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Ladungsorur en im Luskeleiweill und ihre Veranderung bei der
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forschunyz, {ulambach und Institut fir Zrndhrungswissenschaft
der Universitit GieSen

ilere Untersuchkun: en iiber cen Zusaienbhang zwischen »H-"ert unc Vasser-
biniungsverdﬁjen des Fl.eiscles fikhrten zu der Folgerung, da: der Ladungs-
2ustand der strukturellen Muskelproteine fiir die kolloidchemischen Eigen-
Schaften des Gewebes und danit auck fir die Fleischqualitit von entschei-
dencer jedeutuns ist (AT, 1962) .Biir ein eingehenderes Studiuu dieses
Z“Sammeunangcs orwies es sich als notwendig, eine iiethode zur raschen,
STientierenden Zestimagung der positiven unc negativern Lacungen des yuskel-

Clweifes verfiizrbar zu hehen, /ir wiklten hieriidr die Farbstoffbindungs-

ﬁmthgdo von FRLENZEL-CONRAT und COOT3R (1944). Dei diesen Verfabren wird
ie Suume der basischen Gruppen (z=-.mino-, Guanidino-, Imicdazol- und end-
Stindigezz—;Jino—GrJrgcn) auf Grund cder Ninduny des saaren Farbstoffs
Orange G bei pH 2,2 und die Sunme der sauren Uruppen ( Jarboxyl-, Tyrosyl-
ang Sulfhyaryl-Gruppen) auf Grund der Sindung ces basischen Tarbstoffs
S&franin bei pd 11,5 bestinat. Tiese iethode scheint uns fir Arbeiten ilber
die Jezie;ung gwischen Iroteinlacung and dem kolloidciiemischen Verhalten
deg Fleisches bLesser reeignet zu sein als das iblicie Titrationsverfahren,

M Tie unten nock pezeigt werden soll,lilt sich die Wechsclwiriung zwischen
Lad““gsyruppen mit CGer Farbstoffbindungs-iilethode eriemnen; ait der bei der
Titration aaBgebenden Frotonen-lindang ist dies nicht noglich.

CONNELL (1957) war cer erste, cer die liethote von FiliEN.TL-CONRAT und COCKFILR

Uﬂz Wt tierisches Gewebe, uné zwar auf Fischuuskel, anwandte. Al un¢ DEATHERAGS

| \1966) uné nach ihnen noch andere/ Autoren bedienten sichk dieses Veriahrens

tup Bestimming cer Ladungsgruppen in Werasbliitergewebe, Da jedoch eime grind-

liCL@ Friifung der [eaktionsbedingunzen noch ausstand, aufiten wir zundchst

| Cine solche Untersuchung durchfiihren., 7ir stellten fest, daB bei Zinsatz von

l 5 Qg Frotein bzw. 25 ms Gewebe und 10 ml Farbstoffldsung eine Leaktionsdauer

} Yon 13 Stunden (Schiitteln bei + 5° C) ceniigt und dal die angewendeten Zonzen-

i' tr&tion(:n an Safranin (45,6 Mol/lC4Liter) and an Crance G (17,8 Lol/iOdLiter)

il %ur 2., e :
e drzielung des Sittigungs-Gleichgewichites ausreichen.
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Uer Verlauf der arbstoffaufnahme durcl die bzsischen und sauren Gruppen
des Diweifles folpt im Cesamtgewebe wie in iiyofibrillen der Freundlich'schen
Adsorptionsisotherme und der Zinetisch abgeleiteten Linguuir'schen Ad-
Sorptionsisotherme. Die elektrostatische Bindung der Farbstoff-Ionen diirfte

in ihrem Verlauf vorwiegend durch statistische Faktoren bestiamt sein,

Im i, lon;issinus c¢orsi von 30 Rincern, in 25 aus dems Longissiazus dorsi-
lugkel hergestellten lyofibrillen-Priparaten und in 6 aus Zinder-iyo-
fibrillen gevonnenen Lctomyosin-Friparaten wurden Gie Gesamtmengen an
basischen und sauren Grappen mittels der Farbstoifbindungs-tiethode be-
Stiumt (Tabelle 5%

..

iyofibrillen iﬁ iesant rewebe unterscheiden sich hinsicktlich der Zahl ihrer
1r0tein—Ladun;s~ru“nen nickt signifikant. Dagegen ist cer 3efund, daB das
sugkeleiweiB mehr saure als basische Gruppen enthdlt, fir Gewebe, lLiyofi-
brillen und i.ctomyosin statistisch lLioch gesichert, Je hdher der Gekalt des
TliweiBes an sauren Cruppen ist, um so grdfler ist auch cie {iir das elektro-
Cheuiache Verkalten ces Jiweifles wiciitige Lifferenz zwischen sauren und

basischen Grunpen.

Von besonderewu Interesse ist ein Vergleich unserer Farbstoifbindungs-
aesultate mit cden rir waskelproteine und Fibrillen gefundenen Daten der
Titration und der Aminosiureanzlyse (Tabelle 1). In der GroBenordnung
Stimmen unsere Zrgebnisse gut mit den Jerten tiberein, die sich aus dem Ge-
halt des isetomyosins an basischen und scuren Aminosduren ergeben. Mit der
Farbstoffbincunpgsmethode erhilt man fiir llyofibrillen eine gsrifere Zahl an
Sauren Gruppen als mit der Titrationsmethode, da bei letzterer nur cie Carb-
OXylgruppen, nicht aber die Saulfhydryl- unc Tyrosyl-Gruppen erfafit werden.
baB iiyofibrillen im Littel etwas weniger Ladungsgruppen enthalten, als es
die puinosiureanalyse von Aictomyosin erwarten 1ift, kann auf dem Gehalt an
Ein;egewebe (vor allenm folla'en) beruken, welclhes verhdltniswiaBigz arm an
Laduu;sgrqﬂ;un ist (Tabelle 1). Die uit der Farbstoffbindungsuethode in
hAetomyosin gefundene lienre an Ladungsgruppen ist etwas hoher z2ls es der
~minosiureanalyse entsprichit. Tine Aussage iiber die Signifikanz dieses
Unterschiedes 1ift sick jedock wegen der geringen Zahl von erten (6 Froben)
Dicht wmachen. lidglicherweice konnte ein Gehalt an Tropomyosin zu einer Ver-
Gehrung der Ladunrsgrupsen beitragen (Tabeglc 1). Ws seli jedoch nachdrick-
lich darauf hingewiecsen, Ga2 sowohl bei Gewebe wie bei idyofibrillen die

Difforenz zwischen den gefuncenen {aximal- und Minimalwerten so grof ist
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W Basische und saurc Gruppen in iuskelproteinen unc Geweben :
Vergleich zwischen den aus Farbstoifbindung, Titration
und Aminosiure-Analyse erzaltcnen Taten
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(Tabelle 1), daB diese Unterschiede nicht mit Schwankungen im Cindegewehs-

und Tropoayosingehalt zu erkliren sind, jis wuB sich hier un pgrofie Unterschie-
. . e - . > py. ) 3 : 3 e e,
e im Gehzlt des Actouyosins an ferbstoffbindenden busicchen und sauren Grup-

Pen handeln. “/ir haben schon frither anlifilich von Untersuchungen iiber die

™

Pii~_bhincigkeit ces Wasserbindungsverzicens soleche Ladungsunterachiede ver-
mutet ({Agm' 1962) und sind pegenwidrtig dabei, die Jeziehung zwischken farb-
8toffbindenden Ladungsgruppen und Ileischqualitit auf statistischer Basis

20 stucdieren,

Sei py 2,2 liegen alle basischen, bei pii 11,5 alle sauren Gruppen in disso-
2iierter Foru vor. Obwohl siecl zwischen pi 2,5 und 5,5 die Ligsoziation der
basischen Gruppen nicht indert, sinkt die Anzahl der COrange G-bindenden,
basischen Gruppen in dieseu Bereich nmit steigendeun pi-./ert stark ab (Abb.l).
Jei pi-Verten 6,0 verndcen liyofibriller und Cewebe kein Urange G mehr zu
bin“on. Die ntﬁrkste sbnakhoe des Farbstoffbincdunggverumnogens fillt in den
Pii-Dereich, in welclen der p,'-Yert der Carboxylsruppen liegt, Lies be-
deuhet, dafi nit zanehmender ;issoziation der Carboxylgruppen das Farbstoff-
bindangsvermbgen der disgoziierten basischen Gruppen abnimat, Die Tatsache,
dall bei pd=tlerten”; 3 auch bei maximaler Farbstoffkonzentration und 10 h Re-
aktionsdauer nock kein Sattiganzsgleichgewiceht erreicut ist, spricht dafiir,
da8 die basischen Gruppen nicht etwa verschwinden oder vollip bloekiert
8ind, sondern dat die Gleichgewichtskonstante der lLieaktion zwischen basi~

a

8chen Gruppen und Orange & mit steig rendew pi=ert stark abnimat,

Bei der Safranin-Jindung liegen die Verhiltnisse analog (4bb, 1). Das Bin-
dungsvernégen von lyofibrillen und Gewebe fir diesen farbstoff nimmt nmit
Sinkenden pi~/ert ab, lie erste gtarke Abnalwe &g Terbstofifbindung fallt
in ¢en pi-3ereich, in welckew der p,'-’ert der §-iminosruppen des Lysins
liegt (zwischen pil 1C,5 und Q). Im pii-Tereich: zwiscken 9 und 7, in welckem
keine ‘nderung in der Dissoziation von Ladungsgruppen eintrete Jann*), ist
die An(erung der F:rbstoffbindung nur ering, Zwischen pH 6,5 und 5 hin-
€egen nimat die Safraninbindung stark ab. In diesea pii-Sereich liegt der
PK'-Uert des HNistidins, liit zuncimender Zahl an dissoziierten basischen
Gruppen nimuat gsomit das Safranin-Dincdungsvermopen der dissoziierten sauren
Gruﬁpen ab, Das Histidin ist dabei von besonderer Dedeutung, da cdurch
Jissoziation von einer Imidazol=Grur-pe cdie Farbstoffbincung ven drei sauren

Gruppen unterbunden wird, Dic Abnghae der Safraninbindung durcl Senkung des

*
Uit Ausnahne der nur in sehr geringer llenge vorlierencen end-
standigen O=Lwinoruppen

sl




PH="/ertes von 11 zuf 9 mn zu einem Teil auch darauf beruhen, dafl die nega-

tiv geladenen Hydroxylgrupren des Tyrosins und Sulfhydryl-Gruppen des Cysteins
1n den undissoziierten Zustand iibersehen. Bei pd-Werten £ 5 wird kein Jafranin

IS S ]

lehr gebunden,

Aus diegsen nesultaten ist zu folpern, da? im iluskeleiweill solche Seiten-
grupren, deren Ladungen Jurch entgezengesetzte Ladungen koumpensiert werden,
%eine Farbstoff-Ionen zu binden verudren und daB daber die Parbstoffbindungs-
Bethode eine ungefihre Zruittlung der Hettoladang ces lusieleiweilies er-

doglicht, Der pi-Jert, an welcken die Summé von gebuncdenen Farbstoff-An-

Pii

¥ o . frolg g ) ik 5 st ]
lonen und =-Zationen ihr iiinimuu aufweist (pd 5,5;, entspricht recht genau

dem igoelektrischen Funit (i.f.) des Lctomyosing, Zu dhnlichen Vorstellungen
kamen ZLOTZ und ULQUHART (1946) aui Crund der 3indung von iethylorange-An-

ionen durch Proteine., Das starize Dindungsveradgen gevisser rroteine (z.B.
\inderseruuialbunin) fiir iethylorange auch bei pl- erten >6 erklirten ciese
GWtoren nit der .i5zlickleit, daB bei solcien Proteinen ein Teil der Carb-
Oxylgrunpen durck ‘asserstoffbricien wmit CH-Gruppen von iHydroxyawiinosiuren
vVerkniipft ist; diese Carboxylgruppen sollen dann nicht amehr in Vechsel-
Wirkun; wit basisehen CGrunpen stehen und dsher soll ein solches <rrotein
:aben ols andere Irote-

ein gtirl:eres Dindungsveradsen fir saure Farbstoffe b

ine wit der gleichen Zalil von basischen Gruppen, 'enn diese Jberlegungen

1

Pichtig sind, so muf aus cem mangelnden Zindungsverndzen fir Orange G bei

Pi-erten» 6 gefolpgert werden, dali im nativen 'ctouyesin ’asserstoifbriicken~
bindungen zwischen Carboxylgruppen und Lydroxylaminostiuren nicht in nennens-
Wertem Umfange vorliegen,

Hingiehtlich ihrer pi-ibliingigireit bestehen zwicchen Farbstoffbindungs-
Vernogen und Wasserbindungsvermdgen bemerkenswerte '‘nalogien, Dies gilt

2,5, fiir das Jindungs-Minimun bei

-
14

6 und fir den stufenfidruigen Verlauf

i 1

de g Jindungsverndgrens auf der basischen Jeite des 1,7, Uiese :snalogien sind
€eine Jestitigung unserer Vorstellung iiber die Dedeutung der Iroteinladung
fir ¢ie TFleischeualitdt, dock wiirde eine Liskussion dieses Zusamenhanges

Uber den I.ghuen dieses Vortrages hinausgehen,

Lie Tarbst>ffbin ungs-iethode zur Testiuuung der Ladungsgruppen im Muskel-
eiweill wurde nun guf das Studiua der Hitzedenaturierung des leisches an-
Bewendet, 7ie wir sclon friher gefunden hatten (jﬂuh v, DELTESALGE, 1960),
Niimt bei Zrhitzen des iluskelgewebes aaf 700 C die Zahl der sauren, Safranin
binden Ziweil-Gruppen ab, wihrencd die .lenge an busischen, Crange G bindenden

B
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Jruppen unverindert bleibt, ilit dieser lLealtion konnten wir die Zunahue des

. T =

Pi-iertes, die Versechiebung des I.P, zu hdheren pH- erten, die Abnahue der

3

u:tlone.91n/ur~ und die charakteristische Art der Wesserbindungs-inderung

erkliren. Wir stellten nun fest, dal es auch beiu Erhitzen von yofibrillen

. s »a0 A . : S e i
und von Lctomyosin auf 70° C zu cirer ‘bnahme an farbstoffbinlienden sauren

'

Grupren (bis zu 55 / der urspriinglich vorhancdenen Gruppen) woumat (Abb, 2).
Je mehr saure Gruppen im nativen Irotein vorhanden sind, wa so stirker ist
lhre .ibnalne bei Litzedensturier ung, “/ir fanden fermer, dzB durch Frhitzen
von 70° ¢ auf 120° C die Zahl der sauren Gruprven weiter sbnimat (4bb, 2).
Als weiterer neucr Defunc ergeb sieh schliefilich, dal im Cesaamtpewebe und

. X 2 R iy 41 , R o i 2 RRR L
In ifyefibrillen bei Zrhitzen von 70 C auf 120" C auch die basischen Gruppen
abnehmen (maxi;al ann 20 % der urspriinglichen Henue). ~eli Jctomyosin ist die

/

thnahue an basischen Grappen durch Irhitzen auf 120 C nur gering.

lelt es sich offen-

gei der lntcrung cer Farbstoffbinduny durch Brriitzen h
bar um eine vollice Cleckicruns ven Ladungsgrupnen und nicht etwa nar un
€ine Veraind derung der Gleichgewichitskonstanten, da die farbstoffkonzen=-
tr&tion, bei welcher das Protein nit Farbatorf gesdttict ist, in erhitzten
Hiyofibrillen etws die sleiche ist wie in nativen (ibb, b). Lie Abnahwme von
Sauren Gruppen durch driaitzen suf 7¢° ¢ kann jedoch nicht suf einer Zer-
Storung dieser Gruppen - z.B, durch Uecarboxylierung -~ beruhen, da nack
allen /ngaben der Literatur der Aainosiuregehalt des Fleiscres durch Er-
Qitzen auf cCiese Temperatur nicht herabgesetzt wird. Die sauren arupren des
MugkeleiweciBes niissen daher so gebunden sein, dal sie durch Sdurehydrolyse
Wieder freigesetzt werden., ilan wird eine Wechselwirkung mit anceren Gruppen
nnehnen miissen, welche - etwa durch Bildung von asserstoffbindungen -

die Bindung von Safranin-Ionen auch “ei p- 11,5 verhindert, BEine Yeclhsel-
wirkun; nit basischen Grupren dirfte nicht in Betracht komuven,da Jrhitzen
auf 70° ¢ die windung von Orange G nicht nur bei pd 2,2, sondern auch hei

PH 3,6 undg 5,0 unceeinflut 18t (Abb, 4). Diese Zurven cestatten noch

€inen weiteren SchluB: Die sauren Gruppen, welcie durch Zrhitzen ihr PFarb-
Stoffbindunpsve négen verlieren, kionnen bei den .normalen pi-Tert des liuskels
(Dﬁ 5,5), bei dem die irhitzung erfolgte, nicht in elektrostatischer VWechsele
Wirkung wit basischen Ladungsgruppen gestanden haben. ire dies niaalich der
7&11, so mifite durch die Abnakiie saurer Gruppen beinm Zrhitzen ein UberschuB
81 bagischen Gruppen, d.h, eine Cunahuwe der Jindung von Orange G bei pHE 5,0

€intreten, Dies aber ist nicht der Fall (Lbb, 4).

Yffenbar sind in isoelektrischen i uskeleiwei8 bei weiten nicht alle ent-

8egengecetzt geladenen Grupren salzartig miteinancer verkniipft. Dennoch

i, &




Vermégen sie erst dann Perbstoff-Ionen zu binden, weun die Dissoziation der
3

entgegengesetzten Ladunzsgruppen zuricigedringt wird., Vermutlich macht die

i . .y . y s . »
aufhebung von salzartigen Briickzenbindungen auch die nicht an der Salzbin-

dUng beteilipgten dungsgruppen fir die Farbstoff-Ionen aus sterischen

Griinden zuginglich.

Diesen Hrgebnissen zufolge kann die Blockierung saarer Grupven beim Er-
hitzen nicht durch Realtion mit Ladungsgruppen zustande kommen, Uoglicher-
Weige handelt es sich um die Bil&ung von Jasserstoffbriickenbindungen
Zwigchen Carboxyl- und Tydroxylgruppen, Actonyosin enthilt iwmerhin 8,3

. :
B i idonte Hydvexsaninosiveon (Serin + Threonin) pro 10 g Protein,
liit der experimentellen Searbeitung dieses Problems siné wir zur Zeit
beschiftigt.
Wie wir in fritheren Versuchen fancen, zeigen alle von uns untersuchten

T : A2 (o . SR .0
Veranuerungen des iluskeleiweifles bei ditzedenaturierung zwiscken 50 und

=i 0 . 3 . . . s ' T 3 v P
99" ( eine charakteristische Verzogerung oder Unterbrechung (uAMm ) I

Y e
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1962 ), Dies zilt fir cie Abnahiie der sauren Gruppen
) 7 (%] F

HA ,
und des Vasserbindungsverutgens in Gewebe sowie fir die Zunalue des pi-ier-
tes und das Treiwerden von Brdalikzali-ionen. Es ergab sich nun der inter-
essante Befund, da’ bei Eraitzen von reineu Actouyosin ebenfalls zwischen
50° uné 55° C eine signifikante Unterbreclhung in der Abnalize farbstoff-

bindencer saurer Gruppen eintritt (4Abb. 5). In dieseu Teuperaturbereich,

in welchem sich auc® die Joagulation des Actomyosins vollzieht, kouut es

S8ehr wakrscheinlich zu einer "Umorientierung" der Ladungsgruppen.

Wip mochten annehuien, daB die gleichen aneaktionen, welche die Abnahme von
Sauren Gruppen bedingen, auch fir cie Hoagulation verantwortlich sind, zu-
Bal eg sich nachweisen ldBt, daB die Joagulation und die dazanit verbundene
feste Vernetzung der Proteinstruktur nicht auf der Zildung neuer Disulfid-
Brickenbindungen beruht, Zrhitzen auf 70° ¢ fihrt ninlich weder bei yo=-
fibrillen noch bei Actouyosin zu einer Abnahme an Sulfhydrylgruppen (4bb.6),
Die Zuginglichkeit der Sulfhydrylgrauppen fir N-Athylunaleininid, die wesent-
lich geringer ist als die Zuginglichkeit fir die bedeutend kleineren
A8+-ioncn, nimot sogar durch Erhitzen der iiyofilrillen von 30° ¢ auf 70° ¢

Zu, wie dies auch bei vielen anderen Iroteinen der 2ll ist.

AbschlicBend nock eine Bewerkung zur Libnahue von farbstoffbindenden basi-
Schen Gruppen beim Zrhitzen. Diese Reaktion setzt erst bei Teuperaturen
€in, bei denen auch Braunungsrealrtionen im Fleisch beginnen, Is ist nog-

lich, daf das Verschwinden basischer Gruppen auf der Xondensation von

o o




Amlnogruppen des Tiweifles nit Carbonylgruppen entsprechend dem Typus der

1 . % : = ; i 3 - : -1 . " . .o .
Maillard-_eation beruht. 4n cdieser Zeaktion kinnen jedoch die loslichen

40hlenhydrate des liuskelplasuas nicht als Carbonylitouponente beteiligt

.

Sein, da hinsicktlich der Abnahie 2n basischen Gruppen durch ZBrkitzen auf
1200 ~ . N ~ ¥ ¥ RN . Y . . . s 3 s
- C zwigschen Gesamtpewebe und iiyofibrillen kein signifikanter Unter-

8chied bestelt.
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usasmeniassung

Dy . o - » . . - . . .

Ule basischen und sauren Crupjen im EiweiB von .luskelpewebe, liyofibrillen
und Actomyosin (Kind) wurden mittels einer Farbstoffbindungs-i.ethode be-
Stimmt, Die so erheltenen Mittelwerte stiriuen nit den “‘erten gut iiberein,

welche gich aus der Aminosiure-inalyse von Actin und iiyosin ergeben,

Wie die pii-ibhdngigkeit der Farbstoffbindung zeigt, verndgen nur solche
Ladungen des iiuskeleiweifies Farbstoff-Ionen zu binden, welche nicht curch
entgepgengesetzte Ladungen Zompensiert sind. Die Farbstoifbindungs-iiethode
gestattet es daher, die ungefédhre Nettoladung des EiweifBes uncd die Lage
des isoelektrischen Punztes zu eraittels. 'asserstoffbriickenbindungen
Zwigchén Carboxylgruppen und Hydroxylgruppen von Irotein-Seitenketten

Scheinen im nativen MuskeleiweiB nicht in nennenswertem Unfang vorzu-
liegen,

Dureh Arhitzen auf 70° ¢ nimat in iluskelgewebe, iiyofibrillen und Lcto-
ayosin die “ahl der sauren Gruppen ab, wihrend die lienpe an basischen
Gruppen unveridndert bleibt. Beim Erhitzen von 70° C auf 120° C kommt es

ZU ciner weiteren ’'bnakiie an sauren Gruppen und auSerden zu einer Abnalme
an besischben Gruppen., Vie der Einflul der iitzedenaturierung auf das Farb-
Stoffbindungsvernoren basischer Grunpen bei versciiedenen pi-“erten ergab,
komnt gie Blockierung saurer &Gruppeén beim JIrhitzen nicht curch Leaktion
Bit Ladungscruppen zustande, 2ie woglichlkeit der 3Bildung von Vasserstoff-

3

briicken zwischen Carboxyl- und Hydroxylgrappen wird dis’tutiert.

Senaturierungsversuche lassen ferner erkennen, dal in nativen, isoeleltri-

8chen Hiweil bei weiten nicht alle entgegengescetzt geladenen Gruppen salz-

artig niteinander veriniipft sind.

Seim Erhitzen von .ictonyosin tritt -~ ganz analog wie in Gewebe - zwischen
o ; ; : S A

50° und 55° C in der .Lbnahie der farbstoffbindenden sauren Gruppen eine

Charakteristische Stufe ein, die wahrscheinlich auf einer "Umorientierung"

Von Ladungsgruppen berunt.

Es wurde nachrewiesen, def bei der Zitzekoagulation von kyofibrillen und

ActomyOSin Zeine neuen nisulfid-Iriickenbindungen gebildet werden.

~

A - ) 1 : m “ e ~ ) ,\0 %
4n der neaktion, welche bein Erlitzen des Gewebes auf 120 ¢ zur Abnahue
Von beaischen Grurpen fiikrt, sind die ldslichen Hohlenhyarate des Sarko-

Plasmas nicht entscheidend beteiligt.
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