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Dlugosé sarkomeréw oraz poziom nukleotydéw w mieéniu

péibloniastym $win podczas stezenia po$miertnego
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ul, Podluzna 38, 30-239 Krakéw

Poubojowy rozklad nukleotyddéw adenino-
wych (ATP, ADP, AMP) do jednofosforanu ino-
zyny oraz inozyny i hipoksantyny w miesniach
szkieletowych o normalnych wtasciwosciach ja-
kosciowych zachodzi u zwierzat rzeznych w
ciggu pierwszych 12—24 godzin (4). Stopieri de-
zaminacji nukleotydéw adeninowych moze byé¢
okreflony na podstawie pomiaru tzw. wartosci
R (6). Wartos¢ R wyraza stosunek absorpeii
kwasowego ekstraktu z miesnia przy diugosci
fali 250 i 260 nm oraz okresla w sposéb posred-
ni udziat nukleotydéw inozynowych w ogdlnych
nukleotydach tkanki.

Konsekwencjg spadku ATP w miesniu jest
rozwé]j stezenia posmiertnego -— rigor mortis
(1). Intensywnos¢ skurczu rdéznych miesni w
tuszy zwierzgcej podczas rozwoju stezenia po-
émiertnego zalezy od ograniczen kostych (spo-
sobu podwieszenia tuszy), intensywnosei i szyb-
kodci schladzania oraz innych czynnikéw mo-
gacych oddzialywaé na kurczliwosé miesnia. Ste-
zenie posmiertne wystepuje w krotkim okresie
po uboju w miesniach §win réznigcych sie skraj-
nie wilasciwosciami jekosciowymi., Zarowno w
miesie wodnistym — PSE (pale, soft, exudati-
ve), jak i w miesie ciemnym, twardym i su-
chym — DFD (dark, firm, dry) stezenie po-
$miertne wystepuje w pierwszych 60 minutach
po wykrwawieniu (3, 9). Rozwd] stezenia po-
$miertnego zachodzi w miegéniach PSE przy
bardzo niskim pH (nizszym od 6,0), natomiast
w mie$niach DFD przy wysokim pH (wyzszym
od 6.,8). Intensywnoséé skurczu mieénia wcho-
dzacego w stan rigor w tak skrajnych wartos-
ciach pH nie byla badana. Dezaminacjz nu-
kleotyddw adeninowych zachodzaca wraz z roz-
kladem ATP i rozwojem stezenia pos$miertnego
jest znacznie szybsza w mieéniach PSE i DFD
niz w mieéniach o powolnej poubojowej gliko-
lizie, welniejszym rozweju vigor i normalnych
wlasciwosciach jakosciowych (6). Przvezyny
istniejacych rdiznic nie sy znane.

Celem pracy bylo okreslenie rozmiaru skur-
czu oraz ogdlnego poziomu nukleotydéw w mieg§-
niu w stadium stezenia podmiertnego, ktorego
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rozwoj wystapil w warunkach niskiego i wyso-
kiego pH w okresie do 1 godz. po uboju.

Material i metody

Badania przeprowadzeno na prébkach raiesnia pél-
kloniastego $win pobranych z tusz o masie 65—80 kg
w okresie jesienno-zimowym, Material do$wiadczal-
ny wyselekejonowano z 5780 tusz w ZM Krakoéw na
podstawie pomiaréw twardosci i pH (wartos¢ pHi)
mieénia przeprowadzanych w 45—60 min. po uboju.
Pomiar twardodci stosowano jako wskaznik rozwoju
stezenia pofmiertnego. Twardo$¢ mierzono na po-
wierzchni mi:énia pdibloniastego przy uzyciu rigoro-
metru wilasnej konstrukeji (7). Pomiaru pH dokony-
wane po homogenizacji probki miednia w 0,01 M roz-
tworze Jjodooctanu sodu. Przeprowadzono pomiary
dingasei =arkomerdéw, ogbdlnego peziomu nukleotydow
orez dezaminacji nukleotycéw adeninowych — war-
tosei R w 180 miesnioch znajdujacych sie w stadium
rigor (twardo$é > 6.09 mm), ktoéryech nH bhylo mniej-
sze od 6,0 (grupa 1 iub wvisksze od 6,8 (grupa IID),
oraz w 20 micsniach przed stezeniem poémiertnym
(twardod§é < 3.00 rm) o wartosei pH w zakresie
6,3—6,7 (zrupa II — konirolna). Srednie wartoéei dla
twardodici i pily hadanych mie$ni w poszezegdlnych
gripach wynosity odpowiednio: grupa I —17.4 30,1 mn
i 5,800,02; grapa I — 2,8 20,3 mm i 6,44 £0,04; gru-
pa 10l = 7,1 +0,1 ram i 6,94 0,02 mm.

FProbke mieénia przeznaczong do pomiaru diugngei
sarkomerdw utrwalano w 5% roztworze formaliny
(pH 17.0). Po homogenizacji probki w 3% roztworze
formaliny (pH 7,0) wykonyw:ano preparaty mikrosko-
powe i mierzono diugosé sarkonierdw w 20 fragmen-
tach miofibryli przy 1280-krotnym powiekszeniu. To-
miaru dokonywano przy uzyciu mikroskopu Biolar SK
z urzadzenjein fazowym. W kazdym mie$niu zmierzo-
no diugo§é okoto 30C¢ sarkomerdw, z ktorych oblicza-
no Srednig dlugosé sarkomeru,

Poziom nukleotydow oraz wartosé R oznaczano w
kwasowych ekstraktach miesnia. Probke miesnia ho-
mogenizowane w & objetosciach 1 M roztworu kwasu
nadchlorowego. Homogenat wirowano i 0,1 ml eks-
traktu rozcienczano 50-krotnie przy uzyciu 0,1 M bu-
foru fosforanéw potasu (pH 7,0) oraz dokonywanoc po-
miaru absorpeji przy dlugoéciach fali 250, 258, 260
1 2656 nm. Wartoéé R stanowil stosunek E,5/E.z;0 (6).
Poziom nukleotydow w ekstrakcie okreg§lanc z war-
tosci Eug oraz molarnego udrziatu nukleotydéw adeni-
nowych ohliczanego zgodnie z metoda podana przez
Bendalla i Daveye (2). Istotno$é roznicy miedzy éred-
nimi okreslano testem rozstepu Duncama,
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Obyasnienie: a, b, ¢ — srednle oznaczone rvdéznymi literami roinia sig istotnie przy P < 0,01.

Wyniki i oméwienie

Diugose sarkomeréow mieéni w fazie stezenia
nosmiertnego (rigor) byla istotnie mniejsza niz
miesni nie wykazujacych objawdw stwardnie-
nia. Nie stwierdzono istotnej réznicy w dtugosci
satlkomerow mie$ni, w ktoérych rozwodj rigor
nastapil w warunkach niskiego pH (grupa I) 1
wysokiego pH (grupa III). Dlugoéé sarkomerow
miesni w okresie rozkurczu wynosi ponad 2 pm,
a podezas skurczu okoto 1,6 pm (5). Wyniki
wskazujg, ze podczas szybkiego rozwoju steze-
nia puémiertnego miofibryle miesnia pdiblonia-
stego w tuszy swinskiej ulegaja intensywneimu
skurczowi. Intensywnoéé skurczu podczas
kwasowego” i ,alkalieznego” rigor jest podob-
na.

Ogdlne stezenie nukleotydow w miesniu nie
bedacym w stanie stezenia poSmiertnego byto
istotnie wieksze niz w mie$niach w stadium
rigor. Zawartos¢ nukleotydéw w miesniach réz-
niacych sie skrajnie wartosciami pH w okresie
stezenia byla podobna. Wyniki uzvskane z po-
miaru wartosci R wskazuja, ze dezaminacja nu-
kleotydéw adeninowych zachodzi najwolniej w
miefniach o powolnym rozwoju stezenia po-
$miertnego i normalnym przehiegu poubojowej
glikolizy. Sg one zgodne z danymi Honikel i
Fischer (6). Szybkosé dezaminacji nukleotydow
adeninowych w miesniach wchodzgcych szybko
w stan stezenia przy duzej szybkosci poubojn-
wej glikolizy (grupa I} byla jednak istotnie
wicksza niz w miesniach wchodzacych w stan
rigor w warunkach wysokiego pH (grupa III).
Przyeczyn mnieiszego poziomu nukleotydéw w
miesniach wykazujacych objawy stwardnienia w
1 godzinie po uboju moze byé wiele, Nukleo-
tvdy (adeninowe i inozynowe) wmoga ulegaé
szvhiemu rozkladowi do zwiazkdéw nie wykazu-
jaeych ahsorpcji przy dlugodei fali 258 nm.
Szyvhki rozwdi stezenia podmiertnego wystepu-
ie w miesniach zwierzat nieodpornych na stres
(3, 8). W zaleznosci od intensywnosci i czasu
oddzialywania stresu przedubojowego szybki
ronwhi stezenia po$miertneso wystepuje w wa-
runkach niskiego lub wysokiego pH (2, 7). Jed-

nym z objawow braku odporncsci na sires jest
zwickszona przepuszczalnosé bion komoérkowych
w okresie obcigzenia stresowego (10). W okre-
sie przedubojowym u zwierzgt nieodpornych na
stres moze zachodzié zwiekszona dyfuzja sktad-
nikéw wewngrzkomérkowych (w tym nukleo-
tydow) do ukladdéw pozamiesniowych. Szybka
dezaminacja nukleotydéw  adeninowych w
miesniach PSE i DFD moze wynikaé zaréowno
z wyzszej aktywnosci dezaminazy AMP, jak i
jej aktywacji przez wzrastajace stezenie AMP.
Problemy te sg prredmiotem dalszych badan.

Wnioski

1. Podczas szybkiego rozwoju stezenia wo-
$miertneso m. pbélbloniasty $win ulega inten-

sywnemu skurezowi; intensywnosié skurczu
podczas |, kwasowego” i ,allkalicznego” stezenia

iest podobna.

2. Ogélny poziom nukleotydéw w mieéniach
bedaeych w stadium stezenia posmiertnego w
1 godzinie po uboju jest mniejszy niz w mies-
niach o powolnym rozwoju stezenia posmiertne-
go i normalnym przebiegu poubojowej gliko-
lizy.

3. Szybkosé dezaminacji nukleotydow adeni-
nowych podczas rozwoju ,kwasowego” stezenia
poémiertnego jest wieksza niz podeczas rozwoju
stezenia ,alkaliczneso”.
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KoJsbwak T., Marsoeckaa B., Croxmans M. — Janma
CApPKOMEDOR ¥ YDPOBEHh HYKJISOTMEOB B IXOJYICDSHOH-
MATCH MBITEC CBHMHEN BO BpeM#A THYIHOI® 0XOUEHEHIA

CiupefeNuay  IIuUly CApKOMepos, o0IpMi ypoBeHb
{VKICOTHMAOB WM CTEIeHL HNe3aMMHAUMM afeHMHOBBIX
UYKJCOTHAA0B (BEJIMHMLA R) B MbIUIAX CBUHEN, B
KOTOPHIX Pa3BUTHE TPYIIHOIO CKOUEHEHMSA (PUrop) oI1-
Merunochk TpK HM3KoM (< 6,0) u Bpicokam (> 6,8) pH
¢ nepuog o uaca nocne 3abos. Jnmea capKOMEDOB,
a TaKke YPOBEHb HYKJIEOTWJIOB B IIEPMOJX , KMCJIOTHO-
0" U ,,l0encaI0rTe” puropa 6bINIM MDOXOIKM, HO CYyLIeCT-
BeHHO MeHbLie 4EM B MbIIINAX C MEJNIEHHBIM Pal3Bli-
THMCM  TPYHHOIO OKOYENeHMA WM HOPMAJBHBIM XOAOM
nocneyGoMdoro rauxosmusza  (pH; 6,3—6,7). Cropocts
TEe30MMLAIMY AOEHMUHGREIX HYKJEOTUICB B MBIIINAX,
B KOTOPHIX PARBBUTLE DUTOPA OTMETHINCCH NPU HUIKMX
peamaurax pH, 6Geixa Goabine ieM B YCJIOBUAX BbI-
cogorn pH.
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Kotczak T., Magnowska B., Stochmal M. — Length
of sarcommers and level of nucleotides in the semi-
membranaceus muscle in pigs during pestmortal rigor

The length of sarcomers, total level of nucleotides
and level of desamination of adenine nucleotides (R
value) in muscles of pigs in 'which postmortal rigor
developed at low (< 6.0) and high (> 6.0) pH during
1 *h after islaughter was determined. The length of
sarcomers and level of mucleotides in the ,jacid” and
salkalic” period of rigor were similar, however, they
were significantly lower in muscles of a slow develop-
ing postmortal rigor and normal course of post sla-
ughter glycolysis (pH; from 6.3 to 6.7). Speed of desa-
mination of adenine mnucleotides in muscles in which
postmortal rigor appeared a lower values of pH was
higher than that at high .

PRAKTYKA LABORATORYJNA

WANDA SAJKO, JAN KISZA, PIOTR PRZYBYLOWSKI

Zastosowanie dehydrogenazy mleczanowe| z serca wolu

do oznaczania zawartosci pirogronianu w mleku

Tnstytut Tccehmologii Mleczarskiej AR-T, 10-957 Olsziyn- Rortoso, blok 35

Warunki rutynowej analizy mleka nie zaw-
sze pozwalaiy na prowadzenie klasycznych,
pracochlonnych badan mikrobiologicznych. Sto-
sowane od dawna proby reduktazowe maja
rowniez ograniczona przydatnosé, a to ze wzgle-
du na zroznicowana zdolnoéé redukowania
barwikdéw przez mikroflore. Podejmowane sg
zatem poszukiwania nowych kryteriow oceny
mleka.

Oznaczanie zawarto$ci pirogronianu wymaga
jednak stosowania metody analitycznej o duze]
precyzji 1 dokladnosci. Rozpowszechnienie jej w
praktyce mleczarskiej uwarunkowane jest row-
niez prosta technikg laboratoryjng i mozliwos-
cig jej automatyzowania, skuteczna konserwa-
cja probek, niewielkimi kosztami analizy itp.
Powszechnie uwaza sie, ze wymaganiom tym
odpowiada enzymatyczna metoda oznaczania za-
wartosci pirogronianu w mileku, W krajowych
warunkach nie bez znaczenia pozostaje réwniez
zrédlo zaopatrzenia w niezbedne odezynniki i
mozliwosé wyeliminowania lub ograniczenia
chemikaliow importowanych.

Zasada oznaczania zawartosci piregronianu
w mleku polega na pomiarze ubytku zreduko-
wanej formy dwunukleotydu mnikotynoamido-
adeninowego (NADH,), utlenianej podczas re-
dukeji pirogronianu do kwasu mlekowego w
obecnosci dehydrogenazy mleczanowei (LDII)
(8).

Celem niniejszej pracy byla ocena mozliwosei
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zastapienia w metodzie pirogronianowej impor-
towanego preparatu dehydrogenazy mleczano-
wej z miedni krolika, produkowang w kraju de-
hydrogenazg mleczanowa z serca wolu.

Materiat i metody

Material do badan stancwilo 20 prébek mleka su-
rowego o zrdoznicowanej jakosci higienjcznej, W kaz-
dej z probek oznaczono zawarto$¢ pirogronianu w 10
powtdrzeniach oryginalng metoda enzymatyczng po-
dang przez Suhrena i wsp. (8) oraz metoda zmody-
fikowang przez zastosowanie dehydrogenazy z serca
wolu zamiast dehydrogenazy mleczanowej z mieéni
krolika, Dla uzyskanych szeregéw wynikow wyliczo-
no precyzje i dokladnosé metody wedlug wzoréw po-
danych przez Volka (12).

Dla obu wersji metody okreslono réwniez doklad-
nos$¢ metoda dodatkéw. W tym celu do podzielonej
na 11 czeSci probki mleka surowego dodawano piro-
gronian sodu w ilosciach od 0 do 70 pmol/dm®. W tak
przygotowanych prébkach oznaczano zawarto$é tego
zwigzku i1 wyliczano odsetek ,,odzyskiwanego” anali-



