.

UBER DIE UMSETZUNG VON NITRIT IN FLEISCHWAREN C 16
UND DESSEN VERTEILUNG IN VERSCHIEDENEN FRAKTIONEN
A .Mirna

inleitun

von den Umsetzungsprodukten des Nitrits in Fleischerzeugnis-
ist in erster Linie das Nitrosomyoglobin (NOMb) von Interesse,
Zd.asen Bildung allerdings nur ein verh#ilinism#ssig geringer An-
Al des zugesetzten Nitrits verbraucht wird. Ein Teil verbleibt
L sogenanntes "freies" Nitrit zuruck, der andere Teil setzt sich
;fverschiedenen reaktionsf&higen Gruppen des Fleisches um; tber

artige Reaktionsprodukte findet man in der Literatur nur wenige

"

aben,

von den in Fleisch vorkommenden, mit Nitrit reaktiorsfahigen

ppen waren vor allem Amino-, Imino- und SH-Gruppen in Betracht:

ﬂ_Nﬂz + HONO —=> =OH + N, + H,0 van Slyke-Reaktion
o - N-Nitrosamine bzw,
i) NE + HONO -» N KO0 N-Nitrosawmide
i) R-00C-CH_,-NH, + HONO -+ R-00C-CH=N=N + 2 H,0 Diazovérbindun~
2 2 2 gen
i) -SH + HONO > =SNO + H,0 Nitrosothiole

a): bei 0° und einem pH-Wert von etwa 4 findet vorwiegend Des-
aminierung entsprechend der von slykeQReaktion statt; die
dabei entstehenden Reaktionsprodukte der Proteine sind stets
etwas gelblich gefurbt, ein Zeichen, dass sich dabei auch
Nebenreaktionen unter Bildung von Nitro-, Nitroso- und Dia-
zo-Verbindungen abspielen (5)., Diese Umsetzungen sind pH-
abhéingig. Nach den ttblichen Verfahren wird in einem hetero-

genen Gemeﬁge, wie es- auch ein so fein zerkleinertes Brat
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Zu b):

Zu c¢):

darstellt, nur ein "mittlerer" pH-wert gemessen. Ob in
intracelluléren Bereichen pH-~Werte aufireten, die vop dieL
sem mittleren pH-Wert betrachtlich abweichen umd die dahg,
eine Umsetzung nach vam Slyke bzw, die Bildumg von Diazg.
korper verursachen, ist micht bekannt.

ENDER und CEH (2) geben an, dass in eiweisshaltigen Mater_
alien Nitrit mit Methylaminen schon bei pH 6,5 unter Bil-
dung carcinogener N-Nitrosamine zu reagieren verwag, gj,
fanden in Fleischwaren 0,6 bis 5,7 g/kg niedermoleku1.r.'
relativ leicht 1l6sliche N-Nitrosamine. Auf die Problematy)
der quantitativen Erfassﬁng solcher Stoffe weisen insbegoy.
dere NEURATH (12)'u5q MUHLER und MAYRHOFER (11) hin, pie
Art der i;oiiééagg((Extraktion mit Wasser bei 90°C, mehp.

fache Destiliation aus 3 M NaOH) kann zd/§er1usten und Ap-

(e

Jo o0 n(ln(_ - Fon &
tefakten ftthren; ausserdem werden unlualiche, ‘an fibrilly-

re Proteine gebundene Nitrosamine nicht mit erfasst, Es
ist bekannt, dass N- Nitrosamine und N-Nitrosamide Protei-
ne und Nucleotide alkylieren konnen (1, 7). Die Alkylierung
von Proteinen konnte mit C-14 markierten Diemethyl-N-Nitro-
samin durch den biochemischen Nachweis von methyliertem
Histidin e?g;;éht werden' desgleicion wurde in vivo die
Methylierung von Nukleins&uren (durch Bildung von 7-Methyl-
guanin) beobachtet (9).

Untersuchungen tber die Bildung von Diazo-KOrperun in
Fleischwaren wurden unseres Wissens bisher nicht durchge-
fuhrt, Diese Frage ist wegen deren besonderen Reaktions-
fahigkeit, z,B. zu Azoproteimen, von grossem Interesse. In

diesem Zusammenhang wé&re auf die uwfangreichen Untersu-

hungen von LANDSTEINER (8) hinzuweisen, der gezeigt hat,
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dass die serologische Spezifitut von Proteinen je nach der
Axt der Kupplumgskowmponenten in weitem Umfange modifiziext
werden kann,
ﬁﬁu d): im Zusammenhang wit Untexrsuchungen ttber die Reaktion von
SH-Gruppen mit Nitrit konnte die Bildumg von Nitrosothio-

len in Fleischwarem wahrscheinlich gemacht werden (10):

Neben den nenktibnen der salpetirigen SHure bzw, des Nitro-
! syl-Ions wiren auch Umsetzungen mit daraus entstehenden Re-
duktionlprodukten (Bydroxyl-gnin, untersalpetrige S#ure)

‘ in Botracit Qu ziehen,
l; Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Verteilung des
vuitrits und dessen Reaktionsprodukten - sofern sie unter den ge-
|yahlten Fullungsbedingungen eine positive Griess'sche Reaktion ge-
ben - in Rohwurstbréiten, den daraus gewonnenen Myofibrillen sowie
.im Actowmyosin,
'3, Verfahren

Zur ausfallung der Proteine und anderer fleischeigener Stof-
e wurde das Verfahren mach GRAU-MIRNA (4), die AOAC-Methode (13)
bzw, eine Kombinatién der ?eidon Verfahren verwendet, Durch Zu-

:gatz von Hg2+-Ion0n wurden‘die Proteine gerullt'und die an Schwe-

'tel gebundone\No-Grﬁppe der Nitrosothiole R-SNO abgespalten und
als Nitrit mit erfasst (14).

Methode a)
10 g Probé werden in einem 150 ml Becherglas (hohe Form) mit

40 ml Hzo und 10 ml ges, Boraxltsung angeteigt, 15 Minuten bei
Zimmertemperatur unter ufterem Umrtthren extrahiert und danm

I) 5 ml 5% HgCl, bzw.

II) 2 ml carrez II (300 g ZnSO, . 7 Hy0/1000 ml)

tropfenweise zugesetzt, Nach 15 Minuten Stehen sptilt man in einen
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200 ml Messkolben tiber, fullt zur Marke auf und filtriert Qurey
ein Faltenfilter. Die Fallung mit ng* liefert das sogenanntg
Gesamt-NO, die mit zn2* das freie NO.

In einigen Versuchen haben wir auch basische Ferriacetgt_
Losung zur Kld3rung verwendet, mit dem Ergebnis, dass im Mitte)
wehr Nitrit als bei der Klarung mit Carrez II gefunden wurde, o8
mit erhalt man je nach der Art des Klarungsmittels eine variap]g
Menge an Griess-positiven Stoffemn, die letztlich als Nitrit or-
fasst werden,

Methode b)

Da nach den zuvor angegebenen Verfahren eine zuverlassj_ge
Differenzierung zwischen den verschiedenen Bindungsformen bzy,
Reaktionsprodukten des Nitrits nicht moglich schien, wurde ver.
sucht, eine Trennung von echt geltdsten und in irgendeiner Forn an
Protein gebundenem NO vorzunehmen. Dazu bietet 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 Lxtraktion mit witsserigem Aceton werden "freies"
Nitrit sowie NOMb entfernt und die Proteine mit dem daran gebunde-
nen NO gefallt., In dem Ruckstand kann nach Klarung mit Hg2+ und
2q2+ das abspaltbare NO bestiumt werden, Im einzelmen wurde wie
folgt verfahren:

10 g Probe werden in einem 100 ml Zentrifugenglas mit 3,5 ml
H20 angeteigt und nach 5 Minuten Stehen tropfenweise unter gutem.
Durchmischen 40 ml Aceton zugesetzt. Man beld#sst 1 Stunde im Kuhls
schrank und zentrifugiert dann bei 2000 Upm (2 Min.) ab, Den Uber:
stand kenn man nach Filtration zZur Bestimmung des NOMb verwenden,

Der Ruckstand wird noch zweimal in der angegebenen Weise extra-

- 684 -



biert und jeweils eine halbe étunde im Kuhlechrank bglanlen; durch
Auspressen des Ruckstands mit einem Glasstab wird versucht, die'
fluesige Phase moglichst weitgehend zu entfernen, Dem so erhalte-
nen Rucketand setzt man 10 ml ges, Boraxlusung zu, spttilt mit etwa
40 ml;H20 in ein 150 ml Becherglas (hohe Form) und verkocht das
Aceton im sigdendon'Wasserbad. Nach dem Abkuhlen wird tropfen-
weise 5 ml 5% HgClz- und 2 ml Carrez II-Lusung zugegeben, in einem
200 ml1 Kolben gespult, zur Marke aﬁfgefullt und filtriert.

Das im Filtrat mit Griess'schém Reagenz bestimmbare Nitrit
ist im folgenden als Rest-NO bezeichnet,

Die Bestimmung des Nitrits ohme vorhergehende Extraktion mit
Aceton liefert das Gesawmt-NO.

4, Versuche und Exgebnisse

Zur Bestimmung der Reaktionsprodukte des Nitrits ist es not-~
wendig, das Verhalten gegenuber den angewandten Xldrungsmitteln
(zn2*, ng*) und der Extraktionstemperatur zu kennen.

'Zuerst haben wir den Einfluss der Temperatur‘aur das Ausmass
der Extraktion von Nitrit unte;sucht. Dazu wurde Rindfleisch umge-
rotet, das treie’Nitrit weitgehend durch Dialyse entfert und im
ntickstand nach Fallung wit Zn2>* bzw, Bg>* (Methode a) jeweils das
Nitrit bestimmt, Die Ergebnisse dieser Untersuchuhgeﬁ zeigt Tab.i,

L Tabelle 1

Bestimmung des freien- und des Gesami~NO in umgertvtetem,

\

dialysiertem Rindfleisch, Klarung nach Methode a)’

Temperatur (°c): 20° - 30° 50° 70° 100°

Fallung mit zn?*: 4,2 4,7 9,5 14,8 18,1 mg NO/kg
Fallung wmit ng2*: 29,9 31,0 25,1 20,3 19,7 mg No/kg

.
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wWie daraus ersichtlich, vari eren die erhaltenen Werte Stﬁrk.
mit der Tewperatur. Zur Differenzierung des unterschiedlich Eebug,
denen NO 1ist es erforderlich, die Extraktion bei Zinnertemperatur
vorzunehmen,
Als n#chstes pruften wir die MSglichkeit der Entstehung Gri
e8s-positiv reagierender Stoffe aus '
Dimethyl-N-Nitrosamin (DHNA)*)
N-Nitroso-sarkosinathylester (NSAE)*)
N-Nitroso-methylharnstoff (NMH)“) und
Hydroxylamin
in Phosphatpuffer pH 5,5 bei.Ziwmertemperatur. Der Berechnung der
Umsetzungsrate (in %) wurde die Anmahme zugrunde gelegt, dass ay,
diesen Verbindungen pro Mol je ein Mol Nitrit gebildet wird, pie

Ergebnisse dieser Untersuchungen sind in der Tab.2 zZusammengefasgy

Tabelle 2 s
Umsetzungsraten (%) ca. 1 wM LUsungen in Phosphatpuffer
PH 5,5. Klarung nach Methode b), Bestiwmung als Gesamt-NO

Bezeichnung 0 1 2 5 Tage
% Uwsetzung
pimethyl-N-nitrosamin sloleMiBlsw w1s5atuzys
N-Nitroso-sQrkosinuthylester 0,4 0,7 2,2 2,2
N-Nitroso-methylharnstoff 3,6 6,1 9,6 15,9
Hydroxylamin 58 - 59 58

*) Die angegebemen Verbindungen wurden uns freundlicherweise von

Doz,Dr.R.Preussmann, Max-Plank-Institut fur Immunbiologie,
Freiburg i,Br,, zur Verfugung gestellt,
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Demnach ist unte} den Bedingungen der Klarung nach Methode b)
je nach der Kenzentration der betreffenden Steffe, eime stérung
der Nitritbestimmung durch NMM umd Hydroxylamim, nicht aber duz;ch
DMNA oder NSAE zu erwarten,

In weiteren Versuchen wurde der Eimfluss des pH-Wertes auf
jas Ausmass der Bildung von Nitrosierungsprodukten in Myofibril-
jen studiert,

Myo!ibrilfen (nergestellt nach 6) aus Rindfleisch wurden mit
NaN02-L08ung versetzt und mit verdtnnter Essigsaure auf pH-Werte
‘yon 5,8 bis 3,8 eingestellt., In den Ans#tzen wurde unmittelbar
danach, dann nach 1, 2 und 3 Tagen die NO-Werte nach Kl&rung mit
gn?* bzw, Hg®* bestimmt. In der Abb.i ist das durch Hg2* abspslt-
bare‘NO in %, berechnet aus der Differenz (NO

‘Hg Zn)
gen. Daraus ist ersichtlich, dass mit fallendem pH und zunehmen-

- NO aufgetra-
der Einwirkungsdauer ein betrachtlicher Anstieg des durch Hg2+-
Tonen freiwerdenden NO eintritt., Bei pH-Werten ttber 6 ist dagegen

nur mehr ein geringer Unterschied zwischen den Werten der Hg2+ -

2+ _rallung zu erwarten,

und Zn

Nach 5 Tagen wurden aus den verschiedenen Ansdtzen durch
mehrfaches Waschen mit wasser das freie NO weitgehend entfernt
und der Ruckstand nach der Methode a) analysiert. In allen Proben
waren etwa 70% durch Hg2+ abspaltbares NO nachweisbar,

Um Verluste an Eiweiss beim Auswaschen mit Wasser bzw, Sto-
rungen der Griess'schen Reaktion durch NOMbD herabzusetzen, wurde
in den weiteren Untersuchungen zur Extraktion des freien NO nach
der Methode b) verfahren., Als Modell dienten Rohwurstbrate aus
Rindfleisch ohne bzw, mit Zusdtzen an Glucono-d-Lacton bzw, Natri-
umascorbat,

Untersucht wurden nach 5-tagiger Neifung das Brdt sowie die
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daraus hergesiellten Myofibrillen und das Actomyosin (15), Die
Rohwurstbréte der einzelnen Versuchschargen enthielten folgende
Zus#ize:

A) 2,8% Nitritpokelsalz (NPS)

B) 2,9% Nitritpokelsalz + 0,48% Glucono-d-Lacton (GdL).

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

In der Tab.3 finden sich die nach den verwendeten Verfahren
erhaltenen Prozentanteile an Myofibrillen und Actomyosin, die pro.
zentuelle Umrotung sowie die Vertellung des Gesamt-NO und des Rest.
NO, bezogen auf das NO des ursprtinglich zugesetzten Nitritis,

Tabelle 3 '

verteilung des Gesaut-‘und Rest=NO im hrat, in Myofibrillen

und im Actomyosin sowie des NO aus dem Nitrosomyoglobin in -

Rohwtirsten aus Rindfleisch nach 5-tlgiger Reifung

Nitritgehalt des umgertteten Brats: 177 mg NaN02/k3-77 mZ NO/kg

L

Bezeichnung % Umrotung %NO aus zugesetztem Nit-
Myo~ Acto- % R T ) rit
Myo- Acto-
fibrillsn Byosin {ausser)fibril- myosin
im Brat NOMb) 1en,
A) (2,8% NPS) 44 21 53 9 - - -
Gesamt-NO 36 3 0,5
Rest-NO . 15 1 4
B) (2,9% NPS+ :

0,468% GdL) 48 30 53 9 = L -
Gesamt=NO 36 5 2
Rest-NO - 9 6 8
C) (3:1% NPS+

0,05% Na-AS) 53 23 41 6 - - -
Gesamt-NO : : 5 2 0,8
Rest~NO c 6 5 4

Der Anteil des NO, der zur Umr0tung benotigt wird, liegt zwi-

schen 6-9% des eingesetzten NO. Die angewandten Verfahren zur Iso-
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uiorung der Myofibrillen und des Actomyosins sind an sieh fur
mukelgewebe ausgearbeitet worden; die hier aus den Bratem gewon-
genen Fraktionen entsprechen in ihrer Zusammensetzumg mur wmit ge-
yissen Einschrankungen den tthlicherweise erhaltenen Eiweisskur-
pern. Bedingt durch unvermeidbare Fehler bei der Aufarbeitung
gyonnen die Angaben uber die NO-Gehalte grosseren Schwankumgen un-
terliegen; sie sind dah;r nur als Richtwerte anzusehen, Beim An-
satz C) mit Na-Ascorbat ist das Gesamt-NO wie auch das Rest-NO
siedriger als im Falle A) und B).

Die Differemz der NO-Werte zwischen Gesamt-NO und Rest-NO B
gntspricht dem Anteil an freiem, vorwiegend im Sarkeplasma ent-
paltensn NO. Bel Verwendumg ven Nitritpskelsalz alleim bsw, auch
wi Zusatz von GAdL findet wmam in dieser Fraktion eimem ve-ontii-
ohom Anteill am Witrit; iwm Gegemsatz dasu wird durch Ascerbat Nit-
rit im der scrkopla-in-rraktion vollig verbraucht, Im Braut des
vorsuehs C) sovie in dem Myefibrillea umnd dem Actemyesin aller
aaderen Versuchsansitze wurde stets wehr Resi-NO als Gesamt-NO
gofunden. Diese Zunahwe kann damit erklart werden, dass dwurch die
pehamndlumg wmit Aceton Lipoproteid-Kemplexe in den ﬁo-brlaon zer-
stort werden, wodwrch d;nn NO in Preiheit gesetzt wird, Die Werte
fur das Rest-NO der Myofibrillem umd des Actexyosias wnterschei-
den sich micht wesentlich voneinander, den machstehenden Berech-
nungen warden daher die emtsprechemden wortovrlr das Actemyosin
zugrumde gelegt,

Zusammenfassend ergibt sich nach 5-td#giger Reifung der Roh-
wurstbrate folgende Verteilung der ursprumglich eingesetzten Men-
ge an Sickoxid: etwa 55%, bei Zusatz von Na-AS jedoch bis zu 88%
verden zﬁ Verbindungen umgesetzt, die wit Griess'schem Reagenz

keinq'ﬁositive Reaktion mehr geben; ca., 6 - 9% liegen in Form von
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Nitrosomyoglohin vor; in den Sarkoplasma-Frakiionen sind in dep

genannten Reihenfolge 21%, 27% bzw. 0% NO enthalten, und nur 4 _

verbleihen verh#iltnismigsig fest an Actomyosin gebunden,
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