&R

~ 134 -

werblichen Wirtschaft eine sachgemifie Beurteilung der technischen Moglichkeiten zur
Herstellung hochwertiger Erzeugnisse aus Krill zu erlauben und auch die aus der Vera-
rbeitung resultierenden, konomischen Parameter abzuschitzen.
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Formaldehyd in Fischprodukten: 2. Nachweis— und Bestimmungsméglichkeiten

Mit der Analyse von Formaldehyd (FA) in Fischprodukten beschdftigen sich die Le-
bensmittelchemiker schon seit nahezu 70 Jahren (TISHIDA, 1917). Ausgeldst wurden die
Untersuchungen hdufig dadurch, daB Lebensmitteliiberwachungsbehdrden FA in Fischen
und Fischprodukten fanden und vermuteten, daB es sich um unerlaubte FA-Zusdtze ge-
handelt haben konnte (AMANO und YAMADA, 1965). Es stellte sich jedoch heraus, daB
der Formaldehyd aus dem Abbau des fischeigenen Trimethylaminoxides (TMAO) stammt
(HEBARD et al., 1982); dieser ProzeB lduft besonders intensiv wihrend der Gefrier-
lagerung von Produkten aus Dorschfischen (Kabeljau, Seelachs, Seehecht u.a.) ab
(REHBEIN, 1986).

Die FA-Bestimmung in Fischprodukten wird dadurch erschwert, dafl FA in einer Viel-
zahl unterschiedlich stabiler Bindungsformen an das Fischgewebe fixiert ist. Ver-
einfachend unterscheidet man in der Analytik zwischen freiem FA, in s3durelabiler
Form gebundenem FA und irreversibel gebundenem FA. Bevor auf die Bestimmung der
verschiedenen FA-Fraktionen ngher eingegangen wird, soll ein einfacher Test zum
Nachweis und zur halbquantitativen Erfassung von freiem FA beschrieben werden, der
auch in den Betrieben der fischverarbeitenden Industrie eingesetzt werden kann, die
liber kein eigenes Labor verfiigen. Es handelt sich um einen Komparator-Test der Fir-
ma E. Merck (Darmstadt), der kiirzlich fiir die Analyse von Wasserproben auf den
Markt gebracht wurde, Bei diesem Testverfahren wird FA durch Bildung eines purpur-
farbenen Tetrazinfarbstoffes nachgewiesen; durch Vergleich mit einer Farbskala kann
die Formaldehydkonzentration aus der Art und Intensitdt der Farbung abgeschitzt
werden (Aquamerck 8028). Um diesen Test auf die Analyse von Fischprodukten anwenden
zu kénnen, muB der Formaldehyd zundchst extrahiert werden.

Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Gehaltes an freiem Formaldehyd in Fischproduk-
ten mit dem Testsystem "Aquamerck 8028-Formaldehyd"

1. Extraktion des freien FA: 20 g Fischprobe werden in kleine Stiicke geschnitten
und mit 180 ml kalter, 6Z-iger (G/V) Perchlorsdure homogenisiert (z.B. mit Hilfe
des Krups 3-Mix 3000 mit Messerstab). Die Probeneinwaage kann unter Beibehaltung
der Mengenverhdltnisse verringert werden, wenn Materialmangel es erfordert, Zur
Abtrennung der Gewebsreste werden die Extrakte filtriert.
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2. Alkalisierung der Extrakte: Man fiillt 15 ml Extrakt in ein kleines Becherglas,
gibt 5 ml kalte 20%-ige (G/V) Kalilauge hinzu und stellt den Ansatz fiir 15 min in
ein Bad mit Leitungswasser. Es bildet sich ein weiBer, feinkristalliner Nieder-
schlag aus Kaliumperchlorat, der sich so gut auf dem Boden absetzt, daB der Uber-
stand ohne Filtration zum Komparator-Test eingesetzt werden kann.

3. Komparator-Test: Der eigentliche FA-Test wird nun nach der Gebrauchsanweisung
von Merck, beginnend mit Punkt 3, durchgefiihrt.

Die Erprobung dieser Methode in unserem Labor ergab folgende Resultate:

1, Bei der Untersuchung reiner FA-Losungen zeigte es sich, daB die Komparator-Werte
nicht genau proportional zum FA-Gehalt anstiegen (Tabelle 1). Diese Differenz be-
ruht teilweise auf Unsicherheiten bei der Farbabschdtzung; auBerdem mul3 beriicksich-
tigt werden, dafl der Komparator-Test eine diskontinuierliche Skala mit 8 Abstufun-
gen von O bis 1,5 ppm FA (in der Testlosung) besitzt.

2. Merck empfiehlt, den Komparator-Wert nach 5 min Reaktionszeit abzulesen; in der
Gebrauchsanweisung wird auBerdem darauf hingewiesen, daB ldngere Reaktionszeiten
(10 und 15 min) zu einer gesteigerten Empfindlichkeit fiihren. Wir fanden ebenfalls
eine Zunahme der Fadrbung mit ldngerer Reaktionsdauer und auch mit steigender Tempe-
ratur (Tabelle 2).

3. Fischmuskelextrakte enthielten Substanzen, die die Farbentwicklung hemmten (Ta-
belle 3); da Ammonium-Tonen und Lysin nur geringfiigig inhibierten, muf} dieser
Effekt iiberwiegend durch sdureldsliche Stoffe mit anderen reaktiven Gruppen als der
Aminogruppe verursacht worden sein.

4. Zum Ausgleich fiir diese Hemmung wdhlten wir eine Reaktionszeit von 15 min zur
Untersuchung von Fischproben bei Raumtemperatur. Die Anwendung des modifizierten
Komparator-Tests auf die FA-Bestimmung in tiefgekiihlten Fischprodukten (Filets,
Fischstdbchen etc. aus Dorschfischen wie Kabeljau, Schellfisch, Seelachs, Alaska
Pollock und Argentinischem Seehecht) ergab folgendes Ergebnis:

Wie die Abbildung 1 verdeutlicht, war die Korrelation zwischen den FA-Gehalten, die
mit dem Komparator-Test und dem Nash-Test bestimmt wurden, zufriedenstellend. Der
Nash-Test, eine photometrische Methode, diente als Referenztest (siehe folgenden
Abschnitt); der Korrelationskoeffizient betrug 0,92. Mit folgender Gleichung kann
aus dem Komparator-Wert der Gehalt an freiem Formaldehyd in einer Fischprobe abge-
schdatzt werden:

(Gl.1) FA-Gehalt (mg/kg) = Komparator-Skalenwert x F + 4,33

{G1.2) F = F1 X F2 X F3 F=19,5

F1 = 196/20 ; 20 g Probe, etwa 16 g Wasser enthaltend, werden mit 180 ml Per-
chlorsdure homogenisiert

F2 = 20/15 ; Verdiinnung beim Alkalisieren von 15 ml Extrakt mit 5 ml Kalilauge

F3 = 1,49 : Umrechnungsfaktor zwischen den mit Komparator- und Nash-Test be-

rechneten FA-Gehalten; F3 ist der Kehrwert der Steigung aus der
Geradengleichung von AbbT 1.

Eine Reihe von Produkten (n=7) enthielt so viel Formaldehyd, daB die héchste Farb-
stufe der Komparator-Skala (1,5 ppm) iiberschritten wurde; nach Gleichung 1 sind in
diesen Proben FA-Gehalte iiber 33,6 mg/kg zu erwarten. Der Nash-Test ergab die fol-
genden Werte an freiem FA: 38,9 / 46,2 / 49,3 / 55,6 / 83,6 / 119,7 / 170,6
(mg/kg). Fischprodukte mit hohem Gehalt an freiem FA waren demnach mit dem Kompara-
tor-Test gut zu identifizieren.
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Tabelle 1: Zusammenhang zwischen dem abgelesenen Komparator-Skalenwert und FA-Kon-
zentration. Als Folge der gegeniiber der Gebrauchsanweisung von 5 min auf
15 min verlédngerten Reaktionszeit sind die ermittelten FA-Gehalte zu
hoch. Die FA-Gehalte wurden durch Multiplikation der Komparator-Werte
mit dem Faktor 20/15 = 1,3 (Alkalisierung) berechnet. Die lingere Reak-
tionszeit wird in Punkt 4 begriindet.

FA-Konzentration in Komparator-Skalenwert (ppm)  berechneter FA-Gehalt

der Probenlésung nach 15 min Reaktionszeit in der Probenl&sung
(mg/L) (mg/L)
0,12 0,1 0,13
0,25 0,25 0,33
0,37 0,5 0,66

Tabelle 2: Abhingigkeit der Komparator-Werte von Reaktionszeit und -temperatur. Die
FA-Konzentration in der Testldsung (d.h. nach Alkalisierung) betrug
0,56 mg/L. Die Farbentwicklung wurde bei der angegebenen Temperatur in
jeweils zwei Ansdtzen (I, T1I) 20 min lang verfolgt.

T = 18°C T = 37°C
Reaktionszeit (min) Komparator-Skalenwerte (ppm) Komparator-Skalenwerte (ppm)
I II Mw I I1 MW
5 0,6 0,4 0,5 0,6 0,6 0,6
10 0,6 0,4 0,5 0,8 0,8 0,8
15 0,8 0,7 0,8 1,0 1,0 1,0
20 1,5 1,5 1,5 31,5 1,5 1,5

Tabelle 3: Beeinflussung des Komparator-Tests durch Fischmuskelextrakt. FA, Ammoni-
umsulfat und Lysin wurden in 6%-iger Perchlorsdure gelost. Rotbarsch-
extrakt Nr. I enthielt 0,48 mM Ammonium-Ionen, Extrakt Nr. IT 1,74 oM
(Extrakt aus verdorbenem Rotbarschfilet). Mit dem Komparator-Test lieB
sich kein FA in den reinen Rotbarschextrakten nachweisen. Die Kompa-
rator-Tests wurden bei Raumtemperatur durchgefihrt.

Zusatz zu reiner FA-Lsg. (1,5 mg/L) Komparator-Skalenwert (ppm)
(1 Vol.-Teil Zusatz + 1 Vol.-Teil FA-Lsg.) 5 min 15 min
6% (G/V) Perchlorsidure 0,6 1,0
5 mM Ammoniumsulfat 0,4 0,8
5 mM Lysin 0,4 0,8
Rotbarschextrakt Nr. I 0,1 0,25

Rotbarschextrakt Nr. II 0,25 0,4
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h
ﬂ Komparator -Test (KT)
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Abb. 1: Vergleich von Komparator-Test und Nash-Test zur Bestimmung des freien
Formaldehydes in Fischmuskelextrakten

Bestimmung des Gehaltes an freiem Formaldehyd

Als "freier Formaldehyd" wird die FA-Fraktion bezeichnet, die sich aus einer Probe
mit verdiinnter Sdure (z.B. 6Z-iger (G/V) Perchlorsiure oder 7,5%-iger (G/V) Tri-
chloressigsdure) bei niedriger Temperatur (0-25°C) extrahieren 1#8t. Zur Messung
des FA-Gehaltes in Fischmuskelextrakten hat sich die bereits oben erwdhnte Methode
von NASH (1953) weitgehend durchgesetzt (CASTELL und SMITH, 1973). Das Verfahren
ist meBtechnisch wenig aufwendig, sehr spezifisch fiir FA, zeichnet sich durch milde
Reaktionsbedingungen aus (pH im Testansatz = 5,9; T = 60°C; t = 5 min) und ist von
ausreichender Empfindlichkeit. Dagegen fanden wir, daf sich die Chromotropsdure-Me-
thode (FAQ, 1980) zur Bestimmung des Gehaltes an freiem FA in Extrakten nicht so
gut eignete; aufgrund der drastischen Reaktionsbedingungen (50%Z-ige (V/V) Schwefel-
sduyre im Testansatz; T = 100°C; t = 15 min) kann wihrend des Tests einerseits ge-
bundener FA freipesetzt werden und andererseits freier bzw. freigesetzter FA mit
einigen Aminosduren (Tryptophan, Tyrosin, Cystein) neue, feste Bindungen eingehen
und sich so der Bestimmung entziehen (FRAENKEL-CONRAT, BRANDON und OLCOTT, 1947).

Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Gehaltes an freiem Formaldehyd mit dem
Nash-Test

1. Extraktion des freien FA: Die Herstellung der Extrakte erfolgt wie fiir den
Komparator-Test beschrieben.

2. Standard-Nash-~Test: Der Nash Test beruht auf der Bildung eines gelben Farbstof-
fes (3,5-Diacetyl-1,4-dihydrolutidin) aus FA, Ammoniak und Acetylacetgf: der_%x—
tinktionskoeffizient des Farbstoffes betridgt bei 412 nm 8000 (L x mol ~ x cm )
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da dieser Koeffizient bekannt ist, kann die FA-Konzentration in einer Lésung di-
rekt, d.h, chne den Umweg iiber eine Eichgerade, berechnet werden. Zur Uberpriifung
der Reagentien und des Linearbereiches des photometrischen Tests ist es jedoch emp-
fehlenswert, MeBreihen mit verdiinnter Formaldehyd-Losung durchzufiihren.

Zum Nash-Test wird ein Gemisch aus 1 ml Probenldsung und 1 ml Nash-Reagenz in einem
verschlossenen Reagenzglas 5 min bei 60°C im Wasserbad inkubiert. Nach Abkiihlung
des Reagenzglases mit Leitungswasser wird die Extinktionsdifferenz zwischen Probe
und Blindprobe bei 412 nm gemessen (A E;); die Blindprobe wird mit 1 ml 4,5%-iger
(G/V) Perchlorsdure anstelle 1 ml Probenlosung angesetzt.

Bei Proben mit geringem FA-Gehalt miissen Triibungen und Eigenfirbungen der Extrakte,
die gelegentlich in geringem MaBe auftreten konnen, beriicksichtigt werden., Dazu
wiederholt man die Prozedur mit einem Reagenz, dem Acetylaceton fehlt, so daB der
FA-spezifische gelbe Farbstoff nicht gebildet werden kann; man erhilt so 4 EII' Der
FA-Gehalt wird nach folgender Formel berechnet:

G1.3) FA-Gehalt (mg/kg) = A E x F
(Gl.4) AE = AEI - AEH

(G1.5) F = F1 X F2 F=73,50

F1 = 7,5 (mg/L); - errechnet aus dem Extinktionskoeffizienten nach dem Lambert-
Beerschen Gesetz

F2 = 196/20; 20 g Probe, etwa 16 g Wasser enthaltend, werden mit 180 ml

Perchlorsdure homogenisiert.

Das Nash-Reagenz wird hergestellt, indem 150 g Ammoniumacetat in 500 ml destillier-
tem Wasser gelist werden; nach Zugabe von 3 ml konzentrierter Essigsdure (minde-
stens 96Z-ig) und 2 ml Acetylaceton fiillt man mit destilliertem Wasser auf 1 Liter
auf. Das Reagenz ist in einer braunen Flasche im Kijhlschrank 2 Wochen haltbar.

Bestimmung des Gehaltes an gebundenem und freiem Formaldehyd

Wdahrend der freie Formaldehyd von toxikologischem Interesse ist, wird die Ver-
schlechterung der Qualitédt eines Fischproduktes durch den gebundenen FA bewirkt.
Es konnte gezeigt werden, daB die Reaktion zwischen FA und FischmuskeleiweiBen zu
einer Verfestigung der Konsistenz fiihrte (REHBEIN, 1985).

Zur Bestimmung der Summe aus freiem und gebundenem FA wird eine Fischprobe mit
Schwefelsdure oder Phosphorsdure versetzt und unter Zusatz von Wasser oder Einlei-
ten von Wasserdampf destilliert. Dabei hat sich die von ANTONACOPOULOS (1960) ent-
{1973) zur Bestimmung von FA bzw. Hexamethylentetramin vorgeschlagenen Methode
zeigte jedoch, dafl die dort angegebene Schwefelsdurekonzentration im Reaktionsan-
satz zu hoch war; Tabelle 4 zeigt, daB der freie bzw. freigesetzte FA bei Einsatz
hoherer Schwefelsiurekonzentrationen (20-40%) wahrend der Destillation vom Fisch-
fleisch gebunden wird. Wir haben daher die Schwefelsdurekonzentration gesenkt und
die Methode wie folgt verbessert:

Arbeitsvorschrift zur Bestimmung des Gehaltes an gebundenem und freiem Formaldehyd
in Fischprodukten durch Wasserdampfdestillation

10 g Fischmus und 30 ml 17-ige (V/V) Schwefelsiure werden gemischt (Ultra-Turrax),
in den Einsatz einer ANTONA-Apparatur gebracht und einer Wasserdampfdestillation
bis zur Bildung von 250 ml Destillat unterworfen. Um ein Uberschdumen zu verhin~-
dern, werden ggf. einige Tropfen Silicon-Entschdumer vor der Destillation zugege-
ben, Der FA-Gehalt des Destillates wird mit dem Nash-Test ermittelt; die etwas um—
stindlichere Chromotropsdure-Methode liefert hier, anders als im Falle der Extrak-
te, nahezu identische Ergebnisse, da die Destillate keine stdrenden Substanzen ent-
halten (Abbildung 2).
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Tabelle 4: Wiederfindungsrate fiir FA bei der sauren Destillation von gemustem
Forellenfilet. Es wurde 10 g Mus mit 30 ml Schwefelsidure der angegebenen
Konzentration (Vol.-Z) vermischt, FA-Losung zugegeben und eine Wasser-
dampfdestillation in der ANTONA-Apparatur durchgefijhrt, In der Tabelle
sind die Mittelwerte und Standardabweichungen fiir jeweils 2 Destillatio-
nen angegeben. Der FA-Gehalt der Destillate wurde mit dem Nash-Test
bestimmt.

Reaktionsansatz

FA-Ausbeute (% der
eingesetzten Menge)

pH-Wert im Riickstand
nach Destillation

10 g Mus + 30 ml 1% H2SO4
+ +

+ 0,2 mg FA 1,25 to,03 90 I 11,0

+ 2,0 mg FA 1,27 * 0,04 9% T 0,4
10 g Mus + 30 ml 20% HZSO4

+ 0,2 mg FA - 0,005 % 0,007 20 T 2,6

+ 2,0 mg FA - 0,06 t 0,06 36 F 01,1
10 g Mus + 30 ml 40% HZSO4

+ 0,2 mg FA - 0,35 to,02 o ¥ o,0

+ 2,0 mg FA - 0,37 *o,0 2,1 ¥ 0,3

i FA(mglkg}) WNash -Test{NT)
320}
FA(NT)= 097 FA(CT) + 41

240

1604

sof

r =1,00

n=8

L

80

180 240 3%0
FA(mglkg)
Chromotrop.-Test(CT)

Abb. 2: Vergleich von Nash-Test und Chromotropsédure — Methode zur Bestimmung des

Formaldehydgehaltes in Destillaten von tiefkiihlgelagertem Mus aus Seehecht bzw.
Alaska Pollock.
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Tabelle 5: Vergleich verschiedener Destillationsverfahren zur Bestimmung des
Gehaltes an gebundenem und freiem FA in Fischprodukten. Der FA-Gehalt
der Destillate wurde mit dem Nash-Test bestimmt.

Gehalt an gebundenem + freiem FA (mg/kg)
— berechnet aus dem FA-Gehalt der Destillate -
Reaktionsbedingungen

Argentinischer Seehecht Alaska Pollock
ANTONACOPOULOS (1973) 53,0 + 4’3a) 217,5 + 2’13)
3 g Mus + 10 ml 20%Z (V/V) HZSOA
FAO (1980)
10 g Mus + 100 ml dest, Wasser + 42,2 b) 188,0 b)
5 ml 107 (G/V) Phosphorsidure
Optimiertes Verfahren
nach ANTONACOPOULOS 70,3 * 3,92 285,2 ¥ 14, ga)

10 g Mus + 30 ml 1% (V/V) H2804

a) Mittelwert und Standardabweichung, n = 2 Destillationen

b) Einzelbestimmung

Anhand einiger tiefgekiihlter Dorschfischprodukte (Farcen aus Argentinischem Seehecht,
Merluccius hubbsi, und aus Alaska Pollock, Theragra chalcogramma) wurde diese Destil-
lationsmethode mit dem von ANTONACOPQULOS (1973) beschriebenen Verfahren und mit
einer von der FAO (1980) empfohlenen Methode verglichen. Tabelle 5 verdeutlicht, daf
die hier beschriebene Modifikation die hochsten Ausbeuten an FA lieferte. Zum Ver-
gleich wurde auch der Gehalt an freiem FA bestimmt; er betrug bei Seehecht 217% und
bei Alaska Pollock 36% der Menge des gebundenen Formaldehyds. Die Berechnung des
FA-Gehaltes bei Anwendung des optimierten Destillationsverfahrens in Verbindung mit
dem Nash-Test erfolgt nach der Formel:

(G1.6) FA-Gehalt (mg/kg) =4 E x F

(G1.7) F = F1 X F2 X F3 F = 187,5

Fl = 7,5 (mg/L) ; FA-Konzentration im Destillat, errechmet aus dem Extink-
tionskoeffizienten nach dem Lambert-Beerschen Gesetz

F2 = 1000/10 = 100 ; Umrechnung von 10 g Probe auf 1 kg

F3 = 0,25/1 = 0,25 ; 10 g Probe ergeben 0,25 L Destillat

Neben dem Nash-Test und der Chromotropsdure-Methode existiert noch eine ganze Reihe
anderer FA-Bestimmungsverfahren, die aber fiir die Analyse von Fischereiprodukten bis-
her keine grofle Bedeutung erlangt haben. Es handelt sich um photometrische, chromato-
graphische, enzymatische und polarographische Methoden, die beispielsweise bei der
Untersuchung der Atmosphére, der Raumluft, des Rauches, von Textilien und von Stoff-
wechselvorgingen in Organismen angewandt werden.
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RADIOOKOLOGIE

Auswirkungen des Reaktorunfalls Tschernobyl auf Fisch

Schon bald nach Bekanntwerden des Reaktorunfalls von Tschernobyl begann das Labor fiir
Radiotkologie der Gewdsser, radicaktive Kontaminationen von Fischen aus der Ost- und
Nordsee, der Elbe sowie Binnengewdssern Hamburgs und Schleswig-Holsteins zu messen.
Es zeigte sich sehr bald, daB die fiir die Aufnahme durch Fisch entscheidenden Radio-
nuklide das kurzlebige J 131 (Halbwertszeit (HWZ) 8 Tage) sowie die langlebigen Cdsi-
um-Isotope Cs 134 (HWZ 2 Jahre) und Cs 137 (HWZ 30 Jahre) waren.

Bei Fischen aus allen untersuchten Gewdssern trat J 131 praktisch nur im Mai mit ab-
nehmbarer Tendenz im Fischfleisch auf, danach nicht mehr. Der mittlere J 131-Gehalt
betrug fiir alle genannten Gewdsser deutlich weniger als 10 Bq/kg Frischsubstanz mit



