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tharakterisierung der Proteine von Muskelfleischund inneren Organen von Rind und
Shvein mit Hilfe der SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese

K. HOF MANN

BundeSanstalt fir Fleischforschung, Kulmbach, Bundesrepublik Deutschland

D i . s

P%e Proteine von Skelettmuskel, Herz, Leber, Lunge, Niere' und Milz von :

sﬂd und Schwein wurden auf Gelplatten aus Polyacrylamid in Gegenwart von Natriumdodecyl-

ngfat (SDS) elektrophoretisch getrennt. Fir beide Tierarten konnte folgendes festgestellt
Tden

Dle Binzelnen Gewebearten sind durch unterschiedliche, charakteristische Proteinbandenmgster

Eike”ﬂZeichnet. Die Anwvendung der SDS-Elektrophorese ermdglicht dahey - ungbhéngig von ihrer

Dast?lUQiSChen Beschaffenheit - die Identifizierung von Gewebeart?n 1nAFlelschwarenproben.

st =2t geniigt es meist, die Bandenmuster der zu untersuchenden Proben mltvdgn‘bekannten Mu -

g STn der obengenannten Gewebe visuell zu vergleichen. Eine exakte Identifizierung ;st auf-

prund der Molekulargewichtsbestimmung méglich, die an Hand der Wanderstrecken der einzelnen
%teinbanden vorgenommen werden kann.

zle Intensitdt der einzelnen Banden in den Bandenmustern unterliegt in vielen Fallen gevis-

%h? Jedoch untypischen Schwankungen. Die Ursache hierfir liegt mdéglicherwveise in unter-
ledlichen, tierphysiologischen Faktoren begriindet.

%?PactEPization of Proteins in Muscles and Internal Organs of Beef and Pork with the
of the sDS Polyacrylamide Gel Electrophoresis

HOF MANN

U . ~
ndesa”Stalt fir Fleischforschung, Kulmbach, Federal Republic of Germany
Th
e .
of Droteins of skeletal muscle, heart, liver, lung, kldneyandsplepn j _
sh)eef and pork were separated electrophoretically on gel slabs of pnlyacrylamlde in pre-
%yie of sodium dodecyl sulfate (SDS). For both species of animals the following results
i €en obtained:
i : .
Mdlklnds of tissue are marked by different characteristic protein patterns. Therefore the
'%atlZBtiOH of the SDS-electrophoresis enables the identification of different tlsgue; in
%ff»p?OdUCts, irrespective of their histological character. In most of_the cases 1ivia
Dattlcle”t to compare the patterns of the samples which have to}pg exgmlned w1th‘the known
%tQErWS of the above mentioned tissue visually. An exact identification is p0§51bl¢ by
thamlnation of the molecular weight, which can be executed with the help of the distance
1 € different protein subunits from the origin.
h

(S .
wpiénteﬂsity of the different bands in the patterns showv in many cases certain, but un-

in t al fluctuations. The reasons for this may be due to the different physiological factors
@nimals,
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Caractériser des proteines de viande musculaire et des organes internes des bovins
et du porc 4 1 aide de SDS polyacrylamide gel electrophoresis

K. HOFMANN

Bundesanstalt fir Fleischforschung, Kulmbach, Republique Fédérale d*Allemagne

Les proteines de muscle squelette, du coeur, du foie, du poumon, du rein et

de la rate du bovin et du porc ont été separés electrophoretiquement sur des ux
plaques de gel en polyacrylamide en présence de natriumdodecylsulfate (SDS). Pour les d€
espéces d'animaux on a constaté le suivant:

Les genres de tissue sont marqués par des differents dessins de proteine caractéristique®’
C'est pourquoi 1‘utilisation du SDS electrophoresis permet - indépendant de sa nature .
histologique - 1‘identification de genres de tissue dans les prélévements de viande. POUM
1l ordinaire il est suffisant a comparer visuellement les dessins des prélévements qui 50
a examiner avec les dessins connus des tissues susnommés. Une exacte identification eft,ﬂ
possible a4 cause de la détermination du poids moléculaire, qui peut etre executer a 1°'@%
de la distance des différentes unités subordonnées de 1‘origine.

e Wy e ; . :onS
L'intensité des différentes bandes dans les dessins montre souvent certaines fluctuatio”

qui ne sont pourtant pas typique. La raison pour cela sont éventuellement des différent®
facteurs physiologiques.

XapaxTepMBauMH OEJIKOB MBI U BHYTDEHHHNX ODI2HOB KPYMNHOTO POTraTOro CKOTa U CBHMEDL

c nomoupn CIAC noavaxpuilaMui-rell 3JeKTpodhopesa

K. XOQMAHH

Bcecow3Hnuit IHCTUTYT uccinemoBaHua wmaAca, Kynmbax, Iepmanus

Benku Mpmn, cepnna, neueHu, JerkKux, IMOUEeK . CeJIe3EeHKU EPIFITHO IO

5 - B8~
POraToOr0 CKOTa U CBUHBL Da3Nessyid 3JEeKTPOPOPE30M Ha rel-miacTUHKaX NOoNuaxkpuiramuna B
I o
nuuny pomeumn cyndarta Hatpus (CIC). Y o6eux KATETOPUAX HUBOTHHX NOJNyuYeHn crnepywouune !

3yJbTATH:

’

eKT?O
e - BJI
CrHenpHHE TKAHM OTIMUSNTCH DASJUUHLHMU, X3DAKTEPUCTUUHHMUA ITOJIOCAMM. llpumenenue CHC o’
0By ’
gopesa NoToMy crejlaeT BO3MOXHHM MICHTUOUKALUHO COPTOB TKAHh B MNPOGaX MACHHX nponyKT o

T T BUC ’
3aBUCUMO OT UX TUCTOJNIOTNUYECKUX KaAUECTB. B GCONpUUHCTBE cliyuaeB JOOCTaTO4YHO CpaBHHTb - Wﬂ
auh

HO IOJIOCa MCCIenyeMoll HpOGH C NOJIOCAMHA BHIE NEeDEUYUCNIEHHHX TKaHb. TOUHAS UOEHTUDUK noﬂo
X

MOXH& uepes3 OoIpeneyieHHe MOJIEKYJNADHOI'O BEeca Ha OCHOBE DAaCCTOSHUA OTIHENbHHX OeJIKOBH

OT UCXOIHOU TOUKM. e
1y
HE
VIHTEHCUBHOCTH PaSIMNYHHX IIOJIOC B npoGaX IIOK23HBaeT B MHOTUX Clydanax MEBeCTHME, HO

YeCKMe OTCTYNIeHUA. IIpuuMHOf MOTYT OHTH pasdHHE (UIUOIOTUUYECKUE (BHAKTODH NXUBOTHHX .
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Anwendung der Elektrophorese auf die Trennung und Bestimmung von Proteinen hat mit der Einfihrung
= SDS-Elektrophorese durch SHAPIRO u. Mitarb. (1967), die eine gleichzeitige Bestimmung der Moleku-
qugeWichte der Proteine ermdglicht, einen bedeutenden Aufschwung erfahren. Auch auf dem Gebiet der

Sischforschung ist die SDS-Elektrophorese mehrfach angewendet worden, wie z.B. zur Charokterisierung
S:F Protein-Untereinheiten der Muskelproteine (SCOPES und PENNY, 1971) oder zur Identifizierung und Be-
HO;mmUng von Fremdproteinen in Fleischwaren (PENNY u. HOFMANN, 1971; HOFMANN u. PENNY, 1971,]97?;

D MANN,1973,19770,1977b; MATTEY, 1974; LACOURT u. Mitarb.,1977; PERSSON u. APPELQVIST,1977). Bei der
A lektrophorese werden Proteinmolekiile, die im nativen Zustand aus Untereinheiten zusammengesetzt
lan durch die denaturierende Wirkung des SDS in ihre Untereinheiten aufgespalten. Unterschiede bei
? iven Proben, die etwa auf dem Vorhandensein unterschiedlicher Bindungen in Proteinkomplexen beruhen,
°Men somit bei Anwendung der SDS-Elektrophorese nicht erkannt werden. In analytischer Hinsicht ist
fiﬁs jedoch eher ein Vorteil, denn die Ergebnisse sind hierdurch von denaturierenden und anderen Ein-

USsen, wie z.B. Temperatur- und pH-Schwankungen, weitgehend unabhidngig. Damit ist eine hohe Reprodu-

‘erharke; t und Vergleichbarkeit der erzielten Resultate gegeben.

tne interessante Anwendung fand die SDS-Elektrophorese bei der Untersuchung von Schlachtnebenprodukten
U *ch YOUNG u. LAWRIE (1974,1975), z.B. zur Charakterisierung der extrahierbaren Proteine des Magens
der Lunge verschiedener Schlachttiere.

: €r vorliegenden Arbeit wurde die SDS-Elektrophorese zur Charakterisierung verschiedener innerer

sSracne von Rind und Schwein (Herz, Leber, Niere, Lunge und Milz) angewendet. Die Charaokterisierung die-

Von Qewebe auf Grund ihrer Proteinmuster ist gleichzeitig ein Beitrag zur Untersuchung und Erkennung

chem%n Fleischwaren verarbeiteten Organen. Dabei ist es - im Gegensatz zu histologischen und immuno-
"1schen Nachweismethoden - unerheblich, ob die Proben im mehr oder weniger stark zerkleinerten, im

Umlzen oder im denaturierten Zustand vorliegen.

SUChtweCke des Vergleichs wurden auBerdem Skelettmuskeln (M. long. dorsi) von Rind und Schwein unter-

e
p STimenteller Teil

T

WGS§SEYg£bereitung. a) Gesamtgewebe: Ca. 50 g frisches Gewebe wurden zundchst mit dem Messer in kleine

nqlel zerschnitten und mit Hilfe des Gerdtes "Moulinex" feinzerkleinert. Die Proben wurden bis zur
Yse

im Kihlschrank bei +2°C aufbewahrt. Zur Elektrophorese wurden je nach Proteingehalt (die Kon-
Py Tation betrug ca. 10mg Protein/ml) 40 - 70mg des feinzerkleinerten Materials in 2 ml Borsdure-Tris-
wster PH 8,2 (1 % SDS und 1 mg Dithioerythrit enthaltend) unter Erwdrmen (20 Minuten im siedenden
wUrd:rbUd) gelost. Alle Gewebeproben lésten sich vollstdndig, ausgenommen Skelettmuskel. In diesem Fall
b) der Rickstand (Collagen) niedertourig (bei ca. 1000 g ) abzentrifugiert.

im Swebe_Extrakte: 10 g des feinzerkleinerten Gewebes wurden mit 75 ml einer eiskalten 0,1 M KCl-Lssung
Mmcﬁl_er-Homogenisator unter Eiskihlung 1 Minute lang bei maximaler Drehgeschwindigkeit homogenisiert.
18 leBend wurde 30 Minuten gerithrt. Zur Abtrennung von Ungeldstem zentrifugierte man 20 Minuten bei
Sege 9. Zur Abtrennung von obenauf schwimmendem Fett wurde der Uberstand nochmals in ein Faltenfilter

mi ¢ Pen' wonach man ein klares Filtrat erhielt. Fir die Elektrophorese wurde 1 ml Extrakt wie unterq)
UTfer versetzt und erwdrmt.

(RBEEESEhgfgse. Die Elektrophorese wurde nach HOFMANN u. PENNY (1973) in Gelplatten aus Polyacrylamid
0,1 Zentration: 8 %, Vernetzer: 1/30) in Gegenwart von Borsdure-Tris-Puffer pH 8,2 und 0,1 % SDS sowie
Cq, ®Icaptodthanol durchgefiihrt. Die angelegte Spannung betrug 250 V, die resultierende Stromstdrke
CQOmG MA. Dauer der Elektrophorese: 4 Stunden. Die Anférbung der Proteinbanden erfolgte mittels

SSie Blue R 250 (Fa. Serva).
\EENertUn

Sipgi~=ong- Von den angefirbten Gelplatten wurden mit Hilfe eines intergrierenden Densitometers ("Den-
tig .Und "MO_Quant" der Fa. Moltronic, Heidelberg) Kurven (Densitogramme) aufgezeichnet und gleichzei-
ple Prozentualen Fldchenanteile der einzelnen, den Proteinen und Proteinuntereinheiten entsprechen-
rﬁ S registriert. Der dem Probeschlitz des Gels entsprechende Peak wurde rechnerisch eliminiert.
rkeiﬁge der Peckfldchen ist ein MaB fir die Konzentration der P?oteir21m Gel. Da jedoch die Anfdr?—
i .der Proteine verschieden sein kann, stehen die Konzentrationen der verschiedenen Proteine nicht
;7\\\.199I Weise im gleichen Verhdltnis wie ihre Peakfldchen (nur bei einander identischen Protein-

3D
S = Natriumdodecylsulfat
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banden kann dies vorausgesetzt werden). . pef
Zwischen den Laufstrecken der Proteine (Entfernung vom Probeschlitz bis zur Bande) und dem dekadlscy
Logarithmus ihrer Molekulargewichte besteht im Bereich von 10 000 bis 100 000 Dalton eine lineare 1¢
ziehung, die es gestattet, mit Hilfe von Proteinen bekannten Molekulargewichts (Proteins'ccndards> cen
kulargewichtsbestimmungen vorzunehmen (SHAPIRO u. Mitarb., 1967; WEBER u. OSBORN, 1969) . Zur genGUer
Abmessung der Laufstrecken wurden diese jedoch in der vorliegenden Arbeit nicht an den Gelen selb€!
sondern an Hand der Densitogromme ermittelt (HOFMANN u. PENNY, 1973).

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse sind in verschiedener Form dargestellt: In Abbildungen von Originalgelen (Abb. 1), ot
Faksimiles (Abb. 2) und Densitogrammen (Abb. 3). Die Molekulargewichte der Proteine bzw. ihrer UnTUM
einheiten und die quantitative Verteilung der angefdrbten Banden im Densitogramm sind in Tabelle

2 zusammengefaBt.

a) Gesamtgewebe. Die Skelettmuskeln und inneren Organe von Rind und Schwein sind durch charakterlfﬁ,
EEFE_ﬂagiéz_ag;_Proteinbanden bzw. Kurvenbilder gekennzeichnet (siehe Abb. 1,2 und 3). Eine Ide”tlr
zierung dieser Gewebearten kann daher im allgemeinen schon auf Grund eines visuellen Vergleichs euwﬂ
Elektropherogramme der fraglichen Proben mit den hier dargestellten Bandenmustern erfolgen. Wie re
Untersuchungen iber den Nachweis von FremdeiweiBl in Fleischwaren gezeigt haben, konnen die ein%eln
Proteinquellen auch dann, wenn sie miteinander vermischt und ihre Bandenmuster voneinander genbgenms
verschieden sind, ohne weiteres identifiziert werden, da das Elektropherogramm eines Proteingemlscw
der Aufeinanderprojektion der Elektropherogramme der Einzelproteine entspricht und diese sich Qegﬁwﬂe
seitig in ihrer Lage nicht beeinflussen (HOFMANN, 1973, 1977b). Gleiches gilt zweifellos auch fUr,aw/
Proteinquellen, wie die hier untersuchten inneren Organe, die somit im Gemisch mit anderen Pro?elndﬂ
wie in Fleischwaren, identifiziert werden kdnnen. Sind die Bandenmuster zweier Organe jedoch einaf
sehr dhnlich, wie im Falle von Herz- und Skelettmuskel, so ist eine Identifizierung kaum mb‘glich
(vergl. Abb. 1 u. 2). s
Auch die Bandenmuster von Niere und Lunge sind auf den ersten Blick einander Uberraschend ghnlic ¢

s. Abb.1). Sie unterscheiden sich jedoch in charakteristischer Weise in der Intensitdfsverteilu;gwﬁ
Banden (s.Tab.2). Besonders augenfdllig ist bei Lunge die sehr stark ausgeprdgte Bande des Ham?gehw&
(Bande 13). Die Bandenmuster derselben Gewebeart von Rind und von Schwein gleichen einander weit9® s
Im Falle von Skelettmuskel jedoch ist die Bande des Myoglobins (Nr. 16) bei Rind stédrker ausgef’rag
bei Schwein.
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Abb. 1: Elektropherogramme von SDS-Polyacrylamidgelen. e
1 - 9: Innere Organe vom Rind und Organextrakte: 1 Herz, 2 Leber, 3 Lunge, 4 Niere, 5 R
standard, 6 Herzextrakt, 7 Leberextrakt, 8 Lungenextrakt, 9 Nierenextrakt. per”
a - i: Innere Organe vom Schwein und Organextrakte: a Herz, b Herzextrakt, ¢ Leber, d L€

extrakt, e Proteinstandard, f Lunge, g Lungenextrakt, h Niere, i Nierenextrckt'.def
A - D: Muskel (M.long.dorsi) und Muskelextrakte: A Rindermuskel, B Schweinemuskel, C Ran
muskelextrakt, D Schweinemuskelextrakt.
Der Start (Probeschlitz) befindet sich am oberen Rand der Gele.

Fig. 1: Electropherograms of SDS polyacrylaomide gels.
1 - 9: Internal organs of bovine and organ extracts of: 1 heart, 2 liver, 3 lung, 4700
5 marker proteins, 6 heart extract, 7 liver extract, 8 lung extract, 9 kidney e ot
a - i: Internal organs of porcine and organ extracts of: o heart, b heart extract, ¢ llvfaﬁ}
d liver extract, e marker proteins, f lung, g lung extract, h kidney, i kidney exexﬂw
A - D: Muscles (M.long.dorsi) and muscle extracts: A bovine muscle, B porcine muscle,
of bovine muscle, D extract of porcine muscle.
The slots for the samples are placed on top of the gels.
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1
dﬂfﬂig_li Molekulargewichte der Proteine verschiedener Gewebe (Rind) (Mittelwerte aus je 5 Bestimmun-
gen). Die Nummern bezeichnen die Lage der Banden, s. Abb. 2

1
\Séig_li Molecular weights of the proteins of different tissues (bovine) (mean values of 5 assays

each). The numbers sign the position of the bands, see Fig. 2

Ne, Muskel Herz Leber Niere Lunge Milz
(muscle) (heart) (liver) (kidney) (lung) (spleen)
! 100 000 100 000 100 000 91 700 100 000 74 000
2 100 000 100 000 100 000 88 300 100 000 59 300
3 92 600 92 000 91 300 83 000 89 000 55 000
4 79 200 80 000 79 000 72 400 69 800 51 500
S 69 200 S 71 700 70 000 3 000 E
6 60 000 72 000 “ 61 000 58 200 39 000
7 * 61 000 58 300 56 000 55 300 3
8 & 43 000 55 500 50 000 49 000 20 000
13 47 000 40 000 49 800 41 800 20 500 18 500
5 41 600 37 000 46 000 38 800 35 300 15 500
12 37 700 28 500 38 700 35 500 20 100
1 34 600 26 000 35 500 20 000 19 000
3 25 200 23 000 28 700 18 000 15 600
e 22 700 17 500 20 300 16 000
. 15 500 16 000
17 600

Tg

: zelle 2: Intensitdt der Proteinbanden (Mittelwerte in %)

q

\\AE_ZL Intensity of the protein bands (mean values in %)

e, Muskel Herz Leber Niere Lunge Milz
(muscle) (heart) (liver) (kidney) (1lung) (spleen)

1

2,7 172 3,0 3,3
R 27 e
4 s 4,6 255 g 2,5 -
5 1 2,2 } it 9.7 13,6 12,2
6 311 = ! 3,2 k5
b 4,4 575 8,1 :} 10,7 }> 8,2
8 - A :}21,8 55
9 - 23,0 8,7 8,9 17,2
10 26,0 5,4 7,2 7,3 7,8 7.4
n 4,6 4,8 - 7,4 6,3 30,3
1 7.7 6,1 11,8 e
i 55 65 pm 0.2 w1
14 3,1 2,8 4,5 5,0 25,0
1 29 10,2 770
]2 g }22,1 "' LA

k
w
w

|

YQU
ﬁnNG U. LAWRIE (1974,1975) fanden, daB auch die Proteine der Lungenextrakte verschiedener Tierarten
€ sehr ghnliche Bandenmuster ergaben.

~

d;a~§!§§§gztfgktg. Beispiele der Bandenmuster von Gewebeextrakten sind aus Abb. 1 zu ersehen. Zwischen
Di eondenmustgrn_der Organextraokte und denen der Gesamtorgane besteht weitgehende Ubereinstimmung.
(Ver i Ergebnis ist durchaus Uberraschend, denn es entspricht nicht den Befunden bei Skelettmuskel

b 91.Abb.1, A-C), die bereits von friheren Untersuchungen bekannt sind (HOFMANN,1973 ). Das Ergebnis
PrOtefgunen deckt sich mit der von YOUNG und LAWRIE (1974) geduBerten Feststellung, "daB die nativen
kﬁhnelne zum groBten Teil in den Extrakten von niedrigen Salzkonzentrationen wiedergefunden werden
SQ.S: « Einige Unterschiede bestehen jedoch zwischen den Bandenmustern der Organe und der Extrakte:
tqute vor gllem die dem Molekulargewicht von 20 000 entsprechende Proteinbande in den Mustern der Ex-
ten Von Leber, Niere und Lunge im Gegensatz zu denen von Gesamtgewebe nur noch sehr schwach vertre-
hmgens sei erwdghnt, daB die von YOUNG u. LAWRIE (1974) wiedergegebenen densitometrischen Kurven fijr
Hieringe”ebe vom Schaf und Rind mit den in der vorliegenden Arbeit erhaltenen sehr gut Ubereinstimmen.
obj kommt die hervorragende Reproduzierbarkeit der SDS-Elektrophorese sowie eine Bestdtigung der
8 FeS‘cs’tellung zum Ausdruck, daB die Proteinmuster gleicher Organe bei verschiedenen Tierarten

€T weitgehend entsprechen.

Fq
hochmii von Skelettmuskel und Herz ist festzustellen, daB in den Mustern der Extrakte die Banden der
SGHZ Odekularen Proteine, vor allem die des Myosins (MG 100 000) und des Actins (MG 43 000) (s.Tab.1)
©r weitgehend fehlen.
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Abb. 2: Foksimiles der angeférbten Proteinbanden der untersuchten Gewebe in SDS - Elektrophoresege

Fig. 2: Facsimiles of the stained protein bands of tissues in SDS polyacrylamide gels.

’

. ind
c) Anmerkung zu den Abbildungen und Tabellen: In den Faksimiles (Abb. 2) sind nur die in den Orlgl%r
QEIEB"EIEGEG¥I§'EIEE?EEEEH"EEE&EE'aaE§é§¥5I1¥. Sie sind durchgehend, beginnend beim Probeschli?zﬁeﬂ
mit O gekennzeichnet ist, nummeriert. Die einander entsprechenden Banden und Pecks in den Fokslmle 65
Densitogrammen (Abb. 2 bzw.3)u.den Tabellen sind durch die gleichen Zahlen gekennzeichnet. Inf?lgtaﬂe
begrenzten Auflosungsvermégens des Densitometers finden sich in den densitometrischen Kurven ni¢ e
Banden in Form getrennter Peaks wieder. In diesen Fdllen sind die Zahlen an den Kurven weQQElasse

Diffuse oder ungeniigend getrennte Banden sind in den Foksimiles schraffiert dargestellt.

et
Die unterschiedliche Lénge der Gelplatten in Abb. 1 beruht auf einer unterschiedlichen Quellund odw’
Schrumpfung der Gele. Dies ist auch der Grund fir die ungleiche Ldnge der Faksimiles und der Den®
gramme. o
In den Tabellen sind die Molekulargewichte und die Intensitdtswerte der am stdrksten erscheinen Intw'
Proteinbanden durch Unterstreichung hervorgehoben. Der Berechnung der Molekulargewichte und dexr 4
sitdt der Banden wurden die MeBwerte von jeweils funf Proben je Gewebe- und Tierart zugrundege i
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Muskel

Niere

Lunge

Milz
Leber

Abb 3.

~=_3: Densitometrische Kurven von Elektrophoresegelen mit den Proteinbanden verschiedener Gewebe-
arten.

R
\4L~§i Densitometric curves of electrophoretic gels containing the protein bands of different tissues.
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