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Storende Interaktionen beim Nachweis von FremdeiweiBen in Fleischerzeugnissen

H.-J. SINELL

Institut fir Lebensmittelhygiene, Freie Universitdt Berlin, Koserstr. 20, D 1000 Berlin 33

Einleitung

In friheren Untersuchungen hatten wir die Brauchbarkeit der Elektroimmunodiffusion (EID) zull
quantitativen Nachweis von MilcheiweiB in Brilhwursterzeugnissen nachgewiesen und hierfir au
einen Methodenvorschlag unterbreitet (SINELL und MENTZ, 1975; 1977). Bei dem Versuch, eine?
entsprechenden Methodenvorschlag fiir die Untersuchung von Kochwlirsten zu erarbeiten, stieper
wir auf Schwierigkeiten. Wir beobachteten ndmlich, daB bei einer Reihe von MilcheiweiB ent”
haltenden Wiirsten in der EID die Pr&zipitatbanden im Gel unscharf und verwaschen, z.T. nur _
als blasse Triilbungen auftraten. Die Ablesung war dadurch erschwert, eine Ausmessung der Ban
denldnge und damit Quantifizierung des Befundes unméglich.

Uber Stdrungen beim immunologischen Nachweis von aufgeschlossenem MilcheiweiB ist auch Voo
anderer Seite berichtet worden. BREHMER und GERDES (1980) beobachteten bei etwa 50 % der au
dem Handel stammenden Leberwursterzeugnisse in der EID weniger deutliche Prizipitatbandenr
dhnlich wie auch bei sehr alten Brithwurstextrakten. Eine ernstliche Beeintrdchtigung der
tersuchung sahen die Autoren allerdings nicht, moglicherweise, weil sie gegen reines 0.4
Casein gerichtete Antiseren verwendet hatten. Uber die Ursache derartiger Reaktionsaus%alle
gibt es nur Vermutungen. So werden Schddigungen durch Hitze (BREHMER und GERDES, 1980;
BELLATTI und PAROLARI, 1979) oder aber auch eine Spaltung des Phosphoproteid-Komplexes d?s ut
MilcheiweiBes durch Leberenzyme vermutet (BREHMER und GERDES, 1980). Die Ergebnisse des it

. : S 2 : : : : sure”
elektrophoretischen MilcheiweiBnachweises lieBen sich verbessern durch eine Peramelsensaug7w-
Extraktion, die sich anderen LOsungsmitteln als itiberlegen erwies (BELLATTI und PAROLARI,

Ur-

Mit dem im folgenden dargestellten Versuchen sollte der Frage nachgegangen werden, welche
sachen fiir die Storungen des MilcheiweiBnachweises in Leberwursterzeugnissen verantwortllﬂfu
sind, und welche Mdglichkeiten zur Verbesserung der Technik und zur Sicherung der Aussag® -~
stehen. Derartige Untersuchungen schienen uns um so notwendiger, als immer wieder - Selbst;~
kontrollierten Ringversuchen - neben falsch positiven unerkl&drliche falsch negative Efgebn'b’
se auftraten (BELJAARS und OLSMAN, 1977; auch FLEMMIG, 1979) und andererseits serologiscB® j
tersuchungsmethoden in verschiedenen Staaten zur Kodifizierundg als amtliche Methodenstandd”
anstehen.

Material
-+ = aolt
aufgeschlossenes Milcg$}weiﬁ, handelsiibliche Prap$£?te verschiedener Hersteller )_ £—L37’bep
(Prof. Klostermeyer) . B-Casein (Dr. Reimerdes). Frische und tiefgefrorene Schweinel®€
is

13 Leberwiirste des Handels (hocherhitzte Vollkonserven mit deklarierten Haltbarkeitsfrl
bis zu zwei Jahren).

Methoden MENT%
Antiseren. Samtliche verwendeten Antiseren entstammten eigener Herstellung (SINELL und

1975; 1977) . £iid”

1
Anti-MilcheiweiB-Seren: Die Anti-MilcheiweiB-Seren wurden gegen verschiedene im Handel V€
bare Prdparate von "aufgeschlossenem MilcheiweiB" hergestellt.

ebe”

: : : " . - eg®

Anti-B-Casein-Seren: Bei einem Teil der Antiseren war die Dosis gegeniiber der friiher ange?
nen um die H&lfte vermindert (2;5;5 und 5 mg Antigen am 1., 14., 15. und 16. Tag). 1507

Prizipitatmessung. In Glasrdhrchen (55 mm lang, 7 mm @) wurden Antigenverdiinnungen unte fﬁm
licher Konzentration mjit unterschiedlichen Antiserumverdiinnungen vermischt (0,2 ml a?)'BOO g
bation: 30 min bei +37 C, anschlieBend ca. 24 h bei +6 C. Zentrifugation: 20 min bel im)
Die Pr&dzipitate wurden anschlieBend in End to End Capiletten (100 ul, Fa. Labora, Maﬂﬂhf' me?
aufgenommen, diese an einem Ende abgeschmolzen und erneut 5 min bei 1500 g zentrifugier®’
sung der PrédzipitathShe mit einer Schublehre.

en” .,
Geldiffusion (Ouchterlony-Test). Zweidimensionale Doppeldiffusion im Gel folgender zusamzdw»
setzung: 1 g Agar Noble (Difco) + 25 ml Veronalpuffer, pH 8,6, I = 0,1 (0,05 m Natriumdl
barbiturat, 0,01 m Diethylbarbitursdure, 0,05 m Natriumacetat) + 74 ml Aqua dest. *+ 1 2
Merthiolat 1 : 100. Schichtdicke: ca. 1,3 mm auf mit 0,2 %iger Haftagarldsung gucoateﬁehaﬁf
mikroskopischen Objekttrigern. Stanzlécher: Rosettenfdrmige Anordnung von sechs Antigel”
um ein zentrales Antiserum-Bassin (Bassindurchmesser: 5 mm, Lochabstand (gemessen VOD
Rand) 4 mm). Die Lochstanzung erfolgte mit einer V2A-Teleskop-Stanze, die durch einé
schablone gefiihrt wird. Im iibrigen wurde verfahren wie bei SINELL und MENTZ, 1977 an

i
1
rand T
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gegeP®’

.
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+) "Aufgeschlossenes MilcheiweiB" enthdlt immunologisch unterscheidbar im weserltllcm?zdlicheI
B-Casein. Molkenproteine sind praktisch nicht nachweisbar. Die Prdparate unterschl

Herkunft werden im folgenden immer als "aME" bezeichnet. ﬂwy”
te

++)Fir die Uberlassung der gereinigten Fraktionen danken wir den Herren Prof. Dr. K1los
und Dr. Reimerdes von der Bundesanstalt fir Milchforschung, Kiel.
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fktroimmunodiffusion (EID) . Das Verfahren ist beschrieben bei SINELL und MENTZ, 1977. Folgen-

Jﬁvodifikationen wurden vorgenommen:

mi 1,1 % Agarose reinst (SERVA Nr. 11397) in Tris-Tricin-Puffer (MONTHONY-Puffer, Fa. BIO-

Xt i die 0,096 m StammlSsung wird zum Gebrauch 1 + 3 verdiinnt.

Yaktansatz: statt bloBer Harnstoffldsung wurde 7 m Harnstoffldsung in gebrauchsverdiinntem

‘ES‘Tricin—Puffer, pH 8,6 hergestellt. Herstellung der Extraktverdiinnungen ebenfalls mit die-
Osung.

erpuffer: gebrauchsverdiinnter Tris-Tricin-Puffer, pH 8,6; Trennung bei 300 V iber 4 h.

4 o
“rb§losung: 0,1 % Supranolcyanin 6 B 300 % (BAYER) in Entfdrbeldsung
gy

rbeldsung: Eisessig : Ethanol : Aqua dest. = 10 45 2 45

‘ﬁam@isenséure—Behandlung. Die von BELLATTI und PAROLARI (1979) beschriebene Methode wurde in
'%Seﬂden Punkten modifiziert bzw. nach persdnlichen Angaben von Frau Dr. Bellatti ergdnzt:
n:meisenséure, immer frisch zu bereiten: 9,5 Vol. Ameisensdure (99 %) mit 0,5 Vol. H, O, (32%)
%ktﬁer verschlieBbaren Flasche mischen und 2 h bei Raumtemperatur stehen lassen. Nac% aer

lon wird iliberschiissiges Reagenz verworfen.

R\

£EEreitung der Probe: 1 g Untersuchungsmaterial, 4 ml Ameisensdure, 1 ml Methanol mischen.

la ® und Perameisensaure 15 min kiihlen, dann 10 ml Perameisensdure zu der Probe geben und

y .Gemisch 2,5 h bei O bis +5  C stehen lassen.

o ml Gemisch in einem Zentrifugenbecher 9 ml Aqua dest. und 1,5 ml NaOH (32%) geben, um die

he Sine zu fdllen. Zentrifugation 15 min bei 1400 bis 1500 g. Sediment zweimal mit Aqua dest.

jy c2&n und anschlieBend in 8 ml 7 m Harnstoffl&sung in gebrauchsverdiinntem Tris-Tricin-Puffer,

’Qf'G.im Kiihlschrank stehen lassen. Ein danach ungeldst verbleibender Riickstand wird abzen-
U9iert und der Uberstand fiir die Immundiffusion verwandt.

;ﬁgﬂelektroghorese mit der Apparatur 6800 A der Fa. LKB-Producter AB (vgl. KLUGE-WILM, 1967)
-ﬁ%&&i&gination (HA) und Himagglutinationshemmung (HAH) nach der Mikrotitermethode mit Formo-
Agms und Gluwaraldehyd (SINELL und MENTZ, 1973)
*»ngg‘der Himagglutination mit
;Jeierta (25 mg) in PBS (40 ml), pH 7,3
Nem Gemisch aus Leberextrakt (40 ml); (5 %ig Leber in PBS, pH 7,3, kldren durch Zentrifu-

JgaFiOn und Filtration) und Gervita (25 mg)
W}i%ig Leber in PBS, pH 7,3, kl&ren durch Zentrifugation und Filtration

7 Mogenat aus Leber (5 g) und Gervita (0,1 g) gemischt, extrahiert mit 160 ml PBS, pH 7,3,

entrifugation, Filtration

b
NS ¥
bnlsse und Diskussion
\Prs, .
, ~=92ipitatmessung

Yo

‘g V§rsuche zur Pridzipitatmessung sollten kliren, ob durch Einwirkung von Leberbestandteilen

RN ilcheiweiB die Menge des durch spezifischen Antikdrper noch prédzipitierbaren Antigens in
€iner Weise beeinfluBt wird. DaB dies tatsdchlich der Fall ist, zeigt Tabelle 1

&
& Prizipitatmengen von leberextraktbehandeltem Milcheiweif nach der Reaktion mit homologem Anti-MilcheiweiB-

Serum. Arithmetisches Mittel aus Dreifachansdtzen ( +)=Sechsfachansdtze) in mm
S
ALI,
q 3 s . s
ke Leber filir Milcheiweif- Extraktverdiinnung MilcheiweiBkonzentration (mg/ml)
= behandlung mit 2 0,4 0,2 0,1 0,04 @,01
gy
W 38
i Chlossenes = phys. NaCl o0 5,2 6,3 4,9 3,5 17
\Siveip
tiefgefroren phys. NaCl 1,8 2,8 3,2 3,6 251 102
|
5 e 1 +) =
S o tiefgefroren Leberextrakt ’ 1,6 3,7 4,3 4,7 35 ) 150
2 o
SR
o bt frisch phys. NaCl 2,0 550 37 3,6 2,6 15,5
b
i & ) ) +)
0] Q frisch Leberextrakt 1.5 3,3 3,4 4,0 25l 0,8
3 j frisch Leberextrakt = 3,6 = 4,4 3,4 -
0
Q
é W\:! tiefgefroren Rinderserumalbumin 250 3546 355 s 256 193
5 2 0,8 %ig
Ly ~
o
tiefgefroren Pferdeserum, 0,8 %ig 2,0 2 3,6 3,8 2,6 315

b
)

¥trakt zur Verdiinnung aus tiefgefrorener Leber hergestellt.
ly
fﬁweigleich diente dabei das Gemisch von aME unterschiedlicher Konzentration mit dem Anti-
gmu Nti-Rovita 75X-21. Der Aquivalenzbereich liegt bei unverdliinntem Antiserum bei 200 ug
@% wﬁ Bei Verdiinnung des Antiserums 1 : 10 war nach 24 h noch kein Prédzipitat sichtbar. Des-
‘gm@ *de in den folgenden Versuchen nur unverdiinntes Antiserum verwendet. Neben der Verrin-
_ﬁqg der Prdzipitaththe fiel zundchst auch auf, daB der Aquivalenzbereich bei den leberbe-
fod

; ®n aME-Extrakten verschoben war. So wurden im Gegensatz zu der PrdzipitathShe im reinen

~11g:n

“Antjik&rper-System die hdchsten Prézipitatmengen bei nur 100 ug aME/ml gemessen. Zwei-
Wdre die Bestimmung des PrizipitateiweiBgehaltes (HEIDELBERGER et al., 1933) ein genau-
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eres Verfahren gewesen, um die tatsdchliche Prdzipitatmenge zu ermitteln. Wir glauben aber:
daB die einfache volumetrische Bestimmung des Prédzipitates eine brauchbare Orientierung er-
moglicht.

Auf die Verminderung der Prdzipitatmenge iibte es keinen EinfluB aus, ob die Leber nach Ti?f
gefrierlagerung oder schlachtfrisch auf das aME einwirkte. Ohne Einfluf war auch, ob die E¥

traktverdiinnungen mit Kochsalzldsung oder mit Leberextrakt angesetzt wurden. Auch andere Ei}p

weiBe in den Extrakten (Rinderserumalbumin, Pferdeserum) beeinfluBten die Pradzipitathohe nlcr
Man kann schlieBen, daB eine Modifizierung des MilcheiweiBes nur bis zu einer gewissen Konz¢'
tration von Leberinhaltsstoffen erfolgt, so daB auch bei erheblichem Leberiiberschuf immer
noch ein gewisser Anteil an prézipitablem aME verbleibt. Dies bestdtigte sich auch bei der 0
Untersuchung von Leberwurstkonserven. Wurden diese mit Leberextrakt extrahiert, so waren na¢
der Antigen-Antikdrper-Reaktion die PrédzipitathShen nicht geringer als nach iblicher Koch~

salzextraktion.

Die Beeintrichtigung der immunologischen Reaktionsf&higkeit des leberbehandelten aME bestdt? [

te sich auch in der als sehr empfindlich bekannten Himagglutinationshemmungsreaktion (HAH)

Tab. 2 Himagglutinierende Titer eines homologen Anti-aME-Serums nach Hemmung mit unter-
schiedlich behandeltem aME

Himagglutinationstiter

ohne nach Hemmung des homologen Antiserums durch
Hemmung aME-Leber- aME-Leberextrakt aME-L&sung Leberextrakt
e el Kontrollen
1 : 1024 1 : 1024 1 16 1z 4 1 : 1024
i ,U;‘,',A‘
Mit Leberextrakt behandelte aME-LOsungen ergaben erwartungsgemd8 nur eine geringe Vermlnde;ﬂ’
Le’

des Hemmtiters gegeniiber der unbehandelten aME-Kontrolle. Wurde dagegen MilcheiweiB mit
gewebe direkt homogenisiert (wie es bei der gewerblichen Herstellung nicht ausgeschlossenl
ist), so verringerte sich der Hemmtiter auf das Niveau der milcheiweiBfreien Kontrolle. D1°(
HAH zeigte zumindest bei dieser Versuchsanordnung noch wesentlich empfindlicher die immunoﬁ/
gischen Beeintrdchtigungen an als die Geldiffusionsverfahren. In der Geldiffusion némliChY
ren bei den hier verwendeten Extrakten Prdzipitate noch deutlich, allerdings sehr stark a

geschwidcht bis zu einem aME-Gehalt von 156 g/ml (im Gegensatz zur Kontrolle, die noch mi~- .
19,5 pg/ml positiv reagierte) . In einem direkten HA-Versuch lieB sich nach der Fixierund
aME auf die Erythrozytenoberfldche eine Verdnderung durch spdter einwirkendes Lebereiwel”
nicht nachweisen. Die sensibilisierten Zellen wurden mit und ohne Leberbehandlung durch da?
Anti-aME-Serum mit dem gleichen Titer agglutiniert.

2. Modifizierung verschiedener Caseinfraktionen durch LebereiweiB K-
Bei Kontrollen, die bei der im vorigen Abschnitt beschriebenen Versuchsserie mit den Extfa,

ten in der Geldiffusion angestellt worden waren, hatte sich nicht nur eine quantitative A
schwidchung der Reaktionen des leberbehandelten aME ergeben, sondern auch eine gualitati"e,1
Verinderung. Wihrend bei dem unbehandelten System stets mehrere Prdzipitationsbanden im Geg/
auftraten, zeigte sich bei dem lebermodifizierten MilcheiweiB nach Reaktion mit dem Anti’ay
Serum eine Verminderung der Bandenzahl. Meist handelte es sich nur um eine einzige, die waf
schen Antigen- und Antikdrper-Bassin sichtbar wurde. Dies legte die Vermutung nahe, daB I?ar
aktionen zwischen Leber- und MilcheiweiB sich nur auf bestimmte Anteile des Caseins pesch?
ken. Deshalb wurden die folgenden Versuche angestellt. .
16b%,
nd@uEQ
ca?

a) Identifizierung einzelner Fraktionen in der Geldiffusion. Versuche mit Extrakten aus
modifiziertem aME, die mit Anti-aME-Serum zur Reaktion gebracht wurden, lieBen keine ei
ge Identifizierung des modifizierten Caseinanteils zu. Eine klare Zuordnung mit o- und 87
in als Referenzantigen war nicht mdglich. Einige orientierende Versuche, die 'wir mit dem.dr
Ouchterlony-Test in groBerem MaBstab auf Lab-Tek-Schalen (Gelschichtdicke 1,4 mm, Lochdulem‘
messer Antigene = 7 mm, Antiserum = 14 mm und Abstand Ag/Ak-Bassin 8 mm) durchgefiihrt h?béW;
legten die Vermutung nahe, daB durch das Lebereiweif in erster Linie der B-Casein-Teil im “ge
veridndert wird. Bei Verwendung eines nur gegen B-Casein gerichteten Antiserums blieben d%eﬂf
aktionen mit den behandelten Extrakten v6llig aus, obwohl der Caseingehalt der Exirakte,l d”
nerisch 1 mg/ml betrug, unbehandeltes B-Casein aber noch in einer Konzentration von 15/bka
mit dem Antiserum sichtbar prézipitierte. Diese Beobachtungen bestdtigten sich in der ym%’
elektrophorese, wo ebenfalls die der B-Casein-Position zuzuordnenden Banden ausblieben b
nicht auftraten. ¢

i
b) Elektroimmunodiffusion. Eindeutig waren die Bilder der Elektroimmunodiffusion. Wéhrenfw
immer fur die quantitative Auswertung die Bandenldnge der B-Caseinfraktion zugrunde le9t°a¢'
blieben in den Extrakten aus leberbehandeltem aME die entsprechenden Prézipitationslinleeﬂf
Lediglich Schatten des sehr rasch anodisch wandernden o-Caseins waren sichtbar. Bei Verwdiﬂn
dung von Anti-B-Casein im Gel zeigte sich lediglich eine unspezifische, verwaschene, ano
wandernde Triibung, nicht aber ein scharf umrissener B-Casein/Anti-B-Casein-Peak.

M
o

3. Versuche zur Verbesserung der Extraktion

Die Hypothese, man kdnne den Casein-Leberkomplex durch verhdltnismdBig grobe Eingriffe sgiﬁg
erwies sich als falsch: Schrittweise Verdauung mit Trypsin flihrte zu irreversibler Zefsttﬁ
der serologischen Aktivit&dt. Ebensowenig brachten Erhitzung oder Verschiebung des pH- X
eine Verbesserung.

we
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> glinstiger erwies sich die von uns friher empfohlene Extraktion des Materials mit 7 m Harn-
ﬁfflésung. Etwas verbessert wurde das Ergebnis, wenn der Harnstoff nicht wédBrig, sondern in
;S‘Tricin—Puffer geldst wurde. Es scheint, daB durch die Fihigkeit des Harnstoffs, H-Briicken
xsprengen, die Interaktionen zwischen MilcheiweiB und dem LebereiweiB zumindest zum Teil
g 9dngig gemacht werden. Eine entsprechende Wirkung hatten wir auch bei der partiellen De-
qugition der Aggregate von hitzedenaturierten Muskeleiweifen fiir wahrscheinlich gehalten
i ELL, 1968; SINELL und MENTZ, 1969). Eine weitere Verbesserung der Extraktion ermdglichte
.Y von BELLATTI und PAROLARI (1979) beschriebene Behandlung des Materials mit Perameisensau-
ﬁ Wéhrend Tris-Tricin-Puffer-Harnstoff-Losung keine meBbaren Peaks bei lebermodifiziertem
.~ lieferte, waren solche in den perameisensduretehandelten Extrakten in der Elektroimmunodiffu-
N deutlich sichtbar, meBbar und damit auch quantitativ auswertbar.

Ese zunichst nur in Modellversuchen an MilcheiweiB-Leber-Homogenaten getroffene Feststellung

;rprﬁften wir an einer Reihe von Leberwurstkonserven des Handels. In jedem Fall blieb die
) mgiogische Reaktionsfidhigkeit des aME entweder voll erhalten oder sie wurde durch diese Be-
ﬁzbuﬁg wiederhergestellt. Nach Perameisensiurebehandlung bildeten die Extrakte bei der EID
qmﬁpltate aus, die sich klar ausmessen und mit Standards vergleichen lieBen. Die Untersu-
QESen lassen den SchluB zu, daB die Interaktionen zwischen Lebereiweif und aME nicht irre-
mebe} sind, d.h., daB auch die immunologische Reaktionsfdhigkeit allenfalls maskiert, aber
%{t v61llig wie bei einem proteolytischen Effekt zerstdrt wird. — Die Perameisensdurebehand-
;:g wird daher bei der Untersuchung gerade von Leberwirsten auf aME in all den F&dllen empfoh-

' in denen unklare und quantitativ nicht auswertbare Reaktionen in der Elektroimmunodiffu-

o
N auftreten.
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