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S rostoucimi naroky na kvalitu produkce masnych zavodu jsou kla-
deny stale vyssi pozadavky na vyzkum a studium v oblasti technologie
masa. Jednim z témat, které svou podstatou piesahuje ramce tradi¢ni
technologie, ale vyznamné ovliviiuje kvalitu masa, je problematika he-
movych barviv a skute¢nosti s ni souvisejici.

Uvod

Obsah hemovych barviv mé pfimy vliv na barvu masa a proto je po-
vazovan za dulezity kvalitativni faktor. Vedle rozhodujiciho podilu
svalového barviva myoglobinu, se na barvé masa nezanedbatelnou
mérou podili i krevni barvivo myoglobin, jehoz obsah a vyskyt je
u masa podminén stupném vykrveni. I kdyz jsou odpovédi na otazky
po stupni vykrveni €asto rozporné, ptevazuje pozadavek dosazeni co
nejvyssiho stupné vykrveni a tedy nejniz$iho obsahu hemoglobinu.

Vzhledem k vy$e zminénym okolnostem jsou snahy sledovat obsah
hemovych barviv v zavislosti na riznych vlivech. Na prvnim misté
jsou to vlivy stafi, pohlavi, vyZivy a samoziejmé vliv Zivoci§ného
druhu. V neposledni fadé maji na obsah hemovych barviv vyznamny
vliv n¢které intravitalni vlivy. Napiiklad pfedporazkové osetieni, pfi-
hanéni na porazku, ale i n¢které operace jate¢ného opracovani tedy
omracovani a vykrveni.

Aby bylo mozné vesker¢ vlivy kvantifikovat a porovnavat je dilezitou
otazkou reprodukovatelna a dostate¢né ptesna analytika hemovych
barviv. Vyznam mé zejména izolace a soucasné stanoveni obou hemo-
vych barviv se zaméfenim na obsah hemoglobinu, ktery vyjadiuje stu-
pen vykrveni jate¢ného kusu. Vedle méné piesnych absorpénich mé-
feni barvy eventualné separace na gelu se dnes prosazuje pouziti pies-
nych preparativnich metod, z nichz je v této souvislosti uvadéna
zejména elektroforéza v polyakrylamidovém gelu.
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Teoreticka cast

Barva masa a hemova barviva

Cervena barva masa je zpiisobena selektivni absorpci modrozelenych
paprsku bilého svétla barvivem masa. OdraZzené paprsky vyvolavaji
v lidském oku vjem cervené barvy. Za tuto skutecnost jsou zodpo-
védné specialni che-
mické slouCeniny (he-
mové pigmenty), které
jsou lokalizovany ve
svalovém  plazmatu,
v kapilarni krvi a nékte-
rych respiraénich enzy-
mech [2].

Obrazek 1. Molekula porfinu.

Hemova barviva jsou
typickymi zastupcei
tzv.  sarkoplazmatic-
kych bilkovin. Jsou
charakteristické obsa-
hem zeleza ve formé
pevného organického
komplexu, jez muze
existovat i po hydro-
lyze apoproteinové slozky. Délime je podle jejich chemické struktury,
jejich funkce a umisténi. Svalové barvivo myoglobin a krevni barvivo
hemoglobin. Jsou ptivodcem cervené barvy masa resp. krve a patii
chemicky do skupiny tzv. chromoproteini [3]. Komplexotvornou
slozku hemu tvofi porfyriny. Jsou to derivaty chemicky odvozené od
zakladniho makrocyklu porfinu (viz Obrazek 1) [4].

Myoglobin — svalové barvivo

Myoglobin je vlastni svalové barvivo, které slouzi jako zdsobarna kys-
liku ve svalech. Jde o monomerni bilkovinnou molekulu slozenou ze
153 zbytkti aminokyse-
lin. Cela molekula pak
sestava z osmi usekil
uspotadanych do a Srou-
bovic, sbalenych do
kompaktni globule. Jako
prosteticka skupina fi-
guruje hem, coz je ferro-
protoporfyrin IX s pen-
takoordinovanym  ato-
mem Zeleza. Za pomoci
prvnich ¢tyf ligandl se
vytvaii charakteristicka
kruhova struktura se
Ctyfmi  pyrolovymi ja-
dry, jako paty ligand
slouzi dusikovy atom
histidinu (napojeni globinu) a Sesty ligand je volny a je ptivodcem re-
aktivity myoglobinu [3-5].

Obrizek 2. Struktura myoglobinu [1].

Hemoglobin — krevni barvivo

Hemoglobin je vlastni krevni barvivo zprostredkujici pienos kysliku
z plic do svalu a podili se na odvadéni oxidu uhli¢itého ze svalu. Che-
micky se jedna o tetramer skladajici se ze ¢tyf podjednotek, jez jsou
strukturné podobné myoglobinu. S existenci téchto podjednotek je
spojena pfiblizné ¢tyinasobna molekulova hmotnost oproti myoglo-
binu a odtud i vyssi vazebna ucinnost ke kysliku [6; 7].

Rozdilné molekulové hmotnosti hemovych pigmentd jsou zakladem
jejich analytické identifikace a izolace a kromé toho mohou byt zékla-
dem urceni zbytkové (tzv. rezidualni) krve v mase jate¢né opracova-
ného zvitete [8-11].

Faktory ovliviiujici obsah hemovych barviv

Mezi faktory majici znaény vliv na obsah hemovych barviv dominuji
predevsim intravitalni vlivy, tedy vlivy ptisobici jesté za zivota zvifete.
Patii sem piedev§im Zivo¢isny druh (viz Tabulka /), plemeno, po-
hlavi, v&k, ranost, kastrace, vyziva, nemoci, inava nebo hladovéni.

Svalovina Obsah hemovych barviv
(mg/kg)

Kufeci 126

Kriti 125 - 456

Krali¢i 200

Teleci 438

Vepiova 254 — 1527

Kachni 1168

Husi 1568

Hovézi 1710 — 5000

Jehnédi 2500

Koriské 3620 — 8000

Velrybi 9100

Tabulka 1. Obsah hemovych barviv v zavislosti na zivo¢isném druhu.

Vedle toho maji na barvu masa vyznamny vliv i nékteré operace jate¢-
ného zpracovani. Jedna se piedevsim o piihon a vykrvovani. Zde je
zajimavé obratit pozornost také na negativni vliv pfepravy, piedporaz-
kového ustajeni ev. nevhodné provedeného omracovani. Vysledkem
muze byt stres, ktery méa jednoznacné prokazatelny vliv na kvalitu
masa vlivem projeveni n€kterych patofyziologickych zmén. Dané
zmény se mohou pfimo i neptimo podilet na zméné barvy masa a tedy
i obsahu hemovych barviv.

Vyznam téchto operaci je zesilovan bezprostfednim vlivem na obsah
hemovych barviv v jate¢né opracovaném téle a také proto, ze dikladna
znalost jednotlivych operaci a zejména jejich pozitivni ovlivnéni,
miiZze znamenat vyrazné zvySeni kvality masa.



Prakticka cast
Analytika hemovych barviv

Zékladnim vychodiskem pro stanoveni obsahu hemovych barviv, at’
jiz celkovych nebo jejich separace a soucasné stanoveni, je barva,
ktera je zékladem tradi¢niho spektrofotometrického absorpéniho sta-
noveni veskerych hemovych barviv.

Vyznamnou skutecnosti je vSak také velikost a tvar molekul hemovych
barviv. Na tomto zakladé je mozno uzit napiiklad gelové filtrace
na sephadexovém gelu, pfi které dochazi k odseparovani jednotlivych
hemovych barviv na zakladé rozdilné retardace latky v gelu.

Ruizné variace kapalinové chromatografie se zafazenymi ionexovymi
ev. gelovymi kolonami, jsou zalozeny na rozdilnych nabojovych vlast-
nostech hemovych pigmentl a tudiz rozdilné retenci k pouzitému
ionexovému materialu. Zde je mozné se setkat i s kombinaci obou se-
paracnich principt, kdy je ionexovy material ,,zakotven na gelovém
nosici.

Nejpouzivangjsi technikou pro hemova barviva a svalové bilkoviny je
elektroforéza v geléznim prostfedi. Dochazi tak k separaci latek
na principu sitového efektu, na zakladé rozdilu v naboji resp. rozdilné
elektroforetické pohyblivosti, popf. na zaklade€ rozdilnych izoelektric-
kych bodu jednotlivych hemovych proteint.

Elektroforetické (elektromigracni) metody

Nahodny pohyb anorganickych ¢astic v koloidnim roztoku pod vlivem
elektrického pole, je znam jiz od roku 1892. Brzy poté se zjistilo, ze
podobné se ve vodném roztoku chovaji proteiny. Za sestaveni prvni
elektroforetické aparatury dostal v roce 1948 Nobelovu cenu za chemii
§védsky védec Arne W. Tiselius. Podafilo se mu rozdélit proteiny
krevniho séra na zaklad¢ jejich elektroforetickych mobilit. V nepfili§
odlisném uspofadani se elektroforéza proteint krevniho séra jako dia-
gnosticka metoda dodnes pouziva na mnoha klinikach.

V minulosti byla vypracovana fada elektroforetickych metod, které se
vzajemné li§i zpisobem prace i principem, na kterém je separace za-
lozena. Lze je provadét bud’ ve vodnych roztocich pufri, nebo na no-
si¢ich. V soucasnosti se pro vyssi piesnost a lepsi reprodukovatelnost
pouziva elektroforéza na nosi¢ich. Nejcastéji pouzivany material je
polyakrylamidovy gel, ktery umoziiuje nejen stabilizovat a nést mole-
kuly bilkovin, ale souc¢asné ovliviuje separaci tim, Ze pasobi jako mo-
lekulové sito [12]. Polyakrylamidovy gel ma oproti jinym gelim vy-
hodu, ze ma vyssi podil kiizovych vazeb, a tedy 1 vyssi sitovy efekt.
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Obrizek 3. Gelovy elektroforeogram se separovanymi barvivy.

Elektroforéza SDS-PAAG

Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAAG) v pfitomnosti do-
decylsulfatu sodného (SDS) vyuziva principt a vyhod gelové elektro-
forézy ve spojeni aniontovym detergentem. SDS nese pomérné vysoky
naboj a proto ve vazb¢ na bilkovinu ekvilibruje nabojové rozdily bil-
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kovin a ty se v gelu pohybuji jen podle rozdilu ve své velikosti. Vy-
sledné komplexy SDS-bilkovina pak maji stejnou hustotu povrcho-
vého naboje a zaroven se jejich konformace do té¢ miry unifikuje, ze
relativni molekulova hmotnosti bilkoviny odpovida velikosti jejiho
komplexu s SDS [12; 13].

Zaveér

Jestlize se provede SDS-PAAG elektroforéza s vhodné ziskanym sva-
lovym extraktem je dosaZzeno relativné dobrého rozdéleni bilkovin.
Zajimavou skute¢nosti, ktera souvisi s nizkou molekulovou hmotnosti
myoglobinu a hemoglobinu je, ze na konci obarveného PAAG jsou
zietelné pruhy pravé hemoglobinu a myoglobinu. Tato vyhodna po-
zice, vzhledem k ostatnim proteiniim, je vyuzivana k identifikaci zi-
vocisnych druhti a je vhodnad i pro neruSené denzitometrické vyhodno-
ceni v souvislosti s analyzou hemovych barviv. Diskontinualni SDS
PAAG elektroforéza je tedy vhodna jak pro soucasné stanoveni obou
hemovych pigmentd, tak i pro vySetieni stupné vykrveni u jateéné
opracovanych tél [6; 7].

V souvislosti s analyzou mas riznych zivo¢iSnych druh, resp. jejich
opétovnym zamrazovanim a rozmrazovanim doslo u fady vzork
k produkci masové $t'avy, kterou oznacujeme jako exsudat. Tato sku-
tecnost je dusledkem fyzikalné-chemickych procest, jez provazi
tvorbu ledovych krystalll uvnitt svaloviny a jejich opétovny zanik.
1 kdyz je mozné tento velmi nezaddouci jev vhodnym zptsobem ovliv-
nit (rychlé Sokové zmrazovani, pozvolné rozmrazovani), byla zjisténa
pfi proméfeni exsudati SDS-PAAG elektroforézou vysoka ptitomnost
jak hemoglobinu, tak i svalového barviva myoglobinu. Vizualnim po-
souzenim gell je mozno konstatovat i pfitomnost svalovych bilkovin.
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