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Creatinausbliihungen auf der Oberflache vorverpackter fermentierter
Rohwiirste
Creatine blooms on the surface of prepackaged fermented sausages
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Zusammenfassung

Weilde, kristalline Ausblihungen auf Oberflachen diinnkalibriger, vorverpackter fermentierter
Rohwirste wurden erstmals zweifelsfrei als Creatin identifiziert. Das Massenspektrum des
unbehandelten Belages war nahezu identisch mit dem von Creatin. Enzymatisch wurde ein
Gehalt von 83 % Creatin pro Gramm Belag ermittelt. Da die kristalline Form als Creatin-
Monohydrat vorliegt, ist von einem Gehalt von 94 % Creatin-Monohydrat in den Aus-
bluhungen auszugehen. Als Quelle des Creatins wurde das fleischeigene Creatin ermittelt,
dessen Gehalt in den Wirstchen bei 2,43 mg/g lag. Fur die qualitative Untersuchung weiler
Rohwurstbelage auf Creatin wird ein Schnelltest auf der Grundlage der VOGES-PROSKAUER
Reaktion vorgeschlagen.

Summary

White, crystalline blooms on the surface of small-caliber prepackaged fermented sausages
have been identified for the first time unambiguously as creatine. The mass spectra of the
untreated blooms and of creatine were almost identical. By enzymatic analysis a content of
83 % creatin per gram of coating material was determined. Since the crystalline form of
creatine is creatine monohydrate, the creatine monohydrate content would amount to 94 %.
Meat-borne creatine was identified as the source of creatine in the blooms. Its concentration
in the sausages was 2,43 mg/g. For the qualitative determination of creatine in white
sausage blooms a rapid test based on the Voges-Proskauer reaction is suggested.

Creatin — Voges-Proskauer Test — vorverpackte fermentierte Rohwurst —

Schisselworter unerwinschter Oberflachenbelag

creatine — Voges-Proskauer test — prepackaged fermented sausages —

Key Words undesired surface coating

Einleitung

Weillliche Ausblihungen auf Oberflachen
von geraucherten oder luftgetrockneten
(nicht schimmelgereiften) fermentierten
Rohwirsten wurden in der Vergangenheit
regelmafig beobachtet. Etwa ab Mitte der
80er Jahre fiel dieses Phanomen bei
Folienpackungen mit Schutzatmosphare
auf (KUHNE et al. 1986). Sowohl die tech-
nologischen Voraussetzungen als auch
die stoffliche Ursache dieser Erscheinun-
gen wurden bislang nicht systematisch
erforscht. Zwar ist bekannt, dass dieses

Phanomen bevorzugt bei Uber einen lan-
geren Zeitraum kuhl gelagerten, vorver-
packten Rohwirsten auftritt, die genauen
Bedingungen fir eine experimentelle In-
duktion dieser Erscheinung sind jedoch
unbekannt. In den meisten Fallen blieb
auch unklar, woraus diese Belage beste-
hen. Kolonie- bzw. Rasen bildende weil3-
pigmentierte Bakterien oder Schimmel-
pilze konnten mikroskopisch und durch
mikrobiologische Analyse der Oberfla-
chenflora stets ausgeschlossen werden.
Ebenso schied eine Salzkrustenbildung
durch Nitritpdkelsalz (NaCl/NaNQO,) aus,



Kréckel, L. et al. (2003) Mitteilungsblatt BAFF 42, Nr. 159

da weder Chlorid noch Nitrit in nennens-
werten Mengen nachgewiesen werden
konnten. Erstmals ausfihrlicher untersucht
wurde ein Belag, der bei der Langzeitlage-
rung von Rohwirsten in Stickstoff be-
gasten Folienbeuteln nach 3-5 Monaten
Lagerung auftrat (KUHNE et al. 1986). Da-
mals wurde aus dem Gehalt des weillen
Belages an Magnesium (7,6-10,2 %) und
racemischer Milchsaure (je 26 % D(-)- und
L(+)-Lactat) auf einen schwerléslichen Mg-
Lactat-Komplex (Mg-DL-Lactat) ge-
schlossen; zusatzlich wurde ein NaCl-
Gehalt von 1% angegeben. In anderen
Fallen wurde jedoch weder Magnesium
noch Lactat in ausreichenden Mengen
nachgewiesen, so dass eine zufrieden-
stellende Erklarung der Zusammenset-
zung der Belage nicht moglich war.

Vertriebsbedingte Temperaturanderungen
wie etwa Lagerung der Fleischerzeugnisse
bei Raumtemperatur nach langerer Kuhl-
lagerung oder Wechsel zwischen Kihlla-
gerung und Lagerung bei Raumtemperatur
begilnstigten die Ausbildung dieses Pro-
duktdefektes. Der Handel weist derart
auffallige Chargen ab, da sie nicht der
Verbrauchererwartung entsprechen. Dem
Laien erscheinen die Produkte entweder
mikrobiologisch nicht einwandfrei oder
Uberlagert. In beiden Fallen wird er in der
Regel keine positive Kaufentscheidung
treffen. FUr den Hersteller, der das gleiche
Produkt zumeist bereits seit Jahren erfolg-
reich vermarktet, kann dies mit schwer-
wiegenden finanziellen Einbufen verbun-
den sein.

Die Einsendung einer Probe dunnkalibri-
ger, vorverpackter fermentierter Rohwurst-
chen durch einen betroffenen Hersteller
bot die Gelegenheit, das Problem neu zu
bearbeiten. Im vorliegenden Fall wurden
die weilllichen Belage an der Oberflache
der Wurstchen nahezu ausschlief3lich als
Ausblihungen von Creatin identifiziert.

Material und Methoden

Probenmaterial. Von einem Rohwursther-
steller wurden 20 Rohwirstchen ,nach
Salami-Art" von 1 cm Durchmesser und
20-25 cm Lange im Naturdarm (Saitling)

in einer Folienpackung unter Schutzgas-
atmosphare zur Untersuchung eingesandt
(3 Wochen vor Ablauf des MHD). Die Ge-
samteinwaage laut Hersteller war 456 g.
Das Produkt enthielt It. Zutatenliste
Schweinefleisch, Schweinespeck, Koch-
salz, Gewirze, Traubenzucker, Ge-
schmacksverstarker (E 621, Speise-
wulrze), Schafssaiting und Konservie-
rungsstoffe (E 250, Rauch). Der beman-
gelte Defekt war zunachst nicht erkennbar.
Erst nach wiederholten Temperaturwech-
seln (Kuhlschrank /Raumtemperatur) zeig-
ten sich massive weildliche Ausblihungen
an der Wurstoberflache (Abb. 1). Von dem
so entstandenen Belag wurden ca. 25 mg
vorsichtig gewonnen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass moglichst keine Darm- und
darmnahen Bestandteile mit entfernt
wurden. Das erhaltene weillliche Pulver
wurde in einer Wageschale gesichtet und
in zwei Chargen sortiert, eine relativ
einheitliche Charge | (ca. 10 mg) und eine
weniger einheitliche Charge Il (ca. 15 mg).
Fur quantitative und massenspektro-
metrische Untersuchungen wurde Charge
| herangezogen.

Chemische Schnelltests. Fur den qualitati-
ven Nachweis von Magnesium wurde eine
Mikrospatelspitze der pulverférmigen Pro-
be nacheinander mit je einem Tropfen
ethanolischer Chinalizarin-Lésung (15 mg
/ml) und 2 M NaOH versetzt. Bei Anwe-
senheit von Magnesiumionen erfolgt eine
charakteristische Blaufarbung. Fir den
qualitativen Nachweis von Chlorid wurde
ein Aliquot der Probe in Wasser geldst
(1 mg/ml). Davon wurden 20 uyl mit der
gleichen Menge 0,1 N AgNO; versetzt. Bei
Anwesenheit von Chlorid bildet sich ein
weilter Niederschlag. Als positive Refe-
renz wurden seriell verdinnte NaCl-Lo-
sungen verwendet. Das Vorliegen von
Guanidylgruppen wurde nach dem Prinzip
der VOGES-PROSKAUER Reaktion nach-
gewiesen (ANONYM 1999; VOGES und
PROSKAUER 1898). Dazu wurde eine Mi-
krospatelspitze der pulverférmigen Probe
in 1 ml einer 50 mM wassrigen Acetoin-Lo-
sung geldst und nacheinander mit 0,2 mi
40 % KOH und 0,6 ml 5 % ethanolischer
a-Naphtol-Lésung versetzt. Eine sich nach
wenigen Minuten bildende Rotfarbung
(roter Ring nahe der Flissigkeit/Luft-



Kréckel, L. et al. (2003) Mitteilungsblatt BAFF 42, Nr. 159

Grenzflache oder, wie in Abb. 2, homo-
gene Farbung nach Durchmischung)
zeigte eine positive Reaktion an. Die Re-
aktion wurde in 7,5 cm hohen Reagenz-
réhrchen mit einem Querschnitt von 1 cm
durchgefuhrt. Die Nachweisgrenze des
Tests lag bei 10-20 pg Creatin.

Quantitative enzymatische Bestimmungen.
Die anteiligen Mengen an D(-)- und L(+)-
Lactat sowie Creatin und Creatinin in den
Rohwurstausblihungen wurden enzyma-
tisch bestimmt (ANONYM 1981 1984;
ETTEL und TUOR 1977). Die bendtigten
Reagenzien wurden von Roche Diagnos-
tics bzw. R-Biopharm bezogen. Die Tests
wurden nach Vorschrift des Herstellers
durchgefuhrt. Die Gehalte von Creatin,

Creatinin sowie von D(-)- und L(+)-Lactat
in Rohwurst wurden nach Perchlor-
saureaufschluss (ANONYM 1981) von ca.
15 g Rohwurst (ohne Hulle) bestimmt. Die
Gehalte von Creatin und Creatinin wurden
zusatzlich in dem vom Rohwursthersteller
mitgelieferten Rohwurstgewurz bestimmt.

Massenspekrometrie. Ein Finnigan
MAT 8500 Massenspektrometer mit Di-
rekteinlass und El-positiver Messung
(70 eV) wurde zur Aufnahme der Massen-
spektren des Rohwurstbelages und von
Creatin genutzt. Aufgrund der optisch
relativ homogenen Probe wurde ein Ali-
quot des Belages ohne jede weiteren
Reinigungsschritte direkt eingesetzt.

Abb. 1: Weille Ausblihungen auf dinnkalibrigen, vorverpackten Rohwursten
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Abb. 2: Schnelltest fir den Nachweis der Guanidylgruppen von Creatin und Arginin.
Die Testansatze 1 - 6 (von links nach rechts) enthalten 160, 80, 40, 20, 10 und 0 ug
Creatin'H,O; Ansatz 7 enthalt 160 ug Creatinin; Ansatz 8 enthalt 80 ug L-Arginin'HCI

Ergebnisse

Schnelltests auf Magnesium und Chlorid
verliefen negativ bzw. zeigten nur Spuren-
konzentrationen an (0% Magnesium,
0,04 % Chlorid). Auch Lactat konnte nicht
nachgewiesen werden. Sowohl Kochsalz
als auch Magnesiumlactat kamen somit
nicht als Ursache des weillen Belages der
Rohwirstchen in Betracht. Von weiteren
Standarduntersuchungen auf zusatzliche
lonen und Aminosauren wurde abge-
sehen, da diese bereits bei frGheren Un-
tersuchungen wiederholt negativ waren
(KUHNE et al. 1986; KUHNE et al. unverof-
fentlicht).

Der modifizierte Voges-Proskauer Test
reagierte stark positiv mit dem Rohwurst-

belag sowie den Reinsubstanzen von
Arginin und Creatin, nicht aber mit
Creatinin (Abb. 2). Damit lag nahe, dass
Creatin ein wesentlicher Inhaltsstoff des
Belages sein konnte. Die massenspektro-
metrische Untersuchung bestatigte diese
Vermutung zweifelsfrei. Die dominanten
Massen des Creatins (m/z=43; Abspal-
tung des Aminoiminomethylrests im Zuge
einer o-Spaltung und m/z=113; Wasser-
abspaltung) wurden auch flr den Belag
gefunden (Abb. 3). Die groRe Ahnlichkeit
der beiden Spektren lie einen sehr hohen
Creatin-Gehalt des Belages vermuten. Die
quantitative enzymatische Bestimmung
ergab einen Gehalt von ca. 83 % Creatin.
Der Creatinin-Gehalt lag dagegen unter
der Nachweisgrenze des Enzymtests
(Tab. 1).

Tab. 1: Ergebnisse der enzymatischen Bestimmungen

Probe Creatin (mg/g) Creatinin (mg/g) | D(-)-Lactat (mg/g) | L(+)-Lactat (mg/g)
Rohwurstbelag 830 <50 <16 <16
(Charge 1) (Nwg = 30) (Nwg = 50)
Rohwurst 2,43 0,42 2,89 7,99

(Nwg = 0,3) (Nwg = 0,3) (Nwg =0,2) (Nwg =0,2)
Gewiirz <3 <3 <3 <3

Messfehler < 5%; Nwg, Nachweisgrenze

10
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Der pH-Wert der Wadarstchen lag nach
Homogenisieren in 0,9 % NaCl bei
pH 5,86 und bei direkter Messung mittels
Einstichelektrode bei pH 5,77. Die Gehalte
an Creatin, Creatinin sowie D(-)- und L(+)-
Lactat sind in Tab. 1 zusammengefasst,
die entsprechenden Gehalte im Rohwurst-
gewlrz lagen unterhalb der Nachweis-
grenze. Die mikrobiologische Unter-
suchung der Rohwurst (ohne Darm) ergab
eine Gesamtkeimzahl von 10°® KBE/g und
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fur die Milchsaurebakterien weniger als
10* KBE/g. Der a,-Wert der Wirstchen
war 0,812. Das Ergebnis der mikrobio-
logischen Untersuchung, der relativ hohe
pH-Wert sowie der relativ niedrige D(-)-
Lactat-Wert der Wurst deuten darauf hin,
dass es sich bei den dunnkalibrigen
Rohwirstchen um ein kaum fermentiertes,
vor allem durch Trocknung stabilisiertes
Erzeugnis handelt.
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Abb. 3: Massenspektiren vom Rohwurstbelag und von Creatin-Monohydrat

Diskussion

Fir die Entstehung von Ausblihungen auf
der Oberflache von vorverpackten Roh-
wlrsten kommen zunachst solche Inhalts-
stoffe in Betracht, die in der Rohwurst in
grolierer Konzentration vorliegen. Dazu
zahlt sicherlich die Milchsaure, deren Ge-
samtmenge sich aus der fleischeigenen
Milchsaure des post rigor Muskels und der
im Zuge der Rohwurstfermentation von
den Milchsaurebakterien aus Zuckerstof-
fen produzierten Milchsdure zusammen-
setzt. In fermentierten Rohwirsten ist je
nach Rohwurst-Typ mit einem Lactat-Ge-
halt von 8- 14 g/kg (lang gereifte Produkte
franzosischer Art) oder mit bis zu 25 g/kg
Trockengewicht (kurz gereifte Produkte
belgischer/deutscher Art) zu rechnen
(GIRARD et al. 1989 coref. KROCKEL 1995;
DE KETELAERE et al. 1974 coref. DAINTY
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und BLOM 1995). L(+)-Lactat entsteht im
Muskel von S&ugetieren vor allem aus
dem Abbau von Glykogen. Zur Rohwurst-
herstellung eingesetztes  Frischfleisch
enthalt bereits bis zu 100 mmol L(+)-
Lactat/kg. Im Vergleich dazu liegt der
Anteil des Magnesiums im post rigor
Muskel mit 10 mmol/kg (LAWRIE 1995)
deutlich niedriger. Allerdings wirde bereits
ein Bruchteil dieser Menge ausreichen, um
die von KUHNE et al. (1986) beschrie-
benen Ausblihungen von Mg-DL-Lactat
zu erhalten.

Da im aktuellen Fall weder Lactat noch
Magnesium in den Ausblihungen gefun-
den wurden, richtete sich der Blick auf
andere potentiell ursachliche Fleisch-
komponenten. Dabei fiel der relativ hohe
Gehalt an Creatin auf.
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Der post rigor Muskel enthalt ca. 75 %
Wasser, 19 % Proteine, 2,5 % Lipide,
1,2 % Kohlenhydrate und 2,3 % verschie-
dene l6sliche, nicht proteinartige Verbin-
dungen (LAWRIE 1995). Der Anteil anor-
ganischer Bestandteile liegt bei 0,65 %,
wobei Phosphat und Kalium mit 0,20 und
0,35 % am haufigsten vorkommen. Die
I6slichen N-haltigen, nicht proteinartigen
Verbindungen setzten sich zusammen aus
0,55 % Creatinin, je 0,35 % Aminosauren
und Carnosin/Anserin, 0,3 % Inosin-
monophosphat und 0,1 % di- und tri-
phosphorylierte Nukleotide. Dabei dirfte
sich der angegebene Wert fir Creatinin
auf die Summe aus Creatin (Cr), Creatin-
phosphat (CrP) und Creatinin (Cn) bezie-
hen.

Anderen Quellen =zufolge findet man
Creatin-Gehalte von 0,3-0,6 % in frischem
Rindfleisch (BELITZ und GROSCH 1987),
0,05-0,4 % im Muskelsaft der Wirbeltiere
(ROMPP 1995), bis zu 35 mmol Creatin
(ca. 5g/kg ) sind in rohem Fleisch ent-
halten (HARRIS et al. 1997), ein Wert wie
er auch fur Schweinefleisch angegeben
wird (BALSOM et al. 1994). In Hahnchen-
brust und Rindfleisch (stewing beef)
wurden 32 und 28 mmol/kg nach-
gewiesen. Im Vergleich dazu liegen die
Creatinin-Gehalte in frischem Fleisch
lediglich bei 1-3% der Creatin-Gehalte.
Erst langeres Kochen fuhrt zu hdheren
Creatinin-Gehalten (CAMBERO et al. 1992;
DEL CAMPO et al. 1998; HARRIS et al.
1997). Generell beglnstigt eine thermi-
sche Behandlung von Creatin-haltigen
Losungen die Bildung von Cn, welches
aus diesem Grund im Fleischextrakt in
héherer Konzentration vorliegt als im ro-
hen Fleisch.

Creatinin ist ein Abbauprodukt des Crea-
tins und wird im lebenden Organismus
Uber die Niere ausgeschieden, wahrend
Creatin resorbiert wird. Rohes Fleisch ent-
halt daher vor allem Creatin. Ursache flr
den Abbau von Creatin ist die Instabilitat
des Creatins in wassriger Losung und die
damit verbundene, unter Wasseraus-
schluss und intramolekularem Ringschluss
erfolgende Umwandlung in Creatinin.
Creatinphosphat ist ein Energiepuffer im
lebenden Muskel und liegt im Fleisch
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praktisch nicht vor. Im ruhenden Muskel
findet man 25 mM Creatinphosphat und
13 mM Creatin (STRYER 1991).

Die relativ hohen Konzentrationen von
Creatin im Fleisch erklaren sich dadurch,
dass die phosphorylierte Form des Crea-
tins eine wichtige Reserve flir die Rege-
neration des ATP im arbeitenden Muskel
darstellt. Chemisch gesehen ist Creatin
eine niedermolekulare organische Ver-
bindung mit einem Molekulargewicht von
131 g/mol. Creatin besitzt eine N-Methyl-
guanidinogruppe, weist also strukturelle
Ahnlichkeit zu Arginin auf, das eine
Guanidinogruppe im Molekul enthalt (vgl.
Abb. 3). Creatin wurde 1835 von
CHEVREUL erstmals beschrieben und
nach dem griechischen Wort fir Fleisch
(kreas) benannt. In konzentrierten wass-
rigen Lésungen bildet es farblose, mono-
kline Kristalle (ANONYM 2001). Ein Gramm
des Monohydrates 16st sich in 75 ml
Wasser (bei 20 °C). Diese relative geringe

Loslichkeit erklart die Neigung des
Creatins zu Ausblihungen auf Roh-
wurstoberflachen.

Untersuchungen zum Creatingehalt in
fermentierten Rohwursten lagen bislang
nicht vor. Wie unsere Ergebnisse zeigen,
bewirkt der Herstellungsprozess keine
wesentliche Veranderung des Creatinge-
haltes.

Ausgehend von der Gesamtlange der
Wirstchen und dem mittleren Kaliber
wurde die gesamte Wurstoberflache nahe-
rungsweise auf 1500 cm? geschatzt. Nicht
die gesamte Wourstoberfliche sondern
etwa 50 % waren von den Ausblihungen
betroffen. Die durch Abstreifen gewon-
nene Belagmenge betrug ca. 25 mg, so
dass von 33-35pug Belag/cm? ausge-
gangen werden kann. Ausgehend von der
Einwaage (456 g), einem Fettgehalt der
Wirstchen von 50 %, einem Trocknungs-
verlust von 50 % und einem Creatingehalt
im Schweinefleisch von 5 g/kg errechnet
sich eine Gesamtmenge von 2,28 g Crea-
tin (2280 mg). Die Ausblihungen entspre-
chen damit lediglich 1-2 % des vorhan-
denen Creatins.
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Kristalline, oberflachliche Ausblihungen
auf Rohwursten lassen sich mit dem hier
neu beschriebenen Schnelltest ohne gro-
Ren Aufwand auf die mogliche Anwesen-
heit von Creatin prifen. Das Nachweis-
prinzip beruht auf dem in der Mikrobiologie
bekannten Voges-Proskauer-Test zum
Nachweis von Acetoin, das z.B. von be-
stimmten Enterobacteriaceae und Milch-
saurebakterien in Glucose haltigen Nahr-
medien gebildet wird (LEVINE et al. 1934,
O'MEARA 1931, LEIFSON 1932, BARRIT
1936). In der hier beschriebenen Form
wird Acetoin im stark alkalischen Milieu
mittels Luftsauerstoff zu Biacetyl oxidiert,
welches mit freien Guanidylgruppen und
1-Naphthol rot gefarbte Verbindungen er-
gibt. Solche Gruppen finden sich im Crea-
tin, Arginin, Agmatin, der Guanidinoessig-
saure und Dicyanamid (EDDY 1961).

Traditionell wird zum Nachweis von
Creatin und Creatinin die FOLIN-Methode
herangezogen. In der sog. JAFFE-
Reaktion reagiert hier das Creatinin mit
alkalischem Pikrat. Creatin muss dabei
jedoch erst durch langeres Erhitzen in
saurem Milieu in Creatinin umgewandelt
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