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Streszczenie

Celem bada by o okre lenie wp ywu pH oraz dodatku chlorku sodu na denaturacj ciepln oksy- i
methemoglobiny krwi bydl cgj.

Otrzyman z krwi bydl cej oksyhemoglobin przekszta cano w methemoglobin , stosuj ¢ utlenianie
barwnika przy u yciu sze ciocyjano elazianu(ll) potasu. Okre lano temperatur denaturacji obu form
barwnika hemowego krwi w roztworach wodnych o pH = 5,0 — 7,0 oraz w roztworach o pH = 5,6 i pH =
6,8, zawierg] cych dodatek NaCl w st eniach od 0 do 6%. Do oznaczania zastosowano analiz widm
absorpcji ogrzewanych roztworéw barwnika. Zanik pikéw absorpcji charakterystycznych dla dangj formy
barwnika by wska nikiem jego denaturacji cieplngj. Warto pH roztworu miaa istotny wp yw na
temperatur  denaturacji zaréwno oksy-, jak i methemoglobiny. Temperatura denaturacji obu form
barwnika rosa wraz ze wzrostem warto ci pH roztworu. Zale no temperatury denaturacji od pH
roztworu by awi ksza w przypadku oksyhemoglobiny ni  methemoglobiny. W roztworach o pH 5,4-5,8
oba barwniki ulegay denaturacji w temp. od 64 do 66°C. Dodatek NaCl do roztworu barwnikéw obni a
temperatur ich denaturacji, ale znacznie wi kszy spadek temperatury denaturacji zachodzi w roztworach
opH=5,6ni w roztworach o pH = 6,8.

S owa kluczowe: oksyhemoglobina, methemoglobina, denaturacja cieplna, pH, chlorek sodu.

Wprowadzenie

Hemoglobina, czerwony barwnik hemowy wyst puj cy w erytrocytach zwierz t,
dziaa przy yciowo jako przeno nik tlenu we krwi oraz odgrywa decyduj ¢ rol w
transporcie dwutlenku w gla i jonéw wodorowych [19, 23]. Po wykrwawieniu
Zwierz ciaw czasie uboju, w jego narz dach wewn trznych i mi niach szkieletowych
pozostaje zmienna ilo  hemoglobiny. Jg zawarto w tkankach zale y od stopnia
wykrwawienia. Upust powy ¢ 50% krwi kr cg przyjmowany jest za wska nik
dobrego wykrwawienia. Krew zostge zatrzymana g éwnie w takich narz dach
wewn trznych, jak: serce, w troba, puca i przewdd pokarmowy. Wska nikiem
wielko ci resztkowej krwi w mi niach jest stosunek hemoglobiny do mioglobiny
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(barwnika hemowego mi ni). Najwi cg krwi pozostae w mi niu sercowym —
hemoglobina stanowi ponad 50% barwnikow hemowych, ngimnigg w mi niach o
przewadze biaych w okien mi  niowych — poni g 10% ogolng ilo ¢i barwnikéw
hemowych [11]. Przemiany, jakim ulega hemoglobina w czasie sk adowania oraz
ogrzewaniakrwi i mi sawp ywa naichbarw ,jako i przydatno przetworcz .

Hemoglobina mo e wyst powa w surowcach rze nych w formie zredukowanej
W  postaci  purpurowoczerwonegj  dezoksyhemoglobiny i jasnoczerwone
oksyhemoglobiny oraz w formie utleniongl w postaci brunatnej methemoglobiny.
Wzajemny stosunek wymienionych form barwnika zale y od dost pno ci tlenu (lub
powietrza), aktywno ci redukuj ce wewn trznego rodowiska oraz obecno Ci
czynnikbéw utlenigj cych [3, 5]. Bezpo rednio po wykrwawieniu zwierz cia
hemoglobina w pozyskanej krwi wyst puje w postaci oksyhemoglobiny. Dopiero gdy
ci nienie parcjalne tlenu zmnigjszy s do warto ¢i poni € 3,5 kPa, ponad 50%
oksyhemoglobiny ulega dysocjacji do dezoksyhemoglobiny [7]. Do czynnikow
sprzyja cych procesowi utleniania obu postaci zredukowanej hemoglobiny nale
obecno  soli, oddziaywnie promieniowania wietlnego i ultrafioletowego, a tak e
warto pH [15, 23]. W rodowisku o pH mnigijszym od 5,0 wszystkie formy
hemoglobiny ulegaj rozk adowi do sk adowych hemu i globiny [12, 22].

Krew wykorzystywana jako surowiec w produkcji krwistych przetworéw
mi snych jest wst pnie ogrzewana. Pod wpywem podwy szong temperatury
hemoglobina ulega denaturacji cieplngg do  szarobr zowego  barwnika
globinohemichromogenu. Wed ug Pezackiego [21] krew powinna by wst pnie
ogrzewana do temp. 80°C. W dost png literaturze nie spotkano informagji
dotycz cych temperatury denaturacji hemoglobiny i wpywu na ni  r6 nych
czynnikéw technologicznych i rodowiskowych. Kilka bada po wi cono natomiast
stabilno ci cieplngl mioglobiny. Stwierdzono, e stabilno cieplna mioglobiny zae y
od waciwo ci jako ciowych surowca, charakteru ligandu w szostel pozycji
koordynacyjnej pier cienia porfirynowego hemu i stopnia utlenienia elaza [9, 24].
Stopie denaturacji mioglobiny zwi kszasi ze wzrostem temperatury ogrzewania [8].
Wed ug Wrighta [27], znacz cailo mioglobiny mi sawo owego ulega denaturacji w
temp. ni szef ni 60°C. Zdaniem Lawrie'ego [13], mioglobina ulega cakowitej
denaturacji w temp. wy szej ni 80°C. Wed ug Lytrasai wsp. [14], po ogrzaniu mi sa
wo owego do temp. 70°C pozostaje tylko 1% rozpuszczalngl niezdenaturowane)
mioglobiny. Najbardzigj termostabiln postaci mioglobiny jest metmioglobina [17].
W wy szych zakresach pH stopie denaturacji cieplngl mioglobiny jest mnigjszy [26].
Dodatek soli powoduje obni enie temperatury denaturacji barwnika[25, 14].

Celem bada by o okre lenie wpywu pH oraz dodatku chlorku sodu na
denaturacj ciepln oksy- i methemoglobiny krwi bydl cegj.
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Materia i metody bada

Materiaem do otrzymywania wodnych roztworéw oksyhemoglobiny i
methemoglobiny by a wie a krew pobierana w czasie wykrwawiania krow rze nych
w zak adzie mi snym Krakmeat w Krakowie. Krew pobierano do polietylenowych
pojemnikéw zawierg) cych niewielk ilo heparyny. Krew wirowano w wiréwce K-
24 firmy Janetkzy (Niemcy) w temp. 4°C przy 5 000 g przez 10 min. Osad czerwonych
krwinek przemywano 5-krotnie 0,9% roztworem NaCl i hemolizowano przy u yciu
wody redestylowanej, dodaj ¢ do 1 obj to ci krwinek 5 obj to ci wody. Hemolizat
s czono pod zmnigjszonym ci nieniem przez warstw Cellite 330 o grubo ci 2 cm.
Oznaczano pH hemolizatu oraz, po odpowiednim rozcie czeniu wod , dokonywano
pomiaru widm absorpcji. Warto  pH oczyszczonych hemolizatéw wynosi a 6,80-6,82.
Maksima absorpcji w zakresie widma widzialnego wyst poway przy d ugo ciach fali
540 nm i 578 nm. Na podstawie przebiegu krzywych absorpcji przyj to zgodnie z
McLoughlin  [16], e otrzymane hemolizaty s  roztworami  wodnymi
oksyhemoglobiny.

Oksyhemoglobin  w wodnym roztworze, otrzyman w powy Szy Sposob,
utleniano do methemoglobiny zgodnie z metod opisan przez Millarai wsp. [18]. W
tym cdu w 50 cm® nierozcie czonego hemolizatu rozpuszczano 520 mg
sze ciocyjano elazianu(ll) potasu — K4 Fe(CN)e]. Otrzymany roztwér s czono w
warunkach podci nienia przez warstw  elu Sephadex G-25 0 rednicy 3 cm i grubo ci
10 cm. Po odpowiednim rozcie czeniu filtratu wod dokonywano pomiaru widma
absorpcji. Maksima absorpgji filtratow w zakresie widma widzialnego wyst poway
przy dugo ciach fali 500 nm i 632 nm. Na podstawie przebiegu krzywych absorpcji
przyj to zgodnie z MacLean [15], e otrzymane filtraty s wodnymi roztworami
methemoglobiny.

W celu okre lenia temperatury denaturacji cieplng barwnikow oczyszczone
hemolizaty (oksyhemoglobina) i filtraty (methemoglobina) rozcie czano wod
redestylowan odpowiednio: roztwory oksyhemoglobiny do otrzymania warto ci
wspo czynnika absorpcji przy dugo ci fali 540 nm w zakresie E; o = 0,4-0,5,
roztwory methemoglobiny do otrzymania warto ci wspo czynnika absorpcji przy
d ugo ci fali 500 nm w zakresie E; o= 0,6-0,7.

Andiza wpywu pH na denaturacj ciepln barwnikéw obemowaa zakres
warto c¢i 5,0-7,0. Wybrane warto ci pH s charakterystyczne dla mi sa wo owego o
w a ciwych cechach jako ciowych oraz krwi w okresie po wykrwawieniu zwierz cia.

dane pH ustalano, dodaj ¢ do rozcie czonych roztworéw barwnikéw: 0,05 M kwas
cytrynowy (pH < 6,0) lub 0,5 M NaH,PO, (pH > 6,0). Warto ci pH roztwordéw
ré nicowano co 0,2 jednostki.

W celu okre lenia wpywu NaCl na denaturacj ciepln barwnikéw probki
przygotowywano w nast puj cy sposob: do rozcie czonych roztwordéw barwnikéw o
pH = 5,6 oraz 6,8 dodawano NaCl (in substancja) do uzyskania st enia soli w
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roztworach w zakresie 0—6%, przy czym st enie soli w kolejnych roztworach r6 ni o
s co 1%.

Temperatur denaturacji okre lano na podstawie analizy widm absorpcji w czasie
podgrzewania roztworéw. W tym celu rozcie czony roztwoér barwnika o znanym pH,
i/lub st eniu soli, wlewano do kuwety o grubo ¢i 1 cm. Kuwet umieszczano w
komorze spektrofotometru UV-VIS Scanning Spectrophotometer, typu 210,
wyposa onego w przystawk TCC-260 (firmy Shimadzu) z ogrzewaniem i kontrol
temperatury roztworu. Zapisu widm absorpcji dokonywano, podnosz ¢ temp. roztworu
w kuwecie co 2°C w zakresie 20-60°C, a nast pnie co 1°C do temp. 70°C.
Temperatur , w ktorej obserwowano zanik pikéw absorpcji charakterystycznych dla
dangj formy barwnika, przyjmowano zatemperatur jego denaturacji.

Badania przeprowadzono na wodnych roztworach obu barwnikow hemowych
krwi w trzech niezale nych powtdrzeniach.

Do interpretacji wynikow zastosowano analiz wariancji, a obliczenia wykonano
przy u yciu programu Statistica 5.1.

Wyniki i dyskusja

Przyk adowy zapis widm absorpcji roztworu oksyhemoglobiny o pH = 5,6 w
temp. 20°C, powy € 50°C i w temp. denaturacji przedstawiono narys. 1.

Zanik pikéw absorpcji w zakresie widma widzialnego obu analizowanych form
hemoglobiny by rezultatem ich precypitacji w roztworze po ogrzaniu do okre longj
temperatury. Wed ug Lawrie’'go [13], brak jest jednoznacznej opinii czy mo na
traktowa wytr canie barwnikdéw hemowych pod wp ywem temperatury jako wska nik
ich denaturacji cieplng. Trout [25] uwa a, e temperatura w jakigj precypituj
barwniki hemowe w mi sie jest temperatur ich denaturacji cieplng. Kieruj ¢ s
opini  Trouta [25], precepitacj analizowanych form hemoglobiny w roztworze
wodnym, po jego podgrzaniu do okre longj temperatury, przyj to w niniejszej pracy
jako wska nik denaturacji badanych barwnikow.

Na rys. 2. przedstawiono wyniki pomiaru temperatury denaturacji oksy- i
methemoglobiny krwi w zale no ¢i od warto ¢i pH wodnego roztworu barwnikow.
Temperatura w jakigl ulegay denaturacji oksyhemoglobina i methemoglobina by a
zde na od warto ci pH. W przypadku oksyhemoglobiny zale no ta by a wi ksza
szczegblnie w ni szych warto ciach pH. W roztworze o pH 5,0 oksyhemoglobina
denaturowa a w temp. 57,3°C, w roztworze o pH 5,2 —w 60,3°C, w roztworach o pH w
zakresie 54-6,6 — w temp. 64-66°C, natomiast w pH = 6,8 oraz w pH = 7,0 —
odpowiednio w temp. 67°C i 68°C. Natomiast methemoglobina denaturowaa w
roztworze o pH = 5,0 w temp. 61,6°C, a w roztworach o pH 5,2-7,0 w zakresie temp.
64-66°C.
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Rys. 1. Przyk adowy zapis widm absorpcji roztworu oksyhemoglobiny o pH = 5,6 w temp. 20°C (—),
powy € 50°C (—) i w temp. denaturagji (——).

Fig. 1. Anexample of absorbance spectra of a solution of oxyhaemoglobin showing apH value = 5.6 at
t =20°C (—), t > 50°C (—), and at a denaturation temperature (——).

Stwierdzona ni sza temperatura denaturacji analizowanych barwnikéw
hemowych krwi, szczegdlnie oksyhemoglobiny, w bardziej kwa nym rodowisku jest
zgodna z wynikami, jakie uzyskano w przypadku mioglobiny, barwnika hemowego
mi ni [4, 6, 10, 20, 26]. Wi ksza odporno na temperatur ogrzewania
methemoglobiny, szczegdlnie w roztworach o ni szych warto ciach pH, potwierdza
opini , e utlenione formy barwnikéw hemowych s bardziel odporne na ogrzewanie
[17].

Narys. 3. i 4. przedstawiono wyniki obrazuj ce wp yw st enia soli kuchenngj
(NaCl) na temperatur denaturacji oksyhemoglobiny i methemoglobiny odpowiednio
w roztworach o pH = 56 i pH = 6,8. Wyniki analizy statystycznej ocenianych
zmiennych (forma barwnika, pH roztworu, dodatek soli) na temperatur denaturacji
analizowanych barwnikdw krwi przedstawiono w tab. 1.
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redni kwadrat odchyle z analizy wariancji temperatury denaturacji barwnikéw hemowych krwi w

pH

methemoglobina
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zale no ci od formy barwnika, warto c¢i pH i dodatku soli.

Mean square analysis of variation of denaturation temperature of blood haem pigments depending on:

pigment form, pH value and salt addition.
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denaturacji oksyhemoglobiny i methemoglobiny w roztworach
wodnych. Zaznaczono warto ci redniei b dy standardowe redniej.

Fig. 2. The effect of pH on the denaturation temperature of oxyhaemoglobin and methaemoglobin in
water solutions. Mean values and standard errors of the mean are indicated.

oksyhemoglobina

Tabelal

Rodza] zmienno ci

Stopnie swobody

redni kwadrat odchyle

Kind of variation Degrees of freedom Mean sgquare F
Fprma barwnika - A 1 19,05 106,67+
Pigment form
W H -B

ato p 1 466,71 2613,60**
pH value
Dodatek soli -C
Salt additive 6 76,83 430,72**
Interakcja/ Interaction:
AXxB 1 29,76 166,67**
AxC 6 5,27 29,51**
BxC 6 18,55 103,87**
AxBxC 6 1,82 10,18**

B d/Error 56 28,05 0,18

" Warto ci Fistotne przy P < 0,01.
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Rys.3. Wpyw st enia soli na temperatur denaturacji oksyhemoglobiny i methemoglobiny w
roztworach o pH 5,6. Zaznaczono warto ci redniei b dy standardowe redniej.

Fig. 3. The effect of salt concentration on the denaturation temperature of oxyhaemoglobin and
methaemoglobin in the solutions of pH = 5.6. Mean values and standard errors of the mean are
indicated.
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Rys. 4. Wpyw st enia soli na temperatur denaturacji oksyhemoglobiny i methemoglobiny w
roztworach o pH 6,8. Zaznaczono warto ci redniei b dy standardowe redniej.

Fig.4. The effect of NaCl added on the denaturation temperature of oxyhaemoglobin and

methaemoglobin in the solutions at pH = 6.8. Mean values and standard errors of the mean are
indicated.

. oksyhemoglobina methemoglobina

oxyhaemoglobin —0— methaemoglobin

Dodatek soli do roztworow obu form hemoglobiny powodowa obni enie
temperatury ich denaturacji. Spadek temperatury denaturacji obu barwnikéw by
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znacznie wi kszy w roztworach o pH = 5,6 ni w roztworach o pH = 6,8. Temperatura
denaturacji obu form hemoglobiny w roztworze o 6% st eniu NaCl by a ni sza o
oko 0 10°C w poréwnaniu z temperatur  denaturacji obu barwnikéw w roztworach bez
dodatku soli. Inni autorzy stwierdzili, e sol obni a temperatur denaturacji
mioglobiny [1, 2, 10, 14, 20, 25]. Wed ug Murray i wsp. [19], przyczyn obni enia
temperatury denaturacji barwnikow hemowych w obecno ci soli jest oddziaywanie
jonéw chlorkowych nawod hydratacyjn biaek. Jony chlorkowe charakteryzuj c si
du ym powinowactwem do wody, usuwgj cz  wody hydratacyjnel z powierzchni
bia ek, ktore zlepiaj csi w wi ksze agregaty, ulega] wysoleniu.

Naey podkreli, e znaczny spadek temperatury denaturacji barwnikéw
hemowych w obecno ci soli, w roztworach o pH charakterystycznych dla mi sa o
prawid owych w a ciwo ciach jako ciowych (pH = 5,6), mo eby wa nym wska nikem
dla technologéw, e zmiana barwy mi sa solonego poddanego ogrzewaniu nie mo e by
podstawowym Kryterium oceny stopnia ugotowania niepeklowanego solonego produktu
mi snego.

Whnioski

1. Zmnigszenie pH wodnych roztworéw oksyhemoglobiny i methemoglobiny
pochodz cych z krwi byd a powoduje obni enie temperatury ich denaturacji.

2. W roztworach o pH w zakresie 5,4-6,8 barwniki hemowe krwi ulega) denaturaci
cieplngj w temperaturze 64-66°C.

3. Dodatek chlorku sodu do wodnych roztworéw barwnikéw hemowych krwi obni a
temperatur ich denaturacji cieplnej. Obni enie tgl temperatury w obecno ci soli
jest istotniewi kszew pH =5,6 ni w pH =6,8.

Praca zosta a zrealizowana w ramach grantu promotorskiego 6 PO6P 074 21
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EFFECT OF pH AND SODIUM CHLORIDE ON THERMAL DENATURATION
OF OXY-AND METHAEMOGLOBIN

Summary

The objective of this investigation was to determine the effect of pH and sodium chloride added on the
thermal denaturation of oxy- and methaemoglobin. An oxyhaemoglobin, obtained from cattle blood, was
changed into a methaemoglobin under a process of oxidizing this pigment using a potassium ferricyanide.
A denaturation temperature of the two forms of haem pigment was determined in water solutions showing
a pH value ranging from 5.0 to 7.0, as well as in solutions of pH = 5.6 and pH = 6.8 with added sodium
chloride amounts ranging from 0 to 6%. For the purpose of determining the denaturation temperature
absorption spectra of heated pigment solutions were analyzed. When absorption peaks, defined as
characteristic for a given pigment form, disappeared, it was an indicator of the pigment’s thermal
denaturation. A solution’s pH value had a significant impact on the denaturation temperature of both the
oxy- and methaemoglobin. The denaturation temperature of the two pigment forms rose along with the
growing pH value of the solution. However, in the case of oxyhaemoglobin, its denaturation temperature
depended more significantly on the solution’s pH if compared with the methaemoglobin. As for solutions
showing pH equaling from 5.4 to 5.8, the two pigments were denatured at a temperature of 64 to 66°C.
When NaCl was added to the solution of pigments, their denaturation temperature decreased; the decrease
in the denaturation temperature in the solutions of pH = 5.6 was higher than in solutions of pH = 6.8.

K ey wor ds: oxyhaemoglobin, methaemoglobin, thermal denaturation, pH, sodium chloride



