Beitrage zur Qualitatssicherung von Fischprodukten
Beispiel des Schwarzen Heilbutts

(Reinhardtius hippoglossoides)

Von der Philosophischen Fakultat

der Universitat Hannover
zur Erlangung des Grades einer
Doktorin der Philosophie

Dr. phil.

genehmigte Dissertation

von Dipl.-Berufspad. Carolin Kiitemeyer,
geboren am 01.02.1974 in Itzehoe

2007

am



Referentin: Frau Prof. Dr. Brita M. Watkinson
Koreferentin: Frau Prof. Dr. Karin Schwarz
Tag der Promotion: 12.12.2005



Abstract

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Entwicklung eines Verarbeitungsverfahrens am Beispiel
des Schwarzen Heilbutts mit dem die Textur von ganzen Filets oder Carbonaden mittels des
Enzyms Transglutaminase verfestigt wird. Dieses Verfahren sollte tiber die Minimierung von
Verarbeitungs- und Transportverlusten zur Minimierung der Herstellungskosten und zu einer
Schonung der natirlichen Ressource Fisch beitragen. Die Untersuchungen wurden in
Kooperation mit der Deutschen See GmbH & Co. KG, Bremerhaven, durchgefihrt.
Wichtigstes Versuchsergebnis ist, dass mikrobielle Transglutaminase die Textur von
Schwarzem Heilbutt verfestigt. Diese Verfestigung fiel jedoch schwacher als bei anderen
Fischen aus und variierte zudem von Charge zu Charge. Als mogliche Griinde hierfur
wurden der relativ hohe Fettgehalt, der schwankende Proteingehalt sowie die unterschied-
lich lang andauernde Gefrierlagerung vor der Verarbeitung postuliert. Als optimale und auch
innovative Transglutaminase-Applikation bei der Verarbeitung von Heilbutt-Carbonaden
stellte sich das Einlegen der Fischsticke fir 60 min in eine Lake aus Trinkwasser mit 0,5 %
(w/v) Transglutaminase (350 IE 1) und 15 % (w/v) Natriumchlorid heraus. Die 15%-ige
NaCl-Lake wirkte sich positiv auf die Aktivitat der Transglutaminase aus und wird auch in der
konventionellen Verarbeitung zum Salzen der Fischstlicke eingesetzt. Andere Salze (KCI,
MgCl,) und Salzkonzentrationen konnten zwar ebenfalls die Aktivitat der Transglutaminase
steigern; die Transglutaminase-induzierte Texturverfestigung war jedoch in Anwesenheit von
NaCl am starksten. CaCl, senkte die Transglutaminase-Aktivitat in der Lake. Die in der
industriellen Verarbeitung von Schwarzem Heilbutt vorgesehenen Prozessschritte kénnen
auch nach Einsatz von Transglutaminase in der Ublichen Form beibehalten werden. Insge-
samt konnte in zwei Versuchsreihen eine mittlere Texturverfestigung von 19 % bzw. 12 %
durch die beschriebene Transglutaminase-Applikation erzielt werden. Diese Texturverfesti-
gung fuhrte zu einer Senkung der Verarbeitungs- und Transportverluste mit einem Einspar-
potenzial durch Rohstoffersparnis von tiber 6.000 kg Schwarzem Heilbutt pro Jahr bzw. tGber
61.000 Euro pro Jahr. Damit erflillt die Transglutaminase-Behandlung eines der Schutzziele
der 6kologischen Nachhaltigkeit, namlich das Ziel der Schonung der natiirlichen Ressource
Fisch. Durch den industriellen Garprozess wurde die Transglutaminase sicher inaktiviert.
Eine Beeinflussung der mikrobiologischen Qualitat der Heilbutt-Carbonaden durch Transglu-
taminase konnte nicht festgestellt werden.

Gefordert wurde diese Arbeit von der Deutschen Bundesstiftung Umwelt im Rahmen des
Projektes ,Modellhafter Einsatz des Biokatalysators Transglutaminase zur Texturverfesti-
gung als Voraussetzung der Herstellung mikrobiologisch sicherer Fisch-Convenience-
Produkte®, AZ 13053/07, Bearbeitungszeitraum August 2001 bis November 2004.

Schlusselwdrter: Transglutaminase, Schwarzer Heilbutt, Texturverfestigung




Abstract

The object of this work was the development of a processing method to preserve the texture
of whole fillets or carbonades of Greenland halibut by means of treatment with the enzyme
transglutaminase. This process should also lead to a minimisation in losses incurred during
processing and transport as well as to a minimisation of manufacturing costs and to the
conservation of fish stocks. The experiments were carried out in co-operation with Deutsche
See GmbH & Co. KG, Bremerhaven.

The most important result of the experiments is the finding that microbial transglutaminase
preserves the texture of Greenland halibut. The degree of preservation was however, less
than in the case of other species and varied from sample to sample. Possible reasons
postulated for this include the relative high fat content, variations in protein content and
differing lengths of time of storage in freezers. An optimal (and innovative) application of
transglutaminase in the processing of halibut carbonades was found to consist of soaking
the pieces of fish for 60 mins in a solution of tap water with 0.5 % (w/v) transglutaminase
(350 IE I'') and 15 % (w/v) sodium chloride.

The 15 % NaCl solution had a positive effect on transglutaminase activity and it is also used
in conventional salting processing of fish pieces. Other salts (KCl, MgCl,) and salt concen-
trations were also able to increase the effectiveness of transglutaminase but the transgluta-
minase induced preservation of flesh texture was strongest in the presence of NaCl. CaCl,
reduced the effectiveness of the transglutaminase solution. It was also possible to continue
to use normal industrial processing methods for greenland halibut after the transglutaminase
treatment. Altogether it was possible in two series of experiments to achieve a degree of
texture preservation of 19 % and 12 % respectively using the transglutaminase application
described above. These levels of preservation led to a reduction in processing and transport
losses which indicate a potential for a saving in raw materials of 6,000 kg of Greenland
halibut or 61,000 Euros per year. Thus the transglutaminase treatment meets one of the
objectives of ecological sustainability in that it contributes to the conservation of fish stocks.
The transglutaminase was safely neutralised during industrial cooking processes. No
influence of the transglutaminase on the microbiological quality of halibut carbonades was
detected.

This work was supported by the German Environmental Foundation (Deutsche Bundess-
tiftung Umwelt) as part of the project, “A model for using the biological catalyst transglutami-
nase to preserve the texture of flesh as a precondition for the production of microbiologically
safe fish convenience products, AZ 13053/07”. The work was carried out during the period
August 2001 to November 2004.

Key words: transglutaminase, Greenland halibut, preservation of texture
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ionskraft pro Gewicht) injektionsbehandelter, gegarter Heilbutt-
Carbonaden (n=10; NaCl=15 %; Injektionsbehandlung=0,15 % TG
(0,03 IE g™ Fischprotein), 10-15 T ....cvcvvevereeeeeeeees eeeeereeseeeses e
Abb. 5.10: Einfluss der Abtrocknungszeit auf die Festigkeit (Kompressionskraft
pro Gewicht) injektionsbehandelter, gegarter Heilbutt-Carbonaden
(n=10; NaCl=15 %; Injektionsbehandlung=0,15 % TG (0,03 IE g*
Fischprotein), 10-15 T) ..o e
Abb. 5.11: Auswirkung der Laketemperatur auf die Festigkeit
(Kompressionskraft pro Gewicht) gegarter Heilbutt-Carbonaden
(n=10; NaCl=15 %; Lakebehandlung=0,5 % TG (2,8 IE g™ Fisch-
(101 (=TT ) ) IR
Abb. 6.1: Mittlere Festigkeit (Kompressionskraft pro Gewicht) der gegarten
Heilbutt-Carbonaden der Pilotversuche I-V in Abhangigkeit von Appli-
kationsverfahren  und  Transglutaminase-Konzentration  (n=5;
NaCl=15 %; Lakebehandlung= 60 min, 10-15 <; Injektions-
[OSUNGTL0-15 T) .ot e
Abb. 6.2: Prozentuale Verdnderung der Festigkeit (Kompressionskraft pro
Gewicht) der mit Transglutaminase behandelten Heilbutt-Car-
bonaden im Vergleich zum Standard ohne Transglutaminase in Ab-
hangigkeit von Applikationsverfahren und Transglutaminase-Konzen-
tration (N=5; Pilotversuche 1-V) ...
Abb. 6.3: Festigkeit (Kompressionskraft pro Gewicht) der gegarten Heilbutt-
Carbonaden (Lake 0,5 %) im Vergleich zum Standard der Pilot-
VEISUCNE VI-X (NT5) ..
Abb. 6.4: Zusammenfassung der Gewichtsverluste der Heilbutt-Carbonaden,

die durch das Garen und Herabfallen entstanden (n=5; Pilotversuche

Abb. 6.5: Input- und Outputstrome des Standardverfahrens der industriellen

HeilbuttverarDeitung ........ooouveeiii e
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Abb. 6.6: Input- und Outputstréome der Innovationsmethode Lakebehandlung
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1 Einleitung

Fisch ist aufgrund seiner texturellen Eigenschaften in vielerlei Hinsicht ein wesentlich
empfindlicheres Lebensmittel als Schlachtfleisch. Genau wie andere Lebensmittel ist
Fischfleisch strukturell und rheologisch ein komplexes Material. Es besteht sowohl
aus festen als auch aus viskosen Komponenten. Die texturellen Charakteristika des
Fisches ergeben sich aus den Eigenschaften und Konzentrationen der strukturellen
Elemente der Gewebe und ihrer komplexen Anordnung innerhalb des Muskels.
(Dunajski, 1979)

Wichtige Eigenschaften sowohl des Fischfleisches als auch des Schlachtfleisches
sind auf die vorhandenen Muskelproteine zuriickzufihren. Die Proteine bilden die
naturliche Struktur des Muskels, seiner Zellen und Myofibrillen und immobilisieren
bzw. binden das Wasser, welches die mengenmallig am starksten vertretene Kom-
ponente des Fleisches ist. Wasserbindung und Texturbildung beeinflussen das
Verhalten des Rohstoffes und die Erzeugnisqualitat. Durch die funktionellen Eigen-
schaften der Muskelproteine kénnen Texturen entstehen, die von fest bis weich-
musig reichen, ohne dass durch eine einfache quantitative Proteinbestimmung auf

die texturellen Eigenschaften geschlossen werden kann. (Tulsner, 1994)

Im Vergleich zu hdéheren Tieren, die zahlreiche verschiedene Muskeln aufweisen, ist
der Korperbau des Fisches relativ einfach gestaltet (Dunajski, 1979). Er setzt sich
aus dem weil3en Muskel, der sich beidseitig des Kérpers vom Kopf bis zur Schwanz-
wurzel erstreckt, und dem roten Muskel, der direkt unter der Haut liegt und langs der
Seitenlinie die Vertiefung zwischen Rucken- und Bauchteil ausfillt, zusammen
(Tulsner, 1994). Die Fischmuskeln haben eine typische metamerische Struktur. Sie
sind aus Myomeren aufgebaut, die durch Bindegewebshillen, den Myocommata
(transversal) und den Myosepten (horizontal), getrennt werden (Belitz, Grosch,
2001). Das Bindegewebe des Fisches bildet im Gegensatz zu warmblitigen Tieren
ein einheitlich strukturiertes Netzwerk (Dunajski, 1979). Wahrend des Kochens
gelatiniert das Bindegewebe und der Muskel zerféllt in schollenartige Segmente
(Belitz, Grosch, 2001). Die Myocommata und Myosepten bestehen zum

Uberwiegenden Teil aus Kollagen. Der Gesamtkollagenanteil des Fisches ist jedoch
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mit 1-12 % des Rohproteingehaltes wesentlich geringer als bei Saugetierfleisch; dort
betragt der Anteil 20-25 % (Rehbein, Oehlenschlager, 1996). Im reinen Muskelge-
webe von Hering und Kabeljau wurden Kollagengehalte von nur 0,4-0,6 % bestimmt.
Der restliche Kollagenanteil befindet sich in Haut, Schuppen und Graten der Fische
(Tulsner, 1994). Fische sind nicht in gleichem Mal3e auf die Stitz- und Haltefunktion
des Bindegewebes angewiesen wie Saugetiere, da sie in ihrem Umgebungsmilieu,
dem Wasser, weniger Kréafte aufnehmen mussen (Raeuber, 1993).

Fischkollagen besteht nur zu einem geringeren Teil aus Prolin und Hydroxyprolin als
das Kollagen warmblutiger Tiere. Der geringere Anteil dieser beiden Aminosauren,
die wichtige strukturgebende Eigenschaften des Proteins vermitteln, fihrt zu gerin-
gerer Thermostabilitéat und verstarkter Loslichkeit des Kollagens, als es bei Schlacht-
fleisch der Fall ist. Bereits bei niedrigeren Temperaturen beginnt das Kollagen der
Fische daher zu schrumpfen, und der Denaturierungsprozess setzt ein. (Dunajski,
1979)

Es hat sich gezeigt, dass das Kollagen von in antarktischen, kalten Gewdassern
lebenden Fischen bereits bei Temperaturen von 23-29 T schrumpft (Rigby, 1968),
wahrend dies bei Fischen aus warmeren Gewéassern erst bei Temperaturen von 54-
58 T geschieht (Gustavson, 1956). Zudem enthalt da s Fischmuskelgewebe weniger

Elastin als das Gewebe warmblitiger Tiere (Dunajski, 1979).

Aufgrund des geringen Anteils an Bindegewebe und der im Vergleich zu Schlacht-
fleisch differenzierten Zusammensetzung des Kollagens ist die Fischmuskulatur
durch autolytische Prozesse, z. B. die Reifung, und durch hydrolytische Einflisse,
z. B. wahrend des Garens, leichter angreifbar (Raeuber, 1993). Je nach Fischart
kénnen diese Besonderheiten zu mehr oder weniger ausgepragten Problematiken
wahrend der Verarbeitung fuhren. Schwierigkeiten bereitet hier insbesondere der

Schwarze Heilbutt (Reinhardtius hippoglossoides).
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1.1 Verarbeitungsschwierigkeiten des Schwarzen Heil butts ( Reinhardtius
hippoglossoides)

Der Schwarze Heilbutt (Reinhardtius hippoglossoides) ist ein arcto-borealer, zur

Ordnung der Plattfische gehdrender Knochenfisch. Er ist in den tiefen Gewassern

des Nordatlantik beheimatet. (Bowering, Nedreaas, 2001)

Heilbutt wird vielfach in Carbonaden geschnitten und zum Garen gespittet (auf Stabe
aufgespiel3t). Bei der Verarbeitung von Schwarzem Heilbutt ergeben sich gehauft
Probleme, die durch die Qualitat der Rohware beeinflusst werden. Bereits 1975
berichteten Priebe und Reichstein von den durch Konsistenzmangel auftretenden
Rohstoffverlusten bei der Herstellung heil3geraucherter Erzeugnisse aus Schwarzem
Heilbutt. Beeintrachtigungen der Konsistenz gehdren zu den weitverbreitetsten und
gefurchtetsten Mangeln bei der Herstellung hei3geraucherter Produkte aus Schwar-
zem Heilbutt. In extremen Fallen sei die Muskulatur der Fische durch die Hitzeein-
wirkung wahrend des Raucherns so weich geworden, dass das Carbonadenstiick
insgesamt durch sein eigenes Gewicht abreil3t und zu Boden féllt. Trotz jahrelanger
Beobachtungen und Untersuchungen liel3 sich das Auftreten dieses Konsistenzman-
gels an den Rohfischen in keine direkte Korrelation zu chemischen oder physikali-
schen Parametern bringen, so dass letztlich nur die Raucherprobe in der Lage war,
Aufschluss Uber die Verarbeitungseigenschaften zu erbringen. Bei einigen Fischen
konnte bereits visuell auf mangelnde Verarbeitungsfahigkeit geschlossen werden,
andere Fische zeigten jedoch keine optischen Auffalligkeiten und waren trotzdem
wéahrend und nach dem Raucherprozess von mangelnder Konsistenz. (Priebe,
Reichstein, 1975)

Die schlaffe Beschaffenheit der Muskulatur und des Fischkérpers einiger Fische
insgesamt fuhrte dazu, dass man diese Fische als ,Wasserheilbutt* oder ,Gummi-
heilbutt* bezeichnete. Es stellte sich heraus, dass diese Konsistenzmangel vielfaltige
Ursachen haben konnen. Nicht allein die Zusammensetzung der Makronéhrstoffe,
wie z. B. ein erhéhter Wassergehalt, deutet auf Konsistenzmangel hin. Auch die
Fangkonditionen (z. B. Schleppen der Grundschleppnetze fir lange Zeit Uber den
Meeresboden - die Fische werden hierbei mechanisch so stark strapaziert, dass sie

ihre Schuppen verlieren und gleichzeitig so abgehetzt sind, dass das Einsetzen der
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Totenstarre ausbleibt; eine erfolgreiche Fischfleischreifung kann nicht stattfinden),
die GrolRe, das Alter, ein mangelndes Nahrungsangebot und die Zahl der Uberstan-
denen Laichperioden kénnen die Konsistenz der Fischmuskulatur beeinflussen.
(Priebe, Reichstein, 1975)

Diese Faktoren sind von der fischverarbeitenden Industrie nicht oder nur kaum zu
beeinflussen, so dass vielfach der Rohstoffverlust durch zerfallene Fischstlicke in

Kauf genommen werden muss.

Auch aus den Untersuchungen von Karnop (1980) geht hervor, dass die Beschaf-
fenheit des gerducherten Fleisches vom Schwarzen Heilbutt im Rahmen sensori-
scher Analysen schlechter bewertet wurde, als es der Geruch und die Farbe des
Fischstlickes andeuteten. Das Fischfleisch wurde oft als zu weich, gallertig, wéassrig
oder breiig-musig bewertet. Teilweise zerfielen die Carbonaden beim Verrutschen in
der Verpackung oder beim Herausnehmen aus dieser entlang der Metameren. Beim
Verkosten wurde in diesen Féllen mehrfach eine strukturlose Konsistenz bemangelt.
Neben einem eventuell unzureichenden Raucherprozess wurden diese Konsistenz-
mangel auf die Rohware, den partiell auftretenden Wasserheilbutt, zurtickgefuhrt.
(Karnop, 1980)

Die Problematik der schlechten Verarbeitungsfahigkeit des Wasserheilbutts besteht
bis heute. Auch heute entstehen der fischverarbeitenden Industrie Verluste, die
durch Qualitaitsmangel des Schwarzen Heilbutts verursacht werden (personliche
Mitteilung der Deutschen See GmbH & Co. KG, Bremerhaven, 2000).

Fur die Fischverarbeitung von Bedeutung ware eine Behandlungsmethode, die die
Verarbeitungseigenschaften von Fisch, insbesondere Heilbutt, verbessert und so
auftretende Rohstoffverluste minimiert. Neben dem wirtschaftlichen Vorteil fuhren

verminderte Fehlproduktionen zu einer intensiven Ressourcenschonung.

Der Einsatz von Transglutaminase kdnnte Uber eine texturstabilisierende Wirkung
dazu beitragen, Rohstoffschwankungen und daraus resultierende Verluste zu redu-

zieren.
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1.2 Wirkung und Einsatzmdglichkeiten von Transgluta minase

Transglutaminase ist ein Enzym, das die Ausbildung von kovalenten &-(y-Glutamyl)-
Lysin-Bindungen katalysiert und somit die Gelbildung und dessen viskoelastische
Eigenschaften beeinflusst (Seki et al.,, 1990; Sakamoto et al., 1995; Seguro et al.,
1995). Es ist in Geweben und Korperflissigkeiten von Mensch und Tier vorhanden.
Auch in der Pflanzenwelt und in Mikroorganismen ist es nachgewiesen worden
(Connellan et al., 1971; Folk, Chung, 1973; Folk, Finlayson, 1977; Folk, 1980; Kurth,
Rogers, 1984; Icekson, Apelbaum, 1987; Margosiak et al., 1990; Ramanujam,
Hageman, 1990; Seki et al., 1990; Kishi et al., 1991; Klein et al., 1992; Signorini et
al., 1991; De Backer-Royer, Meunier, 1992; Araki, Seki, 1993; Kumazawa et al.,
1993; Kuraishi et al., 2001). Besonders bekannt ist das Enzym als Faktor XIII, der
durch die Vernetzung von Fibrin bei der Wundheilung von Bedeutung ist. (Aeschli-

mann, Paullson, 1994)

Bereits vor 20 Jahren wurde die Mdoglichkeit der Proteinmodifikation durch den
Einsatz von Transglutaminase untersucht. Eingesetzt wurden hier vielfach die aus
Meerschweinchenleber gewonnene Transglutaminase und der Faktor XIlIl. Die
diffizile Aufbereitung, die Aktivitat in einem begrenzten pH- und Temperaturbereich
sowie die Abhangigkeit der Transglutaminase von reduzierenden Substanzen und
Calciumionen verhinderten jedoch den kommerziellen Einsatz und die Produktion
des Enzyms in grofRem Stil. 1989 wurde erstmals von einer calciumunabhangigen
mikrobiellen (MTG) bzw. bakteriellen Transglutaminase (BTG) berichtet (Ando et al.,
1989). Gewonnen wurde sie mittels des Bakterienstammes Streptoverticillium
mobarense (Ando et al., 1989; Nonaka et al., 1989; Washizu et al., 1994; Gerber et
al.,1994) sowie Streptoverticillium ladakanum (Tsai et al., 1996; Jiang et al., 2000).
Ando et al. (1992) wiesen eine Transglutaminase-Produktion ebenfalls in Stammen
von Streptomyces nach. Seit 1993 wird Transglutaminase in Japan kommerziell

eingesetzt (Nielsen, 1995); spéater auch in anderen Landern (Budemann, 2003).

Die vielfaltigen Effekte der Transglutaminase auf die technologischen Eigenschaften
der Rohstoffe, wie Texturverfestigung, Erh6hung der Gel- und Bruchfestigkeit von
Proteingelen sowie Erh6hung ihrer Temperaturstabilitat, Stabilisierung von Emulsio-
nen, verbesserte Aufschlagfahigkeit und Schaumbildung sowie ein verbessertes
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Wasserbindungs- und -haltungsvermdgen, fihrten zu einem Einsatz der Transglu-
taminase in vielen Sparten der Lebensmittelindustrie, wie z. B. der Fleisch-, Fisch-
und Milchverarbeitung sowie in der pflanzenproteinverarbeitenden Industrie. (Motoki,
Nio, 1983; Matheis und Whitaker, 1987; Kato et al., 1991; Nielsen, 1995; Seguro et
al., 1995; Sakamoto et al., 1995; Zhu et al., 1995; Fuchsbauer, Pasternack, 1996;
Lee et al.,, 1997; Kuraishi et al., 1997; Hammer, 1998; Feergemand et al., 1999;
Zellner, 2000; Gomez-Guillén et al., 2001; Yokoyama et al., 2004; Truong et al.,
2004; Eissa et al., 2004; Autio et al., 2005)

Aktuelle Einsatzgebiete des Enzyms in der Fleischindustrie sind der Zusatz zu
Brihwurstartikeln zur Erh6hung der Sterilisations- und Slicestabilitat sowie zur
Stabilisierung von Einlagen (Budemann, 2003). Kuraishi et al. (2001) sehen in der
vernetzenden Eigenschaft der Transglutaminase ein grol3es Potential zur Entwick-

lung neuer restrukturierter Lebensmittel mit hoher Qualitat.

Transglutaminase (Protein-Glutamin y-Glutamyltransferase, EC 2.3.2.13) gehort zur
Gruppe der Transferasen und katalysiert die Acyl-Transfer-Reaktion zwischen y-
Carboxylamidgruppen von peptid- oder proteingebundenen Glutaminylresten und

primaren Aminen. (Hammer, 1998; Kuraishi et al., 1998)

Diese Reaktion verlauft tber einen fur Transferasen Ublichen Ping-Pong-
Mechanismus, der durch das alternierende Binden der Substrate und Freisetzen von
Produkten gekennzeichnet ist. Zunachst wird ein binarer Komplex zwischen dem
Glutamindonorprotein und der Transglutaminase gebildet. Hierbei entscheiden die
Konformation und die dem Glutamin benachbarten Aminosauren Uber die Akzeptanz
als Substrat. In der ersten Halbreaktion wird ein intermediarer Acyl-Enzymkomplex
gebildet, und es wird Ammoniak frei, das unter physiologischen Bedingungen zum
Ammoniumion protoniert wird. In einem nachsten Schritt reagiert das Acyl-
Enzymintermediat mit einem primaren Amin (Abb. 1). Alternativ kénnen hier die ¢-
Aminofunktion eines Lysins, ein natlrliches Polyamin oder synthetische Alkylamine

als Akzeptor fungieren. (Pasternack, 1998)
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Abb. 1.1: Bildung des Acyl-Enzymintermediates und d essen Reaktion mit einem primaren

Amin (modifiziert nach Pasternack, 1998)

Sind in diesem Reaktionssystem keine primaren Amine verfiugbar, so kbnnen Was-
sermolekile als Acylakzeptoren dienen. Es kommt zur Hydrolyse des Intermediates
und zu einer Desamidierung von Glutamin zu Glutaminsaure. Die hydrolytische
Reaktion ist jedoch wesentlich langsamer als die Reaktion mit primaren Aminen.
AulRerdem wird sie durch den Ausschluss von Wasser aus dem aktiven Zentrum des

Enzyms weitgehend unterdriickt. (Pasternack, 1998)

Dient eine e-Aminogruppe von Lysinseitenresten eines Proteins als Nucleophil,
entstehen e-(y-Glutamyl)-Lysin-Bindungen. Diese sogenannten Isopeptidbindungen
fuhren zu inter- und/oder intramolekularen Vernetzungen der Proteine (Seguro et al.,
1995), unabhé&ngig davon, ob eine zweite oder dieselbe Peptidkette als Amindonor
beteiligt ist (Pasternack, 1998).

Alle Transglutaminasen besitzen die Thiolfunktion eines Cysteins in ihrem aktiven

Zentrum, die fur die katalytische Funktion essentiell ist (Folk, Cole, 1966). Folglich
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wirken sich Thiol-modifizierende Agenzien sowie Metallionen, wie z. B. Cu** und

Zn**, negativ auf die Aktivitat der Transglutaminase aus. (Pasternack, 1998)

1.3 Transglutaminase-Einsatz in Fischprodukten

Die Mehrzahl aller Studien zum Einsatz von Transglutaminase in der Fischverarbei-
tung beschéftigt sich mit der Herstellung von Surimi. Ein besonderes Qualitdtsmerk-
mal von Surimi ist seine Textur. Um die Verbraucherakzeptanz zu gewahrleisten, ist
es entscheidend, ein festes und gleichzeitig elastisches Gel aus der zerkleinerten
Fischmuskulatur herzustellen, das Deformationen standhalt. Bisher konnte nur
frischer, noch nicht tiefgefrorener Fisch fir die Herstellung qualitativ hochwertigen
Surimis mit optimaler Textur eingesetzt werden. (Zellner, 2000; Nielsen, 1995)

Die im Fisch enthaltenen endogenen Transglutaminasen wurden als wichtiger Faktor
fur die Herstellung und texturellen Eigenschaften von Surimi ermittelt (Tsukamasa,
Shimizu, 1990; Kimura et al., 1991; Kamath et al., 1992; Sato et al.,1992; Tsukama-
sa et al.,, 1993; Wan et al., 1994; Motoki, Seguro, 1998). Araki und Seki (1993)
ermittelten eine Aktivitat der endogenen Transglutaminasen von 0,10-2,41 units g~
Fisch.

Durch den Einsatz exogener Transglutaminase besteht die Mdglichkeit, Fisch unter-
schiedlicher Qualitat zu verarbeiten. Die Zugabe von exogener Transglutaminase
fuhrt zu einem Ansteigen der Gelstarke wéahrend der Surimi-Produktion. Besondere
Frische und jahreszeitlich bedingte Qualitat sind nicht mehr die wesentlichen Para-
meter fur ein qualitativ hochwertiges Surimi. Die Gelbildung kann unabhangig davon
gesteuert werden. Zudem besteht die Mdoglichkeit, auch tiefgefrorenen Fisch zu
verwenden. Zuséatzlich kdnnte eine Transglutaminase-Behandlung zu geringeren

Verlusten wéhrend des Auftauens und Garens fuhren. (Nielsen, 1995)

Das Gel wird mit zunehmenden &-(y-Glutamyl)-Lysin-Bindungen fester und ist weni-
ger deformierbar (Sakamoto et al., 1995; Seguro et al., 1996; Lee et al., 1997; Ni et
al., 1998). Von Bedeutung bei der Surimiproduktion ist die Vorinkubation, das soge-
nannte ,Setting“, bevor das Surimi gegart wird. In dieser Zeit kbnnen sich Isopeptid-
Bindungen durch endogene oder zugesetzte Transglutaminase sowie Disulfid-
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Bindungen und Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Zeit und Temperatur sind
wesentliche Parameter des ,Settings”. Sowohl bei einer Temperatur von 10 T als
auch bei 45 € wahrend der Vorinkubation konnten Se guro et al. (1995) eine Zu-
nahme der Gelstarke mit steigender Transglutaminase-Konzentration feststellen.
Seguro et al. (1996) zeigten, dass der Einsatz mikrobieller Transglutaminase zur
Herstellung von Surimi aus Alaska Seelachs ab einer Konzentration von 0,03 % und
das Auftreten von e-(y-Glutamyl)-Lysin-Bindungen bis zu 3 pmol 100 g* gute Gelei-

genschaften gewdahrleisten.

Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass sich der Einsatz mikrobieller Transgluta-
minase auf die Gelbildungseigenschaften und die Viskoelastizitdt von Gelatine aus
Fischhaut auswirkt. Gomez-Guillén et al. (2001) stellten fest, dass die Gelstarke, die
Schmelztemperatur und die Viskositat mit zunehmender Ausbildung von Isopeptid-
Bindungen ansteigen. Zusatzlich wurde allerdings beobachtet, dass mit zunehmen-
der Transglutaminase-Konzentration zwar die Elastizitdt und Kohasivitat zunehmen,
dass jedoch die Festigkeit/Harte des Gels ihren maximalen Wert bei niedrigen

Transglutaminase-Konzentrationen erreicht.

Natriumchlorid zeigt einen synergistischen Effekt zur Wirkung der Transglutaminase
(Wan et al., 1992; Motoki, Seguro, 1998). Es fuhrt zu einer L6sung der fibrillaren
Muskelproteine, die der Transglutaminase dann zur Vernetzung zur Verfigung
stehen (Zellner, 2000). Kaliumchlorid zeigt diesen Effekt nicht (Wan et al. 1992).

Die katalytische Reaktion ist nicht nur von der Konzentration der Transglutaminase
abhangig, sondern auch von der Herkunft des Enzyms und von ihrem Substrat bzw.

von der Konformation ihres Substrates.

So stellten Araki und Seki (1993) fest, dass ein und dieselbe Transglutaminase
unterschiedlich auf die Muskulatur verschiedener Fischarten wirkt. Sie zeigten, dass
die enzymatisch induzierte Polymerisation hauptsachlich von der Konformation des

Actomyosins bestimmt wird, die von Fischart zu Fischart variiert. (Araki, Seki, 1993)
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Nishimoto et al. (1988), Torley und Lanier (1992) und Kim et al. (1993) stellten fest,
dass die Bindung einer Pollack Surimi-Paste umso schlechter wurde, je mehr
Lachsmuskulatur oder Rindfleisch zugesetzt wurde.

Aufschluss dariber, ob die Molekile der verschiedenen Muskulaturen untereinander
vernetzt wurden, oder ob sich die Bindungen nur innerhalb der einzelnen Muskulatu-
ren ausbilden, gibt die Arbeit von Maruyama et al. (1995). Sie stellten fest, dass in
einer Mixtur aus Myosin von Karpfen und Regenbogenforellen umso mehr grol3e
Polymere aus den Myosinketten gebildet wurden, je mehr Myosin aus Regenbogen-
forelle enthalten war. Bei einer Mischung aus Actomyosin von Makrelen und Regen-
bogenforellen zeigten sich beziglich der Bildung grofRer Polymere nur geringe
Unterschiede bei verschiedenen Mischungsverhaltnissen. Sie stellten fest, dass das
Actomyosin von Makrelen unter Zugabe von Transglutaminase mehr Monodansyl-
cadaverin vernetzen kann als das Actomyosin von Regenbogenforellen. Die Autoren
gehen daher davon aus, dass Makrelenactomyosin mehr reaktive Glutamin-Reste,
die fur die Vernetzung benétigt werden, besitzt als Regenbogenforellenactomyosin.
Diese Ergebnisse, obwohl nicht direkt bewiesen, lassen die Autoren vermuten, dass
die Myosinketten von Regenbogenforellen und Makrelen untereinander zu grof3en
Co-Polymeren vernetzen, vorausgesetzt die Enzymkonzentration ist ausreichend

und die Reaktionszeit ist angemessen. (Maruyama et al., 1995)

Ein weiteres mdgliches Einsatzgebiet der Transglutaminase innerhalb der fischver-
arbeitenden Industrie ist, neben der Surimiherstellung, die Produktion von gréf3eren
Fischfilets aus kleineren Abschnitten (Motoki, Seguro, 1998), wie es auch analog mit
Fleischteilen durchgefiihrt wird. Baker et al. (2000) fuhrten die Restrukturierung von

Fischabschnitten tUber eine Transglutaminase-vermittelte Bindung durch.

Auch ein texturstabilisierender Einsatz zur Verbesserung der Verarbeitungseigen-
schaften von ganzen Rohfischen und Fischfilets durch Einlegen in oder Injizieren
von Transglutaminase-Losung wéare denkbar (Armbrust et al., 2003 und 2003b) und

soll in der vorliegenden Arbeit untersucht werden.
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1.4 Zielsetzung

Wie unter 1 erwadhnt, handelt es sich bei Fisch um einen in verschiedener Hinsicht
texturlabilen Rohstoff. Auch die hohe mikrobiologische Anfalligkeit erfordert einen
Fischverarbeitungsprozess, der diesen Faktoren Rechnung tragt. Die Notwendigkeit
ausreichender thermischer Prozesse wahrend der Verarbeitung von Fisch wird bei
Betrachtung der Forderung des Verbrauchers nach mikrobiologisch sicheren Pro-
dukten mit lAngerer Haltbarkeit offensichtlich.

Durch die oftmals schlechte Verarbeitungsfahigkeit insbesondere des Schwarzen
Heilbutts entstehen der Industrie grol3e Verluste (personliche Mitteilung der Deut-
schen See GmbH & Co. KG, Bremerhaven, 2000). Ein erhdhter Rohstoffeinsatz ist
erforderlich, um den Bedarf der Verbraucher zu decken. Aber gerade dieser erhdhte
Rohstoffeinsatz ist in Zeiten, in denen die Schonung der natirlichen Ressource
Fisch mehr und mehr in den Vordergrund rickt, problematisch. So entwickelte die
NAFO (Organisation fur die Fischerei im Nordwestatlantik) 2003 einen langfristigen
Bestandserholungsplan fir Schwarzen Heilbutt im Nordwestatlantik. Ziel dieses
Wiederauffullungsplanes ist es, innerhalb der nachsten zehn bis 15 Jahre eine
stabile Biomasse des Laicherbestandes von 14.000 t aufzubauen. Die Gesamtfang-
menge wurde fir das Jahr 2004 von 42.000 t auf 20.000 t gekurzt. Der EU-Antell
davon betragt 8.203 t; dies bedeutet eine Kirzung um 55 %. Fur die Jahre 2005-
2007 wurden weitere Kirzungen der jahrlichen Gesamtfangmenge noch unter
20.000 t festgelegt.

(http://europa.eu.int/comm/fisheries/news_corner/press/inf03 39 de.htm, 28.10.03)

In der vorliegenden Arbeit sollen die texturellen Auswirkungen der Transglutaminase
auf Fisch, insbesondere auf Schwarzen Heilbutt, ermittelt werden. Die Auswirkungen
der Transglutaminase werden am Modellmedium Fischfarce unterschiedlicher

Fischarten untersucht.

Bisher sind keine Literaturdaten bekannt, die die Auswirkungen der Transglutamina-
se auf Fischfilets oder -Carbonaden darlegen. Entsprechend mussen im Techni-
kumsmal3stab optimale Reaktionsbedingungen, wie Temperatur und Zeit der

Transglutaminase-Behandlung, optimaler lonenzusatz, optimale Transglutaminase-
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Konzentrationen und Applikationsmethoden entwickelt werden. Diese Entwicklungen
werden vor dem Hintergrund der optimalen Integration der Transglutaminase-
Behandlung in den industriellen Produktionsprozess bewertet. Die im Technikum
entwickelten Parameter werden hinsichtlich ihrer Auswirkungen und Durchfihrbar-
keit im industriellen ProduktionsmalRstab weiterentwickelt. Im Hinblick auf die Appli-
kationsmethode wird die mikrobiologische Qualitdt der Fische und Fischprodukte
bewertet. Zur texturellen Qualitdtsbewertung wird ein standardisiertes Messverfah-
ren experimentell erfasst und validiert. Zur Wahrung von Verbraucherschutzinteres-
sen wird die Inaktivierung der Transglutaminase durch den thermischen Produkti-

onsprozess nachgewiesen.

Mit den entwickelten Parametern soll ein qualitativ hochwertiges und zugleich siche-
res Fischprodukt aus Schwarzem Heilbutt herstellbar sein. Durch die Verbesserung
der Verarbeitungsfahigkeit und einer daraus resultierenden Minimierung der Fehl-
chargen und Verarbeitungsverluste soll eines der Schutzziele der 6kologischen
Nachhaltigkeit, ndmlich das Ziel der Schonung der natiurlichen Ressource Fisch,

erfullt werden.
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2 Wirkung der Transglutaminase auf Heilbutt im Verg leich zu

anderen Fischen

2.1 Einleitung

Zu Beginn der Untersuchungen sollte geklart werden, ob grundsatzlich die Mdglich-
keit besteht, Schwarzen Heilbutt mittels Transglutaminase in seiner Textur zu verfes-
tigen. Dieses wurde zum einen mittels instrumenteller Texturmessung uberpruft.
Zum anderen wurde die Vernetzungsaktivitdt der Transglutaminase mittels SDS-
PAGE dargestellt. Hierzu wurde aus der Fischmuskulatur des Schwarzen Heilbutts
eine Fischfarce hergestellt und in definierten Formen gegart, um reproduzierbare
Ergebnisse wahrend der instrumentellen Texturmessung zu erzielen. Neben
Schwarzem Heilbutt wurden auch andere Fischarten untersucht, um die Starke des
Vernetzungsgrades vergleichen zu kénnen. Aufgrund der bei diesen Vorversuchen
erzielten Ergebnisse wurde es notig zu klaren, warum die Textur des Heilbutts im

Vergleich zu anderen Fischen weniger stark verfestigt wird.

Literaturstudien sowie eigene Untersuchungen der Makronéhrstoffgehalte ergaben,
dass der Heilbutt einen vergleichsweise hohen Fett- und niedrigen Lysingehalt (hier
allerdings Weil3er Heilbutt) aufweist (Souci et al., 2000). Auch Glutamin ist vielfach
als Reaktionspartner der Transglutaminase-katalysierten Reaktion in zu geringer

Konzentration vorhanden (Budemann, 2003).

Eigene Untersuchungen und Beobachtungen ergaben, dass das Fett in einer sehr
heterogenen Verteilung im Heilbutt vorliegt, so dass der Fettgehalt innerhalb eines
Fischfilets variiert. Die Einlagerung von Depotfett nimmt mit der Aktivitat der Musku-
latur ab. Daher befinden sich in der Regel im Schwanzteil geringere Fettgehalte als
im Bauchteil. (TUlsner, 1994)

Diese Beobachtungen und Untersuchungsergebnisse fuhrten zu der Annahme, dass
das Fett einen maRRgeblichen Einfluss auf die Ausbildung der Transglutaminase-
induzierten Isopeptidbindungen ausitbt. Um die ursachlichen Zusammenhange
sowie LOosungsansatze dieser Problematik zu erarbeiten, wurden analog zur indus-

triellen Fleischverarbeitung Zusatzstoffe verwendet.
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Um die heterogene Fettverteilung als Faktor fir eine eingeschréankte Transglutami-
nase-Wirkung auszuschlieRen, wurden Fischfarcen hergestellt. Fir deren Herstel-
lung wurden stets unterschiedliche Partien des Fisches herangezogen. Aul3erdem

wurde die Heilbuttmuskulatur entfettet, um den Einfluss des Fettes zu erkennen.

Sojafeinmehl sollte zum einen den Gehalt an Lysin und Glutamin erhdhen; zum
anderen dient der Einsatz von Fremdprotein der Verbesserung der Wasserbindung
und Fettemulgierung (Sielaff, 1996; Tulsner, 1994).

Ziel des Phosphateinsatzes - auch aufgrund seiner synergistischen Wirkung zur
Transglutaminase (Budemann, 2003; Motoki, Seguro, 1998) - war es, die wassrige
Textur des Heilbutts durch Steigerung der Fett- und Wasserbindekapazitat zu
verbessern. Durch Phosphat kann der erhitzungsbedingte Gelee- und Fettabsatz
vermindert werden. Diphosphat wirkt spezifisch auf myofibrillare Proteine, wie das
Actomyosin. Es bedingt die Trennung in Actin und Myosin (Troeger, 1998) und tragt

somit zu einer besseren Substratverfiigbarkeit fir die Transglutaminase bei.

Natriumchlorid, ein wesentlicher Rezepturbestandteil zur Herstellung von
Fischerzeugnissen, wirkt oberhalb der physiologischen Salzkonzentration von ca. 1-
5 % quellend und l6send auf myofibrillare Proteine. Anfanglich sind davon nur freies
Actin und Myosin betroffen - bei hoheren Konzentrationen und langeren
Einwirkzeiten auch Actomyosin. Durch die Salzeinwirkung beginnen die Myofibrillen
zuerst zu quellen, die Zwischenraume zwischen den Filamenten werden grof3er.
Wasser tritt ein und wird immobilisiert. Das Wasserbindungsvermégen wird durch
diesen Prozess gesteigert. ,Die geldsten Proteine als Grenzzustand der Quellung
binden beim Erhitzen die gequollenen Proteine zu einem Netzwerk zusammen und
stabilisieren dadurch die Textur und halten auch wahrend eines

Erhitzungsprozesses das Wasser im Fleisch®. (Honikel, Schwéagele, 1998)

In einer Untersuchung von Nielsen et al. (1995) konnte die Festigkeit von Fleischfar-
ce durch den Zusatz von 0,2 % Phosphat und 1,0 % Salz zusatzlich zur Transgluta-
minase (F Xllla) deutlich erhdht werden als beim alleinigen Zusatz von Transgluta-

minase.
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Lim und Haard (1984) stellten in ihren Untersuchungen fest, dass die Gefrierlage-
rung von Schwarzem Heilbutt zu einem schnellen Verlust (etwa 50 % in 15 Tagen)
der Salzldslichkeit der myofibrillaren Proteine fuhrt. Dadurch kdnnte die Substratver-
fugbarkeit der Transglutaminase eingeschrankt werden, so dass im Rahmen der

geplanten Versuche auch der Einfluss der Gefrierlagerung ermittelt werden sollte.

Die Auswirkungen der Zusatzstoffe, des Entfettens sowie der Gefrierlagerung auf die
Festigkeit der Fischfarce wurden mittels instrumenteller Texturmessung bewertet. In
der Literatur sind verschiedene Methoden zur Uberpriifung der texturellen Eigen-
schaften von Fischfarcen bzw. Surimi dargestellt. Lee et al. (1997) untersuchten die
texturellen Eigenschaften ihrer Fischproteingele mittels Torsion. Benjakul et al.
(2000) verwendeten fur die Untersuchung der Eigenschaften ihrer Surimiproben
einen Druckstempel. Auch Gémez-Guillén et al. (2001) Uberpriften die Gelstarke/
-festigkeit ihrer Proben mittels Druckstempel mit einem Stauchungsgrad von 70 %.
Lee und Chung (1989) geben an, dass mittels Kompressionsmessung die Bindung
eines Gels Uberprift wirde. Sakamoto et al. (1995) untersuchten ihre Surimiproben
in Abhangigkeit von der eingesetzten Transglutaminase-Konzentration mittels
Penetration und durch Auflegen von spezifischen Gewichten. Sowohl Benjakul et al.
(2000) als auch Sakamoto et al. (1995) stellten zylinderformige Proben fur die
Untersuchung her. In eigenen Vorversuchen hatten sich die Kompressionsmessung
mittels Druckstempel analog zu Gémez-Guillén et al. (2001) und zylindrische Pro-
benformen analog zu Benjakul et al. (2000) und Sakamoto et al. (1995) als geeignet
fur die Texturanalyse der Fischfarcen herausgestellt.

2.2 Material und Methode

2.2.1 Rohware

Der Schwarze Heilbutt, gefangen im Nordostatlantik, auf See ausgenommen und in
Blocken zu 20 kg tiefgefroren, wurde von der Deutschen See GmbH & Co. KG,
Bremerhaven, bezogen. Der Fisch wurde dort aufgetaut, in Carbonaden (150-300 g)
geschnitten und per Kuhltransport auf Eis nach Hannover transportiert. Die Ubrigen
Fische (Regenbogenforelle, Lachs, Kabeljau, Seelachs, Katfisch und Zander) wur-
den je nach Verfugbarkeit bei ortlichen Handlern (Nordsee und real, Hannover)

bezogen. Um den Einfluss der Tiefgefrierlagerung auf die Texturfestigkeit zu ermit-
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teln, wurde zusatzlich frischer, nicht tiefgefrorener Heilbutt vom Cuxhavener
Seefischmarkt bezogen, der als Beifang angelandet wurde. Ein Teil dieses
Beifanges wurde - wie im Folgenden beschrieben - sofort verarbeitet, der andere Teil
des Fisches wurde zunéchst fir 6 Wochen bei -18 T gelagert, bevor er ebenfalls zu

Fischfarce verarbeitet wurde.

2.2.2 Herstellung der Fischfarcen

Zur Herstellung der Grundmasse wurde gekutterte (ST 11 Kutter mit dreier Stan-
dard-Messer, Volumen: 11 |, Drehzahl der Messerwelle: ca. 1400 U min™, Kutterzeit:
2 min, ADE, Hamburg) Fischmuskulatur (Schwarzer Heilbutt, Regenbogenforelle,
Lachs, Kabeljau, Seelachs, Katfisch bzw. Zander) mit einem Zusatz von 2 g Natri-
umchlorid und 20 ml Wasser pro 100 g Fisch verwendet. Pro Charge betrug die
Kuttermenge ca. 1000 g. Alternativ oder gekoppelt, je nach Versuchsreihe, wurden

der Grundmasse weiterhin zugefigt:

* Transglutaminase Activa WM, Ajinomoto Foods Deutschland GmbH, Ham-
burg, in der Konzentration 15 IE 100 g Fisch (entspricht der von Ajinomoto
empfohlenen Konzentration zur Herstellung von Surimi) sowie in drei héheren
Konzentrationen von 30, 100 und 150 IE 100 g* Fisch (ausgehend von einer
Aktivitat der Transglutaminase laut Hersteller von 100 IE g™)

« Phosphat, 0,3 g 100 g* Fisch, Carnal 2110, Chemische Fabrik Budenheim

« Sojafeinmehl, 2 g 100 g* Fisch, Frasoy D, entfettet und getoastet, Georg

Breuer GmbH Food Ingredients, Konigstein

Zur Vergleichbarkeit wurde jeweils eine Probenreihe mit Transglutaminase und eine
Probenreihe ohne Transglutaminase angelegt. Die Fischfarcen wurden in Plastikzy-
linder (H6he: 30 mm, Durchmesser: 35 mm) gefillt und wahrend des 40-mintigen
Settings in einem Klimaschrank (Mini-Subzero MC 81, Tabai, Osaka, Japan) bei
40 T gelagert. Der Garprozess erfolgte im Konvekti onsdampfer (Combi-Dampfer
CC 101, Rational Grof3kiichentechnik GmbH, Landsberg am Lech) im Dampf-Luft-
Gemisch fur 30 min bei 85 . Im Schockkuhler (Fost er BC 35, Geschaftsbereich der

Hobart GmbH, Wuppertal) wurden die Fischfarcezylinder mittels Luftkonvektion bei
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einer Arbeitstemperatur von 0 € auf 15 T Kerntemp eratur abgekuhlt. An den

abgekihlten Fischfarcen wurden die Garverluste sowie die Festigkeit ermittelt.

2.2.3 Entfetten der Heilbuttmuskulatur

Eine definierte Menge gekutterte Heilbuttmuskulatur wurde mit Petroleumbenzin
vermengt und in ein Ultraschallbad (Sonorex RK 100, f = 50-60 Hz, Bandelin, Berlin)
fur 7 min verbracht. Das Petroleumbenzin wurde dekantiert und der Vorgang wie-
derholt. Die so partiell entfettete Fischmuskulatur wurde mehrere Stunden unter dem
Abzug bei Raumtemperatur getrocknet. Aus dem dekantierten Uberstand (Petro-
leumbenzin) wurde nach Destillation des Losungsmittels (Laborota 4002, Heidolph,
Schwabach) die entzogene Fettmenge bestimmt. 60-70 % der Gesamtfettmenge
wurden auf diese Weise entzogen. Das durch diesen Prozess ebenfalls entzogene
Wasser wurde schrittweise wahrend eines erneuten Kutterprozesses zusammen mit
dem Salz wieder zugefligt. Setting, Gar- und Abkuhlprozess erfolgten wie zuvor

beschrieben.

2.2.4 Texturmessung

Die instrumentelle Texturmessung (Universal Texturprifmaschine, Typ 4302,
Instron-Wolpert GmbH, Darmstadt) erfolgte als Kompressionsmessung mittels
Druckstempel (Durchmesser: 98 mm) mit einem Stauchungsgrad von 50 %, einer
Querhauptgeschwindigkeit von 200 mm min™ und einer 100 N Kraftmessdose. Die
Festigkeit der Fischfarcen wurde ausgedrickt als maximale Kompressionskraft in
Newton (N), die erforderlich ist, um die Farce um 50 % zu stauchen.

2.2.5 Qualitative Darstellung der Vernetzungsaktivitat der Transglutaminase mittels
SDS-PAGE

Die Proteinanalyse der Heilbutt-, Regenbogenforellen und Lachsfarce mit und ohne
Transglutaminase (siehe 2.2.2) wurde mittels eindimensionaler SDS/Polyacrylamid-
Gelelektrophorese (SDS-PAGE, EC 120 Mini Vertical Gel System, E-C Apparatus
Corporation, Holbrook, NY) in Anlehnung an Lammli (1970) durchgefthrt. Es wurde
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ein diskontinuierliches System mit einer Polyacrylamidkonzentration von 10 % (w/v)

im Trenngel und 6 % (w/v) im Sammelgel verwendet.

Die Proteinextraktion aus den gegarten Fischfarcen erfolgte in Anlehnung an Etienne
et al. (2000) mittels folgender Extraktionslésung:

2 % (w/v) SDS

2 % (v/v) 2-6-Mercaptoethanol

60 mM Tris-HCI (pH 7,5)

Aqua dest.

1 g gegarte Fischfarce wurde mit 10 ml Extraktionslésung homogenisiert (IKA Zer-
kleinerungsmihle, Janke & Kunkel GmbH & Co. KG, Staufen im Breisgau) und fur
20 min in ein Ultraschallbad (Sonorex RK 100, f = 50-60 Hz, Bandelin, Berlin) ver-
bracht. Die Proben wurden mit 12.000 x g fiir 15 min zentrifugiert und der Uberstand
mit Proben-Puffer (Glycerol 10 % (w/v), SDS 2 % (w/v), 2-6-Mercaptoethanol 1 %
(v/v), Bromphenolblau 0,01 % (w/v), Tris-HCI (pH 6,8) 0,625 M) im Verhaltnis 1:1
versetzt und vor der Elektrophorese fir 5 min bei 100 € erhitzt. Die Elektrophorese
wurde mit einer konstanten Spannung von 100 V durchgefiihrt. Als Molekularge-
wichtsstandard diente der Roti®-Mark Standard (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karls-
ruhe). Die Proteinkonzentration des Extraktes wurde photometrisch mittels Roti®-
Quant nach Bradford (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) bestimmt. Pro Bahn
wurden 0,5-1 pg Protein aufgetragen. Die Proteinbanden wurden durch Anfarben
tber Nacht mit Coomassie Brillant Blau (Sigma, Taufkirchen) sichtbar gemacht.

2.2.6 Makronahrstoffbestimmung von Heilbutt, Regenbogenforelle und Lachs

Die Makronahrstoffe des essbaren Anteils der Fische wurden nach den amtlichen
Methoden 8§ 35 LMBG L 06.00-3 (Wasser), L 06.00-6 (Fett) und L 06.00-7 (Protein)

bestimmt.

2.2.7 Statistische Auswertung

Aus den Daten der Untersuchungen wurden das arithmetische Mittel und die Stan-
dardabweichung berechnet. Zur Uberpriifung der Signifikanz des Unterschiedes
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zweier Messreihen wurde der t-Test angewandt. Als signifikant unterschiedlich
wurden die Mittelwerte zweier Messreihen dann bezeichnet, wenn p < 0,10 war. In
der graphischen Darstellung der Transglutaminase-Aktivitdten und der Texturergeb-
nisse stellen die Fehlerbalken die Standardabweichung dar. Die Zahlenwerte zu den
einzelnen Abbildungen mit Standardabweichungen befinden sich tabellarisch im

Anhang.

2.3 Ergebnisse

2.3.1 Verfestigung von Fischfarce durch Transglutaminase

Die durch Transglutaminase (15 IE 100 g Fischfarce) erreichte Texturverfestigung
war signifikant und lag je nach Fischart zwischen etwa 7 und 65 % (Tab. 2.1). Es
zeigte sich zwar, dass grundsatzlich die Moglichkeit besteht, eine Texturverfestigung
des Schwarzen Heilbutts mittels Transglutaminase zu erzielen, dass diese jedoch
deutlich geringer ausfallt als bei anderen Fischarten (Abb. 2.1). Es zeigte sich
ebenfalls, dass die Ausgangsfestigkeit des Heilbutts ohne Transglutaminase (26,2
N) im Vergleich zu den anderen Fischen bereits geringer ist. Bezlglich der Textur-
ausgangsfestigkeit war der Katfisch (27,0 N) mit Heilbutt vergleichbar.

‘I:Iohne TG Bmit TG ‘

70
60 -

addddal

Heilbutt Forelle Seelachs Kabeljau Lachs Katfisch Zander

max. Kompressionskraft (N)

Abb. 2.1: Festigkeit der gegarten Fischfarcen (maxi male Kompressionskraft) mit (15 IE 100 g ™

Fischfarce) und ohne Transglutaminase (n=10 pro Ver  suchsreihe)
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Tab. 2.1: Zunahme der Festigkeit (maximale Kompress

Transglutaminase (15 IE 100 g ! Fischfarce, n=10)

ionskraft) der Fischfarcen durch

Zunahme der max.
Kompressionskraft
durch TG (%)

Schwarzer Heilbutt

6,9 (p<0,01)

Regenbogenforelle

35,5 (p<0,001)

Seelachs

64,5 (p<0,001)

Kabeljau

33,5 (p<0,001)

Lachs

44,0 (p<0,001)

Katfisch

27,0 (p<0,001)

Zander

23,6 (p<0,001)

2.3.2 Auswirkungen verschiedener Transglutaminase-Konzentrationen auf die
Festigkeit des Schwarzen Heilbutts

Bis zu einer Konzentration von 100 IE Transglutaminase 100 g™ Fisch lieR sich die
Texturfestigkeit des Heilbutts von im Mittel 21,8 N auf 40,2 N steigern (Abb. 2.2).
Eine hohere Konzentration (150 IE 100 g™ Fisch) bewirkte ein Absinken der Festig-

keit auf im Mittel 31,3 N. Mit steigender Transglutaminase-Konzentration nahmen die
Gewichtsverluste proportional zu. Aufgrund dieser Gewichtsverluste wurden die

weiteren Versuche zur Fischfarce mit einer Transglutaminase-Konzentration von

15 |IE 100 g* Fisch durchgefiihrt.

‘I:IGewichtsverlust (%) @ max. Kompressionskraft (N)

50

40

30

20

10

Gewichtsverlust (%)/
max. Kompressionkraft (N)

ohne TG 151E

301E 100 IE 150 IE

Abb. 2.2: Festigkeit (maximale Kompressionskraft) u

Heilbuttfarce in Abhéangigkeit von der eingesetzten

(n=10 pro Versuchsreihe)

nd Gewichtsverlust (%) der gegarten

Transglutaminase-Konzentration
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Zur weiteren Uberprifung und Absicherung der Daten bzw. zur Ermittlung der
Schwankungsbreiten wurde die Moglichkeit der Texturverfestigung von Schwarzem
Heilbutt durch Transglutaminase in einer Konzentration von 15 IE 100 g* Fisch in

funf weiteren Versuchsreihen untersucht. Tabelle 2.2 gibt einen Ergebnisiberblick:

Tab. 2.2: Festigkeit der gegarten Heilbuttfarcen (m aximale Kompressionskraft) mit (15 IE
100 g™ Fisch) und ohne Zusatz von Transglutaminase, Zunah ~ me der Festigkeit der Farce

durch Transglutaminase (n=10)

} } } Zunahme der max.
Heilbutt ohne TG (max. Heilbutt mit TG (max. )
Versuch ) ) Kompressionskraft
Kompressionskraft (N)) | Kompressionskraft (N))
durch TG (%)
1 26,2+1,7 28,0+1,0 6,9 (p<0,01)
2 21,8+0,8 25,1+ 1,1 15,1 (p<0,001)
3 19,0+0,8 32,3+15 70,0 (p<0,001)
4 17,7+0,7 27612 55,9 (p<0,001)
5 175+04 229+1,0 30,9 (p=<0,001)
6 25,4+0,7 33,5+0,9 31,9 (p=<0,001)

2.3.3 Auswirkungen der Tiefgefrierlagerung auf die Festigkeit des Schwarzen
Heilbutts

Der frische und der fur 6 Wochen tiefgefrorene Heilbutt wiesen ohne Transglutami-
nase vergleichbare, jedoch sehr niedrige, maximale Kompressionskrafte auf (Abb.
2.3). Die Festigkeitszunahme des frischen Heilbutts durch Transglutaminase lag mit
131,4 % deutlich héher als die Festigkeitszunahme des zuvor tiefgefrorenen Heil-
butts mit 74,8 % (Tab. 2.3).
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Abb. 2.3: Auswirkung der Tiefgefrierlagerung auf di e Festigkeit (maximale Kompressionskraft)

gegarter Heilbuttfarce (n=10 pro Versuchsreihe)

Tab. 2.3: Zunahme der Festigkeit (maximale Kompress ionskraft) der gegarten Heilbuttfarce

nach Verwendung frischer und tiefgefrorener Heilbut tmuskulatur durch Transglutamina-

se (n=10)
Zunahme der max. Kompressi-
onskraft durch TG (%)
Frischer Heilbutt 131,4 (p<0,001)
TK-gelagerter Heilbutt 74,8 (p<0,001)

2.3.4 Modifizierung der Vernetzung der Heilbuttfarce durch Soja, Phosphat und
Entfettung

Die folgenden Versuche wurden zur Absicherung der Daten jeweils bis zu viermal
mit unterschiedlichen Fischchargen durchgefiihrt. Die alleinige Zugabe des Soja-
feinmehls zur Heilbuttfarce verringerte tendenziell die maximal aufzuwendende
Kompressionskraft im Mittel um 1,3 % im Vergleich zur Heilbuttfarce ohne Zuséatze
(Abb. 2.4). Vergleicht man die Kraftwerte fir Heilbuttfarce mit Transglutaminase mit
denen fur Heilbuttfarce mit Transglutaminase und Soja, konnte nur in Versuch 1 eine
Verbesserung (Anstieg der maximalen Kompressionskraft um 30,1 %) der Festigkeit
durch Soja festgestellt werden. Dieses Ergebnis konnte in zwei Versuchswiederho-
lungen nicht bestatigt werden. Auch bei Verwendung von Forellenfarce fihrte die
Zugabe von Soja zusatzlich zur Transglutaminase zu keinem weiteren Anstieg der
Kraftwerte (Abb. 2.5). Es konnte tendenziell sogar eine geringe Festigkeitsabnahme

im Mittel um 2,2 % festgestellt werden. Bei Einsatz von Lachsfarce konnte eine
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mittlere Festigkeitszunahme um 4,2 % ermittelt werden, wenn Sojafeinmehl zusatz-

lich zur Transglutaminase eingesetzt wurde (Abb. 2.6). Unter Beriicksichtigung der

Standardabweichungen waren die beiden Farcen jedoch vergleichbar fest.

60

‘I:IVersuch 1 @Versuch 2 OVersuch 3 ‘
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: B

30

20

10

max. Kompressionskraft (N)

HB

HB+TG HB+Soja HB+Soja+TG

Abb. 2.4: Veranderung der Festigkeit (maximale Komp  ressionskraft) von gegarter Heilbuttfarce

nach Zusatz von Soja und/oder Transglutaminase (n=1 0 pro Versuchsreihe, HB: Heilbutt;

TG: Transglutaminase)

100

DO Versuch 1 @Versuch 2 OVersuch 3
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max. Kompressionskraft (N)
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FO+TG FO+Soja FO+So0ja+TG

Abb. 2.5: Verdnderung der Festigkeit (maximale Komp  ressionskraft) von gegarter Forellenfar-

ce nach Zusatz von Soja und/oder Transglutaminase ( n=10 pro Versuchsreihe, FO:

Forelle; TG: Transglutaminase)
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Lachs Lachs+TG Lachs+Soja Lachs+Soja+TG

Abb. 2.6: Veranderung der Festigkeit (maximale Komp  ressionskraft) von gegarter Lachsfarce
nach Zusatz von Soja und/oder Transglutaminase (n=1 0 pro Versuchsreihe, TG:

Transglutaminase)

Die positive Wirkung des Phosphates zusatzlich zur Transglutaminase konnte bei
Verwendung von Heilbutt in Versuch 1 und 3 durch eine signifikante Verfestigung
der Farce (p < 0,001) bestatigt werden (Abb. 2.7). Kraftzunahmen im Mittel um 19,4
% der Heilbuttfarce mit Transglutaminase und Phosphat im Vergleich zur Heilbuttfar-
ce mit Transglutaminase ohne Phosphat waren zu verzeichnen. Zudem konnten die
Gewichtsverluste wéhrend des Garens um im Mittel 5 % durch die Zugabe von
Phosphat gesenkt werden (Abb. 2.8), wahrend Transglutaminase die Gewichtsver-

luste erhohte.
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Abb. 2.7: Veranderung der Festigkeit (maximale Komp

nach Zusatz von Phosphat und/oder Transglutaminase

Heilbutt; TG: Transglutaminase; P: Phosphat)

ressionskraft) von gegarter Heilbuttfarce

O Versuch 1 @Versuch 2 OVersuch 3

Gewichtsverlust (g)
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HB+ TG

HB + P HB+P+TG

Abb. 2.8: Mittlere Gewichtsverluste (g) der Heilbut
Versuchsreihe, HB: Heilbutt, TG: Transglutaminase, P: Phosphat)

tfarce pro Fischfarceférmchen (n=10 pro

(n=10 pro Versuchsreihe, HB:
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Abb. 2.9: Festigkeit verschiedener Fischfarcen (max imale Kompressionskraft) mit und ohne
Transglutaminase im Vergleich (n=10 pro Versuchsrei  he, FO: Forelle; TG: Transglutami-
nase; HB: Heilbutt)

Im Vergleich zu Heilbutt und Lachs wies die Farce aus Regenbogenforelle die
starkste durch Transglutaminase herbeigefiihrte Verfestigung auf (Abb. 2.9). Bei
Heilbutt betrug die Verfestigung im Mittel 25,3 %, bei Lachs 34,4 % und bei der
Regenbogenforelle sogar 76,6 %.
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Abb. 2.10: Verénderung der Festigkeit (maximale Kom  pressionskraft) nach Entfettung der

Heilbuttfarce (n=10 pro Versuchsreihe, HB: Heilbutt  ; TG: Transglutaminase)
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Durch das Entfetten wurde die Heilbuttfarce verfestigt - auch wenn keine Transglu-

taminase zugegeben wurde (Abb. 2.10). Diese Verfestigung konnte durch Transglu-

taminase weiter gesteigert werden. Hierbei wurden Kraftzunahmen um bis zu 15 N

(33,5 %) erreicht.

Tab. 2.4: Veranderung der Festigkeit (maximale Komp
Zusatzstoffe und/oder Transglutaminase im Vergleich

und ohne Transglutaminase der Versuche 1, 2, 3 und

4 (n=10)

ressionskraft) von Fischfarce durch

zur Fischfarce ohne Zusatzstoffe

Veranderung der max. Kompressionskraft durch Zusatzstoffe

und/oder TG (%)

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4

Heilbutt
Heilbutt + TG +18,8 +17,8 +31,1 +33,3
Heilbutt + Soja -2,2 -4,6 +34
Heilbutt + Soja + TG + 54,6 +13,5 + 23,5
Heilbutt + Phosphat - 33,9 -27,4 -42,3
Heilbutt + Phosphat + TG |+ 38,0 + 15,8 +61,1
Entfetteter Heilbutt
Entfetteter Heilbutt + | --- +335 +23,1
TG

Forelle
Forelle + TG + 84,4 + 87,2 + 58,3
Forelle + Soja +15,9 +14,3
Forelle + Soja+ TG + 84,3 +53,7
Lachs
Lachs + TG + 39,4 +29,4
Lachs + Soja +9,0
Lachs + Soja + TG + 34,7
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Tab. 2.5: Festigkeit verschieden hergestellter Fisc  hfarcen (maximale Kompressionskraft)
sowie Veranderung der Festigkeit von Fischfarce dur ~ ch Zusatzstoffe und/oder Transglu-
taminase im Vergleich zur Fischfarce ohne Zusatzsto  ffe und ohne Transglutaminase;

Mittelwerte aus den Versuchen 1-4 (n=10 pro Versuch )

Veranderung der max. Kom-
Max. Kompressionskraft (N) pressionskraft durch Zusatz-
stoffe und/oder TG (%)
Mittelwerte der Versuche 1-4

Heilbutt 27,0 ---

Heilbutt + TG 33,6 + 25,3

Heilbutt + Soja 28,5 -11

Heilbutt + Soja + TG 38,0 + 30,5

Heilbutt + Phosphat 18,8 -34,5

Heilbutt + Phosphat + TG 40,1 + 38,3

Entfetteter Heilbutt 40,1 ---

Entfetteter Heilbutt + TG 51,5 + 28,3

Forelle 48,4

Forelle + TG 85,1 + 76,6

Forelle + Soja 58,0 +15,1

Forelle + Soja+ TG 84,9 + 69,0

Lachs 39,7

Lachs + TG 53,4 +34,4

Lachs + Soja 43,7 +9,0

Lachs + Soja + TG 54,0 +34,7

2.3.5 Qualitative Darstellung der Vernetzungsaktivitat der Transglutaminase mittels
SDS-PAGE

Abbildung 2.11 zeigt, dass die Bandenstarke der schweren Myosinketten (MHC,
myosin heavy chain) abnimmt, wenn die Heilbuttfarce mit Transglutaminase behan-
delt wird. Zu diesem Ergebnis kamen auch Sakamoto et al. (1995), Tsai et al. (1996)
und Seguro et al. (1995) bei Verwendung anderer Fischarten. Die Abnahme vergré-
Berte sich mit steigender Transglutaminase-Konzentration. Durch die Transglutami-
nase-Reaktion werden die schweren Myosinketten vernetzt und liegen nicht mehr in

ihrer nativen Form vor. Tsai et al. (1996) kamen zu dem Ergebnis, dass die
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Transglutaminase hauptsachlich die schweren Myosinketten vernetzt, so dass das
polymerisierte Myosin schlechter durch die Extraktionslésung gel6st wird. Auch bei
Einsatz von Forellen- (Abb. 2.12) und Lachsfarce (Abb. 2.13) konnte eine Abnahme
der Bandenstarke der schweren Myosinketten durch Transglutaminase festgestellt

werden.

200 kDa [
119 kDa

O
(@]

66 kDa

43 kDa

29 kDa

20 kDa

14,5 kDa

S OIE 151IE 30IE 100IE 150IE

Abb. 2.11: SDS-PAGE der extrahierten Heilbuttprotei ne nach Behandlung der Farce mit
unterschiedlichen Transglutaminase-Konzentrationen pro 100 g Fisch (S = Molekularge-

wichtsstandard, MHC = schwere Myosinketten)
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Abb. 2.12: SDS-PAGE der extrahierten Forellenprotei

Transglutaminase (S = Molekulargewichtsstandard, MH  C = schwere Myosinketten)
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Abb. 2.13: SDS-PAGE der extrahierten Lachsproteine

Transglutaminase (S = Molekulargewichtsstandard, MH  C = schwere Myosinketten)

ne nach Behandlung der Farce mit

nach Behandlung der Farce mit
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2.3.6 Makronahrstoffbestimmung

Heilbutt, Forelle und Lachs wiesen roh und unbearbeitet folgende Makronahrstoffge-

halte auf:

Tab. 2.6: Makronahrstoffgehalte von Heilbutt, Lachs und Regenbogenforelle

Wasser (%) Protein (%) Fett (%)

Schwarzer Heilbutt

66-75 15-21* 6-14
(n=15)
Regenbogenforelle

78-79 16-18 1-2
(n=4)
Lachs (n =4) 68 18 5-6

* bezuglich der Angabe der enzymatischen Einheiten wurde von einem mittleren Proteingehalt des Heilbutts von 19 %

ausgegangen

Die Makronahrstoffgehalte des Heilbutts waren stark schwankend, so dass aufgrund
dieser Tatsache unterschiedliche Verarbeitungseigenschaften vermutet werden
kénnen. Zudem ist der Fettgehalt des Schwarzen Heilbutts hoher als bei Regenbo-
genforelle und Lachs, so dass auf einen hinderlichen Effekt des Fettes bei der

Ausbildung von Isopeptidbindungen geschlossen werden kann.

2.4 Zusammenfassung und Diskussion

Die verwendete instrumentelle Texturmessmethode eignete sich im Hinblick auf die
zu ermittelnden Unterschiede der Fischfarcen mit und ohne Transglutaminase.
Wahrend Gomez-Guillén et al. (2001) den Druckstempel und einen Stauchungsgrad
von 70 % verwendeten, erwies sich in eigenen Untersuchungen der Druckstempel
mit einem Stauchungsgrad von 50 % als geeignet, so dass es nicht erforderlich war,
innerhalb dieser Vorversuche andere Stauchungsgrade zu testen. Wichtig ist, dass
die Probe bei der instrumentellen Texturmessung einen Strukturzusammenbruch
erleidet (Schubring, 1999). Dies konnte mit einem Stauchungsgrad von 50 % erreicht

werden.

Es konnte festgestellt werden, dass die Textur des Schwarzen Heilbutts weicher ist
als die Textur anderer Fischarten. Transglutaminase verfestigte die Textur von

Schwarzem Heilbutt; doch die Verfestigung variierte stark von Charge zu Charge
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und war vielfach geringer als bei anderen Fischarten. Uber Untersuchungen zur
Verfestigung von Schwarzem Heilbutt mittels Transglutaminase wurde in der Litera-
tur bisher nicht berichtet, so dass keine Vergleichsdaten verfligbar sind. Aufgrund
der starken Schwankungen (hohe Variationen der Kompressionskraft chargenab-
hangig bei exakt gleicher Rezeptur) bestand nur die Mdglichkeit, Vergleiche mit dem
aus der jeweiligen Charge stammenden Standard anzustellen. Ein allgemeiner
Standard kann erst durch zahlreiche Versuchswiederholungen mit verschiedenen

Chargen ermittelt werden.

Durch eine Steigerung der Transglutaminase-Konzentration bestand zwar die Mog-
lichkeit, die Textur des Heilbutts noch weiter zu verfestigen, wie bereits von Kuraishi
et al. (2001) bei der Surimiherstellung mit anderen Fischarten beschrieben; diese
zusatzliche Verfestigung ging jedoch mit hoheren Gewichtsverlusten einher. Die
Auswahl der geeigneten Transglutaminase-Konzentration stellt also einen Kompro-
miss zwischen Festigkeit und Gewichtsverlust dar (Armbrust et al., 2003a).

Wie von Tsai et al. (1996) beschrieben, zeigten auch die eigenen Untersuchungen
mittels SDS-PAGE, dass das Myosin von Heilbutt, Forelle und Lachs durch die
Transglutaminase vernetzt wird. Auch Zellner (2000) beschrieb die Reaktivitat der
Transglutaminase mit Myosin als sehr hoch. Folglich fihrte der Zusatz von Phos-
phat, das nach Angaben von Troeger (1998) eine Trennung des Actomyosinkomple-
xes in Actin und Myosin bewirkt, zu einer besseren Substratverfigbarkeit der Mus-
kelproteine fur die Transglutaminase. Dies konnte in zwei Versuchen (Versuch 1 und
3) insofern bestatigt werden, als dass durch den Zusatz von Phosphat zusatzlich zur
Transglutaminase die Fischfarce starker verfestigt werden konnte, als wenn nur
Transglutaminase zugesetzt wurde. In Versuch 2 konnte dieses Ergebnis nicht
erzielt werden. Hier waren die Festigkeiten der Farcen vergleichbar. Dieses Ergebnis
ist nach Literaturbewertung ein Ausreier. Dennoch ist dieses Ergebnis aufgefuhrt
worden, da es die gro3en Schwankungsbreiten innerhalb der Heilbuttverarbeitung
aufzeigt. Dieses wird auch durch die ermittelten Gewichtsverluste bestatigt: Betrach-
tet man die Gewichtsverluste aufgefuhrt in Abbildung 2.8, so ist hier die Versuchs-
reihe 3 ein Ausreil3er, da in dieser Versuchsreihe signifikant geringere Gewichtsver-

luste ermittelt wurden als in den Versuchsreihen 1 und 2. Bei der Verarbeitung von
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Heilbutt und Soja hingegen ist die Versuchsreihe 1 ein Ausreil3er. Diese Schwan-
kungen scheinen fir den Heilbutt typisch zu sein und machten sich auch in folgen-
den Untersuchungen bemerkbar. Bei Verwendung von Regenbogenforelle und

Lachs konnten diese Schwankungen nicht festgestellt werden.

Koch (1996) empfiehlt fiir die Herstellung von Fischpaste einen Phosphatzusatz von
0,3-0,5 %, um eine stabile Emulsion zu erhalten. Diese Konzentration, die auch
analog zu den Herstellerempfehlungen des hier eingesetzten Praparates ist, wurde
in dieser Untersuchung verwendet. Nielsen et al. (1995) stellten eine Fleischfarce
unter Zusatz von 0,2 % Phosphat und 1 % Natriumchlorid zusétzlich zur Transglu-
taminase her und konnten damit die Festigkeit ihres Produktes steigern. Andere
Konzentrationen an Phosphat und Natriumchlorid in kombinierter Zugabe wurden
von den Autoren nicht eingesetzt. Allerdings untersuchten die Autoren die Konzen-
trationsbereiche 0,2-0,5 % Phosphat und 1-3 % NaCl jeweils separat unter Zugabe
von Transglutaminase beztiglich der Auswirkungen auf die Festigkeit der Fleischfar-
ce. Sie stellten fest, dass die gro3te Festigkeit zum einen durch einen Phosphatzu-
satz von 0,2 % erzielt werden konnte. Zum anderen konnte ermittelt werden, dass
die Fleischfarce umso fester wurde, je mehr NaCl zugesetzt wurde. Wurde die
Phosphatkonzentration erhéht (0,35 %), flhrte dies zu einer Abnahme der Festigkeit.
Die Untersuchung von Nielsen et al. (1995) macht deutlich, dass bereits geringe
Konzentrationsanderungen des Phosphates zu einer Verdnderung der Textur des
Produktes fuhren. In den eigenen Untersuchungen wurden keine weiteren als die
eingesetzte Konzentration von 0,3 % Phosphat untersucht, da sich diese Konzentra-

tion als effektiv bezlglich einer zusatzlichen Verfestigung erwies.

In den Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass der Phosphatzusatz eine
Reduzierung der Gewichtsverluste wahrend des Garens der Farce bewirkt. Im
Bereich der Kochschinkenherstellung wurden analoge Ergebnisse von Muller (2003)

erzielt.

Auch Natriumchlorid fuhrt nach Zellner (2000) und Honikel und Schwéagele (1998) zu
einer Losung der myofibrillaren Proteine. Die eingesetzte NaCl-Konzentration von

2 % wurde nach dem gustatorischen Kriterium gewahlt. Eine Erhéhung der Salzkon-
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zentration hatte zwar moglicherweise, wie in den Untersuchungen von Nielsen et al.
(1995) und Zellner (2000), zu einer starkeren Verfestigung der Farce gefuhrt; doch
im Hinblick auf die Zielsetzung der Arbeit, fur die industrielle Fertigung handhabbare
Produktionsbedingungen zu erarbeiten, wurde von einer Erhéhung der Salzkonzen-

tration abgesehen.

In der Untersuchung zur Auswirkung der Tiefgefrierlagerung auf die Festigkeit des
Schwarzen Heilbutts ware zu erwarten gewesen, dass das zuvor tiefgefrorene
Heilbuttfleisch eine groRere Festigkeit ausweist als das frische Heilbuttfleisch, da es
nach Gill et al. (1992) wahrend der Tiefgefrierlagerung zu einer teilweisen Aggrega-
tion des Myosins kommt. Dies fuhrt zu einer Zunahme der Festigkeit und einer
Verminderung des Wasserhaltevermégens. Die Kombination aus einem Schrumpfen
der Fasern und einer Aggregation der Proteine kann dazu fuhren, dass wéhrend des
Auftauvorganges das ausgetretene Wasser nur beeintrachtigt reabsorbiert wird
(Lampila, 1990). Der frische und der tiefgefrorene Heilbutt wiesen jedoch vergleich-
bare Festigkeiten nach dem Garen auf. Dies mag zum einen durch den Garprozess
hervorgerufen worden sein, der die Festigkeiten ausgeglichen hat; zum anderen
konnte der Grund in der Fischfarceherstellung (Zerkleinerung der Fischstruktur) zu
sehen sein. Sigurgisladottir et al. (2000) konnten in ihren Untersuchungen feststel-
len, dass, entgegen ihrer Erwartung, die erforderliche Scherkraft zum Zerteilen
tiefgefrorener, aufgetauter und geraucherter Lachsfilets signifikant geringer war als

bei frischen, gerducherten Lachsfilets.

Dass die Fischfarce aus frischem Heilbutt eine starkere Transglutaminase-induzierte
Texturverfestigung als diejenige aus tiefgefrorenem Heilbutt zeigte, ist auf die von
Lim und Haard (1984) ermittelte Tatsache zurickzufuhren, dass die Gefrierlagerung
zu einem schnellen Verlust der Salzloslichkeit der myofibrillaren Proteine beim
Schwarzen Heilbutt fihrt. Die Salzl6slichkeit der Proteine ist bereits nach 15 Tagen
Tiefgefrierlagerung um 50 % reduziert (Lim und Haard, 1984). Der in den eigenen
Untersuchungen eingesetzte Heilbutt war bereits 6 Wochen tiefgefroren worden, so
dass von einem deutlich tber 50 % liegenden Verlust der Salzldslichkeit auszugehen
ist. Die Folge ist eine eingeschrankte Substratverfigbarkeit der Muskelproteinen fur

die Transglutaminase und damit eine weichere Fischfarce.
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In der Untersuchung zur Auswirkung der Tiefgefrierlagerung auf die Transglutamina-
se-induzierte Verfestigung konnte die Zeitspanne der Tiefgefrierlagerung genau
definiert werden, da der Fisch frisch bezogen wurde. Dies war bei dem von der
Deutschen See GmbH & Co. KG bezogenen Fisch nicht mdglich. Die Deutsche See
GmbH & Co. KG erwirbt den Fisch tiefgefroren nach Verfiigbarkeit und Bedarf und
verarbeitet ihn nach Bedarf weiter. Dabei besteht nach Aussagen der Deutschen
See GmbH & Co. KG durchaus die Mdglichkeit, dass einige der Fischchargen bis zu
mehreren Wochen tiefgefroren lagern, bevor sie weiterverarbeitet werden. Dies kann
die Tatsache erklaren, dass die unterschiedlichen Fischchargen, je nach Lagerdau-

er, unterschiedlich stark durch Transglutaminase verfestigt wurden.

Die ermittelten Makronahrstoffgehalte der Fische Schwarzer Heilbutt, Regenbogen-
forelle und Lachs lagen tGberwiegend in den Bereichen, die auch von Tulsner (1994)
fur den essbaren Anteil der verschiedenen Fischarten angegeben wurden. Eine
Ausnahme bildete der Proteingehalt des Schwarzen Heilbutts, der bei Tulsner (1994)
mit 10-12 % der Rohmasse niedriger angegeben ist, als es die eigenen Untersu-
chungen ergaben (15-21 %). Diese unterschiedlichen Ergebnisse kdnnen z. B. auf
die Herkunft der Fische, den Zeitpunkt des Fangs, das Nahrungsangebot oder die
Zahl der Uberstandenen Laichperioden zurtickzufihren sein (Priebe, Reichstein,
1975). Diese, die Makronahrstoffgehalte beeinflussenden Faktoren, sind weder in
der Angabe von Tulsner (1994) nachzuvollziehen noch im Detail fur die in der eige-
nen Untersuchung verwendeten Fische ermittelbar. Moglicherweise sind auch
unterschiedliche Faktoren zur Berechnung der Proteinmenge verwendet worden. In
den eigenen Berechnungen wurde analog zur Methode § 35 L 06.00-7 ein Faktor

von 6,25 eingesetzt.

Die ermittelten relativ gro3en Schwankungen des Proteingehaltes von 15-21 %
liefern ebenfalls Hinweise dafir, dass die Transglutaminase-induzierte Verfestigung
von Charge zu Charge in Abhangigkeit vom Proteingehalt unterschiedlich stark
ausfallen kann. Untersuchungen hierzu wurden von anderen Autoren noch nicht

durchgefihrt.
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Fett hat nach Angaben von Wille (2005, Ajinomoto Foods Deutschland GmbH,
Hamburg, personliche Mitteilung) einen stérenden Einfluss auf die Ausbildung von
Isopeptidbindungen durch Transglutaminase. Die Makron&hrstoffbestimmung ergab,
dass der Fettgehalt des Schwarzen Heilbutts mit 6-14 % hoher liegt als bei Lachs mit
5-6 % und Forelle mit 1-2 %. Die Transglutaminase-induzierte Verfestigung (der
letzten vier Versuchsreihen) war bei Heilbuttfarce mit im Mittel 25,3 % Verfestigung
geringer als bei Lachs mit im Mittel 34,4 % und bei Forelle mit im Mittel 76,6 %
Verfestigung. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Verfestigung durch
Transglutaminase vom Fettgehalt des Produktes abhangen kann und werden von
der Aussage von Wille (2005) bestatigt.

Weiterhin wurde der Einfluss des Fettes auf die Transglutaminase-Wirkung durch
Entfetten der Heilbuttmuskulatur untersucht. Durch das Entfetten stieg die Festigkeit
der Fischfarcen. Bei zweimaliger Versuchsdurchfihrung konnte nur in einem Ver-
such die Transglutaminase-induzierte Verfestigung tUber den Wert gesteigert wer-
den, der bereits in derselben Fischcharge ohne Entfettung erreicht wurde. So betrug
die Transglutaminase-induzierte Verfestigung der nicht entfetteten Farce 17,6 %, die
der entfetteten Farce derselben Charge 33,5 %. In der Versuchswiederholung mit
einer anderen Fischcharge betrug die Transglutaminase-induzierte Verfestigung der
nicht entfetteten Farce bereits 33 %, die der entfetteten Farce nur 23 %. Jedoch war
die Ausgangsfestigkeit der entfetteten Farcen bereits hoher, als die der nicht entfet-
teten Proben. Diese hthere Festigkeit konnte zum einen auf den geringeren Fettge-
halt der Farce zurtickzufiihren sein, kdnnte aber auch durch eine Proteinschadigung
durch das Lésungsmittel wahrend des Entfettens hervorgerufen worden sein. Da es
hierzu keine vergleichbaren Studien gibt, ist das hier erzielte Ergebnis nur bedingt
aussagekraftig. Es konnte jedoch festgestellt werden, dass die Wasserbindefahigkeit
der entfetteten Farce nicht vermindert im Vergleich zur nicht entfetteten Farce war.
Die durch die Trocknung verlorene Wassermenge sowie zusatzlich das zur Fischfar-
ceherstellung vorgesehene Wasser wurden von der entfetteten Farce aufgenom-
men. Das Ausmal} der Proteinschadigung wird daher gering gewesen sein. Weitere
Untersuchungen hierzu wurden nicht durchgefiihrt, da der Fettgehalt des Schwarzen
Heilbutts aus dem Wildfang ein Faktor ist, der von der fischverarbeitenden Industrie

nicht beeinflusst werden kann. Der Transglutaminase-Einsatz muss also dahinge-
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hend optimiert werden, dass trotz des relativ hohen Fettgehaltes eine Verfestigung

durch Transglutaminase erzielt wird.

Die Zugabe von Soja zur Fischfarce - zusatzlich zur Transglutaminase - zur besse-
ren Emulgierung und zum eventuellen Ausgleich des Mangels an den Reaktions-
partnern, Glutamin und Lysin, fihrte zu keiner Steigerung der Festigkeit. Die einge-
setzte Konzentration entsprach der Herstellerempfehlung fir Fleischprodukte.

Empfehlungen fur Fischfarceprodukte gibt es gegenwartig nicht.

Auch Katsaras und Peetz (1994) konnten bei der Bruhwurstherstellung durch den
Zusatz von Sojaprotein eine geringfligig niedrigere Festigkeit feststellen als in dem
Produkt ohne Soja. Eine deutlich fettstabilisierende Wirkung war nach mikroskopi-
scher Untersuchung nicht zu erkennen. Allerdings verwendeten sie keine Transglu-
taminase. Nach Hoogenkamp (1994) gewinnen Sojaproteine erst bei der Herstellung
fettreduzierter Bruhwiurste an Bedeutung, da hier die gelbildenden Eigenschaften der
Sojaproteine die Fleischproteinstrukturbildung unterstiitzen. Eine Verbesserung der
Gelstarke trete nur ein, wenn das Sojaprotein vor der thermisch induzierten Gelbil-
dung vollstandig hydratisiert sei (Hoogenkamp 1994). Ein eventueller Ausgleich des
Mangels an den Reaktionspartnern Glutamin und Lysin fuhrte in dieser Form zu
keiner zusatzlichen Texturverfestigung. Andere Transglutaminase-Praparate als das
hier verwendete Activa WM enthalten teilweise zusatzlich Natriumcaseinat (z. B.
Activa EB) als zusatzliche Proteinquelle. Transglutaminase zeigt eine sehr hohe
Reaktivitat mit Natriumcaseinat (Zellner, 2000). Daher wird es als eine Art ,Kleber”
fur die Restrukturierung von Fleisch- und Fischabschnitten eingesetzt (Motoki,
Seguro, 1998). Auch Sojaprotein wird durch Transglutaminase vernetzt (Zellner,
2000). Eine starkere Verfestigung konnte jedoch nicht erzielt werden. Vergleichbare
Studien zum Einsatz von Sojaprotein und Transglutaminase wurden von anderen

Autoren bisher nicht durchgefihrt.

Insgesamt lieferten die Untersuchungen Hinweise dafir, dass die schwéachere und in
Abhangigkeit von der Charge wechselnde Verfestigung der Fischfarce aus Schwar-
zem Heilbutt durch Transglutaminase auf die vorhergehende Tiefgefrierlagerung,

den relativ hohen Fettgehalt sowie einen schwankenden Proteingehalt zuriickzufih-
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ren ist. Anzunehmen ist, dass der hohe Fettgehalt einen stérenderen Einfluss auf die
Texturverfestigung ausubt als der schwankende Proteingehalt. Selbst wenn verhalt-
nismafdig geringe Proteingehalte vorhanden sind, ist noch immer ausreichend
Substrat fur eine Ausbildung von Isopeptidbindungen durch Transglutaminase
vorhanden. Wie spater, z. B. in Kapitel 5, dargestellt wird, konnte in einigen
Versuchsreihen keine Texturverfestigung des Heilbutts durch Transglutaminase
erzielt werden. Ein geringerer Proteingehalt wird nicht ausreichen, um die
Transglutaminase-Wirkung vollstdndig zu unterbinden. Ebenso kann eine lange
Tiefgefrierlagerung dieses nicht bewirken. Dass ein hoher Fettgehalt hierzu in der

Lage ist, scheint wahrscheinlicher.

Die genannten Faktoren sind von der fischverarbeitenden Industrie nicht oder nur
kaum zu beeinflussen. Es kann weder auf die Tiefgefrierlagerung verzichtet noch der
Fett- bzw. Proteingehalt von der fischverarbeitenden Industrie beeinflusst werden.
Daher wurde auf weitere Untersuchungen zur Ursachenklarung der schwécheren

Texturverfestigung beim Schwarzen Heilbutt durch Transglutaminase verzichtet.

Der Einsatz von Phosphat ist (auch aus lebensmittelrechtlichen Grinden) ausge-
schlossen, so dass nur Natriumchlorid und Transglutaminase in Kombination zu
einer praktisch handhabbaren Verfestigung des Schwarzen Heilbutts verwendet
werden konnen. Daher wurde in den folgenden Untersuchungen die Aktivitat der

Transglutaminase in Verbindung mit Natriumchlorid und anderen Salzen untersucht.

Im Hinblick auf eine industrielle Verarbeitung des Schwarzen Heilbutts ist an dieser
Stelle noch keine genaue Angabe der einzusetzenden Transglutaminase-
Konzentration zu geben. Zu vermuten ist jedoch, dass aufgrund der héheren Ge-

wichtsverluste auch hier mit niedrigen Konzentrationen zu arbeiten ist.
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3 Untersuchung der Transglutaminase auf proteolytis che Aktivitat

3.1 Einleitung

Neben den in Kapitel 2 diskutierten Griinden der unterschiedlich ausgepragten
Texturverfestigung der Heilbutt-Farcen durch Transglutaminase besteht zudem die
Maglichkeit, dass die Transglutaminase Verunreinigungen mit proteolytischer Aktivi-
tat aufweist. Diese proteolytische Aktivitat konnte dazu fuhren, dass die Wirkung der
Transglutaminase in der Heilbuttfarce alterniert und teilweise nur zu geringen Verfes-
tigungen fuhrt. Bauer et al. (2003) fiihrten eine Proteinanalyse mittels SDS-PAGE
eines von Ajinomoto Foods Deutschland GmbH, Hamburg, bezogenen Enzympréapa-
rates durch und konnten keine weiteren Proteine auf3er der Transglutaminase selbst
detektieren. Verunreinigungen auf Proteinbasis waren nicht vorhanden. Die folgen-
den Untersuchungen sollten klaren, ob das Enzympraparat Activa WM Verunreini-
gungen enthalt, und ob diese Verunreinigungen proteolytisch aktiv sind.

3.2 Material und Methode

3.2.1 Proteinanalyse des Transglutaminase-Préaparates Activa WM

Die Proteinanalyse des Transglutaminase-Praparates Activa WM (Ajinomoto Foods
Deutschland GmbH, Hamburg) wurde mittels SDS/Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE) in Anlehnung an Lammli (1970) durchgefuhrt. Es wurde ein diskontinu-
ierliches System mit einer Polyacrylamidkonzentration von 12 % (w/v) im Trenngel
und 5 % (w/v) im Sammelgel verwendet. Die Proteinkonzentration der Transglutami-
nase wurde nach Lowry et al. (1951) bestimmt. Die Proben wurden mit Proben-
Puffer (Glycerol 10 % (w/v), SDS 2 % (w/v), 2-6-Mercaptoethanol 1 % (v/v), Brom-
phenolblau 0,01 % (w/v), Tris-HCI (pH 6,8) 0,625 M) im Verhéltnis 1:1 versetzt und
vor der Elektrophorese fur 10 min bei 95 T erhitzt. Die Elektrophorese wurde bei
einer Stromstarke von 10 mA der Proben im Sammelgel und von 20 mA der Proben
im Trenngel durchgefilhrt. Als Molekulargewichtsstandard wurde der Roti®-Mark
Standard (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe) aufgetragen. Unterschiedliche
Probenmengen wurden auf das Gel aufgetragen. Die Proteinbanden wurden durch
Anfarben Uber Nacht mit Coomassie Brillant Blau (Sigma, Taufkirchen) sichtbar
gemacht.
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3.2.2 Untersuchung des Transglutaminase-Praparates Activa WM auf proteolyti-
sche Aktivitat

Rinderserumalbumin wurde mit Transglutaminase Activa WM versetzt (Tab. 3.1) und
vor und nach einer 40-minttigen Inkubation bei 40 °C mittels SDS-PAGE analysiert.
Die elektrophoretische Auftrennung wurde wie unter 3.2.1 durchgefuhrt. Des Weite-
ren wurden Rinderserumalbumin, Rinderserumalbumin mit Transglutaminase Activa
WM sowie Rinderserumalbumin mit Transglutaminase Activa WM und einem Pro-
teaseinhibitormix (HP; AEBSF-HCL, Aprotinin, E-64 und Leupeptin, Serva Elec-
trophoresis GmbH, Heidelberg) (Tab. 3.1) in Anlehnung an die Produktionsbedin-
gungen fur Heilbutt-Carbonaden fir 5 Stunden bei 5 € und anschlieBend fir
1 Stunde bei 40 < inkubiert. Die Proteinanalyse wu rde wie unter 3.2.1 beschrieben
durchgefuhrt - mit dem Unterschied, dass ein 14%-iges Trenngel verwendet wurde.
10 pg Protein wurden auf die einzelnen Bahnen des Gels aufgetragen.

Tab. 3.1: Zusammensetzung pro ml Probe

Probe BSA (ug) Trans.glutaminase Inhibitormix HP (ug)
(Proteinmenge, ug)
B (vor der Inkubation) 1000 730 (0,07 IE) -
C (nach der Inkubation) | 1000 730 (0,07 IE) -
1 1000 - -
2 1000 2190 (0,21 IE) -
3.1 1000 2190 (0,21 IE) 127
3.2 1000 2190 (0,21 IE) 635

3.3 Ergebnisse

3.3.1 Proteinanalyse des Transglutaminase-Praparates Activa WM

Das Transglutaminase-Praparat Activa WM wies einen Proteingehalt von 0,73 %
auf. Neben der Hauptbande der Transglutaminase (38 kDa) zeigten sich mehrere
schwéchere Banden im Gel, so dass davon auszugehen ist, dass das Enzymprapa-
rat Verunreinigungen enthalt (Abb. 3.1).
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Abb. 3.1: SDS-PAGE der Transglutaminase Activa WM ( Standard (Spur 1), 10 pl Probe (50 ug,
Spur 2), 15 pl Probe (75 pg, Spur 3), 20 ul Probe (100 ug, Spur 4), Standard (Spur 6))

3.3.2 Untersuchung des Transglutaminase-Praparates Activa WM auf proteolyti-
sche Aktivitat

Ein Unterschied im Bandenmuster des Rinderserumalbumins vor und nach Inkubati-
on mit Transglutaminase konnte nicht festgestellt werden (Abb. 3.2). Eine Peptida-
seaktivitat (Auftreten neuer Banden) wahrend der Inkubation zeigte sich hier nicht.
Zwar konnten Molekule mit einem Molekulargewicht unterhalb 14,5 kDa aufgrund
proteolytischer Aktivitat entstanden sein, die anhand dieses Gels nicht detektiert
wirden; da sich die Bandenstarke der Hauptbande jedoch nicht verringerte, ist

zumindest von keiner nennenswerten Proteolyse auszugehen.
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Abb. 3.2: SDS-PAGE von Rinderserumalbumin vor und n  ach Inkubation mit Transglutaminase
Activa WM (Proben B und C); (Standard (Spur 1), 8 4 | Probe vor der Inkubation (4 ug
BSA, Spur 2), 8 ul Probe nach der Inkubation (4 pg  BSA, Spur 3))

Die Bandenmuster des Rinderserumalbumins mit Transglutaminase und zwei ver-
schieden Konzentrationen des Proteaseinhibitormixes (Abb. 3.3) unterschieden sich
ebenfalls nicht voneinander, so dass auch an dieser Stelle kein Hinweis auf proteoly-

tische Aktivitat gegeben wurde.
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Abb. 3.3: SDS-PAGE von Rinderserumalbumin mit Trans  glutaminase und einem Proteaseinhi-
bitormix; Standard (Spur 1), Probe 1 (Spur 2), Prob e 2 (Spur 3), Probe 3.1 (Spur 4), Probe
3.2 (Spur 5), Standard (Spur 6)

Im Bereich zwischen 29 und 43 kDa zeigten die Proben mit Transglutaminase
(Spuren 3-5) eine Bande mehr als das Rinderserumalbumin ohne Zusatze (Spur 2).
Anhand des Molekulargewichtes (ca. 38 kDa) lasst sich folgern, dass es sich hierbei

um die Transglutaminase selbst handelt.

3.4 Zusammenfassung und Diskussion
Im Gegensatz zu Bauer et al. (2003), die in einem von Ajinomoto Foods Deutschland
GmbH, Hamburg, bezogenen Enzympréparat keine Verunreinigungen auf Protein-

basis detektieren konnten, zeigten die eigenen Untersuchungen Verunreinigungen.

Nach den vorliegenden Ergebnissen ist auszuschlieRen, dass die alternierende
Wirkung der Transglutaminase auf Heilbuttfarce auf eine proteolytische Aktivitat
durch Verunreinigungen der Transglutaminase zurlckzufthren ist. Zwar konnten
Verunreinigungen detektiert werden, nicht jedoch zuséatzliche nennenswerte proteo-
lytische Aktivitaten, die sich durch das Auftreten zuséatzlicher Banden bzw. durch

eine Verringerung der Bandenstarke der Hauptbande bemerkbar gemacht hatten.
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4 Ermittlung von Aktivitdtsparametern der Transglut aminase

4.1 Einleitung

Bevor der Heilbutt dem industriellen Garprozess zugefuhrt wird, wird er in einer
Natriumchloridlake gesalzen. In der Literatur wird von einem fdorderlichen bzw.
synergistischen Effekt des Natriumchlorids zur Transglutaminase berichtet. (Wan et
al., 1992; Nishimoto et al., 1987; Budemann, 2003) Untersucht werden sollte, ob
auch andere Salze die Aktivitat der Transglutaminase unterstutzen und evtl. tUber
das Mal3 des Natriumchlorids hinaus aktivitatsfordernd wirken bzw. in welcher
Konzentration sie einzusetzen sind. Auf diese Weise konnten Pdkel-Bedingungen
geschaffen werden, die auf die Aktivitat der Transglutaminase abgestimmt sind.
Zusatzlich wurde die Hitzestabilitdt der Transglutaminase unter Zugabe der ver-
schiedenen Salze ermittelt.

Wan et al. (1992) stellten Suwari- bzw. Surimi-Gele unter Zusatz von Natrium-,
Kalium- und Ammoniumchlorid her. Dabei stellten sie fest, dass NaCl in jeder zuge-
fugten Konzentration einen Einfluss auf das Setting bzw. auf die daraus resultieren-
de Gelstarke ausubt. Die grofdte Festigkeit erreichten die Gele bei einer NaCl-
Konzentration von 0,2 M. Die Autoren erklarten dieses Ergebnis mit der besseren
Loslichkeit des Myosins in Verbindung mit NaCl. (Wan et al., 1992)

Durch die Losung der Proteine durch NaCl in einer Fischfarce kénnen diese ein
raumliches, elastisches Netzwerk ausbilden. Bereits im rohen Produkt tritt hier eine
deutliche Verfestigung ein. Die Fixierung und weitere Hartung erfolgt durch thermi-
sche Behandlung. Der Zusatz von NaCl stabilisiert das Produkt Surimi und optimiert
seine funktionellen Eigenschaften Gelbildung, Vernetzbarkeit, Elastizitat und Was-
serbindung. (Tulsner, 1994)

Die von Wan et al. (1992) erzielten Ergebnisse stehen in Einklang mit den Ergebnis-
sen von Nishimoto et al. (1987). Die Zugabe von KCI fuhrte in jeder Konzentration zu
einem wesentlich weicheren Gel, als es mit NaCl der Fall war. Die Unterschiede
wurden evidenter, je hoher die KCI-Konzentration war. Die Dauer des Settings

spielte hierbei keine Rolle. Wahrend NaCl einen férderlichen Einfluss auf die Aktivitat
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der Transglutaminase ausubt, schlossen die Autoren bei der Zugabe von KCI darauf,
dass die reaktiven Seitenketten des Myosins in Anwesenheit von KCI der Transglu-
taminase nicht zugénglich seien. Durch die Zugabe von NH,4Cl konnte auch nach 6-
stiindigem Setting kein Gel ausgebildet werden. Der Grund hierfur sei die inhibieren-
de Wirkung der NH;"-lonen auf die Transglutaminase-katalysierte Reaktion. (Wan et
al., 1992)

Die Aktivitat der Transglutaminase unter den verschiedenen Reaktionsbedingungen
wurde mittels Hydroxamat-Test bestimmt. Diese Aktivitatsermittlungen wurden ohne
den Zusatz von Fisch durchgefiihrt. Der Hydroxamat-Test beruht, wie auch andere
zu verwendende Bestimmungsmethoden zur Ermittlung der Aktivitat der Transglu-
taminase, auf der Umsetzung eines Modellsubstrates zu einem bekannten Produkt
unter definierten Bedingungen. Es handelt sich hierbei um einen nicht kontinuierli-
chen Test, bei dem die Reaktion zu einem bestimmten Zeitpunkt abgebrochen wird.
Der Hydroxamat-Test quantifiziert den enzymkatalysierten Einbau von Hydroxylamin
in das Modellsubstrat Carbobenzoxy-L-glutaminylglycin (CBZ-GIn-Gly). An der
Glutamyl-Seitenkette des Dipeptidderivates wird Hydroxamséaure gebildet, welche
mit Eisen(lll)-lonen komplexiert und spektralphotometrisch quantifiziert wird. (Paster-
nack, 1998)

Eine internationale Einheit (IE) ist definiert als die Enzymkonzentration, die 1 pmol
Reduktionséquivalente pro Minute bei definierter Temperatur freisetzt. Fur die
Transglutaminase gilt (Pasternack, 1998):

1 |IE = 1 umol gebildete Hydroxamséaure min™

Die mittels Hydroxamat-Test ermittelten Ergebnisse wurden im Rahmen der Ver-
suchsreihe unter Einsatz von Heilbuttfarce auf ihre Ubertragbarkeit tberpriift, indem

eine instrumentelle Texturpriufung durchgefuhrt wurde.
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4.2 Material und Methoden

4.2.1 Aktivitdtsermittlung der Transglutaminase mittels Hydroxamat-Test

Zum Nachweis der Aktivitat des Transglutaminase-Enzympréaparates wurde der
Hydroxamat-Test modifiziert nach Pasternack (1998) durchgefuhrt. Es wurden zwei
Reagenzien (A und B) sowie die Probenldsung bendtigt:

Reagenz A: (Substrat der Reaktion)

0,1 M Hydroxylaminhydrochlorid

10 mM Glutathion

30 mM Carbobenzoxy-L-Glutaminyl-Glycin (CBZ-GIn-Gly)

0,2 M Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan

in destilliertem Wasser geldst, pH-Wert-Einstellung auf 6 mittels 3 N HCI (Haltbarkeit
der Losung im Kuhlschrank: 3 Tage)

Reagenz B:

3 N HCI

12%-ige Trichloressigsaure (w/v)

5%-ige FeCl3-6H,0 (w/v) in 0,1 N HCI

Alle drei Reagenzien wurden kurz vor Gebrauch in einem Volumenverhaltnis von

1:1:1 gemischt.

Probenlésung:
1 g Transglutaminase (Activa WM, Ajinomoto Foods Deutschland GmbH, Hamburg)
wurde jeweils in 50 ml Lésungsmedium geldst. Folgende Lésungsmedien wurden
eingesetzt:

» Tris-Acetat (0,2 M, pH 6)

e 5,10, 15 und 20%-ige Natriumchloridlésung (w/v)

* 5,10, 15 und 20%-ige Kaliumchloridlésung (w/v)

e 5,10, 15 und 20%-ige Calciumchloridiésung (w/v)

* 5,10, 15 und 20%-ige Magnesiumchloridldsung (w/v)

e Trinkwasser
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Die Salze zur Herstellung des Lésungsmediums wurden ebenfalls in Trinkwasser

geldst, da dieses die Grundlage der Pokellake in der Lebensmittelindustrie darstellt.

Sowohl die Probenlésung als auch das Reagenz A wurden vor Einsatz auf eine
Temperatur von 37 T vortemperiert. Je nach Anzahl der Proben wurden jeweils
500 ul des Reagenz A in 1,5 ml Reaktionsgefal3e Uberfuhrt. Mit Ausnahme des
Blanks bzw. Referenzwertes wurde dem Reagenz 50 pl Probenlésung (Enzymlo-
sung) zugegeben, fur einige Sekunden gevortext und fur 10 min bei 37 T inkubiert
(Mini-Subzero MC 81, Tabai, Osaka, Japan). Nach der Inkubationsphase wurde die
Reaktion mit jeweils 500 pl der stark sauren Reagenz B gestoppt. Dem Blank wur-
den, um die Absorption der Eigenfarbung der Probenlésung nicht zu vernachlassi-
gen, ebenfalls 50 pl Probenlésung nach Zugabe von Reagenz B zugefligt. Die
Lésungen wurden zum Abtrennen prazipitierter Proteine mit 10.000 x g fur 5 min
zentrifugiert (Biofuge pico, Heraeus Instruments, Osterode). Die folgende Tabelle

veranschaulicht den Versuchsablauf.

Tab. 4.1: Versuchsablauf des Hydroxamat-Tests

Blank bzw. Referenzwert Probe

500 ul Reagenz A 500 pl Reagenz A
Inkubation fir 10 min bei 37 C

50 pl Probenlésung
Inkubation fir 10 min bei 37 €

500 pl Reagenz B +|500 pl Reagenz B

50 pl Probenlésung

Zentrifugieren 10.000 x g fuir 5 min

Direkt im Anschluss an das Zentrifugieren wurde die Extinktion bei einer Wellenlan-
ge von A = 525 nm im Photometer (DU 640 Spectrophotometer, Beckman Coulter
GmbH, Krefeld) bestimmt. Die Enzymaktivitat berechnet sich aus der Extinktionsdif-

ferenz zwischen Proben- und Referenzwert bzw. Blank.
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Die Volumenaktivitat berechnet sich folgendermaf3en (Pasternack, 1998):

AE -V

Volumenakitivitat = e d-v-t
Mit :
AE Extinktionsdifferenz zwischen Proben- und Referenzwert bzw. Blank
\% Gesamtvolumen (1,05 ml)
€ Extinktionskoeffizient Eisen(lIl)-Glutamylhydroxamat

(0,470 ml/umol cm)
d Schichtdicke der Kuvette (1 cm)
v Probenvolumen (50 pl)
t Reaktionszeit (10 min)

Durch Einsetzen in die Gleichung ergibt sich aus der Extinktionsdifferenz direkt die

Volumenaktivitat:

Volumenaktivitat [IE mlI*] = AE - 4,47 [pumol min - mi*]

Die Aktivitaten der hergestellten Probenldsungen wurden sowohl sofort als auch
nach einer 10-mindtigen Hitzebehandlung im Wasserbad (Typ 1092, GFL, Burgwe-
del) ermittelt. Hierzu wurde jeweils 1 ml Probenlésung in 1,5 ml-Reaktionsgefalie
Uberfihrt und in Schwimmtrays verwahrt. Auf folgende Temperaturen wurde erhitzt:
50, 55, 60 und 65 . Sofort nach Ablauf der Erhitz ungszeit wurden die Proben unter
flieRend kaltem Wasser fur 5 min abgekuhlt und die Enzymaktivitat bestimmt. Aus-
gedriickt wurde die Enzymaktivitat als internationale Einheiten pro Gramm Transglu-

taminase (IE g7).

4.2.2 Herstellung der Heilbuttfarce mit verschiedenen Salzen

Die Fischfarce wurde wie in Kapitel 2 beschrieben unter Einsatz von Muskulatur des
Schwarzen Heilbutts hergestellt. Oben erwahnte Salze (NaCl, KCI, MgCl,, CacCly,)
wurden in einer Konzentration von 2 g pro 100 g Fisch zugeflgt. Eine Probenreihe
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zur Kontrolle ganz ohne Salz konnte nicht hergestellt werden, da sich die Masse
ohne Salz nicht in die Plastikzylinder fullen lie3 nachdem das Wasser zugefligt
wurde. Es wurde jeweils eine Probenreihe der verschiedenen Salze mit und ohne
Transglutaminase (15 IE 100 g™ Fisch) angelegt. Die Texturmessung erfolgte wie in
Kapitel 2 (2.2.4) beschrieben. Die Festigkeit der Fischfarcen wurde ausgedrickt als
maximale Kompressionskraft in Newton (N), die erforderlich ist, um die Farce um
50 % zu stauchen. Auch hier wurden die Gewichtsverluste nach dem Gar- und

Abkuhlprozess bestimmit.

4.2.3 Statistische Auswertung

Aus den Daten der Untersuchungen wurden das arithmetische Mittel und die Stan-
dardabweichung berechnet. Zur Uberpriifung der Signifikanz des Unterschiedes
zweier Messreihen wurde der t-Test angewandt. Als signifikant unterschiedlich
wurden die Mittelwerte zweier Messreihen dann bezeichnet, wenn p < 0,10 war. In
der graphischen Darstellung der Transglutaminase-Aktivitdten und der Texturergeb-
nisse stellen die Fehlerbalken die Standardabweichung dar. Die Zahlenwerte zu den
einzelnen Abbildungen mit Standardabweichungen befinden sich tabellarisch im

Anhang.

4.3 Ergebnisse

4.3.1 Auswirkung von Salzen auf die Aktivitat und Hitzestabilitdt von Transglutami-

nase

Das Enzympraparat Activa WM gel6st in Tris-Acetat-Puffer verfligte tber eine
durchschnittliche Aktivitat von 92,0 IE g™. Laut Herstellerangaben seien es zwischen
80 und 110 IE g*. Wurde das Enzym in Trinkwasser geldst, so betrug die Aktivitat im
Mittel lediglich 62,7 IE g (Abb. 4.1). Eine Erhitzung der Enzympréparatldsungen
fuhrte in jedem Lésungsmedium zu einer Abnahme der Enzymaktivitat (Abb.4.1-4.5).
Diese Abnahme war von Ldsungsmedium zu Losungsmedium verschieden. Die
grofte Hitzestabilitat wurde dem Enzympraparat durch Tris-Acetat als Lésungsme-
dium verliehen. Auch nach einer 10-mindtigen Erhitzung der Proben bei 65 T

konnte noch eine geringe Restaktivitat von im Mittel 0,6 IE g’ festgestellt werden
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(Abb. 4.1). Diente Trinkwasser als Losungsmedium, so konnte nach 10-mindtiger

Erhitzung bei 60 T keine Aktivitat mehr festgestel It werden.

Transglutaminase-Aktivit&
(Eg™
(2]
o

nicht erhitzt 50 C 55T 60 T 65T

‘I:ITrinkwasser B Tris-Acetat ‘

Abb. 4.1: Enzymaktivitat der Transglutaminase (IE g ™) in Abhangigkeit vom Lésungsmedium

und der Erhitzungstemperatur (n=6)

Die Zugabe von Natrium- bzw. Kaliumchlorid fihrte zu einer Zunahme der Enzymak-
tivitét in jeder getesteten Konzentration (Abb. 4.2 und 4.3) gegeniber der in Trink-
wasser gelosten Probe. Lediglich die Zugabe von 20 % Natriumchlorid zum LO6-
sungsmedium fuhrte zu einem nicht signifikanten Anstieg der Transglutaminase-
Aktivitat (Tab. 4.2).
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Tab. 4.2: Veranderung der mittleren Transglutaminas  e-Aktivitat (IE g ™) in Abhangigkeit von
Natrium- bzw. Kaliumchloridkonzentration im Verglei ch zur Lésung in reinem Trinkwas-

ser (n=6)

Veranderung der
_ TG-Aktivitat (IE g™*) im Vergleich
Lésungsmedium }
zum Trinkwasser als Lésungs-

medium (%)

Trinkwasser ohne Zusatz ---

Tris-Acetat + 46,7 (p < 0,001)

Trinkwasser +

_ _ + 14,4 (p < 0,05)
5 % Natriumchlorid

Trinkwasser +

. . + 14,0 (p £0,01)
10 % Natriumchlorid

Trinkwasser +

. . +13,1(p<0,01)
15 % Natriumchlorid

Trinkwasser +

, i + 1,8 (nicht signifikant)
20 % Natriumchlorid

Trinkwasser +

. . +12,4 (p<0,01)
5 % Kaliumchlorid

Trinkwasser +

. . + 14,2 (p £ 0,001)
10 % Kaliumchlorid

Trinkwasser +

_ _ +18,2 (p £0,01)
15 % Kaliumchlorid

Trinkwasser +

. . +11,0 (p =0,01)
20 % Kaliumchlorid

Zwar fuhrte der Salzzusatz zum Trinkwasser zu keiner Transglutaminase-Aktivitat in
der Hohe, wie sie durch die Lésung der Transglutaminase in Tris-Acetat erzielt
wurde, doch die Aktivitat konnte um bis zu 18,2 % (Kaliumchlorid 15 %) bzw. 14,4 %
(Natriumchlorid 5 %, Tab. 4.2) gesteigert werden im Vergleich zur Lésung in reinem
Trinkwasser. Wahrend die Zugabe von 5, 10 oder 15 % Natriumchlorid zu vergleich-
baren Transglutaminase-Aktivitaten fiihrte (70,9-71,7 IE g*), zeigte sich, dass eine
20%-ige Zugabe zu Transglutaminase-Aktivitaten fiihrte, die mit denen der Lésung in

reinem Trinkwasser vergleichbar waren.
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Tab. 4.3: Veradnderung der mittleren

Abhéngigkeit von Natrium- bzw.

Transglutaminas

Kaliumchloridkonzent

ration (n=6)

e-Aktivitat (IE g '1) durch Erhitzung in

Veranderung der TG-Aktivitat (IE g™) im Vergleich
Lésungsmedium zum Trinkwasser als Lésungsmedium (%)
50 T 55 T 60 T 65 T

Trinkwasser ohne Zusatz
Tris-Acetat + 675 + 3293 + 3133

(p<0,001) |(p<0,001) |(p<0,001) |
Trinkwasser + + 149 + 106 0
5 % Natriumchlorid (p<0,001) |(p<0,001) |(n.s.*
Trinkwasser + + 344 + 1047 + 200
10 % Natriumchlorid (p<0,001) |(p<0,001) |(p=0,001) |
Trinkwasser + + 564 + 2793 + 533
15 % Natriumchlorid (p<0,001) |(p=<0,001) |(p<0,001) |
Trinkwasser + + 537 + 3000 + 4733
20 % Natriumchlorid (p<0,001) |(p<0,001) |(p<0,001) |
Trinkwasser + +126 +73
5 % Kaliumchlorid (p<0,001) |(p=<0,001) |
Trinkwasser + + 361 + 647
10 % Kaliumchlorid (p<0,001) |(p=0,001) |
Trinkwasser + + 454 + 1520 + 167
15 % Kaliumchlorid (p<0,001) |(p<0,001) |(p=0,001) |
Trinkwasser + + 540 + 2907 + 2867
20 % Kaliumchlorid (p<0,001) |(p<0,001) |(p=0,001) |

*n.s.=nicht signifikant

Im Vergleich zur Lésung in Trinkwasser ohne Zusatz wiesen die Proben geldst in
Natrium- und Kaliumchloridldsung eine zum Teil deutlich starkere Hitzeresistenz auf
(Tab. 4.4). Diese war vielfach umso starker, je hoher die Salzkonzentration war.
Nach einer Erhitzung der Proben fur 10 min bei 60 °C konnte noch Transglutamina-
se-Aktivitat bei den Proben Natriumchlorid 15 % (1,9 IE g), Natriumchlorid 20 %
(14,5 IE g%, Kaliumchlorid 15 % (0,8 IE g™*) und Kaliumchlorid 20 % (8,9 IE g™
ermittelt werden (Abb. 4.2 und 4.3). Bei geringerer Salzmenge konnte bei eben
genannter Temperatur-Zeit-Konstellation keine Enzymaktivitat mehr festgestellt
werden. Eine Erhitzung der Proben fur 10 min auf 65 € bewirkte unabhangig von

der Salzkonzentration eine vollstdndige Enzyminaktivierung der Transglutaminase.
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Abb. 4.2: Enzymaktivitat der Transglutaminase (IE g 'l) in Abhéngigkeit von der Natriumchlo-

ridkonzentration des Lésungsmediums und der Erhitzu ngstemperatur (n=6)
o
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Abb. 4.3: Enzymaktivitdt der Transglutaminase (IE g 'l) in Abhéngigkeit von der Kaliumchlorid-

konzentration des Lésungsmediums und der Erhitzungs temperatur (n=6)

Die Zugabe von Magnesiumchlorid zum Lésungsmedium Trinkwasser (Abb. 4.4)
fuhrte in Abhangigkeit von der eingesetzten Konzentration zu einem mittleren im
Bereich von 0,5 % bis 11,0 % liegenden Anstieg der Enzymaktivitat im Vergleich zur
Aktivitat des Enzympraparates, das in reinem Trinkwasser gelost wurde (Tab. 4.4).
Signifikant war der Anstieg der Aktivitat nur bei Zugabe von 5 % und 15 % Magnesi-
umchlorid. Damit lag die aktivitatssteigernde Wirkung des Magnesiumchlorids unter
der von Natrium- und Kaliumchlorid. Calciumchlorid (Abb. 4.5) senkte die Enzymak-
tivitat signifikant in jeder getesteten Konzentration. Die Enzymaktivitat war im Mittel
umso geringer, je hoher die eingesetzte Calciumchloridkonzentration war (Tab. 4.4).
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Tab. 4.4: Veranderung der mittleren Transglutaminas  e-Aktivitat (IE g '1) in Abhangigkeit von
Magnesium- bzw. Calciumchloridkonzentration im Verg leich zur Losung in reinem Trink-

wasser (n=6)

Veranderung der TG-
_ Aktivitat (IE g™) im Vergleich
Loésungsmedium )
zum Trinkwasser als

Lésungsmedium (%)

Trinkwasser ohne Zusatz ---

Trinkwasser +
_ . +6,1(p=<0,10)
5 % Magnesiumchlorid

Trinkwasser + ) o
] ) + 3,2 (nicht signifikant)
10 % Magnesiumchlorid

Trinkwasser +
. . + 11,0 (p <0,01)
15 % Magnesiumchlorid

Trinkwasser + _ -
) . + 0,5 (nicht signifikant)
20 % Magnesiumchlorid

Trinkwasser +

) ) -8,3(p=<0,05)
5 % Calciumchlorid

Trinkwasser +
10 % Calciumchlorid
Trinkwasser +
15 % Calciumchlorid
Trinkwasser +
20 % Calciumchlorid

-10,0 (p < 0,01)

-12,1 (p £ 0,01)

- 15,3 (p < 0,001)

Die Zugabe von Magnesiumchlorid zum Trinkwasser in einer Konzentration von
15 % (11,5 IE g™) und 20 % (13,2 IE g™) fiihrte im Mittel zu einer signifikanten
Zunahme der Hitzestabilitdt des Enzympraparates bei 50 T im Vergleich zur Probe
in reinem Trinkwasser (8,9 IE g%). Nach einer Erhitzung der Magnesiumchlorid-
enthaltenden Proben bei 55 T konnte nur noch bei d er 10%- und 15%-igen Kon-
zentration eine geringe Restaktivitat ermittelt werden; diese Restaktivitat lag unter
1 IE g, so dass bei dieser Temperatur keine Steigerung der Hitzestabilitat festge-
stellt werden konnte. Nach der Erhitzung bei 60 T konnte keine Enzymaktivitat
ermittelt werden. Die Hitzestabilitdt des Enzympraparates wurde durch die Zugabe
von Calciumchlorid beeintrachtigt. Diese Beeintrachtigung war im Mittel umso star-
ker, je hoher die Calciumchloridkonzentration war. Bereits nach Warmebehandlung
bei 55 T fur 10 min war keine Aktivitat mehr zu er mitteln.
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Tab. 4.5: Verdnderung der mittleren Transglutaminas

Abhéngigkeit von Magnesium- bzw. Calciumchloridkonz

entration (n=6)

Lésungsmedium

Veranderung der TG-Aktivitat (IE g™) im Vergleich

zum Trinkwasser als Losungsmedium (%)

50 C 55 60 T 65 T

Trinkwasser ohne Zusatz
Trinkwasser + -44
5 % Magnesiumchlorid (p =0,001)
Trinkwasser + - 33 - 67
10 % Magnesiumchlorid (p=0,001) |(p=0,001)
Trinkwasser + + 29 - 67
15 % Magnesiumchlorid (p=0,001) |(p=0,001)
Trinkwasser + +48
20 % Magnesiumchlorid (p =0,001)
Trinkwasser + -76
5 % Calciumchlorid (p =0,001)
Trinkwasser + - 82
10 % Calciumchlorid (p =0,001)
Trinkwasser + - 88
15 % Calciumchlorid (p £0,001)
Trinkwasser + -92
20 % Calciumchlorid (p £0,001)
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Abb. 4.4: Enzymaktivitat der Transglutaminase (IE g
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Abb. 4.5: Enzymaktivitat der Transglutaminase (IE g 'l) in Abhéngigkeit von der

Calciumchloridkonzentration des Lésungsmediums und der Erhitzungstemperatur (n=6)

4.3.2 Auswirkung verschiedener Salze auf die Festigkeit und den Gewichtsverlust

von Heilbuttfarce

Unabhangig von der Art des zugefligten Salzes fihrte der Transglutaminase-Zusatz
zu einer Erh6hung der Festigkeit der Heilbuttfarce (Abb. 4.6). Dieser Anstieg war bei
der mit Natriumchlorid gesalzenen Fischfarce am starksten mit einem mittleren
Zuwachs von 32,0 %. Bei der Kaliumchlorid-enthaltenden Fischfarce stieg die
maximale Kompressionskraft um im Mittel 18,1 % durch den Zusatz von Transglu-
taminase. Die Magnesium- und Calciumchlorid-enthaltenden Fischfarcen zeigten
einen geringeren Anstieg der mittleren maximalen Kompressionskraft um 10 % bzw.
5 % durch Transglutaminase. Im Gegensatz zu den anderen Farcen war die mittlere
Zunahme der Festigkeit der Farce mit Calciumchlorid durch Transglutaminase nicht
signifikant (Tab. 4.6). Die Farcen mit MgCl, bzw. CaCl, zeigten bereits ohne Zugabe
von Transglutaminase eine hohere Ausgangsfestigkeit als die Farcen mit NaCl und
KClI, so dass die Farcen mit der grof3ten Festigkeit aus dem Zusatz von Magnesium-
bzw. Calciumchlorid und Transglutaminase mit einer mittleren maximal aufzuwen-
denden Kompressionskraft von 36,2 N bzw. 35,6 N resultierten. Die Heilbuttfarcen
mit Natrium- bzw. Kaliumchlorid und Transglutaminase wiesen mittlere maximal
aufzuwendende Kompressionskrafte von 33,5 N bzw. 30,6 N auf. Die hdheren
maximal aufzuwendenden Kompressionskrafte der Heilbuttfarcen mit Magnesium-

bzw. Calciumchlorid kdnnen auf die hoheren Gewichtsverluste wahrend des Garens
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zuruckzufiihren sein. Lagen diese bei Zusatz von Natrium- bzw. Kaliumchlorid und
Transglutaminase bei 33,3 % bzw. 26,4 %, so waren diese beim Zusatz von Magne-
sium- bzw. Calciumchlorid mit 42,0 % bzw. 45,5 % hoher.

W b b
g o O
| | ]

Gewichtsverlust (g)/
max. Kompressionskraft (N)

P P N N W
o o1 O o1 O O O
| | | | | | |

NaCl NaCl+ KCI KCl+ MgCl, MgCl# CaCl, CaCl#
TG TG TG TG

O Gewichtsverlust (g) B max. Kompressionskraft (N) ‘

Abb. 4.6: Auswirkung verschiedener Salze auf die Fe  stigkeit (maximale Kompressionskraft)
und den Gewichtsverlust (g) von Heilbuttfarce mit ( 15 IE 100 g'l Fisch) und ohne
Transglutaminase (n=10 pro Versuchsreihe)

Tab. 4.6: Zunahme der Festigkeit (maximale Kompress ionskraft) der mit verschiedenen Salzen

hergestellten, gegarten Heilbuttfarcen durch Transg lutaminase (15 IE 100 g ™ Fisch,

n=10)
) Zunahme der max. Kompressions-
Matrix
kraft durch TG (%)

Heilbuttfarce+ NaCl 32,0 (p =0,001)

Heilbuttfarce + KCI 18,1 (p =0,01)

Heilbuttfarce + MgCl, 10,0 (p =0,05)

Heilbuttfarce + CaCl, 5,0 (nicht signifikant)

4.4 Zusammenfassung und Diskussion
Um den industriellen Produktionsablauf zur Herstellung gegarter Heilbutt-
Carbonaden durch die Transglutaminase-Behandlung nicht zu verlangern, ware es

von Vorteil, die Transglutaminase-Behandlung in den Prozessschritt ,Salzen* zu
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integrieren. Die bei der Deutschen See GmbH & Co. KG verwendete Lake zum
Salzen der Heilbutt-Carbonaden weist eine NaCl-Konzentration von 15 % auf. Es
bestiinde die Moglichkeit, diese Konzentration in gewissen Grenzen zu verandern,
wenn die Transglutaminase keine optimale Aktivitat in dieser Lake zeigt. Bei einer
Konzentrationsveranderung misste dann entsprechend die Dauer des Einlegens der

Fischstiicke in der Lake angepasst werden.

Untersucht wurde zum einen die Aktivitat der Transglutaminase in 15%-iger (w/v)
NaCl-Lésung, zum anderen wurden zwei niedrigere Konzentrationen von 5 und 10 %
sowie eine hohere Konzentration von 20 % (w/v) untersucht. Diese zuséatzlich unter-
suchten Konzentrationen an NacCl sind fur den Einsatz in der industriellen Produktion
denkbar. Verglichen wurden die hierbei ermittelten Aktivitaten mit der Aktivitat der
Transglutaminase geldst in reinem Trinkwasser. In den gleichen Konzentrationen
wie das NaCl wurden auch andere Salze hinsichtlich ihrer Beeinflussung der
Transglutaminase-Aktivitat untersucht.

Sowohl Natrium- als auch Kaliumchlorid (monovalente lonen) vermochten die En-
zymaktivitat der Transglutaminase-Praparation, Activa WM, im Vergleich zur En-
zymaktivitat in reinem Trinkwasser konzentrationsabhangig um bis zu 14-18 % zu
steigern. Dabei war die Enzymaktivitat in einer 15%-igen Kaliumchloridlésung mit im
Mittel 74,1 IE g* am hochsten. Die héchste Aktivitat wies das Transglutaminase-
Praparat gel6st in Tris-Acetat auf. Die hierbei ermittelte Aktivitat von im Mittel 92,0 IE
g’ entspricht den Angaben des Enzymherstellers Ajinomoto Foods Deutschland
GmbH, Hamburg, wonach das Praparat eine Aktivitat von 80-110 IE g aufweist.
Magnesiumchlorid steigerte die Enzymaktivitdt nur um bis zu 11 %, wohingegen
Calciumchlorid die Enzymaktivitat nicht steigern konnte. Dieses Ergebnis bestétigt
die Aussage von Motoki und Seguro (1998), dass mikrobielle Transglutaminase
Calcium-unabhéngig sei. Ho et al. (2000) geben an, dass Kalium-, Natrium-, Calci-
um- und Magnesiumionen die Aktivitat mikrobieller Transglutaminase steigern
kénnen. Mit Ausnahme der Aktivitatssteigerung durch Calciumionen ergaben die
eigenen Untersuchungen das gleiche Ergebnis. Laut Information der Firma Ajinomo-
to Foods Deutschland GmbH, Hamburg, ist die Aktivitdtsbeeinflussung mikrobieller

Transglutaminase durch NaCl und KCI vergleichbar. Es wird jedoch von einer ge-
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ringflgig niedrigeren Aktivitat der Transglutaminase durch KCI gesprochen. Zumin-
dest in den getesteten Konzentrationen konnte dieses Ergebnis nur insoweit von den
eigenen Untersuchungen bestatigt werden, als dass die Aktivitat der Transglutami-

nase in Anwesenheit von NaCl und KCI vergleichbar ist.

Wan et al. (1992) untersuchten die Aktivitat von Transglutaminase in Anwesenheit
von NaCl bzw. KCI in den Konzentrationen 0-0,6 M. Sie stellten fest, dass bis zu
einer NaCl-Konzentration von 0,3 M die Aktivitdt der Transglutaminase nicht beein-
flusst wird. Ab einer Konzentration von 0,4 M NaCl im Lésungsmedium konnte die
Aktivitat der Transglutaminase gesteigert werden. Eine weitere Steigerung der NaCl-
Konzentration auf 0,6 M steigerte auch die Aktivitat der Transglutaminase weiter.
Hoéhere NaCl-Konzentrationen wurden von den Autoren nicht eingesetzt. Obwohl die
von Wan et al. (1992) getesteten NaCl-Konzentrationen unterhalb der in der eigenen
Untersuchung eingesetzten NaCl-Konzentrationen blieben, wird bestatigt, dass sich
Natriumchlorid férderlich auf die Aktivitdt der Transglutaminase auswirkt. In einer
Untersuchung von Zellner (2000) wurde NaCl in vergleichbaren Konzentrationen
(10,7-17,2 %) wie in den erwahnten eigenen Untersuchungen, einer Transglutami-
nase-Lake zum Tumbeln von Fleischabschnitten zur Herstellung restrukturieren
Fleisches zugesetzt. Zellner bestimmte zwar nicht die Aktivitat der Transglutaminase
in der Tumbellake, aber er Uberpriufte die Gelfestigkeit seines Fleisches in Abhan-
gigkeit von der zugefligten Salzmenge. Er stellte fest, dass die Gelfestigkeit des
Proteinnetzwerkes umso starker wurde, je mehr NaCl zugefugt wurde. Diese Unter-
suchung stiutzt die Ergebnisse, dass auch hohere NaCl-Konzentrationen die

Transglutaminase-Aktivitat positiv beeinflussen.

Nach Wan et al. (1992) beeinflusst KCI die Aktivitdt der Transglutaminase insofern,
als dass es sie senkt. Diese Absenkung war bei allen getesteten KCI-
Konzentrationen (0,1-0,6 M) gleich. In den eigenen Untersuchungen konnte die
Aktivitat der Transglutaminase in Trinkwasser durch den Zusatz von KCI in den
Konzentrationen 5-20 % gesteigert werden. Neben den unterschiedlichen Salz-
Konzentrationen, die bei Wan et al. (1992) und in den eigenen Untersuchungen
eingesetzt wurden (Wan et al. testeten mdgliche Salz-Konzentrationen fur die Her-

stellung eines Surimiproduktes — in eigenen Untersuchungen wurden mogliche Salz-
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Konzentrationen fur die Herstellung einer Pdkellake untersucht), handelte es sich bei
Wan et al. (1992) um Transglutaminase isoliert aus Seelachs; in eigenen Untersu-
chungen wurde mikrobielle Transglutaminase verwendet. Die Eigenschaften mikro-
bieller Transglutaminase unterscheiden sich signifikant von denen tierischer
Transglutaminase (Fuchsbauer, Pasternack, 1996), so dass die beiden Untersu-
chungen nur bedingt vergleichbar und damit die teils unterschiedlichen Ergebnisse

zu erklaren sind.

Natrium- und Kaliumchlorid steigerten im Gegensatz zu Magnesium- und Calcium-
chlorid die Hitzestabilitat des Transglutaminase-Praparates erheblich. Zur Verander-
lichkeit der Hitzestabilitdt mikrobieller Transglutaminase liegen von anderen Autoren

bisher keine verdoffentlichten Ergebnisse vor.

Gerade im Bereich der Surimi-Produktion wird Salz (NaCl) als wichtiger Zusatzstoff
der Fischmatrix zugesetzt, um die Ldslichkeit und Dispersion der Proteine zu stei-
gern. Dadurch kann die Transglutaminase besser zu einer Vernetzung der Proteine
und damit zu einem festen Gel fihren (Zellner, 2000). Bei Einsatz der Salze NacCl
bzw. KCI zu einem Surimiprodukt aus Seelachs stellten Wan et al. (1992) fest, dass
das festeste Gel bei einer NaCl-Konzentration von 0,2 M erreicht wird. Diese NaCl-
Konzentration ist etwa um die Halfte geringer als die in den eigenen Untersuchungen
eingesetzte Konzentration von 2 %. Eine Steigerung der NaCl-Konzentration auf
0,4 M (vergleichbar mit den eingesetzten 2 %), fihrte bereits zu einem weicheren
Gel. Zu einem anderen Ergebnis, wie bereits in Kapitel 2 erwdhnt, kamen Nielsen et
al. (1995). lhre mit Transglutaminase hergestellte Fleischfarce wurde umso fester, je
mehr NaCl (1-3 %) sie zusetzten. Diese unterschiedlichen Ergebnisse sind mdogli-
cherweise darauf zurtickzufiihren, dass es sich bei Wan et al. (1992) und Nielsen et
al. (1995) um unterschiedliche Produkte handelt. Zudem gaben Nielsen et al.
Transglutaminase (Faktor Xllla) zu ihrer Fleischfarce hinzu, wéhrend Wan et al.
(1992) nur die endogen im Seelachsmuskel vorkommende Transglutaminase nutz-

ten.

In den eigenen Untersuchungen wurde nur eine NaCl-Konzentration (2 %) einge-

setzt, da hierdurch bereits eine deutliche Verfestigung der rohen Fischfarce erzielt
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wurde. Diese Konzentration wurde auch hier (vgl. Kapitel 2) wieder nach dem gusta-
torischen Kriterium gewahlt. Eine Vergleichsprobe ohne Salz konnte nicht hergestellt
werden, da sich die Fischfarce ohne Salz aufgrund ihrer Weichheit nicht in die

Zylinder fullen liel3.

Durch den Zusatz von KCI zu einem Surimiprodukt in den Konzentrationen 0,1-0,8 M
konnten Wan et al. (1992) die Festigkeit ihrer Produkte nicht steigern. Die Produkte
waren deutlich weicher als bei Zusatz von NaCl. Gimeno et al. (1999) stellten fer-
mentierte Wirste unter Zugabe der Salze NaCl, KCI und CaCl, in Kombination her
und verglichen diese texturell mit Wirsten, die nur unter Zugabe von NaCl herge-
stellt wurden. Sie stellten fest, dass die Wirste, die nur NaCl enthielten, deutlich
fester waren, als die Proben, die ein Gemisch der drei Salze enthielten.
Gewichtsverluste wahrend des Herstellungsprozesses wurden in dieser

Untersuchung nicht ermittelt.

In den eigenen Untersuchungen war die Festigkeit der Farcen mit NaCl und KCI
jeweils ohne exogene Transglutaminase vergleichbar. Die Zugabe von Transgluta-
minase zu den Farcen erhdhte die Festigkeit der Farce mit NaCl um 32,0 %. Diese
Verfestigung durch Transglutaminase war signifikant héher (p < 0,10) als die Verfes-
tigung durch Transglutaminase in der KCl-enthaltenden Farce mit 18,1 %. Die NaCl-
und KCI-Konzentrationen lagen dabei in dem von Wan et al. (1992) getesteten
Bereich. Aufgrund ihrer Ergebnisse vermuteten Wan et al. (1992), dass die reaktiven
Seitenketten des Myosins des Seelachses in Anwesenheit von KCI nicht fur die
Transglutaminase zuganglich seien. Die Autoren raumten ein, dass es hierzu noch
Untersuchungsbedarf gébe. Auch die eigenen Untersuchungen lieferten Hinweise
darauf, dass KCI die Ausbildung von Isopeptidbindungen in der Fischmatrix ein-
schrankt. Es konnte jedoch festgestellt werden, dass die Aktivitdt mikrobieller

Transglutaminase an sich durch KCI nicht beeintrachtigt wird.

Durch den Zusatz von CaCl, zu Surimi konnten Benjakul und Visessanguan (2003),
Morales et al. (2001) sowie Benjakul et al. (2000) die Gelfestigkeit ihrer Produkte
steigern. Diese Festigkeitszunahme erklarten die Autoren mit der Abhangigkeit der

endogen im Fischmuskel vorhandenen Transglutaminase von Calciumionen. Auch
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Park (2000) berichtete, dass der Einsatz von Calciumionen in der Surimiproduktion
weit verbreitet sei, ohne dass genau bekannt sei, wie die lonen im Surimi wirkten.
Ofstad et al. (1993) stellten fest, dass die Zugabe von CaCl, und MgCl, in Kombina-
tion wahrend des Waschprozesses zur Surimiherstellung aus Dorsch zu einem
festeren Gel fuihrte, als wenn auf diese Salze verzichtet wurde. Die Autoren erklarten
dieses Ergebnis ebenfalls mit dem Vorkommen von endogener Transglutaminase im
Fischmuskel. Wan et al. (1994) stellten jedoch fest, dass die Aktivierung der endo-
genen Transglutaminase nicht allein durch Magnesiumionen hervorgerufen werden

kann. Calciumionen sind in jedem Fall erforderlich.

Auch in den eigenen Untersuchungen waren die Farcen mit CaCl, bzw. MgCl, ohne
Transglutaminase fester als die Farcen mit NaCl oder KCI ohne Transglutaminase.
Dies kann auf eine Aktivierung der endogenen Heilbutt-Transglutaminase durch
Calciumionen zurtickzufihren sein. Da die Farcen mit MgCl, bzw. CaCl, eine ver-
gleichbare Festigkeit aufwiesen, MgCl, jedoch nach Wan et al. (1994) allein nicht in
der Lage ist, die Transglutaminase zu aktivieren, kann auch ein Salz-bedingter
Gewichtsverlust zu der Verfestigung gefihrt haben. Die Farcen mit MgCl, bzw.
CaCl, wiesen einen hoheren Gewichtsverlust als die Farcen mit NaCl bzw. KCI auf.
Hohere Gewichtsverluste durch MgCl, bzw. CaCl, stellten bereits andere Autoren
fest: McFarlane und Unruh (1996) stellten hohere mittlere Gewichtsverluste (Tropf-
saft- und Garverluste) bei Schweinefleisch, dem CaCl,-Lake vor dem Garprozess
injiziert wurde, fest. Dieses stellten Wheeler et al. (1992) auch bei Einsatz von
Rindfleisch fest. Young et al. (1991) untersuchten den Einfluss verschiedener lonen
auf Hahnchenbrustfilet. Sie stellten fest, dass die Absorption von Flissigkeit sowie
die Gewichtsverluste durch den Garprozess hdher sind, wenn die Filets vor Ablauf

der Totenstarre mit einer CaCl,- bzw. einer MgCl,-L6sung behandelt wurden.

Colmenero et al. (2005) stellten fest, dass der Gewichtsverlust wahrend des Garens
von Frankfurter Wirsten signifikant héher ist, wenn diese etwa 1,1 % KCIl und 0,8 %
mikrobielle Transglutaminase enthalten, als wenn diese nur unter Zugabe von 2,8 %
NaCl hergestellt wurden. Die Autoren untersuchten keine vergleichbaren Konzentra-
tionen an NaCl und KCI, sondern nur diese beiden Versuchsreihen, so dass ein

Vergleich mit den eigenen Untersuchungen, die ergaben, dass die Gewichtsverluste
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der Farcen mit NaCl und KCI vergleichbar waren, nur bedingt vorgenommen werden
kann. In den eigenen Untersuchungen konnte festgestellt werden, dass die Zugabe
von Transglutaminase den Gewichtsverlust erhoht, als wenn nur das jeweilige Salz
zugegeben wurde. Colmenero et al. (2005) konnten feststellen, dass der Gewichts-
verlust wahrend des Garens um ein Vielfaches hoher ist, wenn Frankfurter Wurste
nur mit Transglutaminase hergestellt werden, als wenn diese nur NaCl enthalten.
Wurde den Transglutaminase-enthaltenden Wirsten zusatzlich KCI zugefugt, konnte
der Gewichtsverlust reduziert werden. Dieses Ergebnis bestatigt zwar nicht direkt die
eigenen Ergebnisse, liefert jedoch Hinweise daflr, dass Transglutaminase den

Gewichtsverlust im Gegensatz zu Salz erhéhen kann.

Mikrobielle Transglutaminase ist Calcium-unabhéangig (Motoki, Seguro, 1998), so
dass hier keine positive Beeinflussung durch CaCl, zu erwarten ist. Zudem sehen
Motoki und Seguro (1998) und Seguro (1999) den Einsatz von Calciumionen bei
Verwendung mikrobieller Transglutaminase zur Verfestigung und Modifizierung von
Proteinen als problematisch. Viele Lebensmittelproteine, wie z. B. Casein aus Milch
oder Myosin, wiirden in Anwesenheit von Ca* prazipitiert und seien dann schlechter
durch die mikrobielle Transglutaminase vernetzbar. In den eigenen Untersuchungen
konnte festgestellt werden, dass die Farce mit CaCl, beztglich der Festigkeit mit der
Farce mit CaCl, und Transglutaminase vergleichbar war. Dieses kann, wie von
Motoki und Seguro (1998) beschrieben, auf eine Prazipitation der Proteine zuriickzu-

fuhren sein.

Wie von vielen Autoren beschrieben, kann frisches Fleisch in einer CaCl,-Lake
mariniert bzw. diese Lake in das Fleisch injiziert werden, um die Fleischtextur zarter
zu machen (Jaturasitha et al., 2004; Lawrence et al., 2003; Polidori et al., 2000;
Perez et al., 1998). CaCl, aktiviert das Ca?*-abhangige proteolytische enzymatische
System (Calpain) und fuhrt damit zu einer zarteren Textur (McFarlane, Unruh, 1996).
Dieser Effekt konnte auch nach vorheriger Gefrierlagerung des Fleisches beobachtet
werden (Wheeler et al., 1992). Die Enzyme des Fisches entsprechen in Art und
Eigenschaften weitestgehend denen warmblitiger Tiere (Tulsner, 1994), so dass ein
ahnlicher Effekt in Fischmuskulatur nicht auszuschlie3en ist. Im Gegensatz zur Rolle

des Calpains in Saugetiermuskeln ist die Rolle des Calpains in Fisch weniger unter-
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sucht (Kang, Lanier, 2000). Dennoch konnten Taneda et al. (1983) und Toyohara
und Makinodan (1989) Calpain, welches durch Ca** aktiviert wird, aus Karpfen
isolieren. Papa et al. (1997) isolierten Calpain aus Meerforelle und Wolfsbarsch.
Makinodan et al. (1983) wiesen proteolytische Aktivitdt auch in Schwarzem Heilbutt

nach.

In den eigenen Untersuchungen war die Zeitspanne zwischen CaCl,-Zugabe zur
Fischfarce und dem Erhitzungsprozess relativ kurz (ca. 40 min), so dass die Auswir-
kungen einer eventuellen Proteolyse — wenn tberhaupt — nur gering sein kdénnen
und folglich nicht bemerkt werden. Bei der industriellen Verarbeitung der Heilbutt-
Carbonaden kann die Zeitspanne zwischen dem Salzen und dem Garen jedoch
wesentlich langer sein, so dass sich der Einsatz von CaCl, nicht anbietet, da eine

Aktivierung des proteolytischen Systems stattfinden kénnte.

Fur den Einsatz der Transglutaminase-Praparation in Fisch und Fischprodukten lasst
sich folgern, dass das vorherige Losen der Enzympraparation in Salzwasser (NacCl
und KCI) positiv fur dessen Aktivitét ist. Der Einsatz von CaCl, oder MgCl, erscheint
nach diesen Untersuchungen nicht sinnvoll, da zwar feste Gele erzeugt werden
kénnen, diese jedoch mit hoheren Gewichtsverlusten wahrend des Garens einher-

gehen.

Die in der Praxis tUbliche Handhabe, den Heilbutt vor dem Garprozess in einer 15%-
igen Natriumchloridlake zu salzen, erwies sich beziglich der Transglutaminase-
Aktivitat als weiterhin durchfiihrbar und positiv. Jedoch wird durch das zugefugte
Salz die Hitzestabilitat erhoht, was bei der Inaktivierung der Transglutaminase
beachtet werden muss. Auch der Einsatz von Kaliumchlorid wéare hinsichtlich der
Aktivitat der Transglutaminase denkbar (Armbrust et al., 2005), jedoch kann sich KCI

hinderlich auf die Ausbildung von Isopeptidbindungen in Fisch auswirken.

Der Prozessschritt der Transglutaminase-Behandlung sollte mit dem Prozessschritt
des Salzen kombiniert werden. Ist dies nicht moglich, sollte die Salzbehandlung
zeitlich vor der Transglutaminase-Behandlung terminiert sein, um die positive Wir-

kung des Natriumchlorids auf die Aktivitat der Transglutaminase auszunutzen. Die
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Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf die Verarbeitung von Heilbutt-Carbonaden

wird in Kapitel 5 tGberpruft.
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5 Verarbeitung von Schwarzem Heilbutt unter Einsatz von

Transglutaminase im Technikumsmal3stab

5.1 Einleitung

In der industriellen Verarbeitung des Schwarzen Heilbutts werden ganze Fische,
bereits ausgenommen und in 20-kg-Blocken tiefgefroren, in der Produktionsstatte
angeliefert. Diese werden nach Bedarf aufgetaut und in Carbonaden (150-300 )
geschnitten. Die Carbonaden werden von Hand nach GrofRRe sortiert und weiter
gesaubert, um die beim ersten Ausnehmen nicht entfernten Eingeweidereste voll-
standig zu entfernen. Bevor der Fisch dem Garprozess zugefuhrt wird, werden die
Carbonaden in eine 15%-ige (w/v) Natriumchloridlosung fir 40 bis 60 Minuten
eingelegt. Im Anschluss daran werden die Carbonaden entweder gespittet (auf
Metallspiel3e gezogen) oder auf Roste verteilt. Je nach Gréf3e wird entschieden, ob
der Garprozess der Carbonaden im Hangen oder im Liegen durchgefuhrt wird. Bei
besonders grol3en Carbonaden (zumeist Carbonadenstiicke aus der kranialen
Halfte) ist die Gefahr des Abfallens von den Metallstdben wahrend des Garens
groler, so dass diese meist auf Rosten liegend gegart werden. Kleinere Stiicke und
Schwanzsticke werden zum Garen gespittet und kénnen so hangend gegart wer-
den. Das Hangen hat den Vorteil, dass eine besonders gleichméafige Garung erzielt
wird und der Fisch keine Auflageflache aufweist.

Die so vorbereiteten Carbonaden werden auf den Rosten bzw. auf den Metallstében
in Hordengestellwagen verbracht, mit Trinkwasser abgespult und fir funf Stunden
bei 5 T gelagert. Diese Ruhephase bewirkt zum eine n, dass eine gleichmalige
Diffusion des Salzes innerhalb der Carbonaden stattfindet, und zum anderen, dass
die Oberflache abtrocknet und der hadngende Fisch dadurch den Garprozess mit
geringeren Verlusten durch Abfallen von den Staben und mit festerer Textur tber-
steht. Der Garprozess findet bei einer Temperatur von 67 T innerhalb von 3 Stun-
den statt. Die Carbonaden erreichen hierbei eine Kerntemperatur von 65 C am
Ende des Garprozesses. Nach dem Garen werden die Carbonaden auf ca. 5 C
Kerntemperatur abgekuhlt, indem die Hordengestellwagen fur ca. 6 Stunden in den
KUhlraum geschoben werden. AnschlieBend werden die Carbonaden unter Schutz-
gasatmosphéare (max. 5 % O, 45 % CO,, 50 % N,) in Kartonagen verpackt und mit
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Barrierekunststofffolie versiegelt. So verpackt weist der Heilbutt eine Haltbarkeit von

mindestens 12 Tagen bei 5 T auf.
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Auftauen der 20-kg Heilbutt-Blocke innerhalb
3,5 Stunden bei 28-30 C

J L

Zerschneiden der Fische in Carbonaden,

Abtrennen von Seiten- und Schwanzflossen

J L

Nachbearbeiten (Entfernen von Eingeweideres-

ten), Sortieren nach Grole

J L

Salzen in 15%-iger NaCl-Lake
T der Lake = 5-15 C, t = 60 min

J L

Spitten oder auf Roste legen und in Hordenge-

stellwagen verbringen

J L

Abspulen mit Leitungswasser

J L

Abtrocknung der Oberflache fir bis zu 5 Stun-
den bei5 T

J L

Garen, 3 Stunden bis zu einer Kerntemperatur
von 65 C

J L

Kihlen auf 5 T Kerntemperatur innerhalb 6

Stunden

J L

Verpacken in Kartonagen unter Schutzgasat-
mosphére (max. 5 % O, 45 % CO,, 50 % N,)

4L

Kihllagerung bei max. 5 C

fur max. 12 Tage

Abb. 5.1: Prozessschema der industriellen Verarbeit

ung des Schwarzen Heilbutts
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Die im Folgenden dargestellten Untersuchungen orientieren sich in ihrer Durchfih-
rung am industriellen Verarbeitungsprozess. Die Untersuchungen sollten klaren, mit
welcher Methode (Diffusion der Transglutaminase-Losung durch Einlegen in Lake
oder Injektion von Transglutaminase-Losung) und in welcher Konzentration die
Transglutaminase in den Fisch einzubringen ist. Das Injektionsverfahren kann
sowohl in der Fleischindustrie (Muller, 2003) als auch in der Fischindustrie (personli-
che Mitteilung der Deutschen See GmbH & Co. KG, Bremerhaven, 2000) mit Erfolg
zur Applikation von Natriumchloridldsung eingesetzt werden. Ob sich der Einsatz
auch fur Schwarzen Heilbutt eignet, soll in den folgenden Versuchen ermittelt wer-

den.

Nach Angaben des Enzymherstellers Ajinomoto Foods Deutschland GmbH, Ham-
burg, sollte Transglutaminase in einer Konzentration von etwa einer IE pro Gramm
Protein eingesetzt werden; dies ist jedoch abhangig vom eingesetzten Lebensmittel
und der Applikationsmethode. In der Literatur wird von unterschiedlichen Einsatz-
mengen an mikrobieller Transglutaminase in Abhangigkeit von der Fischart berichtet.
Sakamoto et al. (1995) konnten nach Einsatz von 1-2 IE Transglutaminase pro
Gramm Seelachs die starkste Verfestigung nachweisen, wahrend Tsai et al. (1996)
die starkste Verfestigung bei Makrele nach Einsatz von 0,34 IE pro Gramm erzielten.
Ni et al. (1999) verwendeten 5 IE pro Gramm bei Einsatz von Karpfen und Lachs mit
gutem Erfolg. Jiang et al. (2000) konnten bei Einsatz von 0,35 - 0,6 IE pro Gramm
bei der Verarbeitung von Degenfisch die starkste Verfestigung erzielen. Hierbei ist
zu beachten, dass die Autoren Surimiprodukte herstellten.

Die Transglutaminase-Behandlung sollte zusammen mit dem Salzen stattfinden, um
den positiven Einfluss des Natriumchlorids auf die Aktivitat der Transglutaminase zu
nutzen (s. Kapitel 4). Inwieweit der Zeitpunkt des Salzens fiur die Wirkung der
Transglutaminase bei der Bearbeitung von Heilbutt-Carbonaden tatséchlich von

Bedeutung ist, wurde im Folgenden ermittelt.

Weitere Parameter fur die Wirkung der Transglutaminase sind die Inkubationszeit
und -temperatur, in der die Transglutaminase ihre optimale Wirkung entfaltet. Das

Temperaturoptimum mikrobieller Transglutaminase liegt nach Motoki und Seguro
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(1998) bei 50 C. Die eigenen Untersuchungen ergabe n jedoch, dass bei dieser
Temperatur bereits die Aktivitat der Transglutaminase in 15%-iger NaCl-Loésung
eingeschréankt wird. Wahrend Motoki und Seguro (1998) und Seguro (1999) ange-
ben, dass die mikrobielle Transglutaminase auch bei Temperaturen von 10 € und
sogar noch knapp tber dem Gefrierpunkt Aktivitat zeigt, stellten Nielsen et al. (1995)
nach einer Inkubationszeit von 23 Stunden bei 10 T nur eine schwache Texturver-
festigung ihrer Fleischfarceproben durch Transglutaminase fest. Die Autoren ver-
wendeten allerdings keine mikrobielle Transglutaminase sondern Faktor Xillla.
Paardekooper und Wijngaards (1986) gelang die Restrukturierung von Fleisch
mittels mikrobieller Transglutaminase bei einer Temperatur von 0-4 C. Seguro et al.
(1995) konnten nach Inkubation ihrer Kamabokoproben bei Temperaturen von 10
und 45 T jeweils einen Anstieg der Bruchfestigkeit durch Transglutaminase feststel-

len.

Diese Temperatur-Zeit-Bedingungen werden in der Surimiproduktion ,Setting*
genannt und sollten sich in den Produktionsprozess fir Schwarzen Heilbutt einfligen.
Um die Oberflache der Heilbutt-Carbonaden abtrocknen zu lassen, werden diese bei
5 € fur 5 Stunden kihlgelagert. Dieser Prozessschr itt kdnnte fur das Setting modifi-
ziert werden, indem sowohl die Temperatur als auch die Zeit erhoht bzw. verlangert
werden. Da wahrend der thermischen Behandlung innerhalb des industriellen Gar-
prozesses eine wirkaktive Temperatur der Transglutaminase (37-40 C) fur eine
Dauer von etwa 60 Minuten durchlaufen wird, besteht die Mdoglichkeit, dass ein
Setting, in der Form wie es in der Surimiproduktion durchgefuhrt wird, nicht erforder-
lich ist. Unter diesen Umstanden kénnte der Abtrocknungsprozess in der urspringli-
chen Form beibehalten werden und die langsame Erhitzung wéahrend des Garens

das Setting ersetzen.

Die Auswirkungen der Transglutaminase auf die Carbonaden des Schwarzen Heil-
butts wurden mittels instrumenteller Texturanalyse und durch Ermittlung von Ge-
wichtsverlusten tberpriuft. Zu diesem Zweck wurde eine Texturprifmethode entwi-
ckelt, mit der die Textur des gegarten Schwarzen Heilbutts zuverlassig und schnell

Uberprift werden konnte.
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5.1.1 Textur von Fisch

Bei Fischmuskulatur handelt es sich um eine schwierig zu analysierende, inhomoge-
ne Matrix (Coppes et al.,, 2002). Sie besteht aus verschiedenen Fasern mit unter-
schiedlichen AusmalRen und weist keine uniforme Textur auf (Dunajski, 1979). Dicke
und Lange der Muskelfasern hangen nicht nur von der Fischart sondern auch vom
Alter der Tiere ab. Aufgrund biologischer Einflussfaktoren, wie z. B. Alter, Reifezyk-
lus oder Futterangebot, bestehen selbst zwischen Exemplaren einer Art deutliche
Unterschiede in der chemischen Zusammensetzung der Fischmuskulatur und damit
ebenfalls in den texturellen Eigenschaften. Auch innerhalb eines einzigen Indivi-
duums bestehen texturelle Unterschiede in Abhangigkeit von der Probenahmestelle.
Bei allen Fischen nimmt die Dicke der Myomeren zum Schwanz hin ab. Das bedeu-
tet eine Zunahme des Anteils an Bindegewebe und eine insgesamt festere Textur
dieser Muskelpartien. (Tulsner, 1994)

Plattfische konnen zudem Unterschiede in ihrer chemischen Zusammensetzung des
rechten und linken Filets aufweisen, was zu gré3eren Schwankungen in der Textur-
messung fihren kann (Dunajski, 1979). Diese gesamten Faktoren erschweren die
Entnahme einer Durchschnittsprobe und kénnen bei der Texturanalyse zu so grof3en
Streuungen der Messwerte fuihren, dass eine Deutung der Ergebnisse nicht mehr

zuldssig ist (Raeuber, 1993).

5.1.2 Texturmessung

Die einschlagige Literatur fuhrt eine Vielzahl von Methoden, Geraten bzw. Messvor-
satzen zur instrumentellen Fischtexturanalyse auf — dartber, welches die beste
Methode sei, herrscht jedoch keine einheitliche Meinung. Coppes et al. (2002)
zufolge findet die Kramersche Scherzelle mit vier oder zehn Scherblattern die hau-
figste Verwendung. Botta (1995) zufolge sind das Scheren und der Einsatz des
Druckstempels die am haufigsten verwendeten physikalischen Texturprifmethoden
fur gegarte Fischprodukte. Wahrend flr die Texturanalyse von rohem Fisch analoge
Methoden zur Schlachtfleischuntersuchung eingesetzt werden kénnen, ergeben sich
bei der Analyse gegarter Fischmuskulatur Schwierigkeiten aufgrund der besonders
weichen Textur (Dunajski, 1979). Nicht jede Methode ist hier einsetzbar.
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Dunajski (1979) halt den Einsatz des Penetrometers zur Fischtexturuntersuchung,
wie es beispielsweise Main et al. (1972) einsetzen, sowie eine Texturanalyse durch
Extrusion, wie Voisey (1972) sie durchfuhrt, aufgrund der geringen Groéf3e der Mus-
kelfasern fur ungeeignet. Ebenso sei das Zerschneiden, beispielsweise mittels
Warner-Bratzler-Scherblatt, wie es Gadd und Buttkus (1964), Bailey (1972), Buck et
al. (1986) oder Sigurgisladottir et al. (2000) durchfuhrten, ungeeignet, da das Mess-
ergebnis stets von der Schérfe des Scherblattes abhangig und die Positionierung der
Probe im Hinblick auf die Ausrichtung der Fasern zum Scherblatt &uf3erst schwierig
sei. Dunajski (1979) halt die Kramersche Scherzelle, wie sie auch bei Botta et al.
(1987), LeBlanc et al. (1988) oder Krueger und Fennema (1989) eingesetzt wird, flr
die beste Methode bzw. fir den besten Messvorsatz, um die Zartheit von Fischmus-
kel zu analysieren. Aufgrund der Rohstoffschwankungen gelte dabei grundsatzlich:
Je groRRer das Probenvolumen, desto reproduzierbarer das Messergebnis. Dennoch
bestehe die bei der Kramerschen Scherzelle aufgezeichnete Kraft nicht nur aus
Scherkraft sondern auch aus Kompressions-, Reibungs- und Extrusionskraften.
Diese zusatzlichen Krafte wiederum seien durch eine Verringerung des Probenvo-

lumens zu reduzieren. (Dunajski, 1979)

Chamberlain et al. (1993) erachteten hingegen die Kramersche Scherzelle als
ungeeignet fur die Untersuchung von Fischproben. Fir die texturelle Untersuchung
von Schlachtfleisch sei diese einsetzbar, nicht jedoch fir das weiche Fischfleisch.
Zudem bendtige man fir jede Messung mit der Kramerschen Scherzelle ein unndétig
grol3es Probenvolumen. Die Autoren entwickelten einen Messvorsatz (,fish shearing
device"), der ahnlich dem Warner-Bratzler-Scherblatt definierte Probenstiicke zer-
schneidet, und erzielten hiermit reproduzierbare Messergebnisse. (Chamberlain et
al., 1993)

Schubring (1999) verwendete die Texturprofilanalyse zur Untersuchung von Salzhe-
ringsfilet und Schellfischfarce. Neben verschiedenen anderen Texturparametern, wie
z. B. Kaubarkeit oder Gummiartigkeit, untersuchte er die Harte seiner Prifproben,
die er als ,Kraft zur Erreichung einer vorgegebenen Deformation“ definierte. Diese

Textureigenschaft ist mittels Druckstempel und einmaliger Kompression zu ermitteln.
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Hierbei beeinflusst die Starke der Kompression die Harte der Fischprodukte signifi-
kant. (Schubring 1999)

Bei der Hartebestimmung sollte beachtet werden, dass die Kompression in einer
Starke gewahlt wird, bei der nicht nur die Oberflache des Priifgutes eine Deformation
erfahrt, sondern bei der die gesamte Probe einen signifikanten Strukturzusammen-
bruch erleidet (Schubring 1999; Hamann, 1988; Shama und Sherman, 1973).
Grundsatzlich sei dies bei einer Kompression von mindestens 70 % gewahrleistet.
Zudem korreliere die Kraft, die erforderlich sei, um die Proben um 70-80 % zu
komprimieren, mit der sensorisch bestimmten Zartheit und Hérte. Die Bestimmung
der Harte sollte mit einem Druckstempel durchgefiihrt werden, dessen Durchmesser
deutlich gro3er als die Prufprobe ist, um eine zusatzliche Scherung der Probe
auszuschlieBen. Insgesamt konnte Schubring eine signifikante Korrelation zwischen
den an Fischprodukten ermittelten Texturparametern Harte, Gummiartigkeit und
Kaubarkeit ermitteln. (Schubring, 1999)

In einer weitergehenden Untersuchung konnte Schubring (2000) feststellen, dass die
Messgeschwindigkeit zwar die Harte bei den Stauchungsgraden von 40 % und 80 %
beeinflusst — eine allgemeingultige Abhangigkeit verschiedener Texturparameter von
den Messgeschwindigkeiten 24-144 mm min™ konnte er jedoch nicht feststellen.
Auch Hatae et al. (1984) untersuchten die Festigkeit/Harte ihrer Fischproben mittels
Druckstempel. Sie verwendeten jedoch die wesentlich hohere Messgeschwindigkeit
von 750 mm min™. Shama und Sherman (1973) untersuchten Messgeschwindigkei-
ten im Bereich von 198-960 mm min™. Sie erachteten 198 mm min™ als eine geeig-

nete Messgeschwindigkeit.

Unter Berlcksichtigung der Aspekte der Literaturdaten wurden, wie im Folgenden

beschrieben, unterschiedliche Methoden zur Texturanalyse erprobt.

5.2 Material und Methoden

5.2.1 Etablierung der Messmethode

Aufgetauter und in Carbonaden geschnittener Schwarzer Heilbutt wurde von der
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Deutschen See GmbH & Co. KG, Bremerhaven, bezogen. Die Heilbutt-Carbonaden
(4-5 ) wurden fur 60 Minuten in 15%-ige (w/v) Natriumchloridlake (10-15 <)
eingelegt. Zur Uberprifung des Unterschiedes zwischen Transglutaminase-
behandeltem und —unbehandeltem Fisch wurde ein Teil des Fischs nach dem
Einlegen in Natriumchloridlésung tGber Nacht in eine 0,5%-ige (w/v) Transglutamina-
se-Lésung (315 IE I, ausgehend von einer mittleren Aktivitat der Transglutaminase
von 63 IE gt in Trinkwasser gelost, siche Kapitel 4) (Activa WM, Ajinomoto Foods
Deutschland GmbH, Hamburg) eingelegt. Pro kg Fisch wurden 1,5 | Transglutamina-
se-Losung verwendet. Der Garprozess erfolgte im Konvektionsdampfer (Combi-
Dampfer CC 101, Rational Grol3kichentechnik GmbH, Landsberg am Lech) im
Dampf-Luft-Gemisch bei 70 T bis zu einer Kerntempe ratur von 65 C. Die gegarten
Heilbutt-Carbonaden wurden auf 15 € temperiert. Al's Messvorsatze wurden ver-

wendet:

* Druckstempel (Durchmesser 98 mm) mit zylindrischem Probenbehalter
* Druckstempel (Durchmesser 98 mm) ohne Probenbehélter

* Druckstempel (Durchmesser 35 mm) mit zylindrischem Probenbehalter
» Warner-Bratzler-Scherblatt

 Kramersche Scherzelle

Die Messungen mittels Druckstempel wurden mit einem Stauchungsgrad von 70 %
durchgefuhrt. Zur Beurteilung der Messmethodik wurden die Streuung der Messwer-
te in Form der Variationskoeffizienten, der Rohstoffverbrauch sowie die Praktikabili-
tat (Probenvorbereitung, Beschickung der Messzellen, Zeitaufwand pro Messung)
herangezogen. Ein wichtiges Auswahlkriterium fir die Texturmessmethode war,
dass die Heilbutt-Carbonaden vor der Texturprifung moglichst nicht zurechtge-
schnitten werden mussen; denn die grobe Struktur dieses Fisches mit seinen grof3en
und nur locker verbundenen Muskelsegmenten wird selbst bei der Bearbeitung mit
einem sehr scharfen Messer leicht zerdrickt, so dass eine Texturanalyse diese
Vorschaden zwangslaufig mitberticksichtigt. Das Filetieren nach dem Garen bereitet
hingegen keine Schwierigkeiten; die Haut lasst sich problemlos entfernen, ebenso
kénnen die Filets von der Grate abgehoben werden. Um vergleichbare Probenstlicke

fur die Messung mittels groBem Druckstempel ohne Probenbehalter, mittels kleinem
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Druckstempel mit Probenbehélter und mittels Warner-Bratzler-Scherblatt zu erhal-
ten, wurden aus den Filets einzelne Muskelb&uche (Abb. 5.2) herausgelost. Dieses
war mdoglich, ohne ein Messer zu Hilfe zu nehmen. Nur fur den Kkleineren
Druckstempel mit Probenbehélter wurden pro Messung zwei Muskelbauche Uber-
einander gelegt (der Probenbehalter war damit vollstandig beflllt; das Gewicht
betrug 50-60 g), ansonsten wurde nur ein Muskelbauch pro Messung texturell

untersucht.

Abb. 5.2: Darstellung einer Heilbutt-Carbonade mit Muskelbauch

Um die Kramersche Scherzelle mdglichst gleichmafig zu beflllen, wurden zwei
Filets auf die Gro3e der Kramerschen Scherzelle zurechtgeschnitten und eingefulit.
Die Kramersche Scherzelle wurde vollstandig ausgefullt, um evtl. rohstoffbedingte
Schwankungen auszugleichen. Das Probengewicht betrug etwa 150-200 g. Ein noch
grolReres Probenvolumen wurde fur den grol3en Druckstempel in Verbindung mit
dem Probenbehélter verwendet. Der Probenbehdlter wurde mit vier Fischfilets
beflllt. Die Fullhéhe betrug 3-4 cm; das Probengewicht lag bei 300-350 g. Pro
Messvorsatz wurden 10 Messungen durchgefihrt.

5.2.2 Texturanalyse

Die Texturmessung erfolgte mit der Universal Texturprifmaschine, Typ 4302,

Instron-Wolpert GmbH, Darmstadt, als Kraft-Weg-Messung mit einer Querhauptge-

94



schwindigkeit von 200 mm min™. Die verwendete Kraftmessdose war in der Lage,

Krafte bis 100 N aufzuzeichnen.

5.3 Ergebnisse

Wie in der Tabelle 5.1 ersichtlich, wies jede der Messmethoden einen relativ hohen
Variationskoeffizienten auf. Dies ist, wie schon im Kapitel 2 gezeigt, auf die starken
Rohstoffschwankungen, die sich in unterschiedlicher Texturfestigkeit bemerkbar
machen, zurtickzufihren. Es wére zu erwarten gewesen, dass ein hoheres Proben-
volumen pro Messung zu einem geringern Variationskoeffizienten fuhrt. Diese
Erwartung wurde nicht vollumfanglich erfullt. Bei Verwendung der Kramerschen
Scherzelle war der Variationskoeffizient jedoch am geringsten, so dass dieser
Messvorsatz in weitere Versuche einbezogen wurde. Bezuglich der Praktikabilitat ist
der Druckstempel (98 mm) ohne Messdose die einfachste Messvariante bei zugleich
geringem bendétigtem Probenvolumen. Daher wurde auch dieser Messvorsatz flr

weitere Untersuchungen verwendet.

Tab. 5.1: Verwendete Messvorsatze mit Probenvolumin  a und ermittelten Variationskoeffizien-

ten (n=10)
Messvorsatz Variationskoeffizient Probenvolumen
Kramersche Scherzelle (6,5 x 6,5 (9,46 Zwei Filets (150-200 g)
X 6,5 cm)
Warner-Bratzler-Scherblatt 22,58 Ein Muskelbauch (20-40 g)
Druckstempel (98 mm) ohne |19,04 Ein Muskelbauch (20-40 g)
zylindrischen Probenbehélter
Druckstempel (98 mm) mit|15,05 Vier Filets (300-350 @)
zylindrischem Probenbehalter
Druckstempel (35 mm) mit|19,18 Zwei Muskelbauche (50-60 g)
zylindrischem Probenbehalter

Im Weiteren wurde Uberpruft, ob die Messmethoden in der Lage sind, einen Unter-
schied zwischen Transglutaminase-behandeltem und -unbehandeltem Fisch aufzu-
zeigen. Dabei konnte festgestellt werden, dass mit der Kramerschen Scherzelle kein
Unterschied zwischen Transglutaminase-behandeltem und -unbehandeltem Fisch zu

ermitteln war. Die Messergebnisse waren nahezu identisch. Die Druckstempelme-
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thode konnte die spezifischen Unterschiede in der Kompressionskraft widerspiegeln.
Dieses Ergebnis sowie die Praktikabilitat und der geringe Rohstoffverbrauch fihrten
dazu, dass die Druckstempelmethode ohne Probenbehalter in allen folgenden

Versuchen angewandt wurde.

5.4 Zusammenfassung und Diskussion

= Aufgrund der guten Praktikabilitat (einfache Probenvorbereitung, einfache
Durchfihrung des Messvorganges), des geringen Rohstoffverbrauches so-
wie der Moglichkeit, Texturveranderungen durch Transglutaminase festzu-
stellen, wurde in weiteren Versuchen die Texturanalytik als Kraft-Weg-
Messung wie folgt durchgeflhrt:
* Verwendung eines Druckstempels mit einem Durchmesser von
98 mm ohne Probenbehalter
* Verwendung eines ausgelésten Muskelbauches (20-40 g) pro Mes-
sung
Die ibrigen Parameter (Querhauptgeschwindigkeit von 200 mm min™; Kraft-
messdose von 100 N; Probentemperatur von 15 ) wur den wie unter Material
und Methoden (5.2.2) beibehalten.

Die instrumentelle Texturanalyse des Schwarzen Heilbutts bestatigte die Aussage
von Coppes et al. (2002), dass es sich bei Fischmuskulatur um eine schwierig zu
analysierende Matrix handelt. Dies drickte sich in den relativ hohen Variationskoeffi-
zienten jeder einzelnen Messmethode aus. Die Untersuchungen bestatigten eben-
falls die Aussage von Tulsner (1994), dass selbst innerhalb eines Individuums
texturelle Unterschiede in Abhangigkeit von der Probenahmestelle bestehen. Wah-
rend beim Schwarzen Heilbutt die Unterschiede zwischen rechtem und linken Filet
zu vernachlassigen waren, bestanden grof3e Unterschiede zwischen den Bereichen
um die Mittelgrate und den aufReren Bereichen entlang der Seitenflossen. Die Berei-
che entlang der Seitenflossen wiesen einen deutlich hoheren Fettgehalt auf. Der

hohere Fettgehalt fuhrte zu einer weicheren Textur.

In umfangreichen Untersuchungen von Werlein (1997) an gegartem Schweinefleisch
mittels Warner-Bratzler-Scherblatt lag der Variationskoeffizient der meisten Ver-

96



suchsreihen im Bereich von 10. In den eigenen Untersuchungen mittels Warner-
Bratzler-Scherblatt wurde ein Variationskoeffizient von 22,58 ermittelt. Obwohl das
Warner-Bratzler-Scherblatt von mehreren Autoren mit Erfolg zur texturellen Analyse
von Fisch eingesetzt wurde (Gadd und Buttkus, 1964; Bailey, 1972; Buck et al.,
1986; Sigurgisladottier et al., 2000), gibt Dunajski (1979) zu bedenken, dass die
Ausrichtung der Fischfasern zum Scherblatt schwierig sei. Diese Schwierigkeit
machte sich auch in der eigenen Untersuchung bemerkbar mit dem Ergebnis eines
hohen Variationskoeffizienten. Das Warner-Bratzler-Scherblatt wurde folglich fur

weitere Analysen des Schwarzen Heilbutts nicht mehr eingesetzt.

Die Kramersche Scherzelle zeigte im Vergleich zu den anderen verwendeten Mess-
vorsatzen den geringsten Variationskoeffizient von 9,46. Viele Autoren setzten die
Kramersche Scherzelle zur Analyse gegarter Fischproben ein (Botta, 1995; Coppes
et al., 2002); Dunajski (1979) hielt sie fur Fischproben fur den besten Messvorsatz.
Chamberlain et al. (1993) hingegen hielten sie fur weiche Fischproben fir ungeeig-
net. Zudem fuhrten sie als Nachteil ein grol3es bendtigtes Probenvolumen an. Bei
vollstandiger Beflullung mit dem Ziel, Rohstoffschwankungen auszugleichen, wie es
in der eigenen Untersuchung durchgefihrt wurde, ist das Probenvolumen mit zwei
Filets pro Messung tatséchlich relativ hoch im Vergleich zur Verwendung von ein bis
zwei Muskelbduchen mit anderen Messvorsatzen. Nachteilig ist ebenfalls, dass
Reinigung und Trocknung der Kramerschen Scherzelle nach jeder Messung relativ
aufwendig sind. Weiterhin wird die Tatsache als nachteilig erachtet, dass die
Fischstiicke auf die Grof3e der Kramerschen Scherzelle zurecht geschnitten werden
muissen, um eine gleichmalige Beflllung zu gewéhrleisten. Dies erhéht zum einen
den Arbeitsaufwand, zum anderen beeinflusst das Zerschneiden das Messergebnis
des Heilbutts, da selbst ein sehr scharfes Messer immer auch einige Muskelsegmen-
te zerdrickte. Zum Ausschluss der Kramerschen Scherzelle fuhrte jedoch die Tatsa-
che, dass mit diesem Messvorsatz der Unterschied zwischen Transglutaminase-
behandelten und -unbehandelten Heilbutt-Carbonaden nicht festgestellt werden

konnte.

Die Variationskoeffizienten der Messvorséatze Druckstempel (98 mm) ohne zylindri-

schen Probenbehélter und Druckstempel (35 mm) mit zylindrischem Probenbehalter
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waren vergleichbar hoch. Auch der Variationskoeffizient des Messvorsatzes
Druckstempel (98 mm) mit zylindrischem Probenbehalter bewegte sich in gleicher
GroRRenordnung. Bei den Messvorsatzen mit zylindrischem Probenbehalter erwies es
sich als schwierig, den Probenbehélter gleichmaRig auszufillen ohne grél3ere
Licken entstehen zu lassen. Problematisch beim kleineren Druckstempel (35 mm)
war, wie bereits von Schubring (1999) erwéhnt, dass die Probensticke aufgrund der
geringen Grol3e des Druckstempels zuséatzlich geschert wurden. Daher wurde dieser
Druckstempel (35 mm) auch nicht ohne Probenbehélter, der das Scheren zumindest
teilweise verhinderte, verwendet. Auch aufgrund des geringen Probenvolumens
wurde der Druckstempel (98 mm) ohne Probenbehélter den Druckstempeln mit
Probenbehéalter vorgezogen. Bezuglich der Praktikabilitdt ist der Druckstempel
(98 mm) ohne Probenbehalter die einfachste Messvariante. Die Muskelbauche sind
einfach aus dem Fischfilet herauszulésen, zudem ist der Druckstempel ohne Pro-
benbehélter nach jeder Messung problemlos zu reinigen, ohne ihn vom Kraftauf-
nehmer abschrauben zu muissen. Die eigenen Untersuchungen zeigten, dass ein
hoheres Probenvolumen nicht automatisch die texturellen Schwankungen zwischen
den Probensticken im Messergebnis ausgleicht. Es zeigte sich jedoch, dass die
beiden Messvarianten mit den grof3ten Probenvolumina (Kramersche Scherzelle,
Druckstempel (98 mm) mit Probenbehélter) die geringsten Variationskoeffizienten
aufwiesen. Auch Dunajski (1979) empfiehlt grundsatzlich ein groRes Probenvolumen
pro Messung. Durch ein erhdhtes Probenvolumen kann jedoch bei gleichem Materi-
aleinsatz nur eine geringere Anzahl an Messungen durchgefuhrt werden. Eine
erhohte Anzahl an Messungen ist angesichts der insgesamt hohen Variationskoeffi-
zienten von Vorteil. Da auch ein groRes Probenvolumen zu relativ hohen Variations-
koeffizienten fuhrte, kann statistische Sicherheit nur Uber eine hohe Anzahl von
Messungen erzielt werden. Dies bestatigen insbesondere die Pilotversuche in
Kapitel 6.

Zum weiteren Einsatz kam der grof3e Druckstempel (98 mm) auch deshalb, weil mit
ihm Unterschiede zwischen Transglutaminase-behandelten und —unbehandelten
Heilbutt-Carbonaden zu ermitteln waren. Botta (1995) zufolge ist der Druckstempel,

genauso wie die Kramersche Scherzelle, ein haufig verwendeter Messvorsatz zur
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instrumentellen Texturanalyse von Fischproben, der sich auch in den eigenen

Untersuchungen bewahrte.

In der Literatur werden verschiedene Messgeschwindigkeiten zur Komprimierung
von Fischproben als geeignet angegeben (Schubring, 2000; Hatae et al., 1984;
Shama und Sherman, 1973). In der eigenen Untersuchung wurde nur eine Messge-
schwindigkeit von 200 mm min™ verwendet. Auch Werlein (1997) verwendete die
Messgeschwindigkeit von 200 mm min™® mit gutem Erfolg zur Texturanalyse ver-
schiedener Lebensmittel. Eine vergleichbare Geschwindigkeit erachteten Shama
und Sherman (1973) ebenfalls als geeignet. In zahlreichen unverdoffentlichten Vor-
versuchen am Institut fir Lebensmittelwissenschaft der Universitat Hannover war die
Messgeschwindigkeit von 200 mm min™ fiir die Texturanalyse von Fischproben als

geeignet erachtet worden und wurde daher fur weitere Untersuchungen beibehalten.

Der Stauchungsgrad wurde nach dem von Schubring (1999) als wichtig erachteten
Aspekt, der Probe einen signifikanten Strukturzusammenbruch zuzufiigen, gewahlt.
Dieses war bei einem Stauchungsgrad von 70 % der Fall. Da zudem auch sensori-
sche Analysen mittels humanem Prifpanel durchgefihrt wurden (nicht Bestandteil
dieser Arbeit), wurde der Stauchungsgrad von 70 % gewahlt, weil die erforderliche
Kraft zum Komprimieren der Probe um 70 % laut Schubring (1999) mit der senso-

risch bestimmten Festigkeit der Proben korreliere.
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5.5 Material und Methoden

5.5.1 Einlegdauer in Transglutaminase-LOsung / Zeitpunkt des Salzens

Die Ergebnisse in Kapitel 4 lassen vermuten, dass das Salzen — sofern es nicht mit
der Transglutaminase-Behandlung gleichzeitig durchgefuhrt werden kann, well
langere Einwirkzeiten der Transglutaminase-LOsung erforderlich sind — vorzugswei-
se vor der Transglutaminase-Behandlung stattfinden sollte. Die Dauer des Einlegens
der Fischstiicke in Transglutaminase-Losung sowie der Zeitpunkt des Salzens sind
nicht immer voneinander getrennt ermittelbar. Werden beispielsweise die Heilbutt-
Carbonaden fir mehrere Stunden in Transglutaminase-Losung eingelegt, so kann
nicht auch gleichzeitig Natriumchlorid in 15%-iger (w/v) Konzentration in die Lake
gegeben werden, da die Fischstiicke durch die lange Einlegdauer versalzen wirden.
Soll die Dauer des Einlegens in Transglutaminase-L6sung daher auf Gber 60 Minu-
ten hinausgehend ausgedehnt werden, so muss das Salzen der Fischstlicke entwe-

der vor oder nach der Transglutaminase-Behandlung stattfinden.

Folgende Versuche sollten die Relevanz des Zeitpunktes des Salzens sowie die

optimale Einwirkdauer der Transglutaminase-L6sung ermitteln:

Aufgetaute Heilbutt-Carbonaden wurden unten genannter Natriumchlorid- und
Transglutaminase-Behandlung unterzogen:

* Salzen vor TG: Einlegen der Fischstiicke fir 60 Minuten in 15%-ige (w/v)
NaCl-Losung (entspricht der industriellen Salzbehandlung), danach Einlegen
der Fischstiicke in 0,5%-ige (w/v) Transglutaminase-Lésung (315 IE I, aus-
gehend von einer Aktivitat der Transglutaminase in reinem Trinkwasser von
63 IE g) fur > 12 Stunden.

* Salzen nach TG: Einlegen der Fischstticke in 0,5%-ige (w/v) Transglutamina-
se-Losung (315 IE I") fir > 12 Stunden, danach Einlegen in 15%-ige (W/v)
NaCl-Lésung fur 60 Minuten.

» Standard: Einlegen der Fischsticke in 15%-ige (w/v) NaCl-Lésung fur 60 Mi-
nuten.

Der Versuch wurde in gleicher Weise zweimal durchgefihrt.
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In einem weiteren Versuch wurden folgende Behandlungen der Heilbutt-Carbonaden
durchgefuhrt:
» Salzen vor TG: s.0.
* Salzen zusammen mit TG: Fischsticke fur 60 Minuten in Lake mit 15 % (w/v)
NaCl und 0,5 % (w/v) Transglutaminase (350 IE I*, ausgehend von einer Ak-
tivitat der Transglutaminase in 15%-iger NaCl-Losung von 70 IE g) einlegen.

* Standard: s. o.

Die Losungen zum Einlegen der Fischstiicke wurden aus Leitungswasser mit dem
Zusatz von Transglutaminase (Activa WM, Ajinomoto Foods Deutschland GmbH,
Hamburg) und/oder Natriumchlorid hergestellt. Beide Bestandteile wurden mit dem
Schneebesen bis zur vollstandigen Lésung eingerihrt. Nach dem Einlegen der
Fischstiicke wurden die Lake-Behéltnisse mit Deckeln verschlossen. Die Fischstu-
cke waren komplett mit Lake bedeckt. Hierfur war, ausgehend vom Fischgewicht, die
1,5-fache Menge an Lake erforderlich. Die Laketemperatur betrug 10-15 <.

Im Anschluss an die Transglutaminase-Salz-Behandlung wurden die Carbonaden
gespittet, und es fand das Abtrocknen der Oberflache fir 5 Stunden bei 5 €T in
hangendem Zustand im Kuhlschrank statt. Der Garprozess wurde im Konvektions-
dampfer (Combi-Dampfer CC 101, Rational Grof3kiichentechnik GmbH, Landsberg
am Lech) im Warmeubertragungsmedium Luft simuliert. Die Anstromgeschwindigkeit
betrug 2-6 m s™. Zunachst wurden die Carbonaden fiir 1 Stunde einer Temperatur
von 40 T ausgesetzt; dann wurden sie innerhalb von 2 Stunden bei einer Arbeits-
temperatur von 70 T auf eine Kerntemperatur von 65 <T erhitzt. Diese Temperatur-
Zeit-Bedingungen wurden eingehalten, da sie maf3geblich die Vernetzungsreaktion
der Transglutaminase beeinflussen kdnnen. Bei 40 T weist die Transglutaminase
eine hohe Aktivitat auf, so dass diese Temperaturbedingung in jedem Fall auch
wahrend der Simulation erreicht werden sollte. Nach dem Garprozess wurden die
Carbonaden im Schockkihler (Foster BC 35, Geschéftsbereich der Hobart GmbH,
Wouppertal) bei einer Arbeitstemperatur von 0 T auf eine Kerntemperatur von 15 €
mittels Luftkonvektion abgekuhlt. Alle Bearbeitungsschritte einschlief3lich der Tempe-

raturfihrung wahrend des Garens simulieren den industriellen Produktionsprozess.
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5.5.2 Ermittlung der optimalen Transglutaminase-Konzentration in Verbindung mit

der optimalen Applikationsmethode

Aufgetaute Heilbutt-Carbonaden (4-5 ) wurden mittels zweier unterschiedlicher
Methoden mit Transglutaminase (Activa WM, Ajinomoto Foods Deutschland GmbH,
Hamburg) behandelt. Ziel beider Methoden war es, die Transglutaminase-
Behandlung optimal in den industriellen Produktionsprozess zu integrieren:

» Lakebehandlung: Die aufgetauten Carbonaden wurden fiir 60 Minuten in eine
Lake aus 15 % (w/v) Natriumchlorid und Transglutaminase in unterschiedli-
chen Konzentrationen (0,15; 0,3; 0,5; 1,0 und 1,5 % (w/v)) eingelegt. Pro kg
Fisch wurden 1,5 Liter Lake verwendet.

* Injektionsbehandlung: Pro Carbonade wurden 10 ml einer Lésung (etwa 50 ml
kgt Fisch) aus 15 % (w/v) Natriumchlorid und Transglutaminase in unter-
schiedlichen Konzentrationen (0,15; 0,3; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0; 4,0 und 5,0 %
(w/v)) von Hand mittels Einwegspritze injiziert. Die Lésungsmenge wurde auf

20 Einstichstellen mit je 0,5 ml verteilt.

Parallel zu den beiden Behandlungsverfahren wurde ein Standard ohne Transgluta-
minase verarbeitet. Hierfir wurde der Fisch in 15%-ige (w/v) Natriumchloridlake
ohne Zusatz von Transglutaminase fur 60 Minuten eingelegt. Die Temperatur des
Lakebades betrug jeweils 10-15 <.

Bei einer durchschnittlichen Aktivitat der Transglutaminase Activa WM von 70 IE pro
Gramm in 15%-iger Natriumchloridlake und einem durchschnittlichen Proteingehalt
des Schwarzen Heilbutts von 19 % ist hier von folgenden Enzymeinheiten pro

Gramm eingesetztem Fischprotein bzw. pro Liter auszugehen:
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Tab. 5.2: Eingesetzte Enzymeinheiten

TG-Behandlungsverfahren und Internationale Enz?/meinheiten Internationale Enzymeinheiten
-Konzentration (IF) pr.o iter N (IE) pro Gramm Fischprotein®
Lake/Injektionslésung
Lake 0,15 % 105 0,8
Lake 0,3 % 210 1,7
Lake 0,5 % 350 2,8
Lake 1,0 % 700 5,5
Lake 1,5 % 1050 8,3
Injektion 0,15 %** 105 0,03
Injektion 0,3 %** 210 0,06
Injektion 0,5 %** 350 0,09
Injektion 1,0 %** 700 0,2
Injektion 1,5 %** 1050 0,3
Injektion 2,0 %** 1400 0,4
Injektion 3,0 %** 2100 0,6
Injektion 4,0 %** 2800 0,7
Injektion 5,0 %** 3500 0,9

Bei der Lakebehandlung werden pro 1 kg Fisch 1,5 | Lake verwendet.
** Bei der Injektionsbehandlung werden pro 1 kg Fisch etwa 50 ml Lake verwendet.
! ausgehend von einer durchschnittlichen Aktivitat der TG in 15%-iger NaCl-Losung von 70 IE g™

% bezogen auf eine durchschnittliche Proteinmenge von 19 %

Abhé&ngen und Garprozess wurden wie unter 5.5.1 beschrieben durchgefihrt.

Bei der Injektionsbehandlung wurde nicht Uber die Enzym-Hersteller-Empfehlung
(1 IE g* Protein) hinaus Transglutaminase appliziert, da Einstichabstande in den
Carbonaden unterhalb eines Zentimeters gewahlt wurden. Eine Diffusion des En-
zyms innerhalb des Fisches sollte somit sichergestellt und gegenuber der Lakebe-
handlung vereinfacht werden. Die Auswahl der geeigneten Konzentration ist verfah-

rensabhangig.

5.5.3 Ermittlung optimaler Temperatur-Zeit-Bedingungen der Transglutaminase-

Behandlung

Folgende Parameter wurden mit dem Ziel einer optimalen Vernetzung durch

Transglutaminase modifiziert:
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» Temperatur-Zeit-Bedingungen des Abtrocknens der Oberflache (5 T /
5 Stunden; 20 € / 5 Stunden; 40 € / 5 Stunden; 5 €/ 8 Stunden; 5 T/
> 12 Stunden)

» Temperatur-Bedingungen des Einlegens in Transglutaminase-Ldsung (60 Mi-
nuten bei 10-15 C; 60 Minuten bei 20 C; 60 Minute n bei 30 T)

Die Heilbutt-Carbonaden wurden wie unter 5.5.1 beschrieben verarbeitet. Neben
dem Einlegen der Heilbutt-Carbonaden in ein Lakebad bei der Temperatur von 10-
15 € wurden weitere Einlegtemperaturen von 20 € u nd 30 T Uberprift. Neben
dem Abtrocknen der Oberflache bei 5 € fur 5 Stunde n wurde die Temperatur auf
20 € bzw. 40 T erhoht. Die Zeit wurde von 5 Stund en auf 8 Stunden und
> 12 Stunden ausgedehnt. FUr die Untersuchung der Abtrocknungsbedingungen
wurden sowohl das Injektionsverfahren als auch die Lakebehandlung verwendet. Fur
die Lakebehandlung wurde eine Transglutaminase-Konzentration von 0,5 % (w/v)
und fir das Injektionsverfahren von 0,15 % (w/v) gewdahlt. Beide Konzentrationen
hatten im Versuch zuvor zu einer mittleren Texturverfestigung gefuhrt. Parallel zu
jeder Versuchsreihe wurde ein Standard ohne Transglutaminase texturell untersucht.
Vergleichend wurden die Gewichtsverluste nach dem Abhangen und Garen von

allen Versuchsreihen ermittelt.

5.5.4 Texturanalyse

Die Texturanalyse wurde wie unter 5.4 zusammengefasst durchgefuhrt. Die Festig-
keit der Muskelbauche wurde ausgedrickt als Kompressionskraft pro Gewicht (N

g™, die erforderlich ist, um die Muskelbduche um 70 % zu stauchen.

5.5.5 Statistische Auswertung

Aus den Daten der Untersuchungen wurden das arithmetische Mittel und die Stan-
dardabweichung berechnet. Zur Uberpriifung der Signifikanz des Unterschiedes
zweier Messreihen wurde der t-Test angewandt. Als signifikant unterschiedlich
wurden die Mittelwerte zweier Messreihen dann bezeichnet, wenn p < 0,10 war. In

der graphischen Darstellung der Texturergebnisse stellen die Fehlerbalken die
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Standardabweichung dar. Die Zahlenwerte zu den einzelnen Abbildungen mit Stan-

dardabweichungen befinden sich tabellarisch im Anhang.

5.6 Ergebnisse

5.6.1 Einlegdauer in Transglutaminase-LOosung / Zeitpunkt des Salzens

In den ersten beiden Versuchsdurchfiihrungen konnte festgestellt werden, dass die
Transglutaminase-Behandlung zu einer signifikanten Verfestigung des Heilbutts im
Vergleich zum Standard fiihrte, und zwar unabhangig davon, wann die Salzbehand-
lung durchgefihrt wurde (Abb. 5.3). Die Festigkeiten der Heilbuttstiicke unterschie-
den sich nicht signifikant voneinander, wenn das Salzen vor oder nach der Transglu-
taminase-Behandlung stattfand. Allerdings konnte in der ersten Versuchsdurchfih-
rung eine im Mittel tendenziell festere Textur der gegarten Heilbutt-Carbonaden
festgestellt werden, wenn das Salzen vor der Transglutaminase-Behandlung durch-
gefuhrt wurde. Dieses Ergebnis konnte in der Versuchswiederholung nicht bestatigt
werden. In diesem Versuch wiesen die Fischstiicke, die nach der Transglutaminase-

Behandlung gesalzen wurden, die tendenziell festere Textur auf.

N
3]

Kompressionskraft Gewicht*
g

Standard Salzen vor TG Salzen nach TG

‘I:IVersuch 1 @Versuch 2 ‘

Abb. 5.3: Einfluss des Zeitpunktes des Salzens auf die Festigkeit (Kompressionskraft pro
Gewicht) gegarter Heilbutt-Carbonaden (n=10; TG=0,5 % (2,8 IE g Fischprotein);
NaCl=15 %)
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Abb. 5.4: Einfluss verschiedener Transglutaminase-B  ehandlungen auf die Festigkeit (Kom-
pressionskraft pro Gewicht) gegarter Heilbutt-Carbo naden (n=10; TG=0,5 % (2,8 IE g *
Fischprotein); NaCl=15 %)

Wahrend in zwei Untersuchungen die Versuchsreihe ,Salzen vor TG" jeweils zu
einer signifikanten Verfestigung der Textur im Vergleich zum Standard ohne
Transglutaminase gefuhrt hatte, zeigte sich in einem weiteren Versuch (Abb. 5.4)
eine signifikante Texturerweichung. Dies zeigte, dass das Einlegen der Fischstlicke
in Transglutaminase-LOsung fir > 12 Stunden nicht in jedem Fall eine positive
Auswirkung auf die Festigkeit der gegarten Heilbutt-Carbonaden hat. In dieser
Versuchsdurchfiihrung zeigte sich ebenfalls, dass auch kurze Transglutaminase-
Einwirkzeiten zu einer Texturverfestigung fuhrten und dass die Kombination von
NaCl und Transglutaminase in einer Lake einen tendenziell positiven Effekt ausubt
(Abb. 5.4). Dieses Ergebnis fuhrte dazu, dass in folgenden Versuchen die Kurzzeit-
einwirkung der Transglutaminase in Kombination mit Salz fir 60 min weiter unter-
sucht wurde, da sich diese Durchfihrung am besten in den industriellen Herstel-

lungsprozess integrieren liel3e.

5.6.2 Ermittlung der optimalen Transglutaminase-Konzentration in Verbindung mit

der optimalen Applikationsmethode

Wie bereits in Kapitel 2 (Fischfarceherstellung) ermittelt, zeigte sich auch bei der
Lakebehandlung tendenziell eine Texturverfestigung der Heilbutt-Carbonaden
proportional zur eingesetzten Transglutaminase-Konzentration (Abb. 5.5). Die Lake

mit einer Transglutaminase-Konzentration von 0,15 % (w/v) fuhrte zu keiner signifi-
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kanten Veranderung der Festigkeit der Heilbutt-Carbonaden. Eine signifikante
Verfestigung im Vergleich zur Probe ohne Transglutaminase konnte erst ab einer
Tranglutaminase-Konzentration von 0,3 % (w/v) ermittelt werden (Tab. 5.3). Durch
eine Konzentrationsernéhung auf 0,5 % (w/v) Transglutaminase in der Lake konnte
die Festigkeit nochmals signifikant (p < 0,05) gegentuber der Probe mit 0,3 % (w/v)
Transglutaminase gesteigert werden. Hier war die starkste Kompressionskraft
erforderlich, um die Muskelbauche um 70 % zu stauchen. Eine mittlere Texturverfes-
tigung um 62,4 % konnte im Vergleich zum Standard erzielt werde. Die Festigkeit
der Heilbutt-Carbonaden war im Mittel wieder abnehmend bei einer weiteren Erho-
hung der Transglutaminase-Konzentration. Die hdochste getestete Konzentration von
1,5 % (w/v) Transglutaminase in der Lake fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung

der Textur gegenuber der Probe ohne Transglutaminase.

16

12 I 7

10
1 = T

Kompressionskraft Gewicht*
(Ng?

o N M O
[ T

ohne TG  0,15% 0,30% 0,50% 1,00% 1,50%

TG-Konzentration der Lake (w/v)

Abb. 5.5: Einfluss verschiedener Transglutaminase-K  onzentrationen auf die Festigkeit (Kom-
pressionskraft pro Gewicht) lakebehandelter, gegart er Heilbutt-Carbonaden (n=10;
NaCl=15 %; Lakebehandlung=60 min, 10-15 )
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Abb. 5.6: Einfluss verschiedener injizierter Transg lutaminase-Konzentrationen auf die Festig-
keit (Kompressionskraft pro Gewicht) gegarter Heilb utt-Carbonaden (n=10; NaCl=15 %;
injizierte TG-L6sung=10-15 )

Eine Texturverfestigung der Heilbutt-Carbonaden proportional zur injizierten
Transglutaminase-Konzentration konnte nicht festgestellt werden (Abb. 5.6). Das
erste Maximum (37,6 % Verfestigung) war im niedrigsten Konzentrationsbereich bei
0,15 % (w/v) Transglutaminase zu verzeichnen (Tab.5.3). Das zweite Maximum lag
bei 1,0 % (w/v) Transglutaminase. Eine weitere Steigerung der Transglutaminase-
Konzentration erhéhte die Texturfestigkeit der Heilbutt-Carbonaden nicht. Darlber,
welches Behandlungsverfahren mit welcher Transglutaminase-Konzentration die
Textur von Heilbutt-Carbonaden signifikant im Vergleich zum Standard veranderte,

informiert die Tabelle 5.3.
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Tab. 5.3: Veranderung der mittleren Festigkeit (Kom  pressionskraft pro Gewicht) gegarter
Heilbutt-Carbonaden in Anhangigkeit von Transglutam inase-Behandlungsverfahren und

—konzentration (n=10)

— Veranderung der Kompressi-

Behandlungsverfahren SISNERECHTEIT Al
unbehandelten Standard (%)

Lake 0,15 % -11,8 (nicht signifikant)
Lake 0,3 % +34,1 (p < 0,01)
Lake 0,5 % +62,4 (p < 0,001)
Lake 1,0 % +22,4 (p < 0,10)
Lake 1,5 % -7,1 (nicht signifikant)
Injektion 0,15 % +37,6 (p < 0,001)
Injektion 0,3 % +21,2 (p<0,01)
Injektion 0,5 % -2,4 (nicht signifikant)
Injektion 1,0 % +32,9 (p=<0,01)
Injektion 1,5 % -7,1 (nicht signifikant)
Injektion 2,0 % -9,4 (nicht signifikant)
Injektion 3,0 % +16,5 (p < 0,10)
Injektion 4 % +3,5 (nicht signifikant)
Injektion 5 % +10,6 (nicht signifikant)

Vergleicht man die beiden untersuchten Transglutaminase-Applikationsverfahren -
Lake und Injektion -, so ist durch die Lakebehandlung im Maximum eine Texturver-
festigung von 62,4 % bei Heilbutt-Carbonaden zu erzielen. Durch das Injektionsver-
fahren ist die Texturfestigkeit um 37,6 % im Maximum zu erhdhen. Bei beiden
Verfahren wird die Textur starker im niedrigen Konzentrationsbereich bis 1,0 % (w/v)

Transglutaminase verfestigt.

Fur die Untersuchung des Transglutaminase-Einsatzes in der industriellen Produkti-
on wurde an dieser Stelle keine endgultige Entscheidung Uber die einzusetzende
Konzentration gefallt. Weitere Versuche mit der Transglutaminase-Applikation ,Lake*
wurden mit Transglutaminase-Konzentrationen von 0,3, 0,5 und 1,0 % (w/v) durch-
gefuhrt. Beim Injektionsverfahren wurden die Konzentrationen 0,15, 0,5 und 1,0 %

(w/v) verwendet.
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5.6.3 Ermittlung optimaler Temperatur-Zeit-Bedingungen der Transglutaminase-
Behandlung

Eine Erh6hung der Abtrocknungstemperatur von 5 € auf 20 € (Abb. 5.7) fuhrte
nicht zu einer Erhdhung der Texturfestigkeit gegarter Heilbutt-Carbonaden nach
Lakebehandlung mit Transglutaminase. Die Erh6hung auf 40 T fuhrte zwar im
Vergleich zu 5 C zu einer tendenziell stéarkeren Ve rfestigung; diese ging jedoch mit
hohen Gewichtsverlusten einher und war nicht direkt auf die verfestigende Wirkung
der Transglutaminase zuriickzufuihren. Bei dieser Temperatur setzen erste Denatu-
rierungsvorgénge der Fischproteine ein. Dies hatte zur Folge, dass neben hohem
Wasseraustritt, der eine Verfestigung bewirkt, die Carbonaden zerfielen. Auch aus

mikrobiologischer Sicht ist es unginstig, die Carbonaden bei einer Temperatur von
40 C abzutrocknen.

£ 45
L
s 4
O]
£ _ 35
% > 3 O Standard
s Z ELake
B 2,5
o
=
= 1,5 - T T
N
5T 20C 40<C
Abtrocknungstemperatur (t=5 h)

Abb. 5.7: Einfluss der Abtrocknungstemperatur auf d ie Festigkeit (Kompressionskraft pro
Gewicht) lakebehandelter, gegarter Heilbutt-Carbona  den (n=10; NaCl=15 %; Lakebe-
handlung=0,5 % TG (2,8 IE g * Fischprotein), 60 min, 10-15 <)
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Abb. 5.8: Einfluss der Abtrocknungszeit auf die Fes  tigkeit (Kompressionskraft pro Gewicht)
lakebehandelter, gegarter Heilbutt-Carbonaden (n=10 ; NaCl=15 %; Lakebehandlung=0,5
% TG (2,8 IE g™ Fischprotein), 60 min, 10-15 T)

Eine Ausdehnung der Abtrocknungszeit von 5 Stunden auf 8 Stunden bzw.
> 12 Stunden ergab keine Texturverfestigung im Vergleich zu den Proben, die fur
5 Stunden abgetrocknet wurden (Abb. 5.8). Aus unerklarlichen Griinden konnte bei

dieser Fischcharge keine Texturverfestigung durch Transglutaminase erzielt werden.

Die Variation von Abtrocknungstemperatur und -zeit fuhrte bei der Injektionsbehand-
lung der Heilbutt-Carbonaden zu keinem einheitlichen Bild. Bei Ublichen Abtro-
ckungstemperatur-Zeit-Bedingungen von 5 € fur 5 Stunden konnte in dieser Ver-
suchsreihe keine Transglutaminase-induzierte Texturverfestigung festgestellt wer-
den. Eine Erhéhung der Abtrocknungstemperatur auf 20 C fihrte zu einer geringfu-
gigen Zunahme der mittleren Texturfestigkeit (Abb. 5.9). Die Erh6éhung auf 40 C
fuhrte bereits dazu, dass die hangenden Carbonaden weitgehend zerfielen und auch
der Gewichtsverlust nicht mehr ermittelbar war. Zudem wiesen die Proben ohne
Transglutaminase eine groRere Festigkeit als die Transglutaminase-behandelten
Proben auf. Eine Verlangerung der Abhangzeit fuhrte zu keiner weitergehenden
Texturverfestigung (Abb. 5.10).
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Abb. 5.9: Einfluss der Abtrocknungstemperatur auf d ie Festigkeit (Kompressionskraft pro
Gewicht) injektionsbehandelter, gegarter Heilbutt-C ~ arbonaden (n=10; NaCl=15 %,; Injek-
tionsbehandlung=0,15 % TG (0,03 IEg ™ Fischprotein), 10-15 )
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Abb. 5.10: Einfluss der Abtrocknungszeit auf die Fe  stigkeit (Kompressionskraft pro Gewicht)
injektionsbehandelter, gegarter Heilbutt-Carbonaden (n=10; NaCl=15 %; Injektionsbe-
handlung=0,15 % TG (0,03 IE g "* Fischprotein), 10-15 <)

Bei Betrachtung der Gewichtsverluste durch den Garprozess (Tab. 5.4) zeigte sich,
dass die lakebehandelten Heilbutt-Carbonaden im Vergleich zu ihrem jeweiligen
Standard ohne Transglutaminase einen geringeren mittleren Gewichtsverlust auf-
wiesen. Lediglich bei den Proben, die bei 20 T abg etrocknet wurden, war dies nicht
der Fall. Wurden die Proben mit Hilfe des Injektionsverfahrens behandelt, so war der
Gewichtsverlust stets grof3er als bei den Standardproben ohne Transglutaminase.
Beachtet werden muss hier allerdings, dass es sich bei den verwendetet Fischen
beim Lake- und beim Injektionsverfahren um zwei verschiedene Fischchargen

handelt. Mit dieser Tatsache sind auch die unterschiedlichen Gewichtsverluste der
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Standardproben der beiden Versuchsreihen zu erklaren, die sich in ihrer Verarbei-

tung nicht voneinander unterschieden.

Tab. 5.4: Gewichtsverlust der gegarten Heilbutt-Car  bonaden in Abhé&ngigkeit von Abtrock-
nungstemperatur und —zeit (n=10; NaCl=15 %; Injekti  onsbehandlung=0,15 % TG (0,03 IE
g™ Fischprotein), 10-15 C; Lakebehandlung=0,5 % TG (2,8 IE g™ Fischprotein), 60 min,

10-15 T)
Behandlungsverfahren Gewichtsverlust (%)
Standard (5 h, 5 C) 18,5
Lake (5h,5 ) 16,3
Standard (5 h, 20 C) 16,9
Lake (5 h, 20 C) 17,8
Standard (5 h, 40 ) 25,9
Lake (5 h, 40 ) 24,0
Standard (8 h, 5 C) 17,7
Lake (8 h,5 ) 16,1
Standard (> 12 h, 5 C) 17,4
Lake (> 12 h, 5 C) 17,8
Standard (5 h, 5 C) 13,5
Injektion (5 h, 5 C) 20,0
Standard (5 h, 20 C) 15,2
Injektion (5 h, 20 C) 18,5
Standard (5 h, 40 C) nicht ermittelbar
Injektion (5 h, 40 C) nicht ermittelbar
Standard (8 h, 5 C) 15,2
Injektion (8 h, 5 C) 19,6
Standard (> 12 h, 5 C) 16,4
Injektion (> 12 h, 5 C) 16,8

113



Nach den vorliegenden Ergebnissen ist es nicht sinnvoll, die Abtrocknungsparameter
Temperatur und Zeit zu modifizieren. Eine Abtrocknung bei 5 € fir 5 Stunden kann
beibehalten werden. Die injektionsbehandelten Proben liel3en bezuglich der Wirkung
der Transglutaminase keine Abhangigkeit von den Versuchsvariablen erkennen.
Zudem wiesen sie hohere Gewichtsverluste als die lakebehandelten Proben auf, so

dass ein Ausschluss des Injektionsverfahrens in Betracht kommen kann.

In der Versuchsreihe zur Uberprifung der Auswirkungen der Laketemperatur wird
tendenziell die starkste Verfestigung der gegarten Heilbutt-Carbonaden durch ein
Einlegen in 30 T temperierte Lake erzielt (Abb. 5. 11). Signifikante Unterschiede der
Festigkeiten ergaben sich jedoch nicht. Es zeigte sich kein Unterschied zum Stan-
dard, so dass die Verfestigung nicht als Transglutaminase-spezifischer Effekt zu
interpretieren ist. Insgesamt sind die Auswirkungen der Transglutaminase-

Behandlung in dieser Versuchsreihe sehr gering.
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Abb. 5.11: Auswirkung der Laketemperatur auf die Fe  stigkeit (Kompressionskraft pro Gewicht)
gegarter Heilbutt-Carbonaden (n=10; NaCl=15 %; Lake behandlung=0,5 % TG (2,8 IE g *
Fischprotein))
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Tab. 5.5: Gewichtsverlust der gegarten Heilbutt-Car  bonaden in Abhé&ngigkeit von der Lake-
temperatur (NaCl=15 %; Lakebehandlung=0,5 % TG (2,8 IE g'1 Fischprotein), 60 min)

Behandlungsverfahren, Lake-
Gewichtsverlust (%)
temperatur
Standard, 10-15 C 16,23
Lake, 10-15 C 15,07
Standard, 20 T 16,78
Lake, 20 € 15,92
Standard, 30 T 18,09
Lake, 30 € 15,23

Unabhangig von der Laketemperatur wiesen die Heilbutt-Carbonaden der Standard-
reihe um 1-3 % hohere Gewichtsverluste als die jeweiligen Stiicke der Lakebehand-
lung mit Transglutaminase auf (Tab. 5.5). Mit steigender Laketemperatur stieg der
Gewichtsverlust der Standardreihe. Die Gewichtsverluste der Lakereihe mit

Transglutaminase zeigten keine Temperaturabhangigkeit.

Es kann geschlussfolgert werden, dass eine Temperatur von 10-15 € im Lakebad
bei Einhaltung der Garparameter keine negative Auswirkung auf die Vernetzungsre-
aktion der Transglutaminase austibt. Eine Erhéhung der Temperatur des Lakebades

ist zudem aus mikrobiologischer Sicht nicht empfehlenswert.

5.7 Zusammenfassung und Diskussion

In diesem Kapitel fand ein Wechsel der Darstellungsweise der texturellen Ergebnis-
se von maximaler Kompressionskraft in Newton (N), wie in Kapitel 2 und 4, zu
Kompressionskraft pro Gewicht (N g*) statt. Dieser Wechsel ist damit zu begriinden,
dass es sich in Kapitel 2 und 4 um definierte Probenstticke (Fischfarcezylinder) mit
stets gleicher Gré3e und vergleichbarem Gewicht handelte. Der spezifische Einfluss
des Gewichtes der Probenstiicke auf das Ergebnis jeder Messung ist daher zu
vernachlassigen. In diesem Kapitel wurden zwar auch definierte Probenstiicke,
namlich ausgeloste Muskelbauche verwendet, doch wie aus Tabelle 5.1 ersichtlich,
schwankt das Gewicht eines Muskelbauches zwischen 20 und 40 g. Durch die
Einbeziehung des jeweiligen Gewichtes in das Ergebnis lassen sich die Schwankun-

gen der Texturanalyse verringern. Auf andere Weise war dieser Einflussfaktor nicht
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zu eliminieren. Das Zurechtschneiden der Muskelbduche oder anderer Teilstlicke
des Heilbutts auf die gleiche Grof3e, um damit vergleichbare Gewichte der Pro-
benstiicke zu erzielen, erwies sich als nicht praktikabel. Die Textur wurde hierdurch

zu stark geschadigt.

Die vorliegenden Ergebnisse kdnnen nicht mit Literaturdaten verglichen werden. Die
angewandten Verfahren ,Lakebehandlung® und ,Injektion® zur Applikation von
Transglutaminase zur Verfestigung ganzer Fischstlicke ist innovativ und bisher nicht
untersucht. Die vorliegende Literatur beschaftigt sich im wesentlichen mit der Her-
stellung von Surimi und der Restrukturierung mittels Transglutaminase. Die dort
angegebenen Transglutaminase-Konzentrationen und Setting-Parameter konnten flr
die eigenen Untersuchungen lediglich als Anhaltspunkt dienen. Zwar wurden bezig-
lich der einzusetzenden Transglutaminase-Konzentration die Ergebnisse von z. B.
Sakamoto et al. (1995), Tsai et al. (1996), Ni et al. (1999) und Jiang et al. (2000), die
Transglutaminase-Konzentrationen von 0,34-5,00 IE pro g einsetzten, bertcksichtigt,

zusatzlich wurden jedoch auch héhere und niedrigere Konzentrationen eingesetzt.

Erwartungsgemald hangt die bendtigte Transglutaminase-Konzentration von dem
angewandten Applikationsverfahren ab. Beim Injektionsverfahren, bei dem die
Transglutaminase direkt in den Fischmuskel eingebracht wird, ist es zu erwarten,
dass eine geringere Konzentration erforderlich ist, um die Fischtextur zu verfestigen
als bei der Lakebehandlung. Diese Vermutung wurde bestatigt. Durch eine Lakebe-
handlung mit 0,5%-iger Transglutaminase-Konzentration sowie durch eine Injekti-
onsbehandlung mit 0,15%-iger Transglutaminase-Konzentration konnte jeweils eine
signifikante Texturverfestigung um im Mittel 62,4 % bzw. 37,6 % erzielt werden.
Andere Konzentrationen fihrten nicht zu derart starken mittleren Verfestigungen.
Auffallig hierbei ist, dass durch das Injektionsverfahren keine Texturverfestigungen in
der Starke erzielt werden konnten, wie durch die Lakebehandlung. Zur weiteren
Klarung sollte das Injektionsverfahren auch in den Pilotversuchen angewandt wer-

den.

Okonomisch betrachtet ist das Injektionsverfahren zur Applikation der Transglutami-

nase aufgrund des deutlich geringeren Transglutaminase-Verbrauchs pro kg Fisch
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der Lakebehandlung vorzuziehen. Jedoch fallen bei der ,von Hand“-Injektion sehr
hohe Personalkosten und bei der maschinellen Injektion hohe Investitionskosten fur
Injektionsmaschinen an. Zudem war die Verfestigung durch das Injektionsverfahren

nicht so hoch wie bei der Lakebehandlung.

Wie die Versuche zeigten, sind lange Einwirkzeiten > 12 Stunden der Transglutami-
nase-Lake nicht erforderlich. Eine 60-minitige Lakebehandlung ist ausreichend, um

die Textur der Heilbutt-Carbonaden signifikant zu verfestigen.

Das Erhéhen der Temperatur wahrend des Abtrocknens sowie eine Verlangerung
der Abtrocknungszeit konnten keine Steigerung der Transglutaminase-Wirkung
herbeifiihren. Das Injektionsverfahren lieferte vielfach nicht zu erklarende Ergebnis-
se; es wurden tendenzielle Texturerweichungen genauso wie Texturverfestigungen
festgestellt. Obwohl die Transglutaminase durch eine Temperaturerhhung der Lake
bzw. der Umgebung auf 20 C, 30 € oder 40 C n&her an ihr Temperaturoptimum
heranreicht, konnte dennoch keine hohere Festigkeit der Carbonaden ermittelt
werden. Dieses kann zum einen mit der Tatsache erklart werden, dass nach Motoki
und Seguro (1998) mikrobielle Transglutaminase auch bei Temperaturen von 10 C
noch aktiv ist; zum anderen durchlaufen die Carbonaden innerhalb ihres Garprozes-
ses eine fur die Transglutaminase wirkaktive Temperatur, so dass das vorherige
Temperieren in Form eines Settings nicht erforderlich ist. Die Auswirkungen der
Transglutaminase auf die Festigkeit der Heilbutt-Carbonaden waren in dieser Ver-
suchsdurchfihrung aus im Detail ungeklarten Griinden auf3erst gering. Wie bereits in
Kapitel 2 ausgefuhrt, sind diese Rohstoffschwankungen typisch fiir den Schwarzen

Heilbutt und nicht vollstandig zu unterbinden.
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Fur die Pilotversuche in der industriellen Produktion wurden folgende Parameter

beibehalten:

* Natriumchlorid und Transglutaminase werden kombiniert in einer Lake appli-
ziert
» Die Einwirkzeit der kombinierten Lake betragt 60 Minuten
* Transglutaminase-Konzentration fur die Lakebehandlung:
= 0,3% (1,7 IE g Fischprotein™)
= 0,5% (2,8 IE g Fischprotein™)
= 1,0 % (5,5 IE g Fischprotein™)
* Translutaminasekonzentration fur die Injektionsbehandlung:
= 0,15 % (0,03 IE g Fischprotein™)
= 0,5% (0,09 IE g Fischprotein™)
= 1,0 % (0,2 IE g Fischprotein™)
* Abtrocknung bei 5 € fur 5 Stunden
» Laketemperatur 10-15 C
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6 Durchfihrung von Pilotversuchen in der industriel len Produkti-
on zur Verarbeitung von Schwarzem Heilbutt unter Ei nsatz von

Transglutaminase

6.1 Einleitung

Nach Durchfuhrung der Untersuchungen im Technikumsmalistab schlossen sich
zehn Pilotversuche bei der Deutschen See GmbH & Co. KG in Bremerhaven an.
Innerhalb der ersten finf Pilotversuche (I-V) sollte die Ubertragbarkeit der Labor-
bzw. Technikumsversuche auf die industrielle Produktion in Bezug auf die Versuchs-
variablen Applikationsverfahren und Transglutaminase-Konzentration Uberpruft
werden. Die im Technikum erzielten Ergebnisse gaben Hinweise auf beide Frage-
stellungen, lieferten jedoch noch keine statistisch abgesicherten Daten. Ziel weiterer
funf Pilotversuche (VI-X) war die Uberprifung o©konomischer und 6kologischer
Aspekte des Transglutaminase-Einsatzes. Dieses wurde anhand einer vergleichen-
den Stoffstrombilanzierung des Transglutaminase-Behandlungsverfahrens und der
konventionellen Verarbeitung des Schwarzen Heilbutts vom Institut fur Umweltver-
fahrenstechnik der Universitat Bremen durchgefuhrt. Es wurde Uberprift, ob durch
die Rohstoffoptimierung des Schwarzen Heilbutts eine Schonung und bessere
Nutzung der natirlichen Nahrungsquelle Fisch ermdglicht werden kann. Weiteres

Ziel war die statistische Absicherung der ermittelten Texturverfestigung.

6.2 Material und Methoden

6.2.1 Pilotversuche I-V

Fur jeden Pilotversuch wurden etwa 100 kg Schwarzer Heilbutt - bereits aufgetaut
(4 ) und in Carbonaden zurechtgeschnitten - verwe ndet. Die Verarbeitung erfolgte
analog zum Prozessschema in Abbildung 5.1. Die Transglutaminase wurde kombi-
niert mit NaCl wie in Kapitel 5 beschrieben, sowohl mittels Lakebehandlung als auch
mittels Injektionsverfahren, in den Fisch eingebracht. Folgende Konzentrationen der

Transglutaminase wurden verwendet:

« Lake 0,3 % (w/v; 1,7 IE g* Fischprotein)
« Lake 0,5 % (w/v; 2,8 IE g™ Fischprotein)

119



« Lake 1,0 % (w/v; 5,5 IE g* Fischprotein)

« Injektion 0,15 % (w/v; 0,03 IE g "‘Fischprotein)
« Injektion 0,5 % (w/v; 0,09 IE g™ Fischprotein)
« Injektion 1,0 % (w/v; 0,2 IE g™ Fischprotein)

Parallel dazu wurde ein Standard ohne Transglutaminase hergestellt. Fur die Pilot-
versuche wurden alle Carbonaden auf Metallstdbe gespittet und hangend dem
Abtrocknungs- und Garprozess zugefuhrt. Nach dem Abkihlen auf 5 T wurden die
Carbonaden in Kartonagen unter Schutzgasbeaufschlagung verpackt und per
Kahltransport (5 ) durch die Deutsche See GmbH & Co. KG nach Hannover

gebracht. Dort fand die weitere Untersuchung statt.

6.2.2 Pilotversuche VI-X

Die Verarbeitung der Heilbutt-Carbonaden — jeweils 100 kg pro Pilotversuch - erfolg-
te analog zu den Pilotversuchen I-V. Neben der Standardreihe ohne Transglutami-

nase wurde als einziges Transglutaminase-Behandlungsverfahren

« Lake 0,5 % (w/v; 2,8 IE g™ Fischprotein)

durchgefuihrt. Die verarbeiteten Heilbutt-Carbonaden wurden ebenfalls zur weiteren

Verarbeitung per Kihltransport nach Hannover geschickt.

6.2.3 Texturanalyse

Die Texturanalyse wurde, wie unter 5.4 beschrieben, 48 Stunden nach dem Garpro-
zess durchgefihrt. Die Festigkeit der Muskelbduche wurde ausgedrickt als Kom-
pressionskraft pro Gewicht (N g*), die erforderlich ist, um die Muskelbduche um

70 % zu stauchen.

6.2.4 Statistische Auswertung

Aus den Daten der Untersuchungen wurden das arithmetische Mittel und die Stan-

dardabweichung berechnet. Zur Uberprifung der Signifikanz des Unterschiedes
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zweier Messreihen wurde der t-Test angewandt. Als signifikant unterschiedlich
wurden die Mittelwerte zweier Messreihen dann bezeichnet, wenn p < 0,10 war. In
der graphischen Darstellung der Texturergebnisse stellen die Fehlerbalken die
Standardabweichung dar. Die Zahlenwerte zu den einzelnen Abbildungen mit Stan-

dardabweichungen befinden sich tabellarisch im Anhang.

6.2.5 Stoffstrombilanzierung

Die O0kologisch/6konomische Bewertung des Transglutaminase-Einsatzes in Heilbutt-
Carbonaden wurde vom Institut fur Umweltverfahrenstechnik (IUV) der Universitat
Bremen unter der Leitung von Herrn Prof. Rabiger durchgefuhrt. Zur Bewertung
bestehender sowie geplanter Verfahren und Prozesse wurde ein Methodenkonzept
entwickelt, das einen 6konomischen und 6kologischen Vergleich von Systemen,
Prozessen und Prozesslinien ermoéglicht. Hierbei wurden umweltrelevante Faktoren,
die sowohl 6kologische als auch human- und 6kotoxikologische Auswirkungen
bericksichtigten, umfassend einbezogen. Das entwickelte Methodenkonzept orien-
tiert sich in seiner Vorgehensweise an der Erstellung von Okobilanzen (DIN EN 1SO
14040 ff.) und setzt sich aus folgenden Modulen zusammen:

* Zieldefinition

» Sachbilanz

* Bewertungsmethode

» Schwachstellendefinition und Optimierungsanalyse

« Okonomische Betrachtung.

Als Datengrundlage dienten die im Rahmen der Fischproduktion bei der Deutschen
See GmbH & Co. KG, Bremerhaven, ein- und ausgehenden Stoffstrome. Die Aus-
wertung bzw. Abschatzung der produktionsspezifischen Daten bei der Herstellung
von gegartem Heilbutt nach dem Standardverfahren und im Vergleich zum Textur-
verfestigungsverfahren durch Transglutaminase erfolgte anhand von Bilanzdaten der
Deutschen See GmbH & Co. KG und der Ergebnisse aus eigenen Laboruntersu-
chungen. Hierzu wurden Gewichtsverluste an unterschiedlichen Punkten des Pro-
duktions- und Transportgeschehens ermittelt: Neben der Ermittlung der

Gewichtsverluste wahrend des Garens wurde zum einen Uberprift, wie viele
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Fischsticke jeder Reihe sich wahrend des Garprozesses von den Metallstaben
I6sten (gewichtsmaliig sind diese Fischstlicke in den Garverlust integriert), und zum
anderen wurde Uberprift, wie viele Fischstiicke durch die mechanische Belastung

wahrend des Transportes nach Hannover Schéaden aufwiesen.

6.3 Ergebnisse

6.3.1 Pilotversuche I-V

Wie aus Abb. 6.1 ersichtlich, wies der mittels Lake und einer Transglutaminase-
Konzentration von 0,5 % behandelte Heilbutt im Mittel aller finf Pilotversuche die
starkste Texturverfestigung (18,7 %) im Vergleich zum Standard auf. In allen finf
Pilotversuchen lieferte diese Behandlung positive Ergebnisse im Sinne einer Textur-
verfestigung (Tab. 6.1). In vier Pilotversuchen war diese Verfestigung signifikant im
Vergleich zum Standard ohne Transglutaminase. Dieses Ergebnis konnte nicht far
jede Probenreihe erzielt werden, selbst wenn die mittlere Kompressionskraft aus den
funf Pilotversuchen mit der des Standards vergleichbar war, wie es beispielsweise
bei Injektion 0,5 % der Fall war. In zwei Pilotversuchen fiihrte diese Behandlung zu
einer signifikanten Texturverfestigung, in zwei anderen Pilotversuchen zu einer

signifikanten Texturerweichung (Tab. 6.2).
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Tab. 6.1: Festigkeit (Kompressionskraft pro Gewicht

gigkeit von Applikationsverfahren und Transglutamin

) gegarter Heilbutt-Carbonaden in Abhan-

ase-Konzentration (Pilotversuche I-

V)
oiotvereucy | S2ndard | Lake 0,3 %* | Lake 0,5 %* | Lake 1,0 %* | Inj. 0,15 %* | Inj. 0,5 %* | Inj. 1,0 %*
Kompressionskraft Gewicht™ (N g™)

| 4111 43+t14 45+1,3 33+1,1 42+1,2
(n=112) (n=126) |(n=118) | (n=147) | (=123) |

Il 2,3+£0,5 2,3+£0,5 3,0+0,6 25+0,6 14+£04 15+04 (2,7+0,6
(n=67) (n=95) (n=96) (n=102) (n=95) (n=148) |(n=107)

Il 16+04 1,8+£0,6 1,8+0,5 20+0,6 20+0,6 21+£06 [2,1£0,7
(n=43) (n=115) (n=51) (n=87) (n=75) (n=103) |(n=129)

v 1,8+0,4 1,3+0,4 19+0,6 1,8+0,7 16+0,4 15+05 (15+04
(n=101) (n=20) (n=77) (n=20) (n=70) (n=122) |(n=72)

\% 1,7+£0,3 2,0+£0,5 23+x04 19+£0,6 2,1+05 23+x06 [2,1+0,5
(n=150) (n=218) |(n=148) |(n=123) |(n=108) |(n=128) |(n=146)

Mittelwert 2,3 2,3 2,7 2,1 2,1 2,3 2,1

* |E siehe Kapitel 5, Tab. 5.2
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Abb. 6.1: Mittlere Festigkeit (Kompressionskraft pr o Gewicht) der gegarten Heilbutt-
Carbonaden der Pilotversuche |-V in Abhangigkeit vo  n Applikationsverfahren und
Transglutaminase-Konzentration (n=5; NaCl=15 %; Lak ebehandlung= 60 min, 10-15 <C;
Injektionslésung=10-15 C)

Bei Abbildung 6.1 muss allerdings berucksichtigt werden, dass im Pilotversuch | die
Proben der Lakebehandlung und des Injektionsverfahrens mit einer Transglutamina-
se-Konzentration von 1,0 % wéahrend des Verpackens versehentlich vom Versand-
personal vertauscht wurden. Folglich mussten beide Probenreihen dieses Versuches
ausgeschlossen werden. Da dieser Pilotversuch | im Vergleich zu den anderen
Pilotversuchen II-V eine vergleichsweise hohe Festigkeit des Fisches aufwies, fihrte
dieser Ausschluss zwangslaufig zu niedrigeren Mittelwerten bei den Probenreihen
Injektion und Lake 1,0 %. Hieraus ergibt sich die missverstandliche Darstellung der
Probenreihe Lake 1,0 % in Abbildung 6.1 im Vergleich zu Abbildung 6.2. Aus Abbil-
dung 6.2 geht richtigerweise hervor, dass die Behandlung der Heilbutt-Carbonaden
mit 1,0%-iger Transglutaminase-Lake in keinem Versuch zu einer Erweichung der

Textur im Vergleich zum Standard gefiihrt hat. Trotzdem liegt der Mittelwert dieser
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Probenreihe aufgrund des Ausschlusses in Abbildung 6.1 unterhalb des Mittelwertes
des Standards. Abbildung 6.2 liefert insoweit aussagekraftigere Ergebnisse. Abbil-
dung 6.2 macht deutlich, dass die Fischproben, die mittels Injektionsverfahren
behandelt wurden, extreme Schwankungsbreiten aufwiesen. Im Vergleich zum
Standard wurden sowohl Texturverfestigungen um bis zu 35 % als auch Erweichun-
gen um bis zu 39 % erzielt. Sensorische Verkostungen ergaben, dass die mittels
Injektionsverfahren behandelten Heilbuttstiicke einen ungleichméafigen Salzgehalt
und geleegeflillte Einstichkanale aufwiesen (Grotheer, personliche Mitteilung, 2004).
Die Injektionslosung war also nicht gleichmaRig diffundiert und zudem erschwerten
die Geleekanale die Texturmessung, da sie das Probenstick weich erscheinen

lieRen und von aufRen nicht zu sehen waren.
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Abb. 6.2: Prozentuale Veranderung der Festigkeit (K  ompressionskraft pro Gewicht) der mit
Transglutaminase behandelten Heilbutt-Carbonaden im Vergleich zum Standard ohne
Transglutaminase in Abhangigkeit von Applikationsve rfahren und Transglutaminase-
Konzentration (n=5; Pilotversuche I-V)
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Tab. 6.2: Prozentuale Veranderung der Festigkeit (K

taminase-behandelter Heilbutt-Carbonaden zum Standa

ompressionskraft pro Gewicht) Transglu-

rd (Pilotversuche |-V, n siehe

Tab. 6.1)
Lake 0,3 %* | Lake 0,5 %* | Lake 1,0 %* ‘ Inj. 0,15 %* | Inj. 0,5 %* | Inj. 1,0 %*
Pilotversuch Veranderung der Kompressionskraft Gewicht™ zum Standard (%)
I +4,9 +9,8 -19,5 +2,4
(n.s.) (p=0,02) (p=0,001) |(n.s.)
Il 0 + 30,4 +8,7 -39,1 -34,8 +17,4
(n.s.) (p=0,001) |(p=0,05) (p=<0,001) |(p=0,001) |(p=0,001)
1 +12,5 +12,5 + 25,0 + 25,0 +31,3 +31,3
(p=0,02) (p < 0,05) (p=<0,001) |(p=0,001) [(p=<0,001) |(p=<0,001)
Y -27,8 +5,6 0 -111 -16,7 -16,7
(p=0,001) |(n.s.) (n.s.) (p=0,01) (p=0,001) |(p=0,001)
\Y +17,6 + 35,3 +11,8 + 23,5 + 35,3 + 23,5
(p=0,001) |(p=0,001) |(p=0,01) (p=0,001) |(p=<0,001) |(p=<0,001)
Mittelwert  + 1,4 + 18,7 +11,4 - 4,2 + 3,5 + 13,9

* |E siehe Kapitel 5, Tab. 5.2; n.s.=nicht signifikant

6.3.2 Pilotversuche VI-X

Nach Durchfiihrung dieser funf Pilotversuche konnte festgestellt werden, dass sich

die Textur der mit 0,5%-iger Transglutaminase-Lake behandelten Heilbutt-
Carbonaden im Mittel um 11,9 % verfestigen liel3 (Abb. 6.3). Es konnte in drei der
funf Pilotversuche eine signifikante Texturverfestigung durch die Transglutaminase-

Behandlung festgestellt werden (Tab. 6.3).
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Abb. 6.3: Festigkeit (Kompressionskraft pro Gewicht ) der gegarten Heilbutt-Carbonaden (Lake
0,5 %) im Vergleich zum Standard der Pilotversuche  VI-X (n=5)

Die Gewichtsverluste wahrend des Garens der mit 0,5%-iger Transglutaminase-Lake
behandelten Heilbutt-Carbonaden konnten im Vergleich zu den unbehandelten
Carbonaden um 0,4 % gesenkt werden (Abb. 6.4).

Gewichtsverlust (%)

Standard Lake 0,5 %

Abb. 6.4: Zusammenfassung der Gewichtsverluste der Heilbutt-Carbonaden, die durch das
Garen und Herabfallen entstanden (n=5; Pilotversuch e VI-X)
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Tab. 6.3: Festigkeit der gegarten Heilbutt-Carbonad en (Kompressionskraft pro Gewicht),
Veranderung der Festigkeit durch Transglutaminase i m Vergleich zum Standard und

Gewichtsverluste durch Garen und Herabfallen (Pilot ~ versuche VI-X)

Kompressionskraft Gewicht™ Veranderung der Gewichtsverlust durch Garen
Pilotversuch (Ngh Kompressionskraft und Herabfallen (%)
Standard Lake 0,5 %* Gewicht™ durch TG (%) Standard Lake 0,5 %*
Vi 21 + 06|24 + 05|+14,3(p=<0,001) 14,4 14,7
(n=256) (n=193)
VII 10 + 03|10 =+ 0,2|0(ns) 17,1 14,1
(n=172) (n=164)
VI 12 + 03|17 + 04|+41,7(p=<0,001) 15,2 15,7
(n=220) (n=161)
IX 12 + 02513 + 0,3|+8,3(p=<0,01) 12,2 11,8
(n=171) (n=158)
X 21 + 04|20 + 04|-48(p=<0,10) 11,7 12,3
(n=104) (n=143)
Mittelwert | 1,5 1,7 11,9 14,1 13,7

*2,81E g Fischprotein; n.s.=nicht signifikant

6.3.3 Stoffstrombilanzierung

Die Auswirkungen der beiden Verarbeitungsverfahren auf die Verluste beim Heilbutt
wéahrend des gesamten Herstellungsprozesses sind in der Tabelle 6.4 aufgefthrt
bzw. gegenubergestellt. Pro Jahr werden ca. 400 t roher Heilbutt bei der Deutschen

See GmbH & Co. KG, Bremerhaven, verarbeitet.
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Tab. 6.4: Rohstoffverluste bei den einzelnen Schrit

ein Produktionsjahr

ten der Heilbuttverarbeitung bezogen auf

Prozessschritt

Rohstoffverluste

Lakebehandlung Standard

% kg/a

Lakebehandlung mit
Transglutaminase

%

kg/a

Auspacken

Auftauen

Schneiden

25,00% 100.000,00

25,00%

100.000,00

Lakebehandlung

Aufhéngen

Duschen

Kihlung/
Zwischenlagerung

Garen

14,113% 42.339,00

13,708%

41.124,00

Heruntergefalle Stiicke
(Anteil der fertig gegarten Ware)

0,392% 1.010,03

0,089%

230,40

Kihlung mit flissigem Stickstoff

Verpacken

Transportschaden
(Anteil der fertig gegarten Ware)

2,747% 7.077,95

1,063%

2.751,85

Gesamtausfall

150.426,98

144.106,25

Von der Rohware bis zum fertigen Garprodukt sind Produktverluste von bis zu 37 %

bzw. 36 % zu verzeichnen; wobei die gréf3ten Verluste bei den Prozessschritten

Auspacken, Auftauen und Schneiden auftreten.

6.3.3.1 Standardverfahren

Beim Standardverfahren werden die aufgetauten und zugeschnittenen Heilbutt-

Carbonaden (300 t/a) fur 60 Minuten in eine 15%-ige Natriumchloridlake eingelegt.

Fur die Behandlung von einem kg Fisch-Carbonaden werden 1,5 | Natriumchloridla-

ke bendtigt; wobei diese fiinfmal verwendet werden kann, bevor sie verworfen wird.

Die Moglichkeit der flinffachen Verwendung der Lake beruht auf Erfahrungswerten
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der Deutschen See GmbH & Co. KG, Bremerhaven. Die In- und Outputstrome

bezogen auf ein Produktionsjahr sind fir die Standardbehandlung in der Abbildung

6.5 angegeben.

Fischcarbonade,

300 t/a |

13,5t/a

|
|
|
|
|
| NaCl,
|
|
|
|
|

Wasser,
76,5 m3/a

~

\

Lakebehandlung

Standard

~

Fischcarbonade
behandelt, 303,84 t/a

b

/

Abwasser,
86,16 m*/a

Abb. 6.5: Input- und Outputstrome des Standardverfa

tung

hrens der industriellen Heilbuttverarbei-

Nach Ende der Standard-Lakebehandlung haben die Heilbuttstiicke um 1,28 % an

Gewicht zugenommen.

6.3.3.2 Lakebehandlung mit Transglutaminase

Bei der Lakebehandlung mit Einsatz von Transglutaminase wird neben der 15%-igen

Natriumchloridlake 0,5 % Transglutaminase zugesetzt, die ebenfalls finfmal ver-

wendet werden kann. Die Méglichkeit der funffachen Verwendung der Lake wurde

experimentell uberpruft; diese Uberpriifung ergab, dass auch nach fiinffacher Ver-

wendung ausreichend Enzymaktivitdt vorhanden ist. Fur die Behandlung von einem

kg Fisch-Carbonaden werden 1,5 | Lake bendtigt. Die In- und Outputstréome fir die
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Lakebehandlung mit Transglutaminase sind fir ein Produktionsjahr in der Abbildung

6.6 angegeben.

Wasser,
76,05 m®/a

Fischcarbonade,

300 t/a N

Transglutaminase,

0,45 t/a |

NaCl,

13,5 t/a |

Fischcarbonade
behandelt, 303,54 t/a

|

|

|

|

Lakebehandlung |
mit TG |
|

|

|

|

|

Abwasser,
86,46 m*/a

Abb. 6.6: Input- und Outputstréme der Innovationsme  thode Lakebehandlung mit Transgluta-

minase

Nach Ende der Lakebehandlung mit Transglutaminase haben die Heilbuttsticke um
1,18 % an Gewicht zugenommen

6.3.3.3 Umweltrelevante Bewertung

Zur umweltrelevanten Bewertung der betrachteten Behandlungsverfahren bei der
Verarbeitung von Schwarzem Heilbutt werden mit den in der Sachbilanz erhobenen

Daten Kennzahlen fur die Umweltleistungsbewertung gebildet.

Die Abbildung 6.7 verdeutlicht die Vorteile der Heilbuttverarbeitung bei Einsatz des

Enzyms Transglutaminase.
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Abb. 6.7: Produktverluste bei der Heilbuttverarbeit ung Standard vs. Innovationsmethode

Transglutaminase-Lakebehandlung

Der Produktverlust an Schwarzem Heilbutt innerhalb eines Produktionsjahres betragt
bei der zur Zeit angewandten industriellen Verarbeitungsmethode etwa 37,6 % (ca.
150.427 kg). Hingegen konnte der Produktverlust durch den Einsatz von Transglu-
taminase auf 36 % (auf ca. 144.106 kg) reduziert werden. Dies fuhrt zu einer Einspa-
rung von 6.321 kg/a. Insbesondere bei der Auslieferung der Ware (Transportscha-
den) konnte der Produktverlust aufgrund der Verfestigung des Fischfleisches erheb-
lich minimiert werden. Damit erfullt die Transglutaminase-Lakebehandlung eines der
Schutzziele der 6kologischen Nachhaltigkeit, ndmlich das Ziel der Schonung der
naturlichen Ressource Fisch.

Beim Vergleich der beiden Varianten im Prozessschritt ,Lakebehandlung” sind die
In- und Outputstrome, d.h. die Wasser- und Abwasserstrome, in etwa gleich. Die
anfallenden Abwasserstrome bestehen hauptsachlich aus Prozess- sowie Reini-
gungsabwassern, wobei Uber die enthaltenen Inhaltsstoffe keine Analysendaten
vorliegen. Aus diesen Griinden ist eine Belegung der aufgenommenen Stoffdaten

mit dem Funktionswert fir umweltrelevante Wirkungen hier nicht sinnvoll, da aus-
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schlielich fir das Enzym Transglutaminase eine Wirkungsabschétzung vorgenom-

men werden kann.

Fur die Berechnung der Wirkungsindikatoren der einzelnen Stoffe bedarf es stoff-
spezifischer Werte, die den gangigen Sicherheitsdatenblattern enthommen werden
kénnen. Dem Sicherheitsdatenblatt fir das Enzym Transglutaminase Activa WM der
Firma Ajinomoto Foods Deutschland GmbH, Hamburg, konnte enthnommen werden,
dass dieses Enzym als ,Non-Toxic" klassifiziert wird. Nach der 5-maligen Benutzung
der Transglutaminase-Lake ist noch eine Restaktivitdt der Transglutaminase vor-
handen. Dabei ist aber zu beachten, dass die Transglutaminase vor der Entsorgung
nicht inaktiviert werden muss, da sie in der starken Verdinnung nach dem Entsor-
gen nach Angaben des Enzymherstellers Ajinomoto Foods Deutschland GmbH,
Hamburg, sehr schnell oxidiert und somit inaktiviert wird. Entsprechend dem Sicher-
heitsdatenblatt sind auRerdem keine ,unginstigen 6kologischen Effekte* zu erwar-

ten.

6.3.3.4 Okonomische Bewertung

Neben der umweltrelevanten Betrachtung stellt die ékonomische Betrachtung der
untersuchten Innovationsmethode ein wesentliches Kriterium fur die Investitionsent-
scheidung dar. Die Abbildung der betrieblichen Kostensituation dient als Hilfsmittel

zur Beurteilung der Situation sowie zur Vorbereitung von Entscheidungen.

Zur Betrachtung der 6konomischen Aspekte werden - aufbauend auf der Ist-Stand-
Analyse - den aufgenommenen Stoffstromen Wertkomponenten (Preise) zugeordnet
(Tab. 6.5). Dabei wird hier insbesondere auf die entstehenden monetaren Rohstoff-
verluste sowie auf das mogliche Gewinnpotenzial der innovativen gegeniiber dem

standardisierten Heilbutt-Verarbeitungsverfahren eingegangen.
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Tab. 6.5: Wertverluste am Rohstoff Fisch bei der He ilbuttverarbeitung bezogen auf ein Produk-

tionsjahr
Lakebehandlung Standard Lakebehandlu_ng mit
Transglutaminase
Prozessschritt . :
Menge Preis Menge Preis
[ka/a] [Euro/a] [ka/a] [Euro/a]
Gewichtsverlust
beim Auspacken/Auftauen/Schneiden, (a) 100.000,00 350.000,00 100.000,00 350.000,0
Gewichtsverlust 42.33900| 63508500 4112400  616.860,0
beim Garen, (b)
Heruntergefallene Stlicke, (c) 1.010,03 15.150,44 230,40 3.456,0(
Transportschaden, (d) 7.077,95 106.169,2% 2.751,85 41.277,7%
Gesamtverlust 150.426,98| 1.106.404,7p 144.106,25| 1.011.593,7
Anmerkungen: - Einkaufspreise der Rohware: ca. 3,50 €/kg
- Verkaufspreise der fertigen Garware: ca. 15,00 €/kg

(a) Gewichtsverlust, kg * Einkaufspreis, €/kg = Wertverlust beim Auspa-
cken/Auftauen/Schneiden

(b) Gewichtsverlust, kg * Verkaufspreis, €/kg = Wertverlust beim Garen

(c) Gewichtsverlust, kg * Verkaufspreis, €/kg = Wertverlust durch heruntergefallene

Fischstiicke
(d) Gewichtsverlust, kg * Verkaufspreis, €/kg = Wertverlust durch Transportschaden

Fur die Varianten ,Standard-Heilbuttverarbeitung® und ,Heilbuttverarbeitung mit
Transglutaminase-Einsatz” sind die Wertverluste am Rohstoff Fisch in der Abbildung

6.8 gegentbergestellt.
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Abb. 6.8: Gesamte Wertverluste am Produkt ,Schwarze r Heilbutt® bei der Lakebehandlung

Standard und bei dem Innovationsherstellungsverfahr en

Bei der Betrachtung beider Varianten der Heilbuttverarbeitung gehen der Deutschen
See GmbH & Co. KG bei der herkébmmlichen Herstellungsmethode etwa
1.106.404,70 Euro pro Produktionsjahr allein an Fisch verloren; dagegen kann der
Fischwertverlust bei Anwendung der Transglutaminase auf 1.011.593,75 Euro pro
Produktionsjahr reduziert werden (Tab. 6.5). Unter Beriicksichtigung der anfallenden
Kosten flur den Hilfsstoff ,Transglutaminase®, die sich auf 33.750,00 Euro pro Pro-
duktionsjahr belaufen (Transglutaminase Activa WM kostet 75,- €/kg), betragt der
Gewinn durch Rohstoffersparnis bei der innovativen Heilbutt-Verarbeitungsmethode
ca. 61.060,95 Euro/a.

6.4 Zusammenfassung und Diskussion
Die Behandlung von ganzen Fisch-Carbonaden mit Transglutaminase stellt eine
Innovation dar, so dass vergleichbare Literatur derzeit nicht verfuigbar ist.

Die Ergebnisse der ersten funf Pilotversuche stellten die Lakebehandlung mit einer

Transglutaminase-Konzentration von 0,5 % (w/v, 2,8 IE g™ Fischprotein) als optima-
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les Behandlungsverfahren heraus. Im Mittel konnte eine Texturverfestigung von
18,7 % im Vergleich zum Standard erzielt werden. Die mittels Injektionsverfahren
behandelten Heilbutt-Carbonaden wiesen bezuglich ihrer Texturfestigkeit starke
Schwankungsbreiten zwischen den einzelnen Pilotversuchen auf. Sowohl Verfesti-
gungen als auch Erweichungen um bis zu 35 % bzw. 39 % konnten festgestellt
werden. Unabhangig davon, wie viel Transglutaminase-Natriumchloridlésung injiziert
wurde, bildeten sich geleeartige Kanéle innerhalb der Fisch-Carbonaden. Auch bei
Einstichabstéanden, die unterhalb eines Zentimeters lagen, fand keine gleichmafige
Diffusion der injizierten Lésung in den Fischmuskel statt. Dies konnte zum einen bei
einer sensorischen Verkostung festgestellt werden, weil der Salzgehalt innerhalb des
Fischstlckes trotz gleichmaRiger Injektion stark schwankte; zum anderen zeigte sich
bei der instrumentellen Texturmessung, dass auch die Transglutaminase nicht
gleichmafiig diffundiert war, weil die Fischstiicke vielfach weicher waren — und zwar
besonders bei Texturmessungen an Stiicken, die einen geleegefillten Einstichkanal
aufwiesen.

In den folgenden funf Pilotversuchen (VI-X) wurde ausschlief3lich die Lakebehand-
lung mit 0,5%-iger (w/v) Transglutaminase-Konzentration (2,8 IE g™ Fischprotein)
parallel zur Standardprobe ohne Transglutaminase angewandt. Insgesamt konnte
eine 11,9%-ige Verfestigung durch die Lakebehandlung im Vergleich zum Standard
festgestellt werden. Warum die Verfestigung in den Pilotversuchen VI-X im Mittel
geringer ausfiel, als in den Pilotversuchen I-V ist ungeklart. Aber bereits in Kapitel 2
konnte gezeigt werden, dass die Verfestigung des Schwarzen Heilbutts durch
Transglutaminase grof3en Schwankungen unterworfen ist. Diese Schwankungen
sind zum gegenwartigen Zeitpunkt nicht zu eliminieren, da der Heilbutt auf3erlich
kaum Hinweise auf seine Verarbeitungsfahigkeit und damit auf seine zu erwartende
Verfestigung durch Transglutaminase liefert. Dieser Umstand muss bei Verarbeitung
des naturlichen Rohstoffes Schwarzer Heilbutt aus dem Wildfang in Kauf genommen

werden.

Die Gewichtsverluste wahrend des Garens konnten durch die Transglutaminase-
Behandlung im Vergleich zum Standard um 0,4 % gesenkt werden. Auch Nielsen

(1995) vermutete, dass die Injektion bzw. das Tumbeln von Fisch mit Transglutami-
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nase-Losung zu reduzierten Auftau- und Garverlusten fihren wirde. Engel et al.
(2000) verwiesen ebenfalls auf ein verbessertes Wasserhaltevermégen durch die
Transglutaminase-Behandlung. Dies konnte zu reduzierten Gewichtsverlusten
fuhren. Diese Reduzierung der Gewichtsverluste steht im Gegensatz zu den Ergeb-
nissen aus Kapitel 4. Hier konnte bei der Fischfarceherstellung unter Verwendung
der verschiedenen Salze festgestellt werden, dass die Zugabe von Transglutamina-
se jeweils die Gewichtsverluste wahrend des Garens erhdhte. Hier muss bertcksich-
tigt werden, dass sich das Einlegen von Fischstiicken in Transglutaminase-Lake
evident von der Fischfarceherstellung mit Transglutaminase unterscheidet, so dass
sich hierdurch die unterschiedlichen Gewichtsverlust erklaren lassen. Zudem wurden
innerhalb der Pilotversuche die Fischstlicke als Gewichtsverlust durch Garen erfasst,
die wahrend des Garens von den Staben gefallen sind. Durch die Texturverfestigung
sind weniger Transglutaminase-behandelte Stiicke zerfallen als nicht Transglutami-

nase-behandelte. Dies erhdhte den Gewichtsverlust der Standardreihe.

Fur jeden Pilotversuch wurde eine andere Fischcharge, die jeweils Uber eine andere
Ausgangsfestigkeit verflugte, verwendet. Eine Ergebniszusammenfassung von
jeweils funf Chargen erhoht die Schwankungsbreiten und ist Grund fir die erhebli-
chen Standardabweichungen in den Abbildungen 6.1, 6.2 und 6.3. Dennoch sind die
Standardabweichungen auch innerhalb der einzelnen Pilotversuche nicht unerheb-
lich, so dass signifikante Unterschiede der einzelnen Messreihen nur Uber einen

grol3en Stichprobenumfang (n) festgestellt werden konnten.

Innerhalb der Pilotversuche zeigte sich erwartungsgemalf3, dass keine Verfestigung
der Heilbutt-Carbonaden in der Stérke erreicht werden konnte, wie sie bei der
Fischfarceherstellung zum Tell erreicht wurde. Die Wirkmdglichkeit der Transgluta-

minase ist in einem bereits zerkleinerten Muskel besser als in einem intakten.

Es wurde deutlich, dass die Texturverfestigung durch den Einsatz von Transglutami-
nase zu Verarbeitungsvorteilen fuhrt. Nach dem Garprozess und anschlieRendem
Abkuhlen werden die Heilbutt-Carbonaden in Kartonagen unter Schutzgasatmospha-
re verpackt. Aufgrund der nicht immer kurzen Transportwege von der Produktions-

statte ins Zwischenlager und zum Verkaufstresen sind die Heilbuttstiicke erheblichen
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mechanischen Belastungen ausgesetzt. Die vielfach weiche Textur des Heilbutts
fuhrte dazu, dass einige Stticke nach Ankunft in der Verkaufsstatte bereits verworfen
werden mussten bzw. zumindest nicht mehr (ber ein ansprechendes AulReres
verfugten und somit den Verbraucherwunsch nach gleichbleibend guter Qualitat
nicht erfullten. Dennoch handelt es sich bei Heilbutt-Carbonaden um ein gern ge-
gessenes Fischstick, das von vielen Verbrauchern aufgrund seiner zarten Textur
bevorzugt wird. Mit dem Einsatz von Transglutaminase in einer Konzentration von
0,5 % (2,8 IE g* Fischprotein) ist es gelungen, die Heilbutt-Carbonaden derart zu
verfestigen, dass die transportbedingten Schaden zuriickgegangen sind. Die Textur
verliert durch diese Behandlung allerdings nicht ihre vom Kunden gewinschte
Zartheit (Grotheer, personliche Mitteilung, 2004).

Das Einsparpotenzial durch die Transglutaminase-Behandlung der Heilbutt-
Carbonaden konnte in der Stoffstrombilanzierung festgestellt werden. Das Innovati-
onsverfahren Transglutaminase-Lakebehandlung erfullt nachweislich eines der
Schutzziele der 6kologischen Nachhaltigkeit, ndmlich das Ziel der Schonung der
naturlichen Ressource Fisch durch Verringerung der Verarbeitungs- und Transport-
verluste um 1,6 %. Das entspricht, bezogen auf das jetzige Verarbeitungsvolumen
von 400 t/a einem Gewinn durch Rohstoffersparnis von ca. 61.060,95 Euro/a.

Das Sicherheitsdatenblatt fir das Enzym Transglutaminase Activa WM der Firma

Ajinomoto Foods Deutschland GmbH, Hamburg, stuft dieses Enzym als ,Non-Toxic"

ein. Im Abwasser sind keine ,unginstigen dkologischen Effekte” zu erwarten.
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7 Sicherheitsaspekte bezlglich des Einsatzes von Tr  ansglutami-

nase

7.1 Einleitung

Bei Transglutaminase handelt es sich um einen Verarbeitungshilfsstoff im Sinne der
Richtlinie 89/107/EWG vom 21.12.1988. Das Enzym wird aus technologischen
Grinden zugesetzt und braucht nicht deklariert zu werden, wenn es im Endprodukt
keine technologische Wirkung austbt.

In Abhangigkeit von Produkt- und Herstellungstechnologie kdnnen die industriell
angewandten Temperatur-Zeit-Bedingungen variieren. Diese wirken sich auf die
Inaktivierung aus, so dass reaktionskinetische Daten fur die Inaktivierung von
Transglutaminase erforderlich sind. Im Sinne des Verbraucherschutzes ist es von
Bedeutung, die Transglutaminase vor Verzehr der behandelten Produkte zu inakti-
vieren. In den folgenden Untersuchungen wurden die D-Werte und der z-Wert der
Transglutaminase ermittelt. Mit Hilfe der D-Werte und des z-Wertes besteht die
Maoglichkeit, anhand eines Temperaturprotokolls, das wéahrend des Garprozesses
des Schwarzen Heilbutts aufgezeichnet wird, zu Uberprifen, ob eine vollstéandige
Inaktivierung der Transglutaminase stattfindet. Zusatzlich zu der mathematischen
Gewabhrleistung der Inaktivierung wurde die Fischmuskulatur nach dem Garprozess
auf Restaktivitat der Transglutaminase untersucht. Eine entsprechende Methode

wurde hierflr entwickelt.

In einem weiteren Schritt wurde die mikrobiologische Qualitat der Transglutaminase-
behandelten und —unbehandelten gegarten Heilbutt-Carbonaden tber den Lagerzeit-

raum untersucht.

7.1.1 Mikrobiologische Aspekte zur Fischqualitat

Fisch gehort aufgrund seiner Rohstoffeigenschaften zu den schnell verderblichen
Lebensmitteln. Neben der zumeist aus psychrophilen Mikroorganismen bestehenden
Primarflora der Fische aus kalteren Gewassern, wie dem Schwarzen Heilbutt,

kommt es nach Anlandung - verursacht durch Kontakt mit Lagerungsbehaltnissen
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und Arbeitsgeraten - zu einer quantitativen Keimzunahme sowie zu einer qualitativen
Veranderung der Flora. Die einsetzenden Autolyseprozesse begunstigen die mikro-
bielle Infektion des sonst Ublicherweise keimarmen Fischfleisches. (Tulsner, 1994)

Auf lebendem oder frisch geschlachtetem Fisch befinden sich Mikroorganismen auf
der Haut und auf den Kiemen sowie im Intestinaltrakt. Der Bereich der Besiedelung
der Haut liegt bei 10%-10 KbE/cm?. Kiemen und Intestinaltrakt weisen normalerweise
einen hoheren Keimzahlbereich von 10°-10° KbE/g auf. In Abh&ngigkeit vom Le-

bensraum kann die Keimzahl stark variieren. (Huss, 1995)

Die Fangmethodik ist fur die mikrobielle Belastung von Bedeutung. Fisch, der auf
dem Meeresboden lebt und mit Hilfe von Grundschleppnetzen gefangen wird, wie es
beim Schwarzen Heilbutt der Fall ist, weist auf seiner Haut eine hohere Keimzahl
auf, als Fisch, der mit pelagischen Schleppnetzen oder mittels Angel gefangen wird
(Sikorski, Kolodziejska, 2002).

Die Fische nordlicher Breiten - sauberes, nicht verunreinigtes Wasser vorausgesetzt
- sind zumeist von psychrotrophen, gram-negativen Mikroorganismen der Gattungen
Pseudomonas, Moraxella, Acinetobacter, Shewanella und Flavobacterium besiedelt.
Auch Vibrionen und Aeromonaden sind typische Mikroorganismen der nattrlichen
Fischflora. (Huss, 1995)

Durch die Kuhllagerung von frischgefangenem Fisch auf Eis (0-2 ) wird gegenuber
den natirlichen Lebensbedingungen, aufgrund der zumeist vorkommenden primaren
psychrophilen Keimflora, kaum eine Verzégerung des Keimwachstums bewirkt. Die
Aufbewahrung bei Kuhlschranktemperaturen bedeutet sogar haufig fur viele Fischar-
ten eine Erhohung der Temperatur im Vergleich zum natiurlichen Lebensraum. Es
kann zu rascher Keimentwicklung und zu schnellem Verderb der Fische kommen.
(Tulsner, 1994)

Fisch, der fur verschiedene Verarbeitungsprozesse vorgesehen ist, ist vielfach
aufgetauter Fisch, der bereits auf See gefrostet wurde (Sikorski, Kolodziejska, 2002).

Im Gewebe von aufgetautem Schwarzen Heilbutt ermittelte Karnop (1980) aerobe
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Gesamtkeimzahlen von 10%-10° KbE/g; auf der Haut wurden 10*-10° KbE/cm?

nachgewiesen.

Die thermische Belastung wahrend des Garprozesses ist Ublicherweise ausreichend,
um viele der nicht sporenbildenden Bakterien zu eliminieren. Es muss jedoch beach-
tet werden, dass wahrend des Garprozesses vielfach Kerntemperaturen der Fisch-
waren nicht Uber 65 T erreicht werden, so dass hoh e Hygienestandards wahrend
der Produktion sowie gute Rohwarenqualitéaten dringend erforderlich sind. Der Effekt
der thermischen Belastung héngt von verschiedenen Faktoren, wie der Zusammen-
setzung der Fische, dem Salzgehalt, der Feuchtigkeit, der Temperatur und der
Dauer des Garprozesses, ab. (Sikorski, Kolodziejska, 2002)

In frisch gerauchertem Fleisch von Schwarzem Heilbutt, Buckling und Aal fand
Karnop (1980) aerobe Gesamtkeimzahlen unter 10° KbE/g; auffallig war jedoch,
dass die Keimzahlen im Bereich des Spittloches 2 log hoher lagen als die durch-
schnittliche Keimzahl des tbrigen Fischfleisches. Kleickmann und Schellhaas (1979)
stellten fest, dass die Keimzahl von Réucherfischwaren ohne sensorisch feststellba-

re Abweichungen in 80 % der untersuchten Proben unterhalb von 10° KbE/g lag.

Innerhalb der Fischverarbeitung spielt die hygienische Prozessgestaltung eine
wichtige Rolle, um Kontaminationen des rohen Fisches oder der gegarten Fischwa-
ren zu vermeiden. Eklund et al. (1995) demonstrierten diese Notwendigkeit am
Beispiel von Listeria monocytogenes: Im Fleisch von frischem, ganzem Lachs
konnten sie dieses Bakterium nicht nachweisen, wohl aber nach dem Filetieren und
Pdkeln des Lachses. In diesem Zusammenhang nannten die Autoren das Injektions-
verfahren zur Applikation von Pokellake als besondere Gefahr fir den Eintrag
pathogener Mikroorganismen in das Innere des Fischfleisches. (Eklund et al., 1995)

7.2 Material und Methoden

7.2.1 D- und z-Wert-Ermittlung der Transglutaminase

Transglutaminase Activa WM (Ajinomoto Foods Deutschland GmbH, Hamburg)

wurde in einer Konzentration von 70 IE 100 mI™ in 15%-iger (w/v) Natriumchloridlo-
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sung geldst. Analog zur industriellen Produktion gegarter Heilbutt-Produkte wurde
Leitungswasser als Losungsmedium verwendet. Die Enzymlosung wurde abgestuf-
ten, definierten Erhitzungsbedingungen im Wasserbad (50, 55, 60 und 65 ) aus-
gesetzt, wobei jeweils alle Variablen mit Ausnahme der Zeit konstant gehalten
wurden. Die enzymatische Aktivitat wurde mittels Hydroxamat-Test, wie in Kapitel 4
beschrieben, ermittelt. Auch hier wurde die Aktivitdt ausgedrickt als internationale
Einheiten pro Gramm Transglutaminase (IE g*). Aus den gewonnenen Daten wur-
den die D-Werte und der z-Wert nach DIN EN 866-1 ermittelt. Die Untersuchung

wurde dreifach als Doppelprobe durchgefihrt.

7.2.2 Mathematischer Nachweis der Inaktivierung der Transglutaminase durch den

industriellen Garprozess

In Carbonaden geschnittener Heilbutt wurde fir 60 min in 15%-ige (w/v) Natrium-
chloridlésung mit einem Zusatz von 0,5 % (w/v) Transglutaminase Activa WM (350
IE I'Y), Ajinomoto Foods Deutschland GmbH, Hamburg, analog den industriellen
Produktionsbedingungen eingelegt und wie in Kapitel 5, Abb. 5.1, beschrieben
weiterverarbeitet. Wéahrend des Garprozesses wurde die Kerntemperatur der Heil-
butt-Carbonaden mittels Hamster 2000 Regeltron, Adelberg, minatlich ermittelt und
aufgezeichnet. Aus dem hieraus entstandenen Temperaturprotokoll ist der Bereich
zur Berechnung herangezogen worden, bei dem eine Inaktivierung der Transgluta-
minase stattfindet. Dieser Bereich beginnt, wie unter 4.3.1 gezeigt, bei einer Tempe-
ratur von 50 C. Jede der minitlich aufgefihrten Te mperaturen bewirkt eine schritt-
weise Inaktivierung der Transglutaminase. Die Ho6he der Inaktivierung wird durch
Einsetzen in folgende Gleichung ermittelt:

t T-100

E=[«10 * dt[min]

T = jeweilige Kerntemperatur der Heilbutt-Carbonaden
100 = Referenztemperatur in T
z=10,14<C
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7.2.3 Experimenteller Nachweis der Inaktivierung der Transglutaminase im Fisch-

muskel durch den industriellen Garprozess

Industriell verarbeiteter und gegarter Heilbutt (Standard und Lake 0,5 % (2,8 IE g*
Fischprotein)), wie in Kapitel 5 beschrieben hergestellt, wurde jeweils filetiert und fur
2 min gekuttert (ST 11 Kutter mit dreier Standard-Messer, Volumen: 11 |, Drehzahl
der Messerwelle: ca. 1400 U min™®, Kutterzeit: 2 min, ADE, Hamburg). Von den
beiden gekutterten Massen wurden pro Versuchsdurchfihrung jeweils dreimal 10 g
abgewogen und in Zentrifugenréhrchen tberfuhrt. Um das Enzym aus der Fischmat-
rix herauszulésen, wurde Tris-Acetat (0,2 M, pH 6) nach Froeck (1999) verwendet.
Jeweils 20 ml wurden zu den Proben hinzugefligt und mit Hilfe eines Vortex ver-
mischt. Die Proben wurden fur 5 min in ein Ultraschallbad (Sonorex RK 100, f = 50-
60 Hz, Bandelin, Berlin) verbracht. Es schloss sich eine Inkubationszeit von 60 min
bei 37 T im Schittelwasserbad an. Danach wurden di e Proben zentrifugiert (3000 U
min™, 10 min; GS-15R Centrifuge, Beckman Coulter GmbH, Krefeld). Der Uberstand
wurde dann direkt mittels Hydroxamat-Test (Kapitel 4) auf enzymatische Restaktivi-
tat untersucht. Diese Untersuchung wurde als Dreifachbestimmung begleitend zu
jedem Pilotversuch durchgefthrt.

7.2.4 Mikrobiologische Qualitat der rohen und gegarten Heilbutt-Carbonaden

Aufgetaute und zurechtgeschnittene Heilbutt-Carbonaden wurden in der Produkti-
onsstatte der Deutschen See GmbH & Co. KG in Bremerhaven in Kihlboxen ver-
packt und innerhalb von 2 Stunden nach Hannover transportiert. Dort wurde sofort
das Keimspektrum auf der Haut und im Muskelfleisch analysiert. Dieses wurde auf
das Auftreten der folgenden Keime mit den Methoden nach § 35 LMBG und DIN

untersucht:

» Aerobe, mesophile und psychrophile Gesamtkeimzahlen, anaerobe mesophi-
le Gesamtkeimzahl (L 06.00-18)

» Enterobacteriaceen (L 05.00-5)

» Coliforme Keime und E. coli (L 01.00-3 / DIN 10183 Teil 1)

» Streptokokken der Gruppe D (DIN 10106)

» Salmonella spp. (L 00.00-20)
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* Vibrionen (Screening mittels TCBS-Cholera-Agar, Oxoid GmbH, Wesel)

» Koagulase-positve Staphylokokken (DIN 10163 Teil 2)

» Clostridium perfringens (L 06.00-20)

* Mesophile sulfitreduzierende Clostridien und Clostridien Sporen (L 06.00-39)
» Pseudomonas spp. (DIN ISO 13720)

» Hefen und Schimmelpilze (DIN 10186 / L 01.00-37)

Insgesamt wurden drei Heilbuttchargen mit jeweils finf Carbonaden als Doppelprobe

untersucht.

Zur Bestimmung der mikrobiologischen Qualitat der Fischprodukte wurden folgende
Probenreihen (je 5 Carbonaden pro Probenreihe und Pilotversuch) wahrend der

Pilotversuche 1lI-V (siehe Kapitel 6) untersucht:

» Standard
« Lake 1,0 % (5,5 IE g™ Fischprotein)
« Injektion 1,0 % (0,2 IE g* Fischprotein)

Diese Probenreihen wurden gewahlt, da sie die hochste Konzentration der Transglu-
taminase in den Pilotversuchen aufwiesen. Sollten sich Unterschiede bezlglich der
mikrobiologischen Qualitat durch den Einsatz von Transglutaminase zeigen, so

konnten sie hier aufgezeigt werden.

Es wurden die unbehandelte Rohware, die Rohware nach Lake- und nach Injekti-
onsbehandlung, die frisch gegarte Ware aller drei Probenreihen sowie die gegarte
Ware aller drei Probenreihen am letzten Tag der Mindesthaltbarkeit (12. Tag) unter-
sucht. Von jedem Probenstiick wurde eine aerobe Gesamtkeimzahlbestimmung
nach 8 35 LMBG L 06.00-18 des Muskelfleisches und der Haut als Doppelprobe auf
Plate-Count-Agar (VWR International, Darmstadt) durchgefuhrt. Die Proben wurden
fur 48 Stunden bei 30 T inkubiert.
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7.2.5 Statistische Auswertung

Aus den Daten der Untersuchungen wurden das arithmetische Mittel und die Stan-
dardabweichung berechnet. In der graphischen Darstellung der aeroben mesophilen

Gesamtkeimzahlen stellen die Fehlerbalken die Standardabweichung dar.

7.3 Ergebnisse

7.3.1 D- und z-Wert-Ermittlung der Transglutaminase

Der D-Wert wurde durch grafische Darstellung der logio-Werte der verbliebenen
Transglutaminase-Aktivitat in Abhéngigkeit von der Zeit ermittelt. Die am besten
angepasste Gerade ist durch Regressionsrechnung mit der Methode der kleinsten
Quadrate zu bestimmen. Der Reziprokwert der Neigung der erhaltenen Geraden ist
gleich dem D-Wert in Minuten.

—~ 2
E i ———
" 15 = e S——
= y =-0,0184x + 1,8487
© 1 7=
g R? = 0,9635
4
< 05
g
= 0 ; ; ; ;
0 5 10 15 20 25
Zeit (min)

Abb. 7.1: Logarithmierte Aktivitat (log IE g 'l) der Transglutaminase nach stufenweiser Erhit-
zung bei 50 T

146



log Aktivitat (IE ml ™)

N

=
3

[

o
[}

o
o

Zeit (min)

Abb. 7.2: Logarithmierte
zung bei 55 C

Aktivitat (log IE g

log Aktivitat (IE ml ™)

o
N

4
Zeit (min)

6

Abb. 7.3: Logarithmierte
zung bei 60 T

Aktivitat (log IE g

log Aktivitat (IE ml ™)

1
Zeit (min)

15

Abb. 7.4: Logarithmierte
zung bei 65 C

Aktivitat (log IE g

'1) der Transglutaminase nach stufenweiser Erhit-

'1) der Transglutaminase nach stufenweiser Erhit-

"1y der Transglutaminase nach stufenweiser Erhit-

147



Es konnten folgende D-Werte in Abhangigkeit von der Temperatur ermittelt werden:
Dsoc = 54,35 min Dgoc = 5,55 min
Dss ¢ = 16,39 min Desc =1,81 min

Um den z-Wert zu ermitteln, wurden die logio-Werte der D-Werte in Abhangigkeit
von der Temperatur dargestellt (Abb. 7.5). Die Neigung der Regressionsgeraden
ergibt den z-Wert in C. Er betragt 10,14 .

15 \
g
5 1
2 y = -0,0986x + 6,6482
0.5 R? = 0,9992
0 . . .
0 20 40 60 80

Temperatur (C)

Abb. 7.5: Logarithmierte D-Werte der Transglutamina  se in Abhangigkeit von der Temperatur

7.3.2 Mathematischer Nachweis der Inaktivierung der Transglutaminase durch den

industriellen Garprozess

Aus der in Abbildung 7.5 dargestellten Funktion (y = -0,0986x + 6,6482) lassen sich
die D-Werte fur beliebige Temperaturen ermitteln. Fur die Berechnung der noch
vorhandenen Enzymaktivitéat ist der D-Wert bei 100 °C von Interesse, da bei der
Enzyminaktivierung von einer Referenztemperatur von 100 T auszugehen ist (siehe
angegebene Integral-Formel). Dieser betragt: Digo ¢ = 0,00061 min. Da der D-Wert
die Verringerung der Transglutaminase-Aktivitat nur um ein Zehntel angibt, muss
dieser Wert mit 10 multipliziert werden, um die gesamte Inaktivierung zu gewébhrleis-
ten. Dieser hierbei erhaltene Wert von 0,0061 min ist der Wert, den die Summierung
der Erhitzungseffekte mindestens ergeben muss, um die Inaktivierung der Transglu-

taminase sicherzustellen.
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Die Summierung der Erhitzungseffekt nach Temperaturprotokoll ergibt einen Wert

von 0,006119 min, so dass von einer Inaktivierung sicher auszugehen ist.

7.3.3 Experimenteller Nachweis der Inaktivierung der Transglutaminase im Fisch-

muskel durch den industriellen Garprozess

Es konnte nach dem industriellen Garprozess keine Enzymaktivitat im Fischmuskel

mittels Hydroxamat-Test festgestellt werden.

7.3.4 Mikrobiologische Qualitat der rohen und gegarten Heilbutt-Carbonaden

Bei der Erfassung des Keimspektrums konnte festgestellt werden, dass sich colifor-
me Keime und speziell auch Escherichia coli auf und in den rohen Heilbutt-
Carbonaden befanden. Die Keimzahl auf der Haut und im Muskelfleisch lag bei 2,3 x
10' KbE/g. Vibrionen konnten nur im Muskelfleisch, nicht auf der Haut nachgewiesen
werden. Eine Differenzierung der Vibrionen wurde nicht vorgenommen, da diese
Untersuchung orientierenden Charakter hatte. Auch Pseudomonaden konnten im

Muskelfleisch detektiert werden. Tabelle 7.1 gibt einen Ergebnistberblick.

Tab. 7.1: Durchschnittliche Keimbelastung der aufge  tauten Heilbutt-Carbonaden

Aerob Muskelfleisch Haut
(KbE/g) (KbE/g)

Aerobe mesophile GKZ 6,1 x 10” 2,8 x 10*
Aerobe psychrophile GKZ 1,9 x 10° 6,9 x 10°
Enterobacteriaceen 4,5 x 10° 6,7 x 10"
Coliforme Keime 3,5 x 10° 3,5 x 10"
Escherichia coli 2,3x10" 2,3x10"
Streptokokken der Gruppe D <1,5x10° < 1,0 x 10°
Salmonella spp. n.n. n.n.
Vibrionen 1,4 x 10" <1,0x10°
Staphylococcus aureus < 1,0 x 107 < 1,0 x 10°
Pseudomonas spp. 7,0 x 10° < 1,0 x 10°
Hefen und Schimmelpilze 5,7 x 10° 8,6 x 10°
Anaerob
Anaerobe GKZ 8,8 x 10° 5,2 x 10°
Clostridium perfringens
Mesophile sulfitreduzierende Clostridien <1,0x 10" <1,0x10"
Mesophile sulfitreduzierende Clostridien

n.n. n.n.
Sporen
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In den folgenden Untersuchungen, die begleitend zu den Pilotversuchen 1lI-V durch-
gefuhrt wurden, lag die mikrobiologische Belastung des rohen, in Carbonaden
geschnittenen Schwarzen Heilbutts im Bereich von 10° (Fleisch) und 10* (Haut)
KbE/g (Abb. 7.6). Die Keimzahlen des Fleisches lagen somit im Mittel eine Zehner-
potenz niedriger als in der vorangegangenen Untersuchung des Keimspektrums.
Durch das Einlegen der Carbonaden in 15%-ige Salzlake fir 60 min konnte die
Keimzahl insbesondere der Haut leicht gesenkt werden. Diese positive Beeinflus-
sung konnte durch die Injektionsbehandlung nicht erzielt werden. Bei Untersuchung
des frisch gegarten und des 12 Tage gelagerten Heilbutts war zu erkennen, dass die
Keimzahl der Haut des mit dem Injektionsverfahren behandelten Fisches tendenziell
Uber der des Standards (Behandlung mit Salzlake) und des lakebehandelten (Be-
handlung mit Salzlake in Kombination mit Transglutaminase) Fisches lag (Abb. 7.7
und 7.8). Aus diesen Ergebnissen ist abzuleiten, dass das Injektionsverfahren eine
gute Rohwarenqualitat erfordert, da eine Reduktion der Keimzahl durch die Salzbe-

handlung auf der Haut fehlt.

Nach 12-tagiger Lagerung der Heilbutt-Carbonaden unter Schutzgasatmosphare bei
5 € war die aerobe Gesamtkeimzahl der Haut und des Fleisches angestiegen; eine
Einschrankung der Verzehrsfahigkeit gab es aufgrund dieser Keimzahlen jedoch
nicht. Der Spittlochbereich zeigte stets hohere Keimzahlen als das Fleisch und die
Haut. Trotz der hoheren Belastung des Spittlochbereiches bei den mittels Transglu-
taminase-Lake behandelten Carbonaden konnten in diesen Sticken im Fischfleisch

die geringsten Keimzahlen von allen drei Probenreihen nachgewiesen werden.
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7.4 Zusammenfassung und Diskussion
Fur das Transglutaminase-Praparat Activa WM in 15%-iger (w/v) Natriumchloridl6-

sung wurden die D-Werte im Temperaturbereich 50-65 T ermittelt:

Dsoc = 54,35 min; Dss ¢ = 16,39 min; Dgoc = 5,55 min; Dgsc =1,81 min.

Der z-Wert betragt 10,14 €. Die Summierung der Erh itzungseffekte ergab, dass die
Transglutaminase durch den industriellen Garprozess inaktiviert wird. Nach dem
industriellen Garprozess konnte auch experimentell keine Transglutaminase-Aktivitat
im Fischmuskel nachgewiesen werden. Um die Transglutaminase wahrend des
Garprozesses sicher zu inaktivieren, ist es erforderlich, eine Kerntemperatur von

mindestens 65 T zu erreichen.

Die Angaben in der Literatur zum Temperaturoptimum und zur Inaktivierung mikro-
bieller Transglutaminase durch Hitze sind vielfach vage und differierend. So schrei-
ben Motoki und Seguro (1998), dass das Temperaturoptimum mikrobieller Transglu-
taminase beziglich seiner Aktivitat bei 50 € liege . Inaktiviert werde die Transgluta-
minase durch eine Erhitzung auf 70 T innerhalb weniger Minuten. Seguro (1999)
gibt bezuglich der optimalen Temperatur den Bereich von 45-55 T an. Nach einer
Erwarmung auf 50 T fur 10 min sei noch die vollstd ndige Aktivitat vorhanden. Nach
Yokoyama et al. (2004) liege das Temperaturoptimum mikrobieller Transglutaminase
bei 55 C. Die vollstdndige Aktivitat des Enzyms we rde jedoch auch bei einer Tem-
peratur von 40 T aufrechterhalten; bei 70 € sei d as Enzym innerhalb weniger
Minuten inaktiviert. Der Enzymhersteller, Ajinomoto Foods Deutschland GmbH,
Hamburg, gibt an, dass seine mikrobiellen Transglutaminase-Praparate in Wirsten
bei einer Kerntemperatur von 65 T innerhalb von we nigstens zwei Stunden inakti-
viert wirden. Bei einer Kerntemperatur von 70 T seien es 15 min bis zur Inaktivie-
rung. D- und z-Wert werden vom Enzymhersteller nicht angegeben. Nach Ho et al.

(2000) liegt das Temperaturoptimum mikrobieller Transglutaminase bei 40 C.

Analog zu Ho et al. (2000) konnte in den eigenen Untersuchungen festgestellt
werden, dass bereits bei einer Temperatur von 50 €T eine Inaktivierung der

Transglutaminase stattfindet. Die Angaben des Enzymherstellers Ajinomoto zur
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Inaktivierung entsprechen nicht den eigenen Ergebnissen. Die eigenen Untersu-
chungen ergaben eine wesentlich geringere Hitzestabilitat. Zwar muss hierbei
beachtet werden, dass sich die Transglutaminase bei den Untersuchungen des
Enzymherstellers in Wurst befand; in den eigenen Untersuchungen war das Enzym
in 15%-iger (w/v) NaCl-Lésung geldst, so dass von Matrixeffekten auf die Inaktivie-
rung auszugehen ist. Doch auch in den eigenen Untersuchungen wurde der
Transglutaminase-behandelte Fisch nach dem Garen auf Restaktivitat untersucht.
Es konnte keine Restaktivitat ermittelt werden, wenn der Fisch wahrend des Garpro-

zesses eine Kerntemperatur von 65 < erreichte.

Die Haut der rohen Heilbutt-Carbonaden wies eine aerobe Gesamtkeimzahl von
10%-10* KbE/g auf. Diese Werte liegen im Bereich dessen, was Huss (1995) fiir die
Besiedelung der Haut frisch geschlachteter Fische angibt. Karnop (1980) untersuch-
te, wie in den eigenen Untersuchungen, ebenfalls die Haut aufgetauten Schwarzen
Heilbutts und konnte aerobe Gesamtkeimzahlen von 10*-10° KbE/g ermitteln. Seine
Werte lagen also teilweise Uber den in den eigenen Untersuchungen ermittelten
Werten. Im Gewebe des Schwarzen Heilbutts ermittelte Karnop (1980) aerobe
Gesamtkeimzahlen von 10°-10° KbE/g. Die eigenen Untersuchungen bestatigten
diese Ergebnisse. Erhthte Keimzahlen auf der Haut des Schwarzen Heilbutts,
hervorgerufen durch den Einsatz von Grundschleppnetzen, wie es nach Sikorski und

Kolodziejska (2002) der Fall sein kénne, konnten nicht festgestellt werden.

Nach ICMSF (1986) liegt der Richtwert fir E. coli in frischem und tiefgefrorenem
Fisch bei 11 KbE/g, der Warnwert liegt bei 500 KbE/g. Damit liegt die in den eigenen
Untersuchungen ermittelte Keimzahl fur E. coli zwischen Richt- und Warnwert.

Nach Huss (1995) gehdren Pseudomonaden zur typischen Keimflora der Fische aus
nordlichen Breiten. Auch in den eigenen Untersuchungen konnten Pseudomonaden
im Muskelgewebe des Schwarzen Heilbutts ermittelt werden, nicht jedoch auf der
Haut.

Die ICMSF (1986) legt den Richtwert fiir Vibrio parahaemolyticus bei 10? KbE/g und

den Warnwert bei 10° KbE/g fest. Eine Bewertung fiir Vibrionen allgemein wird nicht
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festgelegt, so dass an dieser Stelle keine Bewertung der erhaltenen Keimzahl
vorgenommen werden kann. Festzuhalten ist, dass die Vibrionen in dieser Untersu-
chung zum dominierenden Genus in aufgetauten Heilbutt-Carbonaden gehorten -
trotz der Tatsache, dass Vibrionen zumeist auf Fischen aus warmeren Gewassern
zu finden sind. Es muss allerdings beachtet werden, dass lediglich ein Screening
mittels TCBS-Cholera-Agar stattgefunden hat; weitere Bestatigungsreaktionen
wurden nicht durchgefihrt.

An den ersten Untersuchungen zur Ermittlung des Keimspektrums war auffallig,
dass das Muskelfleisch zumeist eine hohere Keimzahl aufwies als die Haut. In frisch
geschlachteten Fischen ist das Muskelgewebe Ublicherweise nahezu keimfrei (Huss,
1995). Die Ursache dieses Ergebnisses ist in dem Zerschneiden des Heilbutts in
Carbonaden zu sehen. Das Zerschneiden geschieht mittels rotierendem Sageblatt.
Das Sageblatt befindet sich langere Zeit im Einsatz, bevor es gereinigt wird. Auf
diese Weise kann das Muskelfleisch in dieser Untersuchung kontaminiert worden
sein. Beachtet werden muss allerdings, dass auch die hierbei ermittelten Keimzahlen
nicht zu einer Beanstandung des Produktes fuhren. Laut ICMSF (1986) liegt der
Richtwert (aerobe Koloniezahl) fur Frischfisch und gefrorenen Fisch bei 5 x
10° KbE/g und der Warnwert bei 10° KbE/g. Diese Keimzahlen wurden nicht erreicht.
In den nachfolgenden Untersuchungen, die parallel zu den Pilotversuchen IlI-V
durchgefiihrt wurden, wies die Haut hingegen erwartungsgemall stets eine héhere
aerobe Gesamtkeimzahl auf als das Muskelfleisch. Das Sageblatt wurde kinftig
haufiger wahrend der Betriebszeiten gereinigt.

Sikorski und Kolodziejska (2002) konnten feststellen, dass der Garprozess bis zu
einer Kerntemperatur von 65 T viele der nicht spor enbildenden Bakterien zu elimi-
nieren vermag. Dieses bestatigte auch die Ergebnisse der eigenen Untersuchungen
der frisch gegarten Heilbutt-Carbonaden. Der Garprozess senkte die aerobe Ge-
samtkeimzahl deutlich. Dies konnte auch Karnop (1980) in seiner Untersuchung der

geraucherten Heilbutt-Carbonaden feststellen.

Die mikrobiologischen Untersuchungen ergaben, dass der Bereich des Spittloches

als sensibel einzuschéatzen ist. Im Bereich des Spittloches konnten stets etwas
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hohere, jedoch noch nicht zu beanstandende Keimzahlen nachgewiesen werden.
Auch Karnop (1980) konnte feststellen, dass die Keimzahlen im Bereich des Spittlo-
ches beim Heilbutt 2 log héher lagen, als die durchschnittliche Keimzahl des tbrigen

Fischfleisches.

Bei Untersuchung des frisch gegarten und des 12 Tage gelagerten Heilbutts war zu
erkennen, dass die Keimzahl der Haut des mit dem Injektionsverfahren behandelten
Fisches tendenziell Uber der des Standards (Behandlung mit Salzlake) und des
lakebehandelten (Behandlung mit Salzlake in Kombination mit Transglutaminase)
Fisches lag. Aus diesen Ergebnissen ist abzuleiten, dass das Injektionsverfahren
eine gute Rohwarenqualitat erfordert, da eine Reduktion der Keimzahl durch die
Salzbehandlung auf der Haut fehlt. Eine erhdhte Kontamination des Fischfleisches
durch das Injektionsverfahren, wie von Eklund et al. (1995) beschrieben, konnte in

den eigenen Untersuchungen nicht festgestellt werden.
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8 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass der Einsatz von Transglutami-
nase zur Verbesserung der Verarbeitungsfahigkeit von Schwarzem Heilbutt beitragt.
Durch die verfestigte Textur entstehen geringere Transportverluste; zudem entste-
hen durch den Transglutaminase-Einsatz geringere Gewichtsverluste beim Garen.
Die Reduzierung von Verlusten fuhrt auch unter Bertcksichtigung der Kosten fir
Transglutaminase zu einer positiven 6kologischen und 6ékonomischen Bilanzierung

des Transglutaminase-Einsatzes bei Schwarzem Heilbutt.

Aus Sicht der fischverarbeitenden Industrie ist positiv zu bewerten, dass die
Prozesslinie zur Verarbeitung des Schwarzen Heilbutts durch den Einsatz der
Transglutaminase nicht umgestellt werden muss. Samtliche Prozessschritte kbnnen
in der herkbmmlichen Gestaltung beibehalten werden; lediglich die Salzlake wird
zusatzlich mit Transglutaminase versetzt. Kostenintensive Anschaffungen (z. B.
Injektionsmaschinen) oder prozessverlangernde Schritte sind nicht erforderlich, um

die Textur des Heilbutts zu verbessern.

Ubertragt man die Ergebnisse des Schwarzen Heilbutts auf andere Fische, so ist zu
erwarten, dass das Einsparpotenzial durch Transglutaminase dort noch héher
ausfallen wird, da der Heilbutt hinsichtlich seiner Verarbeitung und auch hinsichtlich
des Transglutaminase-Einsatzes als sehr schwierig zu bewerten ist. Vergleichbare
Untersuchungen wurden unter Verwendung von Regenbogenforellen von Grotheer
(personliche Mitteilung, 2004) durchgefuhrt. Hier zeigte sich zum einen, dass die
Verfestigung der Forellenfilets mittels Transglutaminase starker, und dass zum
anderen die Schwankungsbreite der Texturverfestigung deutlich geringer ausfiel.
Zudem bestand dort die Mdglichkeit, die verwendete Transglutaminase-
Konzentration deutlich unter die beim Heilbutt bendtigte Konzentration zu senken.
Durch den Transglutaminase-Einsatz wird die Mdglichkeit erdffnet, neue Fischarten
verarbeiten und anbieten zu kdnnen, deren Fleisch bisher fir den kommerziellen

Einsatz als zu weich galt.

Grundsatzlich besteht durch den Einsatz von Transglutaminase die Mdglichkeit, die

Gartemperatur zu erhéhen, ohne hoéhere Produktverluste, z. B. durch zerfallene
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Fischfilets, akzeptieren zu mussen. Auf diese Weise kann die mikrobiologische

Sicherheit von Fischprodukten vergrof3ert werden.

Insgesamt wiesen die Texturergebnisse bei der Verarbeitung des Schwarzen Heil-
butts grol3e Schwankungsbreiten auf. Dies ist mit der Tatsache zu erklaren, dass es
sich bei den Heilbutt-Carbonaden um einen natirlichen Rohstoff handelt. Die un-
gleichmaliige Fett- und Proteinverteilung, die fur den Schwarzen Heilbutt typisch ist,
erschwert die zielgenaue Applikation der Transglutaminase. Der relativ hohe Fettge-
halt, der schwankende Proteingehalt sowie die ungleichmafige Fettverteilung
konnten als Faktoren ermittelt werden, die die Wirkung der Transglutaminase beein-
trachtigen kénnen. Fettbarrieren konnen die gleichmaRige Verteilung der Transglu-
taminase im Fischmuskel erschweren. Ein weiterer moglicher Faktor, der zu un-
gleichmafiger Wirkung der Transglutaminase von Charge zu Charge fuhrt, ist die
unterschiedlich lang andauernde Gefrierlagerung des Heilbutt vor seiner Verarbei-
tung. Im Vergleich zu anderen Fischen ist die Texturverfestigung durch Transgluta-
minase aufgrund dieser Tatsachen beim Schwarzen Heilbutt erschwert. Diese
Faktoren sind von der fischverarbeitenden Industrie kaum zu beeinflussen, so dass
Schwankungen in der Verfestigung in Kauf genommen werden mussen. Durch den
Einsatz von Transglutaminase gelingt es zwar, die Festigkeit zu erhdéhen, nicht
jedoch eine standardisierte Festigkeit vom Kopf bis zur Schwanzflosse und von

Fisch zu Fisch herzustellen.
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10 Anhang

10.1 Kapitel 2

Tab. 10.1: Mittlere Festigkeit (maximale Kompressio

Fischfarce) und ohne Transglutaminase (n=10)

nskraft) der Fischfarcen mit (15 IE 100 g

-1

Max. Kompressionskraft der Max. Kompressionskraft der
Fischfarce ohne TG (N) Fischfarce mit TG (N)
Schwarzer Heilbutt 26,1+1,7 28,0+x1,0
Regenbogenforelle 33,8+3,6 458+1,2
Seelachs 32,7+1,8 53,8+19
Kabeljau 38,8+1,4 51,8+1,3
Lachs 339+15 48,8+1,0
Katfisch 27,0+2,3 34,3+15
Zander 50,4 +25 62,3+1,5

Tab. 10.2: Mittlere Festigkeit (maximale Kompressio

gegarten Heilbuttfarce

Konzentration (n=10)

in Abhéangigkeit von der

eing

nskraft) und Gewichtsverlust (%) der

esetzten Transglutaminase-

Maximale Kompressionskraft (N) / Gewichtsverlust (%) in Abhéangigkeit

von der eingesetzten TG-Konzentration

Ohne TG 15 |E 100 g Fisch | 30 IE 100 g™ Fisch | 100 IE 100 g™ Fisch | 150 IE 100 g™ Fisch
21,76 N+1,2/ 25,05 N +1,9/ 36,13 N +1,4/ 40,15 N + 3,1/ 31,28 N £ 1,3/
20,34 % 24,61 % 28,99 % 37,14 % 38,62 %

Tab. 10.3: Mittlere Festigkeit (maximale Kompressio

Verwendung frischer und tiefgefrorener Heilbuttmusk

und ohne Transglutaminase (n=10)

nskraft) der gegarten Heilbuttfarce nach
ulatur mit (15 IE 100 g ™ Fischfarce)

Max. Kompressionskraft (N)

Frischer Heilbutt ohne TG

14,01 #1,0

Frischer Heilbutt mit TG 32,43+£2,2
TK-gelagerter Heilbutt ohne TG | 11,51 +1,0
TK-gelagerter Heilbutt mit TG 20,06 +1,0
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Tab. 10.4: Mittlere Festigkeit (maximale Kompressio

3 und 4 (n=10)

nskraft) der Fischfarcen der Versuche 1, 2,

Max. Kompressionskraft der Fischfarcen (N)

Versuch 1 Versuch 2 Versuch 3 Versuch 4
Heilbutt 31,3+2.3 259+17 29,3+1,3 21,3+1,3
Heilbutt + TG 37,2+23 30,5+2,6 38,4+51 28,4 £2,1
Heilbutt + Soja 306+1,1 24715 30,3+1,7 -
Heilbutt + Soja + TG 484+ 3,5 294+15 36,2+2,0 -
Heilbutt + Phosphat 20,7+19 18,8+1,2 16,9+0,4 -
Heilbutt + Phosphat + TG [43,2+1,3 30,0+3,1 47,2 £ 3,6
Entfetteter Heilbutt 415+2,6 38,6 £3,2
Entfetteter Heilbutt + TG 55,4+£4,0 475+ 3,0
Forelle 443+272 48,3+2,1 525+47
Forelle + TG 81,7+4,6 90,4+1,8 83,1+7,3
Forelle + Soja 56,0 + 3,4 60,0 +4,3 -
Forelle + Soja + TG 89,0+3,2 80,7 +5,8 ---
Lachs 39,3+1,8 40,1+21 --- ---
Lachs + TG 54,8 +2,7 51,9+4,0 - -
Lachs + Soja 43,717
Lachs + Soja + TG 54,0+2,7
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10.2 Kapitel 4

Tab. 10.5: Mittlere Transglutaminase-Aktivitat (IE g'l) in Abhéangigkeit von Natrium- bzw.

Kaliumchloridkonzentration (n=6)

) _ Mittlere Transglutaminase-
Lésungsmedium L 4
Aktivitat (IE g™)
Trinkwasser ohne Zusatz 62,7+4,2
Tris-Acetat 92,0 +4,9
Trinkwasser +
_ ) 71,7 +8,7
5 % Natriumchlorid
Trinkwasser +
. ) 715+3,1
10 % Natriumchlorid
Trinkwasser +
. ) 70,9+2,3
15 % Natriumchlorid
Trinkwasser +
_ ) 63,8 +4,2
20 % Natriumchlorid
Trinkwaaser +
) ) 705+1,1
5 % Kaliumchlorid
Trinkwasser +
) ) 716 +1,8
10 % Kaliumchlorid
Trinkwasser +
. . 74,1 +49
15 % Kaliumchlorid
Trinkwasser +
] ) 69,6 +2,0
20 % Kaliumchlorid
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Tab. 10.6: Mittlere Transglutaminase-Aktivitat (IE

Natrium-bzw. Kaliumchloridkonzentration (n=6)

Losungsmedium

Mittlere Transglutaminase-Aktivitat

nach Erhitzung (IE g%

50 C 55 <C 60 C 65 C
Trinkwasser ohne Zusatz 89+1,3 1,5+0,2 0,3+0,1
Tris-Acetat 69,0+4,0 50,9+4,1 9,7+0,7 0,6+0,3
Trinkwasser +
_ ) 22,2+8,4 3,1+1,2 0,3+0,4 0
5 % Natriumchlorid
Trinkwasser +
_ ) 395+6,5 172+1,2 0,9+0,8 0
10 % Natriumchlorid
Trinkwasser +
_ ) 59,1+7,8 43,4 +8,9 1,9+0,1 0
15 % Natriumchlorid
Trinkwasser +
. ) 56,7+4,4 46,5+ 0,6 145+ 3,5 0
20 % Natriumchlorid
Trinkwasser +
] ) 20,1 +6,7 2,6+0,0 0 0
5 % Kaliumchlorid
Trinkwasser +
] ) 41,0+3,7 11,2+1,5 0 0
10 % Kaliumchlorid
Trinkwasser +
) ) 493+15 243+40 0,8+1,3 0
15 % Kaliumchlorid
Trinkwasser +
) ) 57,0+3,3 451+1,3 89+23 0
20 % Kaliumchlorid

g'l) nach Erhitzung in Abhangigkeit von
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Tab. 10.7: Mittlere Transglutaminase-Aktivitat (IE

Calciumchloridkonzentration (n=6)

Mittlere Transglutaminase-

20 % Calciumchlorid

Lésungsmedium Aktivitat
(IEg™")
Trinkwasser ohne Zusatz 62,7+4,2
Trinkwasser +
) ) 66,5+2,2
5 % Magnesiumchlorid
Trinkwasser +
) ) 64,7 +2,5
10 % Magnesiumchlorid
Trinkwasser +
] ) 69,6 +2,0
15 % Magnesiumchlorid
Trinkwasser +
] ) 63,0 +3,2
20 % Magnesiumchlorid
Trinkwasser +
. . 575+2,0
5 % Calciumchlorid
Trinkwasser +
) ) 56,4 + 0,6
10 % Calciumchlorid
Trinkwasser +
) ) 55,1+1,5
15 % Calciumchlorid
Trinkwasser +
53,1+1,2

g'l) in Abhangigkeit von Magnesium- bzw.
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Tab. 10.8: Mittlere Transglutaminase-Aktivitat (IE g'l) nach Erhitzung in Abhangigkeit von

Magnesium bzw. Calciumchloridkonzentration (n=6)

Mittlere Transglutaminase-Aktivitat nach Erhitzung
-1
Lésungsmedium (IEg")
50 C 55 <C 60 C 65 C
Trinkwasser ohne Zusatz 89+1,3 1,5+0,2 0,3+0,1 0
Trinkwasser +
) ] 5,0+0,5 0 0 0
5 % Magnesiumchlorid
Trinkwasser +
) ) 6,0+0,4 0,5+0,9 0 0
10 % Magnesiumchlorid
Trinkwasser +
) ) 11,5+0,7 |0,5+0,7 0 0
15 % Magnesiumchlorid
Trinkwasser +
) ] 13,2+09 |0 0 0
20 % Magnesiumchlorid
Trinkwasser +
) ] 21+1,7 0 0 0
5 % Calciumchlorid
Trinkwasser +
) ) 1,6 +0,6 0 0 0
10 % Calciumchlorid
Trinkwasser +
. . 1,1+0,4 0 0 0
15 % Calciumchlorid
Trinkwasser +
) ) 0,7+0,3 0 0 0
20 % Calciumchlorid

Tab. 10.9: Festigkeit (maximale Kompressionskraft) gegarter Heilbuttfarcen mit verschiedenen

Salzen mit (15 IE 100 g t Fisch) und ohne Transglutaminase (n=10)

Max. Kompressions-
kraft (N)
Heilbuttfarce + NaCl 254+0,9
Heilbuttfarce + NaCl+ TG [33,5+1,3
Heilbuttfarce + KClI 25912
Heilbuttfarce + KCl + TG 30,6 £4,3
Heilbuttfarce + MgCl, 32927
Heilbuttfarce + MgCl, + TG | 36,2 + 3,9
Heilbuttfarce + CaCl, 33,9+3,8
Heilbuttfarce + CaCl, + TG 35,6 3,5
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10.3 Kapitel 5

Tab. 10.10: Mittlere Festigkeit (Kompressionskraft pro Gewicht) gegarter Heilbutt-Carbonaden
in Abhangigkeit vom Zeitpunkt des Salzens (n=10; Na  CI=15 %)

Behandlungsverfahren Kompressionsk_rlaft Gewicht™
(Ng")
Versuch 1
Standard 1,2+04
Salzen vor TG 1,9+0,3
Salzen nach TG 1,7+04
Versuch 2
Standard 1,4+0,3
Salzen vor TG 1,9+0,3
Salzen nach TG 2,0+0,2

Tab. 10.11: Festigkeit (Kompressionskraft pro Gewic  ht) gegarter Heilbutt-Carbonaden in

Abhéngigkeit von Transglutaminase-Behandlungsverfah ren und —Konzentration (n=10;

NaCl=15 %)
TG-Behandlungsverfahren und ) o N
e Kompressionskraft Gewicht™ (N g™)
Standard ohne TG 86+1,1
Lake 0,15 % 7525
Lake 0,3 % 11,4+£29
Lake 0,5 % 138+1,4
Lake 1,0 % 10,4+£2,9
Lake 1,5 % 79+0,9
Injektion 0,15 % 11,7+1,.2
Injektion 0,3 % 10,3+1,3
Injektion 0,5 % 8,3+1,0
Injektion 1,0 % 113+2/4
Injektion 1,5 % 79122
Injektion 2,0 % 7,7+1,3
Injektion 3,0 % 9,9+23
Injektion 4,0 % 8,8+1,7
Injektion 5,0 % 9,4+1,3
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Tab. 10.12: Festigkeit (Kompressionskraft pro Gewic

Abhéngigkeit von Abtrocknungstemperatur und —zeit (
handlung=0,15 % TG (0,03 IE g 1 Fischprotein), 10-15 C; Lakebehandlung=0,5 % TG (

IE g'l Fischprotein), 60 min, 10-15 )

ht) gegarter Heilbutt-Carbonaden in

Behandlungsverfahren

Kompressionskraft Gewicht™

(Ng™)
Standard (5 h, 5 C) 2,7+04
Lake (5 h, 5 T) 2,8+0,6
Standard (5 h, 20 C) 2,7+0,8
Lake (5 h, 20 T) 2604
Standard (5 h, 40 C) 31+11
Lake (5 h, 40 C) 3,0+£0,7
Standard (8 h, 5 C) 26+0,5
Lake (8 h,5 ) 2,8+0,6
Standard (> 12 h, 5 C) 26+0,6
Lake (> 12 h,5 C) 2,6+0,6
Standard (5 h, 5 C) 3,8+0,5
Injektion (5 h, 5 C) 35+04
Standard (5 h, 20 C) 3,5+0,5
Injektion (5 h, 20 C) 4,0+£0,6
Standard (5 h, 40 C) 48+0,8
Injektion (5 h, 40 C) 4,0+£0,6
Standard (8 h, 5 C) 29+0,6
Injektion (8 h, 5 C) 3,3+0,4
Standard (> 12 h, 5 C) 3,1+0,6
Injektion (> 12 h, 5 C) 28+0,9

n=10; NaCl=15 %; Injektionsbe-

2,8
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Tab. 10.13: Festigkeit (Kompressionskraft pro Gewic
Abhéngigkeit von der Laketemperatur (n=10; NaCl=15

IE g'l Fischprotein), 60 min)

ht) der gegarten Heilbutt-Carbonaden in

%; Lakebehandlung=0,5 % TG (2,8

Behandlungsverfahren, Lake- | Kompressionskraft Gewicht™ (N
temperatur g'l)
Standard, 10-15 C 3004
Lake, 10-15 C 3,1+0,6
Standard, 20 C 29+0,6
Lake, 20 € 3,1+0,5
Standard, 30 T 3,3£0,5
Lake, 30 € 3,3+0,6
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