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Afd. Vlees en Vleesprodukten 1982-10-25
VERSLAG 82.83 Pr.nr. 505.7020

Projekt: Ontwikkeling en verbetering van onderzoekmethoden voor vlees
en vleesprodukten
Onderwerp: Oriénterend onderzoek vleesidentificering op basis van

aminozuurpatroon

Doel:
Nagaan of het aminozuurpatroon van diverse soorten vlees (onverhit en
verhit) zodanig uniek 1s, dat het als eigenschap ter identificering en

kwantificering gebruikt kan worden.

Samenvatting:

Monsters kip, varken, paard en rund werden onderzocht op aminozuur-
samenstelling, vet, eiwit en vocht. De monsters waren zowel ongekookt

(vers) als gekookt vlees (15 min).

1. De aminozuurpatronen blijken te weinig van elkaar te verschillen om
identificeringen mogelijk te maken, zowel in rauwe als gekookte
toestand.

2. Rauwe kip blijkt een uitzondering te zijn, hetgeen nadere studie
behoeft. ‘

Verantwoordelijk: drs H.L. Elenbaas i
Samensteller: J.M.P. van Trijp
Medewerkers: A. van Polanen (eiwftbepalingen)

Projektleider: G. Cazemier 'gg>
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Inleiding:

In toenemende mate worden kwaliteitslaboratoria geconfronteerd met
vragen die verband houden met de identiteit van een aangeboden
vleesmonster.

Nu zijn er diverse methoden ontwilikkeld om de verschillende soorten
vlees te kunnen onderscheiden. De electroforetische en immunologische
technieken zijn hiervan veelbelovend.

Problemen beginnen te ontstaan op het moment dat men geconfronteerd
wordt met verhitte vleessoorten of =-produkten.

Dit heeft de gedachte doen ontstaan om na te gaan in welk opzicht ami-
nozuuranalyse hier de helpende hand kan bieden.

Geprobeerd is om te onderzoeken of de aminozuurpatronen van diverse
soorten vlees (rund, paard, varken en kip) in rauwe en gekookte
toestand, zodanige verschillen opleveren dat dit een hulpmiddel kan

zijn bij ddentificering en kwantificering van deze soorten vlees.

Monstermateriaal en voorbewerking

Bij de lokale detailhandel zijn de volgende monsters gekocht:

Tabel 1 Soort vlees RIKILT-nr. 1982
kopvlees (varken) 13197
ros van paard 13198
varkenshil 13199
runderezelt je 13200
kipfilet 13201

Alle monsters waren vers en nlet diepgevroren geweest.

Na binnenkomst in het laboratorium zijn de monsters direct verkleind
en gehomogeniseerd met behulp van een Robot-Coupe R4. De consistentie
is dan vergelijkbaar met b.v. smeerworst. Hierna direct diepgevroren
bij -32°C, waarbij ook de bewaring plaatsvond.

Voor gebruilk zijn de monsters ontdoolt, door de plastic potjes in
stromend koud water te zetten. De inhoud werd dan gehomogeniseerd in

de mortler om ultgetreden dripvocht weer te mengen.
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Methoden, apparatuur

Eiwit: NEN 3442 (vlees is eerst gedroogd)
Vet : NEN 3444

Vocht: NEN 3440

De aminozuren in vers vlees zijn rechtstreeks bepaald volgens intern
voorschrift (in voorbereiding). Van het gehomogeniseerde verse vlees
is een gedeelte 15' gekookt in gedestilleerd water, afgevloeld, gewo-
gen en verder behandeld als het verse vlees. Van het gehydrolyseerde
monster is 1 ml aangebracht op de top van de lange ionenwisselings-
kolom (Beckman M82 hars) van een Multichrom B aminozuuranalysator
(Beckman) .

Detectie vond plaats met ninhydrine volgens Spackman, Stein en Moore
(1956).

Piekberekening met Shimadzu CR 1-A integrator. Voor instellingen van

de aminozuuranalysator wordt verwezen naar de manuals.
Bij de berekening van de gehaltes aan threonine, serine, valine en
isoleucine is een correctiefaktor toegepast zoals voorgesteld door

Slump (1969).

Resultaten en discussie

De aminozuren worden aangegeven met de bekende drie-letterige notatie,
ultzondering:

CYST A : cysteinezuur - cysteine (1/2 cystine)

ASP A : asparaginezuur

MET S : methioninesulfon - methionine

Eiwlt-, vet= en vochtgehaltes worden vermeld in tabel 11.

De aminozuurgehaltes zoals bepaald in ongekookt vlees staan vermeld in
tabel 2. Het percentage is gerelateerd aan ingewogen hoeveelheid vers
(ongekookt) vlees. De gehaltes in het gekookte produkt staan vermeld
in tabel 3. Het hier gebrulkte percentage 1is gerelateerd als % van de
ingewogen hoeveelheid gekookt vlees.

Het percentage is niet omgerekend naar ongekookt vlees om een verge-

lijking te kunnen maken met gekookte produkten, indien dit nodig mocht
blijken.
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Een eerste beschouwing van deze cijfers leert dat het percentage ami-=
nozuur in gekookt vlees schijnt te zijn toegenomen. Uitzonderingen
hierop vormen alanine en histidine. Als verklaring hiervoor kan gege-
ven worden dat tijdens het koken het vlees kompakter wordt door de
eiwitdenaturatie, vetverlies en vochtverlies. Herleid op het vlees
neemt dan het gehalte schijnbaar toe. De percentages geven zodoende
geen duidelijk houvast voor een vergelijking. Een beter beeld wordt
echter verkregen als de gehaltes uitgedrukt worden in delen lysine
(Fisher en Scougall - 1982). Zie de tabellen 4 en 5. Nu is duidelijk
dat het gehalte aan aminozuren wel gedaald is, met nog steeds alanine

en histidine als uitschieters.

Als van de vier soorten vlees de minimum=/maximumgrenzen, zoals af te
lezen uit de tabellen 2 t/m 5, in tabel gezet worden (tabel 6), dan
blijkt dat het verschlil tussen minimum en maximum over het algemeen
van dezelfde grootte orde is als de fout 1n de analyse van de diverse
aminozuren ( 10%).

Dit geldt nog in het bijzonder voor kopvlees/varkensbil (tabel 7) waar
het niet mogelijk is onderscheid te maken tussen twee vleesdelen door
de kleine verschillen tussen de minimum/maximumgehaltes. Tussen kip en
rund doet zich hetzelfde voor.

De minimum/maximum afwijkingen blijken het meest op de voorgrond te
treden bij de aminozuren proline (PRO), glycine (GLY) en alanine (ALA)
in mindere mate ook fenylalanine (PHE) (tabellen 6 t/m 10).

Het valt dan tevens op, dat bij kopvlees en runderezeltje een hoog
gehalte aan proline en glycine te vinden is. Dit heeft te maken met de
kwaliteit van het vlees. Deze soorten bevatten nogal wat bindweefsel,
dat op zich een hoog gehalte aan proline en glycine bezit (dit geldt
ook voor het niet bepaalde hydroxyproline, dat als maat voor het bind-
weefselgehalte dient). De kwaliteit is mede af te leiden uit tabel 11
(veel vet, laag edwlt 7). De aminozuurgehaltes hebben in dit geval
niet meer opgeleverd dan kwaliteitsindices. De slotconclusie moet dan
ook luiden, dat de aminozuurgehaltes niet als basis voor identificering
van ongekookt (= onverhit) en gekookt (= verhit) vlees kunnen dienen.
Voor onverhit vlees zijn deze resultaten bevestigd door Vervack et al
(1977). Deze onderzoekers hebben de aminozuursamenstelling onderzocht
van rund, paard, schaap, varken, kalf en divers gevogelte, waarbij de

verschillen in gehalte gekenmerkt werden als zijnde niet essentieel.
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Dit sluit kwantificering helemaal uit.

Er 1s door Lindqvist et al (1975) en Olsman et al (1979) wel succes
geboekt ten aanzlien van het bepalen van niet-vleeseiwitten in vlees-
en melkprodukten. Hierbij werd gebruik gemaakt van een computer om de
chromatogrammen nader te analyseren. Lindqvist wist hiermee een
nauwkeurigheid van 4% absoluut te halen bij soya in melkelwit.

Door Olsman wordt opgemerkt dat door de grote overeenkomsten (dus
kleine verschillen) tussen varkens=- en rundvlees, deze twee soorten
voor de computer geliljkgesteld werden bij het bepalen van plantaardige
elwitten.

Toch heeft het onderzoek aan kip nog een interessante ingang voor
verder onderzoek gegeven.

Zie chromatogram 1 en chromatogram 2.

Zoals chromatogram 1 toont (pijl), heeft zich een ninhydrine-positieve
verbinding genesteld tussen histidine en lysine. Een vergelljking met
chromatogram 2 leert dat na 15' koken deze stof nagenoeg verdwenen is.
Het zlj opgemerkt dat de piek in chromatogram 1 bij 105.19' een arte-
fact is, veroorzaakt door een bufferwisseling.

Uit de literatuur zoals die tot nu toe geraadpleegd is kon vooralsnog
geen opheldering van de identiteit vastgesteld worden.

Wel kunnen enige indicaties opgesteld worden:

- de stof moet een basisch karakter hebben

- moet door hitte gedenatureerd worden.

Het ligt echter buiten de sfeer van dit oriénterend onderzoek om de

identiteit vast te leggen.

Conclusies, aanbevelingen

1. Uit de cijfers blijkt dat de verschillen tussen de diverse soorten
vlees, zowel ongekookt als gekookt niet zodanig =zijn dat hieruit
een bruikbare methode ontwikkeld kan worden ten behoeve van de
vleesidentificering.

2. Het monster kip vormt hierop een uitzondering door een afwi jkend
patroon te tonen. Het verdient dan ook aanbeveling na te gaan of
splervlees van andere delen van de kip (poot, vleugel) eenzelfde

patroon te zien geven.
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Zo het voorgaande een positief resultaat oplevert dient een inven-
tarisatie gemaakt te worden van (vlees-) produkten waar rauwe kip
in verwerkt wordt. Van deze inventarisatie zal het afhangen of het
nodig zal zijn de identiteit van deze stof op te helderen.

3. Aangezien blijkt dat aminozuren te kleine bouwstenen zijn van
eiwitten om conclusies omtrent de identiteit van de eiwitten
hieraan te ontlenen, 1ijkt het zinvol verder te gaan op
peptide-niveau. De techniek die hier in eerste instantie voor
gedlgend 1lijkt is HPLC, (Takaghi 1981).

Eventueel ondersteund door electroforese (SDS-PAGE).
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TAREL 2
VLEES

Z AMINOZUUR IN ONGERKOOCKT VLEES

OES KOFVLEES 13197 ROS/FAARD 13198 VARKENSEIL 13199 RUNDEREZELTJE KIFFILET 13201
13200

cvsT A 029 042 046 0.4t 0.35
asfF & i.90 2,08 196 1.76  1.88
MET S 0.s0 0.74 0.78 0.64 0.73
e o84 toos X 0.8 1.00
seR 0.8s 0.2 0.es 0.79 0.98
sl .02 .80 3.8 i.20 3.49
FRO 097 0.0 066 1.2 0.85
oLy 2,09 1.s4 0,91 1.3&  0.83
aLa 140 203 1.7 127 119
e 092 tes 108 0.7  1.01
we 0.79 120 t.04 0.86  1.00
Lev 137 184 1.66 1.3 1.61
v 0oner . 077 074 0.s4 0.63
PHE 0.6 o.e8 0.7 0.68 0.74
ws 063 0.87 0.7 o6 0.50
s Lso Lo 186 1se .82



TAREL 3
VLEES

Z AMINOZUUR IN 15 GEKCOOKT VLEES

OES ROFVLEES 13197 ROS/FAARD 13198 VARKENSEIL 13199 RUNDEREZELTJE RIFFILET 13201
13200

csT & o3 0.5 o.a o.s0 0.43
asE & tes 319 2.52 2055 2.34
Nets o.se o098 091 0.8y 0.80
THR 009 rse rs0 S 17
cek o6 ta2 tay 6 1.06
oLy sy s.o0 sze a3z 3.96
RO ity 0.7 ros 148 1.03
oy toas ter to9 to7 0.93
s T 186 tst ta8  1.08
vl far 7 a0 129 1.20
we ro7 .80 toaz .36 1.9
v t7e 282 230 28 2.10
e o7t . tas 0.5 094 0.88
PE o83 t30 t0a o 0.60
wis o.30 0.4 0.35 0.z6 0.37
s re7 299 247 250 2.29



TABEL 4
VLEES

AMINODZUURPATROON> GERELATEERD AAN LYSINE> IN ONGEKODOKT VLEES

0OBS KOFVLEES 13197 ROS/FAARD 13198 VARKENSEIL 13199 RUNDEREZELTJE KRIFPFILET 13201
13200

cvsta 1 22 s 26 19
ask & 27 o7 tos 11 103
NetTs I 2 a2 a0 a0
e s« s« ss 52 . . 55
sek s> a7 VR s 54
oy 200 196 e 201 192
RO s T s 7 a7
ooy s 7 T s 26
e o3 os P - 3. 0 65
oL o1 &7 ss o ss
s 0000 ss 2. se s« ss
v ot o5 e &7 g8
e a o o o i
W 6 s a2 s a
ws 22 s T s 27
s T 0 10 10



TABEL 5
VLEES

AMINOZUURFATROON, GERELATEERD AAN LYSINE, IN 15 GEKOOKT VLEES

ORS KOPVLEES 13197 ROS/FAARD 13198 VARKENSERIL 13199 RUNHEREZELT;gﬂOO KIPFILET 13201
cvst A 20 & 0 20 T
ase 4 06 17 2 12 102
ets T A 7 00 e s
e ss ss ss s2 . TH
sek st a7 7 Ve a6
oLy et 1er s et 173
RO se % s s s
ooy 7 . s« as s s
aa o o2 o 2 7
ver s 63 S se s2 s2
e 0 s> o ss sa se
v o6 oa s & o2
vk 2 a0 SR T 1
PHE a0 s 2 27 28
nis 6o ® 0000 o a 16
s w0 10 w0 10 10
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