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Immunologische Methoden sp ie len im Rahmen der F le ischw arenanalytik  fü r  den Nachweis von Fremdeiweißzusätzen 
wie auch fü r  d ie  F le ischa rte nd iffe re nz ie run g  eine bedeutende R o lle . A lle  konventionellen immunologischen 
Methoden des Nachweises von Fremdeiweiß in  F leischwaren, wie d ie  ra d ia le  Immunodoppeldiffusion nach 
Oucnterlony, d ie  Rocket-Elektrophorese oder E lektro im m unodiffusion nach L a u re il,  d ie  Gegenstronelektrophorese 
nach Gocke und auch d ie  zweidimensionale Immunelektrophorese nach Clarke/Freenan haben gemeinsam, daß 
s ie  n ic h t au to r.ia tis ie rba r, la ng w ie rig , in  ih re r  Handhabung r e la t iv  k o m p liz ie r t, unem pfindlich und 
le t z t l i c h  unpräzise s ind . Der Fremdeiweißnachweis e r fo rd e r t  jedoch zur Bewältigung der anwachsenden Analysen" 
zahlen au tom atis ie rba re , rasche und einfache q u a n tita tiv e  Methoden hoher Präzis ion (A b b .l) .

Diese Anforderungen sind nur dann e r f ü l l t ,  wenn Antigen-A ntikö rperreaktionen n ic h t in  Gelen, sondern 
d ire k t  in  Lösung durchgeführt werden und die  dabei entstehende Trübung durch Bildung des Antigen- 
A n ti körperkomplexes gemessen w ird . Die Auswertung kann dabei entweder durch Messung der Schwächung 
des L ic h ts tra h ls  durch das P rä z ip ita t  (Im m unturb id im etrie ) oder durch Messung der L ichtstreuung (T ynda ll- . 
E ffe k t)  des P rä z ip ita ts  (Immunnephelometrie) e rfo lge n . Während be i-d e r T u rb id im e trie  das Signal m it steigend® 
Konzentration des P rä z ip ita ts  schwächer w ird , w ird  es bei der Nephelometrie s tä rke r (Abb.2 ). Für d ie  üephelo" 
m e trie  i s t  der apparative Aufwand jedoch wesentlich größer a ls  bei der T u rb id im e trie  und eine Durchführung 
der Bestimmung m it normalen Spektralphotometern n ic h t m öglich. Die T u rb id im e trie  hat den V o r te i l ,  daß s ie  
m it Geräten ausgeführt Vierden kann, m it denen auch d ie  üb lichen spektra l photometrischen Analysenverfahren 
durchgeführt werden. Sie g e s ta tte t eine rasche, q u a n tita tiv e  Bestimmung von Eiweißkörpern in  Fleischwaren 
m it hoher P räzis ion und hoher E m p fin d lichke it.

G rundsätzlich können imm unturbidim etrische Analysen a ls  Endpunktsmethode oder k in e tisch e  Bestimmung 
durchgeführt werden. Die Messung der Trübung e r fo lg t  bei der Endpunktsmethode dann, wenn a lle s  Anti gen 
durch d ie  A n tikö rpe r des Antiserums p r ä z ip i t ie r t  worden i s t .  Bei der k inetischen Meßmethode w ird  die 
Zunahme der Trübung innerhalb eines bestimmten kurzen Z e it in te rv a lle s  gemessen und daraus d ie  Konzentration 
des Antigens errechnet. Bei der q u a n tita tiv e n  Bestimmung von Eiweißkörpern in Fleischwaren is t  d ie  k in e tis c '1 
Im m unturbid im etrie der Endpunktsmethode vorzuziehen, da durch d ie  komplexe M atrix  des Lebensm ittels n ic h t 
auszuschließen i s t ,  daß neben dem P rä z ip ita t  zum Endpunkt unspezifische Trübungen a u ftre te n , d ie  das f
Ergebnis verfä lschen. Zur Durchführung immunologischer Analysen in  Lösung i s t  es notwendig, daß die  gebilde 
A n tigen -A nti körperkomplexe eine Größe bes itzen , d ie  photometrisch erfaßbar i s t ,  ohne daß s ich d ie  Prä z ip i'ta 
a ls  Niederschlag absetzen. Ein Zusatz von P olyäthy leng lyco l e r f ü l l t  diese Bedingung und bew irk t darüber 
hinaus auch eine P räz ip ita tionsbesch leun igung, da e in e rs e its  d ie  Ausbildung e ine r H ydrathü lle  um Antigen- 
und Antikörperm oleküle ve rh in de rt w ird , was einen enaeren Kontakt zwischen Antiqen und A n tikö rpe r bew irkt 
und damit eine höhere Reaktionsgeschw indigkeit bedingt. Andererseits w ird  d ie  D issoz ia tion  k le in e r  Antigen' 
Antikörper-Aggregate durch d ie  Verringerung ih re r  L ö s lic h k e its k o e ffiz ie n te n  ve rh in de rt.

G rundsätzlich g i l t  zur q u a n tita tiv e n  Auswertung von P räz ip ita tio n s re a k tio n e n  die  in  Abb.3 d a rg e s te llte 
Formel, nach der d ie  Bildung des P rä z ip ita ts  in der Z e it von der Bildung eines Intermediärkomplexes in  
Abhängigkeit von der Konzentration an Antigen und A n tikö rpe r und der P rä z ip ita tsb ild u n g  abhängt. Durch 
konsequente Anwendung d iese r Gleichung auf d ie  Im m unturbidim etrie fo lg t  fü r  jenen Bere ich, in  dem eine 
lin e a re  Zunahme der Trübung nach der Z e it e r fo lg t ,  eine vere in fach te  Berechnungsformel, d ie  es g e s ta tte t,  , 
bei konstanten Analysenparametern den Serum tite r unbekannter Antiseren rasch und ein fach zu bestimmen (Abb-

M it te ls  Z en trifuga lana lysa to ren  m it Longitudinalmeßsystem konnten au tom atis ie rte  immunturbidimetrische 
Analysenverfahren fü r  den Nachweis und d ie  Bestimmung von P.indercasein, Rindermolkenproteinen, G lia d in , 
Sojaeiweiß, Hühnereialbunin und Rinderblutplasma in  Fleischwaren e n tw icke lt werden, d ie  in  wenigen Minuten 
durchgeführt werden können. Der E insatz eines Z en trifu ga lan a lysa to rs  m it Longitudinalmeßsystem is t  deshalb 
e r fo rd e r l ic h ,  da nur bei d iese r Meßanordnung Sedim entationseffekte das Ergebnis der Bestimmungen n ic h t 
beeinflussen. Die an der Bundesanstalt eingesetzten Z en trifuga lana lysa to ren  Cobas Bio sind zur Z e it die 
e inz igen , bei denen das Longitudinalmeßsystem r e a l is ie r t  i s t  (Abb.5 ). Die Geräte besitzen P ipettie rsystem e 
fü r  Proben und Reagenzien, Wegwerfrotoren m it 30 Küvetten aus Acry l-B u tad ien-S tyro lcopolym er und ein  .t teh 
B litz lic h tp h o to m e te r. Dieses is t  m it H i lfe  eines Gittermonochromators zwischen 205 und 750 nm in  1 -nm-SchT 
bei e ine r spektra len Bandbreite von 5,5 nm programmierbar. Das Photometer b e s itz t  eine gepulste Xenon-Lanip 0 
m it e ine r B litz le is tu n g  von maximal 50 KW, was eine P ho tom e te rline a ritä t b is zu e ine r E x tin k tio n  von 3,0^ ^ 5$ 
be w irk t. Der Rotorraum i s t  zwischen 25 und 40°C th e rm o s ta tis ie rb a r, wobei d ie  e in g e s te llte  Temperatur auf ’ 
konstant gehalten w ird . Die einzelnen Küvetten des Rotors bestehen aus einem M eß te il, in  dem die imnunturb t) 
d im etrische Analyse durchgeführt w ird , und zwei vorgelagerten Behälte rn, in  d ie  e in e rs e its  der Probenextra ’ 
andererse its  das Antiserum und d ie  H ilfsreagenzien vom Gerät automatisch e in p ip e t t ie r t  werden. Der Progra^V 
la u f  des Z e n trifu ga lan a lysa to rs  beginnt m it einem H ischzyklus bei ca. 2500 Umdrehungen, sodaß ein simultan. 
S ta rt der k ine tischen Reaktion in  a lle n  Küvetten gew ährle is te t i s t .  Die e ige n tlich en  Messungen erfo lgen °
1000 Umdrehungen pro Minute m it H i lfe  gepu ls te r L ic h tb l i tz e ,  deren Dauer pro Küvette 5Ais be trä g t.
Die Auswertung e r fo lg t  über den E x tin k tio n s v e rla u f in  Abhängigkeit von der Z e it ,  wobei nur je ne r Bereich 
ausgewertet w ird , in  dem eine konstante Zunahme der E xtink tionsw erte  e r fo lg t .

Die praktische Durchführung der Im m unturbidim etrie beginnt m it der E xtrak tion  der Eiweißkörper aus 
den Fleischwaren. Sie w ird  analog den konventionellen Methoden m it B a rb ita lp u ffe r  pH = 3,2 während 3 Stun 
bei 37°C durchgeführt. Anschließend w ird  der u n lö s lich e  Rückstand in  e ine r Kühl Z en trifuge  bei 4°C und reri 
48.000 G a b z e n tr ifu g ie r t  und das Z e n tr ifu g a t zur Fettabscheidung durch ein  F a l te n f i l te r  f i l t r i e r t .  Vom k 
E x trak t werden Verdünnungen 1+1, 1+5, 1+10 und 1+20 h e rg e s te llt  und diese gemeinsam m it dem unverdünnten pef> 
E x trak t zur Analyse herangezogen. Besonders w ic h tig  i s t ,  daß d ie  Konzentration des zu erfassenden Eiweiß'^ 
gegenüber der Konzentration der A n tikö rpe r in  einem ausgewogenen V erh ä ltn is  s te h t, da bei Antigenübersch 
in  den meisten Fällen eine Wiederauflösung des gebilde ten P rä z ip ita ts  e r fo lg t .  _ -g 0

A lle  im munturbidimetrischen Analysen werden bei 37°C du rchgefüh rt, wobei d ie  Trübungszunahme bei 
an Hand von 30 Meßpunkten im Abstand von je w e ils  10 sec. genessen w ird . Dabei w ird  entweder d ie  Zunahme
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B ildung  3 /  f ig u re  3

¡¡¡¡Unpräzipitation
^PRECIPITATION 

+ AK — ^ 1—-  IK — -3--PR

k2

^  kr k2 .[AG] .[AK]

«t

AG...  Antigen / Antigen Lag]...  . Konzentration an Antigen /
concentration of antigen

AK...  Antikörper/ Antibody ¡AK]....  Konzentration an Antikörper /
concentration of antibody

IK...  Intermediärkomplex / Intermediate complex
PR__ _ Präzipitat / Precipitate * •
kj, k2, k3 ...  Geschwindigkeitskonstanten / rate constants

¿2....  Präzipitationsrate / Rate of precipitation
dt

^dung 4 / figure 4
¡¡¡AMMENHANG ZWISCHEN TITER UND KONZENTRATION IN DER IMMUNTURBIDIMETRIE 
NATION BETWEEN TITER AND CONCENTRATION IN IMMUNOTURBIDIMETRY
Bestimmung unbekannter Antigen-Konzentrationen bei bekanntem Serumtiter /
^termination of unknown concentration of antigen in case Of known titer of serum

c. .. Konzentration des Antigens / concentration of antigen• FX -“ -/t V... Gesamtvolumen / total volume
T... Titer des Antiserums / titer of antiserum
d. .. Schichtdicke / layer thickness

Jiterbestimmung bei bekanntem Antigengehalt /
^termination of titer in case of known antigen concentration

c = V
T.d.v.1000

T =
■ .AE/t

c.d.v.1000

F, . Korrekturfaktor der Trübung, bezogen auf die Meßwellen­
länge / turbidity correction factor corresponding to 
wavelength of measurement 

AE/t Extinktionsdifferenz pro Zeiteinheit /
Difference of absorbance per time unit

Bildung 5 / figure 5
¿ lEICH ZWISCHEN TRANSVERSALER UND LONGITUDINALER EXTINKTIONSMESSUNG 
PRISION OF MEASUREMENT OF ABSORBANCE IN TRANSVERSAL AND LONGITUDINAL DIRECTION

h = const.
E1 t  h
d = const.
transversal

E

c3 “ 4
d = f ( V )
longitudinal

n __  Anzahl der absorbierenden Teilchen /
number of absorbing particles

d .... Schichtdicke/
layer thickness

E __  Eingestrahlte Lichtenergie/
input light radiation

Ej, E2..Restlicht nach der Küvette bei transversaler 
Messung / light output after cuvette by 
measuring in transversal direction

E~, E...Restlicht nach der Küvette bei longitudi­
naler Messung / light output after cuvette 
by measuring in longitudinal direction

V __  Gesamtvolumen / total volume
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der E x tin k tio n  pro Z e ite in h e it  oder d ie  Konzentration des entsprechenden Enweißkorpers von Gerat d ire k t 
ausqedruckt, wobei der Reagenzienleerwert automatisch b e rü c k s ic h tig t w ird . Die q u a n tita tiv e  Auswertung 
e r fo lg t  bei jenen Substraten, bei denen der d ire k te  Ausdruck der Konzentration auf Grund des .»urvenverlaufes
n ic h t möglich i s t ,  an Hand von Eichkurven. .

Durch Anwendung der In n u n tu rb id in e tr ie  zur Bestimmung von Fremdeiweiß ln wLel^ sr'l l t t e ! n ’ ™ ,;^onderen  m  
in  F leischwaren, i s t  es m öglich, d ie  Hachweisem pfindlichkeit immunologischer Verfahren entscheidend zu verbe 
Eine Übersicht der dabei e rre ich te n  Erfassungsgrenzen g ib t  Tabelle 1.  ̂ . ,.

Die P räzis ion der immunturbidmetrisehen Analysen von Rindercasein, Rindermolkenproteinen, j l ia d in ,  
Sojaeiweiß, Hühnereialbumin und Rinderblutplasma wurde an Hand von mehreren tausend Analysen “ ber e ine" t  
Zeitraum von 12 Monaten bestimmt und s ta t is t is c h  ausgewertet. Ein Verg le ich der. dabei e ^ ^ t e n i  ^enauigke t  
gegenüber den konventionellen immunologischen Analysenverfahren is t  in  Tabelle 2 dargesteV It. Zur Demonstra 
der P räzis ion und G leichm äßigkeit der immunturbidimetrischen Bestimmungen in  Serie wurde fü r  jeden einzelnen 
Eiweißkörper d ie  W iederfindungsrate über den gleichen Zeitraum bestimmt und am Beispie l k..es Jachweises 
von Rinderblutplasma in  Fleischwaren graphisch d a rg e s te llt  (Abb.6) .  Bei a lle n  angeführten /.erten handelt 
es s ich um Auswertungen routinemäßig durchgeführter Analysen. . . . . . .  ,  . ic , tn r

Es z e ig t s ic h , daß d ie  angeführten Eiweißkörper im m unturbidim etnsch m it dem Z entrifuga lana lysa to r 
Cobas Bio einwandfrei q u a n tita t iv  e rfa ß t werden können, wobei a l le  Bestimmungen rasch, m it senr geringen 
Aufwand und beach tliche r P räzis ion in großen Serien durchgeführt werden können Der Zeitaufwand fü r  die 
q u a n tita tiv e  Bestimmung der Extrakte der Eiweißkörper is t  sehr gering (Tabe lle 3) und n ic h t m it Denen 
zu verg le ichen, der fü r  d ie  Im nunodiffusion oder Immunelektrophorese e r fo rd e r lic h  is  . me im n un tu rb id i- 
metrischen Analysenverfahren a ls  au tom a tis ie rte  Meßmethode s te lle n  somit eine echte A lte rn a tive ^zu r exa - 
Fremdeiweißbestimmung in  Fleischwaren dar. Das gesamte Problem der q u a n tita tiv e n  Fremdeiwei.jbestimmung 
re d u z ie rt s ich  auf d ie  E x trak tio n  der entsprechenden Eiweißkörper aus den Produkten, uie Frage, wie we jnd 
durch verschiedene Technologien bei der Fleischwarenerzeugung die  einzelnen Eiweißkorper ^ nf ^ e r t  wer e 
in  welchem Ausmaß s ie  immunologisch a k t iv  b le iben , oder wie s ie  wieder zu a k tiv ie re n  und in  Losung zu 
s ind , w ird  d ie  Grundlage w e ite re r Untersuchungen d a rs te lle n .

Abbildungen und Tabellen siehe S.4 f f

ABBILDUNGEN UND TABELLEN /  FIGURES AND TABLES

Abblidung 1 /  f ig u re  1

IMMUNOLOGISCHE METHODEN
IMMUNOLOGICAL METHODS

a. in  Gelen /  in  gels
Immunodiffusion /  Immunodiffusion 
Rocket-Technik /  Rocket-technique, 
Gegenstromeiektrophorese/
Counter cu rre n t e lec trophores is  
Zweidimensionale Immunelektrophorese/ 
Two dimensional immunoelectrophoresis

n ic h t au tom atis ie rba r /  au tom atisa tion impossible 
zeitraubend /  time consuming

kom p liz ie rte  Handhabung /  complicated handling . 
unem pfindlich /  low s e n s it iv i ty  {% -B ere ich ,?  - ra n g e /  
unpräzis /  low p rec is ion_______________ _______

b. in  Lösung /  in  so lu tio n
Immunnephelometrie/ Immunonephelometry. 
Im m unturb id im etrie / Im m unoturbidim etry/*

■autom atis ie rbar /  au tom atisa tion possib le 
rasch /  fa s t
einfache Handhabung /  simple handling 
em pfind lich  /  se n s it iv e  

• p räz is  /  high préc is ion
Abbildung 2 /  f ig u re  2
UNTERSCHIED ZUISCHEN Iï 1MUHTURBIDIMETRIE UND IMMUNNEPHELOMETRIE 
DIFFERENCE BETWEEN IMMU NOTU RBIDIMET RIC AND IMMUNONEPHELOMETRIC MEASUREMENT

0 1T urb id im e trie  /  
Turb id im etry___

Trübung /  
T u rb id ity

Photometer
begrenzt
E m p fin d lich ke it/ 
Photometer l im its  
s e n s ib i l i ty
E x tin k tio n /
Absorbance

Nephelometrie /  
Nephelometrie
L ich tstreuung /  
L ig h t scattered

Höhe des Leerwerts 
begrenzt
E m p fin d lich ke it/ 
Height o f blank 
l im it s  s e n s ib i l i ty

w i l l k ü r l . E in h e it/  
A rb itra ry

Signal s tärke / 
Signal leve l

1.
Leerwert /  Blank 
Probe /  Sample

T u rb id im e trie  /  
Turb id im etry

Nephelometrie /  
Neohelometrie
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it>el1e 1 /  tab le  1

■ ^E isgrenzen der immunturbidimetrischen
ri'iMMUNG GELÖSTER EIWEISSKÖRPER /
N.ECTION LIMIT OF IMMUNOTURBIDIMETRIC 
MERMlNATION OF PROTEINS IN SOLUTION

/  Prote in mg/lg

l^ rc a s e in  /  
ne casein 5

jJ^m o l kenprotei ne/ 
ne whey pro te ins 20

' ac*in/Gi ia d in 1000
Jja®iwe iB / 
y Protein 100

fe ^ ia lb u m in /  
Ken ovalbumin 10

o j^b lu tp la s m a / 
^ ^ P la s m a  p ro te in 25

|U
f t 6 zu Tab. 2 und 3/ 

d to tab le  2 and 3:
*11)

Radiale Immunodiffusion nach Ouchterlony/ 
^  ra d ia l immunodiffusion by Ouchterlony

Rocket-Technik nach Laurel 1/
[j rocket-technique by Laurel 1

Immunturbidimetre/
Immunoturbidimetry

Tabelle 2 /  tab le  2

VERGLEICH VON PRÄZISION UND EMPFINDLICHKEIT 
IMMUNOLOGISCHER ANALYSENVERFAHREN /  
COMPARISON OF PRECISION AND SENSIBILITY OF 
IMMUNOLOGICAL ANALYTICAL PROCEDURES

B e is p ie l: Rindercasein /  
Example: bovine casein

Methode /  
Method

a. P raz is ion /P rec is ion RID EID IT

V a r ia t io n s k o e ff iz ie n t/
C o e ff ic ie n t o f var. 2,89 1,54 0,67 X

b. Nachweisgrenze/
Detection l im i t 500 80 5 mg/1

Tabelle 3 /  ta b le  3

ZEITAUFWAND ZUR ANALYSE (OHNE EXTRAKTION) /  
TIME FOR ANALYSIS (WITHOUT EXTRACTION)

Methode /  Method

RID EID IT

2 Tage/ 1 Tag/ 5 Minuten/
2 days 1 day 5 minutes

w
aung 6 /  f ig u re  6

UND RICHTIGKEIT IMMUNTURBIDIMETRISCHER ANALYSEN IN SERIE 
M ON AND ACCURACY OF IMMUNOTUBIDIMETRIC ANALYSES IN SERIES

i;
Schw
{Bei

61wert 
ankung
spiel :

der Standardanalysen /  Recovery o f Standards 
um den M itte lw e rt /  Standard de v ia tion  o f means

Rinderblutplasma /  Example: bovine plasma p ro te in )

a . . .  dicke L in ie  / f a t  l in e  
b . . .  Begrenzungslinien/ 

border lin e s




