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(54) Title: METHOD FOR QUALITATIVE DETECTION OF ADDED PROTEINS IN FOODS

(54) Bezeichnung: VERFAHREN ZUM QUALITATIVEN NACHWEIS VON ZUGESETZTEN EIWEIS- STOFFEN IN

LEBENSMITTELN

(57) Abstract: According to the invention, a method is disclosed for the qualitative detection of added proteins in foods, in particu-
lar added protein hydrolysates or blood plasma in meat and meat products, wherein the foods are separated at the sample preparation
stage into precipitate and fluid phases, the method being characterized in that at least one part of the fluid phase and/or at least one
part of the precipitate phase is hydrolysed, and the released amino acids obtained in this manner are characterized qualitatively and
quantitatively, the sample contents of these released fluid-phase and/or precipitate-phase amino acids being compared with simi-
lar sample contents originating from the corresponding foods which have not been treated with protein hydrolysates and/or blood

plasma.

(57) Zusammenfassung: ErfindungsgemiB wird ein Verfahren zum qualitativen Nachweis von zugesetzten EiweiBstoffen in Le-
bensmitteln bereitgestellt, insbesondere von zugesetzten EiweiBhydrolysaten oder Blutplasma in Fleisch und Fleischwaren, wobei
die Lebensmittel bei der Probenaufbereitung in Prazipitat - und Fluid-Phase getrennt werden, wobei das Verfahren dadurch gekenn-
zeichnet ist, daB zumindest ein Teil der Fluidphase und/oder zumindest ein Teil der Prézipitatphase hydrolysiert wird und die auf
diese Weise erhaltenen freigesetzten Aminosiuren qualitativ und quantitativ bestimmt werden, wobei die ermittelten Probengehalte
dieser fluidphasen- und/oder prizipitatphasen- freigesetzten Aminosduren verglichen werden mit solchen Probengehalten, die aus
den entsprechenden, nicht mit EiweiBhydrolysaten und/oder Blutplasma behandelten Lebensmitteln stammen.
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Verfahren zum qualitativen Nachweis von zugesetzten
Eiweif3-Stoffen in Lebensmitteln

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zum qualita-
tiven Nachweis von zugesetzten Eiweif3-Stoffen in Le-
bensmitteln, insbesondere von zugesetzten Eiweiffhydro-
lysaten oder Blutplasma in Fleisch und Fleischwaren,
wobei die Lebensmittel bei der Probenaufbereitung in
Prazipitat- und Fluid-Phase getrennt werden.

Die Lebensmittelchemie ist ein Zweig der angewand-
ten Chemie, der sich insbesondere mit der Ermittlung
der Zusammensetzung, der Funktion von Lebensmitteln und
deren einzelnen Komponenten befaft. Die Uberwachung der
Hersteller, des Handels und des Verkehrs mit Lebens-
mitteln und der Nachweis mdglicher Tauschung und Irre-
fihrung des Verbrauchers sind Schwerpunkte dieses Ge-
bietes. Qualitative und quantitavie Analysen von Le-
bensmitteln auf erlaubte oder verbotene Lebensmittel-
zusatzstoffe, auf RlUckstédnde von Pestiziden, Dlingemit-
teln, Loésungsmitteln, Antibiotika, Hormonen und Schwer-
metallen sind seit vielen Jahren bekannte Untersu-
chungsparameter.

Durch die Globalisierung des zwischenstaatlichen
Handels, von dem auch die Lebensmittelindustrie in
starkem Mafle betroffen ist, sind zuverlassige und re-
produzierbare Analysemethoden unerldsslich. Analytikbe-

darf besteht fir die gesamte Kette vom Hersteller, der

BESTATIGUNGSKOPIE
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seine Rohwaren uUberprifen méchte, Uber den Handel, der
méglichst viele und verléassliche Qualitatsparameter
beim Einkauf seiner Produkte wlinscht, bis zum Konsumen-
ten, der qualitativ einwandfreie und authentische Pro-
dukte erwerben mdchte.

Eiweifhaltige Zusatze in Form von hochmolekularen
Fleischpulvern bzw. Eiweiflhydrolysaten gibt es seit
uber 30 Jahren und kommen urspringlich aus dem asiati-
schen Raum. Sie dirfen nach der Fleischverordnung in
Fleischereierzeugnissen nicht verwendet werden. Ausge-
nommen sind pflanzliche Eiweifde, Gelantine fir genau
definierte Fleischerzeugnisse und Gewlrze, die ihrer
Definition hinsichtlich Gesamtstickstoffgehalt und An-
teile von Aminosdurestickstoff entsprechen mlssen. Bei
Verwendung solcher Zusatze ist auf jeden Fall eine De-
klaration im Zutatenverzeichnis zwingend vorgeschrie-
ben. Der Einsatz von Blutplasma ist ebenfalls nur far
wenige und genau definierte Fleischwaren zuléssig, wo-
bei die Verwendungseinschrankung in den Leitsatzen der
Fleischverordnung genau geregelt ist. Auch in zuléassi-
gen Produkten mufi die Verwendung von Blutplasma im Zu-
tatenverzeichnis deklariert werden.

Von unzuléssigen Zusatzen von Eiweiflhydrolysaten
und Blutplasma sowie von Deklarationsverstédfen sind
viele Produkte aus dem Fleisch- und Wurstwarenbereich
betroffen. Durch den Einsatz von Eiweishydrolysaten
laRt sich zusatzlich Wasser ins Produkt einfihren, ohne
daf® sich das Eiweif3-Wasser-Verhdltnis v6llig ver-
schiebt. Insbesondere bei Wurstwaren kann die Stick-
stoffbilanz dadurch nach oben verschoben werden, so daf
sich der Anteil an wertbestimmendem Muskelfleisch redu-
zieren l1afdt. Blutplasma, welches naturbedingt ein hohes
Wasserbindungsvermdgen aufweist, ermdéglicht ebenfalls

auflergewdhnliche Wassereintrage in verschiedenste Pro-
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dukte. So lassen sich beispielsweise die Produktions-
verluste durch Garung beim Kochschinken und anderer
Kochpokelwaren reduzieren bzw. sogar uUberkompensieren,
das heifst, dafi die Endprodukte schwerer als die Aus-
gangsprodukte vor der Garung sind.

DE 195 16 077 Cl1 offenbart ein Verfahren zum qua-
litativen Nachweis von zugesetzten Eiweiffhydrolysaten
in Lebensmitteln, insbesondere von zugesetzten tieri-
schen und pflanzlichen Eiweiffhydrolysaten in Fleisch
und Fleischwaren, das dadurch gekennzeichnet ist, daf
die Lebensmittel zu freie Aminosduren enthaltenden Pro-
ben aufbereitet werden und die in den aufbereiteten
Proben vorhandenen freien Aminosauren qualitativ und
quantitativ bestimmt werden, wobei die ermittelten Pro-
bengehalte an freien Aminosduren mit solchen Proben-
gehalten verglichen werden, die aus den entsprechenden,
nicht mit Eiweif3hydrolysaten behandelten Lebensmitteln
stammen.

Mit Hilfe eines solchen Verfahrens ist es zwar
mdglich, schon teilweise gezielte Aussagen Uber Zusatze
von Eiweifdidydrolysaten in Fleisch und Fleischwaren zu
treffen, jedoch sind diese Aussagen in nicht wenigen
Fallen unvollstandig, so daf® nach wie vor ein Bediurfnis
an einer weiteren und genaueren Analytik in diesem Be-
reich besteht.

Aus dem Stand der Technik ist somit bis heute kein
hochgradig zuverlassiges und breitbandig angelegtes
Analyseverfahren zur Bestimmung von zugesetzten tieri-
schen und pflanzlichen Eiweiffhydrolysaten in Lebens- .
mitteln, insbesondere Fleisch und Fleischwaren, be-
kannt. Auch der Nachweis von Schweine- bzw. Rinderblut-
plasma ist bislang ebenfalls nicht mdglich.

Daf? der Erfindung zugrundeliegende Problem ergibt

sich somit darin, ein Verfahren zum qualitativen Nach-
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weis von zugesetzten Eiweiffhydrolysaten und von Blut-
plasma in Lebensmitteln bereitzustellen, das eine Viel-
zahl solcher Zugaben sicher und breitbandig erfasst.

Dieses Problem wird erfindungsgemafs durch ein Ver-
fahren nach Anspruch 1 gelést.

Beim erfindungsgemafien Verfahren werden die Le-
bensmittel, insbesondere Fleisch und Fleischwaren bei
der Probenaufbereitung in Prazipitat- und Fluid-Phase
getrennt. Dies geschieht beispielsweise und insbesonde-
re durch Zerkleinerung einer Probe und Homogenisierung
mit Wasser, wobei das Homogenisat mit Sulfosalicylsaure
versetzt wird, so daff hochmolekulare Proteine innerhalb
einer bestimmten Zeit bei einer bestimmten Temperatur
(beispielsweise 30 Minuten bei +4°C im Kuhlschrank)
ausfallen und im Anschluf? die Probe mit einem Papier-
filter filtriert wird, wobei die ausgefallenen Proteine
als Filterrlckstand als Prazipitat-Phase Ubrig bleiben,
wdhrend das Filtrat als solches als Fluid-Phase vor-
liegt. Die Fluid-Phase enthalt freie Aminosduren sowie
Di- bis Oligopeptide, wobei erfindungsgemafs zumindest
ein Teil der Fluid-Phase hydrolysiert wird bzw. werden
kann, beispiels- und vorzugsweise mittels 6N HCl, so
daf® dadurch schliefflich nur noch freie und freigesetzte
Aminosduren in der Fluid-Phase vorhanden sind. Die auf
diese Weise erhaltenen freigesetzten Aminosauren werden
qualitativ und quantitativ bestimmt, wobei die ermit-
telten Probengehalte dieser fluid-freigesetzten Amino-
sduren verglichen werden mit solchen Probengehalten,
die aus den entsprechenden, nicht mit Eiweif3hydrolysa-
ten und/oder Blutplasma behandelten Lebensmitteln stam-
men. DarlUberhinaus ist es auch mdglich, dafl die sowohl
vorher als freie Aminosauren als auch durch die Hydro-
lyse erhaltenen freigesetzten Aminosauren, die nunmehr

in der Fluid-Phase frei vorliegen, in der Summe quali-
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tativ und quantitativ bestimmt werden, wobei zur Analy-
se dahingehend, welche und wie viel Aminosauren freige-
setzt worden sind durch die Hydrolyse der Fluid-Phase,
dies mittels einer Gegenkontrolle eines Teils der noch
nicht der Hydrolyse unterworfenen Fluidphase geschehen
kann, um aus der entsprechenden Differenz der einzelnen
Aminosduren zu erkennen, welche und in welcher Hbhe die
durch die Hydrolyse freigesetzten Aminosauren vorliegen
bzw. welche freien Aminosduren und in welcher Héhe wvon
Anfang an in der Fluid-Phase vorlagen.

Erfindungsgemaf? kann bzw. wird zumindest ein Teil
der Prazipitat-Phase hydrolysiert und die auf diese
Weise erhaltenen freigesetztén Aminosauren qualitativ
und quantitativ bestimmt, wobei die ermittelten Proben-
gehalte dieser prazipitat-freigesetzten Aminosauren
verglichen werden mit solchen Probengehalten, die aus
den entsprechenden, nicht mit Eiweifhydrolysaten
und/oder Blutplasma behandelten Lebensmitteln stammen.

Weiterhin ist es von Vorteil, die aus zumindest
einem Teil der Fluid-Phase stammenden freien Aminosau-
ren qualitativ und quantitativ zu bestimmen, wobei die
ermittelten Probengehalte dieser freien Aminosauren
verglichen werden mit solchen Probengehalten, die aus
den entsprechenden, nicht mit Eiweiffhydrolysaten
und/oder Blutplasma behandelten Lebensmitteln stammen,
um weitere Informationen Uber die Lebensmittel zu er-
halten.

Unter anderem erfindungswesentlich ist die Tatsa-
che, daf im Gegensatz zum in DE 195 16 077 Cl aufge-
zeigten Verfahren die Fluid-Phase bzw. Prazipitat-Phase
hydrolysiert wird, um die sich noch in der Fluid-Phase
bzw. Prazipitat-Phase befindenden Di- bis Oligopeptide
in ihre einzelnen Aminosduren aufzubrechen, um dies als

weitere Grundlage fur die spatere Korrelation hinsicht-
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lich der Veranderung bei Zugabe von Eiweiffhydrolysaten
in den Ha&nden zu halten.

Bei den diesbezliglichen korrelierenden Auswertun-
gen konnte gefunden werden, daf® sich bei Zugabe von
tierischem Eiweifthydrolysat mindestens eine der folgen-
den Aminosauren im Vergleich zu einer unbehandelten
Probe die Konzentration in der hydrolysierten Fluid-
Phase sich verdnderte, wobei es sich bei den Aminosau-
ren um folgende handelte: Asparaginsaure, Threonin,
Serin, Glutaminsaure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin,
Leucin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin, Arginin, Prolin,
Hydroxyprolin sowie Hydroxylysin.

Entsprechendes gilt in vorteilhafterweise, da in
der Praxis aufgefunden und somit bewd&hrt, daff bei der
Untersuchung auf zugesetztes pflanzliches Eiweiffhydro-
lysat in der hydrolysierten Fluid-Phase mindestens eine
der folgenden Aminosduren berlUcksichtigt wird, sich
somit Ihre Konzentration andert: Asparaginsaure, Threo-
nin, Serin, Glutaminsdure, Glycin, Alanin, Valin, Iso-
leucin, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin, Arginin
sowie Prolin.

Dartberhinaus ist es vorteilhaft, da aufgefunden
und in der Praxis somit bewdhrt, daf bei der Untersu-
chung auf zugesetztes tierisches Eiweiffhydrolysat in
der Prazipitat-Phase mindestens eine der folgenden Ami-
nosauren berlUcksichtigt wird: Hydroxyprolin sowie Hy-
droxylysin.

Es konnte darUberhinaus gefunden werden, daf} bei
Zugabe von rein pflanzlichem Eiweiffhydrolysat zum Le-
bensmittel sich in der Prazipitat-Phase keine wesentli-
chen Anderungen von Aminos&urekonzentrationen ergaben.

Allerdings ist es vorteilhaft, da dies aufgefunden
werden konnte und somit in der Praxis bewadhrt, dafd bei

der Untersuchung auf zugesetztes Blutplasma in der



WO 2008/003388 PCT/EP2007/005211

- 7 -

Fluid-Phase Hydroxylysin bericksichtigt wird, da dies
einen Hinweis auf die Zugabe von Blutplasma-im Lebens-
mittel aufzeigt.

Aufgrund der teilweise summarischen jedoch viel-
faltigen Typen- und Konzentrationsadnderungen der ein-
zelnen Aminosauren koénnen Uber kombinierende Korrela-
tionsanalyse der einzelnen Aminosduren und deren Kon-
zentrationen entsprechende Ruckschlisse durch Vergleich
von unbehandelten mit unbehandelten Referenzproben und
bewufit behandelten Proben schliefflich entsprechend zu-
mindest qualitative Aussagen gemacht werden, die dann
bei einer entsprechenden unbekannten Lebensmittelprobe
Uber die vorher bekannten Korrelationsregeln quasi re-
tro-analytisch Aussagen in qualitativer Hinsicht Uber
Reinheit bzw. Zugabe von Eiweiffhydrolysaten - sowohl
tierischen als auch pflanzlichen Ursprungs - zulassen.

Beim erfindungsgemdflen Verfahren werden die zu
untersuchenden Lebensmittel auf die erfindungsgemafie
Art und Weise Uber die entsprechenden Trennungs- und
Hydrolysierungsschritte zu freie und freigesetzte Ami-
nosaduren enthaltenden Proben aufbereitet, die anschlie-
Bend einer entsprechenden Aminosaurebestimmung unter-
worfen werden, um die freien als auch die freigesetzten
Aminosduren und deren Gehalte zu bestimmen. Die Proben-
aufbereitung sowie die Aminosaurebestimmung verlaufen
nach konventionellen Methoden. Beispielsweise werden
die Lebensmittel zunachst genau eingewogen, mit destil-
liertem Wasser verdinnt, homogenisiert und anschliefiend
die Fluid-Phase als auch als auch die Prazipitat-Phase
mit den darin enthaltenen freien bzw. freigesetzten
Aminosauren ionenaustausch-chromatographisch getrennt
und nach Farbreaktion mit Ninhydrin oder Ortho-Phthal-
dialdehyd nachgewiesen. Dieser Vorgang ist in der Regel

automatisiert. Selbstverstandlich ist es auch denkbar,
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daf® die Aminosduren z.Bsp. Phenylsenfd6l, FMOC, Dabsyl-
chlorid oder Dansylclorid, derivatisiert und einer
Flissigkeitschromatographie, insbesondere einer HPLC
(High Performance Liquid Chromatography) mit Reversed-
Phase-Characteristic unterworfen werden. Die erhaltenen
Chromatogramme werden sowohl qualitativ als auch quan-
titativ ausgewertet. Die zu den einzelnen Proben er-
mittelten Mengenangaben der freien bzw. freigesetzten
Aminosauren, die aus mit Eiweiflhydrolysaten behandelten
Lebensmitteln stammen, werden mit solchen Proben- Men-
genangaben verglichen, die aus entsprechenden unbehan-
delten Lebensmitteln stammen, denen also keine Eiweifs-
hydrolysate zugesetzt worden sind. Uberschreiten einige
Aminosduregehalte die aus den entsprechenden, unbehan-
delten Lebensmittelproben ermittelten Werte, so ist
dies zumindest ein Indiz fir eine unzulassige Eiweif3-
hydrolysat-Zugabe, jedoch noch kein Beweis, da die in
Spezies vorkommenden Aminosduren immer einer gewissen
Schwankungsbreite unterliegen. Beil Vergleich der er-
mittelten Gehalte def einzelnen Aminosiuren stellte man
jedoch Uberraschenderweise fest, daf einzelne Aminosau-
regehalte trotz Zugabe von Eiweifthydrolysaten in Le-
bensmitteln, insbesondere von Fleisch und Fleischwaren,
annahernd konstant bleiben, bei Eiweifhydrolysatzusatz
tierischen Ursprungs vorzugsweise Serin und Asparagin-
sdure, wahrend andere Aminosauregehalte sich signifi-
kant verandern, vorzugsweise Glycin und Alanin. Diese
Uberraschende Erkenntnis erlaubt somit zumindest den
direkten Vergleich der in einer natidrlichen Schwan-
kungsbreite vorkommendenm, jedoch bei Eiweiffhydroly-
satzusatz sich signifikant verdndernde Aminosauregehal -
te mit aus Erfahrung festgelegten Werten, um Rick-
schlisse auf eventuelle Zusdtze in Form von Eiweifdhy-

drolysaten zu ziehen bzw. erlaubt, falls ohne Eiweif3-
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hydrolysat versetzte entsprechende Lebensmittel zur
Verfigung stehen, sogar den Vergleich der ermittelten
Probengehalte an bei Eiweifdhydrolysatzugabe sich men-
genmafiig signifikant verandernden Aminosduren mit Pro-
bengehalten an diesen Aminosauren, die aus nicht mit
Eiweifhydrolysaten behandelten Lebensmitteln stammen.
Durch die Signifikanz der zur Beurteilung herangezoge-
nen Wertung ist eine sichere Aussage uUber Eiweiffhydro-
lysatzusatze mdglich.

Dadurch, dafd bei Eiweifhydrolysatzusatz tierischen
Ursprungs bestimmte Aminosduregehalte sich signifikant
verandern, wahrend andere nahezu unverandert bleiben,
ist es zweckmafdig, flr einen Zusatz von Eiweifdhydroly-
saten tierischen Ursprungs Probengehalte von freien als
auch freigesetzten Aminosauren, die sich durch den Zu-
satz erhdhen, mit Probengehalten freier bzw. freige-
setzter Aminosduren, die durch den Zusatz praktisch
unverandert bleiben, zur Durchfihrung des Vergleichs in
Beziehung zu setzen. Insbesondere Glycin und Alanin
verandern sich bei Eiweiffhydrolysatzugabe tierischen
Ursprungs signifikant, wadhrend Serin und Asparaginsaure
nahezu konstant bleiben. Die Quotienten werden auf die
Art und Weise gebildet, daff ein bei Zusatz sich stark
verdndernder Aminosduregehalt durch einen nahezu un-
abhangigen Aminosauregehalt dividiert wird, wobeil auch
der Kehrwert eines solchen Quotienten verwendbar ist.
Die Quotientenbildung ermdéglicht es, Proben auffallig
als mit tierischen Eiweifdthydrolysaten behandelt zu
identifizieren, deren Aminosauregehalte trotz unzulas-
siger Zusatze noch in der natirlichen Schwankungsbreite
liegen und somit auch diese Grenzfalle sicher erfasst
werden.

Da bei Zugabe von pflanzlichen Eiweiflhydrolysaten

nahezu samtliche Gehalte an freien Aminosduren zuneh-
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men, ist es zweckmaffig, daf fir einen Zusatz von
pflanzlichen Eiweiffhydrolysaten Probengehalte im we-
sentlichen aller freien Aminosduren zur Durchfuhrung
des Vergleichs verwendet werden. Dies steht nicht im
Widerspruch dazu, daf® bei der Untersuchung auf zuge-
setztes pflanzliches Eiweiffhydrolysat in der hydroly-
sierten Fluid-Phase mindestens eine der folgenden Ami-
nosduren berlUcksichtigt wird, wobei es sich hierbei
handelt um: Asparaginsaure, Threonin, Serin, Glutamin-
sdure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin, Tyro-
sin, Phenylalanin, Lysin, Arginin sowie Prolin. Ent-
sprechendes gilt im Zusammenhang miﬁ der Untersuchung
von Proben auf zugesetztes tierisches Eiweiffhydrolysat
in der hydrolysierten Fluid-Phase, wobei es sich um
folgende potentielle Aminosauren handelt, die zu be-
ricksichtigen sind: Asparaginsaure, Threonin, Serin,
Glutaminsaure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leu-
cin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin, Arginin, Prolin,
Hydroxyprolin sowie Hydroxylysin.

Bei Untersuchung auf zugesetztes tierisches Ei-
weiffhydrolysat in der Prazipitat-Phase sollten vorteil-
hafterweise die Aminosduren Hydroxyprolin sowie Hydro-
xXylysin, zumindest eine davon, berucksichtigt werden.
Entsprechendes ist bei der Untersuchung auf zugesetztes
pflanzliches Eiweiffhydrolysat in der Prazipitat-Phase
aufgrund der nicht vorhandenen Eindeutigkeit in Bezug
auf einzelne Aminosduren nicht mdglich.

In diesem Zusammenhang ist es als Indikator auf
die Zugabe eines mdglichen Blutplasmas gegeben, dafi in
der Fluid-Phase die Anderungen der Aminosdure Hydrox-
ylysin berlicksichtigt werden, wobei dann zur endgulti-
gen verifizierenden Bestimmung ein Test mit einem ent-
sprechend spezifischen Antikdérper durchgefuhrt werden

muss.
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Damit die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse des
erfindungsgemé&fien Verfahrens gesteigert wird, ist es
zweckmafiig, daff bei der Probenaufbereitung die in den
Lebensmittel enthaltenen freien Aminosduren sowie die
noch freizusetzenden Aminosauren aus den Di- bis Oligo-
peptiden von den in den Lebensmitteln enthaltenen Pro-
teinen getrennt werden, so daff sich die Proteine nicht
stdérend bei der Aminosdurebesimmung auswirken kdnnen,
wobei die entstehende Prazipitat-Phase erfindungsgemafd
dann auch bei entsprechender Behandlung in Bezug auf
die dann freigesetzten Aminosduren noch wertvollere
Informationen liefern kann.

Vorteilhafterweise werden die in den Lebensmitteln
enthaltenen Proteine vor Trennung von den freien Amino-
sauren bzw. der Di- bis Oligopeptide zunachst aus den
Lebensmitteln ausgefallt. Dabei ist es weiterin vor-
teilhaft, daf die ausgefdllten Proteine vor der Bestim-
mung der freien Aminosauren bzw. der aus der Fluid-Pha-
se freigesetzten Aminosduren von diesen abfiltriert
werden, um keine Stdérungen zu induzieren, wobei es auch
in diesem Kontext vorteilhaft ist, da in der Praxis
bewdhrt, dafs vor dem Filtrieren die Proteine und die
freien Aminosauren bzw. Di- bis Oligopeptide einer Zen-
trifugierung unterworfen werden.

Schliefflich hat es sich noch in der Praxis be-
wahrt, daf’ die Hydrolyse sowohl der Fluid-Phase als
auch der Prazipitat-Phase mittels Zugabe von HCl, vor-
zugsweise 6N-HCl, bewerkstelligt wird.

Das erfindungsgemaf’e Nachweisverfahren ist wirt-
schaftlich gesehen interessant, da keine zusatzlichen
speziell fir das Verfahren entwickelten Apparaturen
notwendig sind, so daf die sich in einem Laborpark be-
findenden Gerate verwendet werden kdénnen.

Das in den Zeichnungen und in den Tabellen gezeig-
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te Beispiel soll die Erfindung naher erlautern.

Es zeigen:

Abb. 1 - eine schematische Flufidiagrammdar-
stellung der erfindungsgemafien Ami-
nosaurenanalytik,

Abb. 2+3 - jewelilige Aminosaurechromatogramme
von Proben ohne bzw. mit Eiweif3-
hydrolysatzusatz,

Tab. 1-10 - die jeweiligen Aminosaurekonzen-
trationen ohne bzw. mit jeweiligen
Zusatzen (X 2 Mittelwert, s & Stan-
dardabweichung) .

Fir die nachfolgend erl&uterten Versuche wurden

folgende Proben hergestellt:

1. Hahnchenbrustfilet (Frischfleisch) ohne und mit
Zusatz von 1% und 3% tierischem Eiweiffhydrolysat (Ge-
fligel)

2. Hahnchenbrustfilet (Frischfleisch) ohne und mit
Zusatz von 1% und 3% pflanzlichem Eiweiflhydrolysat (So-
ja) .

3. Kochschinken ohne und mit Zusatz von 1% und 3%
tierischem Eiweiffhydrolysat (Schwein).

4. Kochschinken ohne und mit Zusatz von 1% und 3%
pflanzlichem Eiweifdhydrolysat (Soja).

5. Kochschinken ohne und mit Zusatz von 1% und 3%
Trockenblutplasma (Schwein).

6. BrUhwurst ohne und mit Zusatz von 1% und 3%
Trockenblutplasma (Rind).

Die verschiedenen Eiweif3-Stoffe wurden mit Wasser
im Verhdltnis 1:4 versetzt.

Bei diesem Verfahren werden die Lebensmittelproben
nach einer bestimmten Art und Weise aufgebarbeitet und
analysiert.

Die Probe wird mit einer Moulinette o.a4. zerklei-
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nert. Anschliefiend werden 5 Gramm zerkleinertes Probe-
material auf 1lmg genau eingewogen, mit 35ml Aqua dest.
in einem Becherglas mit Hilfe eines Ultra Turrax homo-
genisiert. Flr die Eiweifffédllung werden der Probe 10ml
105ige Sulfosalicylsaure zugegeben und gemischt. Zur
Ausfallung hochmolukularer Proteine wird die Probe fur
30 Minuten bei 4°C im Kihlschrank inkubiert. Im An-
schluf3 wird die Probe mit einem Papier-Faltenfilter
filtriert. Dabei entstehen prinzipiell zwei Fraktionen,
namlich eine Fraktion mit mittel- bis hochmolekularen
Proteinen (Prazipitat genannt, da grdffere Proteine bei
Zugabe von Sulfosalicylsaure ausfallen) und eine weite-
re Fraktion in der sich frei Aminosduren, Dipeptide und
Oligopeptide befinden. Diese Fraktion wird als NPN-
Fraktion bezeichnet. Diese NPN-Fraktion wird beim vor-
liegenden Verfahren in gewisser Weise doppelt analy-
siert. Einerseits werden die per se freien Aminosauren
in ihrer Konzentration bestimmt, andererseits werden
alle anderen Stickstoff-Komponenten mittels saurer Hy-
drolyse (6N HCI-Zusatz) in freie bzw. freigesetzte Ami-
nosauren zerlegt. Die Prazipitat-Fraktion wird eben-
falls durch saure Hydrolyse in freigesetzte bzw. freie
Aminosduren zerlegt. Insgesamt finden also drei Bestim-
mungen der Konzentration an freien bzw. freigesetzten
Aminosauren statt. Zwei Bestimmungen aus der NPN-Frak-
tion und eine Bestimmung aus der Prézipitat-Fraktion.
Das Prinzip der Aminosdureanalytik ist in der Abbildung
1 schematisch dargestellt.

Die Bestimmung der Konzentration der jeweiligen
Aminosauren erfolgt idealerweise mit Hilfe eines Amino-
sadureanalysators oder aber mittels HPLC (High Perfor-
mance Liquid Chromatography). Die erhaltenen Aminosau-
rechromatogramme werden sowohl qualitativ als auch

quantitativ ausgewertet.
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Die Abbildung 2 zeigt ein Aminosaurechromatogramm
einer aufbereiteten Probe ohne Eiweiffhydrolysatzusatz.
Den einzelnen Peaks sind die jeweiligen Aminosauren
zugeordnet. Die einzelnen Peakfldchen entsprechen den
jeweiligen Aminosduremengen. Diese werden direkt mit
einer aufbereiteten Probe mit Eiweifshydrolysatzusatz
(Abbildung 3) erhaltenen Werten verglichen.

Die in den Tabellen angegebenen Mittelwerte und
deren Varianzen wurden jeweils mit n = 6 Werten mit
Hilfe der zweifaktoriellen Varianzanalyse bestimmt.

Die in den Tabellen aufgefthrten Proben von den
Chargen 1 sind nicht mit Eiweiffhydrolysat versetzt wor-
den. Die zu diesen Chargen angegebenen Werte zeigen
eine natlrliche Schwankungsbreite der einzelnen Amino-
sdurekonzentration und dienen als Vergleichsparameter
flir eine Bewertung hinsichtlich eines Eiweifshydroly-
satzusatzes.

Tabelle 1 zeigt die Aminosaurekonzentration von
hydrolysiertem NPN in mg/100g Hahnchenbrustfilet
(Frischfleisch) ohne (Charge 1), mit 1 % (Charge 2) und
mit 3 % (Charge 3) tierischem Eiweiffhydrolysatzusatz
(Geflligel) . Es ist zu erkennen, daf? bereits ein Eiweifs-
hydrolysatzusatz von 1 % zu einer signifikanten Ver-
dnderung der Aminosaurekonzentration fuihrt. Die Mittel-
wertvergleiche zeigen, daff die Aminosauren Asparagin-
sdure, Threonin, Serin, Glutaminsdure, Glycin, Alanin,
Valin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin,
Arginin, Prolin, Hydroxyprolin und Hydroxylysin von den
Chargen 2 und 3 mit tierischem Eiweifshydrolysatzusatz
im Vergleich zur Charge 1 (ohne tierischen Eiweiffhydro-
lysatzusatz) signifikant erhdhte Konzentrationen auf-
weisen.

Die Aminosdurekonzentration von hydrolysiertem

Prédzipitat (Tabelle 2) zeigen bei den Mittelwertsver-
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gleichen nur bei den Aminosduren Hydroxyprolin und Hy-
droxylysin eine signifikante Erhdéhung der Konzentratio-
nen. Beide Aminosauren sind fUr diese Fraktion verlaf-
liche Indikatoren fur Eiweifdhydrolysatzusatze tieri-
scher Herkunft.

Bei einem Zusatz von 1 % und 3 % pflanzlichem Ei-
weifthydrolysat (Soja) zeigt die Tabelle 3 von dem hy-
drolysierten NPN bei den Mittelwertsvergleichen eine
signifikante Erhdhung der Konzentrationen von den Ami-
nosauren Asparaginsdure, Threonin, Serin, Glutaminsau-
re, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin,
Phenylalanin, Lysin, Arginin und Prolin.

Bei dem hydrolysiertem Prazipitat wurden keine
Veranderungen der Aminosdurenkonzentrationen festge-
stellt (Tabelle 4).

Tabelle 5 zeigt die Aminosaurekonzentration von
hydrolysiertem NPN in mg/100g Kochschinken ohne Zusatz
(Charge 1), mit 1 % (Charge 2) und mit 3 % (Charge 3)
tierischem Eiweifdhydrolysatzusatz (Schwein). Auch hier-
bei fuhrt bereits ein geringer Zusatz Eiweiffhydrolysat
von 1 % zu einer signifikanten Veranderung der Amino-
sadurekonzentrationen. Die Mittelwerte zeigen, dafd die
Aminosduren Asparaginsaure, Threonin, Serin, Glutamin-
saure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin, Tyro-
sin, Phenylalanin, Lysin, Arginin, Prolin, Hydroxypro-
lin und Hydroxylysin von den Chargen 2 und 3 mit tieri-
schem Eiweifshydrolysatzusatz im Vergleich zur Charge 1
(ohne tierischen Einweiffhydrolysatzusatz) signifikant
erhdhte Konzentrationen aufweisen.

Die Aminosaurekonzentrationen von hydrolysiertem
Prazipitat (Tabelle 6) zeigen bei den Mittelwertver-
gleichen, genau wie beim Zusatz von tierischem Hydoly-
satz mit Gefllgelursprung, nur bei den Aminosduren

Hydroxyprolin und Hydroxylysin signifikante Erhdéhungen
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der Konzentrationen.

Bei einem Zusatz von 1 % und 3 % pflanzlichem Ei-
weiflhydrolysat (Soja) zeigt die Tabelle 7 von dem hy-
drolysiertem NPN bei den Mittelwertsvergleichen eine
signifikante Erhdéhung der Konzentrationen von den Ami-
nosduren Asparaginsdure, Threonin, Serin, Glutaminsau-
re, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin, Leucin, Tyrosin,
Phenylalanin, Lysin, Arginin und Prolin.

Bei dem hydrolysiertem Prazipitat wurden keine
Veranderungen der Aminosaurenkonzentrationen festge-
stellt (Tabelle 8).

Die Unterschiede bei den Werten zwischen den Ami-
nosaurenkonzentrationen von dem hydrolysierten NPN vom
Hahnchenbrustfilet und Kochschinken mit pflanzlichem
Eiweifshydrolysatzusatz (Soja) sind auf unterschiedlich
hohe Hydrolysegrade bei der Eiweifthydrolysatherstellung
zurluckzufihren (vgl. Tabellen 3 und 7).

So wie sich Eiweiffhydrolysate tierischen und
pflanzlichen Ursprungs tendenziell in den Aminosiure-
spektren unterscheiden, hinterlafdt das Eiweifdadditiv
Blutplasma ebenfalls gewisse Spuren. Insbesondere die
Aminosdure Hydroxylysin ist ein guter Indikator fir das
Vorhandensein von Blutplasma in der Probe. Die Tabellen
9 und 10 zeigen, daf3 bei den freien Aminosdurekonzen-
trationen die Aminosdure Hydroxylysin bei den Proben
mit einem Trockenblutplasmazusatz von 1% und 3% signi-
fikant erhdéht ist.

Das erfindungsgemafie Nachweisverfahren ist wirt-
schaftlich gesehen &ufierst interessant. Die Problematik
besteht international. Dariberhinaus ist der betroffene
Fleischwaren- und Convenience-Bereich riesig und stetig
wachsend, somit ist ein grofles Probenpotential gegeben.
Vorteilhafter Weise bendtigt das Nachweisverfahren kei-

ne speziell fur das Verfahren entwickelte Apparaturen
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und Geratschaften. Viele Laboratorien verfligen - be-
dingt durch andere Analyseverfahren - bereits uUber eine
entsprechende Ausstattung. Falls nicht, lassen sich die
entsprechenden Ausstattungskomponenten problemlos im
Laborfachhandel beziehen. Das Nachweisverfahren 1lafst

sich somit relativ schnell als Routineanalytik etablie-

remn.
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Patentanspriuche

1. Verfahren zum qualitativen Nachweis von zugesetz-
ten Eiweifd-Stoffen in Lebensmitteln, insbesondere von
zugesetzten Eiweiffhydrolysaten oder Blutplasma in
Fleisch und Fleischwaren, wobei die Lebensmittel bei
der Probenaufbereitung in Prazipitat- und Fluid-Phasen
getrennt werden, dadurch gekennzeichnet, daf3 zumindest
ein Teil der Fluidphase und/oder zumindest ein Teil der
Prazipitatphase hydrolysiert wird und die auf diese
Weise erhaltenen freigesetzten Aminosauren qualitativ
und quantitativ bestimmt werden, wobei die ermittelten
Probengehalte dieser fluidphasen- und/oder prazipi-
tatphasen-freigesetzten Aminosduren verglichen werden
mit solchen Probengehalten, die aus den entsprechenden,
nicht mit Eiweifhydrolysaten und/oder Blutplasma be-

handelten Lebensmitteln stammen.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet,
daf? die aus zumindest einem Teil der Fluidphase stam-
menden freien Aminosauren qualitativ und quantitativ
bestimmt werden, wobei die ermittelten Probengehalte
dieser freien Aminosauren verglichen werden mit solchen
Probengehalten, die aus den entsprechenden, nicht mit
Eiweifthydrolysaten und/oder Blutplasma behandelten Le-

bensmitteln stammen.

3. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 2, da-
durch gekennzeichnet, daf® fir einen Zusatz von Eiweif3-

hydrolysaten tierischen Ursprungs Probengehalte freier
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Aminosauren, die sich durch den Zusatz erhdhen, mit
Probengehalten freier Aminosduren, die durch den Zusatz
praktisch unverandert bleiben, zur Durchfihrung des

Vergleichs in Beziehung gesetzt werden.

4, Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 3, da-
durch gekennzeichnet, daff fir einen Zusatz von pflanz-
lichen Eiweiffhydrolysaten Probengehalte im wesentlichen
aller freien Aminosauren zur Durchfihrung des Ver-

gleichs verwendet werden.

5. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 4, da-
durch gekennzeichnet, daf® bei der Probenaufbereitung
die in den Lebensmitteln enthaltenen freien Aminosauren
von den in den Lebensmitteln enthaltenen Proteinen ge-

trennt werden.

6. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 5, da-
durch gekennzeichnet, daf die in den Lebensmitteln ent-
haltenen Proteine vor Trennung von den freien Aminosau-

ren zundchst aus den Lebensmitteln ausgefallt werden.

7. Verfahren nach einem der Ansprliche 1 bis 6, da-
durch gekennzeichnet, daf die ausgefdllten Proteine vor
der Bestimmung der freien Aminosduren von diesen abfil-

triert werden.

8. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 7, da-
durch gekennzeichnet, daff vor dem Filtrieren die Pro-
teine und die freien Aminosduren einer Zentrifugierung

unterworfen werden.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8, da-

durch gekennzeichnet, daf3 die Lebensmittel mittels Zu-
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gabe von Sulfosalicylsaure in Prazipitat- und Fluid-

Phasen getrennt werden.

10. Verfahren nach einem der Ansprlche 1 bis 9, da-
durch gekennzeichnet, daff die Hydrolyse der Fluidphase
mittels Zugabe von HC1l bewerkstelligt wird.

11. Verfahren nach einem der Ansprtche 1 bis 10, da-
durch gekennzeichnet, daff die Hydrolyse der Prazipi-

tatphase mittels Zugabe von HCl bewerkstelligt wird.

12. Verfahren nach einem der Ansprtche 1 bis 11, da-
durch gekennzeichnet, dafd bei der Untersuchung auf zu-
gesetztes tierisches Eiweifthydrolysat in der hydroly-
sierten Fluidphase mindestens eine der folgenden Amino-
sduren berlcksichtigt wird: Asparaginsdure, Threonin,
Serin, Glutaminsaure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin,
Leucin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin, Arginin, Prolin,

Hydroxyprolin und Hydroxylysin.

13. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 12, da-
durch gekennzeichnet, daff bei der Untersuchung auf zu-
gesetztes pflanzliches Eiweiffhydrolysat in der hydroly-
sierten Fluidphase mindestens eine der folgenden Amino-
sduren berlcksichtigt wird: Asparaginsaure, Threonin,
Serin, Glutaminsdure, Glycin, Alanin, Valin, Isoleucin,

Leucin, Tyrosin, Phenylalanin, Lysin, Arginin, Prolin.

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 13, da-
durch gekennzeichnet, daf3 bei der Untersuchung auf zu-
gesetztes tierisches Eiweiffhydrolysat in der Prazipi-
tatphase mindestens eine der folgenden Aminosauren be-

ricksichtigt wird: Hydroxyprolin, Hydroxylysin.
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15. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis 14, da-
durch gekennzeichnet, daf bei der Untersuchung auf zu-

gesetztes Blutplasma in der Fluidphase Hydroxylysin

bericksichtigt wird.
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Aminosduren im drei Buchstaben-Code

ARG
ALA
. ASN
ASP
CYS
GLU
GLY
HIS
ILE.
LEU
LYS
OH-LYS
OH-PRO
MET
ORN
Phe
PRO
SER
THR
TRP
TYR
TRE
VAL

: Arginin

: Alanin

: Asparagin

: Asparaginsdure
: Cystein

: Glutaminsaure
: Glycin -

: Histidin

: Isoleucin

: Leucin

: Lysin

: Hydroxylysin
: Hydroxyprolin
: Methionin

: Ornithin

: Phenylalanin
: Prolin

: Serin

: Threonin

: Tryptophan

: Tyrosin

: Threonin

: Valin

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Schema der Aminosiure-Analytik
wéssriger Extrakt aus der Probe

+

Sulfosalicylsaure (= 30 Min. 4°C)

groRe Proteine (z 17 kD) fallen aus

!

Filtration (ausgefalite Proteine bleiben im
Filter = Préizipitat, kleinere Proteine, Proteinfragmente
und freie Aminos&uren laufen durch und bilden & NPN-Fraktion)

<N

Prizipitat , ' NPN-Fraktion |
| / \ |
Hydrolyse mit HCI direkte Messung der Hydrolyse mit HCI
: frelen AS l
Y
Messung der freigesetzten Messung der
AS im Prazipitat freigesetzien AS im NPN

Abb. 1

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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. Tabells 1: Aminosiurenkonzentration von hydrolysierter NPN in mg/100g Hihnchenbrust

chne Eiweiflhydrolysat (tierisch) sowis mit Zusatzen von 1 und 3%.

olns Zusatz von 1% Zusatz 3 % Zusatz
Aminosaure | BiweiRhydrolysat EiweiBhydrolysat Eiweiflydrolysat
< 8 X 8 X 8
ASP 4503 | £ | 858 | 738 | = | 518 |12660] = | 1523
THR 3568 | = 3,77 | 4937 | = | 38 [m52|=+ | 794
SER 32,10 { £ [327 | 47132 | L75 [ 7948 1 = | 11,30
GLU 11838 | = [ 547 | 14607 | = | 1944 [17,13] = | 18,03
GLY 12705 | £ | 881 |19L,77 | = | 2205 [33427| & -| 51,13
ALA 6323 | + 11315 | 100,83 ['& | 651 [16237] + | 21,85
VAL 3620 | = | 761 | 5,12 |+ | 240 |7530) % | 820
ILB 2460 | = | 544 | 3592 | % 1,73 |51,05| = | 532
LEU 3633, | £ (820 | 5703 | = [ 227 [9067{=+ | 11,08
TYR 245 | = | 567 | 3,50 | = | 266 [4258| % | 4,77
PHE 1867 | £ [514 | 2958 | = | 1,33 |4705| = | 574
HIS 20228 | £ 12922 |206,07 | = | 3344 |201,93| = | 38,56
ORN 280 | £ (1,2 | 310 |+ | 1,30 [375 )| | 1,37
LYS - [8463 | = | 976 [11007 | + | 900~ 15687 + | 18,44-
ARG 5098 | £ [762 | 8668 | = | 9,14 (15850 = | 29,58
PRO . 398 | £ |1212 | 9428 | = | 787 [17977] = | 31,93
OHPRO | <1,0 | % - 3542 | + | 13,83 (10097 = | 19,16
OH-LYS | <10 | = - 632 |+ | 267 [1937]+ | 324

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Tabells 2: Aminosurenkonzentration von hydrolysiertem NEN in mg/100g Hibnchenbrust
-ohne Eiweifhydrolysat (Soja) sowie mit Zusétzenvon Iwnd3%. -

ohne Zusatz von 1 % Zusatz, 3 % Zusatz

| Aminostture | BiweiBlrydrolysat EiweiBhydrolysat EiweiBhydrolysat

X s x 8 x 8
ASP 4503 {x | 8,58 107,40 + 9,82 22095 | = 14,44
THR 3568 | x | 3,77 61,62 & 296 {113,03 + 2,54
SER 13210 (x| 3,27 69,53 + 997 (11852 =+ 4,56
GLU 11838 |+ | 5,47 | 185,87 £ 111,68 (359,75 = ]2525
GLY 127,05 1+ | 8381 172,93 + (17,12 (246,75 ] = 18,57
ALA 63,23 | 13,15 | 90,25 + 13,53 |15405] <+ 10,03
VAL 3620 |+ | 7,61 69,92 * 334 |143,77] =+ 10,54
ILE 2460 (£ | 544 5522 & 1,25 112337} + 8,14
LEU 3633 | | 820 | 91,85 -+ 627 119523 | = 12,91
TYR 245 [+ | 567 | 4530 x 419 19348 | = 733
PHR 18,67 1 £ { 5,14 54,05 £ 366 J119,17} =+ 8,48
HIS 202,28 |+ [29,22 | 252,40 = [41,25 |260,88 | = 23,60
ORN 280 [+ | 1,2 1,75 *® 036 {193 & 0,63
LYS 8463 |2 1976 | 107,77 | = - [1602 19465 | = |1191
ARG 5098. {+ | 7,62 90,55 ES 7,08 {18980 = 11,87
PRO 39,83 (= 12,12 | 7852 + 626 (150,78 | =+ 1,59

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Tebello 3: Ammosﬂurenkonzenﬂahonmhydrolymertemkﬂ.npmtmmg/lwgmhnchmbmst
ohneE:we:Bhydrolysat (nensch)sumemrtZusatzenvon lund3 %

ohne Zusatz von % Zusatz 3 % Zusatz
. 53 8 x 8 x 8

ASP 1522,72 | + {6345 (151728 | + |198,65 [1609,38 | = [121,28
THR 1017,97 | = | 77,20 |1160,02 | £ 205,60 |1079,43 | + [113,41
SER 901,98 |+ |8267 |91287 {+ 93,12 92915 | £ [9530
QLU 269320 { = {9023 1274530 |+ (333,75 [2865,87 [ + (21117
GLY 921,57 | | 42,77 [92120 [+ |60,93 | 929,13 | = |9225
ALA 1304,80 | + | 41,49 |136502 | = {173,32 |1338,92 + 117,28
VAL - 1231,55 | = |[91,42°-1126847 | = (237,16 |1311,18 | + [123,89
CYs 46,72 + |6 95 5312 |+ |7, 85 5883 | = 711
MET 703,28 + | 5557 |71352 |+ 130,28 760,83 | = |7497
ILB 1303,62 | + 59,34 1299,03 | = 192,92 (139345 | = (11555
LRU 2005,87 | +- | 55,87 |2071,72 | + 242,14 1219943 | + (173,83
TYR 759,60 | = 54 88 794,18 | |15443 | 803,80 | £ {7716
PHE 1018,00 | + | 69,62 (107432 | + |18636 {1059,68 | +- (10258
HIS TL18 | = |9669 |740,42 |+ |206,64 | 760,07 | = |91,76
ORN 8,65 + | 1,78 1145 |+ | 1,76 | 11,53 |+ | 230 °
LYS 1911,97 | + | 78,00 1194572 | + 200,86 {2023,32 | = [132,00
ARG 1211,12 | £ 352,93 {125240 | = |131,91 {126632 | + |5741
PRO 853,62 | £ [64,09 |86252 (£ |168,20 | 894,53 | = |8633
OB-PRO 45,02 + | 526 5880 | ]2082 | 8470 |+ |1135
OH-LYS | 5,70 + 0,75 1165 |+ | 2,04 17,17 & | 224-

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Tabelle 4: Ammos&urenknnMahmvonhydrolymertemPrﬂnpﬂatmmg/lOOgHﬂhnchenbmst
ohneE:welBhydrolysat (Soja) sowie mit Zusatzen von 1 und 3 %.

ERSATZBLATT (REGEL 26)

ohne Zusatz von 1 % Zusatz 3% Znsatz '
X 8 x s X 8
ASP 157692 + 127,97 154622 | + | 129,87 [1720,72 ® 6345
THR 1221,10| * 104,30 |125535 | 151,00 (131791 | = 77,20
SER 94515 | + 67,63 977,67 | * 92,97 |103593 | + 82,67
GLU 248332 + 190,59 |2580,15 | * 12721 (269324 | + 90,23
GLY 934,00 | = 73,09 | 966,32 | = 116,09 11021,52 | = 41,17
| ALA 134692 + 121,23 |1391,72 | % 136,78 [1414,86 | + 41,49
_VAL 1361,18| = 123,19 |1477,17 | = 248,75 |1631,52 | % 91,42
CYs 4383 | £ 7,15 51,90 + 6,91 63,78 F3 6,95
MET 725 73 ES 74,91 734,60 | x 48,68 | 73025 | 55,57
ILE 1246,47 + 118,18 1133430 | = 122,80 139364 | = 59,34
LEU 195743( = 173,89 |2046,90 { + 15496 1219977 | -+ 55,87
TYR 178580 | = 78,96 811,62 + | 71,38 186362 | = 54,88
PHE 104185 = 103,77 (112282 | = 77,68 11218,02 | * 69,62
HIS 690,90 | + 90,68 770,42 + 150,51 | 735,13 | = 96,69
ORN 9,02 + 215 9,62 + 1,00 10,45 + 1,78
LYS 1962,42| %= 121,13 [2045,67 | * 200,88 1202392 | + 78,00
ARG - 123465 + 159,49 |116642 | £ 131,88 |111245 | * 352,93
PRO 924,80 | = 71,64 984,52 | % 168,20 {1031,60 | + 64,09
OH-PRO 43,07 | £ 2,77 47,92 + 2,69 ] 45,01 X 5,26
OH-LYS .| 555 + 0,73 6,20 x | 075 5,71 * 0,75
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Tabelle 5 Aminosurenkonzentration von hydrolysiertem NPN in mg/100g Kochschmken
olms Eiweihydrolysat (tierisch) sowie mit Znsitzen von 1 und 3 %.

chne Zusatz von 1% Zusatz 3 % Zusatz
Aminosiure RiweiBhydrolysat EBiweiBhydrolysat Biweifhydrolysat
by ] x 8 X 8

ASP- 30,13 £ 19,13 |54,65 + 570 110391 ] %= 741
THR 21,57 + |4,48 |33,20 * |'224 |[53,73 + 3,58
SER 2227 £ 1595 13555 + 4,70 | 66,42 * 4,74
GLU 10047 | £ 110,07 {13493} = 961 15470 | = |14,71
GLY 94,02 * 653 j130,77| = 205 197,12 | = 19,69
ALA 64,95 & 8,50 -|99,85 + 3,67 {16585 = | 7,68
VAL 32,10 = 16,80 |47,08 + 559 17032 | = 556
ILB 20,48 + 16,74 [31,93 + 3,53 |45,44 & 320
LEU 36,02 + [11,06 | 57,40 &+ 6,04 | 85,10 + 7,62
TYR | 12,48 + 1413 |20,82 + 1,93 |33,73 P 3 496
PHR 18,60 &+ 544 13093 + 3,87 ]49,10 £ 3 7,28
HIS 32857. | £ {1559 |34753)| * 34,58 1350,74 | = |4576
ORN 9,82 + 10,71 1,77 ] =+ 125 111,36 = 1.147
LYS 47,35 2 8,72 71,23 + 577 112201 | =+ 15,46
ARG 22,63 £ |896 |[5832 + 673 (122,73 | =+ 12,37
PRO 33,43 + 16,05 |81,57 + 5,78 183,07 | 2 17,81
OH-FRO | <1,0 + - 41,40 * 288 (117,75 ]| =+ 3,26
OH-LYS | <1,0 + - 10,33 &+ 074 | 31,84 + 4,52

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Tabelle 6: Aminosturenkonzentration von hydrolymertemNPNmmg/lOOgKochschmken

ohneEtwelBhydrolysat(Sqa)scwnengusatzenvonllmdS %. .

ohne Zusatz von 1 % Zusstz 3 % Zuysatz

X 3 x 8 x 8
ASP 3013 1 + f9o13 {8395 | = 1755 [1190 | = | 1603
THR 21,57 + 448 |38,92 + 418 |7793 - 5,22
SER. 227 | % 595 142,07 * 5,13 |83,63 + 5,93
GLU 10047 | £ 110,07 154,62 + 13,50 {27540 | =+ 26,89
GLY 94,02 | % 6,53 (128,02 + 11,38 (186,15 + { 13 ,34
ALA 64,95 + 8 50 17,77 + 646 11962 =+ 9,62
VAL 3210 | % 6,80 |5792 = 573 [11633 | + 9,57
ILE 2048 | =+ 6,74 45,02 + 4,55 |99,83 + 8,67
LEU 36,02 | + (11,06 |73,52 + 6,95 ]16193 | + 13,31
TYR 1248 | = 4,13 |[32,05 * 480 17425 % 6,22
PHE 183,60 | * 544 |4553 + 444 (103,53 | = 12,96
HIS 328,57 | = 15,59 |289,77 % 28,11 j29398 | =+ 31,78
ORN 3,82 E 0,71 | 3,75 + 094 1|38 +* 0,66
1.YS 47,35 + 8,72 |79,60. + 819 |14972| = 12,67
ARG 2263 | = (856 [7570 | = |723 {16035| = | 1446
PRO 343 | = (605 [10342( = 1077 17633 | = | 1354

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Taballs 7: AmmosEmenkonzenmnonvomhydmlymmPrﬂzmﬁatmmg/lOOgKochschmken

-ohne BiweiShydrolysat (nensah)sumemltZusﬁtmvon 1wnd3 %.

: L ohne Zusatz von 1% Zasatz 3 % Zusatz
Aminosiiure EiweiBhydrolysat EiweiBhydrolysat Biweifhydrolysat
X s X 8 X 8

ASP 1147,52 | = | 5445 |1081,82 | = | 22,19 [106795| = | 41,73~
THR 819,52 + 14952 (730,78 | + 1941 | 78258 | + 22,10
SER 577,85 £ 140,75 553,10 | & 11,09 | 57963 | + 20,18
GLU 2585,65 | + |102,77 |260517 | £ | 152,42 [251292 | = |'153,29
GLY 735,42 + 14322 (74830 | &= 30,42 | 850,15 | 2 40,78 .
ALA 1 959,95 |+ [34,02 [89985 { &+ 16,61 | 94620 | + 27,57
VAL 104335 | = | 62,94 |92597. | = 3325 195292 | + 47,717
CYS 85,20 + 9,43 8538 |-+ ‘| 6,01 85,65 | = 9,68 .
MET 564,38 | 13541 149417 | & 21,08 | 50577 | = 19,13
ILE 933,83 + {4820 (83393 | = | 2578 |84597 | = 29,17
LEU 1409,12 | = | 47,61 132200 | % 3538 |1337,88 | = 44,93
TYR 627,87 + 3654 |56432 | + 1280 | 551,05 | + 20,80
PHR 820,50 x 14821 72872 } = 1968 175033 | + 30,62
HIS 473,92 + | 18,56 {584,830 | + 159,99 | 445,18 | % 12,27
ORN 8,00 + | 252 6,87 + < .0,85 8,67 3 0,73
LYs 1436,32 | + | 4325 132272 | + | 107,74 |140145 | = 85,33
ARG 119958 | = }109,29 |115503 | 36,62 }1283,00 ) 87,75
PRO - 785,52 + | 5303 |75502 | £ 2995 | 837,18 ( + 20,14
OHFRO | 9215 [+ | 457. 114683 | ¢ 4,90 226,18 | = | 1228
OH-LYS 18,20 + | 215 22,85 + 1,53 3590 | + 3,52

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Tebelle 8: Aminos&nnimnmtmﬁonvonhydro]ysieﬁem Priizipitat in mg/100 g Kochschinken

ohne BiweiBhydrolysat (Soja) sowie-mit Znsatzen von 1und 3 %.

ohne Zusatz von 1 % Zusatz 3% Zusatz
Aminosgure Eiweihydrolysat EiweiBlyiirolysat Riweihydrolysat
. X 8 X s = ]

ASP 1147,52 | £ | 54,45 | 1159,10 | = | 125,13 {110120 | + 99,34
THR 819,52 |+ | 4952 | 87342 | + 76,36 | 866,00 | + 71,84
SER 57785 | £ | 40,75 | 569,03 | = | 63,07 |54753 | = 74,78
GLU 258565 | + {102,77|2648,713 | % 96,45 ]269545 | % 164,58
GLY 73542 |+ | 43,22 702,93 | + 48,83 |85L15 | & 40,78
ALA 959,95 |+ 134,03 | 87890 | = | 14551 | 89280 | % 135,75
VAL 104335 | = | 62,94 | 979,08 | = 53,11 (105032 | + 183,59
CYS 8520 [+ | 943 | 95,88 & 6,11 8465 | & 8,37
MET 564,38 |+ | 3541 | 626,55 | = 66,89 |631,07 | = 76,66
ILE 933,83 |+ | 48,20 990,48 | + | 100,87 | 96333 | + 84,56
LEU 1409,12 | = | 47,61 | 145142 | = | 16745 |[1418,18 | = 185,96
TYR 627,87 |+ | 3654 | 66500 | + | 107,99 | 638,03 | = 139,94
PHE 820,50 |+ 14821 { 83598 | = | 5743 [90838 | = 151,99 .
HIS 473,92 [+ | 18,56 | 519,55 | & 64,10 537,12 | + 49,20
ORN 8,0 + | 2,52 9,20 + 1,41 10,08 | + 2,50
LYS 143632 | = | 43,25 | 1356,77 | = 71,07 127732 + 168,31
ARG 1199,58 | £+ |109,29]|1229,95 | = | 107,29 |1137,15 | + 116,08
‘PRO 785,52 | & | 53,03 | 804,08 | + 43,68 829,50 | =+ | 68,94
OO-FRO 92,15 | £ | 457 | 97,12 * 8,04 104,00 | % 11,44
OH-LYS 1820 |+ | 215 19,12 + 1,43 18,73 | *

ERSATZBLATT (REGEL 26)

1,70
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Tabelle 9 ; Gehak an ﬁezenAmmos&urenmmgllOOgKochschmkenohno ﬁockenbhltplamnn-

Zusatz sowxe Zusitzs von 1 und 3 %.
ohne Zusatz von 1 % Zusatz 3 % Zusatz .
Aminosiure | Trockenblutplasma Trockenblutplasma Trockenblutplasma
x | 8 < X 3

ASP 435 { = [049 3,98 x 0 47 421 * 0,60
THR 508 | £ j0,35 520 + 0,31 | 429 + 0,62
| SER 796 | £ [0,56 7,09 & 0,80 | 6,71 + 1,12
1 GLY 633 | £ |1,32 6,90 + 1,62 | 6,06 * 0,56
1 ALA 14,161 + {236 | 13,94 + L12 (1270 .| % 2,01
1 VAL 736 | £ [215 8,27 + 1,31 | 6,80 + 0,86
1 MET 513 | = 1,12 5,02 + 1.054 {449 + ‘046
1 ILE 52 £ |06 526 % 0,57 | 4,87 + 0,18
| LEU 928 | + 12,93 3.92 ® 1,88 1 832 + 2,35
{ TYR 667 | £ |1,97 7,01 * 0,99 | 626 + 106
PHE 6,47 | = [1,04 6,36 + 0,46 | 6,04 E3 0,26
HIS 470 | £ 10,89 3,73 + 0,18 | 3,54 =+ 0,30
LYS 787 | £ 1,71 135 &+ 1,31 | 6,84 + 127
ARG 260 | £ (030 2,60 + 0,23 ] 2,56 £ 0,43
PRO 1 424 | = (0,98 4,32 + 0,84 | 4,09 + 0,73
OH-LYS 0,J401 = |0,03 | 0,274 + 0,03 |0440 | = 0,06

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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Zusatz sowie Zusitze von 1 wmd 3 %.
olmne Zusaiz von 1 % Znsatz 3 % Zunsatz
Aminosture | Trockenblutplasma Trockenblntplasma Trockenblutplasma
x B X 8 X [

ASP 6,09 + 123 | 543 + L11 1538 |- 0,8
THR 1,81 x 0,34 1,95 - 0,52 | 3,59 + 0,79
SER L 2,29 + 1086 | 2,63 + 065 {201 | + 1027
GLU 220 + 044 2,07 * 044 | 220 + 0,28
GLY 5,95 £ {134 | 5,57 + 074 [ 629 | £ | 085
ALA 16,32 £ |493 | 16,36 * 460 |17,05 | £ 4,76
VAL . 510 + (1,07 | 4,56. * 060 | 539 | £ |085
MET 094.| + [025 ] 098° &+ 026 | 1,13 | £ |021
ILE 2,95 + 10,61 | 2,77 =+ 020 139 | £ |03
LEU 337 x 1062 | 298 * 0,31 | 4,16 + 0,86
TYR 1,73 + 1,30 | 7,56 * 139 [ 822 | % 1,75
PHR 141 + (0,64 1,65 = 040 | 2,78 +* 0,68
6,44 + |1,02 | 6,14 * 092 668 | £ |201
LYS 232 + |0,58 1,95 =+ 049 | 2,12 &+ 0,38
ARG 3,91 + 0,61 | 3,88 * 058 | 404 | = | 041
PRO 4,29 + 124 | 4,27 =+ 087 476 | ¢ 1,63
OH-LYS | 0,150 1004 | 0294 + 0,02 10470 | = ] 0,05

ERSATZBLATT (REGEL 26)
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