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Gelatinenachweis, besonders in Yoghurt und Quark,
mit Hilfe der Papierelektrophorese

Von M. Padmoyo und A. Miserez
Eidg. Gesundbeitsamt, Unterabteilung Lebensmittelkontrolle, Bern

1. Einleitung

Gelatine gehort zu den im Artikel 443bis der eidg. Lebensmittelverordnung
(LMV) aufgefiihrten Gelier- und Verdickungsmittel, deren Verwendung zuldssig
ist (siehe Tabelle 1).

Tabelle 1 Zulissige Gelier- und Verdickungsmittel (LMV, Artikel 443 bis)

a) Naturstoffe: Gelatine — DPektinstoffe — Galaktomannane
(Carubin, Guaran) — Stirkeprodukte — Agar-
Agar — Carrageen — Alginate — Tragant —
Gummi arabicum.

b) Derivate von Naturstoffen: ~ Methylzellulose — Carboxymethylstirke — Car-
boxymethylzellulose.

c) Andere Produkte: Nach erfolgter Genehmigung durch das Eidg. Ge-

sundheitsamt.

Gelier- und Verdickungsmittel sind als solche keine eigentliche Nahrungsmittel
sondern Zusatzstoffe, obwohl einige von ihnen wie zum Beispiel Stirke und in
vermindertem Mafle Gelatine und Pektinstoffe wichtige Bestandteile unserer Nah-
rung bilden. Die andern zugelassenen Gelier- und Verdickungsmittel sind gesund-
heitlich unbedenkliche Zusatzstoffe, die in der Literatur als solche erwihnt wer-
den (siehe z. B.: 7e rapport du Comité mixte FAO/OMS, 1964). Sie werden Le-
bensmitteln nur in geringer Menge zugesetzt um Wasser zu binden und bestimm-
ten Produkten eine gewisse Konsistenz zu verlethen. Vom Organismus werden
sie. manchmal {iberhaupt unverindert ausgeschieden, wie zum Beispiel Johannis-
brotkernmehl (Carubin). Thr Zusatz in bestimmten Mengen zu Lebensmitteln ist
gemiafl Artikel 9 der LMV nur in solchen Fillen zulissig wo dies ausdriicklich
erlaubt ist (sieche Tabelle 2). Da Gelier- und Verdickungsmittel betrichtliche
Mengen Wasser zu binden vermogen, wiirde eine nicht beschrankte Verwendung
dieser Stoffe den Nihrwert unserer Nahrung herabsetzen und leicht zu einer
Tduschung des Konsumenten fiihren.
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Tabelle 2

Lebens_mittel in denqn der Zus_atz van Artikel der Zulassige Substanzen und deren
Gelier- ungr}.;e:fl(};cigélngsmlttel LMV hiochstzulissige Konzentration

1. Milchmischgetranket 75bis a)* und b)*; bis 0,2 %.

2. Rahmeis (Ice-Cream) 78 Gelatine; bis 0,6 .

3. Salatsaucen 118bis a)* und b)* mit Ausnahme von
Gelatine, Stiarke, Mehl und Dex-
trin; Konzentration nicht festgelegt.

4. Sulzen 123 Gelatine; Konzentration nicht fest-
gelegt.

5. Pudding- und Crémepuiver 159 a)* und b)*; bis 25 %/o.

6. Spinatkonserven 208 Mehl; bis 1 %/ als Starke.

7. Speiseeis 247 Gelatine, Traganth, Pektin oder
pektindhnliche Stoffe; bis 0,6 %/

8. Fruchtgelées, Konfitiiren 255, 257 Pektinstoffe; Konzentration nicht
festgelegt.

9. Brotaufstrich 258 a)* und b)*; Konzentration nicht
festgelegt.

10. Tafelsent 326 Reismehl, Starkemehl 10 %/s.

* Siehe Tabelle 1.

1 Fruchtyoghurt wird im Artikel 75bis der LMV (Milchmischgetrinke) erwahnt. Da es
sich nicht um ein Getrink handelt, diirfen keine Gelier- und Verdickungsmittel zuge-
setzt werden. Eine Revision der Artikel 75 (Yoghurt) und 75bis (Milchmischgetrinke)
der LMV ist im Gang; die Frage des Zusatzes von Gelatine als Stabilisator zu Frucht-
yoghurt wird bei dieser Gelegenheit gepriift werden.

Als hochmolekulare Stickstoffverbindung unterscheidet sich Gelatine von den
andern zuldssigen Gelier- und Verdickungsmittel, welche hochmolekulare Poly-
saccharide sind. Letztere konnen nach Fillung mit Bleiacetat durch Papierchro-
matographie ihres sauren Hydrolysats (Identifizierung der verschiedenen in dieser
Weise. erhaltenen Zuckerarten und Uronsdauren) nachgewiesen werden (siehe
H. Sulser, 1957). Die papierchromatographische Untersuchung eines Hydrolysats
konnte auch bei Gelatine eine Orientierung iiber ihre Anwesenheit bieten. Dieser
Eiweiflkorper (die Gelatine) enthilt in der Tat mehr Prolin und Hydroxyprolin
als andere in Lebensmitteln vorhandenen Proteine (Block und Bolling, 1951). Geht
es darum eine derart kleine Menge Gelatine zu bestimmen wie sie zum Beispiel fiir
Milchmischgetrinke zugelassen ist (max. 0,2 %) oder muf} sichergestellt werden,
dafl Produkte wie Yoghurt oder Quark frei von Gelatine sind, dann ist eine solche
Methode wie auch diejenigen, die im Schweizerischen Lebensmittelbuch 4. Auf-
lage (1937) zum Nachweis von Gelatine in Rahm, Konfitiiren, Fruchtgelées und
Schokolade angegeben sind, ungeniigend.
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Walser und Bohl (1963) haben ¢ine Methode beschrieben, die einen eventuellen
Zusatz von Gelatine in Yoghurt und Quark mit Hilfe der Papierelektrophorese
nachzuweisen gestattet. Die Papierelektrophorese hat im Verlauf der letzten
zehn Jahre ihre Anwendung auf dem Gebiet der Lebensmittelchemie vor allem bei
der Untersuchung von Proteinen gefunden (siche z. B. Padmoyo und Hégl, 1962).
Sie ist ein schnell durchfiihrbares, empfindliches, billiges, fiir Routineuntersu-
chungen geeignetes Verfahren. Die Eiweillkorper werden bei dieser Untersuchungs-
methode in ihrer nativen Form auf einem Papierstreifen unter Einflufl eines
angelegten elektrischen Feldes zum Wandern gebracht. Die aus der Wanderungs-
geschwindigkeit abgeleitete elektrophoretische Beweglichkeit ist unter standardi-
sierten Versuchsbedingungen eine stoffeigene, charakteristische Grofle. Dank
dieser Stoffkonstante ist es moglich, einen eventuellen Zusatz von Gelatine in
Nahrungsmitteln papierelektrophoretisch eindeutig nachzuweisen. Auflerdem las-
sen sich die gefirbten Elektropherogramme mittels Transparenzphotometrie aus-
werten, wodurch die Papierelektrophorese auch die Moglichkeit einer Bestimmung
der zugesetzten Gelatine bietet. Die gleichzeitige Anwesenheit von anderen Ver-
dickungsmitteln stort den Gelatinenachweis nicht, weil sie keine Proteine sind und
bei der Eiweififirbung nicht auf die verwendeten Firbstoffe ansprechen. Storend
wirken konnten hingegen andere Eiweiflkorper wie Milcheiweifl. Bei der Iso-
lierung der Gelatine aus Yoghurt und Quark 1ifit sich das Milcheiweify jedoch
praktisch vollstindig entfernen. Auch wenn die isolierte Gelatine kleine Verun-
reinigungen von Milcheiweifiresten enthilt, ist unserer Erfahrung nach eine saubere
Auftrennung der Eiweifle mit Hilfe der Papierelektrophorese gut moglich.

Wir haben uns die Aufgabe gestellt, die von Walser und Bohl (1963) beschrie-
bene Arbeitsmethode zu iiberpriifen und zu untersuchen, ob sich nicht eine Ver-
einfachung vornehmen oder eine Verbesserung finden liefle. Mit der von uns modi-
fizierten Methode haben wir Proben verschiedener auf dem Markt erhiltlichen
Yoghurt- und Quarkprodukte auf die Anwesenheit von Gelatine untersucht.

Wir haben diese Methode nicht auf andere Lebensmittel angewendet; ohne
Zweifel sollte sie sich aber zum Nachweis und zur Bestimmung von Gelatine in
den verschiedensten Lebensmitteln auch sehr gut eignen.

2. Die Isolierung der Gelatine aus Yoghurt und Quark

Wenn Gelatine in Yoghurt oder Quark im Widerspruch zur LMV zugesetzt wor-
den ist, so kommt sie meistens nur in sehr geringen Mengen (etwa 0,1 bis 0,5 %) in
den betreffenden Lebensmitteln zur Anwendung. Um diese Menge Gelatine fiir
die papierelektrophoretische Untersuchung zuginglich zu machen, ist es erforder-
lich, vor der Untersuchung das Milcheiweifl zu entfernen und die Gelatine anzu-
reichern. Fiir die Isolierung von Gelatine aus Yoghurt oder Quark ist es ein sehr
giinstiger Umstand, dafl Gelatine im heiflen widfirigen Auszug [6slich ist, wihrend
das Milcheiweifl des Yoghurts oder des Quarks bei pH 3—4 hitzekoagulierbar ist.

112



Nach der Isolierungsmethode von Walser und Bohl (1963) werden 20 g Yog-
hurt oder Quark mit 100 ml dest. Wasser 20 Minuten im Wasserbad gekocht,
fileriert, und das Filtrat im Vakuum-Trockenschrank bei 40—60 © C eingedampft.
Der Riickstand wird mit 10 ml Wasser von 40 © C aufgenommen und {iber Nacht
gegen fliefendes Leitungswasser dialysiert. Das Dialysat wird zur Trockne einge-
dampft, und der Riickstand in 1 ml dest. Wasser bei 30 © C geldst. Von dieser kon-
zentrierten Losung werden 0,01 ml auf die Startlinie des trockenen Elektrophorese-
papierstreifens aufgetragen.

Wir haben diese Arbeitsmethode etwas modifiziert. Nach unserer modifizierten
Methode (sieche Abschnitt 5) wird an Stelle eines Vakuum-Trockenschrankes
ein Vakuumrotationsverdampfer verwendet. Die Dialyse des Gelatinekonzen-
trats wird weggelassen.

Das Eindampfen in einem Vakuumrotationsverdampfer geht schneller als in
einem Vakuumtrockenschrank. Das Dialysieren hat offenbar den Zweck, Salz-
ionen aus der Losung zu entfernen, wodurch noch vorhandenes Milcheiweiff ab-
geschieden und abgetrennt werden kann. Wir haben die Dialyse weggelassen, weil
sie fiir den Gelatinenachweis nicht unbedingt notwendig ist. Erstens haben wir
keinen wesentlichen Einflufl der in Yoghurt und Quark nicht entfernten Ionen
auf die Wanderungsgeschwindigkeit der Gelatine festgestellt, und zweitens hat es
sich gezeigt, dafl kleine Mengen Milcheiweifl, die eventuell noch im Konzentrat
zuriickgeblieben sind, papierelektrophoretisch von der Gelatine vollkommen ge-
trennt werden konnen und den Gelatinenachweis nicht storen (siehe Abschnitt 4.1).
Wir haben mit grofleren Probemengen Yoghurt oder Quark gearbeitet, damit wir
entsprechend mehr dest. Wasser zum Auflosen des Eindampfriickstandes verwen-
den konnen, was das Auflosen quantitativer und angenehmer macht als mit we-
nig Wasser arbeiten zu miissen.

Wenn das Konzentrat mehr als 1% Gelatine enthilt, zeigt es nach mehr-
stindigem Stehenlassen im Kiihlschrank eine Gelbildung. Diese Erscheinung ist
ein Hinweis auf die Gegenwart eines Verdickungsmittels, nicht aber direkt auf
Gelatine, weil Agar-Agar z. B. auch die gleiche Gelbildung hervorrufen kann.

3. Papierelektrophorese der Gelatine

3.1. Versuchsbedingungen

Walser und Bohl (1963) haben fiir die papierelektrophoretische Untersuchung
der Gelatine die Elphor-Elektrophoresekammer und das Elektrophoresepapier
Schleicher & Schiill Nr. 2043a vom Format 29,9X4,5 cm verwendet. Als Ver-
suchsbedingungen haben sie die folgenden gewihlt:

a) Veronal-Acetat Pufferlosung von pH 8,6 und Ionenstirke y. = 0,1,
b) Klemmspannung von 110 Volt,

¢) Konzentratmenge von 0,01 ml,

d) anodische Wanderung der Gelatine,
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e) Versuchstemperatur von 28—30° C (durch Erwirmung der Elektrophorese-
kammer mittels einer 250 Watt Infrarotlampe).

Bei den erwahnten Versuchsbedingungen ist die Erwdrmung der Elektropho-
resekammer auf 28—30 ° C notwendig, weil sonst die Wanderung der Gelatine
gehemmt ist. Diese Schwierigkeit haben wir nicht durch Erwdarmung der Eiektro-
phoresekammer tiberwunden, sondern durch Arbeiten bei einer hoheren Kiemm-
spannung (220 Volt) und Gebrauch einer Pufferlésung von groflerem pH-Wert
(pH = 10) (siche Abschnitt 5).

3.2. Anfirbung und Auswertung der Pherogramme

Nach der Papierelektrophoretischen Auftrennung werden die auf dem Phero-
gramm anwesenden Eiweiflkorper durch geeignete Firbung sichtbar gemacht. Die
fir Eiweiffairbung meistverwendeten Farbstoffe sind Amidoschwarz 10 B, Azo-
karmin G oder B, und Bromphenolblau.

Walser und Bohl (1963) haben die Pherogramme mit einer gesittigten Losung
von Azokarmin G oder B in einer Mischung von 90 %0 Methanol und 10 */» Eis-
essig angefdarbt. Anstatt mit Azokarmin G oder B haben wir die Anfirbung der
Pherogramme mit Amidoschwarz 10 B durchgefiihrt. Ein Vergleich zwischen der
Anfirbung von Gelatine mit Azokarmin G und derjenigen mit Amidoschwarz
10 B hat uns gezeigt, dafl die Gelatine sich viel intensiver mit Amidoschwarz 10 B
anfarben laflt (siche Abschnitt 4.2). Bei der photometrischen Auswertung der ge-
farbten Pherogramme hat die Amidoschwarzfirbung noch den Vorteil, daf} sie
unter den genannten drei Farbstoffen nicht nur das breiteste Maximum der Ex-
tinktion hat, sondern auch die hochsten Extinktionswerte zeigt. (Graffmann und
Hannig, 1954).

Die Auswertung der gefirbten Pherogramme erfolgte durch direkte Photo-
metrierung des transparent gemachten Pherogrammstreifens. Als Transparenz-
flussigkeit verwendeten wir Anisol. Aus den Meflergebnissen konnten die Extink-
tionsdiagramme erhalten und die Kurvenflichen mit einem Planimeter ausgemes-
sen werden. Fir die Auswertung der Elektropherogramme wurden die von Hell-
hammer und Hdégl (1958) angegebene Apparatur und Arbeitsmethode verwendet,
welche im Abschnitt 5 beschrieben sind.

4. Versuchsergebnisse

4.1. Trennung von Gelatine und MilcheiweifS

Mit den Versuchsbedingungen, die wir in der Arbeitsvorschrift (Abschnitt 5)
geben, ist uns nicht nur die Uberwindung der Wanderungstrigheit der Gelatine,
sondern auch eine saubere Trennung der Gelatine von eventuell noch im Kon-
zentrat zuriickgebliebenem Milcheiweily gelungen (siche Abbildung 1 und 2).
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Abbildung 1  Pherogramme

F";"_ff%?“/-'\lf(‘/; CHWEIS [N
JOGHURT UND QUARK

AUFTRENNUNG DER GELATINE
VON MILCHEIWEISS

Erlauterungen zur Abbildung 1:

1.1: 0,02 ml Vollmileh 2.1: gelatinefreier Yoghurt
1.2: 0,02 ml Vollmileh + 100 xg Gelatine 2.2: gelatinehaltiger Yoghurt
1.3: 100 pug Gelatine 2.3: gelatinefreier Quark

Bei einem EiweiBgehalt von 3 % wiirden 0,02 ml 2.4: gelatinehaltiger Quark
Vollmileh etwa 600 «g Eiweill enthalten. 2.5: 200 ug Gelatine

Abbildung 2 zeigt das Extinktionsdiagramm, das nach Auswertung des Phero-
gramms 1.2 (siche Abbildung 1) mittels der Transparenzphotometrie er rhalten
worden ist.

Bei den Pherogrammen 1.1 und 1.2 (siche Abbildung 1) wurde die Milch
bei der Papierele l\tlophouse im nativen Zustand ohne \orhuwc Behandlung auf-
getragen. Die zwei Komponenten des Milcheiweifles (Komponenten 2 und 3 In
Abblldllﬂ" 2) wanderten schneller als die einzige Komponente der Gelatine (Kom-
ponente 1 in Abbildung 2). Bei den oewahltcn Versuchsbedingungen betrug die
L'mtstwd\c der Gelatine 6,8 cm und dlC]Lnl‘-"C der zwei Milcheiweilkomponenten
9.2 bzw. 11,9 cm.

Bei den Pherogrammen 2.1, 2.2, 2.3 und 2.4 ('\bbildumr 1) wurden die unter-
suchten Produkte zur Isolierung der Gelatine auf einem kochenden Wasserbad
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Abbildung 2
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Extinktionsdiagramm des Pherogramms 1.2

erhitzt. Bei dieser Hitzebehandlung blieb die Gelatine in Ldsung, wihrend das
Milcheiweif gefillt und abzentrifugiert werden konnte. Das noch in der Losung
etwas zuriickgebliebene, denaturierte Milcheiweif} ist bei der Papierelektrophorese
auf der Auftragsstelle liegen geblieben. '

Im Falle einer nicht vollstindigen Entfernung und Denaturierung des Milch-
eiweifles bei der Isolierung der Gelatine aus Yoghurt oder Quark, was bei einer
zu kurzen Hitzebehandlung passieren wiirde, konnte das noch im Konzentrat
zuriickgebliebene Milcheiweiff neben einem auf der Auftragsstelle liegen geblie-
benen denaturierten Teil auch wanderungsfihige Eiweiflbanden wie bei den Phe-
rogrammen 1.1 und 1.2 (Abbildung 1) zeigen. Bei dem Gelatinenachweis ist es des-
wegen zu empfehlen zum Vergleich eine reine Gelatineldsung unter den gleichen
Versuchsbedingungen parallel wandern zu lassen (Pherogramm 1.3 und 2.5)

(Abbildung 1).

4.2 Anfirbungsversuch

Bei dem Anfirbungsversuch haben wir einen Vergleich zwischen der Anfr-
bung von Gelatine mit Azokarmin G und derjenigen mit Amidoschwarz 10 B
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durchgefiithrt. Aus der Auswertung der gefarbten Pherogramme mittels Trans-
parenzphotometrie und anschlieffender Ausmessung der Kurvenflichen haben sich
die folgenden Resultate ergeben (Tabelle 3):

Tabelle 3 Anfarbungsversuch

Gemessener Kurvenflichenwert (in mm?)
Gelatinemenge
(in pg) Anfirbung mit Anfarbung mit
Azokarmin G Amidoschwarz 10 B

50 Eiweiflband nicht sichtbar 188

100 Eiweiflband sichtbar, 424
jedoch nicht auswertbar

150 Eiweiflband sichtbar, 632
jedoch nicht auswertbar

200 92 780

Wenn wir den Kurvenflichenwert pro pg Gelatine als Mafl fiir die Anfarb-
barkeit anwenden, so betridgt die Anfirbbarkeit der Gelatine gegeniiber Amido-
schwarz 10 B etwa 4 mm® pro pg* und gegeniiber Azokarmin G etwa 0,5 mm?
pro p.g**. Gelatine lafit sich also mit Amidoschwarz 10 B etwa achtmal stirker an-
firben als mit Azokarmin G. Zur Auswertung der gefirbten Pherogramme mittels
Transparenzphotometrie miissen bei der Anfirbung mit Azokarmin G mindestens
200 pg Gelatine vorliegen, wihrend bei der Anfirbung der Gelatine mit Amido-
schwarz 10 B diese Mindestmenge weniger als 50 pg betrigt.

4.3. Ausbeute bei der Isolierung von Gelatine aus Y oghurt

Zur Untersuchung der Ausbeute bei der Isolierung von Gelatine aus Yoghurt
haben wir Yoghurtproben mit verschiedenem Gehalt an Gelatine hergestellt. Der
Gelatinezusatz wurde von O bis 400 mg pro 100 g Milch variiert™**,

Die Isolierung der Gelatine aus den hergestellten Yoghurtproben erfolgte nach
unserer im Abschnitt 5 beschriebenen modifizierten Methode. Von den 10 ml
Konzentrat wurden jedoch nicht 10 pl sondern nur 5 pl bei der papierelektropho-
retischen Untersuchung aufgetragen, damit nicht nur bei den Proben mit niedri-
gem sondern auch bei denjenigen mit hohem Gelatinegehalt die gebundene Farb-
stoffmenge der Gelatinemenge proportional sei. Bei zu grofler Gelatinedichte
wiirde die Farbstoffaufnahme nicht gleichmiflig und vollstindig erfolgen, und
es wiirden Abweichungen vom Lambertschen Gesetz auftreten. Nach Simon (1957)
betragt die kritische Eiweifldichte bei Blutserumalbumin 0,3 p.g/mm?2 und nach

* Mittlerer Kurvenflichenwert pro pg Gelatine berechnet aus den Zahlen in den Ko-
lonnen 1 und 3 der Tabelle 3.

** Berechnet aus 92 mm? pro 200 p.g.

*** Der Verbandsmolkerei Bern danken wir bestens fiir die freundliche Zusteliung der
Yoghurtkulturen.
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Heide und Biel (1959) 0,6 pg/mm?. Bei unsern Versuchen variierten die Gelatine-
banden der Pherogramme zwischen 300 und 350 mm?; die Gelatinedichte betrug
also zwischen 0,15 und 0,6 p.g/mm?.

Die Meflergebnisse lauten wie in nachstehender Tabelle 4 angegeben:

Tabelle 4  Ausbeute der Gelatineisolierung

Erwartete Gelatinemenge in 5 ul
Gelatine in des Konzentrats Gemessene Ausbeute der
100 g Probe Kurvenflache Gelatineisolierung
(in mg) (in Kurvenfliche (in mm?) (in /o)
Hg) in mm?2*
0 0] 0 0 0
100 50 188 116 62
200 100 424 312 73
300 150 632 432 68
400 200 780 656 84

* Siehe Tabelle 3.

Wie aus den Resultaten in Tabelle 4 zu ersehen ist, ist die Ausbeute der Gela-
tineisolierung bei 400 mg Gelatinegehalt in der Probe deutlich hoher als bei den
niedrigen Gehalten. Offenbar war ein gewisser Minimumverlust an Gelatine bei
der Ausfillung des Milcheiweifles unvermeidlich. Die Ausbeute der Gelatine-
isolierung, die ja nach Apparatur und Arbeitsweise schwanken konnte, soll bei
der quantitativen Gelatinebestimmung mit in Betracht gezogen werden. Der Aus-
beutefaktor a8t sich aus den folgenden Zahlenwerten ableiten: aus den Zahlen in
den Kolonnen 2 und 4 der Tabelle 4 ergibt sich ein mittlerer Kurvenflichenwert
von 2,9 mm?/pg, wihrend dieser bei der direkten Papierelektrophorese der Gela-
tine (siche Abschnitt 4.2) 4 mm?®/pg betragt. Der Ausbeutefaktor ist in diesem Fall,

4 mm?/ug

abgerundet, — 1.33.

3 mm?/ug

4.4. Untersuchung von Marktprodukten

Nachdem wir die Isolierungs-, Anreicherungs- und Nachweismethode der Ge-
latine mit Modellproben getestet haben, sind wir zu der Untersuchung von auf
dem Markt erhiltlichen Yoghurt- und Quarkprodukten iibergegangen. Im Friih-
ling letzten Jahres haben wir 6 Proben von vier Quarken sowie 39 Proben von
finf Yoghurtmarken im Handel erhoben und auf die Anwesenheit von Gelatine
untersucht. In einigen Fillen sind wir wegen der Anwesenheit von Zucker und
Haselnufl in gewissen Yoghurtarten auf Schwierigkeiten gestofien.

Die Yoghurtproben mit Fruchtzusatz sind meistens gezuckert worden. Bei der
Auftrennung von Gelatine von dem gefillten Milcheiweif3 durch Abzentrifugieren
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bleibt der Zucker zusammen mit der Gelatine im Zentrifugat in Losung zurlick.
Nach dem Eindampfen des Zentrifugats wurde ein sehr dickfliissiges Konzentrat
(siche Abschnitte 2 und 5) erhalten. Das Auftragen dieses Konzentrats mit einer
Mikropipette war sehr mithsam. Diese Schwierigkeit haben wir durch Verdiinnen
des Konzentrats mit dest. Wasser von 10 ml auf 15 ml iiberwunden. Anstatt 10 pl
wurden 15 pl Konzentrat bei der papierelektrophoretischen Untersuchung aufge-
tragen. Bei dieser Menge Konzentrat wurde kein Einflufl des Zuckers auf die Wan-
derungsgeschwindigkeit der Gelatine festgestellt. Wir konnten aber die aufgetra-
gene Konzentratmenge nicht beliebig erhchen; bei mehr als 40 pl Konzentrat
wurde eine Verzerrung des Gelatinebandes durch den Zucker hervorgerufen.
Bei der Untersuchung von haselnuffhaltigen Yoghurtproben enthielt das Kon-
zentrat einen Extrakt des Haselnufimehles. Das wasserlosliche Eiweifl der Hasel-
nufl stellte beim Gelatinenachweis ein zusdtzlicher Storfaktor dar. Das Hasel-
nufleiweifl wanderte ungefihr gleich schnell wie die Gelatine, zeigte jedoch ein
anderes Bild des Eiweiflbandes. Es ist nimlich nicht scharf abgegrenzt. Offenbar
war bei der Hitzebehandlung des Yoghurts eine Zerstorung des Haselnufleiweifles
eingetreten. Beim Umpolen der Elektrophoresekammer, d.h. bei einer kathodi-
schen Wanderung, konnte ein deutlicherer Unterschied festgestellt werden, indem
Gelatine noch gut abgegrenzte Banden zeigte, wahrend das Haselnufleiweifl auf
dem Pherogramm {iiber die ganze Wanderungsstrecke gleichmiflig verteilt war

(siche Abbildung 3).
Abbildung 3

Unterschied zwischen den Pherogrammen von
Gelatine und HaselnulBBeiweil3

Erlauterungen zur Abbildung 3:

haselnuBeiweihaltiger Yoghurt.
gelatinehaltiger Yoghurt.
reine Gelatine.

@ Lo
o

Die Fruchtfarbstoffe in den Yoghurtproben mit Fruchtzusatz waren auf den
fertigen Pherogrammen nicht mehr sichtbar und hatten also keine stérende Wir-
kung auf den Gelatinenachweis.

Bei der Untersuchung von Quark fiel der Gelatinenachweis bei 2 von den 6
untersuchten Proben, und bei Yoghurt bei 9 von den 39 erhobenen Proben positiv
aus. Bei den Proben, bei denen der Gelatinenachweis positiv ausfiel, betrug der
Gelatinegehalt in Quark 0,18—0,20 %o, in Nature- und Mokka-Yoghurt 0,23 bis
0,24 °/o und in den Yoghurtproben mit Fruchtzusatz 0,12—0,16 °o (siche Tabelle 5).
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Tabelle 5 Resultate der Proben, bei denen der Gelatinenachweis positiv war

Menge Kurvenfldche Gelatinemenge
Konzentrat
x Aus- - Gela-
Untersuchte Produkte ii%b;e instie- | anfie gemes- ?:ﬁttg; Kx?:;é]n- gl'telsgfr:- ;ei;::l.t
samt | tragen SOl ;r%g flache Pﬁ% o
ing in ml in gl |in mm?|in mm?| in ug ing in %/,
Yoghurt:
Nature 100 10 10 730 975 244 | 0,244 | 0,24
mit Mokka 100 15 15 688 915 228 | 0,228 | 0,23
mit Ananas 100 15 15 476 635 159 | 0,159 | 0,16
mit Orange 100 15 15 380 505 127 | 0,127 | 0,13
mit Brombeer 100 15 15 400 600 150 | 0,150 | 0,15
mit Himbeer 100 15 15 366 485 122 |0,1224 0,12
mit Erdbeer 100 15 15 480 640 160 | 0,160 | O,16
mit Heidelbeer 100 15 15 428 570 142 | 0,142 | 0,14
Oriental (mit Feigen, Rosi-
nen, Sultaninen, Mandeln) | 100 15 15 430 | 575 144 | 0,144 | 0,14
Quark:

Rahmquark 100 10 10 528 705 176 | 0,176 | 0,18
Speisequark 100 | 10 10 | 584 | 780 | 195 | 0,195| 0,20
5. Arbeitsvorschrift

Spezialapparate:

Zentrifuge (Umdrehungszahl bis 3500 U/Min.).

Vakuum-Rotationsverdampfer (Glasapparatefabrik Biichi, Flawil).

Elphor-H Elektrophoresekammer nach Graffmann und Hannig, mit zugehorigem
Gleichrichter und Regeltransformator; Spannungsbereich 0—500 V (Firma Dr.
Bender & Dr. Hobein, Miinchen, Ziirich).

Voltmeter (Maximalspannung: 600 Volt).

Amperemeter (Maximalstromstiarke: 200 Milliampére). -

Elphorstreifenpapier Nr. 2043 b. Gl, Format 3,9X31,5 cm. (Firma Schleicher
& Schiill AG, Feldmeilen, Ziirich).

Rechteckiger Glasrahmen zum Trocknen der Pherogramme, durch Biegen von
Glasstab tiber der Flamme hergestellt.

Photometer zur Auswertung der Pherogramme (Firma Dr. Bender & Dr. Hobein,
Miinchen, Ziirich).

Planimeter zur Ausmessung der Kurvenflichen (nicht unbedingt notwendig).
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Abbildung 4

W g g, e

Apparatur zur Papierelektrophorese

Erlauterungen zur Abbildung 4:

= Gleichrichter und Regeltransformator.

= Volt- und Ampéremeter.

= Elektrophoresekammer nach Graflimann und
Hannig (1954).

4 = Photometer zur Auswertung der Phero-
gramme.

Qoo

Reagenzien:

Natriumkarbonat-Natriumhydrogenkarbonat Puffer (pH = 10 und Ionenstirke
u. = 0,15): 750 ml einer 0,1-molaren Natriumkarbonatlosung, 750 ml einer

0,1-molaren Natriumhydrogenkarbonatlésung und 500 ml destilliertes Wasser
mischen.
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Farbebad: gesittigte (etwa 0,8%ige) Losung von Amidoschwarz 10 B in einer Mi-
schung von 9 Volumteilen Methanol und 1 Volumteil Eisessig.

Elutionsfliissigkeiten: Mischung von 9 Volumteilen Methanol und 1 Volumteil
Eisessig.

Essigsdure: 5%oige wisserige Losung.

Transparenzfliissigkeit: Anisol puriss.

Ausfiihrung

Isolierung und Anreicherung der Gelatine (Konzentrat-Vorbereitung)

100 g Yoghurt oder Quark werden mit 100 ml dest. Wasser versetzt, durch-
geriihrt und auf einem kochenden Wasserbad 10 bis 15 Minuten erhitzt bis das
Milcheiweifl koaguliert. Das ganze wird anschliefend wihrend 5 Min. bei
3000 U/Min. warm zentrifugiert. Die auf der Oberfliche des Zentrifugats trei-
bende Fettschicht wird entfernt, das Zentrifugat gesammelt, erhitzt, und durch
ein Faltenfilter von 15 cm Durchmesser heifd filtriert. Das Filtrat wird mit einem
Vakuum-Rotationsverdampfer bei einer Wasserbadtemperatur von 50 © C bis etwa
5 ml eingedampft und der Eindampfriickstand mit warmem dest. Wasser zu
einem Konzentrat von 10 ml geldst. Von diesem Konzentrat werden bei der pa-
pierelektrophoretischen Untersuchung jeweils 0,01 ml (= 10 pl) entlang der Start-
linie aufgetragen. (Bei einer quantitativen Isolierung der Gelatine aus Yoghurt

oder Quark, dessen Gelatinegehalt 0,1 %o betrigt, wiirde das Konzentrat 10 pg
Gelatine pro pl enthalten).

Papierelektrophorese des Konzentrats

Bei der papierelektrophoretischen Untersuchung sind die Versuchsbedingun-
gen folgende:

a) Natriumkarbonat-Natriumhydrogenkarbonat Pufferlésung von pH = 10 und
Ionenstarke p. = 0,15 (siehe unter Reagenzien),

b) Klemmspannung: 220 Volt,

c) Konzentratmenge: 0,01 ml,

d) anodische Wanderung der Gelatine,

e) Versuchsdauer: 14 Stunden (iiber Nacht 18.00 bis 8.00 Uhr).

Die 4 Pufferbehilter der Elektrophoreseckammer werden mit je 125 ml Puffer-
16sung gefiillt. Um eine Heberwirkung im Papierstreifen zu vermeiden, wird das
Niveau der Pufferlosung in allen 4 Behidltern auf die gleiche Hohe gebracht und
die Papierstreifenenden werden gleich tief in die Pufferlosung getaucht. Damit
die Papierstreifenenden gleich tief in die Pufferlosung tauchen, werden in
7,2 cm und 9,2 cm Entfernung vom gleichen Papierstreifenende mit dem Bleistift
zwei diinne Querlinien gezogen, von denen die erstere die Auflagestelle des
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mit Pufferlosung gleichmiflig befeuchteten Papierstreifens auf dem Tragrahmen
markiert, wahrend auf der Linie in 9,2 cm Entfernung vom Papierstreifenende das
untersuchte Konzentrat aufgetragen wird. Diese Auftragstelle kommt auf die Ka-
thodenseite zu liegen. Vor dem Auftragen des Konzentrats wird die Apparatur
wahrend 15—30 Min. bei der gewahlten Klemmspannung eingeschaltet, um die
Feuchtigkeit des Papierstreifens zu konditionieren. Nach dieser Konditionierung
wird der elektrische Strom ausgeschaltet, und 0,01 ml des untersuchten Konzen-
trats mit einer Mikropipette auf der mit Bleistift markierten Startlinie aufgetra-
gen. Gleichzeitig werden auf einem anderen Papierstreifen 0,01 ml einer 1%vigen
reinen Gelatinel6sung unter den gleichen Versuchsbedingungen wandern gelassen.
Wihrend der Dauer der Elektrophorese wird der Glasdeckel der Elektrophorese-
kammer vorsichtshalber mit Filterpapier unterlegt, wodurch kondensierte Was-
sertropfchen am Deckel bleiben und nicht auf den Papierstreifen, auf dem die
Gelatine wandert, fallen. Nach Ablauf der gewihlten Versuchsdauer werden die
Streifen vorsichtig aus der Elekrophoreseckammer genommen, im Glasrahmen hori-
zontal befestigt und im Trockenschrank bei 80 © C wihrend 20 bis 30 Min. ge-
trocknet. Die Enden der trockenen Streifen werden so weit abgeschnitten, daf}
Pherogramme von 18 cm erhalten werden.

Anfdarbung der Pherogramme

Die Anfirbung der Eiweiflbanden erfolgt durch Behandlung der trockenen
Papierstreifen wahrend einer Viertelstunde in einem stindig leicht bewegten
Firbebad der gesittigten Losung von Amidoschwarz 10 B in einer Mischung von
9 Volumteilen Methanol und 1 Volumteil Eisessig. Anschliefend werden die Pa-
pierstreifen, zur Entfirbung des nicht mit Eiweifl beladenen Papieranteils, ab-
wechslungsweise je 5 bis 10 Min. in einer Losung von 9 Volumteilen Methanol und
1 Volumteil Eisessig und in einer 5%igen wisserigen Essigsiurelosung gewaschen.
Nach etwa 2 Stunden Elutionsdauer werden weifle Streifen erhalten, auf denen
die Eiweiflbanden dunkelblau gefarbt erscheinen. Um iiberschiissige Essigsdure zu
entfernen, werden darauf die Pherogramme mit Wasser gewaschen und anschlie-
fend an der Luft getrocknet.

Auswertung der Pherogramme

Die trockenen, angefirbten Pherogramme werden einige Stunden, am besten
iiber Nacht, in Anisol puriss. gelegt, wodurch das Papier durchsichtig wird, wih-
rend sich die blauen Gelatine- und andere Eiweiflbanden scharf davon abheben.
Das durchsichtig gewordene Pherogramm wird luftblasenfrei zwischen zwei
Glasplatten des Photometers der Abbildung 4 gelegt, und das {iiberschiissige
Anisol vorsichtig mit einem Tuch entfernt. Anschliefend wird das Pherogramm
mit dem Photometer ausgewertet. Mit dem Millimetervorschub des Photometers
wird das Pherogramm schrittweise an einer spaltformigen elektrischen Licht-
quelle vorbeigefilhrt und die Extinktion mit Photoelement und Galvanometer
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registriert. Zur Herstellung eines Extinktionsdiagramms (sieche Abbildung 2 als
Beispiel) werden aus den Meflergebnissen die Extinktionswerte in der Ordinaten-
richtung und die Laufstrecke auf der Abszisse aufgetragen. Die Kurvenfliache des
Gelatinebandes wird mit einem Planimeter ausgemessen und der Flicheninhalt in
mm? berechnet. Ist man nicht im Besitze eines Planimeters, so kann die Fliche
durch Wigen des lings der Kurve ausgeschnittenen Millimeterpapiers und durch
Vergleich mit dem Gewicht der Flacheneinheit des gleichen Papiers bestimmt
werden.

Berechnung des Gelatinegehbalts

Bei der Berechnung des Gelatinegehalts soll der Verlust bei der Gelatineisolie-
rung aus Yoghurt oder Quark durch einen entsprechenden Ausbeutefaktor aus-
geglichen werden, den wir, gemafl den Resultaten unserer Isolierungsversuche, auf
1,33 festgesetzt haben (siehe Abschnitt 4.3). Bei einer Einwaage von 100 g Yoghurt
oder Quark, einer Konzentratmenge von insgesamt 10 ml und einer aufgetragenen
Konzentratmenge von 10 pl bei der papierelektrophoretischen Untersuchung lafit
sich der Gelatinegehalt wie folgt ableiten:

. . B
Gelatinegehalt in %0 = f -—- 10-3
A
wobei F = gemessene Kurvenfliche des untersuchten Gelatinebandes in mm?
A = Kurvenflichenwert pro p.g Gelatine = 4 mm?

4
f = Ausbeutefaktor = 1,33 = =

wodurch Gelatinegehalt in % = 0,33 - F - 10-*

Bemerkung: Die Werte fiir A und f schwanken je nach Apparatur und Arbeits-
weise.

Zusammenfassung

Wir haben den Gelatinenachweis in Yoghurt und Quark mit Hilfe der Papierelektro-
phorese in Anlehnung an die von Walser und Bohl (1963) beschriebene Arbeit modifiziert
und zur Untersuchung von auf dem Markt erhiltlichen Produkten angewandt. Bei der
Entwicklung der Methode wurden die verschiedenen Operationen moglichst einfach und
bequem gehalten, ohne jedoch die Empfindlichkeit und Zuverlissigkeit der Methode zu
beeintrichtigen. Die gleichzeitige Anwesenheit von anderen Verdickungsmitteln stort den
Gelatinenachweis nicht, weil sie keine Proteine sind und bei der Eiweif3firbung nicht
auf die verwendeten Farbstoffe ansprechen. Die Beseitigung der stérenden Wirkung von
Zucker und anderen Eiweiffkorpern wie Milch- und Haselnufleiweifl wurde kurz bespro-
chen. Mit der angegebenen Methode kann ein Gelatinezusatz von 0,05 %o in Yoghurt oder
Quark noch leicht nachgewiesen und bestimmt werden.
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Résumé

Nous avons modifié la méthode publiée par Walser et Bohl (1963) pour déceler
Paddition de gélatine dans le yoghourt et le séré, par électrophorese sur papier. Une sim-
plification du mode opératoire proposé par les auteurs a pu étre réalisée sans diminuer la
sensibilité et I’exactitude de la méthode. La présence d’autres agents épaississants ne géne
pas la détection de la gélatine. L’élimination de leffet génant du sucre et des autres pro-
téines comme celles du lait et des noisettes est brievement discutée. Par cette méthode il
est possible de déceler facilement une addition de 0,05 %0 de gélatine dans le yoghourt
ou le séré. Nous avons utilisé la méthode pour examiner des échantillons prélevés sur
le marché.

Summary

We have modified the method published by Walser and Bohl (1963) for detecting
an addition of gelatin to yoghurt and curd by means of paper electrophoresis, and used
it to examine samples bought on the market. On developing the method the several
operations were kept as easy and convenient as possible, however without diminishing its
sensibility and reliability. The presence of other thickening agents does not disturb the
detection of gelatin, because they are no proteins and consequently do not react with the
dyes used. The elimination of the disturbing effect of sugar and other proteins such as
milk and hazel-nut proteins is briefly discussed. By means of this method it is possible to
detect easily an addition of 0,05 %0 gelatin to yoghurt or curd.
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