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ABSTRACT 

Een literatuuroverzicht van methoden voor identificatie en kwantifice­

ring van slachtdiersoorten en vleesvreemde eiwitten in vlees en vlees­

prodokten. 

A review of methods for the identification and quantification of meat 

species and non meat proteins in meat and mea t products. 

G. Cazemier 

State Institute for Quality Control of Agricultural Products (RIKILT) 

PO Box 230, 6700 AE lvageningen, the Netherlands 

The recent literature about the identification and determination of 

meat species and non meat proteins is reviewed. Identification of 

unheated meat species and non meat proteins is relatively simple, for 

heated products the applicability of most of the met hods is limit ed . 

Quantification is cumbersome, even in unheated products. Microscopy, 

electrophoresis and immunochemistry are the most suit able methods for 

identification of non meat proteins, while ELISA seems to be the best 

methad for quantitative determination. Identification of meat species 

can be done by gas chromatog raphy, HPLC, e lectrophoresis , 

immunochemistry and DNA - hybrid isation. IHth the exception of gas 

chromatography these methods may also be applied to the semi­

quantitative determination of unheated products. Some e l ect rophoretic 

methods , ELISA and DNA-hybridisation can be used for the determination 

of meat species in heated products. 

Keywords: review, identi fication, quantification, meat species , non 

meat prot eins, meat , meat products. 
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SAHENVATTING 

Dit literatuuroverzicht behandelt methoden voor de identificatie en 

kwantificering van vleesvreemde ei\vitten en vleesspecies aan de hand 

van literatuur van, in de meeste gevallen , de laatste tien jaar . 

Vleesvreemde eiwitten kunnen aan vlees worden toegevoegd als eiwitpro­

dukt of als zuiver ei1vit. In het eerste geval kunnen naast het eiwit 

ook andere stoffen dienen ter identificatie. Microscopische technieken 

kunnen hiervoor goed worden toegepast, bijvoorbeeld voor detectie van 

oxalaatkristallen als indicator voor gebruik van sojaprodukten. Voor 

identificatie van de eiwitfractie kan gebruik gemaakt worden van di­

verse immunechemische technieken zoals immunediffusie en tegenstroom­

electraforese ( CIE) evenals van electraforese (SDS -PAGE), eventueel 

gecombineerd met immunechemische detectie, verder van dot blotting en 

ELISA. Voor de luvantitatieve bepaling van een aantal vleesvreemde 

ei\vitten in zoHel onverhitte als verhitte produkten lijkt ELISA goede 

perspectieven te bieden. De klvantitatieve bepaling van case'ine kan 

goed 1vorden uitgevoerd met Laurell electrofo re se. 

Identificatie van vleesspecies kan zo1o1el via de vetfractie (met behulp 

van gaschromatografie) als de eiwitfractie gebeuren . Voor kwantifice­

ring komt voornamelijk de elivitfractie in aanmerking. Omdat vleesei­

witten door verhitting sterk denatureren is identificatie en vooral 

k1vantificering van verhitte produkten problematisch. Voor de bepaling 

van vleesspecies door analyse van het vleesei1vit wordt gebruik gemaakt 

van een groot aantal technieken zoals HPLC van zo1vel 1o1ateroplosbare 

ei1vitten (onverhit vlees) als van histidine-dipeptiden (rauw en verhit 

vlees), verschillende electroforetische technieken als SOS-PAGE en lEF 

(ramv en verhit vlees), diverse immunechemische technieken, onder an­

dere immunediffusie en CIE (rauw vlees), ELISA (rau1o1 en verhit vlees) 

en dot blotting ( ramo~ vlees). Verder 1vorden technieken gecombineerd, 

zoals electraforese en immunechemische detectie na electroblotting van 

de ehlitten (ramv en verhit vlees) . Daarnaast is e en nieuwe techniek, 

DNA hybridisatie in ont1vikkeling, 1velke geschikt is voor ramv en 

verhit vlee s . 

Alle genoemde technieken zijn redelijk tot goed bruikbaar voor de 

identificatie van vleesspecies, kwantificering is bijna niet mogelijk. 
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De meest geschikte methoden voor identificatie zijn immunodiffusie, 

CIE en dot blotting. Met behulp van electraforese met immunochemische 

detectie en ELISA is (semi) kwantitatieve bepaling mogelijk. In de 

toekomst lijkt DNA - hybridisatie goede perspectieven te bieden, vooral 

voor verhitte produkten . 
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1 INLEIDING 

In verschillende nationale en internationale wetten en regelingen wor­

den eisen gesteld aan de samenstelling van vlees en vleesprodukten. 

Het toevoegen van vleesvreemde eiwitten is verboden of moet worden ge­

declareerd, het gebruik van bepaalde slachtdieren is soms niet toege­

staan, de slachtdiersoort moet zijn gedeclareerd evenals het mengen 

van vlees van verschillende slachtdieren. Ter controle op deze rege­

lingen zijn goede methoden voor de bepaling van de samenstelling nood­

zakelijk . Er wordt al vele jaren gewerkt aan het ontwikkelen van ana­

lysemethoden voor de bepaling van vleesvreemde eiwitten en vleesspe­

cies. Dit heeft een scala van analysemethoden opgeleverd Haarvan er 

enkele zijn vastgelegd in officiële methoden. Deze methoden kennen 

echter nog veel nadelen en beperkingen zodat verder onderzoek noodza­

kelijk blijft. In dit verslag Hordt een overzicht gegeven van recente 

publicaties over het onderzoek naar zoHel de bepaling van vleesvreemd 

ehlit als de bepaling van vleesspecies . De meeste geraadpleegde arti­

kelen zijn gepubliceerd tussen 1980 en 1989 met de nadruk op de 

laatste vijf jaar. 

2 VLEES VREEMDE EHllTTEN 

2.1 Algemeen 

Vleesvreemd ehvit kan om verschillende redenen aan vlees\•mar worden 

toegevoegd. De belangrijkste toepassingen zijn : ve rbetering van de 

textuur, bindmiddel voor \vat er en vet en het vervangen van vlees door 

een goedkoper produkt. Voor dit doel komen vrij veel ehlit- produkten 

in aanmerking, ZO\olel plantaardige als dierlijke. Genoemd \-lorden onder 

andere soja, tarHeg luten, raapzaad - , katoenzaad-, pinda- en zonne­

bloemehlit, caseïne, \vei-ehlit en ei-albumine. De dierlijke ei\olitten 

Horden meestal in vrij zuivere toestand toegevoegd. De zuiverheid van 

plantaardige eiwitten kan sterk verschillen. Zo kan soja Horden toege­

voegd als sojameel, ontvet sojameel, soja-isolaat en sojaconcentraat 

met eiwitgehalten van respectievelijk ca. 37, 56, 72 en 96%. Daarnaast 

kunnen plantaardige eiwitten \o7orden getextureerd Haardoor ze op vlees 

gaan lijken. Door de verschillende gehalten aan eiwit en and e re stof-
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fen is het moeilijk de toegevoegde hoeveelheid plantaardig vleesvreemd 

eiwit te kwantificeren. 

Van bovengenoemde produkt en ~wrden soja en caseïne vrij veel gebruikt, 

over het gebruik van de overige produkt en is veel minder bekend, mede 

door gebrek aan goede detectietechnieken (Janssen et al., 1987). 

Technieken die voor de bepaling van vleesvreemde eiwitten worden ge­

bruikt zijn microscopisch onderzoek, chemisch onderzoek, vloeistof­

chromatag rafie, polyacrylamide-gel electraforese (PAGE) en verse hilien­

de immunechemische technieken , die hierna ,.,orden besproken. 

2.2 Microscopische en histologische methoden 

Vleesvreemde ehvitten kunnen microscopisch \Wrden herkend aan hun 

structuur , aan de aamvezigheid van soortkenmerkende bestanddelen of 

met specifieke kleurreacties . In de methoden van onderzoek van de in­

middels ingetrokken K~valiteitscontrole-verordening kroketten, bitter­

ballen en frika(n)dellen (P . V. V.) 1979 \verd een methode voorgeschreven 

voor het aantonen van getextureerd of gestructureerd vleesvreemd so­

ja-ei\vit . Hierbij dienden in het produkt aam.,ezige palissade- en zand­

lopercellen en oxalaatkristallen als indicator . Getexturee rd soja-ei­

wit kan met behulp van een stereomicroscoop zonder vee l voorbereiding 

worden onderscheiden van vleeseiwit. 

Flint en Neech (1978) beschreven een techniek \vaarmee het behulp van 

een stereomicroscoop in met toluïdine gekleurde preparaten getextu­

reerd soja luvantitatief kon '"orden bepaald . In modelprodukten leverde 

dit goede resultaten op . Flint en Johnson (1979) konden met behulp van 

dezelfde techniek tarwegluteneiwit, soja-eiwit en vleeseiwit van el­

kaar onderscheiden . De methode ~verd door Flint en Firth (1981) nog 

iets verbeterd. Luigiet al. (1983) stelden met behulp van microscopi­

sche en histologische technieken, \vaar bij ,.,erd gekleurd me t hemoglobi­

ne-eosine, de samenstelling van ravioli-vulling vast, die onder andere 

gluten en getextureerd plantaardig eiwit bevatte . Eiwit-isolaat was 

moeilijker aan te tonen. Baylac et al. (1988) konden met behulp van 

dezelfde k leuringstechniek sojabonen en glutenei,vit in verhitte vlees­

waar terugvinden . 

Voor microscopisch en histologisch onderzoek is specifieke kennis en 

ervaring nodig . Hanneer die aam>1ezig zijn , kunnen deze technieken 
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goede hulpm~delen zijn voor de kwalitatieve en semi-kwantitatieve be­

paling van vleesvreemde ehlit ten. Kwantificering wordt echt er sterk 

bemoeilijkt omdat in het algemeen de oorspronkelijke samenstelling van 

het toegevoegde eiwitpreparaat niet bekend is. Een voordeel is dat een 

aantal vleesvreemde eiwitprodokten ook na verhitting nog is aan te 

tonen. 

2.3 Indirecte chemische methoden 

Verschillende onderzoekers proberen de hoeveelheid vleesvreemd ehlit 

te bepalen door bepaling van zich in het vleesvreemd ehlitprodukt be­

vindende soort-specifieke stoffen. Amaro\o~ic z et al. ( 1985) bepaalden 

de hoeveelheid gestructureerd melkei\o1it in vleesmengsels aan de hand 

van de calcium en fosforgehalten en Abd Allah et al. (1986) voorspel­

den de hoeveelheid rauwe sojabonen in vleesmengsels aan de hand van de 

eiwit-, vet- , as- en aminozuurgehalten. Beide methoden lijken weinig 

perspectief te bieden, melke i\>lit kan beter met behulp van goed uit­

voerbare en meer specifieke electroforetische of immunochemische me­

thoden worden bepaald, terwijl voor sojabevattende produkten aan de 

hand van de gehalten aan boveng e schreven hoofdcomponenten slechts een 

grove schatting gemaakt kan \>lorden van de samenstelling die bovendien 

afhankelijk is van de soort soja die \Wrdt gebruikt . Iets meer per­

spee tief lijkt een onderzoek van Komándi en O\o1orschák (1988) te bie­

den. Zij bepaalden de hoeveelheid getextureerd soja- eiwit in worst­

mengsels met behulp van de gehalten aan o. (1 , 6) galactasyl oligo­

sacchariden (raffinose en stachyose) en fytinezuur (inositol \-laarvan 

alle hydroxylgroepen zijn veresterd met fosforzuur) . Deze verbindingen 

\>lorden in plantaardige produkten zoals soja aangetroffen. Nadeel van 

deze methode is, dat de gehalten aan deze stoffen afhanke lijk zijn van 

het type produkt, sojamee l bevat minder ei\o~it en meer andere stoffen 

dan sojaconcentraat terwijl soja-isolaat nagenoeg geheel uit eiwit be­

staat. Ook Elenbaas et al. (1985) \-lijzen in een overzichtsartikel over 

k\>lantitatieve bepalingsmethoden voor plantaardige ei\>litten in voe­

dingsmiddelen op het verschil in omrekeningsfactoren van fytine-fos­

faat in ei\o1it. Ham1eer aan een vleesprodukt vleesvreemd ei\>lit \Wrdt 

toegevoegd dat niet uit zuiver eiwit bestaat zal het, indien de oor­

spronkelijke samenstelling nie t beke nd is, niet mogelijk zijn de 
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toegevoegde hoeveelheid te bepalen. In deze gevallen lijkt het het 

beste om de hoeveelheid vleesvreemd ei\.1i t te bepalen. 

2.4 Chromatografie 

Diverse chromatografische technieken zijn belangrijke hulpmiddelen 

voor het aantonen en bepalen van verschillende eiwitten en peptiden. 

Een aantal onderzoekers heeft getracht met behulp van chromatografie 

vleesvreemd eiwit in vleesprodukten te detecteren. Medina en Phillips 

(1982) hydrolyseerden vlees- en so jamonsters met behulp van trypsine . 

De zo verkregen peptiden ,.,et·den gescheiden met dunnelaagchromatografie 

gevol gd door HPLC. Met deze techniek kon onderscheid worden gemaakt 

tussen rund-, kippe - en varke nsvlees en soja in verhitte produkten. 

Agater et al . (1986) scheidden op dezelfde wijze verkregen peptiden 

met ionenuitwisselingschromatografie. Bij vlees, zowel afkomstig van 

rund als van varken, werd een specif i eke vleespiek gevonden, bij soja 

werd een karakteristieke sojapiek gevonden. In bekende mengsels kon 

soja-eiwit tot op 2% van het ,.,erkelijke gehalte 1o1orden teruggevonden. 

Er werden soja- isolaten , -concentraten , -melen en getextureerde soja's 

van respectievelijk 5, 4, 6 en 13 verschillende leveranciers toege­

voegd. De resultaten ,.,aren 1o1e l afh a nkelijk van de gebruikt e soort 

soja-el\-lit , een ander nadeel 1o1as de lange analyseduur ( chromatogra­

fisch gedeelte 6 uur). Karatzas en Zarkadas (1988) bepaalden met 

behulp v an een aminozuuranalysator de hoeveelheden 3-met hylhystidine 

en 5-hydroxylysine waarmee de totale hoeveelheid vleeseiwit kon worden 

berekend. Het verschil tussen de totale hoeveelheid ei1o1i t en de hoe­

veelheid vleesei1o1it \-las een nau1o1keurige schatting van de toegevoegde 

hoeveelheid vleesvreemd ei1o1it. Volgens de auteurs heeft de methode als 

grote voordelen de korte analysetijd (< 6 uur) en de mogelijkheid om 

vleesvreemd eiwit in zowel rauw als verhit vlees te bepalen. 

Alle genoemde methoden zijn nogal be1o1erkelijk en daarom minder ge­

schikt voor routine-analyses . Met de methoden van Medina en Phillips 

en van Agater et al . \olordt soja direct bepaald. De bepaling van vlees­

vreemd eiwit volgens Karatzas et al. is indirect, er kan alleen mee 

'wrden aangetoond dat vleesvreemd eiwit aamo1ezig is, zonder dat dit 

wordt geidentificeerd . Identificatie is voor de bepaling van vlees­

vreemd eiwit echter noodzakelijk. Om deze reden zijn andere methoden 
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waannee de aanwezigheid van vleesvreemd eh1it via de bepaling van het 

vleesgellal te 1.;rordt vastgesteld niet in dit verslag opgenomen. 

2. 5 Polyacrylamide-gelelectroforese (PAGE) 

PAGE \.;rordt reeds geruime tijd toegepast als bepalingsmetbode voor 

vleesvreemde eiwitten, vooral in combinatie met monsterextractie met 

behulp van natrium dodecylsulfaat (SDS) . Hofmann (1973) verkreeg met 

SDS -PAGE goed reproduceerbare eh1i tbanden patronen van vleesmonsters 

die waren gemengd met soja- , melk- en kippe~i-eiwit. Janssen en de 

Baaij (1982) onderzochten factoren die van invloed zijn op de bepaling 

van vleesvreemde en species-eil.;ritten met SDS-NZE (SDS-Nultiphasic Zone 

Electrophoresis, een nieuwe naam voor disc electroforese; hierbij 

wordt gebruik gemaakt van een discontinu buffersysteem en - meestal -

een discontinue polyacrylamide matrix). Voor een aantal vleesprodukt en 

kan SDS-NZE electraforese een bruikbare aam.;rijzing geven over de aan­

\.;rezigheid van vleesvreemd ei1.;rit. Voorzichtigheid bij de interpretatie 

van de fe rogrammen, vooral \\lat bet re ft k1.;rantitatieve uitspraken, is 

echter geboden omdat de kleurintensiteit van de sojabanden sterk af­

hankelijk was van het toegevoegde sojapreparaat . 

In een overzichtsartikel over de bepaling van eh.;ritten in levensmidde­

len met electroforetische en chromatografische technieken stellen 

Kaiser en Krause (1985) dat voor het aantonen van soja in vlee s1.;raren 

SDS-PAGE de beste resultaten geeft, zo\.;rel k1.;ralitatief als kwantita­

tief . Een probleem blijft wel, dat het voor de kwantitatieve bepaling 

van soja noodzakelijk is de juiste omrekeningafactoren te kennen, die 

per produkt sterk uiteen kunnen lopen omdat het eil.;ritgehal te van de 

toegevoegde soja niet bekend is . Dit is overigens een probleem dat 

zich bij iedere techniek \<laarmee soja k1.;rantitatief \.;rordt bepaald via 

het eiwitgehalte voordoet. 

Berko\oJit z en Hebert ( 1987) bespreken een tweetal onderzoeken lolaarbij 

met behulp van SDS - PAGE redelijke reeoverles van getextureerde soja in 

verhitte produkt en \<lorden gevonden. In beide onderzoeken loJerden de 

monsters geëxtraheerd in een hete oplossing van SDS -mercaptoethanol . 

De laatste verbinding verbreekt de covalente elisulfide bindingen. Net 

de ene methode werd 81 + 14% en met de andere 88 + 2 7% teruggevonden. 

Baylac et al. (1988) onderzochten worsten waaraan verschillende hoe-
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veelheden (0,5, 2 en 4%) caselnaat, wei- eiwit, varkensbloedplasrna, 

kippeäieiwit, boneneiwit, soja- eiwit en gluten waren toegevoegd en die 

gedurende verschillende tijden '"aren verhit tot verschillende tempera­

turen, namelijk rau,.,, 40 min. bij 70°C, 0,6 min. bij 121°C, 1,5 min. 

bij 121°C en 5 min. bij 121°C, met 3 methoden, waaronder SDS - PAGE. In 

geen der monsters kon varkensbloed plasma en gluten worden aangetoond. 

In alle monsters, ook die gedurende 5 min. bij 121 °C '"aren gesterili­

seerd, kon caseïnaat worden aangetoond. Wei-eiwit werd aangetoond in 

alle monsters die maximaal O, 6 min. '"aren gesteriliseerd. Ei - eiwit \-las 

alleen aantoonbaar in het onverhitte produkt. Boneneiwit werd in alle 

monsters aangetoond, behalve in het monster dat 0, 5% bevatte en dat 5 

min. was gesteriliseerd. De verhitte monsters die 0,5% soja bevatten 

werden als negatief beoordeeld, alle overige '"aren positief. 

2. 6 Immunechemische methoden 

Bij de immunechemie worden voor de herke nning van eiwitten specifieke 

antisera gebruikt. Deze bevatten eiwitten die met het betreffende ei­

wit, het antigeen, een onoplosbaar precipitaat gev e n (antigeen - anti­

lichaam - reactie). Dit precipitaat is door kleuring zichtbaar te ma­

ken. Voor ieder aan te tonen eiwit is een ander antiserum nodig. Het 

voordeel van de immunologie , de grote specificiteit, kan zic h ook te­

gen zich keren: zodra een eiwit , bijvoorbeeld door verhitten, wordt 

gedenatureerd '"ord t geen reactie meer waargenomen. De naturatie bernoei­

lijkt echter ook de bepaling van ei,dtten met andere methoden. 

De meest gebruikte immunechemische methoden zijn immunodiffusie , dot 

blotting, Enzyme-linked Immunesarbent Assay (ELISA) en combinaties van 

immunechemische en electroforetische technieken zoals tegenstroom im­

munoelectroforese , Laurell-electroforese en electro- blotting. 

Een van de oudste en meest eenvoudige immunechemisc he technieke n is de 

immunediffusie volgens Ouchterlony. Hierbij Horden in een agargel 

gaat jes geponst. In een gaatje 'wrdt monster gebracht, in een ander 

het antise rum. He t antiserum en de monsteroplossing diffunderen in de 

gel . Wanneer de monsteroplossing antigeen bevat ontstaat een neerslag 

met het toegevoegde antilichaam he tgeen Hijst op aanwezigheid in het 

monster van de stof waartegen de gebruikte antilichamen waren gemaakt . 

Baylac e t al. (1988) toonden met behulp van d eze techniek veldbonen- , 

soja - en glut en-eiwit aan in verhitte vl eeswaar. 
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Door de kortere analysetijd 1wrd t tegenstroom immunoelectrofo re se, 

( counterimmunoelectropho re sis, CIE) lolaarbij antigeen en antil ie haam in 

een electrisch gelijkspanningsveld naar elkaar toe bewegen en op het 

equivalentiepunt een precipitaat vormen, vaker toegepast dan immuno­

diffusie. Bauer (1984) toonde met deze methode in verhitte worsten 

O, 001% mel keilolit, 0, 01% soja-eilolit, O, 004% eipoeder en O, 02% loleipoeder 

aan. Tebling (1985) toonde met CIE 0,125% veldboneneiwitisolaat in 

voedingsmiddelen duidelijk aan. De kwantitatieve bepaling voerde hij 

uit met Laurell electroforese. Bij deze techniek wordt het monster 

geëlectroforeerd in een met antiserum gemengd agarosegel zodat preci­

pitaatpieken Horden gevormd lolaarvan de hoogte afhankelijk is van de 

hoeveelheid antigeen. Andere leguminosezaden gaven positieve reacties, 

bij lang e r verhitten dan 2 minuten 1o1erden de eilolitten dermate gedena­

tureerd dat geen duidelijke reactie meer mogelijk 111as. 

Laurelt electraforese is volgens Janssen en Hägele (1989) een goede 

methode voor he t bepalen van case'ine in verhitte vlees1o~aren. Bij een 

in 1988 uitgevoerd ringonderzoe k bleek de gemiddeld gevonden Haarde 

maximaal 0, 2% af te 111ijken van de 111erkelijke 111aarde . Hierbij moet aan­

getekend \•lorden dat het bepalen van case'ine in verhitte vleeswaren ook 

me t and ere technieke n in het algemeen niet veel problemen oplevert om­

dat dit eiwit , in tegenstelling tot andere eiwitten, redelijk hitte­

stabiel is. 

De laatste jaren i s er een grote ontwikkeling in het gebruik van enzy­

me-linked immunosorbent assays (ELISA's) voor voedingsmiddelenanalyse. 

Hoek en Belj aa rs (1988) beschrijven in een duidelijk artikel enige al­

gemene principes e n methoden van he t ELISA-onderzoek en geven verder 

een literatuuroverzicht van enke l e toepassingen van ELISA's bij de le­

vensmiddelenanalyse. ELISA is gebaseerd op d e ab sorptie van antili­

chaam of antigeen op de oppervlakte van een vaste fase, b i jvoorbeeld 

een plastic cupje. De antigeen-antilichaam reactie wordt gedetecteerd 

e n vers terkt door gebruik te make n van covalent gebonden e n zym-antili­

chaam of enzym-antigeen moleculen, lolaarvan d e aanwezi g heid vervolgens 

wordt bepaald door het enzym-substraat. De hoeveelheid s ubs traat die 

wordt omgezet in een bepaalde tijd is een maat voor de antigeen con­

centratie in het monst er (Allen e n Smith, 1987 ). 
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In de levensmiddelenanalyse \vorden voornamelijk drie ELISA-typen toe­

gepast, te weten: 

A Dubbel-antilichaam ELISA (Sand\.;rich ELISA). Hierbij Hordt gebruik ge­

maakt van een primair ( ongelabeld) en een secundair (gelabeld met 

een enzym) antilichaam. Het primaire antilichaam is geabsorbeerd aan 

de wand van het cupje. Het monster wordt in het cupje gebracht waar­

bij eventueel aanHezige antigenen aan de antilichamen word en gebon­

den waarna een bekende hoeveelheid sec undair antilichaam \vordt toe­

gevoegd. Deze antilichamen koppelen zich aan het gebonden antigeen 

complex. Na uitwassen van de overmaat antilichaam \vordt de enzym­

activiteit gemeten door een enzym-substraat toe te voegen. 

B Direct e competitieve ELISA. Ook hierbij \YOrdt het antilichaam gebon­

den aan de Hand van het cupje . Het antigeen in het monster gaat nu 

echter een directe competitie aan met een bekende hoeveelheid enzym­

gelabeld antigeen. Naarmat e e r meer antigeen in het monster zit za l 

er minder enzym-gelabeld antigeen aan het vaste-fase antilichaam 

Horden gebonden. Na Hassen wordt een s ubstraat toegevoegd en de 

kleurintensiteit geme ten. 

C Indirecte ELISA. Hi erbij \YOrdt antig een gebonden aan de \.;ra nd. Voo r ­

dat het monst e r in het c upj e wordt gebracht wordt het gemeng d met 

een bekende hoeveelh e id ant ilichaam. De overmaat antilichaam \vordt 

gebonden aan h e t antigeen aan de Hand. Na Hassen wordt een s ecundair 

antilichaam- enzym- conjugaat toegevoegd, gericht tegen het eerste an­

tilichaam. Na ,.;rassen 'wrdt de enzymactiviteit gemeten na toevoeging 

va n een gesc hikt subs traat . 

Hitc hcock et al. (1981) maakten antiserum tegen in ureum verhitte so j a 

en gebruikten d a t voor een ELISA test . l~anneer het te onderzoeken mon­

ster voor de analyse \verd verhit in ureum kon soja Horden bepaald. 

Door het denatureren met ure um kunnen zowel ra m.;re als verhitte mon­

sters Horden onderzocht. McNeal (1987 ) bespreekt de resultaten v an een 

in 1984 met deze methode uitgevoerde ringtest e n concludeer t dat, in­

die n het te bepalen soja-eiHit als calibratiemonster Hordt meegenomen, 

de methode k\va ntitat ief is. Ravestein en Driedonks (1986) beschrijven 

een ELISA \vaarmee vana f O, 5% soja in vlees\·mar k\va ntitatief kan \vord e n 

bepaald. De gebr uikt e antilic hamen zi jn specifiek voor met SDS gedena­

tureerd e soja-ehliten. De bepal i ng is ona fha nke lijk v an het gebruikte 

sojaras e n voorbeh a ndeling van he t produkt . Ring (1987) vergelijkt een 

sand,vich-ELISA-me thode me t een gemodificeerde i ndire cte ELISA procedu-

re . 



-15-

Met beide met hoden kon een toevoeging van 0,25% soja-isolaat in ver­

hitte worst worden bepaald . De indirecte methode was , doordat minder 

handelingen nodig waren, geschikt als screeningtest. Rittenburg et al . 

(1987) beschrijven een verbeterde indirecte ELISA. De voor het uitvoe­

ren van deze procedure benodigde gestandaardiseerde , gestabiliseerde 

reagentia zijn comme rcieel verkrijgbaar in een "kit " . Met deze methode 

kan 1- 10% soja-ei\olit in ramo1e en verhitte vlees1o1aar \<lorden bepaald. 

Deze methode 1o1erd door Hall et al . (1987) in een ringonderzoek getest . 

De herhaal baarheld en reproduceerbaarheld \<lare n respectievelijk ca . 1 

en 2% met een recovery van 80-100%. Yasumoto e t al . (1990) maakten an­

tiserum tegen peptide fragmenten van met trypsine gehydrolyseerd so­

ja-eiwit dat specifiek was tegen glycinine (een hitte stabiel soja-ei-

1-lit). Dit antiserum 1o1erd gebruikt in een ELISA-methode. De methode is 

bruikbaar voor verschillende sojarassen en geeft volgens de auteurs 

zee r betrom.,bare resultaten bij de k1o1antitatieve be paling van soja in 

rau1o1e en verhitte vlees~o1aren . 

ELISA's zijn in het algemeen vrij bmo1e rkelijk. Janssen et al. (1985) 

beschreven een dot blot immuno-assay die mind er be1o1erkelijk is en ge­

sc hikt voor de kwalitatieve en semi-kwantitatieve bepaling van soja in 

ramo1e en verhitte vlees1o1aren. Hierbij 1wrdt een SDS extract van het 

monst er geïmmobiliseerd op ni tracellulose. Het nitrocellulosemembraan 

wordt , nadat de overige reactieve plaatse n zijn geblockt, gespoeld met 

een sterk ve rdund anti-soja-serum. Na uitwassen van de ov er maat ser um 

kan soja op twee mani eren worden gedetecteerd, namelijk: 

A Door pe roxid ase anti peroxidase (PAP) . Hierbij wordt konijne-anti­

soja IgG gebonden aan de t e be palen soja. He t geheel \<lordt ge ïncu­

beerd met een overmaat geit e-anti- konijn IgG. Het antiperoxidase 

1wrdt gebonden aan de overmaat geite-anti-konijn I gG. De overmaat 

PAP 1wrd t uitgespoeld . Peroxidase kan een substraat omzet ten in een 

gekleurde ve rbinding . De int ensite it van de kleur is een maat voor 

de ho eveelheid soja . 

B Door peroxidase conjugaat, hierbi j wordt de blot behandeld met een 

anti-konijn IgG dat is geconjugeerd met peroxidase . De overmaat 

\<lord t uitgewassen, 1o1aarna na toevoegen van een s ubst r aat de kl eurin­

tensiteit wordt gemeten . 

Methode A is gevoe liger dan methode B, 1o1e l ke eenvoudiger is uit te 

voeren . 
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De detectielimiet is minder dan 0,1% soja-eiwit. Ter bevestiging van 

de voorafgaande dot blot methode gebruiken Janssen et al . (1986) een 

techniek '~aarbij een met SDS-PAGE geëlectroforeerd monster wordt over­

gebracht op nitrocellulose . De verdere detectie van de eiwitten komt 

overeen met de dot blot methode. Beide methoden hebben als groot voor­

deel dat commercieel verkrijgbare antisera worden gebruikt, dit in te­

genstelling tot een aantal eerder genoemde ELISA methoden waarbij is 

uitgegaan van niet in de handel verkrijgbare antisera. 

Janssen et al (1987A) bepaalden met een electroblot methode, waarbij 

met SDS-PAGE geëlectroforeerde ei\~itten '~erden overgebracht op een ni­

trocellulosemembraan waarna '~erd gekleurd met PAP, naast soja-ei,~it 

ook tar,~egluten, \vei-eilo7it, caseïne en ovalbumine in verhitte produk­

ten. lvei-eho7it en caseïne '~aren niet goed van elkaar te onderscheiden 

omdat kruisreacties optraden. De dot blot screeningsmethode voor de­

zelfde vijf eiwitten wordt door Janssen et al . (1987B) beschreven. In 

dit artikel wordt tevens een vergelijking gemaakt tussen de detectie 

met het immunepe roxidase-PAP en het immunogoudversterkingssysteem . Bij 

het immunogoudversterkingssysteem \~ordt een gouddeeltje gebonden aan 

een antilichaam . Na reactie met het antigeen wordt Ag+ toegevoegd. 
+ Goud katalyseert de reductie van Ag , zodat op de plaatsen waar goud 

is gebonden een zilverneerslag ontstaat. Ook hier werden kruisreacties 

waargenomen tussen caseïne en wei-ehli t. De immunegouddetectie was ge­

voeliger maar duurder dan de peroxidase- detectie. 

Berkowi tz en Hebert ( 1987) beschrijven een immunoassay waarbij gebruik 

wordt gemaakt van een polyclonaal antiserum tegen verhit soja-eiwit. 

De antilichamen werden geconjugeerd met peroxidase. De te meten soja­

vleesextracten werden g e ïncubeerd in polystyreen cuvetten waarbij de 

soja- eiwitten proportioneel aan de wand ,.,erden gebonden . De hoeveel­

heid soja-ei,-lit werd spectrofotometrisch gemeten na toevoeging van het 

antisojaconjugaat en een substraat. 

2. 7 Conclusies 

Zoals uit het voorafgaande blijkt is het niet eenvoudig om aan te ge­

ven wat de juiste analysemethode voor de bepaling van vleesvreemd ei­

'~it is. De keuze van de methode hangt af van het te bepalen ehYit, het 

al dan niet verhit zijn gewe e s t van he t monst e r e n de verkrijgbaarhe id 
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van reagentia, in het bijzonder antisera . 

Indien deskundigheid aanwezig is kunnen methoden als microscopie en 

histologie goede hulpmiddelen zijn voor de h1alitatieve detectie van 

vleesvreemde eh1itten, ook in verhitte produkten. Dit geldt in veel 

mindere mate voor indirect e chemische methoden. Momenteel lijkt chro­

matografie (HPLC, TLC, aminozuuranalyse) door de be\<lerkelijkheid van 

de methoden, niet de eerst aangewezen techniek voor d e detectie van 

vleesvreemde eh<litten. Ont\dkkeling van niem<le apparatuur en kolommen 

zou hierin verandering kunnen brengen. Electroforese , in het bijzonder 

SOS -PAGE is een redelijk goede methode voor het aantonen van vlees­

vreemde eiwitten , ook in verhitte produkten. De detectie en interpre­

tatie van de farogrammen kan sterk worden verbeterd door immunochemi­

sche detectie na electroblotting . De dot blot methode kan goed Horden 

gebrui kt als screening, evenals immunediffusie en CIE . Voor h1anti ta­

tieve bepalingen in zoHel raU\<le als verhitte prodokten komen naast 

Laurell electraforese momenteel ELISA methoden het mees t in aanmer­

king. Hiervoor is het, evenals voor alle immunechemisc he methoden, 

noodzake lijk dat specifieke antisera beschikbaar zi jn. Deze zijn ech­

ter in vee l gevallen slechts beperkt commercieel verkrijgbaar. 

K\o~antificering van de hoeveelheid toegevoegd ehli t produkt is voor een 

aant al vleesvreemde ei\o~itprodukt en, zoals soja , een probleem, omdat ze 

met verschillende zu iverheden kunnen worden toegepast. Bepalen van d e 

hoeveelheid ehlit lijkt in deze gevallen de beste methode . Gehalten 

vanaf 0, 25% soja-eiwit kunnen goed \Wrden gek\<lantificeerd . 

3 VLEESSPECIES 

3.1 Algemeen 

In de Nederlandse Warenwet wordt , evenals in veel buitenlandse rege­

lingen, voorgeschreven dat vlees\varen moeten zijn voorzien van een 

aanduiding waarop de slachtdiersoort(en) is(zijn) vermeld. Het mengen 

van vlees van verschillende dieren leidt in het algemeen tot een 

goed koper produkt dat ten onrechte duur verkocht zou kunnen \-lOrden. 

Daarnaast is in sommige landen het eten van bepaalde diersoorten op 

religieuze gronden verboden. 

Het aantonen en bepalen van de diersoorten, de species, lijkt voor wat 

de problematiek betreft op het aantonen en bepalen van vleesvreemde 
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eiwitten. Bij mengsels van vlees van verschillende slachtdieren heeft 

men te maken met mengsels van eiwi tten (en vetten) van verschillende 

het· komst , die in veel gevallen ook nog door verhitting zijn gedenatu­

reerd. Een aantal van de voor de bepaling van vleesvreemde ei\~itten 

gebruikte technieken \~ordt ook voor de bepaling van vleesspecies ge­

hanteerd. 

De eiwitten in spiervlees kunnen globaal worden onderscheiden in drie 

groepen, de myofibrillaire, sarcoplasma- en bindweefseleiwitten . De 

myofibrillaire ei\~itten bestaan voornamelijk uit myosine, actine, tro­

pomyosinen, troponinen en actininen. Ze zorgen voor de contractie van 

de spieren. De sarcoplasma-eiwitten bestaan voor het grootste gedeelte 

uit diverse enzymen en verder uit onder andere myoglobine, hemoglobine 

en albumine . De bindweefselei\~i t ten, die de krachten van de myofibril ­

len moeten overbrengen op het skelet, bestaan hoofdzakelijk uit colla­

geen en elastine. Verder komen er een aantal stikstofverbindingen voor 

die niet tot de eiwitten behoren zoals creatine, inosine-monofosfaat, 

di-en tri-fosfopyridine, nucleotiden, aminozuren, carnosine en anseri-

ne. 

Een aantal van genoemde ei\>7itten en stikstofverbindingen kan \Wrden 

gebruikt voor identificatie van de slachtdiersoort, ook de samenstel­

ling van de vetfractie kan hiervoor dienen. Een andere, vrij nieuwe 

techniek maakt gebruik van het herkennen van specifieke DNA-sequen­

ties . 

Een probleem dat kan optreden bij de speciesbepaling met behulp van 

sarcoplasma- eiwitten is dat monsters verontreinigd kunnen zijn met ge­

ringe hoeveelheden uitgelekte sarcoplasma-ei\>litten van een andere 

diersoort, doordat verschillende partijen vlees bij ell~ar in de buurt 

hebben gestaan . Dit kan zowel met immunochemische als electroforeti­

sche technieken sterk vals- positieve resultaten opleveren. 

3.2 Chromatografie 

3. 2. 1 Vet 

Voor de identificatie van de vleessoort kan gebruik worden gemaakt van 

analyse van de vetfractie. Door gaschromatografische bepaling van 

s pecifieke vetzuren of vetzuurve rhoudingen ka n een indicat ie worden 
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verkregen van de vleessoort. Paardevet heeft een hoog gehalte aan li­

noleenzuur, dit kan echter, afhankelijk van het door de diere n gegeten 

voer, vals negatieve resultaten geven (Hitchcock en Crimes, 1985) . 

Varkensvet zou opgespoord kunnen 1vorden door het karakteristieke ge­

halte aan linol- en arachidonzuur in vergelijking met rundvet. Aange­

zien de vetzuursamenstelling van het voer ook hier gedeeltelijk de sa­

menstelling van het vetweefsel bepaalt blijft discriminatie van spe­

cies op basis van vetzuuranalyse op zijn minst twijfelachtig (Verbeke, 

1984). Het behulp van clusteranalyse kunnen Verbekeet al. (1986) wel 

onderscheid maken tussen vet van paard, varken en rund + kip. Tussen 

rund e n kip werd geen duidelijk verschil \•laargenomen . 

De vetanalyse ( vetzuursamenstelling van triglyceriden en 2-monoglyce­

riden , verhouding totaal Cl6/totaal Cl8 enz.) wordt in een aantal 

islamitische landen toegepast om varkensvlees aan te tonen. Nour 

El-Din et al. (1986) tonen op deze 1o1ijze varkensvet in schapevlees aan 

en Kamal et al. (1986) varkensvet in rundvlees . Saeed e t al. (1986) 

bepaalden met behulp van he t gehalte aan 11,14-eicosadieenzuur (C20:2) 

1% varkensvlees in rund- en schapevlees. Deze laatste methode leverde 

bij eigen (RIKILT) onderzoek minder bevredigende resultaten op. Saeed 

et al. (1989) ontwikkelden later een andere methode omdat C20:2 niet 

zo uni ek voor varkensvlees blee k te zijn als zij aanvankelijk beweer­

den . Zij bepaalden de verhouding verzadigde/onverzadigde vetzuren in 

2-positie met behulp van HPLC \oJaarmee ze claimen 1% varken in rund en 

3% varken in schaap te kunnen bepalen. 

Een voordeel van speciesidentificatie door vetanalyse is dat vetten 

meer hittestabiel zijn dan eiwitten, zodat ook verhitte monst e rs zon­

der veel problemen kunnen worden geanalyseerd. Een nadee l is dat de 

vetgehalten sterk kunnen verschillen, terwijl ook d e natuurlijke 

spreidingen groot kunnen zijn, zodat k1o1antitatieve uitsprake n namoJe­

lijks kunnen worden gedaan. 

3. 2. 2 Ei1o1it 

Zoals eerder gemeld konden Ned i na en Phillips (1982) in trypsine-hy­

drolysaten die met DLC en HPLC \<laren gechromatografeerd onderscheid 

maken tussen verhit soja-, rund- , varkens- en kippe-eiwit . Carnegie e t 

al. (1983) bepaalden met behulp van HPLC de verhouding van de dipep-
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tiden anserine, carnosine en balenine in verschillende vleessoorten. 

Hoe\vel de absolute gehalten soms zeer sterk verschilden, \varen de ver­

houdingen tussen een aantal diergroepen dusdanig specifiek dat onder­

scheid gemaakt kon \Wrden tussen deze groepen. Ter controle op toevoe­

ging van paarde- of kangoeroevlees aan verhitte praelukten van rund- of 

schapevlees bepaalden Carnegie et al . ( 1985) de ansedne/ carnosinever­

houding. De methode \vas goed bruikbaar \vanneer daanaast als bevesti­

ging de rnabil iteit van de myoglobine met SDS -PAGE werd bepaald (zie 

3. 3). Bevestiging Has noodzakelijk omdat de verhouding van een mengsel 

overeen kan komen met die van een andere diersoort. Plo\vrnan en Close 

(1988) bepaalden de gehalten aan anserine , balenine en carnosine van 

een aantal vleessoorten en in vleespasteitjes. Tussen een aant al 

species Has met deze methode verschil aan te tonen , er Haren echter 

ook vleessoorten, \vaar bij de spreidingen in de gehalten en verhouding­

en zo groot waren dat er geen onderscheid kon worden gemaakt . Dit 

laatste gold ook voor de verhitte produkten. 

Ashoor et al . (1988A) publiceerden een methode waarbij Haterige ex­

tracten van ramv vlees van rund, varken, kalf, lam, kuiken, kalkoen en 

eend met reversed phase HPLC werden gescheiden . Alle genoemde vlees­

soorten vertoonden niet nader benoemde specifieke pieken \vaardoor zij 

konden worden geidentificeerd. Met behulp van dezelfde methode maakten 

Osman et al. (1987) onderscheid tussen 31 soorten verse vis . Ashoor en 

Osman (1987) konden op deze \oJijze tot 1% varkensvlees in rundvlees be­

palen. Volgens dezelfde auteurs (Ashoor en Osman 1988B) kon ook de 

hoeveelheid kip of kalkoenvlees i n mengsels van kip en kalkoen \YOrden 

bepaald, hoe\·lel er wel een verschil in concentraties werd geconsta­

teerd tussen borst- en dijvlees. 

Chromatografie van de eiwitfractie met de hiervoor beschreven technie­

ken ka n een goed hulpmiddel zijn bij de vleesspeciesidentificatie. Zo­

als reeds eerder beschreven is de techniek van Medina en Phillips zeer 

be\verkelijk, maar geeft veel informatie, ook over vleesvreemde ehlit­

ten . De anserine/carnosine verhouding kan goed \oJorden gebruikt als 

screeningsmethode , ook bij verhitte monsters. Positieve monsters moe­

ten echter met een andere methode worden bevestigd . Voor onverhitte 

monsters lijkt de methode van Ashoor en Osman goed bruikbaar. 
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3.3 Electraforese 

Electra fore se i s een van de meest gebruikte hulpmiddelen voor de spe­

ciesidentificatie. De meest gebruikte techniek is iso-electrofocussing 

(IEF), daarnaast \Wrden echter ook andere technieke n gehanteerd. Yman 

en Sandberg (1987) beschreven een methode waarmee met zetmeelgelelec­

tt·oforese onderscheid werd gemaakt tussen vers vlees van paard, ezel 

en hun kruisingsprodukten (muilezel/muildier) . Na e l ectraforese van de 

sarcoplasma eiwitten werd het gel horizontaal in twee plakken ver­

deeld. In de ene plak \~erden de al buminen aangekleurd en in de andere 

de esterases. Op grond van de beide ferogranunen kon onderscheid \~orden 

gemaakt tussen de drie vleessoorten. Babiker et al. (1980) konden 

paardevlees aantonen in verhit rundvlees door de monsters te extrahe­

ren met een buffer die onder andere me rcapto-ethanol bevatte , waarna 

\verd geëlectroforeerd op een lineaire gradiënt gel met een polyac ryla­

mide concentratie van 10- 15%. Door deze wijze van extraheren en elec­

traforeren Herden myofibrillaire e i\vitten dusdanig van el kaar geschei­

den dat verschil tussen de diersoorten kon worden Haargenomen . Kim e n 

Shelef (1986) scheidden de sarcoplasma e iwitten van niet verhit vlees 

van rund, varken, kip e n kalkoen met dunnelaag- agarosegelectroforese. 

Door het uitvoeren van drie apart e scheidingen respec tievelijk van 

totaal eiwit, myoglobinen en enzymen konden in binaire mengsels de 

vleessoorten k1valitatief en k1vantitatief worden bepaald . Slattery en 

Sinclair (1987) onderzochten een zeer groot aantal (vooral 

Australische) diersoorten door specifieke bepaling v an de vijf lac­

taatdehydrogenase (LDH) iso-enzymen na electraforese op cellulose 

acetaat. De onderzochte monsters waren niet verhit . Binnen de drie 

onder zocht e soortgroepen, gevogelte, kangoeroeachtigen en hertesaor­

ten, lverden met deze methode niet of nau\o~elijks verschillen in mobili­

teit gevonden, tussen de drie soortgroepen \verden 1vel duidelijke ver­

schillen \~aargenomen . Voor verdere identificatie bleek lEF beter ge­

schikt. 

Sibour et al. (1988) modificeerden een PAGE methode uit de humane ge­

neeskunde waarmeee de LDH iso- enzymen werden bepaald . Dit gaf per on­

derzocht e diersoort (rund, varken, lam en paard) vijf duidelijk te 

identificeren banden. Ook Heinert et al. (1988) gebruikten PAGE, lolaar­

bij zo\~el de ei1~itpatronen als de esterasepatronen \verden beoordeeld. 
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Om te zien of leeftijd, ras, geslacht en deelstuk invloed hadden op de 

analyseresultaten, onderzochten ze 50 rw1deren (kal veren, koeien en 

stieren) van 4 verschillende rassen, evenals 10 varkens en 10 konij­

nen. Zowel in de ferogrammen van de sarcoplasma-eiwitten als in die 

van de esterssen waren voor alle drie de diersoorten specifieke banden 

aan te ,."j_ jzen l•marmee de diersoort kon lolorden bepaald. De intensiteit 

van de banden kan per monster echter sterk verschillen. 

Kaiser et al. (1980A) vergeleken tlolee PAGE methoden (in buisjes en op 

vlakgel) en tlolee lEF methoden (in polyacrylamide en agarose) met el­

kaar door sarcoplasma-eilolltten uit l•mterige extracten van rauw vlees 

van 31 diersoorten (8 zoogdieren, 6 pluimveesoorten, 4 zoet- en 12 

zoutlolatervissen en inktvis) met die methoden te onderzoeken. De beide 

PAGE-methoden leverden identieke resultaten op evenals de beide lEF­

methoden. Alle onderzochte diersoorten vertoonden karakteristieke 

eiwitspectra . Met PAGE kon onderscheid worden gemaakt tussen ree en de 

antilopesoorten impala en springbok, tussen rWld en ree, tussen ree en 

hert en tussen kalkoen en kip . De mogelijkheden met lEF lolaren nog gro­

ter, bij enkele diersoorten kon bij een aantal dieren zelfs onder­

scheid lolOrden gemaakt naar geslacht en leeftijd. lEF op polyacrylamide 

gaf scherpere banden dan op agarose. De beide lEF methoden waren door 

de uitstekende resultaten, goede reproduceerbaarl1eid en snelheid beter 

geschikt dan de PAGE methoden . 

Hofmann (1986) onderzocht monsters van verschillende onverhit te deel­

stukken van rund, varken en paard met SOS-PAGE van de myofibrillaire 

eiwitten. Daarnaast werden de sarcoplasma-eiwitten (uit waterige ex­

tracten) geëlectroforeerd op SOS-PAGE en lEF. Er lolerd met SOS-PAGE 

geen verschil tussen de diersoorten vastgesteld, wel was er verschil 

in intensiteit van banden tussen verschillende deelstukken. Met lEF 

van de sarcoplasma-eilolitten was het moeilijk om venolante diersoorten 

met zekerheid te identificeren doordat de intensiteit van een aantal 

banden door verschillende factoren, zoals deelstuk en behandeling van 

het monster, wordt beinvloed, verder was beoordeling moeilijk door het 

grote aantal banden . Hel kon verschil tussen een groot aantal species 

1o1orden vastgesteld lolanneer alleen naar de myoglobinebanden, die voor 

iedere diersoort specifiek bleken te zijn, lolerd gekeken. Deze banden 

waren in veel gevallen met het blote oog zichtbaar . 
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Kaiser et al. (19808, 1981) en F~hrling en Gersende (1980) identifi-

ceerden de species van rauwe vlees- en vismengsels met behulp van IEF 

van de sarcoplasma-eiwitten op polyacrylamide en agarose. Kaiser et 

al. konden in binaire mengsels 2-5% van een species bepalen door de 

intensiteit te meten met een densitometer. FUhrling en Gersende ver­

kregen met IEF op ultradunne gelen betere resultaten dan met commer­

cieel verkrijgbare kant en klare gelen. 

Sinclair en Slattery (1982) maakten onderscheid tussen raU\oJ vlees van 

een aantal diersoorten door lEF en detectie van de myoglobinebanden. 

Alle vleessoorten vertoonden t\oJee kenmerkende banden met voor de mees-

te diersoorten specifieke iso-electrische punten die met het blote oog 

zichtbaar waren. Alleen schaap en geit konden niet ,.,orden onderschei­

den. IVanneer alle banden \oJerden aangekleurd ontstonden complexe fero­

grammen die geen extra informatie gaven. Ook Hofmann (1986) kon aan de 

hand van de myoglobinepatronen van waterige extracten van onverhit 

vlees na lEF de diersoort identificeren. In tegenstelling tot Sinclair 

en Slattery vond hij voor een aantal diersoorten meer dan twee myoglo­

binebanden. Bij veel monsters werden namelijk ook iin of meer neven­

banden \.;raargenomen. Dit kan het gevolg zijn van het opbrengen van een 

grotere hoeveelheid monster . In een vervolgonderzoek konden Hofmann en 

Bl~chel (1986) evenals Gisse1 (1987) een groot aantal rauwe vleessoor­

ten van elkaar onderscheiden aan de hand van de myoglobinepatronen na 

IEF . 

Een nadeel van speciesidentificatie door middel van myoglobinebanden 

ZO\oJel met PAGE als IEF is dat het myoglobinegehalte per diersoort en 

per deelstuk sterk kan verschillen . Vleessoorten met een laag myoglo­

binegehalte kunnen daardoor moeilijk \'lOrden aangetoond, ter\oJijl de 

kwantificering vrij,.;rel onmogelijk wordt . Verder is de hittestabiliteit 

te klein om op bovenstaande wijze verhitte produkten te differenti-

eren. 

Bauer en Hofmann (1987A) vergrootten de gevoeligheid van de methode 

door pseudoperoxidasekleuring \oJaardoor vlees met een laag myoglobine­

gehalte en verhit vlees (tot 100°C) kon worden geïdentificeerd . De 

gevoeligheid kon nog worden vergroot door zilverkleuring (Bauer en 

Hofmann, 19878). Het deze methode kon 10% varkensvlees \Wrden aange­

toond in een mengsel met rundvlees dat 60 min. bij 80°C was verhit. 

Ook kan in een zelfde produkt 1% varkensvlees \'lOrden aangetoond als de 
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extracten met behulp van ultrafiltratie worden geconcentreerd. Met de 

twee bovenstaande methoden konden Bauer en Hofmann (1989) naast rund 

en varken ook verhit schaap, paard, hert, konijn en kalkoen identifi-

ceren. 

Een andere manier van detectie waarmee ook species in verhitte mon­

sters konden worden onderscheiden werd beschreven door King (1984) en 

King en Shaw (1984). Na extractie met guanidine en lEF 1.;rerden de enzy­

men adenylaat-kinase (AK) en creatine-kinase (CK) specifiek aange­

kleurd. CK bleek redelijk en AK goed hittestabiel. Bij vleesmengsels 

kunnen er echter CK hybriden worden gevormd die identificatie bemoei­

lijken . De methode is bovendien zeer bewerkelijk , ten.;rijl de banden 

niet scherp zijn . In verhitte vlees1.;raren konden Janssen et al. (198913) 

rund-, varkens-, schape-, paarde- en kangoeroevlees aantonen door 

electraforese (lEF) van de myoglobinen 1.;raarna de ei1.;ritpatronen 1o10rden 

geblot op nitrocellulose. Hierna worden myoglobinebanden specifiek 

aangekleurd door het blot te incuberen met een anti-humaan 

myoglobineserum, peroxidase-anti-peroxidase complex en substraat. In 

produkten die tot 120°C 1.;raren verhit 1.;ras het mogelijk tenminste 10% 

varkens-, schape- of paardevlees aan te tonen. Het aantonen van 

pluimveevlees was met deze methode niet mogelijk . 

Elec trofo re se , zoHel PAGE als lEF, is een goede techniek voor de bepa­

ling van de slachtdiersoort, vooral als naar specifieke banden, zoals 

enzymen of myoglobinen 1.;rordt gekeken. De detectiegrenzen voor de di­

verse species liggen met electraforese in de orde van grootte van 5 á 

10%. 

3. 4 Immunechemische methoden 

Voor de identificatie en bepaling van vleesspecies Horden, evenals bij 

de bepaling van vleesvreemde eh.;ri t ten, veelvuldig immunechemise he me­

thoden ingezet, waarbij meestal gebruik wordt gemaakt van antisera 

tegen de sarcoplasmaei1.;ritten. De hiervoor gebruikte methodieken zijn 

ook vrijHel identiek aan die voor de vleesvreemde eiwitten, namelijk 

immunediffusie, immuno-electroforese en diverse immuno-assays, 1.;raarvan 

ELISA de belangrijkste is. Ook de problemen zijn vergelijkbaar: een 

antiserum is slechts 1.;rerkzaam tegen één diersoort, de verkrijgbaarheid 

van commerciele antisera is beperkt tot die van een klein aantal dier-
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soorten, de antisera \-lerken niet of slecht tegen gedenatureerde ei\.;ri t­

ten en verder geven veel antisera kruisreacties tegen soort-veno7ante 

diersoorten. 

De immunodiffusie \-lordt voor vleesspeciesidentificatie nog veelvuldig 

gebruikt . In de USA zijn voor een aantal diersoorten kant en klare im­

munodiffusietests ont\.;rikkeld die zijn gebaseerd op de Ouchterlony­

test. Ze bestaan uit petrischalen gevuld met agar \-laarin de opbreng­

plaatsen zijn voorgeponsd. De ant isera en standaarden \-lorden gevries­

droogd op filtreerpapiertjes bijgeleverd. Le verbaar zijn de ORBIT test 

voor rundvlees (Hag eau et al ., 1984) de PROFIT test voor pluimvee 

(Cutrufelli et al. , 1986) en de PRIME test voor varkensvlees 

(Cutrufelli , 1988). De ORBIT en PROFIT methoden \-lerden in een ringon­

derzoek uitgetest (Cutrufelli et al., 1987). In ram.;re monsters kan 10% 

rund- of pluimveevlees (kip/kalkoen) \'lOrden aangetoond . 

Wanneer antisera niet commercieel verkrijgbaar zijn kunnen ze, hoewel 

niet eenvoudig , gemaakt \-lorden. Doberstein en Greuel (1986) maakten 

een antiserum tegen rauw kangoeroevlees . Hanz ( 1987) maakte polyvalen­

te antisera tegen een groot aantal (9) diergroepen. Door absorptie met 

sera van andere groepen en ondergroepen konden deze dusdanig specifiek 

\-lord en gemaakt dat vele diersoorten in ramo1e mengsels konden worden 

geïdentificeerd . Kang'ethe et al. (1986) maakten op vergelijkbare wij­

ze antisera tegen thermostabiele antigenen van 14 soorten runderachti­

gen. Deze antisera werden verkregen door eiwitextracten te verhitten, 

\oJaarna de niet gedenatureerde eh.;ritten \.;rerden gebruikt voor de produk­

tie van de antisera . De detectie van species in commercieel gesterili­

seerde prodokten werd uitgevoerd met behulp van de Ouchterlony test. 

Allsup (1987) onderzocht een groot aantal niet verhitte vleesmonsters 

zo\.;rel met immunodiffusie als met CIE. De laatstgenoemde methode bleek 

sneller, gevoeliger en goedkoper te zijn. Sch\.;reiger et a l. (1983) 

maakt en antiserum tegen troponine T, afkomstig van pluimvee waarmee 

met diverse immunochemische technieken zoals immunodiffusie, CIE en 

immuno-electroforese (electroforese met detectie door immunodiffusie) 

pluimveevlees in verhitte vlees\.;raren kon \'lorden aangetoond . Casa et 

al. (1985) vervaardigden antiserum tegen oplosbaar spiereiwit van 

paardevlees . Net dit serum kon door immuno-electroforese in ram.;re pro­

dokten paardevlees \.;rorden aangetoond zonder dat kruisreacties met 

rund- en varkensvlees \oJe rden waargenomen. Om antisera tegen verhit te 
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species te verkrijgen verhitte Hayden (1981) bijnie ren van paard, var­

ken , schaap, kalkoen en kip tot 98°C . Hiervan Herden extracten gevormd 

waartegen antisera \-Terden gemaakt. Via immunodiffusie konden met deze 

antisera de diverse species in verhit te vlees\-Taar worden aangetoond . 

Er \-Terden kruisreacties 1-1aargenomen tussen rund en schaap en t ussen 

kal koen en kip . 

Johnston et al . (1982) ondersche idden twee rondersoo rten van schaap, 

ezel, varken, paa rd en kangoeroe met behulp van een door hen ont\dk­

kelde rad io-immuno-assay (RIA) . 

Patterson en Spencer (1985) beschrijven een ELISA waarmee rauw vlees 

van na u1o1 ven-Tante diersoorten zoals paard e n ezel, geit en schaap 

evenals buffel en rund kunnen worden onderscheiden . Hiervoor 1-1erden 

species-specifieke antisera geproduceerd door de ene soort te immuni­

seren met de andere \llaarna op een kolom \llerd gezuiverd . Het d eze me­

thode kon binnen een uur 0,1% ezel in paard, 0, 1% geit in schaap en 1% 

buffel in rund worden aangetoond. Jones en Pattersen (1985) hanteerd en 

een andere (dubbel antilichaam) ELISA waarmee ze in ram-1e t·undvlees­

produkten 1-3% varkensvlees konden aantonen. De t\olee benodigde antise­

r a tegen varkensserumal bunline 1-1erden opge1-1ekt in konijnen e n schapen . 

Dezelfde auteurs, Jone s en Pa tte r son (1986) modificee rden een indirec­

t e ELISA voor de speciesbepaling in rau\<le vleeS\Ilaren door gebruik te 

make n van antisera die mono s pecifiek \'lare n gemaakt door ze te mengen 

met sera van andere diersoorten zodat kruisreacties i n de assay werden 

voorkomen. Hierdoor kan gebruik gemaakt 1-1orden van polyclonal e antise­

ra. Verder gebruikt en ze op filterpapierschijfjes gestabiliseerde an­

ti l ichamen en r efe r e ntievleesex tracten die lang houdbaar waren . 

Dineer et al . (1987) vergeleken de r esultaten van een compe titieve en 

een indirecte ELISA methode met elkaar . Ve rder onderzochten ze de in­

vloed van pe kelen en verhitten op de identificatie van species . Ze ge­

bruikt e n commerci~le antisera tegen schaap en varken die ze zuiverden 

me t affiniteitschromatografie. Hierbij wordt het antiserum door kolom­

men geleid d ie de ongewenste antigen e n in gebond en vorm bevatten met 

a l s resultaat dat een antiserum overblijft dat zee r specifiek t egen 

een dier soort is. De competitieve ELISA vertoonde de laagste kruis-re­

activiteit. Het beide methoden kon 5% schapevlees of varkensvlees in 

rundvlees worden aangetoond . Pekelen had \<leinig of geen invloed op de 

bepalingen . Hannee r rau\-T of gepekeld vlees werd verhit kon in de 
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meeste gevallen geen reactie meer worden tolaargenomen. Alleen bij de 

indirecte ELISA kon varken nog in geringe mate worden aangetoond. 

Nartin et al. (1988A, 1988B) maakten antisera tegen sarcoplasma-ei\o~it­

ten van paard en varken en maakten deze species-specifiek met behulp 

van affiniteitschromatografie . Met dubbel-antilichaam ELISA kon 1-50% 

paarde- of varkensvlees in rawo1e vleesmengsels worden bepaald . Ayob et 

al. (1989) vergeleken een verbeterde directe niet-competitieve ELISA 

met een indirecte competitieve ELISA voor de bepaling van varkensvlees 

in rau\>le vleesprodukten. De indirecte methode gaf bevredigende resul­

taten, de directe methode \<las echter veel nawo~keuriger, sneller en 

meer betrouwbaar . 

Berger et al . (1988) isoleerden hitteresistente immuniserende antige­

nen (IgG) van varken en pluimvee en gebruiken deze voor ELISA's. 

Hiermee kon varkens- en pluimveevlees \olorden aangetoond in vlees\o~aren 

die 15 min. waren verhit bij 120°C. 

Om species-specifieke antisera te verkrijgen maakten Goerlich en 

Greuel ( 1986) monoclanale antisera tegen rau\o~e en hittebehandelde 

(70°C) vleeseiwitten van rund en kangoeroe. Net behulp van ELISA kon 

tot 70°C verhit vlees van deze beide diersoorten worden aangetoond. 

Honoclonale antilichamen tegen pluimvee \<lerden geproduceerd door 

Martin et al. (1989). Ze verkregen drie antisera waarmee onderscheid 

gemaakt kon worden tussen onverhit pluimveevlees (kip en kalkoen) en 

vlees van zoogdieren (varken, rund , paard en schaap). 

Met één van deze antisera \olas het mogelijk om met behulp van ELISA 

onderscheid te maken tussen kip en kalkoen. De antisera reageerden, 

hoewel slechter dan bij vers vlees, met antigenen van verhit- en 

orgaanvlees. 

Janssen et al. (1989A) beschrijven een dot-blot immunoassay \<laarmee 

het mogelijk is met dezelfde monstervoorbereiding zowel speciesidenti­

ficatie uit te voeren als schildklierweefsel (met behulp van antiserum 

tegen thyroglobuline) aan te tonen . De methode is semi-kwantitatief, 

er kan ca. 5% paarde-, varkens- of kippevlees en 0,01% schildklier­

,.,eefsel mee \<lOrden aangetoond in rauwe produkten. 

Alle hierboven genoemde immunochemische technieken zijn, indien de 

juiste antisera aam1ezig zijn , goed bruikbaar voor de identificatie 

van de slachtdiersoort van vlees en vleesmengsels . De kwantitatieve 

bepaling zal met deze methoden echter altijd een moeilijke zaak blij-



-28-

ven. Vlees bestaat naast Hater en vet uit een groot aantal ehlitcompo­

nenten . De antisera zijn daarentegen gemaakt tegen een of enkele van 

deze eiwitten . Omdat de gehalten in vlees van de te bepalen eiHitten 

doorgaans niet constant zijn , is het ook niet mogelijk om hiermee een 

juist vleesgehalte te bepalen. Voor de detectie van vleesspecies in 

kleinere aantallen rauHe monsters zijn immunodiffusie, en; en de dot 

blot methode goed bruikbaar. Bij grotere aantallen monsters geniet 

ELISA de voorkeur . Door de grote gevoeligheid kan ELISA, \oJanneer ge­

bruik Hordt gemaakt van de juiste antisera, ook Horden toegepast voor 

verhitte \<laren. K\oJantitatieve bepaling van vleesspecies is echter een 

moeilijke zaak omdat de denaturatie van de ehoJitten afhankelijk is van 

verhittingstemperatuur en -tijd . 

3.5 Hybridisatie van desoxyribonucleinezuur (DNA) 

Recentelijk werd door een aantal onderzoekers een geheel ander princi­

pe, DNA hybridisatie, voor de speciesidentificatie toegepast. DNA is 

de drager van de genetische eigenschappen en is in iedere cel aanHe­

zig . DNA is opgebou1o1d uit nucleotiden die een suikerdeel ( desoxyribo­

se) , een fosfaatdeel en een base bevatten. Er worden vier basen in DNA 

aangetroffen, adenine , guani ne , cytosine en thymine . DNA bestaat uit 

t1o1ee ketens die in een dubbele helix om elkaar heen gedraaid zitten . 

Deze beide ketens \o~orden door \oJaterstofbruggen tussen de tegenoverel­

kaar liggende basen verbonden. Hierbij is adenine al tijd gepaard met 

thymine en guanine met cytosine zodat beide ketens complementair aan 

el kaar zijn . Haimeer DNA 1o10rd t gedenatureerd , bijvoorbeeld door ver­

hitten, \<lorden enkelvoudige ketens gevormd . De ketens \Wrden, afhanke­

lijk van de denaturatietempe ratuur, gedeeltelijk afgebroken en daar­

door ingekort. Na afkoelen 1-10rden de \<la terstofbruggen opnieu1o1 gevormd, 

zodat de dubbele helix opnieuw ontstaat . Dit wordt hybridiseren ge­

noemd. 

De genetische informatie is vastgelegd in de volgorde van de basen in 

het DNA molecuul. Het verschil tussen tHee dieren van een soort is 

dermate gering dat hybridisatie van ketens mogelijk is. Tussen ver­

schillende diersoorten is dit, wanneer deze evolutionair voldoende van 

elkaar af staan, niet mogelijk. Hanneer enkelvoudige ketens van een 

beke nde diersoort worden gelabeld, bijvoorbeeld met een radioactie f 
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isotoop of een verbinding die kan worden gekleurd, kunnen deze zoge­

naamde pt·obes dienen voor identificatie van die bekende diersoort. De 

probes \vorden hiertoe gemengd met DNA. ketens van het monster. Hanneer 

de te bepalen species aanwezig is zal DNA uit het monster hybridiseren 

met de probe. De hybridisatie kan worden gemeten door de label. 

Baur et al. (1987) labelden DNA. van rund, varken en kip met radioac­

tieve fosfor ( 32P). HoeHel kruisreacties \verden Haargenomen \vas het 

mogelijk vlees van varken, kip en rund met zekerheid aan te tonen. Om 

het nadeel van het \verken met radioactiviteit te vermijden labelden 

A.ntonisse en Janssen (1989) DNA van rund, kip, varken en paard met 

digoxigenine . Hiervoor is een labeling en detectiekit commercieel ver­

krijgbaar. Het \vas mogelijk om in verhitte (l20°C) vlees\varen 10% van 

de genoemde species aan te tonen. Omdat schaap en rund evolutionair te 

dicht bij el kaar staan is het niet mogelijk om deze diersoorten met 

deze methode te onderscheiden. Hinter~ et al. (1990) bepaalden de hoe­

veelheid rauw varkensvlees in rundvlees met immunediffusie, CIE, lEF 

en DNA. hybridisatie . Met immunodiffusie kon 1% varkensvlees \VOrden 

aangetoond, met CIE 0,4%, met lEF 5% en met DNA. hybridisatie (gelabeld 

met 
32

P) 0,5%. Chikuni et al. (1990) labelden DNA. van kip, varken, 

geit, schaap en rund met biotine. Vleesmonsters \olerden 30 min. verhit 

bij 80, 100 en 120°C. Bij kip en varken werd geen kruisreactie Haarge­

nomen maar bij herkamo~ers vond onderlinge reactie plaats. 

De gevoeligheid en specifiteit zou theoretisch vergroot kunnen Horden 

door de probes in plaats van met totaal ( genomisch) DNA met soort­

specifieke sequenties te maken. Dit blijkt in de praktijk echter niet 

al tijd goed te werken. Bij het onderzoek van Hint er~ werden namelijk 

beide soorten probes gebruikt; de probes gemaakt met genomisch DNA 

bleke n gevoeliger . De gevoeligheid Hordt verder be1nvloed door de 

wascondities . De stabiliteit van de gevormde helix is namelijk, onder 

andere, afhankelijk van de ionsterkte . Andere belangrijke parameters 

voor de stabiliteit zijn temperatuur, base samenstelling, kortste ke­

ten in de helix en de concentratie van helix-destabiliserende verbin­

dingen. 

Speciesidentificatie door DNA. hybridisatie lijkt perspectieven te bie­

den. Voor deze techniek veelvuldig kan worden toegepast zal echter nog 

onderzoek met name naar het vinden van optimale labeling- en reactie­

condities nodig zijn . Ook he t vinden van optimale DNA. sequenties, 
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waardoor de techniek gevoeliger en specifieker zou '"orden, zou de toe­

pasbaarheid verbeteren. Op dit moment zijn nog geen gelabelde speci­

fieke probes commercieel verkrijgbaar. Het grote voordeel van deze 

techniek is dat zij werkzaam is voor verhitte vleesprodukten. Er moet 

echter nog \Wrden onderzocht tot '"elke verhittingscondities dit nog 

geldt. 

3 . 6 Conclusies 

Bij onderzoek van vleesspecies moet onderscheid worden gemaakt tussen 

identificatie en kwantificering. Deze beide onderdelen kunnen weer 

worden verdeeld in rau1" en verhit. Identificatie van de slachtdier­

soort van rauw vlees levert in het algemeen niet veel problemen op, 

k\o,~antificering is echter veel moeilijker. Het gehalte van de species­

specifieke componenten kan namelijk per dier en per deelstuk sterk 

verschillen. Identificatie van verhit vlees is echt er nog moelijker 

doordat de vleesei1o,~itten door verhitting vaak dusdanig \vorden gedena­

tureerd dat er chemisch namo,~elijks nog versc hillen kunnen worden \"aar­

genomen. K!o,~antificering 1wrdt daardoor vrij\·Jel onmogelijk. 

Een aantal auteurs claimt dat met de door he n beschreven methode de 

hoeveelheid vlees van een bepaald slachtdier k1o,~antititief kan '"orden 

bepaald. Dit is echter meestal onderzocht met door hen zelf gemaakte 

standaarden. Het is zeer de vraag of de door hen opgegeven nau\o,~keurig­

heid in de praktijk ook mogelijk is. 

Gaschromatografische analyse van de vetfractie kan in een aantal ge­

vallen goed als screening Horden toegepast, t erwij l zij ook goed als 

bevestigingsmethode dienst kan doen . Voor identificatie en semi-kwan­

titatieve bepaling van de in 1o,~ater oplosbare vleeseiwitten lijkt HPLC 

(volgens Ashoor) een vrij goede methode. De chromatografische bepa­

lingen van peptiden zijn zeer arbeidsintensief en lijken daardoor 

minde r gesc hikt. De HPLC bepaling van histidine-dipeptiden kan, ook in 

verhitte produkten een goede indicatie geven over de samenstelling van 

vleesmengsels . 

Electroforese, in het bijzonder lEF maar ook SDS-PAGE, is nog steeds 

een zeer goed bruikbare semi- kwantitatieve techniek, vooral wanneer 

slecht s bepaalde e iwitt en zoal s e nzymen of myoglobinen s pecifie k 
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\Wrden aangetoond. Door gevoelige kleuringen zoals pseudoperoxidase­

en zilverkl euring kunnen in enkele gevallen ook spe cies in verhi tte 

produkt en \<lOrden aangetoond . 

Een scala van imrnunochemische methoden geeft vele mogelijkheden voor 

de identificat ie en k\o~antificering van vleesspecies. Voor de id entifi­

catie en semi - lmantitatieve bepaling in rau1o1e vlees\•mren zij n immuno­

diffusie, CIE en dot blot gesc hikt e en eenvoudige technieken. Bij gro­

te monsteraantallen kunnen hiervoor ook diverse ELISA~s worden inge­

zet . Wanneer men beschikt over antisera tegen verhitte vleessoorten 

kunnen met ELISA ook species in verhitte vleespraelukten worden aange­

toond. Een interessant perspectief lijkt een met hode te bieden waarmee 
0 na electraforese en electro-blotting species in tot 120 C verhitte 

produkten konden Horden aangetoond . Een groot probleem bij de mee ste 

immunochemische methoden is het beperkte aanbod van commercieel ver­

krijgbare antisera en ELISA kits waardoor het voor laboratoria die 

niet de mogelijkheid bezitten om zelf antisera te maken , moeilijk 

wordt dit onderzoek te doen. 

De recentelijk ontwikkelde techniek om species te identificeren met 

behulp van DNA hybridisatie lijkt, vooral voor verhitte produkt en goe­

de pe rspectieven te bieden . Er moet echter nog veel onderzoek uitge­

voerd \o~orden om de techniek te optimaliseren. 
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