Untersuchungen uber den Emﬂuﬁ von Hydrogensulﬁtmnen
o auf das Schlmmelpﬁzglﬂ Patalm :

2 ‘\/htieﬂung Versuche mit Apfelsaften

VonR Adam L

Institut fiir Lebensmittelchemle der Bundesforschungsanstait fur Emahrung, Ka}:isruhe S

1. Ei_i:deituiag- -

Patulin kann auf verschiedenen Obst- und Gemiisearten

bzw. in deren Verarbeitungsprodukten als Stoffwechsel- -

produkt einiger Schimmelpilze, wie z. B. Aspergillus

clavatus, Penicillium claviforme, P. expansum, P. patulum

undP. urticae gebildet werden?:#: 1 113,14y Wiihrend die
Giftigkeit fiir Pflanze und Tier schon seit lingerem
bekannt ist®**?), konnte in neueren Unterstuchungen der
Verdacht auf karzinogene Eigenschaften des Patulins
zumindest bei oraler Zufuhr an Miuse nicht bestiitigt
werden ). Die Zerst6rung des Mykotoxins in Lebensmit-
teln gelingt offensichtlich nicht durch Erhitzen® %). Eine
der wenigen chemischen Reaktionen zur Beseltlgung von
Patulin, die in Lebensmitteln anwendbar wire, ist die
Utnsetzung mit schwefliger Siure bzw. Hydrogensulfitio-

nen. In Mitteilung 1 wurde gezeigt, wie sich der Patulinge-

halt in wéBrigen Losungen mit unid ohne Zusatz von

Hydrogensulfit im Laufe der Aufbewahrung bei Zim-

mertemperatur verdndert, wobei fiir die Reaktionspart-

ner praxisorientierte Konzentrationen gewihlt wurden-

). Als Fortsetzung dieser Versuche wurden nun zwei
handelsiibliche Apfelsafte als Reaktmnsmedmm heram
gezogen :

2 Untersuchamgsmethodlk

2. 1 Exrraknon von Patulm aus Apfelsaft

Bel der emfachen Extraktlon von Apfelsaft mit Ess1gsau~ '

redithylester: warden neben Patulin noch zahireiche
Begleitsubstanzen mit extrahiert, welche die nachfol-

gende hochdruck-fliissigkeits-chromatographische Be--

stimmung von Patulin stéren. Deshalb wurde das nachfol-
gend beschriebene Extraktionsverfahren ausgearbeitet:
50 ml Apfelsaft und 5 g Natriurnchlorid in Mischzylinder (100
mi) geben und mit 25, 20, 20 und zuletzt 15 mi Essigsduredthyl-
ester jeweils 4 Minuten lang schiitieln. Nach dem jeweiligen
Stehenlassen bis zur Schichttrennung (ggf, mit dilnnem Draht
die Fliissigkeitsblasen zum Platzen bringen) die tiberstehenden
Exirakte mit einer Pipette vorsichtig. abzichen und in einen
weiteren Mischzylinder (100 ml) geben. 2,5 g Natriumchlorid

und 25 mb 2,5 %ige, mit Essigsdureiithylester gesittigte |
Natriumhydrogencarbonatlésung hinzufiigen und 2 Minuten
lang schiitteln, Den iibérstéhenden Esterextraki.in MeBkolben

(100 ml} weitestgehend abpipettieren und die wiiirige Phase
Zmal mwit je 10 ml Essigsduredthylester je 4 Minuten lang
schiitteln. Die im Mefikolben véereinigten Esterschichtenmit2 g

wasserfreiem Natriumsulfat versetzen, 2 Minuten lang durch -

Umstiirzen durchmischen und 1 bis 2 Stunden stehenlassen,
Davon einen moglichst groBen aliquoten Teil, z. B. 75 ml, in ein

Rundkétbchen abpipettieren und bei 36° C am Rotationsver-

dampferzur Ttockéne eindampfen. Das beliiftete Kolbchen mit
Luft spiilen, die mit Essigsdurcithylester gesittigt wurde, den
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Riickstand in 1 mi Ester aufnehmen, durch eine ?i[tcrspritze mit,
Glasfaserfilter (Porenweite 0, 6um) mSchraubdeckelﬁaschchen RS

mit Septum geben. -
2.2 Hochdmcka!iisSigkeits—Ck?‘omat'ographie :

Gerit: Hochleistungs-'}?Iiiss'igk'eitséhioma'tograph mit Trenm-

sdule-p-Porasil (Linge 300 mm; Innendurchmesser 3,9 mmg - .

Teilchendurchmesser 10 um) der Fa. Waters Ass, Ltd.

FieBmittel: Mischung von Dx;sopropyiather und Dich}orme—_ o o

than (95:5) mit 0,1 % Risessig.

Detektor: UV- Spektrophotometer (Le SS) der Fa. Perkm e

Elmer, auf eine Wellenlinge von 277 nm eingestellt. =
Auswertung: Integrator (Autolab System IV) der Fa. Spectra-
Physcs.

Je nach Grifie des'zu 1 erwattenden Patuhn Slgnals wurden 10

oder 20 ul gereinigter Essigsdrefithylestér- Fxtrak‘_[ fiir die -
Bestimmung verwendet, Zur Absicherung der Retentionszeit =~ 7

wurden vor und nach jeder Reihe von Einzelbestimmungen'

mehefach 5 pl einer Patulin-Standardldsung (s. 2.4) in den - = . :

Chromatographen eingespritzt. Sofern gegen Ende einer Ver-"
suchsperiode die Konzentration des Patulins soweit abgesunken
war, daB das Patulin-Signal nur noch schwierig zu erfassen war’
(ab etwa 5 his 10% der Ausgangsmenge), wurdén den Proben -
bekannte Mengen Patulin-Standard beigemischt, Die Uberprii-
fung dieses Verfahrens mit bekannten Patulin- Ausgangsmen--

gen ergab Standardabweichungen vom theoretxschen Wert von'_ R

max. 4%,

2. 3 502 Besfzmmungen

" Die Bestimmung des Gesamtgehaites an schwefhger i
Sdure wurde nach Reith- Willems '®) durchgefiihrt, die -
' freie schwefh'ge Séiure wurde jodometrisch *’) bestimmt.

2.4 Patulin- Losungen L

Patulin- Standardlosungen 5,1 baw. 5 3 mg Patulin in 250 ml_ ;

. Essigsduredthylester.

Patulin-Versuchsldsung Nr. 1: 204 ug Patuhn in 2000 mi
Apfelsaft I (rund 100 ppb Patulin).” _

Patulin-Versuchslosung Nr, 2: 204.ug Patulin und 593 5 mg-

Natriumdisulfit in 200() ml Apfelsaft I (290 ppm § Oz, rur;d e

. 100 ppb Patulin).. _

Patulin- Versuchslosung Nr 3: 212 ng Patuhn und 593 5 mg

- Natrivmdisulfit in 2000 ml Apfelsaft o (200 ppm SO, rund
100 ppb Patulin}.

Patulin- Versuchslosung Nr. 4: 212 jig Patulin’ und 296,8 mg. -

" Natriumdisulfit in 2000 m| Apfefsaft (100} ppm S()z, rund: M
100 ppb Patulin}). - .

Patulin-Versuchsldsung Nr. 5: 212 ug Patuhn and’ 296 8 mg.

Natriumdisulfit in 2000 mi Apfelsaft IT (100 ppm SO, rund

100 ppb Patulin); nach der Herstellung 20 Minuten lang auf "
75° Cerhitzt, innerhalb 15 Minuten mit Le;tungswasser auf Lo

Zimmertemperatur abgekiihlt.’ _
Die Zugabe der fiir di¢ einzelnen Versuchslosungen erforderixv s

chen Patulinmengen erfolgte durch Abpipettieren eines ent- PR

i
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s"prechenden Vo'lumen's Pat_ﬁi.in-Standér'diijsl.mg..

" Die mit I und I bezeichneten Apfelsific waren Handelsware .

"* von uns bekannter Herkunft und enthielten kein Patulin,

- - Alle Versuchslésungen warden bej Zimmertemperatur im Dun-

keln aufbewahrt und nach ;cder Probenahme mit Snckstef-f
' gespult : :

% 3 Versuchsergebmsse imd D;skusswn

o In dem Apfeisaft der nur rmt Patulin versetzt, jedoch

nicht geschwefelt worden war (Patulin-Versuchsldsung
Nr. 1}, blieb der Patulingehalt innerhalb von etwa 30
Tagen nahezo unverdndert (Abb. 1, Kurve 1) und verrin-

i gerte sich dann sehr langsam im Verlauf von weiteren 270 _

Tagen auf 55% .
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T Abb 1. Zeuﬂlche Abnahme des Patulmgehaks in uzlgeschwefeltem

A pfelsaft (Karve 1) undinzweimit 200 ppm SO, versetzten Apfeisaften

e verschledener Herkunft (Kurvcn 2 und 3).

200 ppm Schwefeldloxld bewnkten in dem mit rund 100

- ppb Patulin versetzten und beil Raumtemperatur unter

Stickstoff gelagerten Apfelsaft der Herkunft I (Versuchs-
~‘16sung Nr. 2) innerhalb von 10 Tagen eine Patulinab-

. nahme auf die Hilfte, innerhalb von 45 Tagen auf weniger

" als 5% (Abb. 1, Kurve 2). Die Extrapolation der Abnah-

S _' - mekurve 148t eine Abnahme bis auf nahezu 0% nach etwa
- . 60 Tagen erwarten. In dem gleich behandelten Apfelsaft

‘der Herkunft 1 (Versuchsldsung Nr. 3) dauerte die
Verrmgerung des Patulingehaltes auf 50% ecbenfalls 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 Apfe}saft I
- (Versuchslosung Nr. 4) filhrte zu einer wesentlichen

" Verlangsamung der Reaktion: warenmit 200 ppm Schwe-

- feldioxid in Versuchsiosung Nr. 3 nach 10 Tagen noch

50% Patulin auffindbar, so konnten mit 100 ppm nach

.~ demselben Zeitraum noch rund 75 % nachgewiesen wer-

~den. Erst nach 40 Tagen war in Versuchslosung Nr. 4 die
" ‘Hilfte des zugesetzten Patulins abgebaut (Abb. 2, Kurve
- 4). Durch Extrapolation der weiteren Patulinabnahme
nach dem letzten Mef3punkt abgeschétzt, sinkt die Patu-
Tinkonzentration erst nach etwa 200 Tagen in dle Néhe
von 0% ab.
‘ Die kurzfristige Erhohung der Reaktmnstemperatur auf

| '75° C zu Beginn des Versuchs (Versuchslosung Nr. 5),

‘fithrte mit nur 100 ppm SO, zu einem solch raschen
Patulinverlust(Abb 2, Kurve 5), dafl die Abnahmekurve

“dhnlich verlduft wie bei Zusatz von 200 ppm SOZ bei

B Zlmmertempﬂratur (Abb. 2, Kurve 3)
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Abb 2. Zeitliche Abnaisz; des Patulingehalts in einem Apfelsaft nach

. Sulfitierung mit 200 ppm 50, {Kurve 3), 100 ppm SO, (Kurve 4) und

1()0 ppm SOZ nach kurzfnst;gem Erhnzen {Kurve 5).

) 20 0 B0 80 Tcge 100
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Abb. 3. Verlust an freier schwefliger Siure in den beiden mit 2()0 ppm
S0, versetzten Apfelsiften {Kurven 5 und 6}, in dea mit 100 ppm
versetzten Apfelsaftproben Ghnﬁ {Kurve 9) und rmt kurzfnstlgem
EI’hItZSﬂ (Kurve 10). :

Die zeitliche Anderung der Gehaite an freler und gesam-
ter schwefliger Sdure istin Abb. 3 zusammengefafit, Die
Kurven 5 und 6 zeigen die Verluste an freier schwefliger
Siure in den beiden Patulinversuchslfsungen Nr, 2 und 3
auf, die mit jeweils rund 100 ppb Patulin und 260 ppm SO,
angesetzt worden waren. Die Gehalte an freier schwefli-
ger Siure der Versuchsidsungen Nr. 4 und 5 (jeweils rund
100 ppb Patulin und 100 ppm SO,; bei Nr.'5 20 Minuten

- auf 75° Cerhitzt) sind in den Kurven 7 und 8 wiedergege-
- ben, Da der-Kopfranm der Probenbehilter nach jeder

Saftentnahme mit Stickstoff gespiilt wurde, konnte der
Gehalt der gesamten schwefligen Siure durch Oxidation
mit Luftsauerstoff nicht beeinflufit werden. Die Verringe-

. rung des Gehaltes an gesamter schwefliger Sdure verlief
deshalb entsprechend langsam. Zur Veranschauhchung

dieser langsamen Konzentrationsabnahmen wurden. in
Bild 3 die' Gehalte an gesamter schwefliger Siure fijr die
Versuchslésungen Nr. 4 und 5 mit eingezeichnet. Der
Verlauf der Kurven entspricht im wesentlichen den
Erwartungen: geringer Gehalt an freier schwefliger Sdure
geht konform mit 1angsamem Patuhnabbau und umge— .
kehrt. .

PrinzipielllieBesich also Patuhn in Apfelsaft durch Zusatz
kleiner SO,~-Mengen relativ rasch beseitigen, besonders
wenn die Sulfitierung mit einer Hitzebehandlung kombi-

niert wiirde, Wiinschenswerter wire allerdings die Verar-

beitung ausschlieBlich von patulinfreier Ausgangsware.
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: Zusammenfassung

Die Abnahme des Patulmgeha}tes in Apfelsaft mit und ohne -
- Zusatz von Natriumhydrogensulfit wurde im Laufe der Lage- -
rung bei Zimmertemperatur unteérsucht. Als Ausgangsmengen

wurden 100 ppb Patulin uad 100 bzw. 200 ppm SO, gewihlt.

Bereits ohne Hydrogensulfit-Zusatz verringerte sich der Patu-
lingehalt: nach etwa cinem Jahr war nur noch die Hilfte der
Ausgangsmenge nachweisbar. Mit 200 ppm SO, nahm der -
Patulingehalt schon innerhalb 10 Tagen um 50% ab, mit 100 .

ppm SO, erst nach 40 Tagen. Kurzfristiges Erhitzen (20 min,

75° C)yunmittelbar nach der Sulfitierung mit 100 ppm SO, filhrte -
ebenfalls mnerhaib von 10 Tagen Zu emer Patulmabnahme um -

50% L

Summary

The decrease of the patuim t:ontent in apple ;ulce mth and '

without sodium hydrogen sulfite during storage at room tempe-
rature was investigated. Initial quantites were 100 ppb patulin,
and 100 and 200 ppm SO,, resp. The patulin’content was found

to decrease already without sulfitation. Only half of the initial

‘quantity was still detected after about one year. In presence of

200 ppm SO, the patulin décreased by 50% already within 10
days, in presence of 100 ppm SO; only after 40 days. A’ 50% -

decrease of the patulin content within 10 days was also recorded

when the apple juice was exposed to heat (20 min, 75° C):

1mmedzately foliowmg the su}ﬁtatlon usmg 100 ppm SOZ

Resume

Ona determme la dlmm:mon de teneur en patuime dans du jus .
de pomimies avec et sans adjonction de bisulfure de sodium an.
‘cours du stockage a température ambiante. Comme quantitésde

départ, onachoisi 100 ppb de patuline et 100 0u 200 ppm de SO,:

Déji sans adjonction de bisulfure de sodium, la tencur en

patuline ‘avait diminué: au bout d’environ un an, on n’a pu

déceler que lamoitié de la quantité de départ. Avec 200 ppm de

50,, 1a teneur en patuline a déja diminué de 50% au bout de 10

jours etavec 100 ppm de SO,, aubout de 40 jours seulement. Un

'.'rechauffement de courte duree (20 min, 75° C) au551tot apres

'addition de 100 ppm de SO} aconduit egalement au bout de 10
]ours él une perte de 50% en pdtuime :
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HerrnProf Dr H K Frank InstltutfurBtologiederBundesfor—

schungsanstalt fiir Erndhrung, dankeich fiir die Anregungzuder .- = o

vorhegenden Arbeitund fiir die Uberl assung einer Patuhnprobe .
sowie zahlrezcher theratur D O .

Qualztat und Lagerverhalten heiﬁ geraucherter Flscherelpmdukte

HI Mlkrobmlogle und Emﬂuﬁ der Rauchermtensﬂat auf dle HaItbarkeit van I—Iellbutt Buckhng und Aai -

Von G Kamop

Aus dem Insﬂt‘ut filr Btochemle und Technologie der Bundesforschungsanstalt fur Flschcrel Hamburg

1 Emleltung

Zwei Vorangehende Mitteﬂungen uber Untersuchungen
an einigen heif gerducherten Fischereiprodukten befaB-
ten sich mit Qualititsparametern der rauchfrischen Ware
und- den. Haltbarkeiten, dic diese” Erzeugnisse unter

verschiedenén Bedmgungen der Tempeératurund Abpak--

: ‘kung zunichst nach rein sensorischen Gesichtspunkten.

- ‘aufwiesen ©?). Indervorliegenden Mitteilung werden die -

mikrobiologischen Verinderungen wiedergegeben, die
diese Produkte wihrend der Lagerung erlitten. Aufier-

dem ‘wird der. Réucherintensitit wegen ihrer- groBen

Bedeu‘{ung ein besonderes Kapntel gemdmet
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2. Methoden B R P L
Die baktefioldgisch'en Untersuchungen’ erfolgten wie
beteits in der ersten Mitteilung dargestellt *). Insgesamt . -

fielen dabei 1100 Gesamtkeimgehaltsbestimmungen an. o

Der Vollstindigkeit halber mu8 erwilint werden, dafy an o

10 Heilbuttstiicken die in den bakteriellén VerderbSﬂo.- o
ren. vorkommenden Saprophytén-Genera ‘quantitativ: - -
ermittelt wurden und eine Ansprache sichtbarer Ver-
schimmelungen nach Menge und Form der Pﬂzkoiomen G
- stattfand: : R

ielchter Befali hochstensZBuckImge bzw. Heﬂbuttstucke einer
Kiste oder 2 von 15-2() Aalen Kleinflichig verpilzt.

._12_5.._.-.
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