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Ueber die Bestimmung des Kreatiningehaltes
kohlenhydrathaltiger Produkte

Von H. J. Hardon und H. A. Kok

(Keuringsdienst van Waren, Amsterdam)

Nachdem Folin ' die bekannte Jaffé-Reaktion ? als quantitative Methode zur
Kreatininbestimmung verwendet hatte, versuchten im Laufe der Jahre mehrere
Forscher, diese Methode fiir Nahrungsmitteluntersuchungen einzusetzen. Man
hoffte, besonders durch die Kreatininbestimmung in Suppen, Aufschluf} iber
die zur Herstellung dieser Produkte verwendeten Anteile von Fleisch und
Fleischextrakten zu gewinnen.

Leider ist die Jaffé-Folin-Reaktion nicht spezifisch fiir Kreatinin. Eine Reihe
anderer Verbindungen, wie Aldehyde, Ketone und Aminosauren, ergeben mit
Pikrinsaure und Lauge die gleiche Farbreaktion 45 Auf verschiedene Weise
glaubte man die storenden Verbindungen eliminieren zu kénnen. So versuchten
Sudendorf und Lahrmann 3, die storenden Stoffe, unter Bedingungen, bei denen
das Kreatinin nicht angegriffen wird, durch Kaliumpermanganatlésung zu oxy-
dieren. Uerdino ® klirte die kreatininhaltigen Losungen durch Zusatz von Na-
triumwolframat, wahrend Kdacl und Fink 7 dazu Zinkhydroxyd benutzten. Mit
keiner der erwahnten Methoden gelang es, den Einflul der storenden Sub-
stanzen vollig auszuschalten.



Bessere Resultate erzielte Hadorn '!, der auf Grund der Untersuchungen von
Remy 8, v. Fellenberg ® und Staub '° eine neue Methode entwickelte. Remy und
v. Fellenberg adsorbierten die storenden Stoffe an AI(OH)s bzw. Al2Os, wah-
rend Staub die durch Einwirkung von Salzsiure auf Ketosen entstandene La-
vulinsiure durch Aetherextraktion entfernte. Die Hadornsche Methode, die
nach dem niederlandischen Warengesetz zur Kreatininbestimmung in Suppen
verwendet wird, befriedigt jedoch bei sehr starkehaltigen Suppen nicht. Nach
Passieren der Al20s-Schicht erhdlt man gelbe Losungen, deren Farbtiefe mit
dem Starkegehalt der Suppen zunimmt, wobei mit zunehmender Farbintensitét
auch die gefundenen Kreatininwerte hoher werden. Selbst bei den sogenannten
vegetarischen Suppen, die keine tierischen Produkte enthalten, stellten wir nach
der Aetherextraktion scheinbare Kreatiningehalte von 40 mg/l fest, was mit
den von Hadorn gefundenen Ergebnissen !! etwa tbereinstimmt.

Wahrscheinlich entstehen durch das Erhitzen mit Salzsdure storende Starke-
abbauprodukte, die durch das Al:Os nicht adsorbiert werden und sich mit
Aether nicht ausschiitteln lassen. Eines der bei der Lavulinsaurebildung aus
Hexosen entstehenden Zwischenprodukte, das 5-Hydroxymethylfurfurol bildet
leicht gelb gefarbte Polymere 2, die sich, im Gegensatz zu Hydroxymethyl-
furfurol und Lavulinsaure, mit Aether nicht ausschitteln lassen. Die Vermu-
tung lag deshalb nahe, dafl diese Polymeren fir die erwahnten Stérungen ver-
antwortlich seien.

Tabelle 1
Analysierresultate
Aetherextraktions- Amberlite-
mg Kreatinin/Liter Suppe methode methode
Hinzu- wiedergefunden wiedergefunden
Retlion gefiigtes
81'(t1'akr- Ali?tté?r' Ki;ez:;;r}in : in % des| in %o des
tions- | o ode I—II inmg/l | Hinzu- | in mg/l | Hinzu-

methode 1 gefligten gefligten
Vegetarische Suppe 40 0 40 138 118 86 139 101
Braune Bohnensuppe 24 0 24 194 S - 200 103

(veget.)
Gr(aue Er)bsensuppe 16 0 16 194 192 99 190 98
veget.

Tomaten-Krautersuppe | 105 68 37 194 165 85 195 101
Tomatensuppe 172 103 69 108 91 84 103 96
Hithnersuppe 152 127 25 108 107 99 110 102
Hithnersuppe 127 108 — 108 100
Erbsensuppe 146 100 46 144 142 99 148 103
Erbsensuppe 102 144 — - 142 99
Ochsenschwanzsuppe 262 | 207 55 95 83 88 90 95




Versuche, die Polymeren vom Kreatinin zu trennen, fithrten zur Anwen-
dung von Ionenaustauschern. Besonders mit Amberlit I.R. 120 (H) (Brit. Drug
House, Rohm und Haas) wurden befriedigende Ergebnisse erzielt. Das ver- -
wendete Harz adsorbiert Kreatinin vollstindig, wahrend Lavulinsaure, Hydro-
xymethylfurfurol und seine Polymerisationsprodukte die Amberlitschicht un-
gehindert passieren. Das vom lonenaustauscher zuriickgehaltene Kreatinin lafit
sich mit einer Ammoniaklosung miihelos quantitativ eluieren.

Auf Grund der gefundenen Ergebnisse wird die bisher tbliche Aether-
extraktion durch das Passieren der Amberlitschicht ersetzt. Anschliefend eluiert
man mit einer 1%/oigen Ammoniaklosung.

Zum Vergleich der Aetherextraktions- mit der Amberlitmethode wurde eine
groflere Anzahl von Suppenmustern, und zwar vegetarische Suppen und Han-
delsprodukte mit Fleisch oder Fleischextrakten, analysiert. Die Untersuchungs-
ergebnisse sind in Tabelle 1 zusammengesetzt.

Tabelle 1 zeigt, dall die Amberlitmethode niedrigere Kreatiningehalte ergibt
als die Aetherextraktionsmethode.

Durchschnittlich sind die auftretenden Differenzen * 40 mg, ein Ergebnis,
das dem von Hadorn gefundenen Mittelwert fiir vegetarische Suppenwiirzen
entspricht. Mit der Amberlitmethode wurde in vegetarischen Suppen kein
Kreatinin gefunden.

Die Ziffern in der letzten Spalte von Tabelle 1 deuten darauf hin, daﬁ man
durch Elution mit Ammoniak das an der Amberlit adsorbierte Kreatinin quanti-
tativ zuriickgewinnt.

Tabelle 2 :
Einfluff von Hydroxymethylfurfurol (HMF) auf die Kreatinin-
gehaltbestimmung
Kreatiningehalt
Aetherextraktions- Amberlite-
methode methode
mg /o mg %
Vegetarische Suppe 34,7 0
Vegetarische Suppe + 99 mg Kreatinin 129 130 98 99
Vegetarische Suppe + 99 mg Kreatinin ,
1 0,5_ %0 HMF 138 139 97 98
Vegetarische Suppe + 99 mg Kreatinin
+ 1,25% HMF 185 135 98 99
Vegetarische Suppe + 99 mg Kreatinin ‘
g 2,5. °/0 HMF 170 172 96 97
Vegetarische Suppe + 99 mg Kreatinin
+ 8,75°%0 HMF 193 195 95 96




Anschliefend wurde nachgewiesen, dafl ein Zusatz von Hydroxymethyl-
furfurol eine Erhéhung des scheinbaren Kreatiningehaltes verursacht. Die Er-
‘gebnisse dieser Untersuchung sind in Tabelle 2 zusammengestellt.

Aus der Tabelle 2 geht eindeutig hervor, dafl bei Anwendung der Aether-
extraktionsmethode der scheinbare Kreatiningehalt mit der Zunahme der Hy-
droxymethylfurfurolmenge ansteigt. Beim Arbeiten nach der Amberlitmethode
hat die Anwesenheit von Hydroxymethylfurfurol keinen Einflufl auf die Resul-
tate. Fiir die abgeanderte Methode zur Kreatininbestimmung, die besonders zur

Analyse starkehaltiger Produkte verwendet werden sollte, gilt folgende Vor-
schrift:

Analysenvorschrift

Die festen Bestandteile der Suppe trennt man durch Zentrifugieren ab. 50 ml
der iberstehenden Losung werden in einen 100 ml-Meflkolben pipettiert, mit
10 ml 20%siger Trichloressigsaure versetzt und die eventuell kolloidal in Lo-
sung verbleibenden Stoffe durch Erhitzen koaguliert. Nach Abkihlen auf
Zimmertemperatur fillt man zur Marke auf, filtriert einen Anteil der Losung
und dampft 10 oder 20 ml des klaren Filtrates, unter Zusatz von 10 ml 4n-Salz-
saure, zur Trockne ein. Der Riickstand wird nach dem Erkalten in 15 ml
Wasser aufgenommen und durch eine Schicht von 3 g Al2Os (nach Brockmann),
welches sich in einem 8 mm weiten, unten verjlingten und mit einem Watte-
bausch verschlossenen Glasrohr befindet, unter schwachem Absaugen filtriert.
10 ml des Filtrates werden auf eine Amberlitschicht ( 8 g Amberlit I.R. 120 [H]
in einem Glasrohr von 10 mm Durchmesser) gebracht und die Schicht mit
100 ml Wasser gewaschen. Anschlieflend eluiert man das Kreatinin wahrend
40 Minuten mit einer 1°/oigen Ammoniaklésung. Das klare Eluat (ca. 75 ml)
wird in einem 100 ml-Mefkolben aufgefangen. Nach dem Auffiillen zur Marke
wird ein aliquoter Teil davon (etwa 50 ml) zur Trockne eingedampft. Den Riick-
stand nimmt man in 2 ml Wasser auf, fugt 1,5 ml 1,2%ige Pikrinsaurelosung
und 0,6 ml 4n-NaOH zu und 1afit nach dem Mischen genau 5 Minuten stehen.

Die Losung wird quantitativ in einen 50 ml-Mefikolben tiberfithrt und mit
Wasser zur Marke aufgefullt.

Die Extinktion der orangeroten Losung wird in einer Kiivette (Schichtdicke
1 c¢cm) bei einer Wellenlinge von 500 my, gegen eine Blindlésung aus 1,5 ml

1,2%iger Pikrinsaure und 0,6 ml 4n-NaOH in 50 ml wasseriger Losung ge-
messen.

Zusammenfassung

Die Kreatininbestimmung nach der Aetherextraktionsmethode von Hadorn liefert
bei Anwesenheit starkehaltiger Produkte zu hohe Werte. Die Aetherextraktion wurde
deshalb durch eine Reinigung mit Hilfe des Ionenaustauschers Amberlit I.R. 120 (H)
ersetzt. Dieser adsorbiert das Kreatinin, wahrend die storenden Stoffe die Amberlit-
schicht ungehindert passieren. Das Kreatinin kann nachtraglich mit einer 1%oigen Am-
moniaklosung eluiert werden.
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Résumé

Le dosage de la créatinine par la méthode de Hadorn conduit a des valeurs trop
élevées dans les produits a forte teneur en amidon, par suite de la présence de sub-
stances génantes qui faussent le dosage. La purification par extraction a 1'éther a été
remplacée par un traitement avec une résine échangeuse d’ions (Amberlite IR-120 [H])
qui retient la créatinine tout en laissant passer les substances génantes. Lla créatinine
est ensuite éluée avec de 'ammoniaque a 1% et dosée comme d’habitude.

Summary

In foodstuffs containing large amounts of starch the determination of creatinine ac-
cording to Hadorn gives values which are too high, owing to certain impurities. By
replacing the extraction with ether by a passage through an ion exchanger (Amberlite
IR-120 [H]) creatinine is adsorbed quantitatively while all the impurities pass through
the exchanger. After this treatment creatinine is eluted with a 1% solution of am-
monia and determined as usual, '
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