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MARIA WALCZYCKA, TADEUSZ KOLCZAK

WPLYW pH I CHLORKU SODU NA DENATURACJE CIEPLNA
OKSY- I METHEMOGLOBINY

Streszczenie

Celem badan byto okreslenie wptywu pH oraz dodatku chlorku sodu na denaturacjg cieplng oksy- i
methemoglobiny krwi bydlgce;.

Otrzymana z krwi bydlgcej oksyhemoglobing przeksztatcano w methemoglobing, stosujac utlenianie
barwnika przy uzyciu szes$ciocyjanozelazianu(II) potasu. Okreslano temperaturg denaturacji obu form
barwnika hemowego krwi w roztworach wodnych o pH = 5,0 — 7,0 oraz w roztworach o pH = 5,6 i pH =
6,8, zawierajacych dodatek NaCl w st¢zeniach od 0 do 6%. Do oznaczania zastosowano analiz¢ widm
absorpcji ogrzewanych roztworéw barwnika. Zanik pikow absorpcji charakterystycznych dla danej formy
barwnika byt wskaznikiem jego denaturacji cieplnej. Warto$¢ pH roztworu miata istotny wptyw na
temperatur¢ denaturacji zaréwno oksy-, jak i methemoglobiny. Temperatura denaturacji obu form
barwnika rosta wraz ze wzrostem warto$ci pH roztworu. Zalezno$¢ temperatury denaturacji od pH
roztworu byta wigksza w przypadku oksyhemoglobiny niz methemoglobiny. W roztworach o pH 5,4-5,8
oba barwniki ulegaty denaturacji w temp. od 64 do 66°C. Dodatek NaCl do roztworu barwnikéw obnizat
temperaturg ich denaturacji, ale znacznie wigkszy spadek temperatury denaturacji zachodzit w roztworach
o pH= 5,6 niz w roztworach o pH = 6,8.

Stowa kluczowe: oksyhemoglobina, methemoglobina, denaturacja cieplna, pH, chlorek sodu.

Wprowadzenie

Hemoglobina, czerwony barwnik hemowy wystepujacy w erytrocytach zwierzat,
dziata przyzyciowo jako przeno$nik tlenu we krwi oraz odgrywa decydujaca rolg w
transporcie dwutlenku wegla i jonéw wodorowych [19, 23]. Po wykrwawieniu
zwierzgcia w czasie uboju, w jego narzadach wewnetrznych i migsniach szkieletowych
pozostaje zmienna ilo§¢ hemoglobiny. Jej zawarto$s¢ w tkankach zalezy od stopnia
wykrwawienia. Upust powyzej 50% krwi krazacej przyjmowany jest za wskaznik
dobrego wykrwawienia. Krew zostaje zatrzymana gléwnie w takich narzadach
wewngetrznych, jak: serce, watroba, ptuca i przewdd pokarmowy. Wskaznikiem
wielko$ci resztkowej krwi w mig$niach jest stosunek hemoglobiny do mioglobiny
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(barwnika hemowego migéni). Najwigcej krwi pozostaje w migs$niu sercowym —
hemoglobina stanowi ponad 50% barwnikéw hemowych, najmniej w mig$niach o
przewadze bialych widkien mig¢sniowych — ponizej 10% ogdlnej ilosci barwnikéw
hemowych [11]. Przemiany, jakim ulega hemoglobina w czasie skltadowania oraz
ogrzewania krwi i migsa wptywaja na ich barwg, jakos$¢ i przydatnos$¢ przetworcza.

Hemoglobina moze wystgpowaé w surowcach rzeznych w formie zredukowanej
w  postaci  purpurowoczerwonej  dezoksyhemoglobiny 1  jasnoczerwonej
oksyhemoglobiny oraz w formie utlenionej w postaci brunatnej methemoglobiny.
Wzajemny stosunek wymienionych form barwnika zalezy od dostgpnosci tlenu (lub
powietrza), aktywnosci redukujacej wewngtrznego S$rodowiska oraz obecnosci
czynnikéw utleniajacych [3, 5]. Bezposrednio po wykrwawieniu zwierzgcia
hemoglobina w pozyskanej krwi wystgpuje w postaci oksyhemoglobiny. Dopiero gdy
ci$nienie parcjalne tlenu zmniejszy si¢ do wartosci ponizej 3,5 kPa, ponad 50%
oksyhemoglobiny ulega dysocjacji do dezoksyhemoglobiny [7]. Do czynnikéw
sprzyjajacych procesowi utleniania obu postaci zredukowanej hemoglobiny naleza
obecno$¢ soli, oddzialywnie promieniowania $wietlnego i ultrafioletowego, a takze
wartos¢ pH [15, 23]. W S$rodowisku o pH mniejszym od 5,0 wszystkie formy
hemoglobiny ulegaja rozktadowi do sktadowych hemu i globiny [12, 22].

Krew wykorzystywana jako surowiec w produkcji krwistych przetworéw
migsnych jest wstgpnie ogrzewana. Pod wptywem podwyzszonej temperatury
hemoglobina  ulega  denaturacji cieplnej do  szarobrazowego barwnika
globinohemichromogenu. Wedtug Pezackiego [21] krew powinna by¢ wstepnie
ogrzewana do temp. 80°C. W dostepnej literaturze nie spotkano informacji
dotyczacych temperatury denaturacji hemoglobiny i wptywu na niag réznych
czynnikow technologicznych i §rodowiskowych. Kilka badan po$wigcono natomiast
stabilnosci cieplnej mioglobiny. Stwierdzono, ze stabilno$¢ cieplna mioglobiny zalezy
od wilasciwosci jakosciowych surowca, charakteru ligandu w szdste] pozycji
koordynacyjnej pierScienia porfirynowego hemu i stopnia utlenienia zelaza [9, 24].
Stopien denaturacji mioglobiny zwigksza si¢ ze wzrostem temperatury ogrzewania [8].
Wedtug Wrighta [27], znaczaca ilo$¢ mioglobiny migsa wotowego ulega denaturacji w
temp. nizszej niz 60°C. Zdaniem Lawrie’ego [13], mioglobina ulega catkowitej
denaturacji w temp. wyzszej niz 80°C. Wedtug Lytrasa i wsp. [14], po ogrzaniu migsa
wotowego do temp. 70°C pozostaje tylko 1% rozpuszczalnej niezdenaturowanej
mioglobiny. Najbardziej termostabilna postaciag mioglobiny jest metmioglobina [17].
W wyzszych zakresach pH stopien denaturacji cieplnej mioglobiny jest mniejszy [26].
Dodatek soli powoduje obnizenie temperatury denaturacji barwnika [25, 14].

Celem badan bylo okreslenie wplywu pH oraz dodatku chlorku sodu na
denaturacje cieplng oksy- i methemoglobiny krwi bydlece;j.
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Material i metody badan

Materialem do otrzymywania wodnych roztworéw oksyhemoglobiny i
methemoglobiny byla $wieza krew pobierana w czasie wykrwawiania kréw rzeznych
w zakladzie migsnym Krakmeat w Krakowie. Krew pobierano do polietylenowych
pojemnikéw zawierajacych niewielka ilos¢ heparyny. Krew wirowano w wiréwce K-
24 firmy Janetkzy (Niemcy) w temp. 4°C przy 5 000 g przez 10 min. Osad czerwonych
krwinek przemywano 5-krotnie 0,9% roztworem NaCl i hemolizowano przy uzyciu
wody redestylowanej, dodajac do 1 objgtosci krwinek 5 objgtosci wody. Hemolizat
saczono pod zmniejszonym cis$nieniem przez warstwe Cellite 330 o grubosci 2 cm.
Oznaczano pH hemolizatu oraz, po odpowiednim rozcienczeniu woda, dokonywano
pomiaru widm absorpcji. Warto$¢ pH oczyszczonych hemolizatéw wynosita 6,80-6,82.
Maksima absorpcji w zakresie widma widzialnego wystepowaty przy dlugo$ciach fali
540 nm i 578 nm. Na podstawie przebiegu krzywych absorpcji przyjeto zgodnie z
McLoughlin  [16], Ze otrzymane hemolizaty sa roztworami wodnymi
oksyhemoglobiny.

Oksyhemoglobing w wodnym roztworze, otrzymana w powyzszy sposob,
utleniano do methemoglobiny zgodnie z metoda opisana przez Millara i wsp. [18]. W
tym celu w 50 cm’ nierozcieficzonego hemolizatu rozpuszczano 520 mg
szeSciocyjanozelazianu(Il) potasu — Ky[Fe(CN)g¢]. Otrzymany roztwér saczono w
warunkach podci$nienia przez warstwg zelu Sephadex G-25 o $rednicy 3 cm i grubosci
10 cm. Po odpowiednim rozcienczeniu filtratu woda dokonywano pomiaru widma
absorpcji. Maksima absorpcji filtratéw w zakresie widma widzialnego wystgpowaty
przy dlugosciach fali 500 nm i 632 nm. Na podstawie przebiegu krzywych absorpcji
przyjeto zgodnie z MacLean [15], Ze otrzymane filtraty sa wodnymi roztworami
methemoglobiny.

W celu okreslenia temperatury denaturacji cieplnej barwnikéw oczyszczone
hemolizaty (oksyhemoglobina) i filtraty (methemoglobina) rozcienczano woda
redestylowana odpowiednio: roztwory oksyhemoglobiny do otrzymania wartosci
wspotczynnika absorpcji przy dlugosci fali 540 nm w zakresie E; ., = 0,4-0,5,
roztwory methemoglobiny do otrzymania warto$ci wspéiczynnika absorpcji przy
dtugosci fali 500 nm w zakresie E; .,,= 0,6-0,7.

Analiza wptywu pH na denaturacj¢ cieplng barwnikéw obejmowata zakres
wartosci 5,0-7,0. Wybrane warto$ci pH sa charakterystyczne dla migsa wolowego o
wlasciwych cechach jakosciowych oraz krwi w okresie po wykrwawieniu zwierzecia.
Zadane pH ustalano, dodajac do rozcienczonych roztworéw barwnikéw: 0,05 M kwas
cytrynowy (pH < 6,0) lub 0,5 M NaH,PO, (pH > 6,0). Warto$ci pH roztworéw
réznicowano co 0,2 jednostki.

W celu okreslenia wptywu NaCl na denaturacj¢ cieplna barwnikéw prébki
przygotowywano w nastepujacy sposob: do rozcienczonych roztworéw barwnikéw o
pH = 5,6 oraz 6,8 dodawano NaCl (in substancja) do uzyskania st¢zenia soli w
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roztworach w zakresie 0-6%, przy czym st¢zenie soli w kolejnych roztworach réznito
si¢ co 1%.

Temperatur¢ denaturacji okreslano na podstawie analizy widm absorpcji w czasie
podgrzewania roztworéw. W tym celu rozcieficzony roztwér barwnika o znanym pH,
i/lub stezeniu soli, wlewano do kuwety o grubosci 1 cm. Kuwet¢ umieszczano w
komorze spektrofotometru UV-VIS Scanning Spectrophotometer, typu 210,
wyposazonego w przystawke TCC-260 (firmy Shimadzu) z ogrzewaniem i kontrola
temperatury roztworu. Zapisu widm absorpcji dokonywano, podnoszac temp. roztworu
w kuwecie co 2°C w zakresie 20-60°C, a nastepnie co 1°C do temp. 70°C.
Temperaturg, w ktérej obserwowano zanik pikoéw absorpcji charakterystycznych dla
danej formy barwnika, przyjmowano za temperature jego denaturacji.

Badania przeprowadzono na wodnych roztworach obu barwnikéw hemowych
krwi w trzech niezaleznych powtérzeniach.

Do interpretacji wynikéw zastosowano analiz¢ wariancji, a obliczenia wykonano
przy uzyciu programu Statistica 5.1.

Wiyniki i dyskusja

Przyktadowy zapis widm absorpcji roztworu oksyhemoglobiny o pH = 5,6 w
temp. 20°C, powyzej 50°C i w temp. denaturacji przedstawiono na rys. 1.

Zanik pikdéw absorpcji w zakresie widma widzialnego obu analizowanych form
hemoglobiny byt rezultatem ich precypitacji w roztworze po ogrzaniu do okreslonej
temperatury. Wedlug Lawrie’go [13], brak jest jednoznacznej opinii czy mozna
traktowa¢ wytracanie barwnikéw hemowych pod wptywem temperatury jako wskaznik
ich denaturacji cieplnej. Trout [25] uwaza, ze temperatura w jakiej precypituja
barwniki hemowe w migsie jest temperatura ich denaturacji cieplnej. Kierujac si¢
opinia Trouta [25], precepitacje analizowanych form hemoglobiny w roztworze
wodnym, po jego podgrzaniu do okre$lonej temperatury, przyjeto w niniejszej pracy
jako wskaznik denaturacji badanych barwnikéw.

Na rys. 2. przedstawiono wyniki pomiaru temperatury denaturacji oksy- i
methemoglobiny krwi w zalezno$ci od wartosci pH wodnego roztworu barwnikow.
Temperatura w jakiej ulegaly denaturacji oksyhemoglobina i methemoglobina byta
zalezna od wartosci pH. W przypadku oksyhemoglobiny zalezno$¢ ta byta wigksza
szczegOlnie w nizszych wartoSciach pH. W roztworze o pH 5,0 oksyhemoglobina
denaturowata w temp. 57,3°C, w roztworze o pH 5,2 — w 60,3°C, w roztworach o pH w
zakresie 5,4-6,6 — 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 denaturowata 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. Przykladowy zapis widm absorpcji roztworu oksyhemoglobiny o pH = 5,6 w temp. 20°C (—),
powyzej 50°C (—) i w temp. denaturacji (— — ).
Fig. 1. An example of absorbance spectra of a solution of oxyhaemoglobin showing a pH value = 5.6 at

t =20°C (—), t > 50°C (—), and at a denaturation temperature (— — ).

Stwierdzona nizsza temperatura denaturacji analizowanych barwnikow
hemowych krwi, szczegd6lnie oksyhemoglobiny, w bardziej kwasnym Srodowisku jest
zgodna z wynikami, jakie uzyskano w przypadku mioglobiny, barwnika hemowego
migéni [4, 6, 10, 20, 26]. Wigksza odporno$¢ na temperatur¢ ogrzewania
methemoglobiny, szczegdlnie w roztworach o nizszych wartosciach pH, potwierdza
opinig, ze utlenione formy barwnikéw hemowych sa bardziej odporne na ogrzewanie
[17].

Na rys. 3. i 4. przedstawiono wyniki obrazujace wptyw stezenia soli kuchenne;j
(NaCl) na temperature denaturacji oksyhemoglobiny i methemoglobiny odpowiednio
w roztworach o pH = 5,6 i pH = 6,8. Wyniki analizy statystycznej ocenianych
zmiennych (forma barwnika, pH roztworu, dodatek soli) na temperatur¢ denaturacji
analizowanych barwnikéw krwi przedstawiono w tab. 1.
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Rys. 2. Wplyw pH na temperaturg¢ denaturacji oksyhemoglobiny i methemoglobiny w roztworach
wodnych. Zaznaczono wartos$ci srednie i bigdy standardowe s$rednie;j.

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
oxyhaemoglobin

Sredni kwadrat odchylen z analizy wariancji temperatury denaturacji barwnikéw hemowych krwi w

pH

methemoglobina
methaemoglobin

zalezno$ci od formy barwnika, warto$ci 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.

48 50 52 54 56 58 60 62 64 66 68 7,0

Tabela 1

Rodzaj zmiennosci

Stopnie swobody

Sredni kwadrat odchylen

Kind of variation Degrees of freedom Mean square F
Forma barwnika - A 1 19.05 106,67%*
Pigment form
Wartosc pH -B 1 466,71 2613,60%*
pH value
Dodatek soli -C
Salt additive 76,83 430,72%
Interakcja / Interaction:

AxB 1 29,76 166,67**
AxC 6 5,27 29,51%*
BxC 6 18,55 103,87%**
AxBxC 6 1,82 10, 18%*
Btad / Error 56 28,05 0,18

™ Wartoéci F istotne przy P < 0,01.
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Rys. 3. Wplyw stgzenia soli na temperatur¢ denaturacji oksyhemoglobiny i methemoglobiny w
roztworach o pH 5,6. Zaznaczono warto$ci $rednie i btedy standardowe $rednie;j.

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. Wplyw stgzenia soli na temperatur¢ denaturacji oksyhemoglobiny i methemoglobiny w
roztworach o pH 6,8. Zaznaczono warto$ci $rednie i btgdy standardowe $rednie;j.

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 roztworéw obu form hemoglobiny powodowalt obniZzenie

temperatury ich denaturacji. Spadek temperatury denaturacji obu barwnikéw byt
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znacznie wigkszy w roztworach o pH = 5,6 niz w roztworach o pH = 6,8. Temperatura
denaturacji obu form hemoglobiny w roztworze o 6% stgzeniu NaCl byla nizsza o
okoto 10°C w poréwnaniu z temperaturg denaturacji obu barwnikéw w roztworach bez
dodatku soli. Inni autorzy stwierdzili, ze s6l obniza temperatur¢ denaturacji
mioglobiny [1, 2, 10, 14, 20, 25]. Wedlug Murray i wsp. [19], przyczyna obnizenia
temperatury denaturacji barwnikéw hemowych w obecnosci soli jest oddziatywanie
jondéw chlorkowych na wodg hydratacyjna biatek. Jony chlorkowe charakteryzujac sig
duzym powinowactwem do wody, usuwaja czgs¢ wody hydratacyjnej z powierzchni
biatek, ktdre zlepiajac si¢ w wigksze agregaty, ulegaja wysoleniu.

Nalezy podkresli¢, ze znaczny spadek temperatury denaturacji barwnikow
hemowych w obecnosci soli, w roztworach o pH charakterystycznych dla migsa o
prawidtowych witasciwosciach jakosciowych (pH = 5,6), moze by¢ waznym wskaznikem
dla technologéw, ze zmiana barwy migsa solonego poddanego ogrzewaniu nie moze by¢
podstawowym kryterium oceny stopnia ugotowania niepeklowanego solonego produktu
migsnego.

Whioski

1. Zmniejszenie pH wodnych roztworéw oksyhemoglobiny i methemoglobiny
pochodzacych z krwi bydta powoduje obnizenie temperatury ich denaturacji.

2. W roztworach o pH w zakresie 5,4-6,8 barwniki hemowe krwi ulegaja denaturacji
cieplnej w temperaturze 64—66°C.

3. Dodatek chlorku sodu do wodnych roztworéw barwnikéw hemowych krwi obniza
temperature ich denaturacji cieplnej. Obnizenie tej temperatury w obecnosci soli
jest istotnie wigksze w pH = 5,6 niz w pH = 6,8.

Praca zostata 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.

Key words: oxyhaemoglobin, methaemoglobin, thermal denaturation, pH, sodium chloride



