Verhalten von Sarkoplasma beim Erhitzen.

von F.A.Lee 1) und R.Grauz)

(vorgetragen von R. Grau)

Die Einwirkung von Warme auf Fleisch ist ein wichtiges technologisches Problem,
einmal von der wirtschaftlichen Seite her gesehen, namlich in bezug auf
die auftretenden, hauptsdachlich durch Wasserverlust bedingten Gewichtsverluste,
zum &ndern erndhrungsmafRig betrachtet z.B« im Hinblick auf die Bildung neuer
Aromastoffe und das Auftreten von zarten, saftigen Fleischgerichten durch Ge-
latinierung der Bindegewebe.

Die hauptsachlichen, beim Erhitzen auftretenden inneren Veranderungen spielen
sich im Eiweill ab. Hierliber gibt es viele eingehende Untersuchungen, von
denen die von Drosdow, Anson, Stauff, Deatherage, Wierbicki, Hamm u.a. ge-
nannt werden mogen. Sie alle befaBten sich mit dem Muskelfleisch als ganzem
Muskel. Fleisch aber ist ein sehr komplex aufgebautes Eiweil; es besteht
neben unléslichen, bindegewebsartigen EiweiBstoffen aus wasser- bzw.salz-
loslichen Proteinen und den erst bei hoheren lonenstarken 16sli chen struk-
turellen Proteinen.

Untersuchungen Uber EinzeleiweilRe oder Gruppen von Eiweillstoffen sind in-
dessen bisher weniger ausgefihrt worden.

Es lag nahe, den Einflufl der Temperatur auf das Verhalten der einzelnen Ei-
weiRstoffe des Muskels naher zu studieren: Die Verwendung der Elektropho-
rese ,insbesondere die der Gelelektrophorese erwies sich hierbei als sehr
forderlich. Wir fanden in der von 0. Smithies angegebenen Methode der Star-
kegel-Elektrophorese ein ausgezeichnetes Mittel. Wahrend unserer Arbeit
erschien von B.G.Giles eine Verdffentlichung Uber die elektrophoretisch«
Trennung der EiweiRstoffe des Sarkoplasmas verschiedener Tierarten auf
Streifen aus Starkegel.

Wir haben ausschlieBlich mit Rindfleisch gearbeitet und benutzten den
Rickenmuskel, m.longissimus dorsi. Das Fleisch wurde dem bei 0°C 1 Woche
nach dem Schlachten gelagertem Tierkdrper entnommen und in Wdirfel von 2,5 cm
Kantenldnge geschnitten. Die Kontrollproben wurden bei 4°C gehalten, wéh-
rend die anderen Proben auf Temperaturen von 30°» ~0°, 50°, 60°, 63°» 66

und 70° erhitzt wurden. Die Temperaturablesung erfolgte mittels eines Ther-

moelements, dessen Lotstelle sich in der Mitte des Fleischwirfels befand.
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Nach Erreichung der gewinschten Temperatur wurde das Erhitzen 30 min lang
fortgesetzt. Wahrend des ganzen ErhitzungsVorganges befand sich das Fleisch
in einem geschlossenen Glasbecher. Mit Ausnahme der Erhitzung betrug die
Temperatur bei allen anderen Arbeitsvorgédngen k°c. AnschlieBend wurde aus

dem erwarmten Fleisch mit Hilfe einer hydraulischen Presse Fleischsaft aus-
geprefft und dieser Uber Nacht gegen Boratpuffer (pH 8,99) dialysiert. Der

so vorbereitete Fleischsaft wurde der Stadrkegel.Elektrophoresex) nach Smithies
(2k Std, 220 V, 0,5 mA) unterworfen; die Gelstreifen waren 20cm lang, 2 cm
breit und 0,5 cm dick. Die Probe wurde mit SUtarke*™ vermischt und in den 6 cm
vom Ende des Gelstreifens eingekerbten Trog eingefillt. Die entstehenden

EiweiBRbanden wurden durch Anfarben mit Amidoschwarz sichtbar gemacht.

Bei einer anderen Untersuchungsart wurde aus dem Myskelstick zundchst durch
hydraulische Pressen der Fleischsaft, das Sarkoplasma, hergestellt und dieser
allein, also nicht im Muskelverband, den angegebenen Temperaturen unterwor-

fen und anschlieBend elektrophoretisch untersucht.

Beide Ergebnisse sind voneinander unterschiedlich. Hieraus kann geschlossen
werden, dal das Verhalten der EiweiBstoffe des Sarkoplasmas von den struk-
turierten EiweiBstoffen der Muskelfibrille beim Erwdrmen beeinfluBt wird.
Die nachstehend mitgeteilten Ergebnisse sind jedoch stets mit dem aus den
erhitzten Fleischsticken ausgepreBten und dialysierten Sarkoplasma erhalten
worden.

Aus einer friheren Untersuchung haben Grau und Lee angegeben, daR mit Er-
reichung von 70°C alle Eiweillstoffe des Sarkoplasmas ausgefallt waren; die
Elektrophorese zeigte keine EiweiBbande mehr. Wie auch Giles bekannt gab,
wandert ein beachtlicher Teil des EiweilRes zur Kathode; hierbei handelt es
sich, fuBend auf der Arbeit von Kronman u.Mitarb. um die Enzyme der Glykolyse,
wie Aldolase, Phosphofructokinase, Myokinase und, wie wahrscheinlich ge-
macht wurde, auch um wenig Myosin. Ob es sich hierbei um einen, wahrend der
Erhitzung entstandenen ldslich gewordenen Anteil von Myosin handelt, wie

es R.H.Locker beschreibt, wurde nicht n&her nachgeprift. Der restliche Ei-
weiBanteil des Sarkoplasmas wandert zur Anode; von den insgesamt 8 Banden
liegen 5 auf der anodischen Seite. Hierunter befindet sich auch der Muskel-
farbstoff Myoglobin. Bei verschiedenen Proben von Sarkoplasma treten mit-
unter 2 gefarbte Banden auf der Anodenseite des Elektropherogrammes auf. Ob

es sich hier, wie anfangs vermutet wurde, um Cytochrom handelt, oder ob die
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Sande von einem Rest Hamoglobin herridhrt, wurde nicht geklart. Giles, 1965.
beobachtete gleichfalls 2 gefdrbte Banden auf der Anodenseite. Durch Sepha-
dex-Gelfiltration fand er, dall es sich bei dem stark gefarbten Band um Myoglo-
bin (Oxymyoglobin) handle, wahrend das schwé&cher gefdrbte Band von einer Un-

tereinheit des im Saft verbliebenen Restes von H&amoglobin herrihren musse.

Ein Vergleich der Pherogramme von auf verschiesdene Temperaturen erhitzten
Sarkoplasma zeigt, daB die auf beiden Seiten am schnellsten wandernden Ei-
weiRstoffe bei der Temperaturerhéhung auch am ehesten denaturiert werden,
ferner hat es den Anschein, als ob die zur Kathode wandernden EiweilRbanden

gegen Hitzeeinwirkung bestandiger seien.

Die schon von Giles bemerkte Verschiedenheit der Elektropherogramme von Tier

zu Tier konnte auch von uns festgestellt werden.

~uch die durch Erhitzen erfolgte Verdnderung der EiweiRbanden ist abhangig vom

Einzeltier.

Bemerkenswert waren die Ergebnisse der Untersuchungen, in welchen 2 verschie-
dene Trennverfahren miteinander verknipft wurden. Durch Auspressen von Mus-
kelfleisch (m. long.dorsi) und Zentrifugieren des so gewonnenen Fleischsaf-
tes wurgel\e'zggh der klassischen Methode der Ammonsulfatfallung in g verschie-
dene Fraktionen aufgeteilt, die nach Reinigung nall gewogen, wieder aufgeldst
und als Einzelfraktion der Elektrophorese auf Stdrkegel unterworfen wurden;
und zwar bei den Temperaturen 30, 40, 50, 60, 63 und 66°C. Im einzelnen
wurde so verfahren, dall 200 ml abgepreBter Fleischsaft mit 200 ml Phosphat-
pufferlésung (0,15m Na2HP0ozx2H20; wenn ndétig, auch stédrker) gemischt wurden.
Diese Loésung wurde der Ammoniumsulfatfraktionierung unterworfen. Es wurden
~ verschiedene Kontentrationen verwendet, nadmlich 17,2%, 16,7%, 20,9%, 33»"™+%
und ~1,7%, unter Verwendung eines Cellephansackes und 48stindiger Rotation.
Danach wurde der entstandene Niederschlag durch Zentrifugieren (8000 g) ab-
getrennt. Die Uberstehende L&ésung wurde mit soviel (NHi+)2S0i+ behandelt, daB
dessen Konzentration auf die nachsthdhere Stufe gehoben wurde. Der pH-Wert
wurde auf 6,6 mittels Zugabe geringer Mengen gesattigter Na2HPOzx2H20-Ldsung
eingestellt. Auf diese Weise war es moglich, die Zufuhr unndtig groBer Was-

sermengen zu vermeiden.

Der Niederschlag der ersten Ammoniumsulfatfdllung wurde 3mal mit der verwen-
deten (NHi+~SO~™-Konzentration in S~rensen-Puffer (pH 6,6) gewaschen und
jeweils von der Waschlésung durch Zentrifugieren getrennt, der Uberstand

wurde jedes Mal verworfen. Dann wurde das Prazipitat in S/frensen-Puffer

(pH 6,6) geldst und mit soviel (NH~A"SO”™ versetzt, bis die vorgesehene Kon-
zentration sich eingestellt hat. Die Mischung wurde Uber Nacht stehen gelassen.

Danach wurde der Niederschlag bei 8000 g 20 min lang zentrifugiert. Der ge-



samte Vorgang wurde wiederholt. SchlieBlich wurde das Gewicht des zentrifu-
gierten Prazipitats festgestellt. Der gewogene Nierierschlag wurde in Borat-
pufferlosun,fr suspendiert, mit Stdrke gemischt und wie vorher beschrieben der

Starkegel-E$ektrophorese unterworfen.

Die bereits friher (Grau und Lee) mitgeteilten Ergebnisse lassen ein recht

gutes Bild der Hitzeveradanderungen der Sarkoplasma-EiweiBstoffe erkennen.

Bereits bei 30°C treten unginstige Beeinflussungen auf, die mit Erhdhung der
Temperatur starker werden. Ab 50°C wird der gréRBte Teil der Sarkoplasmaei-
weiRe niedergeschlagen, doch selbst bei 66°C ist noch nicht alles Eiweil
denaturiert. Ferner zeigten die Versuche, daB die mit ansteigender Konzen-
tration an Ammoniumsulfat fallbaren EiweiBfraktionen stdndig hitzestabiler
werden. Selbst der nach der Behandlung mit gesattigter (NHi+~SOvL&sung
verbleibende "Uberstand” ist nicht frei von EiweiR. Die Gelelektrophorese zeigt
ein Einzelband, dessen Wanderungsgeschwindigkeit von 50°C an stédndig ansteigt,

ein Zeichen fur den weiteren Zerfall dieses EiweiBkdrpers.

Ahnliche Erscheinungen fanden Fujimaka u. Deatherage; nach ihren Versuchen
beruht das Altern des Fleisches moglicherweise auf einer Denaturierung des
Sarkoplasmas; bei der Elektrophorese solcher Plasmaeiweillstoffe beobachteten

sie eine Verringerung der Bandenzahl.

Weiterhin sollen noch die Ergebnisse der Messung der Absorptionsspektren der
einzelnen (NH/+)2S0~-Féallungsfraktionen mitgeteilt werden. Aus der graphischen
Auftragung der Abb.1 ist zu erkennen, dalR das durch Tyrosin und Tryptophan
hervorgerufene Absorptionsmaximum bei 280 nm mit Erhéhung der Temperatur

bei einigen Fraktionen flach wird und fast verschwindet. Es hat somit den
Anschein, als ob auch eine echte Schadigung der EiweiBinnenstruktur aufge-

treten ist.

AbschlieBRend sind einige Vorversuche mit Sephadex unternommen worden, die zu
einer recht brauchbaren Trennung der EiweilRkdrper gefuhrpal&gpt. Die Arbeiten
hieriber wurden jedoch nicht fortgesetzt. Unsere damaligen Ergebnisse stim-
men im Ubrigen recht gut mit Ergebnissen von Giles Uberein, die er 1965
bekannt gab (siehe Abb.2).(Es wurde versucht, die verschiedenen Malstabe

der beiden Messungen in Einklang zu bringen).
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Das Verhalten von Rindersarkoplasma beim Erhitzen
von F.A.Lee und R. Grau

Zusammenfassung

Die auf die EiweiRstoffe des Sarkoplasmas des Rindermuskels Longissimus dorsi
angewandte Stadrkegel-Elektrophorese nach Smithies ergab, dall der aus erhitz-
tem Fleisch ausgepreflte Fleischsaft sich etwas anders verhalt als ein aus ro-
hem Fleisch hergestellter und dann erhitzter Fleischsaft. Die EiweilRstoffe
der Muskelfibrille erscheinen mithin von EinfluR auf das Verhalten der Sar-
koplasma—EiweiRstoffe beim Erhitzen zu sein.

Die EiweiRstoffe lassen sich unter den verwendeten Versuchsbedingungen elektro-
phoretisch in 8 Banden zerlegen,3 davon wandern zur Kathode, 3 zur Anode.

Die am schnellsten wandernden EiweilRstoffe sind am empfindlichsten gegen
Hitzeeinwirkung.

Die zur Kathode wandernden EiweiBstoffe sind thermostabiler als die anodisch
wanderndene

Die Erhitzung der mittels verschiedener Ammoniumsulfat-Konzentrationen auf-
getrennten EiweiBkorper des Sarkoplasmas auf verschiedene Temperaturen und
die anschlieBRende Stédrkegelelektrophorese der Einzelfraktionen zeigt, dal
die unglinstige Temperaturbeeinflussung bereits mit 30°C deutlich wird; bei
50°C und dariber tritt der starkste TemperatureinfluB auf, und lGber 66°C

ist noch nicht alles Eiweill denaturiert.

Ein auch mit gesattigter (NHi+~"SOZf-Losung nicht mehr fallbarer EiweilRanteil
laRt sich elektrophoretisch noch feststellen. Oberhalb 50°C zerfallt dieser
Anteil in mehrere EiweiBbruodistiicke, die eine héhere Wanderungsgeschwindig—
keit aufweisen.

Das UV-Spektrum der Lo6sungen der verschiedenen Fraktionen der Ammonsulfat-
fallung zeigt deutliche Temperatureinflisse; das durch Tyrosin und Tryptophan
bedingte Maximum bei 280 nm wird bei einigen Fraktionen flach und verschwin-
det fast, was auf eine Schadigung der Eiweillstruktur schlieBen lafR3t.

Die Elektropherogramme des Sarkoplasmas vom Rind zeigen von Tier zu Tier
gualitative Unterschiede, das gilt sowohl fir nichtdenaturiertes als auch
far hitzeverdndertes Sarkoplasma.

An Sephadexsdulen laRt sich Rindersarkoplasma in einzelne Fraktionen tren-

nen, deren Anzahl und Maxima sich mit Anstieg der Temperatur andernc



On the influence of temperature on the behavior of soluble proteins of beef
by F.A.Lee and R.Grau

Summary

Starch gel electrophoresis according to Smithies of the proteins of sarco-
plasma of beef muscle M.longissimus dorsi showed a small but clear difference
between the juice pressed out of cooked meat and the cooked juice of raw
meat. There seems to be an influence of the proteins of the myofibrils on

the behavior of the sarcoplasina proteins.

The applied method gives 8 bands of proteins from which 3 migrate to the

cathode and 5 to the anode.

The proteins migrating the most quickly are also the proteins the most

affected against arising temperature.
The cathodic proteins are more thermostabil than the anodic ones.

The proteins of beef sarcoplasma fractionated by means of several concen-
trations of (NHi+)2S0if-solution6 and than heated on several temperatures show
by starch electrophoresis, that the influence of temperature is already seen
at 30°C. The higher the temperature, the more is heat denaturation; it is

the highest at 50°C and more, but is not finished at 66°C and somewhat more.

There will be a part of protein which is not precipitated by saturated
(NHANSO~™-solution* At more than 50°C this protein will be broken up to
proteins of smaller size and minor molecular weight, having a higher

velocity in the starch gel electrophoresis.

The UV-spectra of solutions of the different protein fractions of the
(NHANMSOM-precipitation shows the influence of temperature. The maxima of
thyrosine and tryptophane at 280 nm become flatter and almost disappeare,

it may be concluded that there is a® damage of the proteinstructure.

The electropherograms of the beef sarcoplasma have differences from animal

to animal and is valid as well for the native as the heat denaturated
sarcoplasma.

The fractionation on sephadex columns shows the influence of higher temperature

in numbers, sizes, and maxima of peaks in the single fractions.
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