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FISCH ALS LEBENSMITTEL

Differenzierung roher und geraucherter Aale durch
Protein- und DNA-Analyse

Hartmut Rehbein, Institut fiir Biochemie und Technologie

Rohe und geraucherte Aale wurden durch isoelektrische Fokussierung der sarkoplasmatischen Proteine untersucht.
Wahrend roher Fiscépezifische Proteinmuster fir anguillgA. rostratg A. japonicaundA. australisergab, war

bei Raucherware nur eine Differenzierung zwischen pazifischen und atlantischen Spezies méglich. Die zur DNA-
Analyse eingesetzte PCR-SSCP-Technik erlaubte zwar die Differenzierung der vier Aalarten bei Roh- oder Rau-
cherware, muf3 aber noch hinsichtlich der intra-spezifischen Variabilitdt der DNA-Muster Uberprft werden.

Einleitung

Réaucheraal fur den européischen Markt wird Uiberwie-Tab.1: Proteingehalt von Extrakten aus der hellen

gend aus Fischen der Spezleguilla anguillaprodu- ~ Muskulatur roher und geraucherter Aale.

ziert. Daneben werden aber auch weitere Aalarten, wigohe Proben wurden imVerhaltnis 1 + 3 mit destilliertem
- . . . ' asser homogenisiert, gerducherte Proben im

A. rostrata A. japonicaundA. australisverarbeitet. Zur  yerhaltis 1 + 1. Zur Abtrennung ungelosten Materials

Zeit werden der Gattungnguillainsgesamt 18 Aen,  wurden die Homogenate zentrifugiert. Der Proteingehalt

einschlieRlich dreier Unterarten, zugeordnet (Aoyamaggka%gﬁ%iﬂgféFdé%gaengg'\'lﬁggr? ﬁmee r‘;}"i‘t?'eti%reer

undTsukamoto 1997). DieAalarten unterscheiden sichcoomassiefarbstoff-Bindungsmethode (Bio-Rad Protein
zwar in Qualitat und Preis, sind aber schon als RohAssay) fotometrisch ermittelt.

ware, und erst recht in gerduchertem Zustand, nu
schwer anhand aufl3erer Merkmale zu identifizieren| Probe Proteingehalt des Extraktes (mg/ml)
Handel, Fischindustrie und Lebensmitteltiberwachung

sind daher auf objektive Bestimmungsmethoden ange- A. anguilla, roh 13,9
wiesen, die auch dann anwendbar sind, wenn Rauchel- A anguilla, gerauchert 5.2
aal oder Teile desselben vorliegen.
A. rostrata, roh 12,2
Differenzierung durch Proteinanalyse A- fostrata, gerauchert >0
A. australis, roh 15,6

Zur ldentifizierung der Fischartin Erzeugnissen hatsich  a australis, gerauchert 6,7
in vielen Fallen die EiweilRelektrophorese in Form der
isoelektrischen Fokussierung (IEF) der wasserlgslichen A. japonica, roh 13,3
(sarkoplasmatischen) Muskelproteine als geeignete A. japonica, gerauchert 3,8
Methode erwiesen (Mackie 1996, Rehbein 1990). Da
her wurde die IEF auch zur Differenzierung von Aal-
arten eingesetzt, wobei aus Muskelstticken roher od€Tnfarentiation of raw and smoked eel by protein-
geraucheerAale walrige Extrakte hergestellt wurden, | 5n4q DN A-analysis

deren Proteine mit gebrauchsfertigen IEF-Gelen

(Servalyt Precotes 3-10) wie friher beschrieben (Reh-raw or smoked eel was analysed by isoelectric

bein et al. 1995) aufgetrennt wurden. focusing of sarcoplasmic proteins. For raw fish

. ) L . .| specific protein patterns were obtained far
Bei der IEF bildet sich im Elektrophoresegel ein stabiler anguilla/A. rostrata A. japonicaand A. australis

pH-Gradient aus. Die Proteine wandern soweit im elek- but in case of smoked fish differentiation was o
trlgcheq Feld, bis sie die Pos!tlon im Gel__e;rrelcht haben| possible between Atlantic and Pacific species.
bei der ihre Nettoladung Null ifer zugehorige pH-Wert | piferentiation of raw or smoked eel was possible

entspricht dem isoelektrischen Punkt (pl-Wert) der Proteine. by PCR-SSCP, but patterns of ssDNA showed some

intra-specific variability depending on the type lof
"amplicon.

y

Durch die HeiRrducherung, bei der Temperaturen tibe
60°C im Fischfleisch erreicht werden, wurde der tiber-
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Tab. 2: Isoelektrische Punkte (pl-Werte) sarkoplasmatischer Proteine von Aalen. Die in allen Proben (roh und
gerauchert) auftretenden Banden sind hervorgehoben

Bande 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Fischart

A.anguilla

pl-Mittelwert 6,60 6,52 6,32 6.17 5,99 5,84 4,19 4,13
Standardabweichung 0,006 0,013 0,022 0,034 0,038 0,132 0,053 0,070

n 6 9 6 9 9 6 8 6

A.rostrata

pl-Mittelwert 6,61 6.54 6,33 6,16 5,98 5,93 417 4,08
Standardabweichung 0,005 0,010 0,015 0,018 0,021 0,008 0,065 0,115

n 4 7 6 6 8 4 8 6

A.japonicus

pl-Mittelwert 6,69 6,33 6,16 5,93 5,83 5,75 5,78 4,96 4,17
Standardabweichung 0,008 0,023 0,025 0,077 0,035 0,073 0,007 0,024 0,024

n 6 6 6 6 4 4 4 8 8
A.australis

pl-Mittelwert 6,75 6.55 6,34 6,18 6,00 5,85 5,80 5,74 496 416
Standardabweichung 0 0,013 0,015 0,022 0,035 0,024 0,019 0,059 0,022 0,063
n 2 9 7 7 7 5 5 5 9 9

aufgrund einer ausgepagten Proteinbande
mit dem pl-Wert 4,96, die nur die pazifi-
schenAale aufwiesen (Abbildung 1, Ta-
belle 2).A. japonicaundA. australiswa-

ren im rohen Zustand ebenfalls gut zu dif-
ferenzieren, wahrend die Proteinmuster
der Raucherware aus diesen beidenArten
sehr ahnlich waren (Abbildung 2).

Die atlantischen Speziés anguillaund

A. rostratawiesen dagegen auch im ro-
hen Zustand ein nahezu gleiches Protein-
muster auf und lieRen sich daher mit der
IEF nicht sicher unterscheiden.

Generell waren die Proteinmuster der
geraucheen Aaledadurch gekennzeich-
net, dal3 nur noch wenige Banden, haupt-
séachlich von Proteinen mit niedrigem pl-
Abb. 1: Proteinmuster roher Aale. Wert, vorhanden waren. Eine sichere

Die sarkoplasmatischen Proteine aus der hellen Muskulatur von A. anguilla  Differenzierung zwischen atlantischen

(ang), A. rostrata (ros), A. japonica (jap) und A. australis (aus) wurden durch  und pazifischen Aalen der vier hier un-
|IEF aufgetrennt. Proben 1 und 2 stammen von verschiedenen Fischen einer ; ; ;
Art; die Anode befindet sich unten. Als pl-Standard wurde der Broad pl te.r.SUChten Spez_l_es. war jedoch auch bei
Calibration Kit (pH 3-10) von Pharmacia eingesetzt. Réaucherware maglich.
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wiegende il der sarkoplasmatischen Proteine dena-Differenzierung durch DNA-Analyse
turiert und wasserunldslich (Tabelle 1).

Da die Proteinanalyse mittels IEF keine Differenzie-
Die Proteinmuster roher atlantischer und pazifischerrung der Raucheraale auf der Ebene derArten erlaubte,
Aale unterschieden sich sehr deutlich, hauptséachlicthaben wir eine auf der PCR (Polymerase-Kettenreakti-
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Abb. 3: PCR-SSCP roher und gerducherter
Aale. Bahn 1, 5, 6, 7: A. anguilla (Die Proben
auf Bahn 1, 5/6, 7 stammen von 3 verschiede-
nen Fischen). Bahn 2: A. japonica. Bahn 3, 10,
11: A. rostrata (3 Fische). Bahn 4, 8, 9: A.
australis (3 Fische). Raucheraal:Bahn 7, 9, 11.
Die doppelstrangige DNA (123 bp Lange) ist
im unteren, anodischen Teil des Geles sicht-
bar, die Muster der ssDNA befinden sich dar-
Abb. 2: Proteinmuster roher (r) und geraucherter (g) Aale nach Auf-  @iber. Zur Elektrophorese wurde ein CleanGel
trennung durch IEF. A. anguilla (ang), A. rostrata (ros), A. japonica (jap), 10% 48S von Pharmacia eingesetzt.

A. australis (aus).
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mitochondrialen DNA (Cytochrom b - Gen) durch PCR
amplifiziert. Das PCR-Produkt wurde durch Behand-
lung mit Warmeund Chemikalien in einzelstrangige
DNA (ssDNA) tberfuhrt; die ssSDNA wurde anschlie-
Rend durch native Polyacrylamidgel-Elektrophorese
aufgetennt. Versuchenit anderen Fischarten haben
gezeigt, dal diese Technik (PCR-SSCP; SSCP: single
strand conformation polymorphism) zur Differenzie-
rung von Fischkonserven und anderen Produkten ge-
eignet ist (Rehbein et al. 1997).

Zur Untersuchung derAale haben wir zwei DNA-Frag-
mente verschiedener Lange, mit 123 Basenpaaren (bp)
(Abbildung 3) und 358 bp (Abbildung 4), eingesetzt.
i3 Abbildung 3 verdeutlicht, daf3 die vier Aalarten unter-
@ schiedliche DNA-Muster bei der SSCP-Analyse liefer-
Abb. 4: PCR-SSCP roher und geraucherter Aale. Bahn 1, ten. Ein .EmﬂUB der Raugherung auf die DNA-Muster
2, 9: A. rostrata (3 Fische). Bahn 3, 4, 8: A. australis (3 ~ Wurde nicht gefunden. Dieussagekraft der Methode
Fische). Bahn 5, 6, 7, 11: A. anguilla (3 Fische: 5, 6/7, 11). wurde allerdings dadurch beeintrachtigt, dal? bei Fischen
Bahn 10: A. japonica. Raucheraal: Bahn 1, 3, 5. Die derselben Spezies fir das langere DNA-Fragment va-
doppelstrangige DNA (358 bp Lange) ist im unteren,  ap10 \yster gefunden wurden, sodaR das 358 bp-Frag-
anodischen Teil des Geles sichtbar, die Muster der ssDNA . . ’ .
befinden sich im oberen Gelabschnitt. Zur Elektrophorese ment nicht zur SSCP geeignet erscheint. Im Falle des
wurde ein CleanGel 10% 48S von Pharmacia eingesetzt. kirzeren Fragmentes trdiese Variabilitat nur einmal
auf, sodaf? hier die Chance besteht, nach Untersuchung
on) basierenden Tanik der DNA-Analyse erprobt. Die einer groBeren Anzahl von Aalen zu einer sicheren
PCR hat sich inzwischen auch in der Lebensmittel-Aussage zu gelangen.
analytik etabert, da sie mit wenig Material auskommit,
relativ einfach durchzufuhren ist und DNA-Fragmente Neben der relativ aufwendigen DNA-Sequenzierung
liefert, die durcheine Vielzahl von Methoden charak- (Sang et al., 1994; Aoyama et al., 1996a; Aoyama et al.
terisiert werden konnen (Meyer et al. 1995). 1996b; Tagliavini et al. 1996) stehen nodtitere PCR-
gestutzte Techniken zur Differenzierung von Aalen zur
Zur Differenzierung von Aalen wurde folgende Metho- Verfiigung. Durch enzymatische Spaltung von PCR-
de eingesetzt: Nach Isolierung der DNA aus Muskel-Produkten (RFLP-Methode) gelang die Differenzierung
gewebe wurde ein bestimmter Genabschnitt aus devonA. anguillaundA. rostrata(Taglianvini et al. 1995).
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Die RAPD-Technik, bei der die PCR mit einem unspe_method for species identification in food. J. AOAC Intern.: 78, 1542-
zifischen Primer durchgefuhrt wird, wurde zur Identi- 1551, 1995.
fizierung VvOnA japonicaA australisund A. bicolor Rehbein, H.: Electihoretic techniques for species identification

. . . . . . . of fishery products. Z. Lebensm. Unters. Forsch. 191: 1-10, 1990.
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Muster |&3t diese Methode fur die Lebensmittelanalytik,Martin, R.; Mendes, R.: Influence of variation in methodology on
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.. . . . identification. Food Chem. 52: 193-197, 1995.
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reaction-restriction fragment length polymorphism analysis: a simple

Vergleichende Texturuntersuchungen an Filets von
Kliesche (Limanda limanda) und Scholle (Pleuronectes
platessa) in Abhéangigkeit von Eislagerzeit post
mortem, TK-Lagerung und Erhitzen

Reinhard Schubring und Werner Miinkner, Institut fiir Biochemie und Technologie

Instrumentelle Texturuntersuchungen dem mittels Tetur-Profil-Analyse an Kliesche und Scholle durchgefiihrt,
wobei als Texturparameter die Harte, Gummiartigkeit, Kaubarkeit, Elastizitat, Kohésion und Adhasion bewertet
wurden. Die Filets beider Fischarten wurden dazu aus tiefgefrorener, ausgenommereopftdrgNare ohne
Schwanz und Flossensaum (aoKoSoFs) nach 9, 23 und 34wdchiger Gefrierlagerung hergestellt und sowohl im
rohen Zustand nach dem Auftauen als auch nach dem Erhitzen in einem Mikrowellenofen untersucht. Das Tiefge-
frieren der aoKoSoFs-Ware an Bord erfolgte sowohl fangfrisch als auch nach 6tagiger Eislagerung. Beide Fisch-
arten sind in ihren Texturparametern verdibar. Die Festigkeit der erhitzten Kliesche ist im VergleiohScholle

leicht erhht. Dagegen zeigen alle anderen Parameter eine recht gute Ubereinstivauagd sich die Harte

der Kliesche beim Erhitzen erhoht, verringert sie sich bei der Scholle im Vergleich zum aufgetauten Filet. Dieses
war der einzige signifikante Unterschied zwischen beiden Fischarten wahrend des Erhitzens. Besonders deutlich
sind bei beiden Fischarten die Zunahme von Adhéasion und Kohéasion wahrend des&nditzanderungen infol-

ge der Eislagerung sind offensichtlich nur tendenziell. T{eLagerung bewirkt dagegen bei beiden Fischarten

eine deutliche Abnahme der Adhé&sion der erhitzten Filets.

Einleitung
und Oehlenschlager 1997) oder warterschiedlichen

Die Kliesche - eine von der deutschen fischverar-Erzeugnissen (Rehbein 1997), die aus an Bord ausge-
beitenden Industrie bisher wenig genutzte Fischart nommenen und tiefgefrorenen Klieschen hergestellt

steht in jingster Zeit im Blickpunkt wissenschaftlichen wurden, zu bewerten. In beiden Fallen wurde die Scholle

Interesses. Unsere Untersuchungen verfolgten das Ziesls Vergleichsfischart einbezeyy. Im Ergebnis kamen

die Qualitat von Filets eisgelagerter Kliesche (Miinknerdie Untersucher zu dem Schlu3, daf3 die Qualitét von



