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Nachdem im 1. Teil (Haase et al. 2005) die Grundziige der einfachen und schnellen Analysenmethode zur Bestim-
mung von Kohlenmonoxid in Fisch, die dazu bendtigten Gerdte und Chemikalien und erste Messungen an Fisch
dargestellt wurden, beschreibt dieser Teil den Einfluss der Probenvorbereitung, der Variation der Probenmengen,
des Extraktionsmittels, der Dauer der Extraktion und weiterer Randbedingungen aufdie Analysenergebnisse. Die
beiden Durchfiihrungsarten der Methode werden hinsichtlich der zu erwartenden Messfehler bewertet und die
erforderlichen Einzelkomponenten aufgelistet, wodurch eine sichere Kostenabschitzung der Methode moglich ist.
Zusitzliche instrumenteile Farbmessungen und DSC-Untersuchungen an unbehandeltem und CO-behandeltem

Tunmuskel verdeutlichen die Effekte.

Einleitung

Kohlenmonoxid oder Kohlenmonoxid enthaltende
Gasmischungen (gefilterter Rauch, Clearsmoke® oder
Tasteless smoke) werden angewendet, um damit das
Fleisch von Tunen oder &hnlichen Fischen mit ausge-
pragter Eigenfarbung vor unerwiinschten Farbverdnde-
rungen von rot (Oxyhdmoglobin oder Oxymyoglobin)
nach braun (Methdmoglobin oder Metmyoglobin), die
sich bei langerer Gefrierlagerung und insbesondere nach
dem Auftauen ergeben, durch die Bildung von Carbo-
xyhdmoglobin oder Carboxymyoglobin zu schiitzen. In
der Européischen Union und in vielen anderen Staaten
der Welt sind derartige Praktiken, die dazu dienen
konnen, minderwertige Qualitdt zu schonen und die
Verbraucher in die Irre zu fithren, aufgrund geltenden
Lebensmittelrechts nicht erlaubt.

Gegenteilige Entscheidungen niederldndischer Gerichte
haben jedoch dazu gefiihrt, dass auf den Markten der
Europédischen Mitgliedsstaaten mit Kohlenmonoxid
behandelte Produkte —egal in welcher Form angewendet
—haiufig gehandelt werden, so dass die Untersuchungs-
behdrden gezwungen sind einzuschreiten. RegelméBige
Schnellwarnungen, die durch die Mitgliedsstaaten an
die Kommission iibermittelt werden, sind dafiir ein
eindeutiger Hinweis. Dabei bleibt die Européische

Kommission selbst in eindeutigen lebensmittelrechtli-
chen Regelungen reserviert (Schubring 2004) und stellt
keine echte Hilfe fiir die betroffenen Mitgliedslander
dar, sondern zieht sich aufden Standpunkt zuriick, dass
das Generaldirektorat fiir Gesundheit und Verbrau-
cherangelegenheiten der EU-Kommission (DG Sanco)
bereits am 8. 10. 2004 der Europédischen Behdrde fiir
Lebensmittelsicherheit (ESFA) eine Anfrage hinsichtlich
,Fishery products treated with the clearsmoke pro-
cess” (ESFA-Q-2004-143) iibermittelt hat (www.efsa.

Abstract

Development of an easy and fast method for carbon
monoxide detection in fish - Part 2: Improvement of
the method

After having described in our first paper (Haase et al. 2005)
the main features of an easy and fast method for determi-
nation of carbon monoxide in fish and the equipment and
chemicals necessary as well as first results measured on
fish samples, this part deals with the influence of sample
preparation, variation of the size of samples, type of solvent,
duration of extraction and further conditions on the result
of analyses. Both variants of the method are evaluated with
regard to measuring expected errors. The single components
of the equipment, including prises, are listed to allow a reli-
able assessment of costs. Additional instrumental colour
and DSC measurements on both untreated and CO-treated
tuna illustrate the effects.
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eu.int/register, 15. 9. 2005). Das zustindige Gremium
AFC (Lebensmittelzusatzstoffe, Aromastoffe, Verarbei-
tungshilfsstoffe und Materialien, die mit Lebensmitteln
inBerithrung kommen) hat dieses Problem jedoch noch
nicht behandelt, sondern ,,zusétzliche Angaben erbeten®.
Inzwischen wird versucht, geeignete Methoden zu ent-
wickeln, um den eindeutigen Nachweis erbringen zu
konnen, dass eine CO-Behandlung des Fischfleisches
erfolgte.

Kiirzlich wurden in den USA, wo die CO-Behandlung
von Tun und vergleichbaren Fischarten von den Uber-
wachungsbehdrden erlaubt ist (Schubring 2004), zwei
Methoden beschrieben, die den Nachweis einer derartigen
Behandlung durch ,,machine vision* (Bildverarbeitungs-
und Analysegerdt) (Balaban et al. 2005) bzw. durch
Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS)
(Anderson and Wu 2005) beinhalten. Im Vergleich zu
dervon Ishiwata et al. (1996) beschriebenen CO-Bestim-
mungsmethode im Fischfleisch, die auch in Deutschland
(Feldhusen et al. 2004) und anderen Lindern (Jonker et
al. 2001) am haufigsten angewendet wird, erscheint das
bei der GC-MS-Methode erforderliche Instrumentarium
aufwéndiger und teurer. Ein Nachteil der gegenwirtig in
Japan praktizierten Methode nach Ishiwata et al. ist der
betrdchtliche Zeitaufwand fiir diese Methode. Entspre-
chend der Festlegungen des japanischen Gesundheitsmi-
nisteriums weisen CO-Gehalte unter 200 pg/kg darauf
hin, dass der Fischmuskel keiner CO-Behandlung
unterworfen wurde. Liegen die Gehalte jedoch iiber
200 pg/kg, miissen die aus der Tunmuskulatur hergestell-
ten Extrakte bei 5 °C 2 Tage lang aufbewahrt und dann
erneut analysiert werden. Verringert sich der CO-Gehalt
nach 2-tdgiger Lagerung, ist eine Behandlung mit CO
bestdtigt (Chow et al. 2004).

Im ersten Teil dieser Verdffentlichung (Haase et al. 2005)
haben wir eine einfache Methode der CO-Bestimmung
im Fischfleisch mittels Sensortechnik vorgestellt. Im
diesem Teil mochten wir auf weitere Aspekte dieser
Methode und einfachere Moglichkeiten der CO-Frei-
setzung eingehen. In den bisherigen Untersuchungen
(Haase et al. 2005) und den in der Literatur beschrie-
benen Methoden (Ishiwata et al. 1996; Anderson et al.
2005) wird das CO durch die Zugabe von Schwefelsidure
freigesetzt. Theoretisch sollte sich das an Himoglobin
und Myoglobin gebundene CO auch durch mechani-
sche und/oder thermische Energie freisetzen lassen, so
dass man auf die Verwendung dtzender und giftiger
Chemikalien ganz verzichten konnte. Ein wichtiger
Aspektist auch der Einfluss der Probenvorbereitung des
Fischfleisches auf das Analysenergebnis.

Material und Methoden

Der Fisch

Unbehandeltes Gelbflossen-Tunfischfilet (Thunnus
albacares) aus Sri Lanka —im westlichen Teil des Indi-
schen Ozeans mit Langleinen gefangen, am 21.1. 2005
verpackt und bei 0 bis 5 °C gelagert —wurde am 27. 1.
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2005 aufdem Hamburger Fischmarkt gekauft und am
gleichen Tag, wie bei Haase et al. (2005) beschrieben, zur
Hailfte mit Kohlenmonoxid behandelt und eingefroren.
Die andere Hilfte wurde unbehandelt eingefroren. Vor
dem Tiefgefrieren wurden die behandelten und unbe-
handelten Fischteile unter Verwendung von PE-Folie
vakuumverpackt. Teile des so vorbehandelten Fisches
wurden fiir die Optimierung der Methode verwendet,
wiahrend der Rest nach wiederholten Gefrier-Tau-Zy-
klen (insgesamt acht Mal) jeweils zur instrumenteilen
Farbbestimmung verwendet wurde, um die Farbstabi-
litdt des Carboxymyoglobins bzw. -hdmoglobins unter
solchen extremen Bedingungen zu erfassen. Zusétzlich
wurde an frischem, behandeltem und gefrorenem
Muskel die thermische Stabilitdt mittels Differential
Scanning Calorimetrie (DSC) untersucht.

Methoden

Farbbestimmung: Instrumentelle Farbmessungen er-
folgten mit einem Dreibereichs-Farbmessgerdt CR
300 der Firma Minolta (Schubring 2004) sowie einem
Spektral-Farbmessgerit spectro pen® der Fa. Dr. Lange
(Schubring 2005).

ThermischeAnalyse: Die DSC-Untersuchungen erfolgten
mit einem MicroDSC VII der Fa. SETARAM (Schub-
ring 2005).

Messung des Kohlenmonoxid-Gehalts im Fisch: Die Mes-
sung erfolgte mit einem elektrochemischen Sensor wie
von Haase et al.(2005) beschrieben.

Ergebnisse

Bewertung von Randbedingungen zur Optimierung
der Methode

Experimentelles

Der Versuchsautbau 1 (Abb. 1) besteht aus einem 250
ml 3-Halskolben, einer Gaspumpe, dem Gasmessgerit
MiniWarn, einem Magnetrithrer und einer Heizung mit
Thermoregulator fiir den 3-Halskolben.

IPumpe!

Abbildung 1: Skizze des Versuchsaufbaues 1 (Kreislaufschal-

tung) zur Bestimmung von CO in Fischfleisch.

Schematic diagram o fthe equipment 1 (closedloop)for detection
0fCO m fish.
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Zur Bestimmung des CO-Gehaltes in Fischfleisch mit-
tels Versuchsaufbau 1 miissen u.a. folgende Parameter
bekannt sein:

+ Einwaage an Fisch
* Volumen von Fisch und zugesetztem Wasser
* Volumen der Messapparatur

Zusétzlich muss das temperatur- und druckabhingige
Molvolumen von CO beriicksichtigt werden. Aus diesen
Daten ldsst sich dann die Menge CO in pg/ kg Fisch be-
rechnen. Zur Volumenbestimmung der Messapparatur
werden in diese bekannte unterschiedliche Volumina
an CO-Gas gegeben und die sich ergebende CO-Kon-
zentration gemessen. Abb. 2 zeigt die Ergebnisse von
Messungen, bei denen CO durch ein Septum in die
Apparatur injiziert wurde.
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Abbildung 2: Gasvolumenbestimmung mittels CO - Determi-
nation o fthe gas volume using CO.
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Bei hohen CO-Konzentrationen nehmen diese iiber die
Zeit schneller ab als bei kleineren, was auf eine leichte
Undichtigkeit der Apparatur bzw. des Sensors hindeu-
tet. Da bei allen bisher durchgefiihrten Messungen die
CO-Konzentrationen unter 200 ppm lagen, kdnnen die
beobachteten Undichtigkeiten vernachléssigt werden, (s.
Abb. 2). Das Volumen der Apparatur wird mit Zugabe
groBBerer CO-Volumina von 0,5 bis 1,0 ml bestimmt, um
den Fehler, der zum Beispiel durch die Spritze entstehen
kann, so klein wie mdglich zu halten. Dabei wird die
maximale Konzentration bestimmt, mit Hilfe des bekann-
ten zugegebenen CO-Volumens das Gesamtvolumen
errechnet und der Mittelwert der Einzelmessungen als
Volumen der Versuchsapparatur angenommen. Bei der
Volumenbestimmung ergab sich ein Wert von 451.9 ml
mit einem mittleren Fehler von 0,42 %.

Fiir die Messungen mit Fisch gibt es verschiedene
Parameter, die zu variieren sind: der Zeitpunkt des
Zerkleinerns (gefroren oder aufgetaut), der Ort des
Zerkleinerns (im Kolben mit dem Riihrfisch oder an der
Luft mit einem Messer), die Rithrdauer und der Grad
der Erwirmung. Tabelle 1gibt einen Uberblick iiber die
bei den Messungen angewandten Probenvorbereitun-
gen. Der Vergleich der Proben B 1und B2 zeigt, dass es
effektiver ist, das Stiick Fisch erst komplett aufzutauen,
da somit die hohere CO-Konzentration in Fisch erhal-
ten wird. Aus dem Vergleich der Proben B4 und B5
ist ersichtlich, dass eine reduzierte Fischeinwaage die
Versuchsdauer verkiirzt und die hochste CO-Konzent-
ration im Fischfleisch liefert. Zur Kontrolle wurde der
Versuch nochmals nach der herkdémmlichen Methode

Tabelle 1: Verwendete Parameter bei den CO-Messungen in Kreislaufschaltung —Conditions used during CO measurements in

closed loop.
Probe Fisch- W asser- Auftauort Zerkleinerungs- Probe
einwaage volumen Auftauzeit -zustand Riihrzeit erwédrmt H2S04 CO-Konz. Bemerkung

[e] [ml] [min] [min] [mg/kg]
B* 1 60,2 100 (a) gefroren 90 ja nein 1,224
B2 60,2 100 Luft, 180 aufgetaut 90 ja nein 1,701
B3 65,6 100 Luft, 135 beim Auftauen 90 ja nein 1,223 Signalabfall bei 40 °C
B4 50,5 100 Luft, 80 beim Auftauen 90 ja nein 0,848
BS5 31,5 56,5 Luft, 105 aufgetaut 120 ja nein 1,737 Signalabfall bei 40 °C
B6 33,8 55 Luft, 105 aufgetaut 120 nein ja 1,823
B7 27,95 50,37  Luft, 80 aufgetaut 120 nein nein 1,833
B8 30,74 50 Luft, 90 aufgetaut 120 nein ja 1,581
B9 30,7 50,3 Luft, 90 aufgetaut 100 (b) nein 2,522
B 10 23 61,2 Kolben, 90 aufgetaut in App. 60 (b) nein 3,455 Hochster CO-Gehalt
B 11 20,5 56 Kolben, 90 aufget. in App. 60 nein nein 2,889
B 12 22,6 57,4 Kiihlschr., > 800  aufget. in App. 30 nein nein 1,065
B 13 15,87 53,3 Kiihlschr., > 800  aufget. in App. 60 nein nein 1,177
B 14 15,74 53 Kiihlschr., > 800  aufget. in App. 60 nein nein 0,962
B15 25 53,13 Kiihlschr., > 800 aufget. in App. 60 nein nein 0,0132
u"l 14,12 54,5 Kiihlschr., > 800  aufget. in App. 60 nein nein 0,0157
U2 23,3 52 Kiihlschr., > 800  aufget. in App. 60 nein nein 0,937
U3 31,6 52,1 Kiihlschr., > 800  aufget. in App. 60 nein nein 0,00565
U4 24,1 64 Kiihlschr., > 800  aufget. in App. 60 nein nein 0,00729
us 28,11 57,9 Kolben, 90 aufgetaut 60 nein nein 0,0252
U6 32,9 58,35 Luft, 90 aufgetaut 60 nein nein 0,0157

(a) = Fisch wurde gefroren zerkleinert und sofort in Kolben gegeben,

(b) =nachdem max. CO-Konzentration erreicht war,
B* = CO behandelte Probe,
U** = unbehandelte Probe.
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mit Schwefelsdure durchgefiihrt und ein dhnlich hoher
CO-Gehalt im Fisch festgestellt (B6). Abbildung 3 zeigt
die CO-Messung der Probe BS5, die zusidtzlich noch
erwiarmt wurde.
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Abbildung 3: Bestimmung des CO-Gehaltes von Probe B5
—Determination ofCO content o fsample B5m

Auf der zweiten y-Achse ist zusétzlich die Temperatur
mit aufgezeichnet. Man erkennt, dass die maximale CO-
Konzentration schon erreicht wird, bevor der Tempera-
turanstieg beginnt. Das deutet daraufhin, dass es sogar
moglich ist, bei den Versuchen ohne Erwédrmung der
Proben auszukommen. Der Abfall des CO-Signals bei
40 °C ist aufeine Leckage infolge der Temperaturerh6-
hung zuriickzufiithren. Die folgende Abbildung 4 zeigt
die CO-Freisetzung der Probe B7, die nur durch Zufuhr
mechanischer Energie (Rithren) erreicht wurde.

CO-Konzentration

4 5 6 7 10 11
Zeit [min]

Abbildung 4: CO-Freisetzung aus Probe B7 mittels kinetischer
Energie (Rithren) —Release of CO from sample B7 by kinetic
energy (stirring).

Der gemessene CO-Gehalt im Fisch ist von der gleichen
GroBenordnung wie bei vorherigen Versuchen mit
Erwédrmung der Probe. Dies ldsst den Schluss zu, dass
eine weitere Vereinfachung der Messmethode moglich ist
—die CO-Freisetzung nur aufgrund der eingebrachten
kinetischen Energie zu erzwingen.

Probenvorbereitung

Da die Ergebnisse der durchgefiihrten Messungen sehr
unterschiedlich sind (Tabelle 1), liegt es nahe, dass die
Probenvorbereitung einen wesentlichen Einfluss aufdie
Ergebnisse hat. Deshalb wurden Untersuchungen mit
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gefrorenem Fisch durchgefiihrt, welche gezeigt haben,
dass schon wéhrend des Auftauvorgangs CO aus dem
Fisch freigesetzt wird. Auch wenn der Fisch nur im mit
Wasser gefiillten 3-Halskolben liegt, wird CO frei und
die groBten Verluste wurden nachgewiesen, wenn der
Fisch an Luft auftaut.

Deshalb wurde eine Menge von 20 g Fisch im Stiick
im gefrorenem Zustand mit 60 ml Wasser und dem
Riihrfisch in den Kolben gegeben und der Kreislauf
geschlossen. Der Fisch taute so im Wasser auf und es
kam zu keinem Verlust an CO. Nach 90 min Auftauen
wurde der Fisch mit dem Riihrfisch zerkleinert und das
Gemisch 60 min lang homogenisiert. Die gemessene
Konzentration lag bei 3,455 mg/ kg (B 10), was ungeféhr
doppelt so viel ist, wie bei den vorherigen Messungen,
bei denen die Probe an der Luft aufgetaut wurde. Dieser
Wert kann somit als maximale CO- Konzentration im
Fischfleisch angenommen werden. Fiir den unbehandel-
ten Fisch ergab sich bei der gleichen Probenvorbereitung
eine Konzentration von 0,0252 mg/kg (U 5). Um die
CO-Gehalte im Fisch vergleichen zu kdnnen, wurde die
Probenvorbereitung nun standardisiert. Die einzelnen
Proben wurden in Plastikbeuteln eingeschweiit, iiber
Nacht im Kiihlschrank aufgetaut und am nédchsten
Tag zur Konzentrationsbestimmung verwendet. Dieses
Auftauverfahren wird auch haufig vor der Zubereitung
von Fisch verwendet und ist somit entscheidend fiir den
Verbraucher. Chow et al. (2004) zeigten, dass weder
erhitzter Tunmuskel noch hitzedenaturierte Myoglobin-
16sung erhebliche Mengen an CO zuriickhalten konnen.
Wenn Tunmuskel 30 Min. auf 80 °C erhitzt wurde,
ergaben CO-Gehalte iiber 100 pg/kg einen eindeutigen
Hinweis darauf, dass dieser Muskel mit CO behandelt
worden war.

CO-Bestimmung mit Reihenschaltung

Eine weitere Moglichkeit, die Menge CO in Fischfleisch
zu bestimmen, ist die Messung der CO-Konzentration
in Reihenschaltung. Hierzu wird der Kreislauf (Abb.1)
aufgeldst und zusitzlich hinter das Messgerdt MiniWarn
ein Volumenstrommessgerdt geschaltet (Abb. 5a, b).

Pumpe M jniwai

Volumenstrommesser [

Abbildung Sa: Skizze des Versuchsaufbaus 2 (Reihenschaltung)
zur Bestimmung von CO in Fischfleisch—Schematic diagram o f

the equipment 2 (series connexion)for detection o fCO infish.

Inf. Fischereiforsch. 52: 106—14, 2005
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Abbildung 5b: Bild des Versuchsaufbaus 2 (Reihenschaltung)
zur Bestimmung von CO in Fischfleisch —Picture o fthe equip-

ment 2 (series connexion)for detection ofCO infish.

Der 3-Halskolben mit der Probe (1) wird mit einem
Stativ iiber dem Magnetriihrer (2) fixiert. Uber eine
Gaspumpe (3) wird Luft von aullen iiber die Probe
gesaugt und zum Gasmessgerdt Miniwarn (4) transpor-
tiert, das seine Daten iiber eine Infrarotschnittstelle (5)
zum Messrechner sendet. Danach passiert der Gasstrom
einen Partikelfilter (6), der dem Volumenstrommessgerat
(7) vorgeschaltet ist.

Zur Bestimmung des CO-Gehaltes in Fischfleisch
mittels Versuchsaufbau 2 miissen folgende Parameter
bekannt sein:

+ Einwaage an Fisch
* Volumen, das durch die Apparatur gestromt ist

Zusitzlich sollte das temperatur- und druckabhidngige
Molvolumen von CO beriicksichtigt werden. Die frei-
gesetzte CO-Menge erhédlt man durch Integration der
Konzentrations-Zeitkurve. Tabelle 2 zeigt die bei den
Messungen in Reihenschaltung verwendeten Parameter.

Fiir alle Bestimmungen des CO-Gehaltes in Fischfleisch
wurden Messwerte zwischen 0,74 und 1,06 mg/kg Fisch
erhalten. Durch die Standardisierung der Probenvor-

Tabelle 2: Verwendete Parameter bei den CO-Messungen in
Reihenschaltung —Conditions used during CO measurements

in series connexion.

CO-
Fischein- W asser- Riihr- Konzen-
Probe waage volumen dauer Flow tration
gl [ml] [min] [/min] [mg/kg]
B 16 31,85 60,55 60 0,33 0,985
B 17 31,87 59,5 60 0,4 0,862
B 18 31,9 61,46 60 0,313 0,994
B 19 30,6 60,9 120 0,22 1,06
B 20 33,5 60 60 0,23 0,774
U7 32,35 58,86 60 0,34 < 0,016
U8 47 71 60 0,235 < 0,016
U9 31,8 64 60 0,245 < 0,016
U 10 30,4 61 60 0,245 < 0,016
Ul 29,7 55,9 60 0,223 < 0,016
U 12 32,8 57,5 60 0,223 < 0,016
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Abbildung 6: CO-Freisetzung aus Probe B16 —Release of CO
from sample B 16.

bereitung konnte die vorher beobachtete Variation im
CO-Gehalt des Fischfleisches stark minimiert werden.
Abbildung 6 zeigt eine typische Messkurve, die mit dem
Versuchsaufbau 2 erhalten wurde.

Die freigesetzte CO-Menge steigt zunéchst steil an,
um danach exponentiell abzufallen. Die zweite Kurve
zeigt die dazugehorige Summation der CO-Menge
an. Messungen mit unbehandeltem Fisch zeigten
CO-Konzentrationen unter 2 ppm an (untere Mess-
grenze des hier verwendeten Sensors), womit sich
eine untere Nachweisgrenze von 0,016 mg CO pro kg
Fisch ergibt.

Fehlerbetrachtung

In Tabelle 3 sind die bei den verschiedenen Versuchsauf-
bauten auftretenden maximalen Fehler dargestellt. Bei
der Messung in Reihenschaltung ist von Vorteil, dass das
Volumen der Apparatur und des Fisches nicht bestimmt
werden muss. Zudem haben eventuell auftretende Le-
ckagen in der Apparatur bei der Reihenschaltung kaum
Einfluss auf die CO-Bestimmung.

Zusammenfassung der Ergebnisse

Die durchgefiihrten Untersuchungen haben gezeigt, dass
sich der CO-Gehalt im Speisefisch (Tun) einfacher als
bisher nachweisen ldsst. Schwefelsdure muss nicht mehr

Tabelle 3: Fehler bei verschiedenen Versuchsaufbauten —
Possible errors by using the different types o fmeasurement.

Fehlerquelle Kreislauf- Reihen
fithrung Schaltung
max. Fehler max.
Fehler [%] [o]
Sensor 3,3 3,3
Volumenbestimmung Apparatur 0,7
Volumenbestimmung Fisch,
abgeschitzt 10 -
Volumenstromédnderung - 2,1
max. Gesamtfehler 14,0 5,4

Inf. Fischereiforsch. 52: 106—14, 2005
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Tabelle 4: Komponenten fur Kreislauf- und Reihenschaltung —Jtems necessaryfor both closedloop and series connexion.

Kreislaufschaltung Preis
(€]
250 ml 3-Halskolben 42
MiniWarn I* 746
DrigerSensor XS RCO - 68 10 258 I* 303
Kalibrieradapter 1* 31
Software GasVision 5.6.4 1* 173
Gaspumpe (Smartpump) I* 408
Schlduche (Viton) 40
Magnetriithrer 80
Riihrfisch 1
Summe 1824

I*Driger-Safety, Liibeck

verwendet werden, und das CO kann nur durch Riithren
aus dem Gemisch ausgetrieben werden. Eine definierte
Probenvorbereitung ist essentiell fiir die Vergleichbar-
keit der Ergebnisse. Der Nachweis des CO in Reihen-
schaltung ist die einfachere und weniger fehleranféllige
Methode. Moglicherweise sind jedoch die mit dieser
Methode ermittelbaren CO-Gehalte etwas geringer als
bei der Kreislaufschaltung, wenn man die in Tabelle 2
dargestellten Untersuchungsergebnisse mit denen der
Tabelle 1vergleicht. Tabelle 4 listet die benotigten Kom-
ponenten fiir die verschiedenen Versuchsaufbauten auf.
Stellt man diese Kosten denen fiir die Anschaffung eines
Gaschromatographen mit ,,head space* Probenwechsler
und Nickelkatalysator zur Umformung von CO in
Methan gegeniiber, fiir die ca. 40 000 € aufzuwenden
sind, wird deutlich, dass die Zielstellung eine billige
Methode zu entwickeln, erreicht wurde. Selbst wenn
man davon ausgeht, dass in vielen Untersuchungslabo-
ratorien Gaschromatographen vorhanden sind und fiir
eine CO-Bestimmung genutzt werden kdnnen, ist zur
Realisierung der CO-Bestimmung immer noch eine
Nachriistung mit dem Nickelkatalysator und einem
,shead space” Probenwechsler erforderlich. Die dabei
anfallenden Kosten liegen giinstigenfalls bei 12 000
bis 15 000 €.

Gefrier-Tau-Stabilitdt von Carboxymyoglo-
bin und -hdmoglobin

Die Gefrier-Tau-Stabilitit des unbehandelten und
CO-behandelten Tunmuskels wurde anhand von
Farbmessungen verfolgt. Dabei wurde der Gefrier-
Auftau-Vorgang achtmal wiederholt. Die Ergebnisse
der Messungen der CIELab-Farbwerte mit den Farb-
messgerdten CR 300 (Minolta) und spectro pen®
(Dr. Lange GmbH) sind in den Abbildungen 7 und
8 dargestellt.

Es wird deutlich, dass beziiglich der Rotwerte (Abb. 7)
markante Unterschiede zwischen der behandelten
und der unbehandelten Muskulatur bestehen. Mit
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Reihenschaltung Preis
[€]
250 ml 3-Halskolben 42
MiniWarn I* 746
DrigerSensor XS RCO -68 10 258 1* 303
Kalibrieradapter 1* 31
Software GasVision 5.6.4 1* 173
Gaspumpe (Smartpump) 1* 408
Schlduche (Viton) 40
Magnetrithrer 80
Riihrfisch 1
Volumenstrommessgerit
(500 ml Schwebekdrperdurchflussmesser) 80
1904

zunehmenden Gefrier-Tau-Zyklen ist offensichtlich
eine Abnahme der a*-Werte verbunden. Unterschie-
de zwischen beiden Farbmessgerdten werden durch
unterschiedliche Kalibrierstandards erkldrt. Auffillig
ist jedoch, dass der durch die USDC festgelegte a*-
Wert von < 16,2 als Beweis dafiir dass der behandelte
Tun dem unbehandelten farblich entspricht, nicht
iberschritten wird.

In der Regel scheint die Helligkeit L* der unbehan-
delten Proben im Vergleich zu den behandelten leicht
erhoht (P > 0,05) und mit zunehmende Anzahl an
Gefrier-Tau-Zyklen weisen die L*-Werte eine leicht
steigende, aber ebenfalls nicht signifikante Tendenz auf
(Abb. 8). Die mit dem CR 300 ermittelten b*-Werte
weisen vergleichbare Tendenzen auf, wie vorstehend
fiir L* diskutiert. Mit dem spectro pen® gemessene
b* weisen dagegen keine durch die CO-Behandlung
bedingten Unterschiede auf. Wiederholte Gefrier-Tau-
Zyklen bewirken offensichtlich ein Zunahme von b*
(Abb. 8).

Thermische Stabilitdt von Tunfischmuskel

Die Anlagerung von CO an die Muskel- und Blut-
farbstoffe beeinflusst die thermische Stabilitdt offen-
sichtlich nicht signifikant. Dagegen fithrt der Gefrier-
vorgang zu einer Modifizierung des Myosinpeaks. Die
bei ungefrorenem Material zu erkennende Schulter auf
der Niedrigtemperaturseite des Peaks verschwindet,
wodurch sich eine geringere Differenzierung und
Verbreiterung des Myosinpeaks durch den Gefriervor-
gang ergibt (Abb. 9). Umwandlungstemperaturen und
-enthalpien der einzelnen Proteinfraktionen bleiben
weitgehend unbeeinflusst (Tab. 5). Zhang et al. (2001)
untersuchten die thermischen Eigenschaften von
Tunfisch (Katsmvonus pelamis) allerdings mit einem
weniger empfindlichen DSC (PerkinElmer DSC7)
und ermittelten dabei 3 Denaturierungstemperaturen,
unterschiedlich fiir ordindren (42,6 °C, 56,4 °C, 68,7 °C)
und roten (43,2 °C, 57,1 °C, 67,9 °C) Muskel. Die
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Abbildung 7: Verdnderung der Rotwerte a* in Abhéngigkeit von Gefrier-Tau-Zyklen (UT bis UT8 =unbehandelter Muskel, CO
bis C08 = CO-behandelter Muskel, m = CR 300, o =spectro pen®.

Changes in redness a* as afunction offreeze-thaw cycles (UT to UTS, untreated mtiscle; CO to C08 = CO-treated muscle, m = CR 300,
o =spectropen®).
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Abbildung 8: Verdnderung der Helligkeit L* und Gelbwerte b* in Abhédngigkeit von Gefrier'Tau-Zyklen (UT bis UT8 = unbe-
handelter Muskel, CO bis C08 = CO-behandelter Muskel, m = CR 300, o =spectro pen®.

Changes in lightness L *andyellowness b*as afunction o ffreeze/thaw cycles (UT to UTS, untreated muscle; CO to C08, CO-treated
muscle, m = CR 300, o =spectropen®).
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Tabelle 5: Umwandlungstemperaturen und -enthalpien beim
Erhitzen von Tunfischmuskel in Abhdngigkeit von der Vorbe-
handlung — Transition temperatures and enthalpies o fheated

tuna muscle as affected by pre-processing.

Peak

Probe 1 I 1 v
Ton[°C] 36,6 450 560 63,0

Tun, frisch Tmx [OC] 41,7 49,1 58,4 65,6
AH [Jg-l 0,258 0,099 0,017 0,079

. T,,, 1°C] 36,8 46,0 57.5 64,0

Tun, frisch Tmox [°C] 42,2 49,7 595 66,5
CO-behandelt AH [Jg- 0,219 0,112 0011 0,068
Ton [°C] 36,5 45,7 57,5 63,3

Tun, gefroren Tmy([oq 39,9 50,0 59,9 66,4
AH 3] 0,206 0,114 0014 0,068

Ton[°C] 36,6 4538 57,8 63,6

Tun, CO-behan-—pov o) 39,8 500 597 66,4
delt, gefroren o 0209 0111 0,010 0,077

Zuordnung der einzelnen Peaks zu Proteinfraktionen
wird von ihnen wie folgt vorgenommen: Peak 1 =Um-
wandlung der Myosin- und 1. Umwandlung der Sar-
koplasmaproteinfraktion, Peak 2 =2. Umwandlung der
Sakoplasmaproteinfraktion, Peak 3 = 3. Umwandlung
der Sarkoplasmaproteinfraktion oder Umwandlung der
Aktinfraktion. Ueki et al. (2005) isolierten dagegen die
Myoglobinfraktion von Bonito {Auxis rochei) und fan-
den deren Thermostabilitdt, die hochste Umwandlungs-
temperatur wurde mit 72,8 °C bei pH = 6,52 ermittelt,
als am geringsten aller bisher von ihnen untersuchten
Myoglobine von Scombriden.

Schlussfolgerungen

Die Zielstellung, eine einfache und billige Methode
zum Nachweis von mit CO behandelter Fischmus-
kulatur zu entwickeln, wurde mit der optimierten
Sensormethode realisiert. Durch geeignete Proben-
vorbereitung konnte Wasser als Extraktionsmittel
fiir CO anstelle der Schwefelsdure eingesetzt werden
und durch Anordnung der Messkomponenten in
Reihenschaltung der Messfehler der M ethode deutlich
verringert werden. Instrumentelle Farbmessungen ver-
deutlichten, dass selbst achtmalige Gefrier-Tau-Zyklen
keinen Verlust der signifikant erhohten Rotfdrbung
in mit CO-behandeltem Tunmuskel verglichen mit
unbehandeltem, einer gleichen Anzahl von Gefrier-
Auftau-Vorgingen ausgesetztem, Tunfleisch bedingt.
Eine CO-Behandlung verdndert das DSC-Muster
der Tunmuskel-Proteine nicht signifikant. Einmaliges
Gefrieren/Auftauen beeinflusst jedoch die Form des
Myosinpeaks.
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Abbildung 9: DSC-Kurven von frischer (a, b) und gefrorener
(c, d) Thunmuskulatur ohne (a, ¢) und mit CO-Behandlung
(b, d) —D SC curves o ffresh (a, b) andfrozen (c, d) tuna muscle
with (a, ¢) and without CO treatment (b, d).
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