
Untersuchungen über den Einfluß von Hydrogensulfitionen 
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2. Mitteilung: Versuche mit Apfelsäften 

Von R. Adam 
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1. Einleitung 

Patulin kann auf verschiedenen Obst- und Gemüsearten 
hzw. in deren Verarbeitungsprodukten als Stoffwechsel
produkt einiger Schimmelpilze, wie z. B. Aspergillus 
clavatus, Penicillium claviforme, P. expansum, P. patulum 
undP. urticae gebildet werden 3 
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). Während die 
Giftigkeit für Pflanze und Tier schon seit längerem 
bekannt ist 8• 13), konnte in neueren Untersuchungen der 
Verdacht auf karzinogene Eigenschaften des Patulins 
zumindest bei oraler Zufuhr an Mäuse nicht bestätigt 
werden 9). Die Zerstörung des Mykotoxins in Lebensmit
teln gelingt offensichtlich nicht durch Erhitzen3, 5). Eine 
der wenigen chemischen Reaktionen zur Beseitigung von 
Patulin, die in Lebensmitteln anwendbar wäre, ist die 
Umsetzung mit schwefliger Säure bzw. Hydrogensulfitio
nen. In Mitteilung 1 wurde gezeigt, wie sich der Patulinge
halt in wäßrigen Lösungen mit und ohne Zusatz von 
Hydrogensulfit im Laufe· der Aufbewahrung bei Zim
mertemperatur verändert, wobei für die Reaktionspart
ner praxisorientierte Konzentrationen gewählt wurden 
1
). Als Fortsetzung dieser Versuche wurden nun zwei 

handelsübliche Apfelsäfte als Reaktionsmedium heran
gezogen. 

2. Untersuchungsmethodik 

2.1 Extraktion von Patulin aus Apfelsaft 

Bei der einfachen Extraktion von Apfelsaft mit Essigsäu
reäthylester wurden neben Patulin noch zahlreiche 
Begleitsubstanzen mit extrahiert, welche die nachfol
gende hochdruck-flüssigkeits-chromatographische Be
stimmungvon Patulin stören. Deshalb wurde das nachfol
gend beschriebene Extraktionsverfahren ausgearbeitet: 
50 ml Apfelsaft und 5 g Natriumchlorid in Mischzylinder (100 
ml) geben und mit 25, 20, 20 und zuletzt 15 ml Essigsäureäthyl
ester jewei.ls 4 Minuten lang schütteln. Nach dem jeweiligen 
Stehenlassen bis zur Schichttrennung (ggf. mit dünnem Draht 
die Flüssigkeitsblasen zum Platzen bringen) die überstehenden 
Extrakte mit einer Pipette vorsichtig abziehen und in einen 
weiteren Mischzylinder (100 ml) geben. 2,5 g Natriumchlorid 
und 25 ml 2,5 %ige, mit Essigsäureäthylester gesättigte 
Natriumhydrogencarbünatlösung hinzufügen und 2 Minuten 
lang schütteln. Den überstehenden Esterextrakt,in Meßkolben 
(100 ml) weitestgehend abpipettieren und die wäßrige Phase 
2mal mit je 10 ml Essigsäureäthylester je 4 Minuten lang 
schütteln. Die im Meßkolben vereinigten Esterschichten mit 2 g 
wasserfreiem Natriumsulfat versetzen, 2 Minuten lang durch 
Umstürzen durchmischen und 1 bis 2 Stunden stehenlassen. 
Davon einen möglichst großen aliquoten Teil, z.B. 7 5 ml, in ein 
Rundkölbchen abpipettieren und bei 30° C am Rotationsver
dampfer zur Trockene eindampfen. Das belüftete Kölbchen mit 
Luft spülen, die mit Essigsäureäthylester gesättigt wurde, den 
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Rückstand in 1 ml Ester aufnehmen, durch eine Filterspritze mit 
Glasfaserfilter (Porenweite 0,6 µm) in Schraubdeckelfläschchen 
mit Septum geben. 

2.2 Hochdruck-Flüssigkeits-Chromatographie 

Gerät: Hochleistungs-Flüssigkeitschromatograph mit Trenn
säule µ-Porasil (Länge 300 mm; Innendurchmesser 3,9 mm; 
Teilchendurchmesser 10 µm) der Fa. Waters Ass. Ltd. 
Fließmittel: Mischung von Diisopropyläther und Dichlorme
than (95:5) mit 0,1 % Eisessig. 
Detektor: UV-Spektrophotometer (LC 55) der Fa. Perkin 
Eimer, auf eine Wellenlänge von 277 nm eingestellt. 
Auswertung: Integrator (Autolab, System IV) der Fa. Spectra
Physcs. 
Je nach Größe des zu erwartenden Patulin-Signals wurden 10 
oder 20 µ1 gereinigter Essigsäreäthylester-Extrakt für die 
Bestimmung verwendet. Zur Absicherung der Retentionszeit 
wurden vor und nach jeder Reihe von Einzelbestimmungen 
mehrfach 5 µl einer Patulin-Standardlösung (s. 2.4) in den 
Chromatographen eingespritzt. Sofern gegen Ende einer Ver
suchsperiode die Konzentration des Patulins soweit abgesunken 
war, daß das Patulin-Signal nur noch schwierig zu erfassen war 
(ab etwa 5 bis 10% der Ausgangsmenge), wurden den Proben 
bekannte Mengen Patulin-Standard beigemischt. Die Überprü
fung dieses Verfahrens mit bekannten Patulin-Ausgangsmen
gen ergab Standardabweichungen vom theoretischen Wert von 
max. 4%. 

2.3 S0 2-Bestimmungen 

Die Bestimmung des Gesamtgehaltes an schwefliger 
Säure wurde nach Reith- Willerns 16

) durchgeführt, die 
freie schweflige Säure wurde jodometrisch 17

) bestimmt. 

2.4 Patulin-Lösungen 

Patulin-Standardlösungen: 5,1 bzw. 5,3 mg Patulin in 250 ml 
Essigsäureäthylester. 

Patulin-Versuchslösung Nr. 1: 204 µg Patulin in 2000 ml 
Apfelsaft I (rund 100 ppb Patulin). 

Patulin-Versuchslösung Nr. 2: 204 µg Patulin und 593,5 mg 
Natriumdisulfit in 2000 ml Apfelsaft I (200 ppm SO„ rund 
100 ppb Patulin). 

Patulin-Versuchslösung Nr. 3: 212 µg Patulin und 593,5 mg 
Natriumdisulfit in 2000 ml Apfelsaft II (200 ppm SO„ rund 
100 ppb Patulin). . 

Patulin-Versuchslösung Nr. 4: 212 µg Patulin und 296,8 mg 
N atriumdisulfit in 2000 ml Apfelsaft II ( 100 ppm S02 , rund 
100 ppb Patulin). 

Patulin-Versuchslösung Nr. 5: 212 µg Patulin und 296,8 mg 
Natriumdisulfit in 2000 ml Apfelsaft II (100 ppm SO„ rund 
100 ppb Patulin), nach der Herstellung 20 Minuten lang auf 
75° C erhitzt, innerhalb 15 Minuten mit Leitungswasser auf 
Zimmertemperatur abgekühlt. 

Die Zugabe der für die einzelnen Versuchslösungen erforderli
chen Patulinmengen erfolgte durch Abpipettieren eines ent-
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sprechenden Volumens Patulin-Standardlösung. 
Die mit I und II bezeichneten Apfelsäfte waren Handelsware 
von uns bekannter Herkunft und enthielten kein Patulin. 
Alle Versuchslösungen wurden bei Zimmertemperatur im Dun
keln aufbewahrt und nach jeder Probenahme mit Stickstoff 
gespült. 

3. Versuchsergebnisse und Diskussion 

In dem Apfelsaft, der nur mit Patulin versetzt, jedoch 
nicht geschwefelt worden war (Patulin-Versuchslösung 
Nr. 1), blieb der Patulingehalt innerhalb von etwa 30 
Tagen nahezu unverändert (Abb. 1, Kurve 1) und verrin
gerte sich dann sehrlangsam im Verlauf von weiteren 270 
Tagen auf 55%. 
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Abb. 1. zeitliche Abnahme des Patulingehalts in ungeschwefeltem 
Apfelsaft (Kurve 1) und in zwei mit 200 ppm S02 versetzten Apfelsäften 
Verschiedener Herkunft (Kurven 2 und 3). 

200 ppm Schwefeldioxid bewirkten in dem mit rund 100 
ppb Patulin versetzten und bei Raumtemperatur unter 
Stickstoff gelagerten Apfelsaft der Herkunft I (Versuchs
lösung Nr. 2) innerhalb von 10 Tagen eine Patulinab
nahme auf die Hälfte, innerhalb von 45 Tagen auf weniger 
als 5% (Abb. 1, Kurve 2). Die Extrapolation der Abnah
mekurve läßt eine Abnah.me bis auf nahezu 0 % nach etwa 
60 Tagen erwarten. In dem gleich behandelten Apfelsaft 
der Herkunft II (Versuchslösung Nr. 3) dauerte die 
Verringerung des Patulingehaltes auf 50% ebenfalls 10 
Tage, auf weniger als 5%etwa 75 Tage(Abb. 1, Kurve 3). 
Die Geschwindigkeit des Patulinabbaus ist also, wie zu 
erwarten, von Saft zu Saft etwas verschieden. 
Halbierung des Schwefeldioxidzusatzes zu Apfelsaft II 
(Versuchslösung Nr. 4) führte zu einer wesentlichen 
Verlangsamung der Reaktion: waren mit 200 ppm Schwe
feldioxid in Versuchslösung Nr. 3 nach 10 Tagen noch 
50% Patulin auffindbar, so konnten mit 100 ppm nach 
demselben Zeitraum noch rund 7 5 % nachgewiesen wer
den. Erst nach 40 Tagen war in Versuchslösung Nr. 4 die 
Hälfte des zugesetzten Patulins abgebaut (Abb. 2, Kurve 
4). Durch Extrapolation der weiteren Patulinabnahme 
nach dem letzten Meßpunkt abgeschätzt, sinkt die Patu
linkonzentration erst nach etwa 200 Tagen in die Nähe 
von 0% ab. 
Die kurzfristige Erhöhung der Reaktionstemperatur auf 
75' C zu Beginn des Versuchs (Versuchslösung Nr. 5), · 
führte mit nur 100 ppm S02 zu einem solch raschen 
Patulinverlust (Abb. 2, Kurve 5), daß die Abnahmekurve 
ähnlich verläuft wie bei Zusatz von 200 ppm S02 bei 
Zimmertemperatur (Abb. 2, Kurve 3). 
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Abb. 2. Zeitliche Abnahme des Patulingehalts in einem Apfelsaft nach 
Sulfitierung mit 200 ppm S02 (Kurve 3), 100 ppm S02 (Kurve 4) und 
100 ppm S02 nach kurzfristigem Erhitzen (Kurve 5). 
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Abb. 3. Verlust an freier schwefliger Säure in den beiden mit 200 ppm 
S02 versetzten Apfelsäften (Kurven 5 und 6), in den mit 100 ppm 
versetzten Apfelsaftproben ohne (Kurve 9) und mit kurzfristigem 
Erhitzen (Kurve 10). 

Die zeitliche Änderung der Gehalte an freier und gesam
ter schwefliger Säure ist in Abb. 3 zusammengefaßt. Die 
Kurven 5 .und 6 zeigen die Verluste an freier schwefliger 
Säure in den beiden Patulinversuchslösungen Nr. 2 und 3 
auf,diemit jeweils rund 100 ppbPatulinund 200 ppmS02 

angesetzt worden waren. Die Gehalte an freier schwefli
ger Säure der Versuchslösungen Nr. 4 und 5 (jeweils rund 
100 ppb Patulin und 100 ppm S02 ; bei Nr. 5 20 Minuten 
auf 7 5° C erhitzt) sind in den Kurven 7 und 8 wiedergege
ben. Da der Kopfraum der Probenbehälter nach jeder 
Saftentnahme mit Stickstoff gespült wurde, konnte der 
Gehalt der gesamten schwefligen Säure durch Oxidation 
mit Luftsauerstoff nicht beeinflußt werden. Die Verringe
rung des Gehaltes an gesamter schwefliger Säure verlief 
deshalb entsprechend langsam. Zur Veranschaulichung 
dieser langsamen Konzentrationsabnahmen wurden in 
Bild 3 die Gehalte an gesamter schwefliger Säure für die 
Versuchslösungen Nr. 4 und 5 mit eingezeichnet. Der 
Verlauf der Kurven entspricht im wesentlichen den 
Erwartungen: geringer Gehalt an freier schwefliger Säure 
geht konform mit langsamem Patulinabbau und umge
kehrt. 
Prinzipiell ließe sich also Patulinin Apfelsaft durch Zusatz 
kleiner SO,-Mengen relativ rasch beseitigen, besonders 
wenn die Sulfitierung mit einer Hitzebehandlung kombi
niert würde. Wünschenswerter wäre allerdings die Verar
beitung ausschließlich von patulinfreier Ausgangsware. 
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Zusammenfassung 

Die Abnahme des Patulingehaltes in Apfelsaft mit und ohne 
Zusatz von Natriumhydrogensulfit wurde im Laufe der Lage
rung bei Zimmertemperatur untersucht. Als Ausgangsmengen 
wurden 100 ppb Patulin und 100 bzw. 200 pprn S02 gewählt. 
Bereits ohne Hydrogensulfit-Zusatz verringerte sich der Patu
lingehalt: nach etwa einem Jahr war nur noch die Hälfte der 
Ausgangsmenge nachweisbar. Mit 200 ppm S02 nahm der 
Patulingehalt schon innerhalb 10 Tagen um 50% ab, mit 100 
ppm S02 erst nach 40 Tagen. Kurzfristiges Erhitzen (20 min, 
7 5° C) unrnittelbarnach der Sulfitierung mit 100 pprn S02 führte 
ebenfalls innerhalb von 10 Tagen zu einer Patulinabnahme um 
50%. 

Summary 

The decre3.se of the patulin tontent in apple juice with and 
without sodium hydrogen sulfite during storage at room tempe
rature was investigated. Initial quantites were 100 ppb patulin, 
and 100 and 200 ppm S02, resp. The patulin content was found 
to decrease already without sulfitation. Only half of the initial 
quantity was still detected after about one year. l!J presence of 
200 ppm S02 the patulin decreased by 50% already within 10 
days, in presence of 100 ppm S02 only after 40 days. A 50% 
decrease ofthe patulin contentwithin 10 days was also recorded 
when the apple juice was exposed to heat (20 min, 75° C) 
immediately following the sulfitation using 100 ppm S02 • 

RCsume 

On a determine la diminution de teneur en patuline dans du jus 
de pommes avec et sans adjonction de bisulfure de sodium au 
cours du stockage a temperature ambiante. Comme quantites de 
depart, Oll a choisi l 00 ppb de patu]ine et 100 OU 200 ppm de SO,_ 
D6jA sans adjonction de bisulfure de sodium, la teneur en 
patuline avait diminue: au bout d'environ un an, on n'a pu 
deceler que la moitie de la quantite de depart. Avec 200 pprn de 
S02, la teneuren patuline adeja diminue de 50% au bout de 10 
jours et avec 100ppm deS02, au bout de 40 jours seulement. Un 

rCchauffement de courte duree (20 min, 75° C) aussitöt apres 
l'addition de 100 ppm de S02 a conduit egalement au baut de !() 
jours a une perte de 50% en patuline. 
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Herrn Prof Dr. H. K. Frank, Institut für Biologie der Bundesfor
schungsanstalt für Ernährung, danke ich für die Anregung zu der 
vorliegenden Arbeit und für die Überlassung einer Patulinprobe 
sowie zahlreicher Literatur. 

Qualität und Lagerverhalten heiß geräucherter Fischereiprodukte 

III. Mikrobiologie und Einfluß der Räucherintensität auf die Haltbarkeit von Heilbutt, Bückling und Aal 

Von G. Karnop 

Aus dem Institut für Biochemie und Technologie der Bundesforschungsanstalt für Fischerei, Hamburg 

1. Einleitnng 

Zwei vorangehende Mitteilungen über Untersuchungen 
an einigen heiß geräucherten Fischereiprodukten befaß
ten sich mit Qualitätsparametern der rauchtrischen Ware 
und den Haltbarkeiten, die diese Erzeugnisse unter 
ve_rschiedenen Bedingungen der Temperatur und Abpak
kung zunächst nach rein sensorischen Gesichtspunkten 
aufwiesen t, 2). IndervorliegendenMitteilungwerdendie 
mikrobiologischen Veränderungen . wiedergegeben, die 
diese Produkte während der Lagerung erlitten. Außer
dem wird der Räucherintensität wegen ihrer großen 
Bedeutung ein besonderes Kapitel gewidmet. 
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2. Methoden 

Die bakteriologischen Untersuchungen erfolgten wie 
bereits in der ersten Mitteilung dargestellt 1

). Insgesamt 
·fielen dabei 1100 Gesamtkeimgehaltshestimmungen an. 
Der Vollständigkeit halber muß erwähnt werden, daß an 
10 Heilhuttstücken die in den bakteriellen Verderbsflo
ren vorkommenden Saprophyten-Genera quantitativ 
ermittelt wurden und eine Ansprache sichtbarer Ver
schimmelungen nach Menge und Form der Pilzkolonien 
stattfand: 

leichter Befall: höchstens 2 Bücklinge bzw. Heilbuttstücke einer 
Kiste oder 2 von 15-20 Aalen kleinflächig verpilzt. 
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