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& einheitliche chromatographische Schnellmetode zum Nachweis von Fremdproteinen und

N\lissen Zusatzstoffen in Hackfleisch.

|
"I.-J. JEBSEN HAAVE und BJARNE AALVIK.

Ba
G“ndheitsamt der Stadt Bergen, Abteilung fir Fleisch- und Lebensmittelkontrottie;
0 Bergen, Norwegen.

JENachweis von Fremdproteinen in Fleischwaren ist eine sehr aktuelle Aufgabe in der
8nsmittelkontrolle. Nach norwegischen Vorschriften ist es nich zugelassen, in reinen
“lschwaren diese Proteine zu verwenden.

@ o

f haben einen Schnelltest ausgearbeitet, der eine Grundlage gibt,Hackfleisch hinsichtlich
%ne§ Inhaltes an Fremdproteinen als "frei" oder als "bedenklich" einzustufen. Damit bekommt
 édle M8glichkeit - noch wahrend des Warenumsatzes - eine neue Probe derselben Warenpartie
%k”tnehmen. Eine endglltige Gutheissung/Entkraftung des Ergebnisses muss jedoch mit der

0y trophorese oder einer anderen Methode, die ebenso sicher ist wie die Elektrophorese,

| "98nommen werden.

‘QEESundheimtsamt Bergen, Abteilung fUr Fleisch- und Lebensmittelkontrotle,ist die Methode

miroutineméssig etwa 13 Jahre lang erprobt worden. In der Untersuchungszeit hat es sich

‘ﬁte§En, dass die Chromatogramme auch andere unerlaubte Zus&tze ausser Kaseinat und Soya-
8in in Hackfleischsorten aufdecken -Kénnen.

Rt e .
€rial und Methodik.

1

3§matographiepapier, Schleicher & Schtill nr. 2043 b Mgl.
EsmatOQraphiewanne (grosse Schale mit niedrigem Rand)
%rPlatte zum Zudecken der Wanne

:blSChale (ev. - deckel)

%SE”, Trichter, Faltenfilter, Reagenzglazer

\pgs tbad 90 oC

munglﬁs oder kleine Glas- oder Porzellanschalen
WDQEDlSatDr (z.B. Stomacher Lab Blender 400)
QHS*LbSung 2%

\Lﬁsung 0, 05%

'3

ihdfm Chromatographiepapierbogen (58x60 cm) werden Rechtecke 14,5 x 13,5 cm (1 Bogen =
EQtUCke) ausgeschnitten. Der Rest wird zu kleinen Rechtecken (ca. 2,5 x 2,5 cm) zugeschnit-
Im folgenden werden die grossen Rechtecke "Chromatogramme", die kleinen "Dochte" genannt.
qtdeP Mitte jedes Chromatogramms wird ein Loch mit dem Durchmesser von ca. 3-4 mm aus-
§k§”2t, und radial von der Mitte aus werden zuwei Punkte mit dem Bleistift 3,5 und 6 cm
ir%ETt, am besten in zwei Richtungen. Ein Uhrenglas (kleine Schale) wird mitten in eine
JPlSChale gelegt. 0,8 ml der AgNO3- LBsung wird ins Uhrenglas gegeben. Das Chromatogramm

St Mitten Uber die Schale gelegt. Ein Docht wird eng zusammengerollt und durch das Loch
EEFkt bis es gegen das Uhrenglas stBsst, vialeE1gad 1%

Ay dsUng steigt nun auf durch den Docht und breitet sich ringftrmig im Papier aus. Wenn
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ihor2Pier bis zur inneren Bleistiftmarke durchgefeuchtet ist (nach ca. 10 Min.), wird das
ﬁmwathramm hochgenommen, der Docht entfernt, und es wird zum Trocknen in einen dunklen,
A lchSt luftigen Raum geh#ngt. Es soll dort solange bleiben, bis es ganz trocken ists

g MlSSFérbung darf aber nicht vor der n#chsten Chromatographie stattfinden. Das Trocknen
A t ca, 4 - 3/4 Stunde.

‘Qddem 2u untersuchenden Hackfleisch werden zwei Proben, je 15 g, abgewogen. Die eine Probe
or SO benutzt, wie sie ist, der anderen wird 2% (ev.BSS NaCl zugesetzt, das gut mit der

m G Vermengt wird. Jedem "Fleischkloss" wird 50 ml NaOH-L&sung zugesetzt, dann wird

s Bnisjert und filtriert. Vom Filtrat wird 10-15 ml in ein Reagenzglas getan, mit Watte
'DD lossen und 5 Min. lang mit 909C angew&rmt. Die Glaser werden abgekUhlt, z.B. unter
Q{SSEDdem Wasser, geschtttelt und der Inhalt wird filtriert. Ca. 2,5 ml von diesem

iy 18t wird in ein Uhrenglas getan, das mitten in einer Petrischale liegt, und dann nimmt
iy Yle nachste Chromatographie nach der oben beschriebenen Methode vor. Diesmal benutzt

" 1€ silber-impragnierten Chromatogramme, neue Dochte, und die Chromatographie wird in
A, §Nne vorgenommen, auf die die Glasplatte gelegt wordenist. Wenn der Flussigkeitsrand
%y . 2-1 Stunde die dussere 6 cm-Marke erreicht hat, wird das Chromatogramm hochgenommen,

lg ,9Cht entfernt, und es wird zum Trocknen in diffuses Tagenslicht aufgeh&ngt.

lyy ~Ntwicklung" des "Bildes" wird nun relativ schnell erfolgen: Im Laufe von 5-15 Min.
Wa” ein meist hinreichend deutliches "Bild" zur Bewertung erhalten. In Zweifelsfdallen
Jedoch das endgliltige Ablesen bis zum nachsten Tag verschoben werden.
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it Zhromatogramm von Hackfleisch in gewBhnlich "gereiftem" Zustand ohne Zusatz von NaCl

‘%iegf Fig. 2 Aabgebildet. Von aussen nach innen zum Zentrum hin lassen sich folgenden

I, . ten Unterscheiden:

% ;ine Zone, gewdhnlich 3-6 mm breit, gelbbraun bis schwarz gefarbt. Sie dunkelt nach
aQErung. Es ist anzunehmen, dass die Zone durch Reaktion von Silber mit Papier ensteht.
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2.) Eine graue Zone ca. 10 - 14 mm breit. Die Farbe ist meist gleich grau, aber sie kann Qd
auch "meliert" sein. va
3.) Ein ziemlich schérfbegrenzter grauvicletter Ring, ca. 3,6 cm vom Zentrum des Chromato- Jﬂl\

grammes. Dieser Ring entspricht der 1. Chromatographie. Man muss annehmen, dass er Fy
entsteht, wenn das Steigen vort Silberionen auch nach Entfernung des Dochtes etuwas weiterqehh 19
sodass die Konzentrationen der Ione am gréssten beim Ubergang zu trockenem Papier wird. th

¥l
4,) Eine rBtliche Zone, die sich von der grauen Zone (Zone 2) nach innen zum Zentrum tre
erstreckt. Sie kann Nuancen nach violett haben, besonders innen, und sie kann ganz bis zum 0 5
Loch gehen oder es kann lgs

5,) eine kleine weisse zentrale Zone sein.

Wenn dem Hackfleisch 2-3% NaCl zugesetzt wird, ver#ndert das Chromatogramm sich (Fig.B e
Die graue Zone (Zone 2) wird schmaler, bei 2% NaCl wird sie ca. 1 mm breit. Es k@nnen |
einige Wellen entstehen. Die rttliche Zone (Zone 4) wird entsprechend grésser. Die violette” QEE
Farbnuancen treten meist etwas mehr hervor, besonders zur Mitte hin a?, und im BAusseren

Teil des Chromatogrammes kann eine Andeutung zu radialen Streifen in r8tlich/r8tlich-
violetten Nuancen entstehen (b). Die Streifen werden jedoch nicht weiss, und sie begrenzen .
sich nur auf den #Busseren Teil.

\
Zum Vergleich wird ein Chromatogramm von Hackfleisch unter Zusatz von Soyaprotein ("Drofamm
(Fig. 3 ) gezeigt. Hier entsteht eine radiale, weissliche Streifenbildung, die sich bis zuf
Mitte des Chromatogramms hin ertreckt. Gleichzeitig werden die FarbtBne Uber das ganze
Chromatogramm hin violett. Zusatz von Kaseinat bringt das gleiche Bild hervor.

~

Diskussion:

Es zeigt sich, dass viele verschiedene Verh#ltnisse auf das Bild, das entstehen soll, ein-
wirken. Die einzelne Verh3&ltnisse kdnnen hiernur erwdhnt werden:

1. Konzentration mit AgNO-=

Konzentration mit NaOH

. Papiertyp
. Warmebehandlung

. pH
. Zusatz von NaCl

2
3
4
5. Konzentrationen mit Fleisch/NaOH
6
7
8

. Menge und Art des Fremdproteins

9, Der Fleischzustand

Ad 6. Der pH-Wert ist beim ersten Filtrat gemessen worden, also vor der Erwarmung. Bei ein®
Auszug von "reifem" Hackfleisch mit 0,05% NaOH wird der pH-Wert gewdhnlich um 6,6 - Sl
liegen, mit Abweichungen nach unten bis ca. 6,4 und nach oben bis ca. 6,9 - 7.

Ad 7. Die salzl®slichen Proteine, die in das Filtrat kommen, variieren offenbar stark
entsprechend der Menge des NaCl-Zusatzes. Bei Fleisch, das "Uberreif" wird - sich dem
Verderben nahert - kann eine Streifenbildung auch bei etuwas hsherem Salzgehalt auftreten
- z.B. 2-3% NaCl. Aber wenn das Fleisch frisch und im rechten Reifezustand ist, verschwil
die Streifenbildung bei Zusatz von 1,5 - 2% NaCl zum Hackfleisch. Die innere Zone (zone
bekommt dann eine gleichm#ssige rttliche Farbe, eventuell tritt eine kleine, ungleichméssﬂ
geformte violette Partie zentral auf.

ge?

Ad. 8. Wenn dem Hackfleisch Fremdprotein in steigender Menge zugesetzt wird, steigen die

Z

Streifenbildungen: Die Streifen werden weisser und h&aufiger, Fig. 3.

Ad. 9. Wenn schlachtfrisches Fleisch zerhackt und nach der beschriebenen Methode untersucht
wird, bekommt man ein Chromatogramm mit Streifenbildung, das zum Verwechseln der Streifel”)
bildung von Fremdproteinen gleicht. Auch der Farbton bleibt der gleiche (violett) (Fig-
Nachdem das Fleisch "gereift" ist, z.B. durch Lagerung bei Zimmertemperatur Uber 1-2 ma-

24 Stunden, nimmt die Streifenbildung ab und verschwindet (Fig. 4 B). Auf dieser notude
halt sich das Hackfleisch einige Zeit, bis es"Uberreif" wird und nach und nach verdirbt-
Dann tritt die Streifenbildung und der violette Farbton wieder auf el fy s b el

Andere Zus#Atze, die das Chromatogramm veranderns:

I Natriumcitrat ("Permit")

Die #ussere Zone mit den gleichm#ssigen Spitzen, Zone 2, ist mittelbraun, und die ganzé
innere Partie zeigt eine Streifenbildung, die nicht weiss enthalt, sondern "weiche"
Oberg&nge in violette/violettrote FarbtBne, Fig. 5.

II Ascorbinsdure

Hackfleisch mit Zusatz von 0,5% Ascorbinsdure ergibt das Chromatogramm in Fig. 6 A
Ausserdem wurde noch 2% NaCl Zugesetzt, Fig. 6 B. o8
Das Auff#lligste sind die FarbtBne. Grau und gelb beherrschen das Bild, gelb in der Mit
Der Zusatz an Ascorbins#ure gab sich schon im Laufe der Chromatographie zu erkennen: e
Wahrend der Hackfleischextrakt durch den Docht hochstieg und sich ringfrmig auf das ml 1b
AgNOs impragnierte Chromatographiepapier ausbreitete, wurde das Papier augenblicklich 9é
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Qd schwartz gefarbt. Die Farben wurden mit der fortschreitenden Fltissigkeitsfront allmahlich
Was schw#cher bis das Chromatogramm seine endgliltige Gr#isse bekam und "entwickelt" wurde.

‘HI .

?\.Trockenmllch

b‘ﬁ@ 7 A und B zeigen die gewdhnliche Bilder von Fleisch mit Zusatz von Fremdproteinen.Um
\tcht mit einem "unreifen" Bild zu verwechseln, wurde das Fleisch 24 Stunde im Labor

i, *@gert, wonach der pH-Wert von 6,6 auf 6,0 gesunken uwar (leicht g#arbar Lactose)s Die

frsifung war fortwdhrend da, Fig. 6 C.Der Zusatz von 0,8% Trockenmilch entspricht ca.

&zgtFremdprotein, d.h. ein sehr niedriger Zusatz,der doch im Chromatogramm sich nachweisen

Q&ﬁ&ratur.
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A 7z B

Fig. 1: Skizze (Querschnitt). A.Petrischale.
B.Uhrglas mit AgNOB—Lésung. C.Chromatogramm.

A B v
Eign 2: "Gereiftes" Hackfleisch. Die Zonen. A.Ohne Bage 3t Hackflgisgh mit
Zusatz von NaCl. B.Mit Zusatz von 2% NaCl. Zusatz von 2% NaCl und
A,Violett. baRétlich/rétlich-violett mit Andeutun- 1% Soyaprotein ("Profam").

g€en zu Streifenbildung.
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A B

Fig. 3: Hackfleisch mit Zusatz von Kaseinat ("Rovita"). Beide sind
2% NaCl zugesetzt. A.3% Kaseinat. B.1% Kaseinat.

A B C
Fig. 4: A.Ungereiftes Fleisch. B.Dasselbe fleisch wie B, ca. 24 Stunden bei Zimmer-
temperatur aufbewahrt. C.Verdorbenes Fleisch. - Alle Proben sind 2% NaCl zugesetzt.

A B
Fig. 5: Hackfleisch mit Zu- Fig. 6: Hackfleisch mit Zusatz von 0,5% Ascorbinsdureée
satz von "Permit" (Natrium- A.Ohne 4usatz von NaCl. B.Mit Zusatz von 2% NaCl.

citrat) iind NaCl,

<’

A. B. Ce

Fig. 7: Hackfleisch mit Zusatz von Trockenmilch. A.Mit Zusatz von von ca.0,5% NaCl.
B, Mit 4usatz von ca. 2,5% NaCl. C, Ca. 24 Stunden bei Zimmertemperatur gelagert.
Mit Zusatz von ca. 2,5% NaCl.






