werden. In den Kaffee-Proben wurden Bacillus
cereus, Lysinibacillus fusiformis, Klebsiella oxytoca Escherichia coli und
Staphylococcus epidermidis identifiziert. Einige dieser Gattungen wiesen
Vilanova et al. (2015) ebenfalls in der Abtropfschale von Kapselmaschinen

nach und bezeichneten diese als charakteristisches Kaffee-Bakteriom:
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Tabelle 18 Identifizierte Mikroorganismen der Studie Vilanova et al. (2015). Die mit * gekennzeichneten
Gattungen wurden in dieser Arbeit ebenfalls identifiziert.

Identifikationen von Vilanova et al. (2015)

Clostridium
Rhizobium
Sphingobium *
Pseudomonas *
Klebsiella *
Brevundimonas
Agrobacterium
Acinetobacter *
Enterococcus *

Bacillus *

Staphylococcus, Escherichia, Lysinibacillus und Microbacterium konnten in
der Studie von Vilanova et al. (2015) nicht identifiziert werden.

Das Verhalten von P. aeruginosa und S. epidermidis bei der Bildung von
Biofilmen wurde schon in diversen Studien untersucht (Liduma et al., 2012,
Kannan und Gautam, 2015). Pseudomonas zeichnet sich durch eine hohe
Umweltstabilitdt aus und haftet an vielen Oberflachen. Einige Arten sind
humanmedizinisch von besonderer Bedeutung, da sie nosokomiale
Infektionen verursachen konnen (Kramer, 2011). P. aeruginosa konnte auch
in anderen Geraten mit einem Wasseranschluss im Haushaltsbereichen
identifiziert werden. Durch Gattlen et al. (2010) und Nix et al. (2015) erfolgte
jeweils der Nachweis von P. aeruginosa in Haushaltswaschmaschinen. In
diesen Studien wird eine mikrobielle Verunreinigung und Biofilmbildung unter
anderem mit dem Trinkwassersystem in Verbindung gebracht. Diese
Annahme lasst sich durch die Identifizierung von Pseudomonas aeruginosa in
Haushaltskaffeevollautomaten unterstitzen. Auch Bacillus- und Escherichia-
Arten sind bekannte Biofilmbildner und treten unter anderem haufig im
Zusammenhang mit nosokomialen Infektionen auf (Kuroki et al., 2009, Khan
et al., 2013).
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Die Anwesenheit von Biofilmen in den Schldauchen der Gerate kann nicht
ausgeschlossen werden, demnach stellen Biofilme eine permanente
Kontaminationsquelle flir das Wasser und letztendlich fir den Kaffee dar.
Neben den zuvor genannten Biofilmbildnern kénnen andere Mikroorganismen
ebenfalls von dieser Matrix profitieren. Durch die extrazellularen, polymeren
Substanzen (EPS) kénnen sich weitere Arten anlagern und werden so vor
aulBeren Einflussen geschitzt. Durch dieses Verhalten wird zusatzlich die
Vermehrung der Bakterienzellen geférdert (Donlan und Costerton, 2002,
Flemming et al., 2007).

Bei Bacillus thuringiensis handelt es sich um ein ubiquitdr vorkommendes,
gram-positives Bodenbakterium, welches bereits auf Kaffeeplantagen
nachgewiesen wurde (Arrieta et al., 2004, Steinbuechel et al., 2012). Es
konnte zur Ubertragung vom Boden auf die Kaffeebohnen bei der Ernte oder
der Lagerung in Sacken auf dem Boden kommen.

Einige identifizierte Spezies der am Anfang dieser Arbeit genannten Studien
konnten auch im Rahmen dieser Arbeit nachgewiesen werden. Es wurden
unter anderem Pseudomonas (Pseudomonas aeruginosa) und
Staphylococcus und einige andere Gattungen in den Kaffee- und Cappuccino-
Getrankeproben und den Wassertanks identifiziert (vgl. auch Tabelle 18)
(stern.de, 2013, CBS Pittsburgh, 2015, Vilanova et al., 2015).

Bei der Betrachtung aller Ausgabetemperaturen, sowohl im gewerblichen
Bereich als auch im Haushaltsbereich, ist es aufféllig, dass trotz der
gemessenen Temperaturen (die niedrigste gemessene Temperatur bei einer
privaten Maschine betrug 54,3 °C und im gewerblichen Bereich 56,1 °C) in
vielen Proben Mikroorganismen nachgewiesen werden konnten. Grund dafur
kénnten zum Teil zu geringe Temperaturen sowie zu kurze Einwirkzeiten der
Temperaturen sein. Diese beiden Faktoren beeinflussen die
mikrobiologischen Unbedenklichkeit der Getranke. Die Gefahr einer Prasenz
bzw. Ansammlung humanpathogener Keime wird durch zu geringe
Temperaturen gefordert und in diesem Zusammenhang kann es auch zur

Bildung von mikrobiellen Toxinen durch entsprechende Organismen kommen.
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Es ist an der folgenden Abbildung zu erkennen, dass der Kaffee aus
gewerblichen Maschinen mit einer Durchschnittstemperatur von 63,59 °C
heiRer war, als der aus Haushaltsgeraten mit 61,32 °C. Damit einher geht eine
erhohte Gesamtkeimzahl von 4,47E+02 KbE/mL bei den privaten Geraten im

Gegensatz zu 7,79E+01 KbE/mL bei den gewerblichen Geréaten.
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Abbildung 15 Vergleich der durchschnittlichen Gesamtkeimzahl und Ausgabetemperatur von privaten
(Haushalts-) und gewerblichen Kaffeevollautomaten.

4,00E+03 59,1
3,50E+03 n
3,00E+03
2,50E+03
2,00E+03
1,50E+03
1,00E+03

V'S 68,3
5,00E+02 67.4

0,00E+00 R,

50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 70
Temperatur in °C

GKZ in KbE/mL

57

# gewerbliche Maschine: Minimum < gewerbliche Maschine: Maximum

H Haushaltsmaschine: Minimum  OHaushaltsmaschine: Maximum

Abbildung 16 Ubersichtsdarstellung der Kaffee -Getrankeproben mit minimaler bzw. maximaler
Ausgabetemperatur in °C kombiniert mit der zugehdrigen Gesamtkeimzahl in KbE/mL.
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Bei der geringsten gemessenen Temperatur (57 °C) in einer gewerblichen
Maschine, bei welcher Mikroorganismen nachweisbar waren, betrug die GKZ
6,82E+02 KbE/mL. Bei der hochsten gemessenen Ausgabetemperatur in
gewerblichen Bereich (68,3 °C) waren keine Mikroorganismen nachweisbar.

Dem gegenuber lag die geringste gemessene Temperatur, bei der
Mikroorganismen nachweisbar waren, bei einer Haushaltsmaschine bei
59,1 °C und die GKZ betrug 3,55E+03 KbE/ml, wohingegen bei der héchsten
Temperatur von 67,4 °C keine Mikroorganismen nachweisbar waren. Erhdhte
mikrobiologische Verunreinigungen bei Kaffee kdnnen somit mit niedrigeren
Ausgabetemperaturen  Kkorreliert werden. Ebenfalls sind niedrigere
Kaffeeausgabetemperaturen mit Haushaltskaffeevollautomaten Zu

korrelieren.

Vergleich zur Trinkwasserqualitat

Nach der TrinkwV (2012) gilt Trinkwasser als keimarm, wenn 0 KbE/100mL
Enterococcus und Escherichia coli in diesem vorhanden sind (Anlage 1,
Teil 1).

Tabelle 19 Durchschnittliche GKZ der jeweiligen Getrankeproben.

Haushalt Kaffee gewerblich Kaffee gewerblich Cappuccino
4,47E+02 KbE/mL 8,79E+01 KbE/mL 1,83E+02 KbE/mL
~447 KbE/mL ~88 KbE/mL ~183 KbE/mL

Bei der Betrachtung von Tabelle 19 ist festzustellen, dass im Vergleich zu den
Grenzwerten des Trinkwassers der Kaffee/Cappuccino diese Grenzwerte
nicht einhalt. Anhand der Ergebnisse dieser Arbeit besitzen Kaffee und

Kaffeezubereitungsarten keine Trinkwasserqualitat.
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5.3 Mehrwegbecherproben

Es wurden stichprobenartig zehn nattrlich kontaminierte Mehrwegbecher
untersucht. In drei von zehn Mehrwegbechern konnten keine Keime
identifiziert werden, die anderen waren mikrobiologisch kontaminiert
(durchschnittlich 2,56E+03 KbE/mL). Mittels MALDI-TOF-MS konnte einzig
die Spezies Acinetobacter johnsonii exakt charakterisiert werden, die anderen
Keime lagen unterhalb des sicheren Score Values oder bei ihnen war nur die
Identifikation der Gattung moglich. Unter anderem wurden Gattungen von
Hefen identifiziert: Candida, Rhodotorula und Meyerozyma (guilliermondii).
Das Auftreten von Hefen, Schimmelpilzen und anderen Umweltkeimen ist
charakteristisch fur Kaffee und eine Umgebung mit leicht feuchtem Milieu
(Mehrwegbecher); de Melo Pereira et al. (2014) konnten 144 unterschiedliche
Hefearten bei der spontanen Fermentation von Kaffeebohnen isolieren. Diese
waren in der Lage, die extremen Gegebenheiten bei der Fermentation und
Rostung der Kaffeebohnen zu tberleben und kénnten demnach so in die

Maschine und auch in das Getrank Ubertragen werden.

Da trotz hoher gemessener Kaffeeausgabetemperaturen sowohl im
gewerblichen als auch im Haushaltsbereich erhdhte Keimzahlen auftraten,
sollte Uber eine empirische Versuchsreihe eine optimale Temperatur gefunden
werden, die fur den Verbraucher eine mdglichst hohe mikrobiologische
Sicherheit gewéhrleisten kann.

Fur eine hohe mikrobiologische Reduktion sind nicht nur erhdhte
Temperaturen wichtig sondern auch die Dauer des Einflusses dieser
Temperaturen. Um diesen Aspekt Uberprifen zu kénnen, wurde jeweils eine
Einwirkzeit von funf Minuten und einer Minute mehrfach Uberprift. Dazu
wurden Becherglaser, die die Umgebung eines Mehrwegbechers simulieren
sollten artifiziell kontaminiert. Hierzu wurden die Keime aus Tabelle 4
verwendet und ihre Ausgangskeimzahlen auf circa 1,00E+08 KbE/mL
eingestellt, um spater vergleichbare Werte fur die logarithmischen Reduktion
(LR) zu erhalten. Diese Keime wurden entweder in Kaffeevollautomaten oder
Mehrwegbechern detektiert oder wie im Fall von Enterococcus faecium
aufgrund seiner Temperaturresistenz ausgewahlt. Diese Resistenz ist unter

anderem auch beim Einsatz von Biomonitoren zur Uberpriifung von
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Reinigungsleistungen von Vorteil, wie Kagemann et al. (2008) darstellen.
Ebenso wird E. faecium in diversen Normen, zum Beispiel in der DIN 10510,
als Testorganismus zur Prufung gewerblicher Geschirrsptiler empfohlen bzw.

vorgeschrieben.

Die Ergebnisse der Simulation zum Einfluss bestimmter Wassertemperaturen
Uber eine Dauer von funf Minuten zeigen deutlich, dass ab 68 °C eine
vollstdndige Reduktion stattfand, die LR lag oberhalb von 8,00. Im Gegensatz
dazu betrug bei einer Temperatur von 60 °C die LR nur 1,51. Die GKZ lag
dementsprechend bei 3,12E+06 KbE/mL.

Dies verdeutlicht, dass innerhalb des Temperaturbereiches zwischen 60 °C
und 70 °C die kritische Temperatur bei dieser Einwirkzeit liegt. Aufgrund
dessen wurde dieser Temperaturabschnitt genauer betrachtet. Bei einer
Temperatur von 66 °C lag die LR bei 4,44 und die Gesamtkeimzahl betrug
3,70E+03 KbE/mL wohingegen bei einer Temperatur von 68 °C die GKZ
0,00E+00 KbE/mL betrug und die LR oberhalb von 8,00 lag.

Laut den Ergebnissen dieser Simulation wére eine Temperatur von
mindestens 68 °C bei funf Minuten Einwirkzeit eine geeignete
Kaffeetemperatur, um eine hohere mikrobiologische Sicherheit (bei
kontaminierten Mehrwegbechern) zu gewahrleisten. Alle Temperaturen
wurden dreifach Uberprift, um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
sicherzustellen.

Abbildung 17 stellt die logarithmischen Reduktionsfaktoren mit den
zugehorigen Temperaturen dar. Hier ist zu erkennen, dass oberhalb von 68 °C

von einer vollstandigen Reduktion auszugehen ist.
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Abbildung 17 LR bei verschiedenen Wassertemperaturen und einer Einwirkzeit von finf Minuten.
60 °C 1. ist die erste Messung in der die Temperatur in 10er Schritten Uberprift wurde, 60 °C 2.

dementsprechend die Uberpriifung des Abschnittes 60-70 °C. Alle Ergebnisse sind zueinander
signifikant innerhalb eines Signifikanzniveaus von p<0,01.

Des Weiteren wurde die Dauer von einer Minute Gberprift, um den Einfluss
des Parameters Zeit auf die Reduktion durch bestimmte Wassertemperaturen

Zu zeigen.
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Dies fand simultan zu dem Versuch mit fiinf Minuten Einwirkdauer statt.
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Abbildung 18 LR bei verschiedenen Wassertemperaturen und einer Einwirkzeit von einer Minute.
60 °C 2. Und 62 °C liegen ubereinander, da bei beiden der LR 1,77 betrug. 60 °C 1. ist die erste Messung
in der die Temperatur in 10er Schritten Uberpriift wurde, 60 °C 2. dementsprechend die Uberprifung des

Abschnittes 60-70 °C. Alle Ergebnisse sind zueinander signifikant innerhalb eines Signifikanzniveaus
von p<0,01.

Anhand der Ergebnisse bei einer Einwirkdauer von einer Minute wird
ersichtlich, dass auch hier ab 68 °C von einer vollstandigen Reduktion
ausgegangen werden kann.

Laut den Ergebnissen dieser Simulation ware eine Temperatur von
mindestens 68 °C bei einer Minute Einwirkzeit eine geeignete
Kaffeetemperatur, um eine hohere mikrobiologische Sicherheit (bei
kontaminierten Mehrwegbechern) zu gewahrleisten. Alle Temperaturen
wurden dreifach Uberpruft, um eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
sicherzustellen.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Einwirkdauer der Wassertemperatur bei
dieser Simulation zu vernachlassigen ist, da sowohl bei einer Minute als auch
bei finf Minuten bei niedrigeren Temperaturen geringe Reduktionen
stattfanden. Bei funf Minuten betrugen die LR bei 50 °C und 60 °C 1,38 und
1,51. Bei einer Minute betrugen sie 1,09 und 1,74.
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Bei beiden Zeiten wurde eine vollstdndige Reduktion jeweils ab mindestens
68 °C erreicht, deshalb ware diese als Kaffeeausgabetemperatur (bei
kontaminierten Mehrwegbechern) empfehlenswert. Es ist jedoch zu beachten,
dass diese Temperaturen in Simulationen mit Kaffeevollautomaten tberpruft
werden missen. Es ist davon auszugehen, dass sich die Temperatur
innerhalb der untersuchten Zeitraume in den Mehrwegbechern verringert hat.
Normalerweise ist davon auszugehen, dass die Reduktion bei gleicher
Temperatur bei einer héheren Dauer (finf Minuten) gréRer sein musste.
Ebenso mussten bei langerer Dauer (funf Minuten) auch bei niedrigeren
Temperaturen grol3ere Reduktionen im Vergleich zu kirzeren Einwirkzeiten
(eine Minute) erzielt werden. Diese Aspekte missen bei der Betrachtung der
Ergebnisse der Simulation in Mehrwegbechern beachtet werden.

Die Ergebnisse kénnen auch auf den Alltag Gibertragen werden. Viele Betriebe
strduben sich, Kaffee und Kaffeezubereitungsarten in mitgebrachte
Mehrwegbecher zu fullen, da sie ein Hygienerisiko ausgehend von diesen
Bechern firchten (Philip Heldt, persdnliche Kommunikation). Jedoch zeigt
diese Arbeit, dass bei adaquaten Kaffeetemperaturen eine zu
vernachlassigende Gefahr von den Mehrwegbechern ausgehen konnte. Es
muss aber berlcksichtigt werden, dass nur funf Mikroorganismen, welche alle
Bakterien waren, als artifizielle Anschmutzung verwendet wurden. Es sollten
weitere Untersuchungen mit unterschiedlichen Mikroorganismen, besonders
Hefen und Schimmelpilzen, stattfinden, die die Ergebnisse dieser Arbeit
gegebenenfalls bekréftigen.

Die  Mehrwegbecher  wiesen  durchschnittich eine GKZ von
2,56E+03 KbE/Mehrwegbecher auf. Die GKZ der Kaffeeproben aus dem
Haushaltsbereich betrug 4,47E+02 KbE/mL und aus dem gewerblichen
Bereich 8,79E+01 KbE/mL. Das allgemeine Kaffeeausgabevolumen betragt
ungefahr 200 mL.

KbE
2,56E+03——— 77— KbE

Umrechnung: 2’(‘)4;’;;‘229”“’” = 1,28E + 01—
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Wird die Annahme getroffen, dass 200 mL Kaffee aus einem
gewerblichen/privaten Vollautomaten mit einer Gesamtkeimzahl von
8,79E+01 KbE/mL / 4,47E+02 KbE/mL in einen kontaminierten
Mehrwegbecher gefillt werden, kann anhand der Ergebnisse und der
Umrechnung angenommen werden, dass die mikrobiologische
Verunreinigung des Mehrwegbechers zu vernachlassigen ist. Auch die
Temperatur des eingefillten Getrankes fuhrt zu einer weiteren
Keimreduzierung im Mehrwegbecher. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass das hygienische Risiko von kontaminierten Kaffeevollautomaten
ausgeht. Die Belastung eines Mehrwegbechers verschlechtert die
mikrobiologische Qualitat eines Kaffes nicht.

Auf Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit kbénnte die Abfillung von Kaffee
in Mehrwegbecher gefordert werden, um somit die Mdullentstehung der
Pappbecher beim ,Kaffee to go“ Konsum zu verringern. Es sollte jedoch der
Kontakt der Mehrwegbecher mit dem Kaffeeauslauf vermieden werden, um
Kreuzkontaminationen zu verhindern. Zudem muissen die Becher fur die

hohen Temperaturen der Getranke geeignet sein.

5.4 Biofilmbildung und TOC-Gehalt

Nach dem heutigen Stand der Technik ist eine vollstandige Verhinderung der
Bildung von Biofiilmen nicht madglich (Dirk Bockmihl, persoénliche
Kommunikation). Sie werden unter anderem mit Trinkwassersystemen im
Haushalt assoziiert (Schaechter, 2009) sowie mit Geraten, die zum Beispiel
einen Wassertank, wasserfihrende Systeme oder einen Wasseranschluss
besitzen. Die Entstehung und der grundsétzliche Aufbau von Biofilmen wurde
in dieser Arbeit bereits beschrieben (Costerton et al., 1994, Donlan und
Costerton, 2002, Flemming et al., 2007).

Demzufolge ist davon auszugehen, dass selbst bei optimaler Reinigung auch
in Kaffeevollautomaten die Bildung von Biofilmen nicht zu verhindern ist. Es
l&sst sich vermuten, dass mikrobielle Zellen optimiert an bereits verschmutzte
Oberflachen adhérieren, was zu einem stetigen Wachstum von Biofilmen

beitragen wirde.
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Zwecks der Uberprifung auf eine Prasenz von Biofimen in
Kaffeevollautomaten wurden einem defekten Gerat der Marke Jura einige
Schlauche an unterschiedlichen Stellen entnommen (vgl. 3.4.2). Eine
Farbemethode mit Kristallviolett sollte die Prasenz von Biofilmen bestatigen
(Bladel et al., 2013) und anschlie3end erfolgte die Messung der Absorption
und damit verbunden der Dichte bei 550 nm.

Die Ergebnisse unter Punkt 4.3 zeigen, dass in jedem getesteten
Schlauchabschnitt Biofilme vorhanden waren. Besonders auffallig waren die
Probennummern 2, 3, 5 und 8 bei welchen die gemessene Dichte am hdchsten
war.

Diese Schlauche waren ein Pumpenschlauch (2; 4,625), ein Schlauch vom
Wassertank zur ersten Pumpe (3; 5,674)und ein Schlauch von der Briiheinheit
zum Kaffeeauslass (5; 12,61). Die Zahlenwerte sind dimensionslos, jedoch
sind sie nach der Ampelskala von Tabelle 10 als hoch bzw. sehr hoch
einzuordnen. Diese Ergebnisse sind plausibel, da an diesen Stellen der
Schlauche 2 und 3 das Wasser teilweise noch nicht erhitzt wurde und
dementsprechend Raumtemperatur betrug. Die Resultate zur Biofiimbildung
in diesen Schlauchabschnitten lassen sich ebenfalls mit den Ergebnissen der
Abstriche aus Wassertanks der Haushaltskaffeevollautomaten bestétigen, da
diese eine stark erhdhte GKZ aufwiesen. Das Vorhandensein von dichten
Biofilmen in dem Schlauchabschnitt 5 ist ebenfalls plausibel, denn dort lassen
sich die meisten Kaffeerlickstande vermuten, welche eine vergro3erte
Oberflache in diesem Schlauch generieren wirden. Die Rickstande schaffen
optimale Bedingungen fur die Adharenz von weiteren Mikroorganismen und
das Wachstum eines Biofilms.

Um eine potentielle Bildung von Biofilmen in einem intakten
Kaffeevollautomaten mdoglicherweise messen zu koénnen, wurde die
Spulflissigkeit eines Gerates der Marke Philips wochentlich gesammelt. Diese
Flassigkeiten inklusive der Spdulflissigkeit wurden nach der Simulation (vgl.
5.5) auf ihren TOC-Gehalt untersucht. Die ermittelten Werte fir den Gehalt
ermdglichen Rickschlisse auf eine Biofilmbildung, welche gegebenenfalls

abhangig von der Nutzungsdauer und Nutzungsart sind.
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Die Spdlflussigkeiten wurden Uber sieben Wochen gesammelt und die
Ergebnisse zeigen, dass nach der ersten Woche bereits ein TOC-Gehalt von
3,8 g/L nachweisbar war. Bis zur vierten Woche schwankte dieser Gehalt in
diesem Bereich, nach funf Wochen konnte jedoch etwas mehr als eine
Verdopplung festgestellt werden (9,0 g/L). In der sechsten Woche betrug der
TOC-Gehalt 44,4 g/L. Nach der Simulation an dem Kaffeevollautomaten
betrug der TOC-Gehalt 42,6 g/L, welches auf einen hohen Anteil an
organischem Material (von den Mikroorganismen) in der Maschine
zurUckzufiahren ist. Trotz regelmaRiger Reinigung und Entkalkung nach der
Simulation betrug der Gehalt in der anschlieRenden Woche noch 33,9 g/L.
Anhand der Ergebnisse wird deutlich, dass der TOC-Gehalt wie vermutet mit
langerer Nutzungsdauer zunimmt. Haufigere oder automatisierte Reinigungs-

und Entkalkungsprogramme wiirden diesem Effekt eventuell entgegenwirken.

Bei den Ergebnissen muss jedoch bertcksichtigt werden, dass sich der TOC-
Gehalt sowohl auf Biofilme als auch auf anderes organisches Material
beziehen kann. Es kann sich somit auch um Ablagerungen in den Schldauchen
aus dem Wasser, dem gemahlenen Kaffee oder um Mikroorganismen
handeln. Jedoch lasst sich bezogen auf vorher genannte Studien und die
Biofilmidentifikation in der defekten Jura-Maschine von einer Biofilmbildung
ausgehen. Auffallig dabei ist, dass die Maschine wie vom Hersteller empfohlen
gereinigt und gepflegt wurde und sich trotz dessen organisches Material
innerhalb des Geréates abgelagert bzw. gebildet hat.

Es wurde nur eine Maschine Uber einen Zeitraum von sieben Wochen
Uberprift, jedoch sollten die erzielten Ergebnisse Utbertragen werden und an
anderen Maschinen uber l&ngere Zeitraume Uberprift werden. Die eventuell
entstehenden Folgen sind schwer einzuschétzen, jedoch kdnnte sich dies
nicht nur auf die Sensorik des Kaffees auswirken sondern auch auf die
Gesundheit des Verbrauchers. Einige in dieser Arbeit identifizierten
Mikroorganismen sind fakultativ pathogen und kdnnen sich unter bestimmten
Voraussetzungen (infektiose Dosis) auf die Gesundheit des Verbrauchers
auswirken. Besonders Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli und
Staphylococcus epidermidis kénnen humanpathogen wirken. P. aeruginosa ist

ein typisches Wasserbakterium und findet sich haufig in Wasserinstallationen
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im Haushalt und in Geraten wieder, welche mit Wasser in Kontakt kommen
(Rolle, 2007). Biofilme dienen auch anderen pathogenen Keimen als Reservoir
und wurden bereits im Gesundheitssektor nachgewiesen, wie beispielsweise
in den Wasserleitungen in Zahnarztpraxen (Montebugnoli et al., 2004). Die
pathogenen Erreger und andere Organismen dieser mikrobiellen
Gemeinschaft konnen tber das Wassersystem ubertragen werden und so
eventuell auch in Kontakt mit anderen Geraten mit Wasseranschliissen oder
Wassertanks kommen, wodurch der Mensch dieser Exposition ausgesetzt

ware.

5.5 Simulation zur Keimreduktion durch einen Kaffeevollautomaten
In Kaffeevollautomaten sind Thermoblocke integriert, die fur die Erhitzung und
den Brihvorgang der Getranke zustandig sind. Diese Bruheinheiten knnen
Temperaturen von bis zu 140 °C erreichen. Dementsprechend kann von einer
keimreduzierenden Wirkung des Gerates ausgegangen werden, da alle
vegetativen Zellen von Mikroorganismen bei einem Temperatureinfluss von
ca. 60 °C fur ungefahr funf Minuten abgetttet werden (Fuchs, 2007). Jedoch
ist die Dauer des Bruhprozesses deutlich kirzer wund die
Kaffeeausgabetemperatur deutlich geringer als die Bruhtemperatur. Die
Ergebnisse der Probennahme von Kaffeezubereitungsarten im Haushalts- und
gewerblichen Bereich zeigen, dass bei 25 % der Kaffeeproben aus privaten
Haushalten eine mikrobiologische Belastung festgestellt werden konnte. Die
Wassertanks aller Gerate waren belastet und die Kaffeeauslaufe zu 90 %
kontaminiert. Im gewerblichen Bereich konnte bei 40% aller
Kaffeezubereitungen eine Kontamination ermittelt werden.

Anhand dieser Ergebnisse lasst sich vermuten, dass das
Temperatur/Einwirkzeit-Verhaltnis in Kaffeevollautomaten nicht optimal ist.
Zur Untersuchung und Optimierung dieses Verhaltnisses sollten systematisch
Temperatur/Zeit-Kombinationen getestet werden, um eventuell
Mindestanforderungen an diese Parameter fur eine verbesserte
Verbrauchersicherheit erarbeiten zu kdnnen. Vergleichbare Studien wurden

bereits im Haushaltsbereich fur Haushaltswaschmaschinen durchgefuhrt
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(Honisch et al., 2014). Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Simulation mit
einem Haushaltskaffeevollautomaten der Marke Philips durchgefihrt; das
Wasser im Wassertank wurde mit einer Testkeimsuspension versetzt. Diese
Suspension setzte sich aus Mikroorganismen zusammen, welche in
Kaffeevollautomaten identifiziert werden konnten (B. subtilis, E. coli,
S. epidermidis, A. baumannii und P. aeruginosa). Zusatzlich wurde
Enterococcus faecium aufgrund seiner Temperaturresistenz verwendet. Bei
dem verwendeten Gerat waren drei Kaffeeausgabetemperaturstufen
programmierbar: Minimum (61,9 °C — 64,2 °C), Medium (66,1 °C — 68,9 °C)
und Maximum (68,3 °C — 70,1 °C). Die genannten Temperaturen waren
jeweils die minimale bzw. maximale gemessene Temperatur bei der
Verwendung dieser Einstellung. Die Dauer des Brihvorgangs konnte nicht
genau gemessen werden, jedoch betrug die Zeit zwischen Mahlen und Beginn
des Kaffeeauslasses circa 20 — 25 Sekunden.

Zur Untersuchung wurde jeweils ein Liter Wasser mit 1 mL Keimsuspension
versetzt. Die  jeweiligen  Ausgangskeimzahlen lagen  zwischen
2,49E+06 KbE/mL und 1,21E+07 KbE/mL. Aus jedem Liter konnten vier
Tassen Kaffee (200 mL/Tasse) hergestellt werden, welche jeweils Uberprift
wurden. Es ist davon auszugehen, dass mit hbheren Temperatureinstellungen
hdhere Reduktionen erreicht werden kdnnen. Die Ergebnisse zeigen jedoch,
dass bei jeder Einstellung die prozentuale Reduktion ungefahr 45 %-50 %
betrug. Auffallig war hierbei, dass sich mit steigender Tassenanzahl die
prozentuale Reduktion verringerte, also eine hohere GKZ im ausgegebenen
Kaffee vorlag. Die mikrobiologische Belastung nahm von der ersten bis zur
vierten untersuchten Tasse deutlich zu. Dieser Sachverhalt ist besonders gut
an der Temperatureinstellung Maximum darzustellen: Bei der ersten Tasse
betrug die Reduktion 54,49 % und die GKZ 6,30E+02 KbE/mL, bei der vierten
Tasse lagen die Werte oberhalb der Nachweisgrenze. Bei der dritten Tasse
konnte eine GKZ von 2,82E+0 KbE/mL und eine prozentuale Reduktion von
44,15 % nachgewiesen werden. Es wurde aufgrund der unterschiedlichen
Ausgangskeimzahlen der Temperatureinstellungen die prozentuale Reduktion

berechnet.
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Abbildung 19 Prozentuale Reduktion der Tassenreihenfolge kombiniert mit der Temperatureinstellung.

Anhand Abbildung 19 ist zu erkennen, dass mit Ausnahme der Einstellung
JMinimum*“ die Reduktion mit zunehmender Tassenanzahl abnahm. Der
Unterschied bei Minimum ist jedoch zu vernachlassigen. Die Abnahme der
Reduktion ist darauf zuriickzufuhren, dass der Wasserstand im Wassertank
mit zunehmender Tassenanzahl sank und somit die Konzentration der
Keimsuspension anstieg. Trotz stetigem Homogenisieren des Wassers mit der
Keimsuspension sank diese aufgrund einer hoheren Viskositat auf den
Wassertankboden ab und wurde so konzentrierter. Dementsprechend stiegen
die GKZ und die Reduktion nahm ab. Zur Uberpriifung dieser Ergebnisse
misste eventuell die Reihenfolge der Temperaturstufen variiert werden, um
den Einfluss der Reihenfolge an sich zu untersuchen. Normalerweise wére von
einer erhbhten Reduktion bei h6heren Temperaturen (Maximum) auszugehen,
jedoch zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit eine andere Konstellation.
AulRerdem sind diese geringen Reduktionen (damit einher geht die enorme
mikrobiologische Belastung der Proben) innerhalb weniger Tage zu
hinterfragen. Eventuell handelt es sich um einen systematischen Fehler.
Dennoch ist eine mikrobiologische Reduktion von ca. 50 % oder weniger bei
Temperaturen Uber 65 °C sehr gering. Die Einwirkdauer der gewahlten
Temperatur ist voraussichtlich zu kurz und musste verlangert werden, um eine

hohere Reduktion gewahrleisten zu kénnen.
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In dieser Arbeit wurde bereits eine optimale Kaffeeausgabetemperatur von
mindestens 68 °C (bei kontaminierten Mehrwegbechern) genannt. Diese muss
basierend auf den Ergebnissen der Simulation mit dem Kaffeevollautomaten
teilweise revidiert werden. Die hohe Reduktion bei Temperaturen tber 68 °C
ist in diesem Fall auf die direkte Einwirkung zu beziehen, d.h. das temperierte
Wasser stand sofort und fur die gesamte Einwirkzeit (eine und funf Minuten)
in Kontakt mit der eingetrockneten Keimsuspension. Im Falle des
Vollautomaten wurde die Keimsuspension jedoch in einem gréf3eren Volumen
verwendet und die Temperatur wirkte nicht ununterbrochen und nicht direkt
auf die Mikroorganismen, sondern nur wahrend des Aufbrihens im

Thermoblock und fiir deutlich kiirzere Zeiten.
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6. Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Arbeit sollten Mindestanforderungen fir die Parameter Zeit und
Temperatur charakterisiert werden, die einen positiven Einfluss auf die
mikrobiologische Qualitat und somit auf die Lebensmittelsicherheit haben
konnten. Es stellt sich heraus, dass die Einwirkzeit der Temperatur in einem
Kaffeevollautomaten zu gering ist, um den Kaffee moglichst keimfrei herstellen
zu kdénnen. Auf Grundlage der Ergebnisse dieser Arbeit wird deutlich, dass die
Dauer erhoht werden muss. Ebenfalls sollte die Ausgabetemperatur
angehoben werden, da diese im Durchschnitt zu gering war und so die
mikrobiologische Belastung vieler Getrankeproben erhoht war. Fur weitere
Uberprifungen ware die Konzeption einer Briiheinheit von Vorteil, an welcher
die exakte Bruhtemperatur und Einwirkzeit programmiert und bestimmt
werden kénnte. So kénnten durch weitere empirische Versuchsreihen genaue
Mindestanforderungen fur diese Paramater festgelegt werden, die zur
Verbrauchersicherheit beitragen wirden.

Einige Mikroorganismen wie Staphylococcus, Pseudomonas und Bacillus
traten wiederholt in Geraten aus dem Haushalts- und gewerblichen Bereich
auf und wurden auch teilweise in anderen Studien identifiziert (Vilanova et al.,
2015). Es stellte sich heraus, dass sich die mikrobiologische Belastung
zwischen dem Haushalts- und dem gewerblichen Bereich nicht groR3
unterscheidet, lediglich die Temperaturunterschiede zwischen gewerblichen
Geraten und Haushaltskaffeevollautomaten waren auffallig. In der Studie von
Vilanova et al. (2015) wurde ein charakteristisches ,Kaffee-Bakteriom® in den
untersuchten Maschinen beschrieben. Jedoch sollte die Identifizierung eines
,Kaffee-Mikrobioms* zusatzlich eruiert werden, da von einer Belastung des
Kaffees mit Hefen und Schimmelpilzen auszugehen ist. Dieser Aspekt ware
hinsichtlich einer Untersuchung der Toxin- und Sporenbildung in
Kaffeezubereitungen interessant und hilfreich, um auf Grundlage dessen

Gegenmal3nahmen fir ein sicheres Lebensmittel treffen zu kdonnen.
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Fir die Zukunft ware es winschenswert in weiteren Studien die Biofilmbildung
in Kaffeevollautomaten zu untersuchen und so eine Grundlage fur eine
bessere Konzeption von Kaffeevollautomaten (,Hygienic Design“ von
Wassertanks und wasserfihrenden Systemen) und deren
Reinigungsprogrammen (selbststandiges, automatisiertes
Entkalkungsprogramm) zu schaffen. Basierend darauf wére es von Vorteil,
den Einfluss haufigerer Spulungen und Reinigungen auf die mikrobiologische
Qualitat der Kaffeezubereitungsarten zu tUberprufen. Die Ergebnisse dieser
Arbeit zeigen einen Anstieg des TOC-Gehaltes im Spulwasser eines
Kaffeevollautomaten mit zunehmender Gebrauchsdauer. Studien mit
unterschiedlichen organischen Anschmutzungen wirden einen grof3en
Beitrag zur Untersuchung der Biofilmbildung in Kaffeevollautomaten bieten.
Ebenfalls konnte diese mit standardisierten Biofilmen auf standardisierten
Oberflachen uberpruft werden.

In dieser Arbeit wurde die mikrobiologische Kontamination von
Mehrwegbechern stichprobenartig untersucht und der Einfluss der
Wassertemperatur auf diese Kontaminationen uUberpriuft. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Kaffeeausgabetemperatur mindestens 68 °C betragen sollte,
um die mikrobiologisch belasteten Mehrwegbecher ohne Bedenken
verwenden zu kdnnen (Inaktivierung der vorhandenen Mikroorganismen). Um
der weltweiten Millentstehung durch die Verpackungen der ,Kaffee to go*-
Getranke entgegenzuwirken, sollte die Ausgabe in Mehrwegbechern geférdert
werden. Jedoch haben viele Betriebe die Sorge, dass durch mitgebrachte
Mehrwegbecher ein grofReres, unkontrollierbares Hygienerisiko entsteht
(Philip Heldt, persdnliche Kommunikation). Basierend auf den Ergebnissen
dieser Arbeit ist nicht von einem Hygienerisiko auszugehen, es sollte jedoch
der Kontakt der Mehrwegbecher mit dem Kaffeeauslauf vermieden werden,
um Kreuzkontaminationen zu verhindern und die Becher mussen fir die hohen
Temperaturen der Getranke geeignet sein.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass das Hauptrisiko von Vollautomaten
(durch unzureichende Reinigung, Verwendung und Pflege der Gerate) sowohl
im privaten als auch gewerblichen Bereich ausgeht und nicht von den

Behaltnissen.
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8. Anhang

Tabelle 20 Keimzahlen zur Bestimmung der Ausgangskeimzahl.

Organismus 10° 10% 107 10® KbE/mL
Bacillus subtilis >300 144 4 1 1,4*10°
Escherichia coli >300 >300 60 14 6,7*10°
Enterococcus faecium >300 150 16 1,5*10°
Staphylococcus epidermidis >300 115 19 2  2,7*10°
Acinetobacter baumanii >300 >300 75 5 7,5%10°

Tabelle 21 Detaillierte Auflistung aller MALDI-TOF-MS Ergebnisse.

Nummer Probenart Agar Organismus Score

Value

1 A MacC. Staphylococcus epidermidis 2,01
1.1 A MEA Candida pararugosa 2,04
1.2 A MEA  Rhodotorula mucilaginosa 1,82
A TSA  Microbacterium maritypicum 1,99

2 A MacC. No Identification 1,58
4.1 A TSA No Identification 1,58
4.2 A TSA  Acinetobacter guillouiae 1,80
A MacC. Delftia acidovorans 2,02

A TSA  No ldentification 1,28

1 HK TSA No Identification 1,41
3.1 HK MacC. Bacillus cereus 2,11
3.2 HK MacC. Lysinibacillus fusiformis 2,21
4 HK TSA Klebsiella oxytoca 1,93
5 HK TSA  Staphylococcus epidermidis 2,09
6 HK TSA  Escherichia coli 2,20
7 HK TSA  Bacillus licheniformis 2,04
8 HK MacC. No Identification 1,53
10 HK TSA  No ldentification 1,65
2 M TSA  Acinetobacter johnsonii 2,17
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1.1 w TSA  Bacillus thuringiensis 1,79
1.2 w TSA  Sphingobium cloacae 1,75
1 W MacC. Lysinibacillus fusiformis 2,29
2.1 wW TSA  Chryseobacterium sp 1,95
2.2 w TSA  Microbacterium arborescens 1,85
2 wW MEA  Meyerozyma guilliermondii 1,82
4 w TSA  Microbacterium oxydans 2,10
4 wW MEA  Meyerozyma guilliermondii 1,91
4 w MacC. No Identification 1,43
5 w TSA Pseudomonas aeruginosa 2,12
5 w MEA No Identification 1,69
12 GK TSA  Acinetobacter johnsonii 2,13
15 GK MacC. Lysinibacillus fusiformis 2,24
23 GK TSA  Staphylococcus epidermidis 2,09
32 GK MacC. Bacillus cereus 2,24
38 GK MacC. Staphylococcus epidermidis 2,15
39 GK TSA  Microbacterium oxydans 2,02
46 GK MacC. Bacillus cereus 2,18

Tabelle 22 Detaillierte Auflistung aller gewerblichen Kaffeevollautomaten mit Nummerierung (vgl.
MALDI-TOF-MS Ergebnisse) und Ausgabetemperaturen.

Nummer Modell Kaffeetemp. Cappuccino-
(in °C) temp. (in °C)
1 WMF Cafemat + Scharf 66,2 63,2
Xpress
2 La Cimbali S39 TE 67,3 63,9
3 Thermoplan Black&White 3 62,4 60,2
4 La Cimbali S39 TE 66 62,1
5 De Longhi ESAM 6600 66,1 63,1
6 RLX bravilor bonamat + 64,9 60
Tiger Milk
7 WMF Cafemat + Schéarf 67 61,9
Xpress
8 Jura Impressa F8 TFT 59,9 57,1
Jura Giga 5 62 59,2
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10
11
12
13
14

15
16

17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28

29
30

31
32
33

34
35
36
37
38
39
40
41

Siemens T1 909701 HC
Bonamat Esprecious 22
Jura Giga X7

Saeco Aulika One Touch

Franke Kaffeevollautomat
FM 850
Jura Giga X7

RLX bravilor bonamat +
Tiger Milk
La Cimbali S39 TE

Thermoplan Black&White 3
De Longhi ESAM 6000
Jura Giga 5

Jura Giga X7

Jura Giga 5

La Cimbali S39 TE

Saeco Aulika One Touch
Thermoplan Black&White 3
Bonamat Esprecious 22
De Longhi ESAM 6600

Franke Kaffeevollautomat
FM 850
Jura Giga X7

RLX bravilor bonamat +
Tiger Milk
Jura Giga 5

Jura Impressa F8 TFT

WMF Cafemat + Schéarf
Xpress
Saeco Aulika One Touch

Thermoplan Black&White 3
Animo OptiVend 4

WMF 1000 S

Saeco Royal HD8920
Necta Solista Espresso
Privileg Edition 50

Jura Z6 Carbon One Touch
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68
64,2
62,3
63,4
61,3

60,1
60,9

65,9
61,1
60,9
64,2
64,3
63,9
61,3
62,4
64
65,3
67,2
63,3

63,9
65,4

60,7
58,6
67,1

63,5
62,2
65,1
68,3
57
61,7
65,2
64,9

62,7
58,7
57,8
61,2
58,7

59
61,1

63,4
57,2
56,1
61,2
62,9
58,2
57,6
61,3
60,2
61,1
62,3
59,8

60,3
61,5

57,9
56,3
63,8

60,9
59,6
62
63,4
56,4
59
61,3
62,1



42
43

44

45
46
47
48
49
50

MW

Bonamat Esprecious 11

WMF Cafemat + Scharf
Xpress

RLX bravilor bonamat +
Tiger Milk

De Longhi ESAM 6600

Jura Impressa F8 TFT
Animo OptiVend 4
Bonamat Esprecious 22
Jura Giga X7

WMF Cafemat + Scharf
Xpress

63,8
64

62,3

63,4
60,4
65
65,2
63,9
63,5

63,59

60,5
61,6

60,1

59,8
57,2
60,3
61,9
59,6
60,2

60,34

Tabelle 23 Detaillierte Keimzahlen mit Angabe der GKZ in KbE/mL der gewerblichen Kaffeeproben.

Modell TSA GKZ
1,00E+00 1,00E-01
1 WMF Cafemat + Scharf Xpress 0 0 0,00E+00
2 LaCimbali S39 TE 0 0 0,00E+00
3 Thermoplan Black&White 3 0 0 0,00E+00
4 LaCimbali S39 TE 0 0 0,00E+00
S De Longhi ESAM 6600 1 9 0,00E+00
6  RLX bravilor bonamat + Tiger Milk 0 0 0,00E+00
7 WMF Cafemat + Scharf Xpress 0 0 0,00E+00
8  Juralmpressa F8 TFT 11 3 1,10E+02
9 JuraGiga5s 0 0 0,00E+00
10 Siemens T1 909701 HC 0 0 0,00E+00
11 Bonamat Esprecious 22 0 0 0,00E+00
12 Jura Giga X7 17 1 1,70E+02
13 Saeco Aulika One Touch 5 0 0,00E+00
14 Franke Kaffeevollautomat FM 850 0 0 0,00E+00
15 Jura Giga X7 34 19 4,82E+02
16 RLX bravilor bonamat + Tiger Milk 21 8 2,10E+02
17  La Cimbali S39 TE 0 0 0,00E+00
18 Thermoplan Black&White 3 23 17 3,64E+02
19 De Longhi ESAM 6000 11 3 1,10E+02
20 Jura Giga 5 0 0 0,00E+00
21  Jura Giga X7 0 0 0,00E+00
22 Jura Giga s 0 0 0,00E+00
23 La Cimbali S39 TE 47 14 5,55E+02
24 Saeco Aulika One Touch 13 1 1,30E+02
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25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
MW

Thermoplan Black&White 3
Bonamat Esprecious 22

De Longhi ESAM 6600

Franke Kaffeevollautomat FM 850
Jura Giga X7

RLX bravilor bonamat + Tiger Milk
Jura Giga 5

Jura Impressa F8 TFT

WMF Cafemat + Scharf Xpress
Saeco Aulika One Touch
Thermoplan Black&White 3
Animo OptiVend 4

WMF 1000 S

Saeco Royal HD8920

Necta Solista Espresso

Privileg Edition 50

Jura Z6 Carbon One Touch
Bonamat Esprecious 11

WMF Cafemat + Scharf Xpress
RLX bravilor bonamat + Tiger Milk
De Longhi ESAM 6600

Jura Impressa F8 TFT

Animo OptiVend 4

Bonamat Esprecious 22

Jura Giga X7

WMF Cafemat + Scharf Xpress
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0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,60E+02
3,91E+02
0,00E+00
0,00E+00
2,10E+02
0,00E+00
0,00E+00
6,82E+02
1,20E+02
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,70E+02
2,40E+02
0,00E+00
0,00E+00
1,20E+02
1,70E+02
8,79E+01

Tabelle 24 Detaillierte Keimzahlen mit Angabe der GKZ in KbE/mL der gewerblichen Cappuccino-

Proben.

Modell TSA GKZ
1,00E+00 1,00E-01
1  WMF Cafemat + Scharf Xpress 0 0 0,00E+00
2 La Cimbali S39 TE 0 0 0,00E+00
3 Thermoplan Black&White 3 0 0 0,00E+00
4 La Cimbali S39 TE 0 0 0,00E+00
5 De Longhi ESAM 6600 0 3 0,00E+00
6 RLX bravilor bonamat + Tiger Milk 21 2 2,10E+02
7  WMF Cafemat + Scharf Xpress 0 0 0,00E+00
8 Jura Impressa F8 TFT 77 34 1,01E+03
9 JuraGigab 0 0 0,00E+00
10 Siemens T1 909701 HC 0 1 0,00E+00
11 Bonamat Esprecious 22 0 0 0,00E+00
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12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
MW

Jura Giga X7

Saeco Aulika One Touch

Franke Kaffeevollautomat FM 850
Jura Giga X7

RLX bravilor bonamat + Tiger Milk
La Cimbali S39 TE

Thermoplan Black&White 3

De Longhi ESAM 6000

Jura Giga 5

Jura Giga X7

Jura Giga 5

La Cimbali S39 TE

Saeco Aulika One Touch
Thermoplan Black&White 3
Bonamat Esprecious 22

De Longhi ESAM 6600

Franke Kaffeevollautomat FM 850
Jura Giga X7

RLX bravilor bonamat + Tiger Milk
Jura Giga 5

Jura Impressa F8 TFT

WMF Cafemat + Scharf Xpress
Saeco Aulika One Touch
Thermoplan Black&White 3
Animo OptiVend 4

WMF 1000 S

Saeco Royal HD8920

Necta Solista Espresso

Privileg Edition 50

Jura Z6 Carbon One Touch
Bonamat Esprecious 11

WMF Cafemat + Scharf Xpress
RLX bravilor bonamat + Tiger Milk
De Longhi ESAM 6600

Jura Impressa F8 TFT

Animo OptiVend 4

Bonamat Esprecious 22

Jura Giga X7

WMF Cafemat + Scharf Xpress
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5,09E+02
0,00E+00
1,00E+02
1,04E+03
4,36E+02
0,00E+00
1,30E+02
1,00E+02
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
8,18E+02
4,27E+02
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
7,00E+02
8,91E+02
0,00E+00
0,00E+00
3,82E+02
0,00E+00
0,00E+00
1,21E+03
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
4,36E+02
6,45E+02
0,00E+00
0,00E+00
0,00E+00
1,20E+02
1,83E+02



Tabelle 25 Detaillierte Auflistung aller (privaten) Haushaltskaffeevollautomaten mit Nummerierung (bzgl.
MALDI-TOF-MS Ergebnissen) und Kaffeeausgabetemperaturen.

Nummer Modell Kaffeetemp. (in °C)
1 Impressa S9/57 avantgarde 61,2
AEG Electrolux Caffe” Silenzio 54,3
3 De Longhi Magnifica Pronto 59,1
Cappuccino
4 Saeco Moltio HD8769 63,4
5 Gaggenau CM 250 60
6 Saeco Royal Professional 67,4
7 Saeco Moltio HD8763 64,1
8 De Longhi Perfecta ESAM 5550 63,2
9 Impressa C 65 58,3
10 Saeco Incanto HD8917 62,2
MW 61,32

Tabelle 26 Detaillierte Keimzahlen mit Angabe der GKZ in KbE/mL der Kaffee-Getrankeproben aus
Haushaltskaffeevollautomaten.

Modell TSA GKZ (KbE/mL)
1,00E+00 1,00E-01
1 Impressa S9/57 0 0 0,00E+00
avantgarde
2 AEG Electrolux Caffe 0 0 0,00E+00
Silenzio
3 De Longhi Magnifica >300 91 >3,55E+03
Pronto Cappuccino
4 Saeco Moltio HD8769 0 0 0,00E+00
5 Gaggenau CM 250 2 0 0,00E+00
6 Saeco Royal Professional 7 1 0,00E+00
7 Saeco Moltio HD8763 0 0 0,00E+00
8 De Longhi Perfecta 3 1 0,00E+00
ESAM 5550
9 Impressa C 65 0 0 0,00E+00
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10 Saeco Incanto HD8917 84 17 9,18E+02
MW >4 47E+02

Tabelle 27 Detaillierte Keimzahlen mit Angabe der GKZ in KbE/mL der Wassertanks der
Haushaltskaffeevollautomaten.

Modell TSA GKZ (KbE/mL)
1,00E+00 1,00E-01
1 Impressa S9/57 >300 127 >3,88E+03
avantgarde
2 AEG Electrolux Caffe 111 55 1,53E+03
Silenzio
3 De Longhi Magnifica >300 113 >3,75E+03
Pronto Cappuccino
4 Saeco Moltio HD8769 >300 >300 >5,45E+03
5 Gaggenau CM 250 180 19 1,81E+03
6 Saeco Royal Professional 298 121 3,81E+03
7 Saeco Moltio HD8763 >300 154 >4,13E+03
8 De Longhi Perfecta 190 23 1,94E+03
ESAM 5550
9 Impressa C 65 102 69 1,55E+03
10 Saeco Incanto HD8917 >300 >300 >5,45E+03
MW >3,33E+03

Tabelle 28 Detaillierte Keimzahlen mit Angabe der GKZ in KbE/mL der Auslaufe der
Haushaltskaffeevollautomaten.

Modell TSA GKZ (KbE/mL)
1,00E+00 1,00E-01
1 Impressa S9/57 >300 190 >4,45E+03
avantgarde
2 AEG Electrolux Caffe’ 26 8 2,60E+02
Silenzio
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3 De Longhi Magnifica >300 181 >4,37E+03
Pronto Cappuccino

4 Saeco Moltio HD8769 >300 89 >3,54E+03
5 Gaggenau CM 250 80 17 8,82E+02
6 Saeco Royal Professional 0 0 0,00E+00
7 Saeco Moltio HD8763 >300 124 >3,85E+03
8 De Longhi Perfecta 97 11 9,82E+02
ESAM 5550
9 Impressa C 65 27 11 3,45E+02
10 Saeco Incanto HD8917 >300 111 >3,74E+03
MW >2,24E+03

Tabelle 29 Ubersichtsdarstellung der Keimzahlen und der GKZ in KbE/mL der Temperatureinstellungen
Minimum, Medium und Maximum.

1,00E+00 1,00E-01 1,00E-02 1,00E-03 1,00E-04 1,00E-05 GKZ

>300 >300 >300 294 191 76 2,53E+06

Min. >300 >300 >300 >300 254 67 2,92E+07
>300 >300 >300 271 178 51 4,50E+06
1,21E+07

>300 >300 >300 280 157 51 2,20E+06

Med. >300 >300 >300 271 123 19 3,72E+06
>300 >300 >300 >300 147 32 1,63E+07
7,40E+06

>300 >300 290 201 112 34 5,73E+05

Max. >300 >300 >300 234 144 56 3,91E+06
>300 >300 >300 212 103 15 2,97E+06
2,49E+06

Tabelle 30 Koloniezahlen der Verdunnungsstufen und Gesamtkeimzahlen der Mehrwegbecherproben.

Nummer TSA MacConkey
1,00E+00 1,00E-01 KbE/mL 1,00E+00  1,00E-01 KbE/mL
1 0 0 0,00E+00 >300 >300 >5,45E+03
2 >300 >300 >5,45E+03 77 6 7,70E+02
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3 >300 >300 >5,45E+03 >300 211 >4,65E+03
4 71 0 7,10E+02 13 1 1,30E+02
5 >300 11 >2,83E+03 0 0 0,00E+00
6 0 0 0,00E+00 >300 211 >4,65E+03
7 111 17 1,16E+03 0 0 0,00E+00
8 >300 270 >5,18E+03 0 0 0,00E+00
9 187 57 2,22E+03 213 98 2,83E+03
10 0 0 0,00E+00 >300 >300 >5,45E+03
Mittelwert >2 56E+03 >2,39E+03
Tabelle 31 Auflistung aller gemessenen Temperaturen bei der Simulation mit dem
Haushaltskaffeevollautomaten.
Temperaturen in °C
Tassen 1. WDH 2. WDH 3. WDH MW
1 64 63,6 64,2 63,93
2 62,3 61,9 62,6 62,27
Minimum
3 63,1 62,8 64,1 63,33
4 63,2 63,4 64,2 63,60
1 66,7 67,1 67,2 67,00
2 67,9 68,2 68,9 68,33
Medium
3 66,8 66,9 66,1 66,60
4 67,1 66,7 67,2 67,00
1 68,8 69,2 68,3 68,77
2 69,4 69,7 69,1 69,40
Maximum
3 69,1 68,9 68,7 68,90
4 69,5 69,5 70,1 69,70
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Tabelle 32 Darstellung aller Keime pro Platte der jeweiligen Wiederholung (WDH.) bei den Versuchen
an dem Haushaltskaffeevollautomat Philips HD8844.

Tassen 1. WDH 2. WDH 3. WDH
1,00E+00 114 123 143
' 1,00E-01 67 79 84
1,00E+00 254 198 176
’ 1,00E-01 112 100 112
Minimum
1,00E+00 250 242 >300
° 1,00E-01 120 145 134
1,00E+00 >300 >300 >300
) 1,00E-01 >300 >300 >300
1,00E+00 103 111 119
. 1,00E-01 51 49 64
1,00E+00 201 190 178
’ 1,00E-01 79 67 55
Medium
1,00E+00 267 200 231
° 1,00E-01 122 144 126
1,00E+00 >300 >300 >300
) 1,00E-01 >300 >300 >300
1,00E+00 57 37 52
. 1,00E-01 28 14 20
1,00E+00 125 97 101
_ ’ 1,00E-01 61 55 49
Maximum
1,00E+00 207 212 198
° 1,00E-01 101 91 123
1,00E+00 >300 >300 >300
‘ 1,00E-01 >300 >300 >300
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