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S u lfh .yd ry l -  und L isu lf id . -  rup^en des  F l e i s c h e s  und ih r e

Bc-Stimmung

K. Hoimann und zu. Hamm, I n s t i t u t  für  Chemie und P hys ik  
der B u n d e s a n s t a l t  fd r  F l e i s c h f o r s c h u n g ,  Kulmbach

1 . E i n l e i t u n g
Cie L rforschung  der R o l l e  der S u l f h y d r y l  (SH)- und D i s u l -  
f i d  (S S ) -  gruppen i n  der I r o t e i n c h e m i e  rü c k t  im nahmen der  
F l e i s c h f o r s c h u n g  immer mehr in  den Vordergrund des  I n t e r e s 
s e s .  Die SH-Gruppen s in d  d i e  r e a k t i o n s f ä h i g s t e n  f u n k t i o n e i 
l e n  Gruppen der P r o t e in e  überhaupt und s t e h e n  daher i n  Be
z iehu ng  zu z a h l r e i c h e n  Veränderungen des  F l e i s c h e s .  Die Be
stimmung der SH-Gruppen s t ö ß t  jedoch  auf  e i n i g e  p r i n z i p i e l l e  
S c h w i e r i g k e i t e n .  Die Bedeutung der SH-Gruppen fü r  d i e  Funk
t i o n  der P r o t e in e  i s t  in  v i e l e n  F ä l l e n  noch n i c h t  g e k l ä r t .
S. Rapoport s c h r e i b t  daher v ö l l i g  zu r e c h t  ( 1 ) ;  "Die B io 
chemie der SH-Grup^e i s t  e i n e s  der merkwürdigsten K a p i t e l  
der G esch ic h te  der W isse n sch af t ' ' .  Wir h a t t e n  in  den v e r 
gangenen f ü n f  Jahren G e l e g e n h e i t ,  uns dem Studium der SH- 
und SS-GruppenbeStimmung zu widmen und e i n i g e  Methoden a u s 
z u a r b e i t e n ,  deren  P r i n z ip  nachstehend  m i t g e t e i l t  w ird .

2. Die Bedeutung; der SH-Gruppen für  d i e  Chemie des F l e i s c h e s  
Die SH-Gruppen s t e h e n  in  Beziehung zu v e r s c h ie d e n e n  Ver
änderungen des F l e i s c h e s  während s e i n e r  Lagerung (2)  und 
V e r a r b e i tu n g ,  in s b e so n d e r e  b e i  der F l e i s c h r e i f u n g  ( 3 , 4 ) ,  
beim G e fr ie r e n  ( 5 , 6 ) ,  Pökeln ( 7 - 9 )  und Räuchern ( 1 0 ) .  Auch 
für  d i e  Bindung von ATP (e n e r g ie r e ic h e m  Phosphat)  an das  
Muskelprotein Myosin,  für  d i e  Aktivität von ATPase, d i e  
P o ly m e r i s a t i o n  von A c t in  und fü r  d i e  M u sk e lk ontrak t ion
sin d  die SH-Gruppen des Muskels von Bedeutung,  "»eiterhin  
wird d i e  Q u a l i t ä t  des F l e i s c h e s ,  wie etwa d i e  Z a r t h e i t  
(2 ,  11, 12) und das masterbindungsvermögen, durch das SH- 
und SS-System der M usk e lp ro te in e  und d e s s e n  R eakt ionen  be
e i n f l u ß t  .

Beim E r h i t z e n  von F l e i s c h  wird zum T e i l  aus den SH- 
Gruppen d e s  M u sk e le iw e iß e s  (14,  13) S c h i e f e l w a s s e r s t o f f  
a b g e s p a l t e n  ( 1 5 - 1 ö ) ,  der beim L indosen  von F l e i s c h  e in e  
K orros ion  (an der Schwärzung erkennbar)  des  D o s e n m a te r ia l s



(15) verursacht, während ein anderer Teil der SH-Gruppen 
unter dem Einfluß von Sauerstoff zu liisulfidgruppen oxy
diert •, ird (1 5, H ) .
ernährungsphysiologisch interessant ist die partielle Zer
störung der den 311- und SS-Grupren zugrundeliegenden Amino
säuren Cystin und Cystein bei einer langdauernden Hocher
hitzung von Muskeleiweiß (13), was eine Abnahme seines 
Nährwertes zur Folge hat (die schwefelhaltigen Aminosäuren 
begrenzen den Nährwert von Fleischeiweiß).
Die SH-Gruppen der meisten Proteine jesitzen eine unter
schiedliche Reaktionsfähigkeit, die sich mit dem Zustand 
eines Proteins ändern kann. Im Eialbumin z. B. sind die 
SIi-Grurpen erst nach Denaturierung (Harnstoff, Hitzeein
wirkung) nachweisbar. In manchen Fällen bieten daher bH- 
GruptenbeStimmungen auch die Möglichkeit, Denaturierungs
vorgänge zu verfolgen.
Aber trota aller bisher erzielten Fortschritte auf den 
genannten Gebieten sind unsere Kenntnisse über die Be
ziehungen zwischen den SH- bzw. SS-Gruppen und den ver
schiedenen Veränderungen des Fleisches noch sehr lücken
haft. Es handelt sich hier ua ein erfolgversprechendes 
und reizvolles Arbeitsgebiet der Fleischforschung, das 
bisher nur wenig betreten wurde und bei dem es nocn vieler 
Anstrengungen von verschiedenen beiten bedarf, bis es in 
allen seinen Teilen gründlich bearbeitet sein wird.

5. Allgemeine Schwierigkeiten bei der Bestimmung von 
Pr 01 e in- SH- G-r u pp e n 

Es bereitet vielfach Schwierigkeiten, die SH-Gruppen eines 
Proteins vollständig zu erfassen. Dies liegt in dem räum
lichen Bau der nativen .roteine begründet. Nach den bis
herigen Erfahrungen unterscheidet man a) freie SH-G-ruppen, 
uie rasch reagieren (wie etwa in den einfachen SH-Ver- 
bindungen Cystein und Glutathion)» b) träge reagierende 
SH-Gruppen und c) maskierte - im nativen Zustand eines 
iroteins nicht reagierende - SH-Gruppen, Es ist leicht 
zu verstehen, daJ die SH-Gruppen in den kompliziert ge
bauten Eiesenmolekulen der Proteine nicht so leicht von 
einem üeagens erfaßt werden kennen wie in einer nieder-



molekularen Verbindung. Über die Ursache der Kichtzu- 
gänglicbkeit mancher SH-Gruppen (der ’'maskierten" SH- 
Gruppen) existieren mehrere verschiedene Theorien, die 
hier nicht erörtert werden sollen. Die rteaktionsfähigkeit 
der Protein-SH-Gruppen kann natürlich nicht unabhängig 
von dem angewendeten Reagens betrachtet werden, von des
sen ftatur das ~eoms einer SB—Gruppenbestimmung in
starkem Maße abh^ngen kann. Die folgende Zusammenstellung 
zeigt am Beispiel des Lialbumins sehr deutlich, wie unter
schiedlich teilweise die erzielten Ergebnisse bei Anwen
dung verschiedener ^eagentien sind.

Tabel^le SK-Gehalt in durch Harnstoff denaturiertem Eialbumin

Reagens

Kaliumferricyanid

Art der Reaktion 

:Oxydation

' iviiOl SH 
‘Mol Protein
------------------------ .

2,3

Lit.

19
Jodacetat ;Alkylierung 3,3 21 !
Porphyridin Oxydation 1 3,0 CJC

M

Silbernitrat Mercaptidbildung 1 4, 3 : 23
v-Chlormercuribenzoat uiercaptidbildung ; 5,5 i

i ■
19

Weiterhin von Binfluß auf die Bestimmung von Protein—SH- 
Gruppen sind im allgemeinen auch die Reaktionsbedingungen 
(Temperatur und ^eit). öine einwandfreie SH-Gruppenbestim- 
mung setzt voraus, daß das zugesetzte Reagens so lange ein
wirkt, bis Reaktionsgleichgewicht erreicht ist. Bei der An
wendung direkter Titrationsverfahren, die wegen ihrer 
raschen Durchführbarkeit heute bevorzugt angewendet werden, 
ist es zweifelhaft, ob diese Bedingung auch immer erfüllt 
wiru.

ff. Lach weis von pB—Gruppen im Muskeleiweiß 
Hierfür wird gewöhnlich der Tüpfeltest mit Kitroprussid— 
natrium und Ammoniak (13) .angewendet, der eine Rotviolett- 
farbung ergibt. Diese Reaktion ist außerordentlich empfind
lich, aber nicht sehr stabil. Durch Zusatz von Kalium-



cyanid xäßt sica uie Färb e etwas stabilisieren« L!a Cyanid 
Bisulfidgruppen unter Bildung von SH-Gruppen zu spalten 
vermag;, darf es allerdings nur in starker Verdünnung 
angewendet werden, wach unseren Untersuchungen kann man 
statt Ammoniak vorteilhaft ein« Lösung von Zinkchlorid 
verwenden (24). A. Giroud und H. Bulliard (25) haben 
diese ^eaktion bereits zum Anf .rben von Gewebeschnitten 
angewendet, aber erst in letzter Zeit hat man die [Reaktion 
von Mtroprussidnatrium und Zinkchlorid mit zahlreichen 
verschiedenen SH-Verbindungen näher untersucht (24, 26). 
M t  kyofibrillen und anderen SH-Proteinen erhält man 
eine sehr stabile .uosafärbung. Pur Untersuchungen, bei 
denen es auf eine ungefähre Abschätzung eingetretener 
Unterschiede im SE-Gruppengehalt ankommt, bietet daher 
diese Reaktion wesentliche Vorteile gegenüber der An
wendung von Ammoniak.

j . Bestimmung v on SH-Gruppen im pj.eischeiweiß 
lie Auswahl der anzuwendenden Lethode zur Bestimmung von 
SR-Gru^pen richtet sich in erster Linie nach dem Ziel der 
beabsichtigten Untersuchungen. 7ill man sowohl Lenatu- 
rierungsvorgänge als auch chemische Veränderungen unter
suchen, so setzt oies Bestimmungsmethoden voraus, die 
von sich aus keine Lenaturierung - die sehr leicht ein- 
treten kann - verursachen. Line eingehende Diskussion 
hierüber, die wir kürzlich veröffentlichten (27), ergab, 
daß für die Bestimmung von 5n-Gruppen in ungelöstem 
Euskeleiweiß (Fleisch, kyofibrillen, Actoinyosingel) in 
erster Linie die Reaktionen mit Silbernitrat (AgKO-*), 
K-Äthylmaleinimid (:,'EL) und p-Chlormercuribenzoat (PC&I3) 
in Betracht korompr. Bei der im folgenden beschriebenen 
Methoden wird das Untersucnungsmaterial mit einem ge
ringen i-veagensüberscnuß versetzt und nach erreichen des 
Reaktionsgleichgev.ichts die nicht verbrauchte Reagens- 
menge ermittelt, voraus sich dann der Reagensverbrauch 
ergibt.
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5. 1. Bestimmung von SH-Gr u^pen mit Silbernitrat
SH-Gruppen reagieren mit Silber-Ionen unter Bildung von 
Silbermercaptiden:

Protein-bH + Ag+ — Protein-S-Ag + H+
Die nach dieser Reaktion unverbrauchte Menge an Ag+-Ionen 
wird mithilfe einer einfachen amperometrischen Titration 
bestimmt. Die hierfür benötigte Apparatur kann leicht 
selbst zusammengestellt werten (13, 28). Im Prinzip ist 
die Apparatur ein galvanisches Element. Das Titrations- 
gef J stellt die Indikatorelektrode dar. Sie ist über ein 
Mikroamperemeter mit einer Vergleichselektrode kurzge
schlossen (Abb. 1).
Titriert man eine SH-haltige Lösung mit Silber-Ionen, so 
werden diese zunächst verbraucht (s. Gleichung). In dieser 
Phase tritt am Meßinstrument kein Ausschlag auf. Sobald 
jedoch der Äquivalenzpunkt der Titration überschritten 
wird, treten freie Ag+-Ionen auf und durch das Mikro- 
amperemeter beginnt ein Strom zu fließen, der der Ag+- 
Ionenkonzentration proportional ist. Trägt man nun die 
Ausschläge am Meßinstrument gegen die schrittweise zuge
setzten Reagensmengen auf (Millimeterpapier), so erhalt 
man zwei sich schneidende Geraden, deren Schnittpunkt dem 
Endpunkt der Titration entspricht (Abb. 2).
Nach der Reaktion von Muskeleiweiß mit Silbernitrat liegen 
im Titrationsgefäß keine SH-Gruppen, sondern freie, über
schüssige Ag+-Ionen vor, die nun mit einer SH-Lösung 
titriert werden könnten, wobei man eine sog. I-Kurve er
hielte. Die auf diese eise erhaltenen Ergebnisse waren 
jedoch unbefriedigend. ir wendeten daher folgenden Kunst
griff an: Zu der Losung wird eine bestimmte Menge SH- 
Glutathion zugegeben, die etwas größer ist als die der 
Silber-Ionen. Das überschüssige SH-Glutathion läßt sich 
ohne Schwierigkeit titrieren, aus der Differenz zwischen 
dem zugesetzten und dem restlichen Glutathion erhält 
man die gesuchte Menge an Ag+-Ionen.
Mit dieser Methode werden sämtliche SH-Gruppen des Muskel
eiweißes erfaßt, unabhängig davon, ob es in nativer oder 
denaturierter Form untersucht wird. Das Verfahren wird 
unter Bedingungen durchgefubrt, bei denen die Anwesenheit
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von Luftsauerstoff nicht stört. Um die Zuverlässigkeit 
dieser Methode zu überprüfen, haben wir sie auf ver
schiedene kristallisierte Protein^ angewendet, deren 
SH- «nd SS-Gehalte aus der Literatur bekannt waren, lie 
Untersuchungen an Hämoglobin (enthält nur SH), Lysozym 
und Pepsin (nur SS), Litlbumin und Serumalbumin (SH und 
SS) und Cytochrom C (weder SH noch SS) ergaben in allen 
Fällen eine gute Übereinstimmung (30) mit den als am 
zuverlässigsten geltenden Angaben in der Literatur.

5-»...£* .-ßestimmun^ von' SH~Grup;,en mit N-Athylmaleinimid 
t hylmaleinimid (»EM) ist ein sehr gebräuchliches SH- 

Reagens. Ls besitzt eine Doppelbindung, an welche die 
iH-Gruppe addiert wird:

Protein-SH

Auf Grund seiner Doppelbindung absorbiert HEL. UV-Licht bei 
einer »ellenlange von 300 nm. Durch Messung der Lichtab
sorption bei 300 nm kann Leine Konzentration gemessen und 
damit das Ausmaß der .Reaktion mit den SH-Gruppen bestimmt 
werden. Mit diesem Reagens erfaßt man nicht alle, sondern 
nur einen Teil, nämlich die leicht zugänglichen SH-Gruppen 
im Fleischeiweiß (13# 29). Da durch Denaturierung eie 
vorher unzugänglichen SH-Gruppen in leichter zugängliche 
abergehen können, ist es möglich, durch Anwendung von 
NÜ& mit Hilfe der SH-ßaetimmung jpenaturierungsvorgänge 
bei» Muskeleiweiß <su verfolgen.

5« DeStimmung von SH-Gruppen mit ^-Chlormercuribenzoat
Ein sehr häufig für die Destimmung von Protein-SH-Gruppen 
angewendetes Reagens ist p-Chloraercuribenzoat (PCMB).
Es reagiert in folgender Weise:

- HCl _
Protein-SH + Cl-Hg-^J;>C00H — ---^ Protein-S-Hg-<fJ)-C00H

Besonders vorteilhaft ist die Anwendung von PCMB auf ge
löste SH-Proteine, da das Reaktionsprodukt selber durch



Messung der Absorption bei 250 - 255 nm bestimmt werden 
kann, s iei den ungelösten Muskelproteinen wird statt 
dessen der Resgensübersöhuß im Spektralphotometer bei 
232 nm ermittelt. DCMB reagiert - ebenso wie M  - nur 
mit einem 'feil der SH-Gruppen im Muekeleiweiß. Das Aus
maß der Reaktion hängt jedoch sehr stark von der PCM3- 
Konzentration ab (13).

6 . Bestimmung der Disulf id^-ru^pen
Die Disulfidgruppen werden nicht als solche bestimmt, 
sondern durch geeignete Methoden zunächst zu SH-Gruppen 
reduziert. Wir verwendeten hierfür Natriumborhydrid, NaBH^ 
das eine Disulfidgruppe in zwei SH-Gruppen überfährt gemäß

R-S-S-R + 2 H --- > 2 R-SH
Man bestimmt uie SH-Gruppen im reduzierten und nicht- 
reduzierten Material mittels der Silbernitratmethode und 
erhalt aus der Differenz der beiden Werte den Gehalt an 
Disulfidgruppen.
In der Aminosäurean&lyae von Proteinhydrolysaten kann man 
zwischen Cystein (SH) und Cystin (SS) nicht unterscheiden, 
da wahrend der Hydrolyse das Cystein zu Cystin oxydiert 
wird. Es wird daher nur aer sog. Gesamtcystingehalt 
(Cystein + Cystin) ermittelt. Dieses Verfahren ist aber 
von Natur aus fehlerhaft, da während der Hydrolyse be
trächtliche Verluste an Cystin auftreten (31-33). Heute 
bestimmt man das Gesamtcystin meist in Form von Cystein- 
saure. Mit Sicherheit jedoch werden Verluste an Cystin 
vermieden, wenn man die Bestimmung am intakten, nicht- 
hydrolysierten Protein - über eine SH-Gruppen-Analyse - 
durchfährt.

2 • Schlußbetrachtung
Die hier beschriebenen Bestimmungsmethoden wurden zur 
Untersuchung des Einflusses der thermischen Behandlung 
von Fleisch, Myöfiorillen und Actomyosin auf die SH- 
und SS-Gruppen angewendet, deren Ergebnisse bereits ver
öffentlicht sind (13, 14). Folgende Beispiele für die im 
nativen Zustand gefundenen SH-V-erte seien an dieser Stelle 
angeführt:
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Material Reagens ms SH 
g Protein

Gesamtgewebe AgNO, 2,92
iviyof ibrillen NEM 1,16 - 1,31
Myofibrillen AgNO^ 3,14
Actomyosingel AgNO^ 2.91

Liese SH-^'erte, die von Fleisch zu Fleisch schwanken kön
nen, stellen Mittelwerte für Muskelmaterial von ver
schiedenen Tieren (Rind) dar.

Zusammenfassung
Die Bedeutung der SH-Gruppen für zahlreiche Veränderungen 
des Fleisches ist zwar zum Teil bekannt, bisher jedoch nur 
in den Anfängen untersucht worden. Eine Ursache hierfür mag 
in den prinzipiellen Schwierigkeiten der Bestimmung von 
SH-Gruppen in Proteinen begründet liegen. Man unterschei
det für gewöhnlich drei Gruppen von Protein-SH-Gruppen: 
freie, träge reagierende una maskierte. Im Mukeleiweiß 
sind mit Silbernitrat alle. SH-Gruppen bestimmbar, während 
mit E-^thylmaleinimid und p-Chlormercuribenzoat nur ein 
Teil der SH-Gruppen erfaßt wird. Mit N-Äthylmaleinimid 
können Benaturierungserscheinungen untersucht werden, bei 
denen sich die Zugänglichkeit der SH-Gruppen ändert.
Disulfidgruppen und der Gesamtcystingehalt werden er
mittelt, indem man zunächst durch Reduktion mit Natrium- 
borhydrid SS-Gruppen in SH-Gruppen überführt und diese 
mit der Silbernitratmethode bestimmt. Bie Bestimmung der 
SH- und Bisulfidgruppen mit Silbernitrat ist an ver
schiedenen kristallisierten Proteinen überprüft und alsv
zuverlässig bestätigt worden.
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Abb. 1; Apparatur zur amperometrischen Titration

Titrierkapillare

Kupferdraht

Korkstopfen

gesättigte Lösung 
von HgO u. Ba(OH)2

Indikatorelektrode üezugselektrode

Ausschlag am 
Meßinstrument

Äquivalenz-/ vunkt /

Abb. 2:
Titrationskurve einer 
amperometrischen Titration, 
in diesem Palle von 1 ml 
10 ^m SH-Glutathion

S&lzbrücke

—  ̂ uecksilbej
Idihrmagnet

'Meßinstrument
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