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Zusammenfassung: In Modelluntersuchungen wurde der Einfluf3 von oxidiertem
Methyllinoleat und Hexanal auf Gehaltsverdnderungen von Tryptophan und der
Verfligharen Formen von Lysin, Methionin sowie Cystein in EiweiBen unter
Berticksichtigung der Einwirkung ausgewihlter, technologischer Faktoren analy-
siert. Als Fleischsubstrat diente ein Muskelgel, das vor allem myofibrillares Eiweif
enthijelt. Es wurde festgestellt, daf3 thermische Denaturierung von EiweiBlen sowie

atriumchlorid die Reaktion von Hydroperoxiden des Methyllinoleats und Hexa-
nals mit EiweiBen erleichtern. Am empfindlichsten gegen die Wirkung von Produk-
ten der Fettoxidation waren Cystein und Lysin. Hexanal und der Zusatz von

atriumehlorid zum Muskelgel bewirkten den gréften Abbau der zuginglichen
SH-Gruppen.

Summary: In experimental models the effect of hydroperoxides of the methyl
€ster of linoleic acid, and hexanal, on the contents of tryptophan, “available” forms
of lysine, methionine and cystine in proteins were analyzed. Conditions typical for
technological treatment of meat were simulated. A muscle gel containing large
Quantities of myofibrillar proteins served as meat subsirate. It was found that
thermal denaturation and the presence of sodiuim chloride in the medium stimu-
late the reactivity of methyl linoleate hydroperoxides and hexanal with proteins.
Cystine and lysine demonstrated the highest reactivity with oxidated fats. Addition
0f hexanal and sodium chloride to the muscle gel caused a distinct decrease in the
accessible sulfhydryl groups content.

Schltisselwdrter: Eiweif-Fett-Komplexe; verfiighare, schwefelhaltige Aminosau-
fen des Fleisches; Tryptophan des Fleisches; verfiigbares Lysin des Fleisches

. Key words: protein-fat complex; amino acids in meat; iryptophan in meat; lysine
In meat

Einleitung

Das Interesse an der Einwirkung von oxidierten Fetten auf Eiweifle von
ahrungsmitteln steht im Zusammenhang unter anderem mit den ernih-
Tungsphysiologischen Konsequenzen dieser Reaktionen. In Modellunter-
Suchungen wurde gezeigt, daB die Inkubation von Eiweil mit Fettoxida-
tlthprodukten eine Abnahme der Eiweif3verdaulichkeit bewirkt (20, 21,
4), daB die Menge der essentiellen Aminoséuren sich verringert (2, 10)
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und der Nahrwert des Eiweil3es, gemessen unter Anwendung von biologi-
schen Testen, abnimmt (20). Es ist anzunehmen, daB beim Fleisch die
Interaktionen der Eiweifl-~Aminosiuren mit Fettoxidationsprodukten
nicht nur von der Eigenart der nativen Fleischeiweife, sondern auch von
technologischen Faktoren abhangig sind. Die thermische Denaturierung
der EiweiBe, das Vorhandensein von Pékelsalzen, besonders von
Natriumchlorid, kann die Dynamik dieser Reaktionen erheblich beein-
flussen. Wie sich aus fritheren Untersuchungen ergibt, waren Lysin, Tryp-
tophan und schwefelhaltige Aminosiuren sehr empfindlich gegentiber
oxidierten Fetten (2, 3, 10).

Bezuglich der Fleischeiweilie entscheiden die erwihnten Aminosauren,
besonders die schwefelhaltigen, tGber den erndhrungsphysiologischen
Wert von Fleisch und dessen Produkten.

Unter den Produkten der Fettoxidation, die an den Reaktionen mit
Eiweiflen teilnehmen, weisen Hydroperoxide und Aldehyde die grofte
Aktivitat auf. Der Umfang der Wirkung von Hydroperoxiden und Aldehy-
den auf Eiweife ist von der chemischen Struktur dieser Verbindungen
sowie von der Art des Eiweifies (10, 27) abhéngig. Es wurde festgestelit
dafl Hexanal das dominierende Produkt der sekundaren Oxidation vor;
Schweinfett ist (9).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Versuch unternommen, den Ein-
fluB von Hydroperoxiden und Hexanal auf Verdnderungen des Gehaltes
an Tryptophan, an verflighbarem Lysin, an Methionin und Cystein in
Fleischeiweiflen zu beweisen unter Berticksichtigung einiger technologi-
scher Faktoren, wie Eiweiveranderungen bei thermischer Denaturierung
und Zusatz von Natriumchlorid.

Material und analytische Methoden

Als Fleischeiweill wurde ein Muskelgelpraparat verwendet, als Fettoxidations-
produkt diente intensiv oxidiertes Methyllinoleat’) sowie gereinigtes Hexanall).

Der Gesamtstickstoff wurde nach Kjeldahl bestimmt (1), Tryptophan mit
p-Dimethylaminobenzaldehyd (11), unter Berticksichtigung von Modifikationen
die die Hydrolysate von interferierenden Substanzen bei der kolorimetrischer;
Messung dieser Aminosédure abtrennen (17).

Verflighares Lysin bestimmte man mittels der Carpenter-Methode, verbessert
durch Rao u.a. (28).

Verfigbares Methionin wurde der Methode von Pieniazek u. a. (25) erfait, wobei
die direkte Messung von Methionin nach McCarthy und Sullivan (22) erfolgte.

Verfiigbares Cystein bestimmte man mit der Methode von Pieniazek u.a. (25),
unter Bertcksichtigung der methodischen Grundséatze von Zahler und Cleland (36).

Die Bestimmung der freien SH-Gruppen erfolgte amperometrisch (13) unter
Beriicksichtigung eigener instrumenteller Verbesserungen (18). Bei einem Zusatz
von Natriumchlorid enthaltenden Proben wurde die Titrationskurve korrigiert (14).

Zum Vergleich der Mittelwerte der Kennzahlen berechnete man den Standard-
fehler des Mittelwertunterschieds, mit dem der kleinste wirkliche Unterschied
bestimmt wurde (KU).

Die Signifikanz der Unterschiede wurde auf dem Vertrauensniveau o = 0,05 gete-
stet.

Y Gewinnungsmethoden und chemische Charakteristik dieser Produkte siehe 1.
Mitt. Z Erndhrungswiss 26:62 (1987).
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Abb. 1. Veranderungen des Gehaltes an verfiigbarem Cystein und Tryptophan im
MUSkelgel unter Zugabe von oxidiertem Methyllinoleat (n = 9). Methyllinoleat mit
Gel im Verhaltnis m/m 2:10; @ O — rohes Gel inkubiert mit Methyllinoleat bei +4 °C;
~ Gel pasteurisiert bei 90°C/60 min, inkubiert nach Pasteurisierung mit
Methyllinoleat bei +4°C; B Ol — Gel pasteurisiert mit Methyllinoleat bei 90 °C/60 min;
#- W - ohne NaCl; O{} O~ mit 2,5 % NaCl; C = Cystein; T = Tryptophan; KU =
kleinster statistisch signifikanter Unterschied.

Ergebnisse und Diskussionen

Von den verschiedenen technologischen Behandlungen der Gele war
die Pasteurisierung des Gels (Abb. 1, 2, 3 und 4) der wesentlichste Faktor,
der den Abbau der erfaBten Aminosiuren bestimmte. Dies traf insbeson-
dere dann zu, wenn das Gel mit Zusatz von oxidiertem Methyllinoleat und
Hexanal pasteurisiert worden war. Die Inkubation des Gels mit Methyllin-
O_Ieat und Hexanal bewirkte grof3ere Verluste an Aminosauren im pasteu-
risierten Gel als im rohen Gel. Einigermaf3en charakteristisch war auch
der Gehalt an Tryptophan und an verfiigbaren schwefelhaltigen Amino-
Sduren. Inkubation und sogar Pasteurisierung des Gels mit oxidiertem
Methyllinoleat bewirkte einen sehr geringfiigigen Abbau von Tryptophan
{Abb. 1 und 2). Der Gehalt an verfigharem Cystein verringerte sich stark
Im rohen Gel bei Vorhandensein von Methyllinoleat oder Hexanal (Abb. 1
und 2). Der Einfluf3 von Natriumchlorid war abhingig von der technologi-
Schen Behandlung des Gels und der jeweiligen Aminosiure. Er war
ledoch am starksten im rohen Gel. Methyllinoleat bewirkte vor allem
Wihrend der ersten 24 oder 48 Inkubationsstunden des Gels eine

bnahme von Aminosauren. Die Einwirkung von Hexanal war gekenn-
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Abb. 2. Veranderungen des Gehalis an verfugbarem Cystein und Tryptophan im
Muskelgel unter Zugabe von Hexanal (n=9). Hexanal mit Gel im Verhiltnis m/m
1:10; @ O - rohes Gel inkubiert mit Hexanal bei +4 °C;f¢— Gel pasteurisiert bei
90°C/60 min, inkubiert nach Pasteurisierung mit Hexanal bei +4°C; B 00 — Gel
pasteurisiert mit Hexanal bei 90°C/60 min; @ fl — ohne NaCl; O-d}[] ~mit 2,5%
NaCl; C = Cystein; T = Tryptophan; KU = kleinster statistisch signifikanter
Unterschied.

zeichnet durch allmihliche Abnahme von Aminosduren wihrend der
ganzen 4tagigen Dauer der Inkubation, und dies besonders im pasteuri-
sierten Fleisch (Abb. 3 und 4).

Die destruktive Wirkung von oxidierten Fetten auf Aminosiuren,
besonders auf Lysin, Methionin und Cystein, ist schon mehrfach unter-
sucht worden. Chemische Umwandlungen, die im erwihnten Versuch
eintraten, kann man wohl in drei Gruppen systematisieren:

— Oxidation von Aminoséuren,

— Entstehung zusétzlicher Vernetzungen zwischen Eiweilen oder zwi-
schen Eiweif3en und Fetten,

- Blockierung oder Umgestaltung der Amino- und Sulfhydrylgruppen
der Aminoséuren.

Die Oxidationsreaktionen betreffen Cystein, Methionin und Trypto-
phan. Aus diesen Aminosduren entstehen Cysteinsdure, Methioninsulfon
und Formylkynurenin (5, 30). An den zur Entstehung der Vernetzungen
im EiweiB fiihrenden Reaktionen nahm von den analysierten Aminoséu-
ren das Cystein teil (10) und wahrscheinlich das Lysin (29). Blockierung
der Verianderungen der Amino- und Sulfhydrylgruppen betraf vor allem
Lysin und Cystein (5, 26).
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Abb. 3. Veranderungen des Gehalts an verfiigbarem Lysin und Methionin im
Muskelgel unter Zugabe von oxidiertem Methyllinoleat (n = 9). Methyllinoleat mit
Gel im Verhéltnis m/m 2:10; L = Lysin; M = Methionin. Abkurzungen und Zeichen
wie in Abb. 1.

Oxidiertes Methyllinoleat reagierte mit einzelnen Aminosiuren wahr-
scheinlich anders als Hexanal. Vernetzungen, Oxidation von Aminoséiu-
ren sowie Umbau von deren Aminogruppen in Iminogruppen wurden vor
allem durch Hydroperoxide eingeleitet (10). Hexanal kann, dhnlich wie
andere Aldehyde, die Vernetzung von Eiweill sowie die Blockierung und
den Umbau von deren Funktionsgruppen initiieren. Die mit der Sulfhy-
drylgruppe des Cysteins reagierenden Aldehyde bilden Thioacetal (26),
und in Verbindung mit Aminogruppen des Lysins ergeben sich Schiff-
sche Basen (26). Aldehyde reagieren bedeutend schwicher als Hydroper-
oxide, deren Reaktionen mit Eiweif3 sogar bei Zimmertemperatur heftig
verlaufen kdnnen (7). Dies bestatigen auch die vorgelegten Versuche.
Charakteristisch ist ebenfalls die Tatsache, daB sogar bei einer Tempera-
tur von 4°C eine Schadigung der Aminosauren durch Hydroperoxide
deutlich war. Im rohen Muskelgel erreichte die Menge zuganglicher Sulf-
hydrylgruppen das Maximum ihres Abbaus schon wihrend der ersten
12 Stunden Inkubation mit oxidiertem Methyllinoleat (Abb. 5). Darin ist
auch der plétzliche Abbau von Cystein im rohen Gel begrtiindet. Charakte-
ristisch gestalteten sich die Gehaltsveranderungen des verfiigbaren
Methionins, das zu den besonders gegeniiber Einwirkung von Produkten
der Fettoxidation empfindlichen Aminosauren gerechnet wird.
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Abb. 4. Veranderungen des Gehalts an verfiigbarem Lysin und Methionin im
Muskelgel unter Zugabe von Hexanal (n=9). Hexanal mit Gel im Verhiltnis m/m
1:10;: L = Lysin; M = Methionin. Abkurzungen und Zeichen wie in Abb. 2.

Es wurde beobachtet, daf das als Einwirkungsergebnis von Hydroper-
oxiden entstandene Sulfoxid des Methionins nicht stabil ist und daf3 zum
Beispiel der Gehalt an Sulfoxid in der Fleisch-Fett-Emulsion erheblichen
Schwankungen unter dem Einflufl von Pdkelsalzen und Temperaturerhs-
hung unterlag, unabhingig von der Konzentration der Hydroperoxide
(30). In anderen Untersuchungen (32) wurde gefunden, daf3 Methionin den
Ubergang der Hydroperoxide in Aldehyde beschleunigen kann. Verbin-
det man obige Informationen mit dem im Versuch angewandten Eiweif3-
praparat, so kann man annehmen, dal} die Gehalte an Methionin die
Konsequenzen von sekundiren Reaktionen wiedergeben, die wihrend
4tagiger Inkubationsdauer des Gels mit oxidiertem Methyllinoleat verlie-
fen. Man kann ebenfalls annehmen, daB in der Bilanz der Interaktion von
Hydroperoxiden mit Aminoséuren Methionin von Cystein tbertroffen
wurde, da die Muskelgeleiweif3e reich an Sulfhydrylgruppen waren. Die
Wahrscheinlichkeit dieser Erwagungen wird durch Untersuchungsergeb-
nisse erginzt, in denen Cystein (33) und sogar Produkte seiner Reaktion
mit Pokelsalzen (19) als wirksame Inhibitoren der Fettoxidation im
Fleisch angewendet wurden. Ahnliche antioxidative Eigenschaften wie-
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Abb. 5. Veranderungen des Gehaltes an Sulfhydrylgruppen im rohen Muskelgel,
inkubiert bei +4 °C mit oxidiertem Methyllinoleat und Hexanal (n = 12). Methyllin-
oleat mit Gel im Verhiltnis m/m 2:10, Hexanal im Verhiltnis m/m 1:10.

- Kontrollgel; ———- Gel mit Methyllinoleat; ——-—— Gel mit Hexanal; @ -
ohne NaCl; O — mit 2,5 % NaCl.

sen SojaeiweiBhydrolysate auf, was an die Zugénglichkeit der Sulfhydryl-
gruppen gebunden war (35). Die Zugabe von Cystein zum Fleisch verrin-
gerte den thermischen Zerfall von Thiamin wéihrend der Sterilisation von
Konserven (16). Im Unterschied zu Cystein war Tryptophan weniger emp-
findlich gegen Hydroperoxide. Erst die Inkubation des pasteurisierten
Gels mit Hexanal und besonders die Pasteurisierung des Gels mit Zugabe
von Hexanal bewirkten Verluste an dieser Aminosidure im Bereich von
10 % (Abb. 2). Die Veridnderungen im Gehalt an Tryptophan im besproche-
nen Versuch weichen von friheren Informationen ab (24), die eine gréf3ere
Empfindlichkeit gerade dieser Aminosiure gegeniiber Hydroperoxiden
andeuteten. In Modelluntersuchungen (31) wurde beobachtet, daf3 in dem
MabBe, wie die Menge der Hydroperoxide zunahm, der Abbau von Lysin
grofBer war als der von Tryptophan. Andere Autoren (siehe (10)) halten die
Frage noch fir offen.

Differenzierte Reaktionen liefen wihrend der Pasteurisierung des Gels
mit Zusatz von oxidiertem Methyllinoleat oder Hexanal ab. Neben fort-
schreitender, thermischer EiweiBfragmentation unterlagen die zugegebe-
nen Oxidationsprodukte der Linolsdure weiterem Zerfall im Pasteurisie-
rungsprozef3. Gleichzeitig stieg die Geschwindigkeit der Interaktion der
Geleiweif3e mit oxidierten Produkten der Linolsdure, was jedoch nicht
immer alle Produkte des Fettzerfalls betraf, da zum Beispiel Malondialde-
hyd mit Aminosduren des Myosins ziemlich aktiv bei Temperaturen von
—20°C reagiert (2). Thermische Denaturierung der EiweiBe steigerte die
Zuganglichkeit von funktionellen Gruppen einzelner Aminosauren und
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erleichterte somit die Mdéglichkeit der Einwirkung von Hexanal und
Hydroperoxiden des Methyllinoleats. Im Falle des oxidierten Methyllin-
oleats muf u.a. an das Vorhandensein niederer Aldehyde, Dehydroper-
oxide und sogar zyklischer Peroxide gedacht werden (8, 15). Die Identifi-
zierung der Zerfallsprodukte der Hydroperoxide ist Gegenstand laufender
Untersuchungen, wobei deren Resultate oft kontrovers sind. Grosch (12)
meint, da wéhrend der Oxidation der Linolsiure der Zerfall von Hydro-
peroxiden keinen wesentlichen EinfluB} auf die Bildung fliichtiger Alde-
hyde hat; dagegen wurde in anderen Untersuchungen (23) unter den
Zerfallsprodukten der Hydroperoxide der Linolsaure Pentanal und
Malondialdehyd identifiziert. Was Hexanal betrifft, so konnte die Pasteuri-
sierungstemperatur des Gels mit Zugabe von Aldehyd seinen Zerfall zu
Capronséaure beschleunigen und die direkt entstandenen Produkte wirk-
ten wahrscheinlich auf die Eiweifie (6, 23). Man kann also annehmen, daf3
das Bild der Mengenverdnderungen der analysierten Aminosiuren wah-
rend der Pasteurisierungszeit des Gels unter anderem von der Summe der
Produkte des Zerfalls des vorher oxidierten Methyllinoleats sowie des
Zerfalls des Hexanals beeinflufit wurde. Die Zerstérung der nativen
Eiweif3struktur infolge thermischer Denaturierung erleichterte die Reak-
tionen einzelner Aminosiuren mit den Zerfallsprodukten der Linolsiure.
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