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Quantitative Bestimmung verschiedener Inhaltsstoffe in
Fleischextrakten des Handels

Von H. Sulser, P. Schenk und W. Biichi

Forschungs-Institut und betriebsanalytisches Laboratorium der KNORR-Nihrmittel AG,
Ziirich und Thayngen

Auf die schon von LIEBIG vor iiber 100 Jahren beobachteten giinstigen phy-
siologischen Eigenschaften des Rindfleischextraktes, dessen kalorischer Nihrwert
nur gering ist, wurde auch in neuerer Zeit immer wieder hingewiesen (1). Als
altherkommliches Produkt von gutem Ruf hat er deshalb mit Recht seinen Platz
in Haushalt, Medizin und Industrie behaupten konnen. Die Erarbeitung von
analytischen Methoden zur Qualititsbeurteilung des Fleischextraktes und zu
seinem eindeutigen Nachweis in Suppen- und Bouillonprodukten ist fiir die fleisch-
extraktverarbeitende Industrie, den Konsumentenschutz und die amtliche Lebens-
mittelkontrolle ein bedeutungsvolles Anliegen. Der hohe und ziemlich konstante
Gehalt des Fleischextraktes an Kreatinin hat diese physiologisch und organolep-
tisch belanglose Verbindung zu einer wichtigen Kenngrofle gemacht, deren Be-
stimmungsmethoden wiederholt bearbeitet wurden (2—7).

Verinderungen des Rindfleischextraktes durch Zugabe fremder kreatininhalti-
ger Extrakte miissen besonders in Zeiten der Verknappung und ansteigender Prei-
se befiirchtet werden. Der Analytiker sollte in der Lage sein, Zusitze im Roh-
und Fertigprodukt zu erkennen. Von italienischen Autoren stammen Methoden
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zum qualitativen und quantitativen Nachweis von Walfleischextrakt, die auf der
Identifizierung des spezifischen Dipeptides Balenin (B-Alanyl-3-methylhistidin)
beruhen (8—10). Eigentliche Verfilschungen mit synthetischem Kreatinin, das
jetzt leichter zuginglich geworden ist, oder mit billigen kreatininreichen Gemi-
schen, die in ihrer chemischen Zusammensetzung dem Rindfleischextrakt dhnlich
sind, konnen jedoch mit den gegenwiartig verfiigbaren Methoden oft nur schwer
aufgedeckt werden. Am meisten Erfolg verspricht die Bestimmung der f-Alanyl-
dipeptide neben Kreatinin, um die Herkunft eines fraglichen Extraktes sicherzu-
stellen. Entsprechende spektrophotometrische und gaschromatographische Metho-
den wurden ausgearbeitet, so dafl es moglich sein sollte, durch Vergleich der
Kreatinin- und p-Alanyldipeptid-Gehalte Kreatinin zu ermitteln, das nicht von
Rindfleichextrakt stammt (11, 12).

Andere Inhaltsstoffe, z. B. gewisse Fleischbasen, Purine, Pyrimidine usw. sind
unseres Wissens entweder zu wenig spezifisch oder in derart geringen Mengen vor-
handen, dafl sie als analytische Standardgroflen schwerlich in Frage kommen
diirften (vgl. 13, 14). Die Brauchbarkeit einer Verbindung, die zu einer analyti-
schen Kenngrofle erhoben werden soll, hangt einmal von ihrer Spezifitit fiir das
zu untersuchende Material und dann von ihrer mengenmifligen Streuung im
betreffenden Material ab. Zur Erlangung dieser Kenntnisse wurden in 16 Rind-
und 6 Walfleischextrakten des Handels' Aminosduren, Dipeptide, Kreatinin,
Gesamtstickstoff, Phosphor, Glykogen und Wasser bestimmt.

Resultate und Diskussion

Die Analyseergebnisse sind auf Seiten 164/65 zusammengestellt. Da der Gehalt
an freien Aminosduren in den Extrakten gering ist, wurden die Aminosiuren nur
in Hydrolysaten bestimmt. Tryptophan wird bei der sauren Hydrolyse zerstort,
Cystin ist wegen seines geringen Gehaltes nicht mit genligender Genauigkeit be-
stimmbar und wurde deshalb nicht aufgenommen. Die Wertangaben fiir Amino-
sauren und Dipeptide basieren auf Einzel-, die der {ibrigen Verbindungen auf
Doppelbestimmungen. Die zu erwartenden methodisch bedingten Fehler liegen,
wie Mehrfach- (3—5)-bestimmungen an ein und derselben Probe ergaben, fiir
Aminosduren unter 3 "o, fiir Dipeptide zwischen 5—7 °o und fiir die iibrigen Ver-
bindungen unter 2 %. Der Grund fiir die relativ ungenaue Erfassung der Dipep-
tide liegt einerseits in der geringeren Empfindlichkeit der Ninhydrinreaktion,
anderseits in der Breite und Asymmetrie der Elutionskurven (Figuren 1—3). Die
errechneten Streuungen (s)® miissen im Hinblick auf die Anzahl der untersuchten

1 Die untersuchten Rindfleischextrakte waren alle siidamerikanischer Provenienz.
Walfleischextrakt wird hauptsichlich aus Seiwal (Balaenoptera borealis) und Finnwal
(Balaenoptera physalus) produziert, die beide zur Ordnung der Bartenwale gehéren.

2 Streuung § = ]// 2 (A xy)*

n-1
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Muster und auf den jeweiligen Bestimmungsfehler interpretiert werden. Sie geben
z. B. im Falle der Dipeptide, besonders beim Walfleischextrakt (nur 6 Muster),
weniger genau die wahren Produktschwankungen wieder als in den {ibrigen
Fillen.

Die geringsten Streuungen finden sich beim Gesamtstickstoff und Kreatinin,
wihrend sie bei den meisten Aminosauren iiber 10 %o liegen. Sie werden nicht
kleiner, wenn die Gehaltsangaben auf die Trockensubstanz bezogen werden, was
hier aus praktischen Erwagungen nicht geschehen ist. Sehr grofle Streuungen wei-
sen auch Glykogen und Phosphor (als Phosphat bestimmt), zwei fiir Extrakte un-
spezifische Stoffe, auf. Immerhin sind die mittleren Glykogengehalte in Wal-
fleischextrakt etwa 10mal grofler als in Rindfleischextrakt, so daff die Glyko-
genbestimmung in unserem Laboratorium vor Jahren als eine einfache Methode
benutzt wurde, welche die Anwesenheit von Walfleischextrakt in Rindfleisch-
extrakt festzustellen und das Mischungsverhiltnis zwischen beiden Extrakten auch
in Fertigprodukten angenidhert zu bestimmen erlaubt, wenn diese frei von Stirke
(stort die Glykogenbestimmung) sind.

Nachfolgend sollen p-Alanin, Histidin, seine methylierten Derivate und die
Dipeptide, die fiir Extrakte charakteristischen Komponenten, niher betrachtet
werden. Balenin und 3-Methylhistidin kommen ausschliefllich in Walfleischextrakt
vor. Wiahrend 3-Methylhistidin in den untersuchten Mustern in bemerkenswert
konstanter Konzentration gefunden wurde (s = 4,4 %), weist Balenin groflere
Streuung (s = 10,3 %) auf. Es kann nicht mit Sicherheit entschieden werden, ob
dafiir allein die groflere Ungenauigkeit in der Bestimmung verantwortlich ge-
macht werden muf}, oder ob die Schwankungen im Gehalt der verschiedenen
Muster wirklich grofler sind. Dafl in Walfleischextrakt geringe und wechselnde
Mengen an freiem 3-Methylhistidin festgestellt wurden (wahrscheinlich durch
partielle Hydrolyse wahrend des Verarbeitungsprozesses entstanden), deutet aber
doch auf reelle Unterschiede der Streuungen.

Beim Rindfleischextrakt sind die Voraussetzungen fiir eine genaue analytische
Erfassung ungtinstiger: erstens enthilt er kein spezifisches Dipeptid; Carnosin
(B-Alanylhistidin) und Anersin und dementsprechend Histidin und 1-Methyl-
histidin in den hydrolysierten Proben kommen auch in Wal- und anderen Ex-
trakten vor. Ferner weisen diese Verbindungen Streuungen auf, die diejenigen von
Kreatinin z. T. betrichtlich tibertreffen. Histidin und Carnosin lassen sich, wie
3-Methylhistidin und Balenin, nur bedingt miteinander vergleichen, da neben pep-
tidisch gebundenem auch wenig freies Histidin in wechselnder Menge vorkommt.

p-Alanin als gemeinsamer Bestandteil aller Extraktdipeptide gibt ein Mafl
fir deren Gesamtkonzentration. Die Streuung betrigt fiir Rindfleischextrakt
10,4 %; fir Walfleischextrakt ist sie mit 7,4 °%/o etwas niedriger, was wahrschein-
lich auf das anteilmifig die iibrigen Dipeptide stark dominierende Balenin zu-
rickzufihren ist.

Zur Erginzung dieser Reihenuntersuchungen wurden von Fischextrakt und
Spermwalfleischextrakt®, die beide nicht im Handel sind und wegen ihres sto-

3 Spermwal (Physeter mactocephalus) gehort zur Ordnung der Zahnwale.
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renden Geschmackes schwerlich zum Finsatz gelangen diirften, je ein Versuchs-
muster analysiert. Soweit sich an Hand von Einzelanalysen urteilen 1ifit, unter-
scheidet sich der Fischextrakt von anderen Siugetierfleischextrakten durch seinen
Mangel an typischen Dipeptid-Aminosdauren. Der kreatininreiche Spermwal-
extrakt gibt sich neben anderen Walfleischextrakten durch seinen Mangel an
Balenin, bzw. 3-Methylhistidin, und seinen betrichtlichen Gehalt an Anserin
(B-Alanyl-1-methylhistidin), bzw. 1-Methylhistidin analytisch klar zu erkennen.
Dieser Unterschied im Chemismus von Extrakten verschiedener Walarten ist viel-
leicht vom Standpunkt der chemischen Taxonomie beachtenswert. Jedenfalls
diirfte die zur Zeit billigste Kreatininquelle vom Analytiker klar aufgedeckt wer-
den konnen.

Davon abgesehen ergibt sich aus dem Gesagten fiir die Analytik des Rindfleisch-
extraktes jedoch eine recht ungiinstige Situation. Direkte Vergleiche zwischen
Kreatiningehalt einerseits und pB-Alanin-, Histidin- oder Dipeptid-Gehalten an-
derseits zur Eruierung von Kreatinin fremder Herkunft erscheinen wegen der
groflen Streuungen innerhalb der untersuchten Muster wenig geeignet, selbst
wenn die storende Anwesenheit des Walfleischextraktes ausgeschlossen werden
kann. p-Alanin-dipeptide, Histidin und Histidinderivate kommen auch in ande-
ren Extrakten vor, die in ihrer chemischen Zusammensetzung dem Rindfleisch-
extrakt sehr dhnlich sind. Auch andere Autoren kommen auf Grund papierchro-
matographischer Untersuchungen zum Schluf}, daf} sich Rindfleischextrakt wegen
fehlender spezifischer Verbindungen nur schwer von anderen Tierextrakten unter-
scheiden 1dfit (15, 16). Die vorliegenden Arbeiten wurden unternommen um ab-
zuschdtzen, ob der Aufwand lohnt, Routinemethoden zur Dipeptidbestimmung
auszuarbeiten, die gegebenenfalls die Kreatininbestimmung ersetzen oder wenig-
stens wesentlich erganzen konnen. Auf Grund unserer Resultate kommen wir zum
Schluf, dafl Dipeptidbestimmungen nur von begrenztem Wert sind, da sie keines-
falls der Kreatininbestimmung als gleichwertig zur Seite gestellt werden kénnen.
Zweifellos duirften jedoch zusdtzliche p-Alanin- oder Carnosinbestimmungen zur
Vervollstindigung der analytischen Spezifikation bei verddchtigen Mustern
zwecks weiterer Abklirung von Nutzen sein.

Experimenteller T il

Aminosdauren: Zur Hydrolyse wurden die Proben in 6-n HCIl im Verhiltnis 1: 100
gelost, und die Losung wihrend 24 Stunden am Riickfluff gekocht. Die Analyse der Ami-
nosiuren erfolgte mit einem Beckmann/Spinco Analyzer Modell 120 B nach Stein und
Moore (17, 18).

Dipeptide: Zur Analyse der Dipeptide Carnosin, Anserin und Balenin wurden die
nicht-hydrolysierten Extraktldsungen (1 ml, entsprechend ca. 0,4 mg Stickstoff) auf die
fir die Trennung der basischen Aminosduren vorgesehene 20 c¢m-Siule (Ionenaustau-
scherharz Beckmann Typ 15 A) aufgetragen. Die gleichzeitige Auftrennung der Dipeptide
geschah ohne den iiblichen Wechsel des Puffers und der Siulentemperatur bei 50 © C mit
einem etwas verinderten Zitratpuffer (0,38-n, pH = 3,76) (Figuren 2, 3). Die quanti-
tative Auswertung erfolgte auf Grund einer Standardlésung der reinen Dipeptide (je
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Figur 1 Standardlésung von Carnosin, Anserin und Balenin (1 ml, enthaltend je 2,0 xMol)
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Figur 2 Rindfleischextraktlésung 1 ml, enthaltend ca. 0,4 mg Ntot

2,0 pM in 1 ml) (Figur 1). L-Carnosin wurde von Koch Light Lab. Ltd., L-Anserinnitrat
von Calbiochem, beide in p. A. Qualitit, bezogen. Balenin wurde aus Walfleischextrakt
durch Chromatographie an einem Kupfer-Chelat-Ionenaustauscher in kristalliner Form
isoliert (19).

Anhand einer Konzentrationsrethe wurde ermittelt, dafl trotz der nicht normai
verteilten Dipeptid-Eluate die iibliche Art der Auswertung durch Auszihlen der Punkte
iiber der halben Hohe genauere Resultate liefert als die planimetrische Flichenbestim-
mung. Die Gefahr einer Verfilschung der Resultete durch gleichzeitige Elution unbekann-
ter ninhydrin-positiver Substanzen (Ueberdeckung) konnte durch Verschiebung der Re-
tentionszeiten mittels pH-Variation des Puffers praktisch mit Sicherheit ausgeschlossen
werden.
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Figur 3 Walfleischextrakt 1 ml, enthaltend ca. 0,4 mg NtUt

Trockensubstanz und Kreatinin: nach (7) bestimmt.
Gesamtstickstoff: nach Kjeldahl.

Glykogen: nach Van de Vries (20).

Phosphor: komplexometrisch.

Friulein O. Weber und Herrn A. Schmocker mochten wir an dieser Stelle fir die
Durchfiihrung der zahlreichen Analysen bestens danken.

Zusammenfassung

In 16 Rind- und 6 Walfleischextakten des Handels wurden quantitativ bestimmt:
Wasser, Gesamtstickstoff, Kreatinin, Glykogen, Phosphor, die Dipeptide Carnosin
(B-Alanylhistidin) und Balenin ($-Alanyl-3-methylhistidin). Nach Hydrolyse der Extrakte
wurden die Aminosiuren bestimmt. Insbesondere 1-Methylhistidin, 3-Methylhistidin,
f-Alanin und die Dipeptide wurden auf ihre Brauchbarkeit als erginzende Information
zur Kreatininbestimmung gepriift. Im Falle des Rindfleischextraktes sind jedoch die ge-
nannten Komponenten nicht spezifisch genug und weisen von Muster zu Muster be-
trichtliche Schwankungen auf. Deren Bestimmung in Rindfleischextrakten, die mit an-
deren Extrakten gestreckt sind oder bei denen Verdacht auf Filschung mit Fremdkrea-
tinin vorliegt, ist daher nur von begrenztem Wert. Der nicht im Handel befindliche
Spermwalfleischextrakt enthilt kein Balenin bzw. 3-Methylhistidin, dagegen Anserin, bzw.
1-Methylhistidin als charakteristische Komponenten.

Résumé

Les matiéres suivantes étaient déterminées quantitativement dans 16 extraits de viande
et 6 extraits de baleine commercials: I'eau, I’azote totale, la créatinine, le glycogéne, le
phosphore et les dipeptides carnosine (B-alanylhistidine) et balénine (B-alanyl-3-methyi-
histidine). Aprés I’hydrolise des extraits les acides aminés étaient déterminés. Surtout les
1-methylhistidine, 3-methylhistidine, B-alanine et les dipeptides étaient examinés quant
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a leur valeur analytique comme information complémentaire 4 la détermination de la
créatinine. Cependant, en cas de Pextrait de viande ces composés ne sont pas assez spé-
cifiques et montrent des variations considérables dans les différents échantillons. Leur
détermination dans des extraits de viande, qui sont melangés avec des autres extraits
ou sont suspects d’étre falsifiés avec de la créatinine étrangeére ont par conséquence une
valeur limitée seulement.

Summary

The following factors were determined quantitatively in 16 commercial beef extracts
and 6 whale meat extracts: moisture, total nitrogen, creatinine, glycogen, phosphorus,
the dipeptides carnosine (f-alanyl-histidine) and balenine (B-alanyl-3-methylhistidine).
After hydrolysis of the extracts, the amino acids were determined. In particular, 1-methyl-
histidine, 3-methylhistidine, [_’)—alanine, and the dipeptides were examined for their poten-
tial capacity to supplement information obtained from the determination of creatinine.
However, in beef extracts these substances are not specific enough and their levels showed
considerable variations from sample to sample. Their determination in beef extracts which
are mixed with other extracts or additional creatinine is therefore only of limited value in
estimating the extent of adulteration. Sperm whale meat extract, which ist not produced
commercially, is free from balenine or 3-methylhistidine, respectively. Its caracteristic
substances are anserine and 1-methylhistidine, respectively.
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Tabelle*

Rindfleischextrakt
SChv;?'Ei}:;';ngs- Mittelwert StreEung StreD}lung
(aus 16 Proben) + £
Wasser 15,2 —20,5 18,2 1.5 8,2
Gesamtstickstoff 8,3 — 9,9 8,83 0,36 4,1
Kreatinin 6,5 — 7,9 7,35 0,37 L
Glykogen 0,42— 1,06 0,68 0,19 27,9
Phosphor 2,50— 3,39 3,08 0,29 9,4
Aminosduren:
a-Alanin 1,24— 1,93 1,72 0,18 10,4
Glycin 1,82— 2,51 2,23 0,19 8,5
Leucin 0,43— 0,96 0,77 0,15 19,5
Isoleucin 0,21— 0,45 0,36 0,07 18,4
Methionin 0,11— 0,26 0,19 0,03 17,4
Phenylalanin 0,16— 0,32 0,25 0,04 15,8
Prolin 0,67— 1,03 0,89 0,09 10,5
Serin 0,31— 0,57 0,44 0,08 18,2
Threonin 0,27— 0,54 0,42 0,07 16,8
Tyrosin 0,11— 0,29 0,21 0,06 26,2
Valin 0,29— 0,65 0,51 0,09 18,1
Asparaginsdure 0,60— 1,16 0,94 0,14 14,9
Glutaminsaure 3,12— 4,92 4,36 0,47 10,7
Arginin 0,50— 0,92 0,74 0,10 13,3
Histidin 3,27— 4,66 4,04 0,42 10,5
Lysin 0,62— 1,41 1,08 0,21 19,4
Taurin 0,40— 1,02 0,74 0,20 27.0
1-Methylhistidin 0,44— 0,77 0,63 0,08 155
3-Methylhistidin 0 0 0 0
B-Alanin 2,15— 2,98 2.58 0,26 10,4
Dipeptide:
Carosin 3,57— 5,26 4,50 Q70 15,6
Balenin 0 0 0 0
Anserin *% i

* Das volle Zahlenmaterial stellen wir Interessenten auf Anfrage gerne zur Verfiigung.
** Nicht quantitativ bestimmbar.
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T Walfleischextrakt
h v \vSII(fcl;:r:;kt Fischextrakt
M ireite o | Mittelwert | Strewung | Strewuns  (Bingelhest.) | Pt
(aus 6 Proben) =X v
15,4 —22,9 20,6 2,8 13,6 197 18,4
10,6 —11,2 10,91 0,18 1,7 8,9 10,1
45 — 5,0 4,80 0,17 3,6 il 4.8
6,5 —10,4 8,35 ;15 18,0 — —
1,33— 2,50 1,80 0,43 239 — —
0,72— 0,92 0,83 0,09 11,1 1,57 3,72
1,39— 1,71 1,48 0,13 8,8 1,80 5,84
0,45— 0,69 0,53 @2 225 0,58 2,28
0,20— 0,26 023 0,03 14,6 0,25 055
0,12— 0,17 0,14 0,02 16,4 0,21 0,84
0,13— 0,21 0,16 0,04 221 0,21 0,90
0,50— 0,72 0,59 0,08 14,1 0,92 2,80
0,23— 0,34 0,28 0,05 17,8 0,35 1,34
0,23— 0,29 0,26 0,03 12,9 0,32 1,31
0,12— 0,15 Q13 0,02 12,0 '0,18 0,55
0,24— 0,33 0,29 0,04 13,2 0,42 1,34
0,53— 0,77 0,64 0,11 16,6 0,74 292
1,36— 2,04 1,62 0,33 2051 222 6,23
0,37— 0,54 0,45 0,08 17,0 0,07 2,28
2,80— 3,88 3,18 0,35 iy 3,03 3,64
0,59— 0,91 0,71 0,14 19,6 1% 6 2,54
0,12— 0,17 0,14 0,02 14,5 0,45 3,71
0,15— 0,21 0,18 0,02 14,2 1,61 0
14,1 —15,9 14,85 0,66 4,4 0 0
8,97—10,85 9,97 0,73 7,4 3,09 0
3,96— 5,85 4,95 0,80 16,2 ca. 4,5 0
18,0 —22,8 20,72 2,13 10,3 0 0
s P ca. 1.6 0

Die Wertangaben bedeuten Gewichtsprozente, bezogen auf Feuchtgewicht.
Die Aminosiauren wurden in Hydrolysaten bestimmt.
Fiir die Streuungsberechnung siehe Fufinote auf Seite 158.
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