Prosimy cytowac jako: Inz. Ap. Chem. 2011, 50, 3, 55-56

Nr 3/2011

INZYNIERIA I APARATURA CHEMICZNA

str. 55

Jacek NIEDZWIEDZ, Halina OSTOJA, Tomasz ZMIJEWSKI, Marek CIERACH

e-mail: jacek.niedzwiedz@uwm.edu.pl
Katedra Technologii i Chemii Migsa, Uniwersytet Warminsko-Mazurski, Olsztyn

Poréwnanie metod oznaczania zawartosci glikogenu
w wotowej tkance miesniowej

Wstep

Glikogen jest polisacharydem zbudowanym z czasteczek glukozy
i stanowi materiat zapasowy migsni szkieletowych wszystkich ssakow.
Za zycia zwierzgceia energia produkowana jest gtdownie na drodze prze-
mian tlenowych glikogenu. Jednak w sytuacjach silnie stresogennych
lub na skutek intensywnego wysitku, kiedy wystepuje deficyt tlenu, ak-
tywacji w migsniach ulega szlak przemian beztlenowych. W wyniku
przemian beztlenowych z glikogenu produkowany jest kwas mlekowy.
Podobnie dzieje sig¢ po uboju, kiedy do tkanek nie dociera tlen [1]. Za-
warto$¢ tego sktadnika w migsniach tuz przed ubojem zwierzgcia jest
niezwykle wazna z technologicznego punktu widzenia, gdyz warto$¢
pH jest jednym z glownych czynnikow wptywajacych na jakos$¢ migsa.

Zawarto$¢ glikogenu w migéniach jest wysoce zmienna i zalezy od
wielu czynnikow, wsrdd ktorych wyrézni¢ mozna gatunek, zywienie,
rodzaj migénia [1]. W mig$niu longissimus bydta wynosi ona od 60 do
100 mmol/kg tkanki [2], dla poréwnania w mig$niach §win warto$¢ ta
wynosi okoto 85 mmol/kg, a w mig$niach koni jest ona przewaznie 1,5
krotnie wigksza od zawarto$ci w migéniach bydta [1]. Rozni badacze
prowadza oznaczanie zawartosci glikogenu zardwno w tkance migs$nio-
wej jak 1 watrobie, stosujac odmienne techniki. Czgsto stosowana jest
metoda antronowa [3—6]. W wielu pracach skupiajacych sig na badaniu
poubojowego metabolizmu w wotowej tkance mig$niowej, stosowano
metody enzymatyczne oznaczania glikogenu [2, 7-9]. Na uwagg zastu-
guje takze mozliwo$¢ wykorzystania glukometru do pomiaru zawarto-
$ci glikogenu w tkance mig$niowej [10—12]. W literaturze spotyka sig
takze prace, w ktorych do oznaczania zawarto$ci glikogenu migsniowe-
go postuzono si¢ metoda z jodkiem potasu [13, 14].

Celem pracy bylo oznaczenie zawartosci glikogenu migsniowego
przy zastosowaniu trzech metod, a takze poréwnanie otrzymanych wy-
nikow.

Materiat badawczy i metodyka

Materiatem do badan byt migsien longissimus thoracis et. lumborum
pochodzacy z tusz buhajkéw (n = 7), mieszancOw ras czarno-biata z
limousin, o masie przedubojowej 655,43 + 86,59 kg, w wieku 18,42
+ 3,74 miesigcy. Rostbef wycinano z tuszy 45 minut po uboju i po za-
pakowaniu préozniowym przechowywano w warunkach chtodniczych.
W ustalonych odstgpach czasu tj. 45 min, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h
post mortem pobierano probki i zamrazano je w cieklym azocie w celu
zatrzymania przebiegu zmian po$miertnych. Nastgpnie w zamrozonych
probkach oznaczano zawartos¢ glikogenu trzema metodami: metoda
antronowa, metoda enzymatyczna, a takze metoda z wykorzystaniem
gleukometru. Wyniki podano w mg/100 g tkanki.

Oznaczanie zawartosci glikogenu metoda antronowa
[15, 16]

Odwazano 2,5 g migsa, przenoszono do probowki grubo$ciennej, do-
dawano 5 ml 60% roztworu wodorotlenku sodu i ogrzewano na wrzacej
tazni wodnej az do catkowitego rozpuszczenia. Po ozigbieniu dodawano
5 ml wody i kilka kropli stez. kwasu siarkowego. Glikogen wytracano
40 ml 96% alkoholu etylowego. Cato$¢ pozostawiano na 24 h, a nastgp-
nie odwirowywano przy 3000 obr./min. przez 30 min. Ptyn znad osadu
dekantowano, osad przemywano uzywajac po 15 ml coraz to bardziej
stgzonego roztworu alkoholu etylowego, tj. 60, 80 i 96% i ponownie

odwirowywano. Na koniec osad przemywano eterem etylowym, odpa-
rowujac jego resztki na tazni wodnej. Do przemytego osadu dodawano
5 ml goracej wody, zawarto$¢ probowki zobojetniano stezonym kwa-
sem solnym wobec papierka wskaznikowego. Roztwor glikogenu prze-
noszono ilociowo do kolby miarowej poj. 50 ml i uzupetniano woda do
kreski. W celu przeprowadzenia reakcji barwnej pobierano do probowki
z doszlifowanym korkiem 0,5-1,5 ml roztworu, dopetiano woda do
5 ml. Nastgpnie ostroznie wlewano do probowki 10 ml roztworu antro-
nu. Roztwor ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez 10 min. Natgze-
nie barwy oznaczano kolorymetrycznie przy dtugosci fali 620 nm.

Oznaczanie zawartosci glikogenu-glukozy
z wykorzystaniem glukometru [10]

Odwazano 0,5 g rozdrobnionego migsa pozbawionego thuszczu
i tkanki tacznej do fiolki o pojemnosci 10 ml, a nastgpnie dodawano
2 ml 2N HCI. Fiolki zamykano termicznie i ogrzewano w suszarce w
temp. 85-90°C przez 2 h w celu przeprowadzenia hydrolizy. Nastgpnie
probki schtadzano i saczono. Przesacz neutralizowano roztworem 2N
NaOH do wartosci pH 7,0-7,3. Probki doprowadzano do temperatury
38°C i przeprowadzano pomiar st¢zenia glukozy za pomoca glukome-
tru.

Oznaczanie zawartos$ci glikogenu
metoda enzymatyczna [17]

Do oznaczenia zawartosci glikogenu wykorzystano gotowe zestawy
enzymatyczne (BioVision, Inc., USA) i postgpowano zgodnie z dotaczo-
na procedura. Homogenizowano 10 mg migsa z 200 ul wody destylowa-
nej (na lodzie). Homogenat ogrzewano we wrzacej tazni wodnej przez
5 min w celu inaktywacji enzymow. Probki odwirowywano przy 13000
obr./min. przez 5 min. Pobrano 10 pl probki i uzupetniano do objgtosci
50 ul Glycogen Hydrolysis Buffer, nastgpnie dodawano 2 ul Glycogen
Hydrolysis Enzyme Mix, mieszano i inkubowano w temp. pokojowej
przez 30 min. Do kazdej probki dodano 50 pl roztworu zawierajacego:
Glycogen Development Buffer 46 nl, Glycogen Development Enzyme
Mix 2ul, OxiRed Probe 2pl i inkubowano w temperaturze pokojowej
przez 30 min., chroniac przed $wiattem. Pomiar kolorymetryczny wy-
konywano przy dtugosci fali 570 nm.

Oméwienie wynikéw
Podstawowym parametrem jako$ci migsa jest wartos¢ pH. Na tempo
i rozmiar obnizenia wartosci pH migsa wptywa wiele czynnikdw m.in.
gatunek, pteé, rasa, zmienno$¢ osobnicza, stres przedubojowy, warunki
wychtadzania tusz oraz przechowywania migsa [18, 19].

W analizowanym mig$niu, warto$§¢ pH ulegata stopniowemu obni-
zeniu wraz z uptywem czasu od 6,55 po 45 min. do 5,44 po 48 h od
uboju. O koncowej warto$ci pH migsa decyduje ilo$¢ produkowanego
z glikogenu w wyniku procesu beztlenowe;j glikolizy, mleczanu. Ozna-
czony w badanym migs$niu poziom zawartosci glikogenu 45 min. p.m.
wynosik: 835,38; 587,56; 661,95 mg/100 g odpowiednio dla metody an-
tronowej, enzymatycznej i z wykorzystaniem glukometru. Wraz z upty-
wem czasu wykazano stopniowe obnizenie zawarto§ci w zalezno$ci od
zastosowanej procedury do poziomu 153,55; 254,86; 286,49 po 48 h
od uboju.
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Tab. 1. Warto$¢ pH mig$nia longissimus thoracis et lumborum oraz zawartos¢ glikoge-
nu [mg/100g] oznaczona trzema metodami: antronowa, z wykorzystaniem glukometru
i enzymatyczna (warto$ci $rednie + odchylenie standardowe)

Czas Zawarto$¢ glikogenu [mg/100 g]
post Warto$¢ pH metody
mortem antronowa glukometr enzymatyczna
45 [min] 6,55" 835,38 661,95 587,56
+0,11 +204,91 +380,88 +257,77
3] 6,23" 677,40*° 589,74 %" 608,98
40,23 +179,66 +324,79 +135,38
6 [h] 593° 597,21 512,480 460,40
+0,40 +17,54 +332,09 +204,93
12 5,73 420,46 522,86 452,19
+0,17 +124,88 +346,41 +183,63
24 [h] 5,499%¢ 212,284 363,76 %" 256,61*°
+0,07 +48,80 422336 +97,64
48 [h] 544° 153,55 286,49Y° 254.86%°
+0,03 429,57 +118,52 +77,66

*¥ — warto$ci w wierszach oznaczone réznym indeksem w obrebie metod roznia
sig istotnie przy p < 0,05

ahede _ wartosei poszczeg6lnych parametréw w kolumnach oznaczone réznymi
literami r6znig sig istotnie przy p < 0,05

Wprawdzie nie odnotowano istotnych réznic migdzy poszczegolnymi
metodami, to jednak mozna zauwazy¢ duza zmienno$¢ w zawartosci gli-
kogenu oznaczonej kazda z metod. Przyczyna wystapienia tych roznic
moze by¢ np. duza zmienno$¢ osobnicza. Dlatego tez nie mozna jedno-
znacznie stwierdzi¢, ktore z zastosowanych w do$wiadczeniu procedur
daja lepsze rezultaty w iloSciowym oznaczaniu zawarto$ci weglowoda-
néw w tkance migsniowej. W literaturze tematu stosuje si¢ w rOwnym
stopniu metodg antronowa [3—6], ktora jest dtugotrwata i pracochton-
na, a zaleta jej jest natomiast niewielki koszt i duza precyzyjnos¢, jak
i metodg enzymatyczna [2, 7-9, 20]. Metoda enzymatyczna z dobrym
skutkiem jest wykorzystywana do oznaczania zawarto$ci glikogenu
mig$niowego w probkach pobranych metoda biopsji [3, 5, 6]. Hydroliza
enzymatyczna glikogenu przedstawiana jest jako alternatywna technika
analizy st¢zenia glikogenu, jednak aktywnosc¢ uzytych w tej procedurze
enzymdw moze wplywacé réznicujaco na uzyskane wyniki, ponadto na-
lezatoby podkresli¢, ze koszt jednostkowy enzymow jest wysoki.

W omawianej pracy podjegto si¢ sprawdzenia, czy nowatorska metoda
z wykorzystaniem glukometru zaproponowana przez Hargreaves i in.
[10], ktora jest szybka, tania oraz niewymagajaca duzych naktadow pra-
cy, nadaje si¢ do precyzyjnego oznaczania zawartosci glikogenu. Me-
toda oparta jest na kwasnej hydrolizie probki, a nastgpnie neutralizacji
roztworu i odczycie zawartosci glukozy przy uzyciu glukometru stoso-
wanego do pomiaru poziomu zawartosci glukozy we krwi. Hargreaves
i in, [10] w eksperymencie poréwnali doktadno$¢ tej metody i metody
miareczkowej. Zaobserwowano znaczace roznice migdzy uzyskanymi
wynikami zawarto$ci glukozy zmierzonej glukometrem i oznaczonej
metoda miareczkowa, w poréwnaniu z probkami o znanej zawarto$ci
glukozy. Jednakze po zidentyfikowaniu i wyeliminowaniu Zrédta nie-
zgodnosci, obserwowane roéznice migdzy wynikami otrzymanymi z
dwoch metod byly statystycznie nieistotne.

Na podstawie wtasnych pomiaréw zaobserwowano potencjalne moz-
liwosci jej wykorzystania do wstgpnego szacowania poziomu zawarto-
Sci glikogenu w tkance migéniowej ze wzgledu na prostote procedury
jak 1 krotki czas trwania oznaczenia.

Do oznaczania zawartosci glikogenu, glukometr wykorzystali row-
niez Young i in. [12]. Metodg swoja, ktora zostala opatentowana, oparli
na szybkiej enzymatycznej hydrolizie glikogenu migsniowego do gluko-
zy, a nastgpnie pomiarze stgzenia uwolnionej glukozy przy uzyciu glu-
kometru stuzacego diabetykom do pomiaru stgzenia glukozy we krwi.

W czasie 24 h post mortem obnizenie zawarto$ci glikogenu mierzonej
po zhydrolizowaniu do glukozy byto zbiezne z obnizaniem wartosci pH.
W tym samym czasie oznaczano st¢zenie mleczanu w mig$niach w celu
oszacowania potencjatu glikolityczego. Krotki czas przeprowadzenia
oznaczenia umozliwia, zdaniem cytowanych autor6w, zastosowanie tej
metody do bezposredniego pomiaru potencjatu glikolitycznego jeszcze
w okresie prerigor, a na jego podstawie szacowania koncowej wartosci
pH. Technologia ta znajduje glownie zastosowanie w przypadku pro-
wadzenia rozbioru tusz na cieplo, kiedy po zapakowaniu elementow nie
ma mozliwosci kontrolowania ich wartosci pH.

Podsumowanie

Na podstawie otrzymanych wynikow mozna stwierdzi¢, ze metoda
antronowa w sposob prawidtowy pozwolita oceni¢ przebieg zmian za-
warto$ci glikogenu w migsie wotowym w czasie dojrzewania. Natomiast
metoda z wykorzystaniem glukometru wymaga dalszych prac, jednakze
stwarza potencjalne mozliwo$ci wykorzystania jej do wstgpnego szaco-
wania poziomu zawartosci glikogenu w wolowej tkance mig$niowe;.
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