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Protein Differentiation with Electrophoretic Methods
in Meat, Fish and Derived Products

II. Qualitative and Quantitative Analysis of Raw Binary Meat Mix-
tures by Means of Isoelectric Focusing in Polyacrylamide Gel*

Summary. The identification of animal species in raw
binary meat mixtures is possible by means of isoelectric
focusing of the aqueous extracts. Densitometric evalua-
tion of the protein pherograms makes possible the
quantitative analysis of such mixtures down to a mini-
mum level of 2-5% of one of the components. The
method has some advantages as compared to immuno-
chemical methods.

Zusammenfassung. Bei bindren, rohen Fleischmischun-
gen ist eine Erkennung der vorliegenden Tierarten
durch isoclektrische Focussierung wiBriger Extrakte
moglich. Die densitometrische Auswertung der Pro-
teinpherogrammeerlaubt einequantitative Analyse sol-
cher Mischungen bis herab zu einem Anteil von 2-5%;
an einer Komponente. Dic Methode hat einige Vorteile
gegeniiber immunochemischen Methoden.

Die Analytik roher Fleischmischungen mit Hilfe elek-
trophoretischer Methoden wird seit 1965 betrieben [2—
7].Durch Polyacrylamidgelelek trophorese wurden bis-
her Mischungen aus Rind- und Walfleisch [3], Rind-
und Pferdefleisch [4, 5] sowie Rind- und Schweine-
fleisch [3-6] untersucht. Uber den Einsatz der isoelek-
trischen Focussierung in Polyacrylamidgel bei Fleisch-
und Fischmischungen berichten Kirchhoff u. Rubach
[7]

Bei der Auftrennung wéBriger Extrakte aus rohem
Skelettmuskel von 34 Tierarten durch Polyacrylamid-
gelelektrophorese (PAGE), isoelektrische Focussierung

* I. Mitteilung: Kaiser et al [1]

in Polyacrylamidgel (PAGIF) und in Agarosegel
(AGIF) erhielten wir mit allen Methoden tierartspezifi-
sche Proteinpherogramme [1, 8]. Aufgrund ihres hohen
Auflésungsvermogens sind die Focussiermethoden
(PAGIF, AGIF) bei der Identifzierung von Warmblii-
tern als die Methoden der Wahl anzusehen. Sie eignen
sich auch besonders gut zur Beurteilung von Fleischmi-
schungen.

Die vorliegende Arbeit berichtet iiber die qualitati-
ve und quantitative Analyse bindrer Mischungen mit
Hilfe der PAGIF.

Experimentelle Angaben

Chemikalien: Coomassie Brillant Blue G 250 von Serva (17524). Alle
anderen Chemikalien p. a. Substanzen von Merck.

Muskelfleisch folgender Tierarten: Rind (beef; Bos taurus L.),
Schwein (pork; Sus domesticus L.), Hirsch (vension; Cervus elaphus
L.), Reh (roe; Capreolus capreolus L.), Impala (impala; Aepyceros
melangus ), Springbock (springbok; Antidorcas marsupialis ), Hahn-
chen (chicken; Gallus domesticus L.) Pute (turkey; Meleagris gallopa-
va L.). Das Hirschfleisch wurde freundlicherweise vom Landesunter-
suchungsamt fiir das Gesundheitswesen Siidbayern zur Verfiigung
gestellt. Alle anderen Proben wurden im Handel gekauft.

Fleischextrakte: 5 g frisches oder gefrorenes Fleisch bzw. Fleischmi-
schungen wie beschrieben [1] extrahieren.

Isoelektrische Focussierung in Polyacrylamidgel auf Fertigplatten
(LKB Ampholine PAGplates pH 3,5-9,5 oder pH 5,5-8,5) wie be-
schrieben [1] durchzufithren. Abweichend von [1] Proteine ohne Vor-
fixierung wie folgt anfarben: 5-8 Std (qualitative Beurteilung) bzw.
1-2 Std (quantitative Beurteilung) mit Coomassie Brillant Blue nach
Blakesley u. Boezi [9].

Densitometrie bei 550 nm und einer Spaltbreite von 0,05 mm in ei-
nem Transmissions-Densitometer (Chromatogramm-Spektralpho-
tometer KM3, Zeiss), verbunden mit einem Schreiber (Servogor 311,
Metrawatt), durchzufiihren. Gelplatte mit einem weiBen Papier un-
terlegen. Densitogramm in der Mitte des Pherogramms mit einer
Tischgeschwindigkeit von 10 mm/min und einer Schreibergeschwin-
digkeit von 30 mm/min aufnehmen. Die angegebenen Tisch- und
Schreibergeschwindigkeiten fithren nach unseren Erfahrungen zu ei-
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ner guten Auswertung der Peakfldchen. Berechnung der Peakflichen
(F): Grundlinie (c) und Héhe (h) ausmessen.

F=ch2.

Photographie wie beschrieben [1] ausfithren.

Ergebnisse
Qualitative Beurteilung

WiBrige Extrakte aus dem Muskelfleisch der von uns
bisher untersuchten Warmbliiter ergeben auf PAGpla-
tes pH 3,5-9,5 tierartspezifische Pherogramme [1, 8],
die in bindren Mischungen eine Identifizierung beider

Springbock

Hirsch/Reh

Hiihnchen

Schwein

Rind/Schwein 90/10

Reh/Springbock  90/10

Hirsch/Impala 90/10

90/10

Pute/Hihnchen 90/10

Abb. 1. Untersuchung von
Fleischmischungen (Mischungsverhéltnis
90/10 Gew.-%) durch PAGIF auf
PAGplate pH 3,5-9,5. Farbezeit: 5 Std

Tierarten bis herab zu < 109 Gewichtsanteil der einen
Komponente gestatten. In Abbildung 1 sind einige Bei-
spiele ausgewdhlt. 10%-Zusitze von Schwein zu Rind,
Hahnchen zu Pute, Reh zu Hirsch, Impala zu Hirsch
und Springbock zu Reh sind an den markierten Pro-
teinbanden erkennbar. Die Entscheidung, welche Anti-
lopenart (Impala oder Springbock) dem Reh- bzw.
Hirschfleisch zugesetzt wurde, kann anhand der mit X
markierten Bande getroffen werden.

In vielen Fallen sind beide Tierarten auch bei einem
Gewichtsanteil von weniger als 109/ an einer Kompo-
nente identifizierbar, z.B. bei Mischungen aus Rind-
und Schweinefleisch ab 2% Schweinefleischanteil (Abb.
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Abb. 2a, b. Untersuchung verschiedener Mischungen aus a Rind-
und Schweinefleisch, b Hirsch- und Impalafleisch durch PAGIF auf
PAGplate pH 3,5-9,5. R/S und H/I: Mischungsverhéltnisse Rind/
Schwein und Hirsch/Impala in Gew.-%; Firbezeit: 2 Std

2a; Bande 1), bei Mischungen aus Hirsch- und Impa-
lafleisch ab 5% Impalafleischanteil (Abb.2b; Banden
2-4) und bei Mischungen aus Puten- und Héhnchen-
fleisch ab 59, Héhnchenfleischanteil (Abb. 3; Banden
3-5).

Die Abbildungen 1 und 2 zeigen, daB die Reprodu-
zierbarkeit der Pherogramme gut ist.
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Abb. 3.Untersuchung verschiedener Mischungen aus Hahnchen- und
Putenfleisch durch PAGIF auf PAGplate pH 5,5-8,5. H/P: Mi-
schungsverhéltnisse Hihnchen/Pute in Gew.-%; Firbezeit: 2 Std

Quantitative Beurteilung

Eine Abschitzung der prozentualen Zusammenset-
zung von Fleischmischungen ist schon durch visuelle
Beobachtung der Pheropramme moglich (Abb.2-3).
Einige Tierarten unterscheiden sich vornehmlich in
Proteinen, deren isoelektrische Punkte im pH-Bereich
6-8 licgen, z. B. Pute und Hahnchen (Abb. 1) sowie Reh
und Impala (Abb. 1). In solchen Féllen empfiehlt sich
eine Focussierung im pH-Gradienten 5,5-8,5 (Abb. 3).
Die densitometrische Auswertung der Pherogram-
me verschiedener Mischungen aus Rind- und Schweine-
fleisch, Hirsch- und Impalafleisch sowie Puten- und
Héahnchenfleisch ist in den Abbildungen 4-6 wiederge-
geben. Das Verhiltnis der markierten Peakflichen
wurde berechnet und gegen die Zusammensetzung der
Mischungen aufgetragen (Abb.7a—c). Auf analoge
Weise wurden Eichkurven fiir Reh/Impala- (Abb. 7d)
und Rind/Schweinefleischmischungen (Abb. 7¢) nach
Focussierung im pH-Gradienten 5,5-8,5 erhalten.

Diskussion

Die vorliegenden Ergebnisse weisen die PAGIF als lei-
stungsfihige Methode zur Beurteilung von Mischun-
gen aus rohem Fleisch zweier Tierarten aus. Die quali-
tative Beurteilung erfolgt durch Mitfiihrenen einfach
herzustellender Vergleichsproben (frische wiBrige Ex-
trakte). Wie auch Kirchhoff u. Rubach [7] berichten,
sind beide Tierarten bis herab zu ca. 10% Gewichtsan-
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Abb. 4. Densitogramm verschiedener
Mischungen aus Rind- und
Schweinefleisch nach PAGIF auf
PAGplate pH 3,5-9,5. R/S:
80/10 0/100 Mischungsverhéltnisse Rind/Schwein in
Gew.-%,. Peaks 7 und 2 entsprechen den in
Abb.2amarkierten Proteinbanden  und 2
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Abb. 5. Densitogramme verschiedener Mischungen aus Hirsch- und Impalafleisch nach PAGIF auf PAGplate pH 3,5-9,5. H/I: Mischungsver-
héltnisse Hirsch/Impala in Gew.-%,. Peaks I und 2 entsprechen den in Abb. 2b markierten Proteinbanden / und 2

teil der einen Komponente identifizierbar. Unsere Un-
tersuchungen haben dariiber hinaus ergeben, daBl in
vielen Fillen Anteile von 2-5% erkennbar sind. In
Zweifelsfallen erleichtern Densitogramme die qualita-
tive Differenzierung.

Bei der Aufstellung von Eichkurven empfiehit es
sich, die Fldchen zweier charakteristischer Peaks zu-
grunde zu legen, da durch Bildung des Quotienten die-
ser Flachen eventuelle Fehler bei der Substanzaufgabe
(ungleichméBige Proteinabgabe aus den Filterplitt-
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Abb. 6. Densitogramme verschiedener Mischungen aus Puten- und
Hahnchenfleisch nach PAGIF auf PAGplate pH 5,5-8,5. P/H: Mi-
schungsverhiltnisse Pute/Héhnchen in Gew.-,. Peaks /4 entspre-
chen den in Abb. 3 markierten Proteinbanden /-4

chen auf das Gel) eliminiert werden kénnen. Die Wahl
der Peaks zur Erstellung der Eichkurven mu8 fiir jedes
Problem individuell erfolgen, wobei oft andere Protein-
banden herangezogen werden als bei der visuellen Be-
urteilung der Pherogramme. Besonders geeignet sind
schwache Banden auf farblosem Untergrund, damit
ein linearer Zusammenhang zwischen Farbintensitét
und Proteinmenge gewihrleistet ist [10]. Ein Mitfithren
von externen Eichwerten (waBrige Extrakte aus Proben
bekannter Mischungsverhiltnisse) ist erforderlich.

Fiir immunochemische Untersuchungen, die zur
Zeit vorwiegend durchgefithrt werden, stehen nicht fiir
alle im Handel befindlichen Tierarten monospezifische
Antisera zur Verfiigung. Das bedeutet, dal} eine Reihe
von Tierarten in Mischungen unerkannt bleibt. Die
PAGIF erlaubt dagegen eine schnelle Charakterisie-
rung aller im Handel befindlicher Tierarten {iber ihre
Proteinmuster. Auch bei Verwendung weiterer Tierar-
ten ist zu erwarten, daB der Zusatz anhand eines verin-
derten Proteinspektrums erkannt wird.
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Abb. 7a—e. Beziehung zwischen der prozentualen Zusammensetzung
von Fleischmischungen und den Flichenverhiltnissen charakteristi-
scher Peaks. a Rind R/Schwein S; b Hirsch H/Impala I; ¢ Pute P/
Hiéhnchen H; d RehR/Impala [; e Rind R/SchweinS; a—b nach Focus-
sierung in pH-Gradienten 3,5-9,5; c¢-e nach Focussierung im pH-
Gradienten 5,5-8,5
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