
UBER DIE UMSETZUNG VON NITRIT IN FLEISCHWAREN C 16 

UND DESSEN VERTEILUNG IN VERSCIIIEDENEN FRAKTIONEN 

A.Mirna 

Ullsetzungeprodukten des Nitrits in Fleischerzeugnis-

1st in erster Linie. das Nitrosomyoglobin (NOMb) von Interesse, 

4essen Bildung allerdings nur ein Yerhaltnie ... aig geringer An­

il des zugesetzten Nitrits verbraucht wird. Ein Teil verbleibt 

f sogenanntes ":freies" Ni tri t zuruck, der andere Teil setzt sich 

t verschiedenen reaktions:fllhigen Gruppen des Fleisches um; Uber 

Reaktionsprodukte :findet •an in der Literatur nur wenige 

en 

Von den in Fleisch vorko .. enden, mit Nitrit reaktions:fahigen 

vor allem A•ino-, I•ino- und SH-Gruppen in Betracht· 

111 zhhen: 

Van Slyke-Reaktion 

t) NH + BONO ··- ::- N NO R_O N-Nitroaamine bzw. 
- + , _ N-Ni troaa•i'de 

o;) R-OOC-CH2-NH2 + BONO ·--·'<• R-OOC-CH•N=N + 2 B20 Diazoverbindun­
gen 

4) -SH. + BONO -- > •SNO + H20 Nitrosothiole 

a): bei 0° ·und einem pH-Wert von etwa 4 :findet vorwiegend nes­

aminierung entsprechend der von Slyke-Reall:tion statt; die 

dabei entstehenden Reaktionsprodukte der proteine aind stets 

etwas gelblich ge:farbt, ein zeichen, dase sich dabei auch 

Nebenreaktionen unter Bildung von Nitro-, Nitroso- und Dia­

zo-verbindungen abspielen (5). Diese uimsetzungen sind pH­

abhKngig, Hach den ttblichen Verfabren wird in einem hetero-
<-

genen Get~enge, wie es- auch ein so fein zerkleinortes Brat 
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_darstellt, nur ein "•ittlerer" pB-W•rt ge .. saen. Ob in 

intraoellularen Bereio~en pH-Werte 

se11 mittl.ere• pH-Wert betraohtlicb 

ein• Ullsetzunc nach vaa Slyke bzw. 

auttreten, die von dte~ 

abweichea wa' die d•~ 
. ~·~ 

die Bildung von D.iazo .. 

karper verureaohen, i•t nioht bekannt. 

zu b): ENDER und CEH (2) geben an, dasa in eiweisshaltigen Materi .. 

alien Nitrit mit Methylaminen schon bei pH 6,5 unter Bil .. 

dllltg carcinogener N-Nitrosamine zu reagier~n vermag. Sie 

fanden in Fleisohwaren 0,6 bis 5,7 g/kg niedermolekulare 
I 

relativ leicht laslicbe N-Nitrosamine. Auf die Proble•attk 

der quantitativen, Erfassung solcber stoffe weisen insbeson .. 

dere NEURATH (12) und MUHLER und MAYRHOFEil (11) hin. Die 
<r /i / ;,, ... ;_,,, ,,, 

.Art der isolierung (EXtraktion mit Wasser bei 90°c, mebr- · 

fache nestillation aus 3 M NaOH) kann z~Verlusten und Ar-
~l c.,J ;;(/ ~ (/ JI{_ , ,. I._,\ !- 1 ;, •.3 ;_ -,! · (: .\ ' 

tefakten fuhren; ausserd•• werden unlosliche, an fibrilla-

re Proteine gebundene Nitrosamine nicht mit erfasst. Ea 

1st bekannt, dass N- Nitroaamine und N-Nitrosamide Protei­

ne und Nucleotide alkylieren konnen (1, 7). Die Alkyliel'IUI& 

von proteinen konnte mit C-14 markierten Diemethyl-N-Nitro-

samin durch den biochemischen Nachweis von 11ethylierte• 
"'!!""""-- - L'"~ ~ ( C.\,.' '"\·' ". ' •'- ·. 

Histidin erbracht werden; deegleichen wurde in vivo die 

M•thylierung von Nukleinaauren (durch Bildung von 7-Methyl­

guanin) beobachtet (9). 

zu c): Untersuchungen Uber die Bildung von Diazo-JCOrperri in 

Fleischwaren wurden unseres Wiasena bisher nicht durchge­

ftthrt. Diese·Frage ist wegen deren besonderen Reaktions­

fahigkeit, z.B. zu Azoproteinen, von grossem Interesse. In 

diesem zusammenhang ware auf die umfangreichen untersu­

hungen von LANDSTEINER (s) hinzuweisen, der gezeigt hat, 
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da.s die ••rologiscke Spezititat TOD Proteinen je naoh der 
I 

Art der K\lpplungsko11ponenten in weite• U-fange i.oditiziert 

werden kann. · 

~ d): i• ZU• .... DhUIC ait tnateraucb11JlCeD Uber die ReaktioD TOD 

SB-Gruppen •it Nitrit konnte die Bildung TOD Jfitrosotbio­

len in Fleisohvarell wahraoheiDlicb ge .. cht werd•D (io) . 

Neben den ReaktioneD der ealpetrigen saure bzw. des Nitro-
• 

ayl-IoDs -waren auob U-•etZUDgen mit daraus entstehenden ne-

duktionaprodu.kten (.HYd~oxyl-aaiD, unterealpetrige saure) . ~ ~ -~ ·. 
in Betraoht zu ziehen. 

Die vorliegende Arbeit beta•et aich •it der VerteilUD& des 

Nitrits und desaen Reaktionsprodukten - aotern sie unter den ge­

,,ablten F&llungsbedingungen eine positive Griess'•che Reaktion ge­

ben - in Rohwurstbraten, .d•n daraus cevoDnenen MY-otibrillen sowie 

;. im Actomyosin. 

li vertahren 

zur auetallung der protein• und anderer tl•i•cheic•n•r stot­

te wurde dae vertahren nae~ GBAU-MIRNA (4), die AOAC-Metbode (13) 

bzv. eine Kombination der beiden vertahren Tenrendet. Durch zu-
. ) . 

<latz von 11g2+-Ionen wurden , die Proteine cetallt und die an Schwe-

!el gebundene .NO-GrUppe der Nitrosoth;Lole R-SNO abcespalten und 

ala Nitrit mit ertasst (14). 

Met.bode a) 

10 g Probe werden in e1nem 150 ml Becherclas (bohe Fora) mit 

40 ml u
2

o und 10 ml ges. Boraxlasung angeteigt, 15 Minuten bei 

Zimmertemperatur unter ufterem umrahren extrahiert ·und dana 

I) 5 ml 5% HgC12 bzw. 

II) 2 ml carrez II (JOQ c. znso4 • 7 H20/1000 ml) 

troptenweise zugesetzt. Nach 15 Mj.DU:ten Stehen spUlt ' 111an in einen 
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200 •l Me••kolben Uber, ~llt zur Marke auf und filtriert durcb 

ein Faltenfilter. Die F&llung mit ~g2+ lie:fert das •ogenannte 

Ge•aiat-No, die mit zn2+ daa frete NO. 

In einigen ver•uobea. ·baben wir aucb baeische Ferriacet.at­

LOeung zur Kl&rung verwendet, •it dem Ergebnis, dass i• Mittel 

mehr Nitrit ala bei der Kl81'111lg •it carrez II gefunden wurde S 
• o-

mit erhalt man je nach der Art des Klarungsmittels eine vartabi• 

Menge an Griess-positiven stoffen, die letztlich ala Nitrit er­

fasst werden, 

Methode b) 

Da nach den zuvor angegebenen Verfahren eine zuverlasstge 

Differenzierung zwischen den verschiedenen Bindungaformen bzw, 

Reaktionsprodukten des Nitrite nicht moglich schien, wurde ver­

sucht, eine Trennung von echt gelosten ~nd in irgendeiner' Fonn an 

· Protein gebundenem NO vorzunehmen,. nazu bie_tet sich die bekannte 

Methode von HORNSEY zur Bestimmung des Nitrosomyoglobins (NOMb) 

an, die wir in der von GANTNER (3) angegebenen Modification ver-

wendet haben. 

Durch die Extraktion •it wasserigem Aceton werden "freies" 

Ni tri t eowie NOMb entfernt und die Proteine mi t d•m daran gebun·cre 

nen "NO cefall t. In dem RUckatand ~ann nach IClarung mi t Hg2+ und 

z~2+ daa abspaltbare NO bestimmt werden, I• einzelnen wurde wie 

folgt verfahren: 

10 g Probe werden in einem 100 ml zentrifugenglas mit 3,5 ml 

H20 an&eteigt und nach 5 Minuten Stehen tropfenweise unter gutem 

Durchmiachen 40 ml Aceton zugesetzt. Man belasst 1 Stunde im !(Uhl 

schrank und zentrl.fugiert dann bei 2000 Up• (2 Min,) ab, Den tl'b.er 

etand kann man nach Filtration zur Destimmung ~es NOMb verwenden. 

Der Rttckstand wird noch zweimal in der angegebenen Weise extra-
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biert und jeweils eine Lalbe stunde im K.'llhl•chrank belaseen; duroh 

Auspressen des Rttckstands mit einem Glasetab wird versucht; die· 

tltrssige Phase m"glichet weitcehend zu entternen, Dem so erhalt•­

nen Rttckstand setzt man 10 ml ges, Boraxlosung zu, spttlt mit etwa 

40 ml: H2o in ein 150 ml Becherglas (hohe Form) und verkocht das 

Ao•ton i• si~denden 'wasserbad, Nach dem Abktthlen wi_rd tropten...,; 

weise 5 ml 5~ HgC1 2- und 2 ml carr~z It-Losung zugeceben, in einem 

200 ml Kolben ·~spttlt, zur Marke aufgefttllt und tiltriert. 

Das im Filtrat mit Griess•schem Reagenz bestimmbare N1tr1t 

ist im -tolgenden als Rest-NO. bezeichnet. 

Die . Besti11111ung des Nitrite ohne vorhergehende Extraktion mit 

Aoeton liefert das Gesamt-NO. 

4. Verauohe und Er&ebnisse 

zur Bestimmung der Reaktionsprodukte · des Nitrite 1st es not~ 

wendig, das verbalten gegenttber den angevandten Klarungsmitteln 

(z~2+, ~2+) und der !ixtraktionstemperatur zu kennen. 

zuerst haben wir den Eintluss der Temperatur auf das Ausmass 

der EXtraktion von Nitrit untersucht. nazu wurde Rind~leisch umge­

r"tet, das treie 'Nitrit weitgehend durch Dialyse enttert und im 

nttckstaQd nach F&llung mtt zn2+ bzw, 11g2+ (Method• a) jeweils das 

Nitri1; .best111111t. Die Ergebnii!lee dieser untersuchungen zeigt Tab.1, 

Tabelle 1 

Bestilllllung des treien- und des Ge•a•t-NO in umcerotetem, 

dialysiertem Rindfleisch. Kl8rung nach Methode a)• 

Temperatµr ( 0 c): 20° 30° 50° 

Falllµlg mit zn2+: 4,2 4,7 9,5 

FRllung mit Irg2+: 29,9 31,0 25,1 
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Wie daraus ersicktlicb, Tari .eren die erbaltenen Werte t s a:r1r; • 
. . 

mit der T•111>eratu~. Zur Ditterenzierung des unterachiedlich gebuti~ 

denen NO 1st e~ erforderlich, ·"di• Extr&ktion bei Zi-ertempet-atul' 

Tor·zwaeh .. n. 

Als nachates prutten wir die MGglickkeit der Entstehung Grt, 

eas-positiv reagierender stot!e aus 

Di•ethyl-N-Nitrosamin (DKNA)*) 

N-Nitroso-sarkosinatbylester (NSAE)*) 

N-Nitroso-•ethylharnstot! (NMH)*) und 

J!Yclroxylamin 

in Phosphatputfer pH 5,5 bei.Zi1111ert~11peratur. Der Berechn11Dg der 

uasetzungsrate (in ~) wurde die Azu.ahae zugrande g•l•gt, daas au1 

diesen verbindungen pro Mol je ein Mol Nitrit gebildet wird, Die 

Ergebnisse dieser Uhtersuchungen sind in der Tab.2 zu•antmengef .. it, 

Tabelle 2 

t111setzungsraten (%) ca, 1 1191 LOsungen in Pho•phatputfer 

pH 5,5. Klarung nach Methode b), Be•tilllllllUlg ale Gea .. t-NO 

Bezeicbnung 0 1 2 ·5 Tage 

% t111setzung 

Di•ethyl-N-nitrosamin 0,2 0,5 1,5 . 2,3 
.. 

N-Nitroso-sarkosinathylester 0,4 0,7 2,2 2,2 . 
N-Nitroso-methylharnstoff 3,6 6,1 9,6 15,9 

Hydroxylamin 58 59 ·5e 

*) Die angegebenen verbindungen wurden uns !reundlicherweise von 
uoz,Dr.R.Preussmann, Max-Plank-Institut !Ur Immunbiologie, 

· Freiburg i.Br,, zur verfttgung gestellt, 
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venmach 1st water den· Bedingungen der ICl&rung nach Methode b) · 

je nacb der Kenzentration der betrettendea stetfe, eiae starung 

der Nitritbe•ti...unc durch NNI ua• lJYdroxylamia, nicht aber durca 

pfi{NA oder NSAE zu erwarten. 

In weiteren Veraucben wurde der Eiatluss des ·pH-Wertes aut 

dAB AU81MUJS der Bildung von Nitroaierungsprodukten in Myofibril-

1en studiert. 

MYOfibrilien (hergestellt nach 6) aus Rindfleisch wurden mit 

NaN02-Losung versetzt und mit verdttnnter Easigs~ure au! pH-Werte 

von 5,s bis 3,s eingestellt. In den .Ansatzen wurde unmittelbar 

4anach, dann nacb 1, 2 und 3 Tagen die NO-Werte nach Klarung mit 

zn2+ bzw,. Bg2+ bestinr.at. In der Abb.1 ist das· durch Hg2+ abspc.lt­

bare NO in %, berecbnet aus der Difterenz (NOHg- NOz
0

) aufgetra~ 

gen. naraus 1st ersichtlich, dass mit taliendem pH und zunehmen­

der Einwirkungsdauer ein betracbtlicher Anstieg des durch Hg2+­

ronen freiwerdenden NO eintritt, Bei pH-Werten Uber 6 ist dagegen 

nur mebr ein geringer unterschied zwischen d:en Werten der Hg2+ -

und zn2+ -F&llung zu erwarten. 

Nacb' 5 Tagen wurden aus den verschiedenen Ansatzen durcb 

mehrfaches waschen mit wa.ser das freie NO weitgehend entfernt 

und der RUckatand nach der Methode a) analysiert. In allen Proben 

waren ~twa 70'fo durch Bg2+ abapaltbares NO nachweisbar. 

U111 Verluste an Eiweiss beim Auswaschen mit Wasser bzw, Sta-

rungen der ·Griess•scben neaktion durch NOMb herabzuaetzen, wurde 

in den weiteren Untersuchungen zur Ex.traktion des freien NO nach 

der J.Iethode b) vertahren. Als Modell dienten Rohwurstbrate aus 

Rindfleisch ohne bzw. mit zusatzen an Glucono-d-Lacton bzw. Natri-

umascorbat. 

untersucht wurden nach 5-tagiger neifung das nrat sowie die 
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daraus hergeetellten MYofibrillen und da• Actomyosin (15). Die 

Rohwurstbrate der einzelnen ver•~chscbargen enthielten folgende 

Zu•atz.e: 

A) 2,8% Nitritpakelsalz (NPS) 

B) 2,9'b NitritpUkels~lz + 0,~8~ Glucono~d-Lacton (GdL). 

C) 3,1% Nitritpokelsalz + 0,05% Na-Ascorbat (Na-AS). 

In der Tab. 3 finden s_ich die nach den ve:nrendeten Verfahren 

erbaltenen Prozentanteile an MYofibrillen und Actoll!yosin, die pro­

z,entuelle UlllrUtung 11owie die verteilung des Geaamt-NO und des Rest­

NO, bezogen auf das NO dee ursprunglicb zugesetzten Nitritis. 

Tabell!i! 3 

verteilung des Gesamt- und Rest-NO ~m Brat, in MYofibrillen 

und i• Actomyosin sowie dee NO aus dem Nitrosomyoglobin in 



l~erung der MYofibriLlen und de• Acto1RYO•in• &ind an •i•ll f11r 

"'1•k•lgewebe auagearbe1tet worden; die bier aue den •ratea ••won­

-•o•n Praktionen •nteprechen in ihrer Z119ammenaetzwag' aur •it 1•-
-i•••n EinechrBnkungen den Ublicherweiee erhaltenea Eiweieekar-

pern. Bedingt durch unTermeidbare Jl'ehler bei der A11farb•ituag 

-~nnen die A.DJaben Uber die NO-Gehalte graeeeren SchwanJauacen un-

terliegen; sie sind daher nur ale Richtwerte auzueehen, Bei• An-

1atz c) mit Na~ecorbat 1st da• Ge•amt-NO wie auch 4a8 R•~t-NO 

•i•dric•r. &l• i• Fall• A) und B). 

Di• Differeaz der NO-Verte zwiecllen ~· .. t-MO .. d R••t-NO _;,\ 
·e•t•pricht d .. Anteil an :frei••, TOJ:Wi•&••d i• sarkeplu- eat­

)lal. teaea 1fO. ..1 T•nreuac nn Mitri t.-Ul•alz al lei• 11.... a11ch 

-.1 z ... tz Ton <SdL findet ... in di•••r Praktion ei••• weeeatli­

..... Mateil aa Wi't.rit; i• sege ... tz dasu wird t.llrcll Aeo•~t Mit­

rit ia der S&rkoplu .. -Praktion YGllig ••rbraucllt. I• Brat des 

,., ...... c) •ewi• .ill de• 1119t1n-t11- mid ·- A.ct .... ••1• •ll•r 

aa••na V•naell8aDe&tze W1UU ste·te •br R••t-HO al• Ge•..t-NO 

&•f1111•••. Di••• Zlmab .. Jtaaa ... it •rtllart werdea, da8• ••reh di• 

tehaadl1111g •it Aceton Lipoproteid-K.-pl•x.e ia den Me•b:nuaen zer-

1t~rt ••rd•n, wodllrch dann MO in Pr9ibeit g••etzt wird. Di• W•rt• 

f11r das R••t-HO der M)'ofibrill•a uad d•• Acte~o•i•• .. t•r•chei­

ien •icb aicht ••••ntlicb ToneilUllld•r, ••n aacll•t•ll••••• B•rech­

auagen warden daher die eatsprech .. den W•rt• tar du Aet..,.oein 

zugruade gelegt. 

' . zue ... enfaesend ergibt eich nach 5-tagiger Rei~ der Roh­

vuntltrate folgende verteil1&0g der unpraaglich einge•etsten Men­

&• an Sick:oxid: etwa 55%, bei zusatz TOD Na-AS jedoch bie zu 88% 

werden z~ verbindungen umaesetzt, die •it Grie••'•che• Keageaz 

kein~ po•itive neaktion mehr gebe~; ca. 6 - 9% liegen in Fo:na Ton /' 
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Nitrosomyoglobin vor; in den sarkoplasma-Fraktionen sind in der 

genannten Reihenfolge 21%, 27% bzw. Of,, NO enthalten, und nur •· ..... ea 
verbleiben verhaltnismassig test an Actomyosin gebunden. 
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