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Zur besseren Lesbarkeit werden in dieser Arbeit personenbezogene Bezeichnungen, die sich zugleich
auf Frauen und Ménner beziehen, generell nur in der im Deutschen tiblichen ménnlichen Form an-

gefihrt.

Zusammenfassung

Die Anforderungen an Schweinefleisch und dessen Ziichtungsbranche haben sich im Laufe der Ver-
gangenheit stetig veridndert. Eine dieser Entwicklungen ist die Forderung des Verbrauchers nach
muskelfleischreichem Fleisch, das gleichzeitig einen geringen Fettgehalt aufweist. Dieser Trend hat
u.a. dazu gefiihrt, dass bestimmte Schweinerassen, wie die Rassegruppe der Sattelschweine, vom
Aussterben bedroht sind. Der Rassegruppe werden insgesamt eine Vielzahl an positiven Eigenschaf-
ten nachgesagt. In dieser Arbeit wurde im Rahmen des Projektes der OG PERSA daher zum Erhalt
und zur Steigerung der Attraktivitit der Rassegruppe die Eiweilzusammensetzung als Fleischquali-
tatsparameter (Hydroxyprolin, Rohprotein, Bindegewebseiweill und BEFFE) von Sattelschwein-
fleisch analysiert. Insgesamt wurden 27 homogenisierte Proben (Koteletts) von Rotbunten Husumer
Schweinen und sechs im Einzelhandel gekaufte Fleischproben unterschiedlicher Haltungsstufen im
Labor untersucht. Die photometrische Bestimmung des Hydroxyprolins erfolgte dabei mittels eines
Test-Kits, die Bestimmung des Rohproteingehaltes nach der Kjeldahl-Methode. Aus den dort ermit-
telten Parametern wurden die weiteren GroBen berechnet. Durchschnittlich ergaben sich folgende
Gehalte: 0,01960 % Hydroxyprolin, 25,96 % Rohprotein, 0,157 % Bindegewebseiweill und 25,80 %
BEFFE. Es konnten auBBerdem statistische Indizien identifiziert werden, die aufzeigen, dass Sattel-
schweinfleisch mit herkdmmlichem Fleisch mindestens vergleichbar zu sein scheint. Zusammen mit
anderen zu betrachtenden Aspekten konnte im Rahmen des Projektes so ein erster Beitrag zum Erhalt
der Rassegruppe geleistet werden. Schwierigkeiten bei der Durchfiihrung, die die Ergebnisse poten-
ziell beeinflusst haben, gab es vor allem bei der Homogenisierung der Proben und der Bestimmung
des Hydroxyprolins. Weitere Arbeiten konnten sich z.B. auf eine weitere Zusammensetzungsanalyse

mittels anderer Methoden fokussieren.

Abstract

In recent decades, the requirements for pork and the pig breeding industry have changed constantly.
One of these developments was that consumers demand pork with a high lean meat and a low fat
content. Among other things, this led to pig breeds threatened with extinction, such as the Saddleback
pig breeding group. This breed group is said to have many positive characteristics. Therefore, in this
present research as part of a project by the operational group PERSA the protein composition (hy-
droxyproline, crude protein, connective tissue protein and connective tissue free meat protein) of
Saddleback pork was analyzed as a parameter for meat quality. A total of 27 samples of homogenized
Saddleback pork cutlet (Husum Red Pied) and six purchased samples were examined. The photo-

metric determination of hydroxyproline was carried out using a test kit. The crude protein was



determined according to the Kjeldahl method. The other two parameters were calculated using the
previously determined ones. The average results were 0,01960 % of hydroxyproline, 25,96 % of
crude protein, 0,157 % of connective tissue protein and 25,80 % of connective tissue free meat pro-
tein. There is evidence to suggest that Saddleback pork can at least compete with store-bought meat.
In addition to other aspects, this research could thus contribute to the preservation of this old, do-
mestic breed group. The sample homogenization and the determination of hydroxyproline caused
difficulties which might have affected the results accordingly. Further work could, for example, focus

on another compositional analysis using different methods.

1 Thematische Einfiihrung

Fiir viele Menschen spielt Fleisch eine wesentliche Rolle in der Ernéhrung. Dies zeigt der allgemein
hohe Fleischkonsum, welcher im Jahr 2022 in Deutschland rund 52 Kilogramm pro Kopf betrug
(Bundesanstalt fiir Landwirtschaft und Erndhrung [BLE], 2023; Lobitz et al., 2015, S. 4-5). Am
meisten nachgefragt ist fortwihrend Schweinefleisch, von dem im Jahr 2022 ca. 28 Kilogramm pro
Kopf verzehrt wurden (BLE, 2023; Rimbach et al., 2010, S. 67). Pragnant im Hinblick auf die an-
dauernd hohe Nachfrage fiir diese Fleischart ist die Entwicklung der Schweinezuchtbranche, die sich
ab ca. den 1960er Jahren anfing, u.a. darauf zu fokussieren, Schweinefleisch mit einem mdglichst
hohen Magerfleischanteil bei gleichzeitig mdglichst niedrigem Fettgehalt zu produzieren. Die Hin-
tergriinde und Auswirkungen dieses Trends sind vielfdltig. Es besteht u.a. aber das Risiko, dass alte
Haustierschweinrassen samt ihrer positiven Eigenschaften aussterben und genetische Vielfalt zuneh-
mend eingeschriankt wird (Forderverein Biookonomieforschung e.V., 2024; Horstmeyer & Vall-
bracht, 1990, S. 83-84; Petig, 2020, S. 4; Scholz, 2002, S. 2). Als Beitrag zum Erhalt einer solchen
alten und bedrohten Hausstierschweinrasse, dem Sattelschwein, untersucht die vorliegende Arbeit
die EiweiBzusammensetzung des Fleisches von Rotbunten Husumer Schweinen im Kontext Fleisch-
qualitdt (BLE, 2021, S. 69-72). Dazu werden zunichst alle notwendigen Informationen zur Zusam-
mensetzung von Fleisch und Fleischqualitdt sowie eine Einordnung in das Projekt bzw. den Kontext
Sattelschwein bereitgestellt. Im Anschluss erfolgt eine Erlduterung der verwendeten Methoden sowie

eine Vorstellung und kritische Betrachtung der Ergebnisse.

2 Allgemeine Zusammensetzung von Fleisch

Fleisch besteht im Wesentlichen aus Wasser, Stickstoffverbindungen, Bindegewebe, Muskulatur und
Fett (Hohenester, 2006, S. 22; Kallweit et al., 1988, 65, 75-76; Rimbach et al., 2010, S. 66). Bei
schierem Skelettmuskelfleisch, welches von sichtbarem Fett, Knochen und Sehnen getrennt worden
ist, liegt eine Zusammensetzung von ca. 74 % Wasser, ca. 20 % Stickstoffverbindungen, ca. 4 % Fett
und jeweils ca. 1 % Kohlenhydraten und Mikronéhrstoffen vor (Glatz, 2010, S. 568). Die Zusam-
mensetzung schwankt in Abhéngigkeit von Tierart, Rasse, genetischer Veranlagung, Geschlecht

(ggfs. Kastration), Gewicht, (Schlacht-)Alter, Stoffwechsel, Hormonen, Wachstumsphase,



Reproduktionszyklus, Lebensbedingungen (z.B. Fiitterung/Erméhrung, Mastintensitét, Haltung, Ak-
tivitdt/Bewegungsmoglichkeiten) und dem betrachteten Fleisch-Teilstiick (Glatz, 2010, S. 568; Ho-
henester, 2006, S. 22; Kallweit et al., 1988, S. 21-22; Rimbach et al., 2010, S. 82; Scholz, 2002,
S. 18). Innerhalb eines Tierkdrpers gibt es demnach muskelfleisch-, fett-, sehnen- oder bindegewebs-
reichere bzw. -drmere Partien (Glatz, 2010, S. 568; Rimbach et al., 2010, S. 82—83). Schweinefilet
z.B. hat einen Eiweiligehalt von ca. 22 % und einen Fettgehalt von ca. 2 %, Schweinebauch hingegen
einen EiweiBgehalt von ca. 10 % und einen Fettgehalt von ca. 50 % (Glatz, 2010, S. 568). Die Zu-
sammensetzung ist u.a. dafiir entscheidend, wie das Fleisch genutzt werden kann und welche Fleisch-

qualitét es aufweist (Glatz, 2010, S. 568; Rimbach et al., 2010, S. 82).

Fleisch und Fleischerzeugnisse enthalten auch eine relevante Menge an Mineralstoffen und Vitami-
nen (Rimbach et al., 2010, S. 87). Aufgrund des geringeren Zusammenhangs zur behandelten Ziel-

stellung wird darauf in dieser Arbeit jedoch nicht néher eingegangen.

2.1 Wasser

Durchschnittlich besteht mageres Fleisch zu ca. Dreivierteln aus Wasser. Das Fleisch von jlingeren
Tieren weist dabei meist einen hdheren Anteil auf als das von élteren Tieren. Das Verhéltnis zum
Fettgehalt ist auBerdem antagonistisch. Wasser ist beispielsweise Bestandsteil von Proteinen, Koh-
lenhydraten oder Nucleinsduren und dient als Reaktionspartner oder Transportmedium (Ebermann
& Elmadfa, 2008, S. 16, 269-270; Glatz, 2010, S. 568; Hohenester, 2006, S. 22-23). Innerhalb der
Muskulatur liegt das Wasser unterschiedlich gebunden vor. Der GroBteil des Muskelwassers (80 —
90 %) ist z.B. zwischen myofibrilldren Proteinen fixiert, wihrend ungefahr weitere vier bis fiinf Pro-
zent an EiweiBle gebundenes Hydratwasser darstellen. Ein wichtiger, mit dem Wasser zusammen-
héngender Qualititsparameter ist das sogenannte Wasserbindungsvermogen, welches u.a. Zartheit,

Saftigkeit und Farbe des Fleisches beeinflusst (Hohenester, 2006, S. 22; Rimbach et al., 2010, S. 83).

2.2 Fett

Der Fettgehalt sowie die spezifische Zusammensetzung der Fettsduren von Fleisch haben groflen
Einfluss auf die Qualitit z.B. im Zusammenhang zum Geschmack (Glatz, 2010, S. 569; Rimbach et
al., 2010, S. 85). Tierisches Fettgewebe ist ubiquitir im Tierkorper vorhanden und besteht aus mit
Tri-, Di- oder Mono-acyl-glyceriden und Fettbegleitstoffen (z.B. Cholesterin, Lecithin oder Mikro-
nihrstoffe) aufgefiillten Bindegewebszellen sowie Wasser und etwas Muskelgewebe. Fettgewebe
wird daher auch als modifiziertes, lockeres Bindegewebe, das als Energiespeicher und Warmeregu-
lator dient, bezeichnet (Glatz, 2010, S. 569; Hohenester, 2006, S. 26; Kallweit et al., 1988, S. 15).
Das Fettsauremuster-Verhaltnis variiert und liegt im Durchschnitt bei ca. 1:1 zwischen gesittigten

und ungesittigten Fettséuren (Glatz, 2010, S. 569).



Klassifiziert werden kann Fettgewebe in drei bzw. vier Unterarten: subkutanes, intermuskuléres, in-
tramuskulédres und Innereien-Fett. Es liegt somit entweder unter der Haut, zwischen oder innerhalb
der Muskelfasern bzw. den Innereien (Kallweit et al., 1988, S. 16; Rimbach et al., 2010, S. 85). Von
grofer Bedeutung im Kontext Fleischqualitét ist vor allem das intramuskulére Fett (IMF), welches
bei Betrachtung des Fleisches nicht eindeutig sichtbar ist und auch in optisch magerem Fleisch vor-
kommt. Konkret handelt es sich um eingelagerte Membranlipide und Fetttropfchen, die aus dem
Sarkoplasma stammen (Rimbach et al., 2010, S. 85). Je nach Verhéltnis und Gehalt ergibt sich in
Kombination aus Muskelfleisch und muskuldrem Fett eine Marmorierung (Fleischmaserung) (Kall-

weit et al., 1988, S. 16; Rimbach et al., 2010, S. 85).

2.3 Eiweil

Der Eiweifigehalt (ca. 20 %) und dessen Zusammensetzung konnen stark variieren und sind multifa-
ktoriell beeinflusst z.B. von Rasse oder Fiitterung (Hohenester, 2006, S. 23; Rimbach et al., 2010,
S. 83). Fleisch ist allgemein bekannt als erndhrungsphysiologisch relevante, quantitativ und qualita-
tiv hochwertige EiweiBquelle. Letzteres ist u.a. auf die Menge und das Verhiltnis essenzieller Ami-
nosduren zueinander zuriickzufiihren. Ein MaB hierfiir ist die sogenannte biologische Wertigkeit, die
bei Schweinefleisch 86 betrdgt (Rimbach et al., 2010, S. 83). Trotz allgemein hoher Wertigkeit gibt
es innerhalb des Fleischeiweiles qualitative Unterschiede. Differenziert werden kann beispielsweise
zwischen hochwertigem Skelettmuskeleiwei3 und (erndhrungsphysiologisch) geringerwertigem
Bindegewebseiweil} (Glatz, 2010, S. 568; Lobitz et al., 2015, S. 48). Ersteres besteht aus myofibrilla-
ren (ca. 11 % an Gesamtzusammensetzung) und Sarkoplasma-Protein-Fraktionen (ca. 6 % an Ge-
samtzusammensetzung) (Rimbach et al., 2010, S. 83). Zu den myofibrilliren Proteinen zihlen z.B.
die nicht-wasserloslichen Vertreter Myosin und Actin, die im Rahmen der Muskelkontraktion eine
grof3e Rolle spielen. Zu den Proteinen des Sarkoplasmas gehoren z.B. die wasserldslichen Globuline
und Albumine wie Myo- oder Himoglobin (Glatz, 2010, S. 569; Rimbach et al., 2010, S. 83). In
Bezug auf den Fleischqualitdtsparameter Farbe ist hier bedeutsam, dass der Muskelfarbstoff Myo-
globin fiir die rote Farbe von Fleisch verantwortlich ist. Der Blutfarbstoff Hdmoglobin ist hierbei
aufgrund des Ausblutens nach dem Schlachten von geringer Bedeutung. Neben den bereits genann-
ten Proteinen konnen im Fleischsaft aulerdem noch weitere Verbindungen wie Peptide, freie Ami-
noséuren oder andere Nicht-Protein-Stickstoffverbindungen (z.B. Kreatin oder Harnstoff) vorkom-

men (Glatz, 2010, S. 569).

Den restlichen FleischeiweiB3-Anteil (ca. 3 %) bilden die Organellen- und Bindegewebsproteine. Zu
den Organellenproteinen zéhlen die Mitochondrienproteine, zu den Bindegewebseiweiflen v.a. Kol-
lagen und Elastin (Rimbach et al., 2010, S. 83). Deren Funktion besteht primair in der Stabilisierung

bzw. Gerlistbildung des Gewebes. Sie kommen vorrangig in Schwarten, Sehnen, Béndern oder der



Haut vor (Glatz, 2010, S. 569; Hohenester, 2006, S. 25; Horn, 2019, S. 507). Im Zusammenhang zur
Fleischqualitdt steht das Bindegewebseiweil v.a. mit dem Bindegewebseiweilfreiem Fleischeiweil3
(BEFFE), welches in einem gesonderten Kapitel detaillierter betrachtet wird (Rimbach et al., 2010,
S. 84).

2.4 Kohlenhydrate

Der Kohlenhydratanteil in Fleisch ist im Verhiltnis zu anderen Inhaltsstoffen mengenmaiBig gering.
Aufgrund des Zusammenhangs zu DFD- oder PSE-Fleisch sind Kohlenhydrate aber dennoch von
Bedeutung fiir die Fleischqualitét (Glatz, 2010, S. 569-570). In Form von Glykogen stellen Kohlen-
hydrate neben Fett eine Energiereserve dar. Glykogen betrdgt in Fleisch ca. 1 % und in der Leber ca.
5 % (Glatz, 2010, S. 569). Der Gehalt hiangt z.B. vom Zustand des Tieres oder dem Schlachtalter ab.
In geringeren Mengen kommen auflerdem die Kohlenhydrate Glukose, Fruktose und Ribose sowie
Zuckerphosphate im Muskel vor (Rimbach et al., 2010, S. 83). Wichtig fiir den Zusammenhang zu
den bereits genannten Fleischqualitétsfehlern ist der Abbau des Glykogens. Durch dessen anaerobe
Glykolyse entsteht Milchsdure, welche in gewissem Mafle notwendig fiir eine akzeptable Entwick-
lung des Fleischzustandes, z.B. in Bezug auf den pH-Wert, ist. Durch u.a. Stress, Ermiidung oder zu
hohe Korpertemperaturen im Rahmen des Schlachtprozesses kann es zu einer negativen Beeinflus-
sung kommen. Mégliche Folgen sind DFD- oder PSE-Fleisch (Glatz, 2010, S. 570; Rimbach et al.,
2010, S. 83; Stiebing et al., 2011, S. 3).

3 Definition, Unterteilung und Kriterien von Fleischqualitédt mit Fo-

kus auf Schweinefleisch

Die DIN-Norm ,,Qualitditsmanagementsysteme — Grundlagen und Begriffe* definiert Qualitét allge-
mein als ,,Grad, in dem ein Satz inhdrenter Merkmale eines Objektes Anforderungen erfiillt™ (DIN
EN ISO 9000:2015, 2015, S. 39). Folglich wiirde dies bedeuten, dass Fleischqualitit, das Mal} der
Erfiillung von bestimmten, zunichst nicht ndher spezifizierten Fleischmerkmalen ist. Je nach Quelle
werden der Fleischqualitét unterschiedliche Aspekte zugeordnet und verschiedene Bezeichnungen
verwendet. Im Folgenden werden unter Fleischqualitdt alle Aspekte der sogenannten Schlachtkor-
perqualitit verstanden. Diese beinhaltet die Zusammensetzung des Schlachtkorpers sowie spezifi-
sche (z.B. erndhrungsphysiologische) Parameter von Fleisch und Fett (Sachsische Landesanstalt fiir
Landwirtschaft [SLfL], 2006, S. 2). Zur weiteren, tiefergehenden Unterteilung wird daher von dufe-

rer und innerer Fleischqualitit gesprochen (Littmann et al., 2006, S. 137).

An dieser Stelle sei auBerdem erwéhnt, dass das Qualitdtsverstandnis des Verbrauchers bzw. dessen
Anforderungen an Fleisch teilweise kontrér zur objektiven Beurteilung sind. Dies ist dadurch be-

griindet, dass der Verbraucher von emotionalen Aspekten wie dem personlichen, sozialen



Hintergrund, Traditionen, Ethik, Religion oder Politik geprigt ist (Kallweit, 1994; Littmann et al.,
2006, S. 150; Miiller, 2011, S. 5). Wichtig fiir ihn sind beispielsweise ein hoher Magerfleischanteil
bei gleichzeitig geringem Verfettungsgrad sowie ein einwandfreier Geschmack und eine charakte-

ristische Farbe (Bussemas & Widmaier, 2011, S. 109; Ellis et al., 1999; SLfL, 2006, S. 3).

3.1 AuBere Fleischqualitiit

Die duBlere Qualitdt von Fleisch behandelt die Auspragung des Schlachtkorpers und wird daher auch
als Schlachtkorperzusammensetzung bezeichnet (Littmann et al., 2006, S. 137; SLfL, 2006, S. 2).
Sie steht, genetisch betrachtet, in antagonistischer Beziehung zu ihrem Aquivalent, der inneren Qua-
litdt. Eine Verschlechterung der einen Dimension bewirkt somit eine Verbesserung der anderen (Litt-
mann et al., 2006, S. 137). Zu den dufleren Qualititsmerkmalen zéhlen die fleischtragenden Partien,
das Fleisch-Fett-Verhaltnis und der Muskelfleischanteil (Littmann et al., 2006, S. 137; SLfL, 2006,
S. 2). Letzteres stellt dabei das charakteristischste Kriterium zur Klassifizierung von Schweinefleisch
dar (Littmann et al., 2006, S. 137). Dessen Einteilung erfolgt laut der Verordnung (EU) Nr.
1308/2013 und der nationalen Schweineschlachtkorper-Handelsklassenverordnung (SchwHKIV) je
nach Auspragung der Muskulatur in die Handelsklassen S, E, U, R, O und P (absteigend). Eine Ein-
ordnung in Klasse S erfolgt bei einem geschitzten Muskelfleischanteil des Schlachtkdrpergewichts
von 60 % oder mehr, eine Einstufung in Klasse P bei weniger als 40 % (Anhang IV Teil B Abschnitt
II VO (EU) Nr. 1308/2013; § 1 SchwHKIV). Der Handelswert von Schweinefleisch soll aufgrund
anderer Qualitdtsparameter jedoch nicht ausschlieBlich durch den Muskelfleischanteil bestimmt wer-
den (Anhang IV Teil B Abschnitt [V Nr. 2 VO (EU) Nr. 1308/2013). Im folgenden Kapitel werden

daher nun weitere, der inneren Dimension zugeordnete Fleischmerkmale betrachtet.

3.2 Innere Fleischqualitit

Fiir die innere Qualititsdimension von Fleisch ldsst sich folgende Fleischqualitéts-Definition nach
Hoffmann verwenden. (Innere) Fleischqualitit wird dabei definiert als ,,Summe aller sensorischen,
erndhrungsphysiologischen, hygienischtoxikologischen und verarbeitungstechnologischen Eigen-
schaften des Fleisches™ (Hoffmann, 1973, S. 485; SLfL, 2006, S. 3). Neben den hier aufgefiihrten
Ebenen existiert in der Literatur zusétzlich noch die Marketing-Qualitét, welche die anderen Krite-
rien indirekt beinhaltet, aber die Erfiillung der visuellen Erwartungen des Verbrauchers zum Zwecke
der optimalen Vermarktung priorisiert (Littmann et al., 2006, S. 144). Zusammengefasst behandelt
die innere Fleischqualitit somit die Beschaffenheit des Fleisches. Diese ist von einer Vielzahl an
Einflussfaktoren abhingig, auf welche aufgrund der Komplexitét und Umfanglichkeit im folgenden
Kapitel eingegangen wird (Littmann et al., 2006, S. 137; SLfL, 2006, S. 1, 3; Stiebing et al., 2011,
S. 2). So zahlreich wie die Einflussfaktoren sind auch die Parameter der inneren Fleischqualitit. Fol-

gende Tabelle gibt einen Uberblick iiber verschiedene Kriterien, aufgeteilt in die Dimensionen:



Tabelle 1: Tabellarische Auflistung der fiinf Qualititsdimensionen von innerer Fleischqualitit und deren Ausprdgungen

Innere Fleischqualitit
Genuss-Qualitat Nahrstoff- Hygiene-Qualitt Verarbeitungs- Marketing-Qualitét
Qualitat Qualitat
Geschmack Energiegehalt mikrobieller Status: Mikrobiologie IMF
Geruch Kohlenhydratgehalt ' Kelmartep“ Oxidationsstabilitdt Marmorierung
- Pathogenitét
Struktur EiweiBgehalt: - Gesamtkeim- pH-Wert(-Abfall) Eignung fiir SB-
Zartheit ' Muskelproteine zahl Konsistenz Verpackung
* Bindegewebs- hemischer Status: Farbe, Farberhal-
Marmorierung proteine chemiseher Status. Lagerdauer/-art: fu ’
— — BEFFE : ifllsifg‘;naly_ Tierfkihlstabili- | "
. . . ’ tét frei von Haltungs-
Saftigkeit Lipidfraktionen tischer Reaktio- ) schiden
- Gehalt nen Conveniencegrad
Konsistenz - Fettsdurezu- Fremdstoffstatus Zusammensetzung; frei von Blutflecken
Farbe: sammenset- (Riickstidnde): * Muskelfleisch: Dimensionierung ge-
 Fleischhelligkeit zung - Tierarzneimittel - Safthaltever- schnittener Stiicke
- Reflexionswert Wassergehalt - Umweltgifte mdgen
Miirbheit Federzahl - Tierfutter - Farbst.abilitéit
. i - Hormone — elektrische
Scherkraft Mikronhrstoffe - Schwermetalle Leitfahigkeit
. - Mineralstoffge- - - Pékelbereit-
orm halt Haltbarkeitsein- schaft
Aussehen * Vitamingehalt flisse — Wasserbin-
Kontamination dungsvermd
gen/Tropfsaft-
verlust
- Fettgewebe:
— Farbe
— Fettkonsistenz
— Fettgehalt
— Fettzahl
— Trocknungs-
verhalten
- Bindegewebe/
Sehnen
- Eiweiflgehalt/
-zustand

nach Ellis et al., 1999; Littmann et al., 2006, 137, 143-144, 148; Miiller, 2011, S. 4; Rimbach et al., 2010, S. 80; Stiebing et al., 2011, S. 1

Die Tabelle zeigt auf, wie vielfiltig der Begriff der inneren Fleischqualitit gepragt ist. Jede Quali-
tiatsdimension enthélt Unterpunkte, die die verschiedenen und teilweise messbaren Fleischqualitéts-
parameter darstellen. In der Tabelle ist zur besseren Einordnung die oberste Ebene eines Qualitts-
merkmals ohne Auffithrungszeichen, die zweite durch einen Punkt und die unterste durch einen Pfeil
dargestellt. Fiir die Qualititsparameter liegen entsprechende Anforderungen und ggfs. Normwerte
vor. Bei der Hygiene-Qualitét wird z.B. auf Riickstéinde oder das Vorhandensein von Keimen geach-
tet, bei der Nahrstoff-Qualitédt hingegen auf Eiweil3- oder Fettgehalt. Teilweise lassen sich die Para-
meter auch mehreren Dimensionen zuordnen, weshalb es deutliche Verkniipfungen zwischen den
Qualititsebenen gibt. Beispielsweise der Fettgehalt bzw. dessen Zusammensetzung ist entscheidend

fiir den Ndhrwert, aber auch fiir die Verarbeitungs-Qualitit und den Geschmack, der sich der Genuss-



Qualitdt zuordnen lésst. Aufgrund der Beeinflussungen des dufleren Erscheinungsbildes durch den
Fettgehalt (IMF und Marmorierung) ist dieser Aspekt auch bei der Marketing-Qualitit wiederzufin-
den (Littmann et al., 2006, S. 144-149; Miiller, 2011, S. 4). Fiir einige der oben dargestellten Quali-
tétskriterien bestehen auflerdem unterschiedliche Anforderungen, je nachdem, ob es sich um den
rohen oder den verarbeiteten Zustand des Fleisches handelt. Dies ist der Fall bei der Genuss-Qualitat,
welche von groBer Bedeutung fiir den Verbraucher ist. Dieser hat vor allem Anforderungen und Er-
wartungen an Farbe, Frische, Geruch, Saftigkeit, Geschmack, ggfs. Marmorierung und Zartheit des
Fleisches (Ebermann & Elmadfa, 2008, S. 286—287; Littmann et al., 2006, S. 144; SLfL, 2006, S. 3;
Warner et al., 2010).

Von Schweinefleisch z.B. erwartet der Verbraucher eine charakteristische rosa bis (hell-)rote Farbe,
eine zarte Konsistenz und eine feinfaserige Struktur (Lobitz et al., 2015, S. 30; Rimbach et al., 2010,
S. 70). Der Geruch ist im Normalfall neutral und der Geschmack sollte zart, aromatisch und saftig
und nicht strohig, trocken oder z&h sein. Je nach Partie soll das Fleisch auch eine entsprechende
Marmorierung aufweisen (Bockenhoff, 1988). Viele Verbraucher erwarten neben diesen Kriterien
zusétzlich, dass Schweinefleisch einen hohen Magerfleischanteil bei gleichzeitig geringer Verfettung
aufweist (Bussemas & Widmaier, 2011, S. 109; Horstmeyer & Vallbracht, 1990, S. 83; Littmann et
al., 2006, S. 150). Es ist jedoch nicht allgemein bekannt, was fiir einen Einfluss der Fettanteil von
Fleisch auf die Fleischqualitdt und explizit auf den Geschmack hat (Feldmann, 2002, S. 131; Glatz,
2010, S. 569; Horstmeyer & Vallbracht, 1990, S. 83; Rimbach et al., 2010, S. 85). Fett ist Ge-
schmackstriger und Vorstufe von Aromastoffen, weshalb ein zu geringer Anteil dazu fiihrt, dass das
Fleisch fad schmeckt (Feldmann, 2002, S. 131; Littmann et al., 2006, S. 148). Der Fettgehalt spielt
aullerdem eine wesentliche Rolle bei der Auspridgung von Textur, Zartheit und Saftigkeit (Heylen,
1999, S. 4; Rimbach et al., 2010, S. 85). Daher wird der Fett- und insbesondere der IMF-Gehalt zu
den inneren Fleischqualitdtsmerkmalen und explizit zur Genuss-Qualitdt gezéhlt (Littmann et al.,
20006, S. 148-149). Je nach Quelle gibt es in der Literatur Angaben, die einen minimalen Prozentan-
teil an IMF fiir eine optimale Geschmacks-Qualitit vorgeben (ca. 2 — 3%) (Ellis et al., 1999; Litt-
mann et al., 2006, S. 148). Im Kapitel {iber die Schweinezucht und deren Entwicklung wird auf die

Entwicklung dieses Trends und entsprechende Risiken erneut eingegangen.

3.3 Einflussfaktoren auf die Fleischqualitit

Wie bereits erwidhnt, ist Fleischqualitét als multifaktoriell beeinflusst aufzufassen. Einflussfaktoren
konnen je nach Auspragung gewiinschte oder zu vermeidende Auswirkungen haben und lassen sich
im Allgemeinen in vier Kategorien einteilen: Genetische, produktionstechnische, prdmortale und
post-mortale Einfliisse (SLfL, 2006, S. 1). Die folgende Tabelle zeigt eine entsprechende Auflistung

der wesentlichen Einflussfaktoren auf Fleischqualitit:



Tabelle 2: Tabellarische Auflistung der vier Kategorien von Einflussfaktoren auf die Fleischqualitit und deren Ausprd-

gungen
Einflussfaktoren auf die Fleischqualitit
Genetische Einfliisse Produktionstechnische Ein- | Pramortale Einfliisse Postmortale Einfliisse
fliisse
Tierart Schlachtalter Verladen Lagerung
Rasse Mastendgewicht Transport Enthaarung
Genotyp Fiitterung (Ration, Aufstallung/Zutrieb Eviszeration
Spezifische Gene (z.B. Ha- EiweiBgehalt, Zusammen- Umgang vor Schlach- Briihen
setzung etc.)
lothan-Gen) tung, Stress .
Kiihlen
. Mastart/-dauer ..
Kategorie Niichterung . .
. - Fleischreifung, Ab-
Geschlecht Mastintensitét/Aus- Betiiub héineed
mistungsgrad etdubung angedauer
Erbhc}lkelt von Fleisch- Haltung, Haltungsform Elektrostimulierung Rigor mortis
qualitdtsmerkmalen Entblut Iniekti
Stressresistenz Umwelt-Genotyp- o eron
Interaktionen Schlachthof Hochdruck
Fleisch-Teilstiick Muskelbeanspru- Gesundheit des Tieres Marinieren
Stoftwechsel chung/Bewegung Schutzgas
Hormone tCii:)alrllotyp-Umwelt-lnterak- Energiestoffwechsel
Ziichtung Hygiene
Verpackung
HaltbarkeitsmaBBnahmen
Zubereitung, Gasmethode

nach Ebermann & Elmadfa, 2008, S. 286-287; Ellis et al., 1999; Glatz, 2010, S. 569; Hohenester, 2006, S. 24; Hollung et al., 2009; Kallweit et al., 1988, S. 69; Land
schafft Leben, 2023; Littmann et al., 2006, S. 149; Lobitz et al., 2015, S. 48-51; Pugliese & Sirtori, 2012; Rimbach et al., 2010, 70, 80; SL{L, 2006, S. 1; Scholz, 2002,
S. 2; Stiebing et al., 2011, S. 2; Warner et al., 2010; Wenk & Prabucki, 1990

Genetische Einfliisse fassen gegebene, im Wesentlichen unverdnderbare Aspekte wie das Geschlecht
oder den Genotypen zusammen. Fleischqualitit bzw. die Leistungsmerkmale eines Tieres werden
deutlich, aber nicht ausschlieBlich von der Genetik beeinflusst (Brenig, 2010; Bussemas & Wid-
maier, 2011, S. 109; SLfL, 2006, S. 1). Produktionstechnische Einfliisse beschéftigen sich mit dem
Lebensabschnitt bis zum Mastende. Hier zugeordnete Aspekte wie die Haltungsform oder die Fiitte-
rung lassen sich aktiv bearbeiten. Sobald der Schlachtprozess beginnt, wird bis inklusive der Tétung
von pramortalen Einfliissen gesprochen. Dazu zéhlen z.B. die Betdubung oder der Umgang mit den
Tieren. Alles Anschlieende (z.B. Kiihlen oder Verpackung) wird als postmortale Beeinflussung be-
zeichnet. Auch hier besteht die Moglichkeit der duleren Bearbeitung (SLfL, 2006, S. 1; Stiebing et
al., 2011, S. 2).

Bei Betrachtung von Tabelle 2 ist zu beachten, dass nicht jeder Einflussfaktor jedes Qualitdtsmerk-
mal tangiert und dass die Faktoren unterschiedlich stark wirken. Es existieren auBerdem Querverbin-
dungen und Uberschneidungen zwischen den verschiedenen Kategorien und bestimmten Fleischqua-
litditsmerkmalen. Beispielsweise der Aspekt Fleischfarbe wird z.B. von Tierart, Verpackungsart,
Schlachtprozess und Bewegungsgrad bestimmt und ist daher in gewissem Maf3e von allen vier Ka-

tegorien abhdngig (Stiebing et al., 2011, S. 1-3).



Im Kontext Einflussfaktoren sei ebenfalls erwihnt, dass es durchaus moglich ist, dass Fleisch nicht
immer den optimalen Zustand aufweist. Zu den héufigsten Fleischfehlern zdhlen das PSE- und DFD-
Fleisch. Bei beiden Zustinden ist das Fleisch in Bezug auf Farbe, Geschmack, Struktur, Zartheit,
Haltbarkeit und Wasserbindungsvermdgen aufgrund verschiedenster (Stress-)Faktoren negativ be-
einflusst (Rimbach et al., 2010, S. 79; Stiebing et al., 2011, S. 3-4). Dies ist vor allem auf den pH-
Wert bzw. dessen Entwicklung post-mortem zuriickzufithren. Nach der Schlachtung fillt der pH-
Wert durch die Glykolyse, bei der Kohlenhydrate zu Milchséure abgebaut werden, normalerweise
auf 5,7 bis 5,4 ab. Dies bewirkt Schutz vor mikrobiologischen Einwirkungen sowie bessere sensori-
sche Qualititen. Bei Entstehung von Fleischfehlern findet dieser Vorgang abweichend zur Norm
statt. Bei PSE-Fleisch (Pale, Soft, Exudative) kommt es zu einem zu schnellen pH-Wert-Abfall, so-
dass das Fleisch am Ende blass, bleich und wéssrig erscheint (Glatz, 2010, S. 570; SLfL, 2006, S. 3;
Stiebing et al., 2011, S. 3). Bei DFD-Fleisch (Dark, Firm, Dry) hingegen, welches primér bei Rind-
fleisch auftritt, ist der pH-Wert 24 Stunden nach der Schlachtung mit 6,2 immer noch zu hoch. Das
Fleisch wirkt trocken, fest und dunkel und weist einen hohen End-pH-Wert auf (SLfL, 2006, S. 3;
Stiebing et al., 2011, S. 3-4).

3.4 Detaillierte Beschreibung des Fleischqualititsmerkmals BEFFE

Die vorliegende Arbeit betrachtet gemél der Zielstellung die EiweiBzusammensetzung von Sattel-
schweinfleisch mit Fokus auf das Fleischqualitdtsmerkmal BEFFE. Die folgenden Absétze beinhal-
ten daher die Definitionen aller relevanten Parameter und Begriffe sowie das Vorgehen zur Bestim-

mung und Einordnung des BEFFE-Gehaltes.

3.4.1 Erlduterungen von Bindegewebe, Bindegewebseiweill, BEFFE und
Hydroxyprolin

Elementar im Zusammenhang zu den betrachteten Parametern stehend ist das Bindegewebe. Es ist
ein heterogenes, liberall im Tierkorper vorkommendes, komplex aufgebautes Gewebe, das als Haupt-
bestandteile Bindegewebszellen und von diesen gebildete Inter- bzw. Extrazelluldrsubstanz aufweist.
Ebenfalls enthalten sind die Faserproteine Elastin und Kollagen, welche fiir Halt und Struktur des
Gewebes verantwortlich sind (Glatz, 2010, S. 569; Hohenester, 2006, S. 25; Horn, 2019, S. 507;
Kallweit et al., 1988, S. 17). Je nach Zusammensetzung und Auftreten des Bindegewebes kann dieses
z.B. in lockeres oder straffes Bindegewebe unterteilt werden (Vaupel et al., 2015, S. 47). Zu seinen
Funktionen zdhlen u.a. Stoffaustausch, Stabilisierung und Formgebung der Organe, Speicherort von
Wasser und Fett sowie eine unterstiitzende Abwehrfunktion (Hohenester, 2006, S. 25; Junqueira &
Carneiro, 1991, S. 140).
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Die charakteristischen Faserarten sind je nach Beanspruchung des Gewebes an unterschiedlichen
Stellen des Tierkorpers zu finden. Primérer Vertreter sind mengenmaéfig kollagene Fasern. Sie sind
zugfester als elastische Fasern, welche daher eher in dehnbaren Organen eingelagert sind (Benger et
al., 1969; Hohenester, 2006, S. 25; Horn, 2019, S. 507; Kallweit et al., 1988, S. 17). Die vorliegenden
EiweiBstoffe, Kollagen und Elastin, werden Bindegewebseiweille genannt, weshalb Bindegewebe
auch als ,,Gewebe, dessen Eiweilanteil iiberwiegend aus BindegewebseiweiB (...) besteht* definiert
wird (1.1.1.3, 1.1.3.5 Leitsétze fiir Fleisch und Fleischerzeugnisse (LFFE)). Insgesamt machen die
EiweiBstoffe ca. 20 bis 25 % des FleischeiweiBles bzw. zusammen mit den Organellenproteinen ca.
3 % der Gesamtzusammensetzung aus (vorrangig Kollagen). Sie dienen der Stabilisierung von Or-
ganen, Zellen und Gewebe und verfiigen iiber unterschiedliche Eigenschaften. Die in Sduren und
Salzlosungen leicht quellbaren, festeren Kollagenfasern bestehen aus Fibrillen, die sich aus einer
Tripelhelix bzw. drei Peptidketten ergeben. Aufgrund mehrerer Kombinationsmoglichkeiten gibt es
verschiedene Kollagentypen (Hohenester, 2006, S. 25; Kallweit et al., 1988, S. 17; Rimbach et al.,
2010, S. 83). Elastin wiederrum ist stark hydrophob, wenig quellbar, verzweigt und weist eine ver-
hiltnismaBig lockere Struktur auf, weshalb es deutlich elastischer ist. Es ist vorrangig in Sehnen und
Nackenband vertreten und wird zur Begrenzung der Ausdehnung mit kollagenen Fasern verwoben

(Hohenester, 20006, S. 25; Horn, 2019, S. 509-510; Kallweit et al., 1988, S. 17).

Der Bindegewebs- bzw. Kollagengehalt beeinflusst z.B. die Zartheit von Fleisch. Dies ist u.a. auf die
Quervernetzung des Kollagens zuriickzufiihren, welche z.B. von Fiitterung, Alter und der Genetik
beeinflusst wird (Miiller, 2011, S. 96). Aufgrund der Korrelationen mit den sensorischen Eigenschaf-
ten ist das Bindegewebe somit ein wichtiger Parameter fiir Fleischqualitit. Je mehr Bindegewebe
vorliegt, desto geringer ist die Zartheit bzw. desto zéher wirkt das Fleisch. Mit Voranschreiten des
Schlachtalters bilden sich mehr hitzestabile Querverbindungen zwischen den Kollagenfasern aus.
Dies fiihrt dazu, dass das Fleisch sich weiter verfestigt (Hohenester, 2006, S. 25; Kallweit et al.,
1988, S. 17; Warner et al., 2010). Folglich und zusammen mit der geringeren erndhrungsphysiologi-
schen Qualitdt im Vergleich zu Muskelfleischproteinen liegt zwischen dem Fleischpreis und dem
BindegewebseiweiBgehalt eine negative Beziehung vor (Benger et al., 1969; BUCHI Labortechnik
GmbH, 2010, S. 3; Dvotrak & Vognarova, 1969; Lobitz et al., 2015, S. 48).

Das dquivalente wert- und preisbestimmende Fleischmerkmal in diesem Kontext ist das sogenannte
BindegewebseiweiBifreie Fleischeiweill (BEFFE). Es kommt vor allem im Muskelfleisch vor und
dient daher als Parameter fiir dessen schieren Anteil. Gegeniiber des Bindegewebseiweilles wird das
BEFFE als hochwertig eingestuft, weshalb sein Anteil mit der Qualitétsstufe korreliert (1.1.3.3
LFFE; Lobitz et al., 2015, S. 48; Rimbach et al., 2010, S. 84). In den Leitsétzen fiir Fleisch und
Fleischerzeugnisse sind zum Schutz des Verbrauchers vor Qualitédtstduschung BEFFE-Minimalgeh-

alte fiir bestimmte Fleischwaren festgelegt (Rimbach et al., 2010, S. 84). Definiert ist das BEFFE als
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Differenz aus Fleischeiweill und Bindegewebseiweill (Matissek & Fischer, 2021, S. 467). Konkret
errechnet es sich, zur Differenzierung zwischen Fleischeiweis und sonstigen stickstofthaltigen Ver-

bindungen, anhand folgender Formel (1.1.3.3 LFFE):

BEFFE = Gesamteiweill — (Fremdeiweif3 + Nicht-Eiweil3-Stickstoffverbindungen + Bindegewebseiweif})
(Alle Angaben in Prozent)

Formel 1: Formel zur Berechnung des BEFFE-Gehaltes in %

Notwendig zur Bestimmung des BEFFEs ist u.a. der Gehalt an Bindegewebseiweil3. Dieser kann
iiber die Quantifizierung der nicht-proteinogenen Aminosdure bzw. Iminosdure 4-Hydroxypyrroli-
din-2-carbonsdure (ugs. Hydroxyprolin) ermittelt werden. Grund hierfiir ist, dass die Bindegewebs-
proteine sich in ihrer Zusammensetzung deutlich von denen anderer Fleischeiweile unterscheiden
und Hydroxyprolin praktisch ausschlieBlich im Bindegewebe bzw. Kollagen vorkommt (Matissek &
Fischer, 2021, S. 467; Sigma-Aldrich, 2021, S. 1; Technische Universitit Dresden, o0.J., S. 12; Wu,
2020). In kollagener Substanz sind 12 bis 13 % dieser Aminosaure enthalten (Schmidhofer, 1966).
Sie entsteht durch post-translationale Hydroxylierung von Prolin, einer der proteinogenen Amino-
sduren (Sigma-Aldrich, 2021, S. 1). Eine Bestimmung des Hydroxyprolins wird dazu genutzt, um
bei Fleischwaren die hier korrelierende Dimension der Fleischqualitét zu evaluieren. Eine hohe Hyd-
roxyprolinmenge ist Indikator dafiir, dass Fleisch mit schlechter Qualitét (z.B. hoher Sehnen- oder
Knorpelanteil) verwendet wurde (BUCHI Labortechnik GmbH, 2010, S. 3). Aufgrund des durch-
schnittlichen Gehaltes von 12,5 %, was multipliziert mit acht den Gesamtanteil (100 %) ergibt, ldsst
sich das (kollagene) Bindegewebseiweill nach der folgenden Formel rechnerisch bestimmen (Rim-
bach et al., 2010, S. 84; Matissek & Fischer, 2021, S. 467; Technische Universitit Dresden, o.J.,
S. 14):

Bindegewebseiweifl = 8 - Hydroxyprolingehalt der Probe (Alle Angaben in Prozent)

Formel 2: Formel zur Berechnung des Bindegewebseiweifsgehaltes in %

Das Elastin, welches mengenméBig deutlich unter dem Kollagengehalt liegt, bleibt unberiicksichtigt.

Es enthélt sehr wenig Hydroxyprolin (de Wreede & Stegemann, 1982).

3.4.2 Bestimmung des BEFFEs iiber das Hydroxyprolin und Gesamteiweif3

Wie bereits beschrieben, ergibt sich der BEFFE-Gehalt aus der Differenz von Fleischeiweil und
Bindegewebseiweill (Matissek & Fischer, 2021, S. 467). Zur Unterscheidung zwischen Fleischei-
weill und Nicht-Eiweil3-Stickstoffsubstanzen bzw. Fremdeiweild miissten diese beiden Kennzahlen

theoretisch ermittelt und subtrahiert werden (Rimbach et al., 2010, S. 84). Zumindest zugesetzte
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Komponenten konnen im Falle der vorliegenden Arbeit ausgeschlossen werden, natiirlich vorhan-
dene Nicht-Eiweil3-Stickstoffverbindungen wie z.B. Harnstoff, die ebenfalls zu einer fehlerhaften
Erhohung des Stickstoffanteils fiihren konnten, miissen hier jedoch akzeptiert werden (1.1.3.6,
1.1.3.7 LFFE; Matissek & Fischer, 2021, S. 479).

Zur Ermittlung des Hydroxyprolingehaltes sind verschiedene Verfahren moglich (Delport et al.,
2004; Konieczna et al., 2018). Die photometrische Bestimmung zdhlt zu den durch das Bundesamt
fiir Verbraucherschutz und Lebensmittelsicherheit (BVL) zugelassenen Verfahren nach § 64 Absatz
1 des Lebensmittel-, Bedarfsgegenstinde- und Futtermittelgesetzbuchs (LFGB) (L 06.00-8 ASU; §
64 Absatz 1 LFGB). Bei dieser Methode wird das Hydroxyprolin zunichst mittels saurer Hydrolyse
und Chloramin T aus dem Bindegewebe freigesetzt, vom Fettanteil abgetrennt und zu Pyrrol oxidiert.
Zusammen mit p-Dimethylaminobenzaldehyd ergeben sich rotgefiarbte Kondensationsprodukte.
Diese konnen bei einer Wellenlédnge von 558 nm bzw. 560 nm photometriert und anschlieBend mit-
hilfe einer Kalibierkurve quantitativ ausgewertet werden. Mittels der oben genannten Formel 1ésst
sich der BindegewebseiweiBlgehalt berechnen. Die nachfolgende Abbildung gibt den dargestellten
Sachverhalt mittels chemischer Formeln wieder (BUCHI Labortechnik GmbH, 2010, S. 3; Matissek
& Fischer, 2021, S. 467-468; Sigma-Aldrich, 2021, S. 1).

o, VAN

Q- rO<= O« o

4-Dimethy laminobenzaldehyd H

Abbildung 1: Schematisch dargestellte Reaktion fiir die Bestimmung von Hydroxyprolin und Grenzformeln des mesome-
riestabilisierten Kondensationsproduktes

aus BUCHI Labortechnik GmbH, 2010, S. 3; Matissek & Fischer, 2021, S. 468

Die rote Féarbung ist dadurch begriindet, dass die Reaktion von Pyrrol mit Dimethylaminobenzalde-
hyd ein mesomeriestabilisiertes Kation ergibt. Aufgrund des delokalisierten Elektronensystems er-
scheint es farbig. Die linke Abbildung zeigt die Grenzformeln dieses Ions. Die verwandte Amino-

sdure Prolin wiirde diese Farbreaktion nicht aufweisen (Matissek & Fischer, 2021, S. 468).

Zur Bestimmung des Rohproteingehalts kann z.B. die Kjeldahl-Methode verwendet werden. Auch
dieses Verfahren zihlt zu den durch das BVL nach § 64 LFGB zugelassenen Verfahren (L 06.00-7
ASU). Ziel dieser Durchfiihrung ist die Quantifizierung des Stickstoffes. Dieser liegt organisch ge-

bunden z.B. als Bestandteil von Proteinen in der Probe vor. Mittels konzentrierter Schwefelsdure und
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einem Katalysator wird er aufgeschlossen und in Ammoniumsulfat {iberfiihrt (Nr.1). Dieses wird mit
Lauge versetzt, um Ammoniak freizusetzen (Nr. 2). Anschliefend erfolgt eine Destillation, wodurch
das freigesetzte Ammoniak iibergetrieben und in Borsdureldsung aufgefangen werden kann (Nr. 3).
Es entsteht Ammoniumtriborat. Die Quantifizierung erfolgt mittels Titration (z.B. mit Salzsiure)
gegen einen Indikator (Nr. 4). Uber den Verbrauch an Salzsiure wird auf den Stickstoffgehalt ge-
schlossen. Die nachfolgenden Gleichungen stellen das eben beschriebene Reaktionsschema unsto-
chiometrisch dar. Aufgrund des durchschnittlichen Gehaltes von 16 % Gesamtprotein wird das Er-
gebnis der Stickstoffbestimmung mit 6,25 multipliziert, dies ergibt den Rohproteingehalt (L 06.00-7
ASU; Matissek & Fischer, 2021, S. 478-479, 482):

Katalysator
1. (—CONH-)+ H,S0, ———"" » (NH,),SO,+ CO,1 +50, 1

v

2. (NH,),SO, + 2 NaOH Na,SO, + 2 NHy T + 2 H,0

B(OH),” + NH,*

v

3. B(OH),” + H* + NH,

v

4. B(OH),” + NH,* + HCl NH,Cl + H[B(OH),]

aus Matissek & Fischer, 2021, S. 479, 482

Die Kjeldahl-Methode kann nicht zwischen Bindegewebseiweil3, Skelettmuskelfleischeiweil oder
fleischfremden Eiweiflen sowie Nicht-Eiweil3-Stickstoffverbindungen (z.B. Harnstoff, ATP), die ei-
nen hoheren EiweiBgehalt vortduschen konnen, differenzieren (Glatz, 2010, S. 582; Hohenester,
2006, S. 28). Bestimmt wird daher ein Parameter, der sdmtliche stickstofthaltige Verbindungen mit
einbezieht und ggfs. einen abweichenden Proteingehalt angibt (Schmidhofer, 1966).

4 Einordnung der Arbeit in das Projekt der OG PERSA

Zur Aufrechterhaltung und Férderung einer vor dem Aussterben bedrohten Schweinerasse, dem Sat-
telschwein, gibt es Initiativen wie das Projekt der Operationellen Gruppe (OG) ,,Perspektiven fiir die
wirtschaftliche Nutzung des Sattelschweins® (PERSA) (BLE, 2021, S. 69-72; OG PERSA, 2021, S.
4-6). Im Folgenden soll dieses Projekt vorgestellt werden, zunichst aber die Rassegruppe der Sattel-

schweine und die Entwicklung der Schweinezucht zur besseren Einordnung betrachtet werden.

4.1 Schweinezucht und deren Entwicklung

Vereinfacht ausgedriickt, konnen durch das Ziichten von Schweinen, die Eigenschaften der Tiere
gezielt beeinflusst werden (Land schafft Leben, 2023). Zuchtprogramme konnen eingeteilt werden
in Reinzucht (Paarung innerhalb der gleichen Rasse/Linie), Kreuzungszucht (Paarung verschiedener
Rassen/Linien) und Hybridzucht (spezielles Kreuzungszuchtprogramm). Diese Programme haben
verschiedene Zwecke und Vor- bzw. Nachteile (Littmann et al., 2006, S. 128-132). Potenziell er-
wiinschte Zuchtergebnisse sind vielseitig und konnen sich auf Aspekte wie Futterverwertung, Fit-

ness, Tageszunahme, Magerfleischanteil, Fruchtbarkeit oder Fleischbeschaffenheit beziehen (Land
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schafft Leben, 2023; Littmann et al., 2006, S. 107). Da man haufig versucht, mehrere Eigenschaften
parallel zu erreichen, gestaltet sich der Prozess aufgrund der Komplexitét schwierig. Es werden somit
vorrangig Schweinerassen verwendet, die die entsprechenden Charakteristiken bereits aufweisen
(Land schafft Leben, 2023). Differenziert wird zwischen Mutter- und Vaterrassen. Bei letzteren wird
vor allem auf Fleischleistung, Fleischquantitét, ausgepriagte Muskelpartien, Effizienz, Wachstum
und eine gute Mastleistung geachtet (Forderverein Biookonomieforschung €.V., 2024; Rimbach et
al., 2010, S. 70). Haufig verwendet werden z.B. der Piétrain- oder der Duroc-Eber (Littmann et al.,
2006, S. 128). Auf der miitterlichen Seite wird auf die Eigenschaften Fruchtbarkeit, Widerstandsfa-
higkeit,  Gesundheit, Fleischqualitit —und  Aufzuchtleistung geachtet (Forderverein
Biookonomieforschung e.V., 2024; Rimbach et al., 2010, S. 70). Typische Mutterrassen sind bei-
spielsweise die Deutsche Landrasse oder das Deutsche Edelschwein (Littmann et al., 2006, S. 128).

Wie bereits erwihnt, sind die Zuchtziele der Schweinezucht sehr vielseitig. Sie unterliegen einem
staindigen Wandel, der u.a. mit der gesellschaftlichen Entwicklung korreliert. Allgemein variieren sie
je nach Zuchtorganisation und Rasse und richten sich nach der Industrie sowie der Nachfrage der
Verbraucher und Landwirte (Forderverein Biookonomieforschung e.V., 2024). Fiir eine Zeit lang
waren Zuchtprogramme darauf fokussiert, eine Kostenreduktion durch z.B. gréflere Wurfgrof3en,
bessere Futterverwertung und Gewichtszunahme zu erreichen (van Wijk et al., 2005). Ab ca. den
1960er Jahren und in Teilen auch noch heute fokussiert sich die Schweinezucht darauf, dem Ver-
braucherwunsch von moglichst magerem, fettarmem Fleisch nachzukommen (Feldmann, 2002,
S. 130; Forderverein Biookonomieforschung e.V., 2024; Horstmeyer & Vallbracht, 1990, S. 83; Pe-
tig, 2020, S. 4). Zuvor war die Zucht noch auf das genaue Gegenteil ausgerichtet und versuchte, Fett-
und Fleischzuwachs in Korrelation zum gesellschaftlichen Aspekt Wohlstand zu generieren
(Forderverein Biookonomieforschung e.V., 2024). Die verdnderte Wahrnehmung des Aspektes Fett-
gehalt 4sst sich auf mehrere Ursachen zuriickfithren. Zum einen war der durch den Fettgehalt bedingt
hohe Energiewert aufgrund weniger physisch anstrengender Arbeit nicht mehr notwendig, zum an-
deren verédnderte sich die Nachfrage durch die Verbraucher und der erndhrungsphysiologische Light-
Produkte-Trend (helles, mageres und fettarmes Fleisch) gewann mehr und mehr an Popularitét (Feld-
mann, 2002, S. 131; Forderverein Biodkonomieforschung e.V., 2024; Littmann et al., 2006, S. 150;
Petig, 2020, S. 4; Scholz, 2002, S. 2). Dies resultierte in negativen Auswirkungen auf die Fleisch-
qualitét z.B. in Bezug auf geschmackliche Aspekte oder unrentablen Preisen fiir fettreiches Fleisch.
Letzteres wiederum hatte zur Folge, dass Schweinerassen, wie das hier behandelte Sattelschwein,
wenig attraktiv zu ziichten waren und seither vor dem Aussterben bedroht sind (Feldmann, 2002,
S. 130-131; Horstmeyer & Vallbracht, 1990, S. 83; Petig, 2020, S. 2, 4; Scholz, 2002, S. 2). Auf

diese Rassegruppe soll daher im folgenden Kapitel ndher eingegangen werden.
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4.2 Vorstellung der Rassegruppe der Sattelschweine

Die Rassegruppe des Sattelschweins besteht in Deutschland aus vier Populationen: Angler Sattel-
schwein, Deutsches Sattelschwein, Schwibisch Hillisches Schwein und Rotbuntes Husumer

Schwein (BLE, 2021, S. 68). In nachfolgendender Tabelle sind die vier Linien niher erldutert.

Tabelle 3: Tabellarische Vorstellung der Rassegruppe des Sattelschweins, unterteilt in vier Populationen und beschrieben

anhand verschiedener Charakteristiken

Die Rassegruppe Sattelschwein
Angler Sattel- Schwibisch Halli- | Deutsches Sattel- Rotbuntes
schwein sches Schwein schwein Husumer Schwein
Entstehung/ | Region Angeln in Kreuzung aus Kreuzung aus Ang- | zu Beginn des 20 Jhd.
Geschichte Schleswig-Holstein | dem chinesischen | ler und Schwébisch | aus roten Farbabschla-
(ca. 1920); Kreu- Jinhua Schwein Hallischen Schwein | gen des Angler Sattel-
zung aus ansissiger | und Landschwein | in der Nachkriegs- schweins und Tam-
Landrasse und briti- | durch Kénig Wil- | zeit in der DDR als | worth-Schwein in
schen Wessex Sa- helm I. (ca. 1820/ | Lebendgenreserve Nordfriesland; vorran-
ddlebacks 21) in Schwé- und zum Erhalt des | gig danische Ziichter:
bisch-Hall Sattelschweins ,,Dénisches Protest-
schwein® (dénische Na-
tionalfarben)
Aussehen schwarze Pigmen- schwarze Pigmen- | schwarze Pigmen- rote Pigmentierung mit
tierung mit weiller tierung mit weiller | tierung mit weiler | weiller Zeichnung
Zeichnung (Giirtel) | Zeichnung (Giir- Zeichnung (Gtirtel) | (Girtel) in Sattellage,
in Sattellage, hén- tel) in Sattellage in Sattellage, hén- hingende Ohren, groB3-
gende Ohren, gro- | (heller als Artge- | gende Ohren, groB3- | rahmig, tiefrumpfig
rahmig, tiefrumpfig | nossen), hingende | rahmig, tiefrumpfig
Ohren, grofrah-
mig, tiefrumpfig
positive Muttereigenschaf- Muttereigenschaf- | Muttereigenschaf- Muttereigenschaften,
Charakteris- | ten, Fruchtbarkeit, ten, Fruchtbarkeit, | ten, Fruchtbarkeit, Fruchtbarkeit, Futter-
tiken Futterverwertung, Futterverwertung, | Futterverwertung, verwertung, Robust-
Robustheit, hohe Robustheit, hohe | Robustheit, hohe heit, hohe Fleischquali-
Fleischqualitdt, Eig- | Fleischqualitit, Fleischqualitdt, Eig- | tét, Eignung fiir exten-
nung fiir extensive | Eignung fiir ex- nung fiir extensive | sive Haltungssysteme
Haltungssysteme tensive Haltungs- | Haltungssysteme etc.
etc. systeme etc. etc.
Nutzung als Mutterrasse als Mutterrasse als Mutterrasse als Mutterrasse
WurfgrofBe durchschnittlich elf | durchschnittlich durchschnittlich elf | durchschnittlich elf
Ferkel elf Ferkel Ferkel Ferkel
Tageszu- 700 bis 800 g 800 bis 900 g 800 bis 900 g 700 bis 800 g
nahme
Verbreitung | Norddeutschland Siiddeutschland Ostdeutschland Norddeutschland
Bestand Sauen: 82 Sauen: 344 Sauen: 209 Sauen: 101
(2019) Eber: 26 Eber: 21 Eber: 55 Eber: 44

nach Béuerliche Erzeugnisgemeinschaft Schwébisch Hall [BESH]; BLE, 2021, S. 68-72; Biihler & Postler, 2004, S. 7;
Giovannini et al., 2023; Giintherschulze, 1997; Miiller, 2011, S. 27-29; OG PERSA, 2021, S. 4-5; Slow Food Deutschland,
o.J.a; Slow Food Deutschland, 0.J.b; Welker et al., 2020, S. 27

Allgemein ldsst sich sagen, dass der Rassegruppe des Sattelschweins eine Vielzahl an positiven Ei-
genschaften nachgesagt werden (OG PERSA, 2021, S. 4-5). Sattelschweine sollen z.B. eine gute
Mutterrasse in Bezug auf Fruchtbarkeit, Aufzucht der Ferkel oder Milchreichtum sein. AuBerdem
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verfiige das Fleisch iiber eine hohe sensorische und verarbeitungstechnologische Fleischqualitét.
Aufgrund ihrer Anspruchslosigkeit und Robustheit sind Sattelschweine dariiber hinaus geeignet fiir
extensive Haltungsformen (z.B. Weide- oder Hiittenhaltung), widerstandsfahig gegeniiber einzelnen
Krankheiten und tauglich fiir kostengiinstiges Raufutter. Diese positiven Eigenschaften werden allen
Mitgliedern der Rassegruppe nachgesagt, im Detail gibt es jedoch Unterschiede wie z.B. den etwas
héheren Fleischanteil des Schwibisch Héllischen Schweins im Vergleich zu seinen Verwandten
(BLE, 2021, S. 68, 72; Giovannini et al., 2023; Horstmeyer & Vallbracht, 1990, S. 86; Klemm, R. et
al., 2010, S. 11; OG PERSA, 2021, S. 4-5; Paulke, 0.J.; Welker et al., 2020, S. 28). Die trotz positiver
Charakteristiken niedrigen Bestandzahlen des Sattelschweins sind vor allem auf die bereits aufge-
filhrte Entwicklung zurtickzufiihren, innerhalb derer sich die Verbraucherwiinsche weg vom fettrei-
chen, hin zum mageren, industriell produzierten Schwein verdndert haben. Neben diesem Trend sind
aullerdem die Nachfrage nach einheitlichem Fleisch, die Entwicklung von Agrarpreisen, Qualitits-
normen, wirtschaftlicher Druck und der Wunsch nach mehr Effizienz in der Tierzucht zu beriick-
sichtigende Faktoren. Die Bestandszahlen und Nutzung der Sattelschweingruppe aber auch anderer
alter Landrassen gingen daher mit Einfilhrung moderner, neuer Leistungsrassen wie dem Piétrain-
Eber stark zuriick oder resultierten sogar im Aussterben einzelner Rassen (Biihler & Postler, 2004,
S. 7; Chainetr et al., 2002; Feldmann, 2002, S. 130-131; Giovannini et al., 2023; Horning, 2022,
S. 91; Klemm, R. et al., 2010, S. 11; Petig, 2020, S. 4; Scholz, 2002, S. 2).

Sattelschweinfleisch wird im Vergleich zu kommerziell genutzten Rassen ein recht hoher Verfet-
tungsgrad und IMF-Gehalt nachgesagt. Dies wirkt sich positiv auf Fleischqualitit und -eigenschaften
aus (Schmackhaftigkeit und Zartheit), fiihrt jedoch im Vergleich zu anderen Rassen aber zu geringe-
ren Muskelfleischanteilen bzw. einem ungiinstigeren Fleisch-Fett-Verhiltnis. Dies macht es deutlich
uninteressanter, Sattelschweine zu ziichten (Kuhn et al., 2001; Niirnberg et al., 2013; Petig, 2020,
S. 2, 4; Welker et al., 2020, S. 28). Die Erhaltungswiirdigkeit eben solcher Rassen wird daher heut-
zutage kontrovers diskutiert. Gegen das Aufrechterhalten sprechen die hohen, ggfs. aus 6ffentlichen
Mitteln finanzierten Kosten, die teilweise leistungsschwiécheren Eigenschaften und die bereits aus-
reichende genetische Vielfalt durch vorhandene Rassen. Beflirworter wiederum argumentieren mit
dem Risiko der Verarmung der Rassenvielfalt, dem Verlust von Genreserven oder einzigartigen und
teilweise liberlegenen Eigenschaften des Sattelschweins (z.B. Resistenz gegeniiber Krankheiten und
anderen Umweltfaktoren). Dariiber hinaus bestehe aulerdem die Moglichkeit der ziichterischen Be-
arbeitung oder FEinbindung in Kreuzungszuchtprogramme zur Verbesserung kommerzieller
Schweine und zur Etablierung von umwelt- und naturschonenden Nischenprogrammen. Die alte
Haustierrasse sei zusétzlich ein bedrohtes, bedeutsames Gut und Ausdruck bauerlicher Kulturge-
schichte. Unter Beriicksichtigung des steigenden Interesses und Bewusstseins sowie zukiinftigen
Verdnderungen der Verbrauchererwartungen, Haltungs- und Umweltbedingungen oder verfiigbaren

Futtermitteln wird die Daseinsberechtigung der Sattelsteine weiter untermauert. Die Mdoglichkeit
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weiterer unentdeckter positiver Merkmale kann obendrein auch nicht ausgeschlossen werden
(Chainetr et al., 2002; Giovannini et al., 2023; Horning, 2022, S. 91; Klemm, R. et al., 2010, S. 11;
Niirnberg et al., 2013; OG PERSA, 2021, S. 4; Petig, 2020, S. 4-6). Mit eben dieser Thematik befasst
sich das nun nédher beschriebene Projekt der OG PERSA.

4.3 Beschreibung des Projektes der OG PERSA

Die OG PERSA arbeitet im Rahmen der Européischen Innovationspartnerschaft in der Land- und
Forstwirtschaft (EIP-Agri) an dem Projekt ,,Entwicklung von innovativen Zucht- und Fiitterungs-
strategien zur Erhaltung und Nutzung wertvoller Rasseeigenschaften (Robustheit, Miitterlichkeit,
Fleischqualitidt und Raufutterverwertung) des Sattelschweins®. Es handelt sich bei der OG um ein
interdisziplindr und deutschlandweit zusammengesetztes Team, das gemél seinem Namen, iiberge-
ordnet das Ziel verfolgt, (Zukunfts-) ,,Perspektiven fiir eine wirtschaftliche Nutzung des Sattel-
schweins® zu schaffen. Das Projekt erarbeitet zum Erhalt der Rasse wissenschaftlich fundierte Fakten
zu den positiven, dem Sattelschwein nachgesagten Eigenschaften in Bezug auf u.a. Fiitterung, Miit-
terlichkeit und Fleischqualitdt. Es sollen ebenfalls weitere Daten zum Inzuchtstatus bzw. der Ver-
wandtschaft innerhalb der kleinen Sattelschwein-Bestéinde akquiriert werden. In Zukunft kénnten die
gefs. nachgewiesenen positiven Figenschaften der Haustierrasse, die mit dem Aussterben der Rasse
verloren gehen wiirden, von Vorteil sein, da sich é&ndernden Bedingungen (z.B. durch den Klima-
wandel), einer verdnderten Nachfrage durch den Verbraucher oder der Einschrinkung genetischer

Vielfalt entgegengewirkt werden kann (OG PERSA, 2021, S. 2-13).

Strukturiert ist die OG in fiinf Arbeitspakete, die die Aspekte Zucht, Robustheit/Miitterlichkeit, Fiit-
terung, Fleischqualitdt und Projektleitung behandeln. Die Zusammensetzung der OG ist interdiszip-
lindr und aus Partnern der Land- und Forstwirtschaft (z.B. dem OKORING, Sattelschweinhaltern
und -ziichtern) sowie der Wissenschaft beispielsweise in Form der Hochschule fiir Angewandte Wis-
senschaften Hamburg (HAW). Die HAW ist beteiligt am Arbeitspaket zur Fleischqualitét, in wel-
chem Sattelschweinfleisch beziiglich verschiedener Fleischqualitdtsparameter untersucht wird. Dazu
zdhlen z.B. der IMF-Gehalt und die Fettsduremuster sowie der Eiweiflgehalt und dessen Zusammen-
setzung. An dieser Stelle ldsst sich die vorliegende Arbeit einordnen. Um wissenschaftliche Aussa-
gen Uber das Qualitdtsmerkmal Eiweill- bzw. BEFFE-Gehalt machen zu konnen, soll, gemil3 der
Erklarung aus den vorherigen Kapiteln, die photometrische Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes,
die Ermittlung des Gesamtproteins mittels Kjeldahl und die rechnerische Herleitung des Bindege-
webseiweiBles und BEFFE-Gehaltes bei Sattelschweinfleisch erfolgen. Die Ergebnisse konnen dann
als erste Vergleichs- und Referenzparameter genutzt werden und so einen Beitrag zur Ermittlung
einer angemessenen Preisfindung von Sattelschweinfleisch bzw. zum allgemeinen Erhalt der Rasse-

gruppe leisten (OG PERSA, 2021, S. 2-13).
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5 Methodik

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Ermittlung der Parameter Hydroxyprolin, Bindegewebseiweif,
Rohprotein und BEFFE zur Identifikation evidenzbasierter Qualititsparameter fiir Sattelschwein-
fleisch. Untersucht wurde dabei das Fleisch von Rotbunten Husumer Schweinen mittels der photo-
metrischen Bestimmung der Aminosdure Hydroxyprolin, der Kjeldahl-Methode sowie anschliefen-
der rechnerischer Auswertungen. Um eine Zuverléssigkeit und Eignung der Methoden zu gewéhr-
leisten, wurde sich an der Amtlichen Sammlung von Untersuchungsverfahren (ASU) des BVL ge-
mél § 64 Absatz 1 Satz 1 des LFGB orientiert. Beide ausgewéhlten Verfahren sind nach der ASU
als geeignete Referenzverfahren zur Untersuchung von Fleisch und Fleischerzeugnissen aufgelistet
(L 06.00-7 ASU; L 06.00-8 ASU; § 64 Abs. 1 Satz 1 LFGB). Im folgenden Kapitel werden die

genutzten experimentellen Methoden sowie alle weiteren Vorgehensweisen erldutert.

5.1 Literaturrecherche

Die im theoretischen Hintergrund genutzte (Fach-)Literatur zur Bereitstellung notwendiger Hinter-
grundinformationen fiir das Verstandnis und zur Einordnung der vorliegenden Arbeit wurde nach
dem folgend erlduterten Schema erarbeitet. Zunéchst wurden géngige Fachbiicher der Lebensmittel-
warenkunde tiber den Hochschulinformations- und Bibliotheksservice der HAW identifiziert und zur
Ermittlung allgemeiner Hintergrundinformationen iiber Fleisch und deren Untersuchung (z.B. Zu-
sammensetzung, Kjeldahl-Methode oder Fleischqualitit) herangezogen. Die Ergebnisse wurden
durch weitere, online verfiigbare Literatur ergénzt, die mittels verschiedener Schlagwortsuchen
(groBtenteils auf Deutsch) identifiziert werden konnten. Von einem PRISMA-Flowchart wurde auf-
grund des geringen Bezugs zur Arbeit und zu groflen Trefferzahlen im Rahmen der Suchanfragen
verzichtet. Folgende Tabelle zeigt einen Ausschnitt der durchgefiihrten Schlagwortsuchen (Suchstra-

tegietabelle). Eine vollstindige Auffiihrung dieser Tabelle ist im Anhang Teil D aufgefiihrt.

Tabelle 4: Ausgewdhlte Suchanfragen der Suchstrategietabelle zur Akquirierung geeigneter (Fach-)Literatur fiir den the-
oretischen Hintergrund, sortiert nach Themenblocken

Themenblock Datenbank Suchworter und Operatoren
Fleischqualitét Google Scholar Fleischqualitit UND Schwein
BEFFE Google Scholar BEFFE (UND Schwein)
Rassegruppe Google Scholar Deutsches Sattelschwein
Sattelschwein

Google Scholar Angler Sattelschwein

Google Scholar Schwibisch Héllisches Schwein
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Google Scholar Rotbuntes Husumer Schwein

Schweinezucht Google Scholar Schweinezucht UND Rassen UND Deutschland
Google Scholar Entwicklung UND Ziichtung UND Schweine
Google Scholar Schweinezucht UND Deutschland

Verwendet wurde die Datenbank Google Scholar, da es vor allem zum Sattelschwein wenig wissen-
schaftliche und aktuelle Literatur gibt. In anderen géingigen Datenbanken konnten keine passenden
Quellen identifiziert werden. Gefiltert wurden die Ergebnisse der Suchanfragen zunéchst anhand ih-
rer Titel und spéter durch Durchlesen der Abstracts oder auch gesamter Texte. Nachdem die beno-
tigten und relevanten Informationen aus den Quellen gesammelt worden sind, wurden weitere feh-
lende Angaben durch neue spezifische Schlagwortsuchen ergiinzt. Insgesamt konnte so eine Vielzahl
an Artikeln, Zeitschriftenaufsitzen, Informationsbroschiiren verschiedener Ministerien, weitere

Fachbiicher oder Abschluss- und Forschungsarbeiten identifiziert werden.

5.2 Probenbeschreibung
5.2.1 Material

Untersucht wurde das Fleisch von Rotbunten Husumer Schweinen, einer Unterart der Sattel-
schweine. Die Fleischproben wurden durch das Projekt der OG PERSA bereitgestellt. Es handelt
sich um die Fleischpartie Kotelett (Musculus longissiumus dorsi), von dem das Auflagenfett best-
moglich entfernt worden ist. Insgesamt wurden 27 Proben analysiert und ausgewertet. Als Referenz
und zur Uberpriifung der Methoden wurden zusitzlich zu den betrachteten Sattelschwein-Proben
sechs weitere gekaufte Schweinefleischproben untersucht. Dabei handelt es sich um handelsiibliche
Koteletts, von denen zwei aus 0kologischer Haltung (Haltungsstufe 4) (Biol/2), zwei aus Haltungs-
stufe 3 (Meyers Genuss Sample (MGS1/2)) und die weiteren zwei aus Haltungsstufe 2 (Kotelett
Sample (KS1/2)) stammen. Zu all diesen Proben lagen keine Angaben zu Faktoren vor, die die Er-
gebnisse der Eiweilbestimmungen beeinflusst haben kénnten. Dies und die fehlende Einheitlichkeit
dieser zweiten Stichprobe muss bei Interpretation und Einordnung der Ergebnisse beriicksichtigt

werden.

5.2.2 Probenvorbereitung

Die vorliegenden Proben wurden vor den Versuchsdurchfithrungen dieser Arbeit bereits anderen Un-
tersuchungen unterzogen und lagen daher bereits abgepackt in homogenisierter Form vor. Fiir die
Homogenisierung wurde das gefrorene Fleisch zunéchst hidndisch in méglichst kleine Stiicke ge-

schnitten und, um die Verdnderung der Fleischzusammensetzung moglichst wenig zu beeinflussen,
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in kurzen Intervallen mittels geeigneter Kiichenmaschine mit Mix-Funktion homogenisiert. Es wurde
versucht, darauf zu achten, dass keine Erhitzung der Proben erfolgt, da dies zu einer Teildenaturie-
rung der Proteine hétte fithren konnen, was die Ergebnisse der folgenden Untersuchungen entspre-
chend verfilscht hitte. In der vorliegenden Arbeit wird davon ausgegangen, dass eine vollstindige
und nicht nachtteilig beeinflussende Homogenisierung der Proben stattgefunden hat. Auf den Aspekt

der Homogenisierung als Fehlerquelle wird im Diskussionsteil erneut eingegangen.

Gelagert wurden die Proben im Gefrierschrank. Fiir die Versuche wurden die Proben im Vorfeld
rechtzeitig in einen Kiihlschrank iiberfiihrt, um anschliefend im aufgetauten Zustand untersucht zu
werden. Auf die Auswirkungen dieses Vorgehens wird ebenfalls im Diskussionsteil erneut einge-

gangen.

5.3 Photometrische Bestimmung von Hydroxyprolin

Aufgrund des hohen Zeitaufwandes bei klassischem Vorgehen gemid3 ASU und zum Testen einer
neuen Methode wurde die photometrische Bestimmung des Hydroxyprolins mittels des Sigma-Ald-
rich Hydroxyproline Assay Kits vorgenommen. Die chemischen Hintergriinde sind dieselben wie bei
der Versuchsanleitung der ASU und entsprechen denen unter Abschnitt 3.4.2 dieser Arbeit. Auf po-
tenzielle Schwachstellen und Kritik wird im Diskussionsteil eingegangen. Die genaue Versuchsan-

leitung des Kits ist im Anhang Teil A aufgefiihrt. Folgendes Schema stellt das Vorgehen grob dar:
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1. Probenvorbereitung: 2. Standardvorbereitung: 3. Prozedur:

4 N 4 ) 4 . )
10 mg der Probe in 100 SIO “Ll'jydm’f!,?’ °!:”90 Q‘ G tCht'°r€.'t";'£‘ TL
L destilliertem Wasser ammiosung — mi S I
H N ML dest. Wasser mischen Oxidationspuffer mischen
L 9 ) U =oimgmy) ) | (=100pLawel)
4 R 4 ™  Rr. = ™
100 pL konzentrierte 0,2, 4,6, 8 und 10 pL der (o o0 WL Purchloreatte
Salzsaure* hinzugeben** Lésung auf 96-Well- sopropano’osung mi
e e e UL DMAB-Konz. mischen
| v ) L o 9 ) LU (=100 il_} awel)
( Y ( . . Y [ 100pLvonA zujeder )
4h bei 100° C im %fgfgf"gfg’gf’g’gs mi Probe/jedem Standard
Heizblock (Hydrolysieren) P 1 0 e "' = geben; bei Zimmer-
| ) | .0 ug/we ) \_temperatur 5 Min. warten
( . h (100 L von B zu jeder )
Ubezrsetgtrr‘zu(%'gref)l;ﬁ 96 Probe/jedem Standard
Well-Platte iittjertra en . D
9 Y \ 60°Cim Ofenlassen J
( h (" Bei 570 nm Absorption in )
Bei 60° C im Ofen spektrophotometrischen
trocknen Multiwell-Plattenlesegerat

*32%-ige Salzsaure
** in einem Polypropylen-Flaschchen mit PTFE-Verschluss
***Hydroxyprolin-Stammlésung mit 1 mg Hydroxyprolin/mL Lésung

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung der photometrischen Bestimmung von Hydroxyprolin
als dreigeteiltes Flussdiagramm nach dem Hydroxyproline Assay Kit von Sigma-Aldrich

nach Sigma-Aldrich, 2021, S. 1-2

Gemal der Anleitung wurden alle Proben und Standards in Doppelbestimmung durchgefiihrt. Es
wurde ebenfalls versucht, die Proben gemél der Anleitung zu spiken. Dies fiihrte jedoch zu unein-
heitlichen, stark schwankenden Ergebnissen, weshalb diese nicht fiir eine weitere, aufschlussreiche

Auswertung genutzt werden konnten (Sigma-Aldrich, 2021, S. 2).

Nachdem die Absorption aller Proben und Standards ermittelt wurde, wurden die Messergebnisse in
das Tabellenkalkulationsprogramm Microsoft-Excel {iibertragen. Von allen Werten wurde
anschlieend der Blindwert (Messwert aus Standard ohne jegliches Hydroxyprolin) subtrahiert. Die
Standardkurve (Trendlinie inkl. Funktionsgleichung) lies sich dann durch Eintragen der Absorpiton
der Standard-Hydroxyprolinldsungen bei 570 nm in Abhéngigkeit von deren Hydroxyprolingehalt
in pg herleiten. Durch Umstellen der Geradengleichung konnte dann jeweils die Hydroxyprolin-
Menge in den untersuchten Proben je nach Absorption bei 570 nm errechnet werden. Dabei entspricht

der y-Wert der Absorption und der x-Wert der gesuchten Hydroxyprolinmenge (in ug/well) (Sigma-
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Aldrich, 2021, S. 3). Die in den Proben prozentual vorliegende Hydroxyprolinmenge wurde nach

folgender Formel errechnet:

ug 1. (200 uL + hydolysierte Einwaage [uL])
well 30 ulL
Einwaage [g]

107% - 100

Hydroxyprolin [

% Hydroxyprolin =

Formel 3: Formel zur Berechnung des Hydroxyprolingehaltes in % anhand gemessener, errechneter oder gegebener Pa-
rameter

An dieser Stelle sei erwiahnt, dass von der vorgegebenen Wellenldnge von 560 nm abgewichen wer-
den musste, da das vorhandene spektrophotometrische Multiwell-Plattenlesegerét lediglich einen
Filter von 570 nm aufweist. Dies muss bei Einordnung und Interpretation der Ergebnisse
beriicksichtigt werden (Sigma-Aldrich, 2021, S. 2). Ebenfalls wurde aus Sicherheitsgriinden von der
vorgegeben Konzentration der Salzsdure (32 % statt 37 %) abgewichen und auch die Temperatur des
Heizblockes konnte aufgrund verfiigbarer Gerite nur 100° C statt 120° C erreichen (Sigma-Aldrich,
2021, S. 1). Bei Betrachtung der Ergebnisse muss daher auch auf den Aspekt der ggfs. unvollstiandi-
gen Hydrolyse durch geringere Aggressivitit und Nicht-Erreichen der fiir die Erhitzung der Salzsiure
vorgesehenen Temperatur und die daraus resultierende, geringere Freisetzung des Hydroxyprolins

geachtet werden.

5.4 Bestimmung des Rohproteingehaltes nach Kjeldahl

Die Untersuchung nach der Kjeldahl-Methode wurde nach der internen Versuchsanleitung des Le-
bensmittelchemie-Labors der HAW durchgefiihrt. Diese ist detailliert im Anhang Teil B aufgefiihrt.
Das Prinzip und der generelle Ablauf stimmen mit der Versuchsdurchfiihrung nach der ASU {iberein.
Folgendes Schema stellt das Vorgehen der Kjeldahl-Methode dar:
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1. Aufschluss 2. Destillation: 3. Titration:
( ) (" Aufschlusslésung R (
Je 1 g Probe einwiegen in vorsichtig und Produkt (Triborat) aus
Wégeschiffchen etappenweise mit 20 mL Vorlage nehmen
& \_dest. Wass{e}r versetzen \ G
v " N\ ™
Mit 20 mL Schwefelsdure, Kolben in vorgeheizte Triborat mit 0,1 N
Katalysatorentablette und Destillati Salzsi
2wei Glasperlen in estillationsapparatur _Salzsaure gegen
Kieldahl-Kolb ben* setzen Mischindikator titrieren
\__ Kjeldahl-Kolben geben* & ) \

~z

<

z

~
Kjeldahl-Kolben in
vorgeheizte Aufschluss-
Apparatur einsetzen

Positionieren/Hinzugabe
des Mischindikators (2-3
Tropfen)

. J

Schnell von griin nach
blau (erster
Farbumschlag)

~z

<z

~

Beginn des Aufschlusses
(Dauer ca. 1,5 Stunden)

r N

Beginn der automatischen
Destillation**

Tropfenweise von blau zu
schwachem graubraun

~z

( Durchzufiihren bis
Aufschluss klar/leicht
griine Farbung aufweist,
\__anschlieBend 15 Minuten

{} )
Kolben fiir 15 Minuten in
Standgestell abkiihlen
lassen
\_ J

*pro Durchgang wurden immer fiinf Proben in Doppelbestimmung und zwei Blindwerte bestimmt (insgesamt

12 Kolben)

**Parameter sind im Anhang Teil C aufgefiihrt

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Versuchsdurchfiihrung der Kjeldahl-Methode als dreigeteiltes Flussdiagramm
nach der internen Versuchsanleitung des Lebensmittelchemie-Labors der HAW

nach HAW Hamburg: Department Okotrophologie [0T], 2021, S. 32-34

Die Einwaage-Menge der Proben wurde anhand mehrerer Test-Versuche ausprobiert und auf ein
Gramm festgelegt. Fiir die Auswertung wurde eine mit Microsoft-Excel konfigurierte Kalkulations-

tabelle verwendet. Zur Ermittlung des Stickstoffgehaltes Wy und des Proteinanteils Wp,.,; wurden

folgende Formeln genutzt:

Wy in g Stickstoff pro 100 g Probe:

_ (V=V,) -f -1,4008 - N

N E

Formel 4. Formel zur Berechnung des Rohstickstoffgehaltes

in %

tesin %

24

Whpyo¢ in g Protein pro 100 g Probe:

Wprot = Wy *F

Formel 5: Formel zur Berechnung des Rohproteingehal-




\% Verbrauch an Salzsdure-MaBl6sung in mL

Vo Verbrauch an Salzsdure-MaBl6sung im Blindversuch in mL
f Faktor der 0,1 N Salzsdure, f= 1,000

1,4008 1 mL Salzséure (0,1 mol/L) entspricht 1,4008 mg Stickstoff
N Normalitét der Salzsdure-MaBlosung, N = 0,1

E Einwaage der Probe in g

F Umrechnungsfaktor von Stickstoff zu Eiweil3, F = 6,25

(HAW Hamburg: Department OT, 2021, S. 35)

5.5 Rechnerische Herleitung von Bindegewebseiweill und BEFFE

Um die letzten beiden Parameter der Fragestellung, das (kollagene) Bindegewebseiweill und das
BEFFE, zu bestimmen, wurden die aus den Versuchen ermittelten bzw. errechneten Ergebnisse iiber-
tragen und die folgenden zwei Formeln, geméal3 der Erklérung im theoretischen Hintergrund, verwen-

det:

1. Bindegewebseiweils = 8 - Hydroxyprolingehalt der Probe (alle Angaben in Prozent)

Formel 6: Formel zur Berechnung des Bindegewebseiweifsigehaltes in %

aus Matissek & Fischer, 2021, S. 467

2. BEFFE = Gesamteiweifl — Bindegewebseiweil} (alle Angaben in Prozent)
Formel 7: Vereinfachte Formel zur Berechnung des BEFFE-Gehaltes in %

aus Matissek & Fischer, 2021, S. 467

5.6 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Die vorliegenden Ergebnisse wurden vorrangig deskriptiv ausgewertet. Zu den Kennzahlen zéhlen
der arithmetische Mittelwert (X), der Median, die Standardabweichung und die Spannweite (Range)
sowie Maximum und Minimum. Zur Ermittlung potenzieller Indizien fiir den Vergleich zwischen
Referenz- und Sattelschwein-Proben und auch innerhalb der Sattelschwein-Kohorte wurden fiir je-
den Parameter ein Boxplot-Diagramm erstellt und die 95 %-Konfidenzintervalle berechnet. Zur Er-
mittlung der Konfidenzintervalle wurde angenommen, dass es sich um eine ndherungsweise normal-

verteilte GroBe handelt. Verwendet wurde fiir alle Auswertungen die Software Microsoft Excel.

6 Ergebnisse

Im folgenden Kapitel werden die Ergebnisse der durchgefiihrten Laborexperimente samt Auswer-
tungen présentiert und in Bezug auf Lagemal3e der zentralen Tendenz sowie Streuungsmale analy-
siert. Gemdl der Forschungsfrage wird dabei zwischen dem Gehalt an Hydroxyprolin, Rohprotein,
Bindegewebseiweil und BEFFE differenziert. Die Parameter Hydroxyprolin und Rohprotein wur-

den, wie im Methodik-Teil beschrieben, experimentell bestimmt, die anderen beiden GroBen
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rechnerisch aus diesen hergeleitet. Alle Ergebnisse wurden in Boxplot-Diagrammen dargestellt und
die 95 %-Konfidenzintervalle berechnet, um zu {iberpriifen, inwiefern es Indizien fiir Auffilligkeiten
innerhalb der Sattelschwein-Kohorte und im Vergleich zu gekauftem Fleisch gibt. Letzteres ist in
allen Ergebnistabellen dunkelgrau hinterlegt aufgefiihrt und nicht in der Berechnung der Lage- und

Streuungsmale inbegriffen.

6.1 Hydroxyprolingehalt

Die folgende Tabelle stellt die Ergebnisse der photometrischen Hydroxyprolin-Bestimmung in Pro-
zent dar. Bei den angegebenen Werten handelt es sich jeweils um den arithmetischen Mittelwert
einer Mehrfachbestimmung. Aufgefiihrt werden sowohl die Ergebnisse der Sattelschwein-Proben als
auch die des gekauften Fleischs. Eine vollstindige Auflistung aller (Zwischen-)Ergebnisse ist im
Anhang Teil F aufgefiihrt.

Tabelle 5: Tabellarische Darstellung der experimentell bestimmten Hydroxyprolingehalte in % fiir das Sattelschweinfleisch
und die gekauften Proben sortiert nach Probenummern

Probennummer Hydroxyprolin in % Probennummer Hydroxyprolin in %
PVC 005 Schl. 22 0,02132 PVC 057 Schl. 26 0,02067
PVC 006 Schl. 27 0,01818 PVC 058 Schl. 27 0,01748
PVC 014 Schl. 25 0,01662 PVC 059 Schl. 25 0,01375
PVC 019 Schl. 26 0,01480 PVC 060 Schl. 19 0,01742
PVC 020 Schl. 25 0,01572 PVC 061 Schl. 24 0,02452
PVC 021 Schl. 22 0,02606 PVC 062 Schl. 22 0,01974
PVC 022 Schl. 23 0,02275 PVC 063 Schl. 24 0,01826
PVC 043 Schl. 25 0,01597 PVC 064 Schl. 20 0,02042
PVC 045 Schl. 21 0,01469 PVC 065 Schl. 18 0,02451
PVC 046 Schl. 24 0,02129 PVC 066 Schl. 20 0,01854
PVC 047 Schl. 24 0,01610 x 0,01960
PVC 048 Schl. 26 0,01723 KS1 0,01348
PVC 049 Schl. 23 0,02081 KS2 0,01775
PVC 050 Schl. 17 0,01718 Biol 0,02155
PVC 052 Schl. 23 0,01400 Bio2 0,02094
PVC 055 Schl. 23 0,01731 MGS1 0,01288
PCV 056 Schl. 21 0,04382 MGS2 0,01649
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Alle Ergebnisse wurden aufgrund der geringen Gehalte auf fiinf Nachkommastellen gerundet. Fiir
die Sattelschwein-Kohorte ergaben sich folgende Kennzahlen: Das arithmetische Mittel betrégt
0,01960 % und der Median 0,01818 %. Der hochste Gehalt wurde gemessen in Probenummer PVC
056 mit 0,04382 % Hydroxyprolin, der geringste in Probennummer PVC 059 mit 0,01375 %. Die
Spannweite der Ergebnisse liegt demnach bei 0,03007 %. Des Weiteren betragt die Standardabwei-
chung 0,00585 %.

Das folgende Boxplot-Diagramm ermdéglicht einen ersten Einblick in die Einordnung der Ergebnisse
und liefert ggfs. Indizien fiir den Vergleich zu den gekauften Referenzproben. Links abgebildet ist

die reine Sattelschwein-Kohorte, rechts die gemischte Kohorte (jeweils in Prozent).

0,05

056
0,045 > 0%

0,04
0,035
0,03

0,025

0,02 X X

0,015 —— [

0,01

Hydroxyprolin-Gehalt in %

0,005

I:l Sattelschwein-Proben |:| Sattelschwein-Proben inkl. gekaufter Proben

Abbildung 4: Boxplot-Diagramm fiir den Hydroxyprolingehalt in % der Sattelschwein-Proben (links) und der Kohorte aus
Sattelschwein-Proben und gekaufien Proben (rechts)

Die folgende Tabelle zeigt zur konkreten Gegeniiberstellung die Kennzahlen aus dem Boxplot-Dia-
gramm fiir die Sattelschwein- und die gemischte Kohorte. Zu den Kennzahlen zéhlen u.a. die erste
und die dritte Quartilsgrenze (Q1 bzw. Q3), der Interquartilsabstand (IQA) sowie die obere und die

untere Ausreiflergrenze (OA bzw. UA).

Tabelle 6. Auflistung der Kennzahlen aus dem Boxplot-Diagramm fiir den Hydroxyprolingehalt

Kennzahl Sattelschwein-Kohorte in % Gemischte Kohorte in %
Arithmetisches Mittel 0,01960 0,01916
Median 0,01818 0,01775
Maximum 0,04382 0,04382
Minimum 0,01375 0,01288
Q1 0,01636 0,01610
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Q3 0,02105 0,02094
IQA 0,00469 0,00484
1,5-facher IQA 0,00704 0,00726
OA 0,02809 0,02820
UA 0,00933 0,00884

errechnet nach Bortz & Schuster, 2016, S. 44-45

Im Falle beider Kohorten ist lediglich die Probe PVC 056 ein oberer Ausreilerpunkt. Der Rest der

Proben befindet sich jeweils innerhalb des durch Q1 und Q3 aufgespannten Bereichs.

Zur Identifikation weiterer Indizien {iber die Einordnung der Kohorten wurden die 95 % - Konfiden-
zintervalle berechnet. In beiden Féllen wurden die gerundeten Ergebnisse verwendet. Aufgrund der
geringen Stichprobengrofie ldsst sich keine (asymptotische) Normalverteilung unterstellen, so dass

es sich nur um ein néherungsweises Konfidenzintervall handelt:

Formel fiir die Berechnung des 95 % - Konfidenzintervalls (KI):

Kl=% +z i X = arithmetischer Mittelwert
ﬁ z = z-Wert fiir das Konfidenzniveau (hier: 1,96)
Formel 8: Formel zur Berechnung des 95 % - Kon- s = Standardabweichung

fidenzintervalls n = Stichprobengrofe

aus Grabinger, 2018, S. 412-413

95 % - KI der Sattelschwein-Kohorte: 95 % - KI der gemischten Kohorte:
KI =0,01960 + 1,96 0.00585 KI =0,01916 + 1,96 000554
’ —_— ) m ) — 7 m
[0,01739; 0,02181 ] [0,01727; 0,02105]

nach Grabinger, 2018, S. 412-413

Im Falle des linken Konfidenzintervalls fallen die Probennummern PVC 014, 019, 020, 021, 022,
043, 045, 047, 048, 050, 052, 0,55, 056, 059, 061, 065 und die Referenzproben KS1, MGS1 und
MGS?2 nicht in das Intervall, fiir das rechte PVC 005, 014, 019, 020, 021, 022, 043, 045, 046047,
048, 050, 052, 056, 059, 061, 065 sowie Biol, KS1, MGS1 und MGS2.

6.2 Rohproteingehalt

GemiB der Zielstellung wurde neben dem Hydroxyprolingehalt auch der Rohproteingehalt experi-
mentell bestimmt. Folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse angegeben in Prozent. Auch hier handelt
es sich um den Mittelwert einer Doppelbestimmung fiir die Sattelschwein- und die gemischte Ko-

horte. Im Anhang Teil E ist eine vollstandige Ergebnistabelle aufgefiihrt.
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Tabelle 7: Tabellarische Darstellung der experimentell bestimmten Rohproteingehalte in % fiir das Sattelschweinfleisch
und die gekauften Proben sortiert nach Probenummern

Probennummer Rohproteingehalt in % Probennummer Rohproteingehalt in %
PVC 005 Schl. 22 25,53 PVC 057 Schl. 26 25,57
PVC 006 Schl. 27 25,10 PVC 058 Schl. 27 25,49
PVC 014 Schl. 25 26,78 PVC 059 Schl. 25 26,29
PVC 019 Schl. 26 25,87 PVC 060 Schl. 19 26,08
PVC 020 Schl. 25 24,98 PVC 061 Schl. 24 22,74
PVC 021 Schl. 22 26,57 PVC 062 Schl. 22 26,98
PVC 022 Schl. 23 25,82 PVC 063 Schl. 24 26,74
PVC 043 Schl. 25 28,43 PVC 064 Schl. 20 23,40
PVC 045 Schl. 21 25,55 PVC 065 Schl. 18 22,47
PVC 046 Schl. 24 27,21 PVC 066 Schl. 20 26,53
PVC 047 Schl. 24 26,67 x 25,96
PVC 048 Schl. 26 26,87 KS1 25,18
PVC 049 Schl. 23 26,44 KS2 25,57
PVC 050 Schl. 17 25,59 Biol 24,19
PVC 052 Schl. 23 27,07 Bio2 22,48
PVC 055 Schl. 23 26,26 MGS1 25,25
PCV 056 Schl. 21 27,77 MGS2 25,97

Alle vorliegenden Werte wurden auf zwei Nachkommastellen gerundet. Fiir die Sattelschwein-Pro-
ben wurden folgende deskriptive KenngroBen ermittelt: Der arithmetische Mittelwert betrigt 25,96
% und der Median 26,26 %. Der geringste Gehalt wurde dabei bestimmt in Probe PVC 065 mit 22,47
% und der hochste Gehalt mit 28,43 % in Probe PVC 043. Die Range betrigt daher 5,96 %. Die
Standardabweichung ergab zudem 1,37 %.

Folgendes Boxplot-Diagramm gibt einen visuellen Einblick in die Verteilung der Rohproteingehalte

innerhalb der Kohorte der Sattelschwein-Proben (links) im Kontrast zu der Kohorte aus Sattel-

schwein-Proben und den gekauften Proben (rechts) in Prozent:

29



30

29
28

&

S 27

™

£ 26 X

= X

= 1

Q

o

T 24

° o— 064 1

§ 23 g\—061 Bi02\(061
22 065 065
21
20

I:l Sattelschwein-Proben I:I Sattelschwein-Proben inkl. gekaufter Proben

Abbildung 5: Boxplot-Diagramm fiir den Rohproteingehalt in % der Sattelschwein-Proben (links) und der Kohorte aus
Sattelschwein-Proben und gekaufien Proben (rechts)

Die nun aufgefiihrte Tabelle stellt die einzelnen Kennzahlen aus dem Boxplot noch einmal detailliert

und gegeniibergestellt dar:

Tabelle 8: Auflistung der Kennzahlen aus dem Boxplot-Diagramm fiir den Rohproteingehalt

Kennzahl Sattelschwein-Proben in % Gemischte Kohorte in %
Arithmetisches Mittel 25,96 25,74
Median 26,26 25,87
Maximum 28,43 28,43
Minimum 22,47 22,47
Q1 25,54 25,25
Q3 26,76 26,67
IQA 1,22 1,42
1,5-facher IQA 1,83 2,13
OA 28,59 28,80
UA 23,71 23,12

errechnet nach Bortz & Schuster, 2016, S. 44-45

Die berechneten Ausreillergrenzen fiir die Sattelschwein-Kohorte wiirden die Proben PVC 061, 064
und 065 zu unteren Ausreiflerpunkten machen, ebenso die gekaufte Probe Bio 2. Im Falle der ge-

mischten Kohorte wéren die Proben 061, 065 und Bio2 untere Ausreilerpunkte.
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Um auch hier weitere Indizien iiber die Sattelschwein- und die gemischte Kohorte zu erhalten, wur-
den nach dem gleichen Prinzip die 95 % - Konfidenzintervalle berechnet. Auch hier liegt keine Nor-

malverteilung vor und es wurde mit den gerundeten Ergebnissen gerechnet.

95 % - KI der Sattelschwein-Kohorte: 95 % - KI der gemischten Kohorte:
KI =2596 + 1,96 L37 KI =2574+ 1,96 LAl
’ —_ ) m - ’ - ) \/ﬁ
[ 25,44 ;26,48 ] [ 25,26;26,22 ]

nach Grabinger, 2018, S. 412-413

Im Falle des linken Konfidenzintervalls fallen somit die Probennummern PVC 006, 014, 020, 021,
043, 046, 047, 048 052, 056, 061, 062, 063, 064, 065, 066 und die Referenzproben Biol, Bio2, KS1
und MGSI nicht in das Konfidenzintervall, fiir das rechte PVC 006, 014, 020, 021, 043, 046, 047,
048, 049, 052, 055, 056, 059, 061, 062, 063, 064, 065, 066 und Biol, Bio2, KS1 und MGS1.

6.3 Bindegewebseiweil3gehalt

Mittels der zuvor bereits aufgefiihrten Ergebnisse der Hydroxyprolin-Bestimmung wurden anschlie-
Bend die Bindegewebseiweilgehalte berechnet. Diese sind in folgender Tabelle aufgefiihrt. Auch

hier wurden stets die gerundeten Ergebnisse zur weiteren Auswertung verwendet.

Tabelle 9: Tabellarische Darstellung der aus den Hydroxyprolingehalten berechnete Bindegewebseiweifsgehalt in % fiir
das Sattelschweinfleisch und die gekauften Proben sortiert nach Probenummern

Probennummer Bindegewebseiweif} in % Probennummer Bindegewebseiweif} in %
PVC 005 Schl. 22 0,171 PVC 057 Schl. 26 0,165
PVC 006 Schl. 27 0,145 PVC 058 Schl. 27 0,140
PVC 014 Schl. 25 0,133 PVC 059 Schl. 25 0,110
PVC 019 Schl. 26 0,118 PVC 060 Schl. 19 0,139
PVC 020 Schl. 25 0,126 PVC 061 Schl. 24 0,196
PVC 021 Schl. 22 0,208 PVC 062 Schl. 22 0,158
PVC 022 Schl. 23 0,182 PVC 063 Schl. 24 0,146
PVC 043 Schl. 25 0,128 PVC 064 Schl. 20 0,163
PVC 045 Schl. 21 0,118 PVC 065 Schl. 18 0,196
PVC 046 Schl. 24 0,170 PVC 066 Schl. 20 0,148
PVC 047 Schl. 24 0,129 x 0,157
PVC 048 Schl. 26 0,138 KS1 0,108
PVC 049 Schl. 23 0,167 KS2 0,142
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PVC 050 Schl. 17 0,137 Biol 0,172

PVC 052 Schl. 23 0,112 Bio2 0,167
PVC 055 Schl. 23 0,139 MGS1 0,103
PCV 056 Schl. 21 0,351 MGS2 0,132

Die hier dargestellten Ergebnisse wurden auf drei Nachkommastellen gerundet. Der arithmetische
Mittelwert des BindegewebseiweiB3gehaltes fiir die Sattelschwein-Kohorte betrdgt 0,157 % und der
Median 0,145 %. Die Standardabweichung liegt bei 0,047 %. Aus dem Maximum von 0,351 % (PVC
056) und dem Minimum 0,110 % (PVC 059) ergibt sich eine Spannweite von insgesamt 0,241 %.

Folgendes Boxplot zeigt die visuelle Verteilung des Bindegewebseiweiles der Sattelschwein- (links)

und der gemischten Kohorte (rechts) in Prozent:
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Abbildung 6: Boxplot-Diagramm fiir den Bindegewebseiweifigehalt in % der Sattelschwein-Proben (links) und der Kohorte
aus Sattelschwein-Proben und gekauften Proben (rechts)

Aus diesem Boxplot-Diagramm lie3en sich folgende Kennzahlen ablesen, dargestellt in nachfolgen-

der Tabelle:

Tabelle 10: Auflistung der Kennzahlen aus dem Boxplot-Diagramm fiir den Bindegewebseiweifsgehalt

Kennzahl Sattelschwein-Proben in % Gemischte Kohorte in %
Arithmetisches Mittel 0,157 0,153
Median 0,145 0,142
Maximum 0,351 0,351
Minimum 0,110 0,103
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Q1 0,131 0,129
Q3 0,169 0,167
IQA 0,038 0,038
1,5-facher IQA 0,056 0,057
OA 0,225 0,224
UA 0,075 0,072

errechnet nach Bortz & Schuster, 2016, S. 44-45

Bei beiden Kohorten stellt die Probe PVC 056 mit 0,351 % einen oberen Ausreiflerpunkt dar.

Im Folgenden sind die berechneten 95 % - Konfidenzintervalle dargestellt. Dies erfolgte unter den

bereits aufgefiihrten Voraussetzungen und nach demselben Prinzip:

95 % - KI der Sattelschwein-Kohorte: 95 % - KI der gemischten Kohorte:
KI =0,157 + 1,96 0047 KI =0,153 + 1,96 0044
7 —_— ) m 7 —_— ) m
[0,139; 0,175] [0,137; 0,168]

nach Grabinger, 2018, S. 412-413

Im Falle der Sattelschwein-Kohorte (links) fallen die Probennummern PVC 014, 019, 020, 021, 022,
043, 045, 047, 048, 050, 052, 056, 059, 061, 065 und die Referenzproben MGS2, KS1 und MGS1
nicht in das Konfidenzintervall, fiir die gemischte Kohorte (rechts) PVC 005, 014, 019, 020, 021,
022, 043, 045, 046, 047, 052, 056, 059, 061, 065 und Bio 1, MGS2, KS1 und MGSI.

6.4 BEFFE-Gehalt

Das letzte zu ermittelnde Fleischqualititsmerkmal, das BEFFE, ergibt sich rechnerisch aus den bisher
aufgefiihrten Ergebnissen. Verwendet wurden die gerundeten Ergebnisse aus den oberen Tabellen.
In folgender Tabelle sind die BEFFE-Gehalte in Prozent fiir die Sattelschwein-Proben und die ge-

kauften Referenzwerte dargestellt.

Tabelle 11: Tabellarische Darstellung der aus den Rohprotein- und Hydroxyprolingehalten berechnete BEFFE-Gehalt in
% fiir das Sattelschweinfleisch und die gekauften Proben sortiert nach Probenummern

Probennummer BEFFE in % Probennummer BEFFE in %
PVC 005 Schl. 22 25,36 PVC 057 Schl. 26 25,41
PVC 006 Schl. 27 24,96 PVC 058 Schl. 27 25,35
PVC 014 Schl. 25 26,65 PVC 059 Schl. 25 26,18
PVC 019 Schl. 26 25,75 PVC 060 Schl. 19 25,94
PVC 020 Schl. 25 24,85 PVC 061 Schl. 24 22,54
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PVC 021 Schl. 22 26,36 PVC 062 Schl. 22 26,82
PVC 022 Schl. 23 25,64 PVC 063 Schl. 24 26,59
PVC 043 Schl. 25 28,30 PVC 064 Schl. 20 23,24
PVC 045 Schl. 21 25,43 PVC 065 Schl. 18 22,27
PVC 046 Schl. 24 27,04 PVC 066 Schl. 20 26,38
PVC 047 Schl. 24 26,54 x 25,80
PVC 048 Schl. 26 26,73
PVC 049 Schl. 23 26,27
PVC 050 Schl. 17 25,45
PVC 052 Schl. 23 26,96
PVC 055 Schl. 23 26,12
PCV 056 Schl. 21 27,42

Aus den hier aufgefiihrten Daten, gerundet auf zwei Nachkommastellen, ergaben sich fiir die Sattel-
schwein-Kohorte ein arithmetischer Mittelwert von 25,80 % und ein Median von 26,12 %. Das Ma-
ximum wurde bestimmt in Probe PVC 043 mit 28,30 % und das Minimum in Probe PVC 065 mit
22,27 %. Die Spannweite der Ergebnisse liegt somit bei 6,03 %. Die errechnete Standardabweichung
betrigt auerdem 1,37 %.

Um diesen Sachverhalt in komprimierter Form betrachten zu kénnen, wurde ebenfalls ein entspre-

chendes Boxplot-Diagramm erstellt. Gegeniibergestellt sind die Sattelschwein- (links) und die ge-

mischte Kohorte (rechts) in Prozent:
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Abbildung 7: Boxplot-Diagramm fiir den BEFFE-Gehalt in % der Sattelschwein-Proben (links) und der Kohorte aus Sat-
telschwein-Proben und gekauften Proben (rechts)

Folgende Kennzahlen lassen sich aus dem Boxplot ablesen und sind zur Gegentiberstellung in nach-

folgender Tabelle aufgefiihrt:

Tabelle 12: Auflistung der Kennzahlen aus dem Boxplot-Diagramm fiir den BEFFE-Gehalt

Parameter Sattelschwein-Proben in % Gemischte Kohorte in %
Arithmetisches Mittel 25,80 25,59
Median 26,12 25,75
Maximum 28,30 28,30
Minimum 22,27 22,27
Q1 25,39 25,15
Q3 26,62 26,54
IQA 1,24 1,39
1,5-facher IQA 1,85 2,09
OA 28,47 28,63
UA 23,53 23,07

errechnet nach Bortz & Schuster, 2016, S. 44-45

Fiir die Sattelschwein-Kohorte ergibt dies die unteren Ausreilerpunkte PVC 061, 064 und 065. Bio
2 wire ebenfalls unterhalb der UA. Fiir die gemischte Kohorte ist dies nur der Fall bei den Proben
PVC 061, 065 und Bio2.
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Fiir den BEFFE-Gehalt wurden ebenfalls die 95 % - Konfidenzintervalle berechnet. Auch an dieser
Stelle wird mit den vorherigen gerundeten Kennzahlen weitergerechnet und davon ausgegangen,

dass es sich um eine Normalverteilung handelt:

95 % - KI der Sattelschwein-Kohorte: 95 % - KI der gemischten Kohorte:
KI = 2580+ 1,96 L37 KI =2559+ 1,96 LAl
- ’ - ) m ’ - ) \/ﬁ
[25,28; 26,32] [25,11; 26,07]

nach Grabinger, 2018, S. 412-413

Im Falle des linken Konfidenzintervalls liegen folgende Proben auBlerhalb: PVC 006, 014, 020, 021,
043, 046, 047, 048, 052, 056, 061, 062, 063, 064, 065, 066 und die Referenzproben MGS1, KS1,
Biol und Bio2; fiir das gemischte Konfidenzintervall (rechts): PVC 006, 014, 020, 021, 043, 046,
047, 048, 049, 052, 055, 056, 059, 061, 062, 063, 064, 065, 066 und KS1, Biol und Bio2.

7 Diskussion

Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, alle notwendigen Parameter fiir und inklusive des
Fleischqualitdtsparameters BEFFE experimentell im Rahmen des Projektes der OG PERSA zu be-
stimmen. Zum Erhalt der alten Nutztierschweinerasse soll untersucht werden, inwiefern Sattel-
schweinfleisch im Hinblick auf seine Eiweilzusammensetzung konkurrenzféhig ist. Mittels evidenz-
basierter Parameter und anderen im Projekt untersuchten Aspekten zu Haltung, Futterverwertung
und Ahnlichem konnte daraus dann ggfs. die Schlussfolgerung gezogen werden, dass es durchaus
attraktiv ist, die Rassegruppe des Sattelschweins weiterhin zu férdern und zu erhalten. Im Rahmen
dieser Arbeit geht es vorrangig darum, durch Betrachtung der EiweiBzusammensetzung, die Preis-
findung und die Attraktivitit des Fleisches zu begiinstigen (OG PERSA, 2021, S. 4-8). In den fol-
genden Abschnitten sollen die bereits aufgefiihrten Ergebnisse der experimentellen Bestimmung und
weiteren Auswertung in Kontext und in das Projekt eingeordnet werden. Um v.a. die Methoden und
auch das neue Verfahren nach dem Test-Kit von Sigma-Aldrich kritisch zu reflektieren und deren
Auswirkungen auf die Ergebnisse zu beriicksichtigen, wird zunéchst ein Methoden-Diskussionska-

pitel folgen und anschlieBend auf die Ergebnisse eingegangen.

7.1 Methodendiskussion

7.1.1 Probenvorbereitung und -lagerung

Der Aspekt Probenvorbereitung, hier vorrangig die Homogenisierung des Fleisches, spielt im Rah-
men einer Zusammensetzungsanalyse eine entsprechend entscheidende Rolle. Fleisch bzw. Fleisch-

waren sind inhomogene Substanzen, weshalb eine Probe, die zur Zusammensetzungsanalyse genutzt
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wird und somit die Gesamtmenge reprasentieren soll, moglichst einwandfrei und ordentlich homo-
genisiert sein sollte. Aufgrund verschiedener Einfliisse und Aspekte stellt der Prozess der Homoge-
nisierung somit eine potenzielle, ggfs. maBgebliche Fehlerquelle dar (Schmidhofer, 1966). Bei der
vorliegenden Arbeit wurde das Sattelschweinfleisch bereits im Vorfeld von anderen Projekteilneh-
mern moglichst sorgfiltig vom Auflagefett getrennt und, wie im Methodenteil beschrieben, homo-
genisiert. Es ist nicht auszuschlieBen, dass es hier zu einer nicht ausreichenden oder fehlerhaften
Homogenisierung gekommen ist. Durch etwaiges Erhitzen bei Benutzung der Zerkleinerungsfunk-
tion des Mixers kann es zu einer Teil-Denaturierung der Eiweifle gekommen sein, was die Ergebnisse
beeinflusst hétte. Tatsdchlich wiesen die vorliegenden Proben Unterschiede in Bezug auf Konsistenz
und Farbe auf, was fiir eine nicht einwandfreie Homogenisierung sprechen wiirde. Da sich dies riick-
wirkend nicht mehr aufheben liel, musste von einer ausreichenden Probenvorbereitung ausgegangen
und damit fortgefahren werden. Zur Aufdeckung solcher Fehler wurde, insofern es moglich war, eine
Doppelbestimmung durchgefiihrt (Schmidhofer, 1966). Aufgrund beschrinkter Materialien beim
Hydroxyprolin-Test-Kit wurde jede Probe jedoch nur einmal eingewogen und anschlieBend doppelt

mit den jeweiligen Reagenzien versetzt und photometrisch gemessen.

In Bezug auf die recht lange Lagerung der Proben sei an dieser Stelle ebenfalls noch erwéhnt, dass
die Proben jeweils mehrfach aufgetaut und wieder eingefroren werden mussten. Vor Versuchsbeginn
wurden die Proben rechtzeitig aus dem Tiefkiihlschrank entnommen, um anschliefend in einem
Kiihlschrank aufzutauen. Die Lagerbehiltnisse aus Plastik hatten keinen wieder verschlieSbaren De-
ckel, weshalb die Proben nach der ersten Nutzung nicht mehr luftverschlossen aufbewahrt werden
konnten. Die gesamte Lagerung kann somit durch die haufigen und ggfs. lingeren Kontakte mit z.B.
Sauerstoff zu einer nachteiligen Beeinflussung der Zusammensetzung und somit auch der Ergebnisse

beigetragen haben.

Allgemein lésst sich sagen, dass nicht auszuschlieBen ist, dass die Ergebnisse durch eine nachteilige
Probenvorbereitung und -lagerung ggfs. negativ beeinflusst wurden. Die Lagerung und die ggfs. zu
starke Erhitzung wihrend der Homogenisierung kdnnten die Eiweillgehalte beeinflusst haben. Die
eventuell nicht vollstindige bzw. ausreichende Homogenisierung konnte dazu gefiihrt haben, dass
die Ergebnisse nicht die Gesamtmenge reprasentieren. Bei zukiinftigen, vergleichbaren Arbeiten
oder auch weiteren Untersuchungen fiir das Projekt der OG PERSA sollte daher auf eine noch sorg-
féltigere Vorbereitung, Homogenisierung und Lagerung der Proben geachtet werden, um nachteilige

Beeinflussungen bestmdglich zu verhindern.
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7.1.2 Photometrische Bestimmung von Hydroxyprolin

Das Verfahren der photometrischen Hydroxyprolin-Bestimmung ist zwar nach der ASU ausgewdhlt
worden, wurde aber zur Testung einer neuen Versuchsdurchfiihrung, die einige Vorteile mit sich zu
bringen scheint, gemiB des Test-Kits von Sigma-Aldrich durchgefiihrt. Bei Betrachtung und Diskus-
sion dieser Methode wird differenziert zwischen Aspekten, die an der Durchfithrung des Test-Kits
an sich als kritisch zu betrachten sind, und Parametern, die aufgrund gegebener Umsténde nicht den

Vorgaben des Kits entsprochen haben.

Allgemein lésst sich sagen, dass das Vorgehen nach dem Test-Kit vor allem einen Zeit- und Materi-
alaufwand gegeniiber der ASU-Durchfiihrung hat. Die Hydrolyse nimmt beim Test-Kit drei bzw.
vier Stunden in Anspruch, wéihrend die ASU-Durchfiihrung etwa acht Stunden dauert. Beim ASU-
Vorgehen wird auflerdem eine groBere Bandbreite an Chemikalien benétigt (z.B. Petrolether, Nat-
rium-ethylmercurithiosalicylat oder Citronensédure-Monohydrat). Da auch eine groBlere Probenein-
waage verwendet wird (2 g bei der ASU, 10 mg beim Test-Kit), muss auch eine groflere Menge von
diesen verwendet werden. Statt z.B. 100 puL Salzsdure werden bei der ASU-Anweisung 30 mL Salz-
sdure pro Probe bendtigt. Das Vorgehen nach der ASU wirkt somit allgemein zeit- und materialauf-
wendiger. Beim bendétigten Equipment dhneln sich die beiden Vorgehensweisen (L 06.00-8 ASU;
Sigma-Aldrich, 2021, S. 1-2).

In weiteren, zu betrachtenden Aspekten scheint jedoch die ASU-Durchfiihrung dem Test-Kit {iber-
legen zu sein. Beim Test-Kit soll z.B. mit einer 37 %-igen Salzséure gearbeitet werden, wihrend die
ASU lediglich eine ca. 22 %-ige Konzentration voraussetzt. Dies ist aus arbeitssicherheitstechni-
schen Griinden und auch in Bezug auf den Aufwand (z.B. Reinigung des Abzugs) durchaus relevant.
Vor allem aufgrund des ersten Arguments wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht mit einer Konzent-
ration der Salzsdure von 37 % sondern 32 % gearbeitet. Aufgrund der niedriger als geforderten Kon-
zentration ist nicht auszuschlieBen, dass die Hydrolyse des Fleisches, sprich die Auftrennung der
Aminoséduren-Ketten, nicht vollstindig stattgefunden hat. Dies wiirde bedeuten, dass die Ergebnisse
der Hydroxyprolin- und somit der Bindegewebseiweifl-Bestimmung geringer als in Wahrheit vorlie-
gend ausgefallen sind. Hinzukommend ist auerdem die Tatsache, dass der vorhandene Heizblock
lediglich eine Temperatur von 100° C statt den geforderten 120° C erreichen konnte. Auch dieser
Temperaturunterschied kdnnte zu einer nicht vollstandigen Hydrolyse beigetragen haben. Die nied-
rigen Ergebnisse beider Parameter wiirden dafiirsprechen. Mit einer Erhdhung der Dauer (vier statt
drei Stunden) wurde versucht, dem ggfs. etwas entgegenzuwirken. Allerdings musste ebenfalls von
der vorgegebenen Wellenldnge 558 bzw. 560 nm abgewichen werden, da nur ein Spektrometer mit
einem Filter von 570 nm zur Verfligung stand. Mit dieser Wellenldnge wurden dann sowohl die

Standardkurven gemessen und verrechnet als auch die Proben-Ergebnisse, weshalb es diesbeziiglich
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keinen Unterschied gab. Dennoch muss natiirlich beachtet werden, dass das Absorptionsmaximum
daneben liegen wiirde und somit auch etwas hohere Ergebnisse zu erwarten wiren (L 06.00-8 ASU;
Sigma-Aldrich, 2021, S. 1-2). Da diese Aspekte bereits im Vornherein deutlich und nicht verander-

bar waren, konnten und mussten diese so akzeptiert werden.

An dieser Stelle sei ebenfalls erwéhnt, dass beim Test-Kit mit Mengen im Mikroliter-Bereich pipet-
tiert wird. Es ist daher moglich, dass auch Pipettierschwéchen zu einer Beeinflussung bzw. Abwei-
chung der Ergebnisse beigetragen haben konnten. Dazu zihlen z.B. die Bliaschen-Bildung in und an
der Pipette, die kleinen Einstiilpungen der 96-Well-Platte oder die menschliche Ausfithrung (Sigma-
Aldrich, 2021, S. 2).

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Theorie und das Konzept der photometrischen Hydro-
xyprolin-Bestimmung nach dem Test-Kit von Sigma-Aldrich definitiv seine Vorziige gegeniiber der
herkdmmlichen Durchfiihrung zu haben scheint. Dazu zdhlen u.a. der zeitliche und Materialbezogene
Aufwand. Die Verwendung des Kits fordert jedoch ein besonderes Handling z.B. in Bezug auf das
Pipettieren und den Umgang mit rauchender Salzséure. Es wird aulerdem spezifisches Equipment
voraussetzt, weshalb eine Etablierung im Labor sowohl in Bezug auf das Material als auch das Per-
sonal fiir eine Nutzung unabdingbar wére. Fiir das vorliegende Projekt wire es optimal, eine weitere
Bestimmung des Hydroxyprolingehaltes z.B. nach der ASU durchzufiihren, um die Ergebnisse mit-

einander zu vergleichen.

7.1.3 Kjeldahl-Methode zur Bestimmung des Rohproteingehaltes

Ebenso wie die photometrische Hydroxyprolin-Bestimmung wird auch die Kjeldahl-Methode zur
Ermittlung des Rohproteingehaltes von der ASU als geeignetes Verfahren empfohlen (L 06.00-7
ASU). GemiB der im genutzten Labor verfiligbaren Gerate und Erfahrungswerte wurde das dort gin-
gige Verfahren durchgefiihrt, weshalb es zu Abweichungen im Vergleich zum Verfahren nach der
ASU kommt. Diese Unterschiede sollten jedoch keine nachteiligen Auswirkungen auf die Ergebnisse
der EiweiB-Bestimmung haben. Im Allgemeinen handelt es sich bei der Kjeldahl-Methode um ein in
der Literatur, von der Praxis und ASU bestitigtes, gingiges Verfahren, das zuverldssig den Rohpro-
teingehalt ermittelt (L 06.00-7 ASU; Matissek & Fischer, 2021, S. 478; Technische Universitét Dres-
den, 0.J., S. 12). Dennoch gibt es auch bei dieser Methode Aspekte, die in Bezug auf die Handhab-
barkeit zu beachten sind. Zum Beispiel erfordert sie entsprechendes, spezifisches Equipment (z.B.
die Aufschlussapparatur), welches eine gewisse Einweisung benotigt. Insofern dies vorhanden ist,

lasst sich die Methode zuverldssig und unkompliziert durchfiihren.

39



Zu beriicksichtigen ist jedoch, dass die Methode einen hohen Chemikalien-Verbrauch hat, einige
Stunden in Anspruch nimmt und vor allem in Bezug auf die Schwefelsdure auch nicht ungeféhrlich
ist (HAW Hamburg: Department OT, 2021, S. 32-34). Insbesondere im Rahmen der Titration muss
auch sehr genau gearbeitet werden, da sich der genaue Salzsdureverbrauch und somit auch der Roh-
proteingehalt riickwirkend nicht mehr genau ermitteln lassen, sobald die Losung iibertitriert ist. Eine
weitere fiir die Einordnung der Ergebnisse relevante Abweichung vom Real-Gehalt sind auerdem
die natiirlich enthaltenden Nicht-EiweiB-Stickstoffverbindungen. Sie werden nicht differenziert und

filhren somit ggfs. zu einem vorgetduscht hoheren Eiweilgehalt (Matissek & Fischer, 2021, S. 479).

Zusammenfassend hat diese Methode fiir den in dieser Arbeit zu ermittelnden Parameter ihren Zweck
zuverlassig erfiillt. Da das Verfahren nach der internen Laborordnung bereits iiber Jahre hinweg
durchgefiihrt und bestétigt wurde, gibt es keine konkreten Anhaltspunkte fiir Verbesserung. Es be-
steht allerdings die Moglichkeit, in Zukunft auszuprobieren, ob die innerhalb der Kjeldahl-Methode
aufgeschlossenen Proben auch fiir die Hydroxyprolin-Bestimmung mittels des Kits verwendet wer-

den konnten, um Ressourcen zu sparen.

7.2 Ergebnisdiskussion

7.2.1 Hydroxyprolin- und Bindegewebseiwei3gehalt

Aufgrund der Zusammengehdrigkeit der Parameter werden der Hydroxyprolin- und Bindegewebsei-
weiBigehalt im folgenden Kapitel gemeinsam betrachtet. Die experimentell bestimmten Ergebnisse
beider Parameter lassen sich im Allgemeinen als gering, innerhalb der Charge bis auf einen Ausreifer
(PVC 056) jedoch als konsistent einordnen. Je nach Quelle gibt die Literatur einen Bindegewebsei-
weilgehalt (zusammen mit den Mitochondrienproteinen) von ca. 3 % an der Gesamtzusammenset-
zung vor (Rimbach et al., 2010, S. §83). Bei der Annahme von 3 % reinem Bindegewebseiweill wiirde
dies rechnerisch einem Hydroxyprolingehalt von 0,375 % entsprechen. In der ASU aufgefiihrte Ring-
versuche haben fiir verschiedenste Fleischpartien geringere Gehalte zwischen 0,0913 und 0,3024 %
Hydroxyprolin bzw. rechnerisch 0,7304 und 2,4192 % Bindegewebseiweill ergeben (L 06.00-8
ASU). In beiden Fillen liegen die Werte deutlich iiber dem Mittelwert der hier betrachteten Sattel-
schweinproben mit 0,01960 % Hydroxyprolin bzw. 0,157 % Bindegewebseiwei3. Da der eine Lite-
raturwert den Durchschnitt und der andere den Gehalt von anderen Fleischpartien und ggfs. anderen
-sorten reprasentiert, sollte nicht automatisch von einer fehlerhaften Bestimmung ausgegangen wer-
den. Die Literaturlage zu Bindegewebseiweil} allgemein und vor allem fiir Koteletts oder vergleich-

bare Fleischpartien alter Haustierschweinrassen ist nicht ausgeprégt und aktuell.

Eine weitere experimentelle Arbeit hat mittels Nahinfrarotspektroskopie u.a. ebenfalls den Bindege-

webseiweilgehalt bei verschiedenen Fleischpartien des Schweins (Speck, Bauch, stark
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bindegewebshaltige Partien, ausgeloste Schulter) bestimmt. Es wurden tatsdchlich ebenfalls gerin-
gere Bindegewebseiweilgehalte von z.B. 0,13 % ermittelt, was sich groBentechnisch gut mit den hier
ermittelten Werten vergleichen liee. Aufgrund der abweichenden Methode und Fleischpartien ist
der Vergleich eingeschrénkt, zeigt aber auf, dass auch andere Arbeiten verhiltnisméBig geringe Bin-
degewebs- bzw. Hydroxyprolingehalte bestimmt haben. Die angesprochene Arbeit hat allerdings im
Rahmen einer nasschemischen Untersuchung auch noch hohere Gehalte fiir die selbigen Parameter
bestimmen konnen und diese Methode aufgrund ihrer héheren Genauigkeit auch empfohlen (Ho-
henester, 2006, S. 86, 133, 137-140). Es ist somit nicht auszuschlieen, dass die hier verwendete
Methode tatséchlich nicht den wahren, sondern einen geringeren Gehalt an Hydroxyprolin ermittelt
haben konnte, ebenso, wie es in der zitierten Arbeit der Fall war. Hinzu kommen schlie8lich die in
der Methodendiskussion angesprochenen Aspekte, die zu einer Herabsetzung der Ergebnisse gefiihrt
haben konnten. Dennoch sollte nicht missachtet werden, dass das hier betrachtete Kotelett als
Fleischpartie, welches definiert ist, als entnommenes Element aus der riickseitigen Stamm-Musku-
latur des Schweins, ein Bindegewebseiweil-drmeres Teilstiick darstellt und niedrigere Ergebnisse
somit auch zu erwarten waren (2.1.1.4 LFFE). Die lésst sich, wie im theoretischen Hintergrund er-
lautert, dadurch erkldren, dass BEFFE vorrangig im Muskelfleisch vorkommt. Wenn nun ein ver-
gleichsweise muskelfleischreiches Fleischstiick betrachtet wird, muss folglich der Bindegewebsei-
weiBigehalt gering(er) sein (Lobitz et al., 2015, S. 48; Rimbach et al., 2010, S. 84). Die Ergebnisse
sind daher als gering einzustufen, sollten aber der Logik entsprechend auch nicht verhéltnisméaBig

hoch sein.

Unabhéngig von der Einordnung der Werte lésst sich zusétzlich erwdhnen, dass die statistische Be-
trachtung der Ergebnisse beider Parameter indiziert, dass die Einbeziehung der gekauften Fleisch-
Proben keine wirklichen Verédnderungen der statistischen Kennzahlen, der Boxplots oder auch der
Konfidenzintervalle zu bewirken scheint. Die Boxen weisen in beiden Féllen z.B. eine éhnliche
Breite und gering voneinander abweichende Mittel- und Median-Werte auf. Bei den Konfidenzinter-
vallen unterscheiden sich die Grenzen erst ab den hinteren Nachkommastellen. An dieser Stelle ist
allerdings zu erwéhnen, dass die Konfidenzintervalle unter Annahme einer Normalverteilung errech-
net worden sind. Die Tatsache, dass aber so viele Werte aus den Konfidenzintervallen ausgeschlos-
sen werden mussten, zeigt auf, dass es sich in der Tat um keine Normalverteilung handeln und die
Interpretation der Konfidenzintervalle daher nur schwache Indizien und Erkenntnisse liefern kann.
Dennoch ldsst sich vorsichtig formuliert zusammenfassen, dass impliziert ist, dass die Werte von
herkémmlich gekauftem und denen von Sattelschweinfleisch so nah beieinander liegen, dass bei
Einbeziehung aller hier vorliegenden Ergebnisse keine massive Differenz im Vergleich zur Betrach-
tung von nur den Sattelschweinproben zu verzeichnen ist. Es kann also geschlussfolgert werden, dass
es keinen massiven Unterschied zwischen dem Sattelschweinfleisch und den gekauften Proben in

Bezug auf den Parameter Hydroxyprolin- bzw. Bindegewebseiweillgehalt zu geben scheint, da die
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Miteinbeziehung der gekauften Werte, weder eine wesentliche Herabsetzung noch eine Erh6hung
der statistischen Kennzahlen bewirkt. Diese Aussagen lielen sich bei einer groBeren Stichprobe von
gekauftem Fleisch, wenn dies die gleichen Ergebnisse aufzeigen wiirde, noch verstirken und einen

sauberen statistischen Vergleich der beiden Teilstichproben ermdglichen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die hier bestimmten Ergebnisse fiir den Hydroxyprolin- und
Bindegewebseiweilgehalt zwar mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht vollkommen der Realitét ent-
sprechen, aber einen ersten Richtwert und einen Vergleich zu herkdmmlich gekauftem Schweine-
fleisch darstellen. Es handelt sich um niedrige Gehalte, die in Hinblick auf das Projekt und dessen
Bezug zur Thematik Fleischqualitét von Sattelschweinfleisch als positiv einzuordnen sind, da wenig
des qualitdtsairmeren Bestandteils Bindegewebe vorhanden zu sein scheint (Lobitz et al., 2015, S. 48;

Rimbach et al., 2010, S. 84).

7.2.2 Rohproteingehalt

Die Ergebnisse der nach Kjeldahl bestimmten Rohproteingehalte fiir das Sattelschweinfleisch sind
allgemein als hoch einzustufen. Die Literatur gibt je nach Quelle einen durchschnittlichen Gehalt
von ca. 20 % Eiweil} an. Je nach betrachteter Fleischpartie und -sorte schwankt dieser Gehalt, sodass
z.B. ein Kotelett durchschnittlich ca. 21,6 % Eiweil} enthélt (Rimbach et al., 2010, S. 82-83). Der
hier bestimmte Mittelwert der Sattelschweinproben betrigt sogar 25,96 % Gesamteiweill und liegt
somit noch einmal vier bzw. fiinf Prozentpunkte {iber den angegebenen Literaturwerten. Die gekauf-
ten Referenzproben lagen groBtenteils ebenfalls dariiber. Wie in der Diskussion zur hier verwendeten
Methode beschrieben, gab es neben den Aspekten der eventuell unreinen Homogenisierung, die be-
wirken wiirde, dass die Probe eine nicht einwandfreie Stichprobe der Gesamtheit darstellen konnte,
und der Nicht-Eiwei3-Stickstoffverbindungen, keinen Aspekt an der Kjeldahl-Methode, der die Er-
gebnisse drastisch beeinflusst haben diirfte (Matissek & Fischer, 2021, S. 479; Schmidhofer, 1966).
Es ist somit davon auszugehen, dass die Werte die Realitédt gut wiedergeben sollten und die Sattel-
schweinproben somit liber hohe Rohproteingehalte verfligen diirften. Da die entnommene Fleisch-
partie aufgrund ihres Muskelgehaltes und der Abtrennung des Auflagefettes auch eiweiflreich sein
sollte, ergeben die hier bestimmten Gehalte Sinn (2.1.1.4 LFFE; Lobitz et al., 2015, S. 48, 66; Rim-
bach et al., 2010, S. 84).

Die statistische Auswertung hat in diesem Falle auBBerdem ergeben, dass die Einbeziechung der ge-
kauften Proben groBlere Auswirkungen zu haben scheint als bei Betrachtung der vorherigen Parame-
ter. Das Boxplot-Diagramm zeigt bei der gemischten Kohorte z.B. eine etwas nach unten versetzte
Box mit langeren Antennen. Auch der Median und der Mittelwert liegen unter den Ergebnissen der
reinen Sattelschwein-Kohorte. Dies impliziert, dass die Einbeziehung der gekauften Werte eine Her-

absetzung der Kennzahlen fiir den Rohproteingehalt hervorruft bzw. eine groere Streuung der Werte
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vorliegt. Das Konfidenzintervall ist ebenfalls etwas nach unten verschoben, wobei auch an dieser
Stelle wieder nur vorsichtige Schliisse gezogen werden sollten. Dennoch ist leicht indiziert, dass die
die gekauften Proben die Kennzahlen nach unten verschieben und daher geschlussfolgert werden
konnte, dass das Sattelschweinfleisch gemél dieser Untersuchung mehr Rohprotein aufweist. Dies
konnte im Rahmen des Projektes ein attraktives Argument darstellen. Nicht zu vernachlissigen ist
jedoch, dass die Stichprobengrofe der gekauften Proben zu klein und in ihrer Zusammensetzung

auch inhomogen ist, da Fleisch unterschiedlicher Haltungsstufen verwendet wurde.

Es lésst sich zusammenfassend sagen, dass die Rohproteingehalte als hoch und somit generell als
positiv einzuordnen sind. Es sollte nach wie vor jedoch beriicksichtigt werden, dass das tatsdchliche
Fleischqualititskriterium in diesem Kontext der BEFFE-Gehalt ist, da er nur die hochwertigeren Be-
standteile beriicksichtigt (Lobitz et al., 2015, S. 48; Rimbach et al., 2010, S. 84). Dessen Betrachtung

erfolgt daher im néchsten Kapitel.

7.2.3 BEFFE-Gehalt

Da die Ergebnisse fiir den Rohprotein- und Bindegewebseiwei3gehalt hohe bzw. niedrige Gehalte
ergeben haben, fiihrt dies in der Differenz zu hohen, als positiv einzustufenden BEFFE-Gehalten.
Der Mittelwert liegt bei den Sattelschweinproben bei 25,80 %. Durchschnittlich und fiir ein Kotelett
werden in der Literatur Werte von 20 bzw. 21,6 % fiir den Gesamteiweilgehalt angegeben (Rimbach
et al., 2010, S. 82-83). In der bereits erwéhnten Arbeit sind nach der empfohlenen nasschemischen
Analyse BEFFE-Gehalte zwischen 11,1 und 21,5 % (je nach betrachteter Fleischpartie) bestimmt
worden (Hohenester, 2006, S. 139-140). Die Literaturangaben liegen somit unter den hier ermittelten
Werten. Bei Einordnung der Ergebnisse ist jedoch nach wie vor nicht zu vernachléssigen, dass die
Genauigkeit der BEFFE-Bestimmung auch von der Ermittlung des Hydroxyprolingehaltes abhéngt
(Benger et al., 1969). Fiir den Fall, dass die tatsdchlichen BindegewebseiweiB3gehalte also doch hoher
sind als bestimmt (z.B. ca. 3 %), wiirde dies den Endwert der BEFFE-Gehalte entsprechend herab-
setzen. Abgeleitet aus dem Mittelwert von 25,80 % wiirde sich so theoretisch ein Gehalt von ca.
22,80 % ergeben. Der in der Literatur angegebene durchschnittliche Gesamtgehalt an Eiweil3 liegt
weiterhin darunter. In der Literatur liegen jedoch keine konkreten Referenzwerte fiir den BEFFE-
Gehalt von Koteletts allgemein oder auch von einer vergleichbaren alten Rassegruppe wie dem Sat-
telschwein vor. GemaB der hier betrachteten muskelfleischreichen Fleischpartie und den vorherigen

Erléuterungen sind hohe Gehalte aber zu erwarten gewesen.

Aus den Erkenntnissen der vorherigen Parameter und der statistischen Auswertung der BEFFE-Ge-
halte lassen sich aulerdem folgende Schliisse ziehen. Da die Rohproteinbestimmung hohe Gehalte
ergeben hat und es teilweise sogar Indizien dafiir gibt, dass sie iiber denen des gekauften Fleisches

liegen, wahrend die BindegewebseiweiB3gehalte eher niedrig und zwischen den Gruppen recht
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dhnlich sind, ergibt dies im Allgemeinen das Bild, dass die BEFFE-Gehalte beim Sattelschwein-
fleisch gemél der statistischen Kennzahlen aus der reinen Kohorte tendenziell etwas hoher als die
des herkdmmlich gekauften Fleisches zu sein scheinen. Die Box inklusiver ihrer Antennen und somit
auch Median und Mittelwert sind etwas herabgesetzt im Vergleich zum Boxplot der Sattelschwein-

Kohorte. Ebenso sind auch die Grenzen des Konfidenzintervalls niedriger.

AbschlieBend ldsst sich daher sagen, dass die Bestimmung des Parameters BEFFE fiir Sattelschwein-
fleisch hohe Gehalte ergeben hat, die fiir eine hohe bzw. mindestens vergleichbare Qualitit des

Fleischs aus dieser Perspektive sprechen.

7.3 Leistung und Beitrag der Arbeit
Die vorliegende Arbeit hat geméal der Fragestellung und dem eingegliederten Projekt der OG PERSA

die Parameter der Eiweilzusammensetzung fiir das Sattelschwein ermittelt. Auch wenn es in der
Realitit eventuelle Abweichungen gibt, stellen die Werte eine erste Referenz fiir den Gehalt an Hyd-
roxyprolin, Rohprotein, Bindegewebseiweil und BEFFE fiir die alte Haustierschweinrasse, fiir die
es bis jetzt noch keine verfligbaren Daten gab, dar. Die vorliegenden Werte sind in Hinblick auf ihre
Bedeutung fiir die Fleischqualitdt als positiv einzuordnen, da verglichen mit Literaturwerten hohe
bzw. niedrige Gehalte festgestellt worden sind. Die vorliegende Arbeit kann unter Beriicksichtigung
der bestehenden Limitationen einen Beitrag geleistet haben, der aufzeigt, dass die Fleischqualitit des
Sattelschweinfleisches aus der Perspektive der Eiweilzusammensetzung mindestens mit der von her-
kémmlichem Fleisch mithalten kann. Wie im theoretischen Hintergrund bereits erwéhnt, stellt ein
hoher Magerfleischanteil, der ja indirekt durch das BEFFE wiedergegeben wird, eine der vom Ver-
braucher gewliinschten Anforderungen an Fleisch dar (Bussemas & Widmaier, 2011, S. 109; Litt-
mann et al., 2006, S. 150). Die Ergebnisse dieser Arbeit konnten somit aufzeigen, dass das hier un-
tersuchte Sattelschweinfleisch diese Anforderungen zu erfiillen scheint. In der Frage um eine geeig-
nete Preisfindung konnten durch diese Arbeit erste Anhaltspunkte geleistet worden sein. Selbstver-
standlich bedarf es dafiir noch der Betrachtung anderer Fleischqualitdtsparameter und Aspekte, die
die weiteren Charakteristiken der Sattelschweine anbelangt. Dem wird in gesonderten Projektstrin-

gen nachgegangen (OG PERSA, 2021, S. 2-13).

Zukiinftige oder verwandte Arbeiten konnten beispielweise eine erneute Bestimmung des Bindege-
webseiweiBgehaltes (mittels eines anderen Verfahrens) durchfiihren oder eine grof3ere, einheitlichere
Stichprobe an extern gekauftem Fleisch untersuchen, sodass eine statistische Einordnung eindeutiger
moglich ist. Weiterfiihrend wére ebenfalls eine Gesamt-Genom-Analyse zur optimalen Einschétzung
der Zucht-Mdglichkeiten unter Berlicksichtigung der hier vorliegenden Analyse der EiweiB3-Zusam-

mensetzung denkbar.
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8 Schlussfolgerung

Leider zéhlt die Rassegruppe der Sattelschweine zu den vor dem Aussterben bedrohten Schweineras-
sen. Dies lésst sich u.a. darauf zuriickfiihren, dass der Rassegruppe im Allgemeinen ein hoher Ver-
fettungsgrad bei gleichzeitig geringem Muskelfleischanteil nachgesagt wird, und es daher immer
weniger attraktiv wurde, Sattelschweine zu ziichten (BLE, 2021, S. 68-72; Niirnberg et al., 2013;
Petig, 2020, S. 2, 4; Schwalm et al., 2015). Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun jedoch aufgezeigt
werden, dass Sattelschweinfleisch in Bezug auf die EiweiBzusammensetzung als positiv einzuord-
nende Gehalte aufweist. Es konnten auBBerdem Indizien gefunden werden, die dafiirsprechen, dass
das Sattelschweinfleisch aus der hier betrachteten Perspektive mit gekauftem Fleisch mindestens als
gleichwertig einzuordnen ist. Zusammen mit den vorliegenden Ergebnissen konnte im Rahmen des
Projektes der OG PERSA so ein erster Beitrag fiir eine neue Preisfindung beim Sattelschweinfleisch
und tibergeordnet auch fiir den Erhalt der Rassegruppe geleistet worden sein. Es wurde weiterhin
aufgezeigt, dass die Bestimmung des Rohproteingehalts nach der Kjeldahl-Methode eine zuverlds-
sige Vorgehensweise zu sein scheint, wihrend die Verwendung des Test-Kits von Sigma-Aldrich
aufgrund verschiedener Aspekte als eher kritisch einzuordnen ist. Es ist nicht auszuschlieBen, dass
zu niedrige Gehalte an Bindegewebseiweill bestimmt wurden und somit etwas niedrigere Werte fiir

das BEFFE zu erwarten wiren.
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Anhang
A: Versuchsanleitung fiir das Hydroxyproline Assay Kit von Sigma-Aldrich

SIGMA-ALDRICH"

Hydroxyproline Assay Kit

Catalog Number MAK008
Storage Temperature 2-8 °C

sigma-aldrich.com

3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA
Tel: (800) 521-8956 (314) 771-5765  Fax: (800) 325-5052 (314) 771-5757
email: techservice@sial.com sigma-aldrich.com

TECHNICAL BULLETIN

Product Description

Hydroxyproline (4-hydroxyproline) is a
non-proteinogenic amino acid formed by the
post-translational hydroxylation of proline.
Hydroxyproline is a major component of collagen,
where it serves to stabilize the helical structure.
Because hydroxyproline is largely restricted to collagen,
the measurement of hydroxylproline levels can be used
as an indicator of collagen content. Conditions that
increase collagen turnover can elevate serum and urine
hydroxyproline levels. Urine and serum hydroxyproline
levels can be used as a marker for bone resorption.

In the Hydroxyproline Assay Kit, hydroxyproline
concentration is determined by the reaction of oxidized
hydroxyproline with 4-(dimethylamino)benzaldehyde
(DMAB), which results in a colorimetric (560 nm)
product, proportional to the hydroxyproline present.
This kit is suitable for hydroxyproline detection in cell
and tissue culture supernatants, urine, plasma, serum,
and other biological samples.

Components
The kit is sufficient for 100 assays in 96-well plates.

Oxidation Buffer 10 mL
Catalog Number MAKOOSA

Chloramine T Concentrate 0.6 mL
Catalog Number MAK008B

Perchloric Acid/lsopropanol Solution 5mL
Catalog Number MAKO08C

DMAB Concentrate in DMSO 5mL
Catalog Number MAKO0O8D

Hydroxyproline Standard, 1 mg/mL 0.1 mL

Catalog Number MAKOOSE

Reagents and Equipment Required but Not
Provided.

96-well flat-bottom plate. It is recommended to use
clear plates for colorimetric assays. Cell culture or
tissue culture treated plates are not recommended.
Spectrophotometric multiwell plate reader
Concentrated (37% or ~12 M) Hydrochloric Acid
(HCI, Catalog Number 320331 or equivalent)
Activated charcoal (Catalog Number 242276 or
97876, or equivalent)

120 °C Heating block

Pipette compatible with concentrated HCI
Centrifugal Evaporator or 60 °C oven
Pressure-tight polypropylene vial

(Catalog Number TMO362800-0020, or equivalent)
Nalgene™ PPCO Low-Profile Caps

(Fisher Scientific Catalog Number 03-390-55, or
equivalent)

Precautions and Disclaimer

For R&D use only. Not for drug, household, or other
uses. Please consult the Safety Data Sheet for
information regarding hazards and safe handling
practices.

Preparation Instructions
Briefly centrifuge vials before opening. To maintain
reagent integrity, avoid repeated freeze/thaw cycles.

Oxidation Buffer: Allow buffer to come to room
temperature before use.

DMAB Concentrate: Warm to room temperature prior
to use. Store protected from light and moisture at
2-8 °C.

Storage/Stability

The kit is shipped on wet ice. Storage at 2-8 °C,
protected from light, is recommended. The reagent
concentrates are stable as supplied.

(Sigma-Aldrich, 2021, S. 1)



Procedure

All samples and standards should be run in duplicate.
Use ultrapure water for the preparation of standards
and samples.

Hydroxyproline Standards for Colorimetric Detection
Dilute 10 uL of the 1 mg/mL Hydroxyproline Standard
Solution with 90 uL of water to prepare a 0.1 mg/mL
standard solution. Add 0, 2, 4, 6, 8, and 10 uL of the
0.1 mg/mL hydroxyproline standard solution into a
96-well plate, generating 0 (blank), 0.2, 0.4, 0.6, 0.8,
and 1.0 pg/well standards.

Sample Preparation

To prepare serum or urine samples, transfer 100 L of
sample to a pressure-tight polypropylene vial with
PTFE-lined cap. Add 100 uL of concentrated
hydrochloric acid (HCI, ~12 M), cap tightly, and
hydrolyze at 120 °C for 3 hours. Add 4 mg of activated
charcoal, mix, and centrifuge at 10,000 x g for

3 minutes. Transfer 10-50 ulL of supernatant to a
96-well plate.

Homogenize 10 mg tissue or cells in 100 pL of water
and transfer to a pressure-tight polypropylene vial with
PTFE-lined cap. Add 100 pL of concentrated
hydrochloric acid (HCI, ~12 M), cap tightly, and
hydrolyze at 120 °C for 3 hours. Mix and centrifuge at
10,000 x g for 3 minutes. Transfer 10-50 pL of
supernatant to a 96-well plate.

Hydrolysis of samples may result in discoloration.

Evaporate all sample wells to dryness under vacuum.
Alternatively, place plates in a 60 °C oven to dry
samples.

For unknown samples, it is suggested to test several
sample dilutions to ensure the readings are within the
linear range of the standard curve.

Note: Endogenous compounds may interfere with the
reaction. To ensure the accurate determination of
hydroxyproline in the test samples, it is recommended
to set up a spiked sample control for each sample.
Spike the control group with 0.4 pg of the
hydroxyproline standard.

Assay

Preparation of Assay Reagents — The following 2 assay
reagents are stable for 2—-3 hours after preparation, and
should be prepared after sample preparation, just prior
to the start of the assay. It is advised to only make as
much reagent as is necessary for the number of
samples and standards to be assayed.

Chloramine T/Oxidation Buffer Mixture — 100 pL is
required for each reaction well. For each well, add
6 uL of Chloramine T Concentrate to 94 uL of
Oxidation Buffer and mix well.

Diluted DMAB Reagent — 100 uL is required for each
reaction well. For each well, add 50 uL of DMAB
Concentrate to 50 uL of Perchloric Acid/Isopropanol
Solution and mix well.

1. Add 100 pL of the Chloramine T/Oxidation Buffer
Mixture to each sample and standard well. Incubate
at room temperature for 5 minutes.

2. Add 100 pL of the Diluted DMAB Reagent to each
sample and standard well, and incubate for
90 minutes at 60 °C.

3. Measure the absorbance at 560 nm (Aseo).

(Sigma-Aldrich, 2021, S. 2)
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Results

Calculations

The background for the assay is the value obtained for
the 0 (blank) hydroxyproline standard. Correct for the
background by subtracting the blank value from all
readings. Background values can be significant and
must be subtracted from all readings.

Use the values obtained from the appropriate
hydroxyproline standards to plot a standard curve. The
amount of hydroxyproline present in the samples may
be determined from the standard curve.

Note: A new standard curve must be set up each time
the assay is run.

Concentration of Hydroxyproline

Sa/Sv=C

Sa = Amount of hydroxyproline in unknown sample (ng)
from standard curve

Sy = Sample volume (uL) added into the wells

C = Concentration of hydroxyproline in sample

Note: For spiked samples, correct for any sample

interference by subtracting the sample reading from the

spiked sample reading.
Sa =

(A560)sample x 0.4 ng

(As60)spiked control — (A560)sample

Sample Calculation

Amount of hydroxyproline (Sa) = 5.84 nug
Sample volume (Sv) = 50 pL
Concentration of hydroxyproline in sample

5.84 ug/50 pL = 0.1168 pg/ulL

(Sigma-Aldrich, 2021, S. 3)
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Troubleshooting Guide

Problem

Possible Cause

Suggested Solution

Cold assay buffer

Assay Buffer must be at room temperature

Omission of step in procedure

Refer and follow Technical Bulletin precisely

Assay not working

Plate reader at incorrect wavelength

Check filter settings of instrument

Type of 96-well plate used

For colorimetric assays, use clear plates

Samples prepared in buffer

Use ultrapure water for sample preparation

Cell/Tissue culture samples were
incompletely homogenized

Repeat the sample homogenization,
increasing the length and extent of
homogenization step.

Samples used after multiple freeze-thaw
cycles

Aliquot and freeze samples if samples will be
used multiple times

Presence of interfering substance in the
sample

If possible, dilute sample further

Samples with erratic
readings

Use of old or inappropriately stored
samples

Use fresh samples and store correctly until
use

Use of improperly stored reagents

Check the storage requirements and store
the components appropriately

Allowing the reagents to sit for extended
times on ice

Prepare fresh reaction mix before use

Incorrect incubation times or temperatures

Refer to Technical Bulletin and verify correct
incubation times and temperatures

Incorrect volumes used

Use calibrated pipettes and aliquot correctly

Use of partially thawed components

Thaw and resuspend all components before
preparing the reaction mix

Pipetting errors in preparation of standards

Avoid pipetting small volumes

Non-linear standard

Air bubbles formed in well

Pipette gently against the wall of the plate
well

curve

Standard stock is at incorrect
concentration

Refer to the standard dilution instructions in
the Technical Bulletin

Calculation errors

Recheck calculations after referring to
Technical Bulletin

Substituting reagents from older kits/lots

Use fresh components from the same kit

Samples measured at incorrect
wavelength

Check the equipment and filter settings

Unanticipated results

Samples contain interfering substances

If possible, dilute sample further

Sample readings above/below the linear
range

Concentrate or dilute samples so readings
are in the linear range

Nalgene is a registered trademark of Thermo Fisher Scientific or its subsidiaries

HM,SS,KVG,GA,LS,MAM 3/21-1

©2021 Sigma-Aldrich Co. LLC. All rights reserved. SIGMA-ALDRICH is a trademark of Sigma-Aldrich Co. LLC, registered in the US and other
countries. Sigma brand products are sold through Sigma-Aldrich, Inc. Purchaser must determine the suitability of the product(s) for their
particular use. Additional terms and conditions may apply. Please see product information on the Sigma-Aldrich website at
www.sigmaaldrich.com and/or on the reverse side of the invoice or packing slip.

(Sigma-Aldrich, 2021, S. 4)
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B: Versuchsanleitung fiir die Kjeldahl-Methode des Lebensmittelchemielabors
der HAW

32
Bestimmung von Gesamteiweil} nach Kjeldahl
Bestimmung von GesamteiweiR nach Kjeldahl
5 Bestimmung des Rohprotein-, bzw. des Milchprotein-Gehaltes
5.1 Grundlagen
In vielen stickstoffhaltigen organischen Verbindungen - also auch in Proteinen - lasst sich der

Stickstoffgehalt nach der Kjeldahl-Methode bestimmen. Hierbei wird der Gesamtstickstoff in
Form von Ammoniak quantitativ bestimmt und durch Umrechnung als Protein angegeben.

Die Bestimmung wird in drei Schritten durchgefihrt:

1. Thermischer Aufschluss einer Probe in Gegenwart von Schwefelsdure und Katalysator
(Kjeldahl - Aufschluss).
2. Freisetzung und Auffangen des Ammoniaks aus dem ammoniumionenhaltigen
Aufschluss mittels alkalischer Wasserdampfdestillation.
3. Quantitative Bestimmung des Ammoniaks durch Titration mit Salzsaure.
5.2 Prinzip

Im ersten Schritt wird die organische, stickstoffhaltige Analysensubstanz mit konzentrierter
Schwefelsdure bei Temperaturen zwischen 360° und 410°C in Gegenwart von geeigneten
Katalysatoren oxidativ aufgeschlossen (mineralisiert); dabei wird Stickstoff quantitativ in
Ammoniumionen uberfihrt.

Im zweiten Schritt wird das nach Zugabe von Lauge freigesetzte Ammoniak mit Hilfe einer
Wasserdampfdestillation in eine borsdurehaltige Vorlage getrieben und im dritten Schritt mit
Salzsdure direkt titriert.

Reaktionsschema:

Aufschluss : R-NHCOR'™ + HS04 —  NH;"+ H,0+CO; + SO,
(unstéchiometrisch!)

NH; freisetzen : NHs* + OH" ——  NH;TM + H0

NH; auffangen : NH3 + H,0 + H3BO3 — NHs' + B(OH)s
Titration : B(OH)s + H30* — 2 H;0+H3BO3

Aufgrund ihres Aufbaus aus einzelnen Aminosauren schwankt der Stickstoffgehalt der Proteine
nur in relativ engen Grenzen (15 — 18 %; im Durchschnitt 16 %). Das heiBt, um vom ermittelten
Stickstoffgehalt auf den Proteingehalt des Lebensmittels zu schlieen, bedarf es eines Faktors
F (Faktor Lebensmittel allgemein = 6,25 / Faktor Milcheiwei = 6,38).

Praktikum Lebensmittelchemie 27.10.2021 HAW-Hamburg: Dep. OT

(HAW Hamburg: Department OT, 2021, S. 32)
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33
Bestimmung von Gesamteiweil nach Kjeldahl

Faktoren zur Proteinberechnung aus dem analytisch ermittelten Stickstoffanteil von
Lebensmitteln*:

Lebensmittel F

Milch, Milchprodukte 6,38
Olsamen, Obst 5,30
Gelatine 5,55
Soja und Erzeugnisse 5,71
Lebensmittel auf Getreidebasis 5,80
Lebensmittel, allgemein** 6,25
Ole und Fette 6,34

Anmerkung: Alle Gerdte und Chemikalien stehen bei dem aufgebauten Gerat bereit, Sie
bekommen Hilfe durch eine Betreuungsperson bei der Durchfiihrung.

Versuchsdurchfiihrung
Gerate und Hilfsmittel: Analysenwaage, Aufschlussgerat (Buichi K-424), Dispenser, Kjeldahl-
Kolben 300 mL, Pergamentschiffchen (stickstofffrei), Glasperlen,
Destillationsapparatur (Buchi B-324), Erlenmeyerkolben 300 mlL,
Birette 50 mL, Messzylinder 50 mL, Becherglas ca. 150 mL
Chemikalien: Schwefelsdure, p.A., 98 %ig = konz., zur Stickstoffbestimmung
Katalysatorgemisch (Tabletten, quecksilber- und selenfrei: Titandioxid/
Kupfersulfat/ Natriumsulfat-Gemisch)
Wageschiffchen aus Pergament, zur Stickstoffbestimmung geeignet
Natronlauge, p.A., 32 %ig
Borsaure, 4 %ig
Misch-Indikator Nr. Il nach Sher
Salzsdure-MaRlésung, ¢ = 0,1 mol/L

Entsorgung: Die nach Schritt 3 titrierte Losung ist nahezu neutral und kann im Ausguss
entsorgt werden.

Probe:
Quark mit 20 % oder 40 % Fett i. Tr. oder veganes Ersatzprodukt

AuRerdem muss mindestens ein, fir alle zu verwendender Blindwert,
parallel ermittelt werden. Dieser Wert wird an die Tafel geschrieben. Bitte
unbedingt notieren!

Erster Schritt: Aufschluss

Die Aufschlussapparatur ist so ausgelegt, dass bei jedem Durchlauf bis zu 12 Proben (oder
Blindwerte oder Kombinationen aus beiden) gleichzeitig aufgeschlossen werden kénnen
(Dauer ca. 1 Stunde). Hier ist eine Abstimmung der beteiligten Personen notwendig.

Von der Probe werden 1,0 g Quark oder 1,8 g veganes Ersatzprodukt in ein Wageschiffchen auf
0,1 mg eingewogen und in einen Kjeldahlkolben gegeben. Hierzu werden eine
Katalysatortablette, 20 mL Schwefelsdure (Dispenser) und 2 Glasperlen zur Verhinderung von
Siedeverziigen hinzugegeben.

Die Glaser werden nun in das ca. 5 - 10 Minuten lang vorgeheizte Aufschlussgerat (bei
Heizposition 8,5) eingesetzt und die Proben aufgeschlossen. Dabei muss das Absaugrohr tiber
einen Schlauch mit einer elektrischen Pumpe verbunden sein, die die Abgase absaugt.

* Quelle: Mattissek, Fischer, Steiner, Lebensmittelanalytik, Springer, 2018, Seite 359
** Faktor nach Lebensmittel-Informationsverordnung (VO (EU) 1169/2011)
Praktikum Lebensmittelchemie 27.10.2021 HAW-Hamburg: Dep. OT

(HAW Hamburg: Department OT, 2021, S. 33)
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34
Bestimmung von Gesamteiweil nach Kjeldahl

Die Temperatur des Kolbens wird so eingestellt, dass sich die Kondensationszone bis max. 3 cm
unterhalb des oberen Glasrandes befindet. Zunachst wird solange gekocht, bis der Aufschluss
klar, eventuell leicht griinlich geworden ist. Dariiber hinaus wird der Aufschluss weitere 15 min.
erhitzt; erst jetzt gilt der Aufschluss als beendet. Die Zeit bis zur Klarung der Losung darf 0,5
Stunden nicht unterschreiten.

Die Heizung wird ausgeschaltet, die Kolben werden zum Abkihlen fiir 15 min. in einem
Standgestell deponiert.

Zweiter Schritt: Destillation

Die Aufschlusslosung wird vorsichtig und portionsweise mit 20 mL Wasser (Messzylinder)
versetzt und in die vorgeheizte Destillationsapparatur gesetzt. Das Destillationsgerat ist so
konfiguriert, dass Sie nur noch einen 300 mL-Weithals-Erlenmeyerkolben mit 2 - 3 Tropfen
Misch-Indikator versehen und so positionieren miissen, dass sowohl die Borsaurelésung aus
dem Vorratstank, als auch das Destillat in die Vorlage flieBen konnen. Nach Driicken von ,,Start”
unter Methode ,,Stud60" (s. Kurzbedienungsanleitung im Labor) laufen alle weiteren
Verfahrensschritte automatisch ab:

50 mL Borsdurelosung flieBen in die Vorlage; in das ReaktionsgefaR stromen erst 60 mL Wasser,
danach 100 mL NaOH-Lésung. Dann wird durch Wasserdampfeinleitung die Destillation
gestartet, welche nach 5 - 6 min. mit einem Signalton automatisch endet. Die Zufuhrschlauche
in den Erlenmeyerkolben werden gespiilt und die Vorlage wird entfernt.

Dritter Schritt: Titration
Zur quantitativen Bestimmung wird das Triborat aus der Vorlage mit 0,1 N Salzsdure gegen den
Misch-Indikator titriert. Das Destillat wird schnell bis zum ersten Farbumschlag (von griin nach

blau) titriert; der Endpunkt ist erst dann erreicht, wenn der Farbumschlag (jetzt tropfenweise
Zugabe) von blau zu einem schwachen graubraun erfolgt.

Praktikum Lebensmittelchemie 27.10.2021 HAW-Hamburg: Dep. OT

(HAW Hamburg: Department OT, 2021, S. 34)
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35
Bestimmung von Gesamteiweil nach Kjeldahl

Auswertung
Berechnung des Stickstoffgehaltes wy, angegeben in g Stickstoff/100 g:

_ (V-V)*f*1,4008*N

Wy c (1)

Umrechnung des N-Gehaltes in Proteingehalt werot, angegeben in
g Protein /100 g:

WProt= WN*F (2)
Vv Verbrauch an Salzsdure-MaRl6sung im Hauptversuch in mL
Vo Verbrauch an Salzsdure-MaBIésung im Blindversuch in mL
f Faktor der 0,1 N Salzsaure, f = 1,000
1,4008 1 mL Salzsaure (0,1 mol/L) entspricht 1,4008 mg Stickstoff
N Normalitat der Salzsdure - MaRlésung
E Einwaage der Probe in g
F Umrechnungsfaktoren von Lebensmitteln; N % in Protein %,

Faktor MilcheiweiR = 6,38 / Faktor Lebensmittel allgemein = 6,25 (s. S. 33).

Ergebnisangabe
(Eine Mittelwertbildung ist naturlich nur bei einer Mehrfachanalyse durchzufiihren.)

Lebensmittelprobe:

Stickstoffanteil wyy) = %, Wn(2) = %, W(3) = %
Stickstoffanteil wy = % (Mittelwert)

Proteinanteil Wproduk: (g Protein/ 100 g)

Einzelwerte  Werodukt() =

%, Werodukt(2) = ______ %, Wprodukt(3) = %

Mittelwert Werodukt = %

Ergebnisdiskussion
Vergleichen Sie lhr Ergebnis mit den Anforderungen in der KaseV*, mit denen des Herstellers

und mit Angaben aus Erndhrungstabellen. Beurteilen Sie auch den Blindversuch und den Ablauf
Ihrer Analyse (Titration, Destillation etc.).

Veganes Quarkersatzprodukt: Stufen Sie das Ersatzprodukt nach der KéseV in die entsprechende Fettgehaltsstufe
ein und machen Sie eine Aussage Uber den Proteingehalt des Ersatzprodukts im Vergleich zu einem Quark und
beurteilen Sie, ob das Ersatzprodukt der KdseV entsprechen wirde.

Praktikum Lebensmittelchemie 27.10.2021 HAW-Hamburg: Dep. OT

(HAW Hamburg: Department OT, 2021, S. 35)
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C: Kjeldahl-Destillation — Parameter

Tabelle 13: Auflistung der drei verwendeten Parameter bei der Destillation im Rahmen der Kjeldahl-Methode

Reagenz Volumen Zweck/Beschreibung

Wasser (H,0) 60 mL Wird in das Reaktionsgefal gegeben.
Borséure (H3B0,) 50 mL Wird in den Erlenmeyerkolben gegeben.
Natronlauge (NaOH) 100 mL Wird in das Reaktionsgefa gegeben.
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D: Vollstindige Suchstrategietabelle fiir den Theoretischen Hintergrund

Tabelle 14: Vollstindige Suchstrategietabelle zur Akquirierung geeigneter (Fach-)Literatur, sortiert nach Themenblocken

Themenblock Datenbank Suchworter und Operatoren
Fleischqualitét Google Scholar Fleischqualitit UND Schwein
Google Scholar Verbraucher UND Qualitdt UND Schwein
Google Scholar Qualitdt UND tierische Nahrungsmittel
Genetik Google Scholar Fleischqualitdt UND Schwein UND Genetik
Google Scholar Muskelfleisch UND Genetik UND Schwein
Google Scholar Heritabilitdit UND Schwein UND Bindegewebe
Google Scholar genetic influence AND meat quality
Google Scholar Quantitative trait loci
BEFFE Google Scholar BEFFE (UND Schwein)
Google Scholar Bindegewebe UND Definition
Rassegruppe Google Scholar German Saddleback Pig
Sattelschwein
Google Scholar alte Schweinerassen UND Deutschland
Google Scholar Muttereigenschaften UND Schwein
Google Scholar Sattelschwein
Google Scholar Sattelschwein UND Genetik
Google Scholar Deutsches Sattelschwein
Google Scholar Angler Sattelschwein
Google Scholar Schwibisch Héllisches Schwein
Google Scholar Rotbuntes Husumer Schwein
Schweinezucht Google Scholar Schweinezucht UND Rassen UND Deutschland
Google Scholar Entwicklung UND Ziichtung UND Schweine
Google Scholar Schweinezucht UND Deutschland
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Ergebnis- und Rechentabelle der Kjeldahl-Methode

Tabelle 15: Vollstindige Ergebnis- und Rechentabelle fiir die Durchfiihrung der Kjeldahl-Methode

Vollstindige

E
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Ergebnis- und Rechentabellen sowie Standardkurven der Hyd-

Vollstindige
roxyprolin- und Bindegewebseiweill-Bestimmung

.
.

F

Tabelle 16: Vollstindige Ergebnis- und Rechentabellen fiir die Hydroxyprolin- und Bindegewebseiweifs-Bestimmung vom

04.04.2024
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Tabelle 17: Messergebnisse der Hydroxyprolin-Standards zur Erstellung der Standardkurve vom 04.04.2024 (roh)

Messergebnisse - Standard - Roh:

Standard1 | Standard2 | Blindwert
Hydroxyprolin-
konzentration in pg/well
0 0,047 0,049 0,048

0,2 0,181 0,188

0,4 0,331 0,318

0,6 0,521 0,510

0,8 0,623 0,657

1,0 0,788 0,849

Tabelle 18: Messergebnisse der Hydroxyprolin-Standards zur Erstellung der Standardkurve vom 04.04.2024 (mit Abzug
des Blindwertes)

Messergebnisse - Standard - mit BW

abgezogen:
Hvdroxvoralin Standard - | Standard1 | Standard 2
kglnzen:llgtion in ug/well Mittelwerte
0 0,000 0,000 0,000
0,2 0,136 0,134 0,139
0,4 0,277 0,284 0,269
0,6 0,467 0,474 0,461
0,8 0,592 0,576 0,608
1,0 0,770 0,741 0,800
(gezeichnet)

Abbildung 8: Darstellung der linearen Standardkurve im Koordinatensystem erstellt aus den Messergebnissen vom
04.04.2024
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Tabelle 19: Vollstindige Ergebnis- und Rechentabellen fiir die Hydroxyprolin- und Bindegewebseiweifs-Bestimmung vom

05.05.2024
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Tabelle 20: Messergebnisse der Hydroxyprolin-Standards zur Erstellung der Standardkurve vom 05.05.2024 (roh)

Messergebnisse - Standard - Roh:

Standard 1 | Standard 2 | Blindwert
Hydroxyprolin-
konzentration in pg/well
0 0,047 0,046 0,047

0,2 0,160 0,162

0,4 0,287 0,292

0,6 0,456 0,424

0,8 0,540 0,544

1,0 0,654 0,928

Tabelle 21: Messergebnisse der Hydroxyprolin-Standards zur Erstellung der Standardkurve vom 05.05.2024 (mit Abzug
des Blindwertes)

Messergebnisse - Standard - mit BW

abgezogen:
Hydroxyprolin- Standard -
konzentration in pg/well | Mittelwert Standard 1 (EESEENIEE
0 0,000 0,000 0,000
0,2 0,115 0,113 0,116
0,4 0,243 0,240 0,246
0,6 0,393 0,409 0,378
0,8 0,496 0,493 0,498
1,0 0,744 0,607 0,882
(gezeichnet)

Abbildung 9: Darstellung der linearen Standardkurve im Koordinatensystem erstellt aus den Messergebnissen vom
05.05.2024
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G: Eidesstattliche Erklarung

Ich versichere, dass ich die vorliegende Arbeit ohne fremde Hilfe selbststindig verfasst und nur die
angegebenen Hilfsmittel benutzt habe. Wortlich oder dem Sinn nach aus anderen Werken entnom-

mene Stellen sind unter Angabe der Quelle kenntlich gemacht.

Wedel, den 22.08.2024

Miriam Knautz
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