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ZMIANY BIALEK A DLUGOTRWALE PRZECHOWYWANIE
GRASICY

Streszczenie

Celem pracy bylo okre§lenie wplywu diugoterminowego przechowywania, a takze technologii utrwa-
lania grasicy (zamrazanie oraz skladowanie w temperaturze -12 i —30°C i liofilizacja) na jej przydatnoéé
jako surowca farmaceutycznego. Oznaczano zmiany iloSciowe w obrgbie bialek rozpuszczalnych i azotu
aminowego oraz pH. Stwierdzono, ze najwigksze zmiany iloSciowe bialek rozpuszczalnych mialy miejsce
w liofilizatach grasicy, a azotu aminowego w gruczole przechowywanym w —12°C. Natomiast zmiany pH
we wszystkicﬁ badanych wariantach byly minimalne. Najwieksza stabilnoscig charakteryzowat sig¢ suro-
wiec skladowany w temperaturze ~30°C.

Wstep

Grasica jest jednym z podstawowych organéw ukiadu immunologicznego. Jej
uposledzenie powoduje pogorszenie odpornosci organizmu, przy czym jego efekty
mozna zlagodzi¢ podajac pacjentowi §rodki farmakologiczne produkowane z ekstrak-
tow grasiczych. Farmakologicznie czynnymi, najistotniejszymi zwigzkami zawartymi
w grasicy sa hormony. Zastosowanie preparatow zawierajacych te zwiazki ma miejsce
w przypadku chordb tkanki lacznej 1 nerwowej [10]. Kwas dezoksyrybonukleinowy
(DNA) izolowany z grasic embrionalnych, w ktérych wystepuje w duzych ilosciach
ma zastosowanie przy leczeniu takich choréb jak zesp6t Downa czy porazenie mozgo-
we [3, 13]. Innym interesujacym skladnikiem tego gruczohu sg enzymy: dezaminaza
adenozynowa (ADA, E.C. 3.5.4.4.) i fosforylaza nukleozydowa (PNP, E.C. 2.4.2.1.).
Badania prowadzone nad tymi zwigzkami pozwolily ustali¢ zalezno§é pomiedzy dzie-
dzicznym ich brakiem w organizmie ludzkim, a pojawiajacymi si¢ chorobami immu-
nologicznymi [5, 6].
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Zawarte w grasicy substancje czynne decydujg o wartosci biologicznej tego gru-
czotu i jego przydatnosci jako surowca dla przemystu farmaceutycznego. Ze wzgledu
na bialkowy charakter wigkszo$ci z nich interesujace jest czy dtugo w warunkach za-
mrazalniczych zachowuja one stabilno$¢, a takze czy sposéb utrwalania moze wplynaé
na przedtuzenie okresu przechowywania. Stad tez w pracy poréwnano efekty sktado-
wania grasicy bydlecej w temperaturze -12 i -30°C oraz w stanie zliofilizowanym okre-
$lajac stopien zmian denaturacyjnych biatka. Wyniki przedstawione w pracy stanowig
czgs¢ badan optymalizujacych, na przykladzie grasicy, warunki magazynowania
ubocznych, niejadalnych surowcow przemystu migsnego przeznaczonych do produkcji
biopreparatow.

‘Material i metody badan

Materialem do$wiadczalnym byta grasica pochodzaca z mtodego bydla (wiek do

1,5 roku) rasy czarno-biatej. Bezposrednio po uboju (do 2 godzin) pobrano okoto 4 kg

grasicy, przewieziono do laboratorium i oczyszczono z blon oraz tluszczu. Nastgpnie

podzielono na fragmenty i wymieszano je celem lepszego ujednolicenia proby. Z tak

otrzymanego surowca przygotowano trzy czgci. Pierwszg po rozdrobnieniu (n = 1,0

cm) zamrozono w temperaturze -30°C w ciagu 8 godzin, a nastegpnie zliofilizowano w

liofilizatorze typu OE 950 LABOR MIM w ciagu 48 godzin. Temperatura plyty wyno-

sifa 30°C, a ci$nienie w komorze ponizej 0,5 mmHg. Liofilizat umieszczono w szczel-
nych pojemnikach, ktére przechowywano w lodéwce (temp. 4°C) przez 23 miesiace.

Pozostaly material zapakowano do woreczkéw foliowych i zamrozono w réwnych

cze$ciach w temperaturze -12 i -30°C po czym skladowano w tych samych warunkach

przez okres 23 miesigcy. Przed przystapieniem do analiz material rozmrazano w kuch-
ni mikrofalowej do uzyskania w centrum termicznym temperatury ok. 0°C, nast¢pnie

rozdrabniano w wilku laboratoryjnym uzywajac siatki metalowej o §rednicy oczek 3,5

mm. Liofilizaty poddawano rehydratacji dodajac wodg dejonizowana w ilosci odpo-

wiadajacej wodzie usunigtej w czasie suszenia sublimacyjnego. Rehydratacjg przepro-

wadzano w ciggu 8 godzin w temp. 4°C. Badania wykonano na surowcu §wiezym oraz

bezposrednio po zamrozeniu i liofilizacji, a nastgpnie w czasie przechowywania w

odstgpach 2—4 miesigcy.

W badanym materiale oznaczano:

e zawarto$¢ biatek rozpuszczalnych w ekstraktach otrzymanych przez homogeniza-
cje 1 g rozdrobnionej tkanki z 40 cm® zimnego 0,2 M KCI metoda biuretowa i wy-
razono w g/100 g tkanki [16],

e zawarto§¢ azotu aminowego zmodyfikowana metoda Pope’a-Stevensa i wyrazono
w mg/100 g tkanki [4],
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e pH tkanki po jej wymieszaniu z wodg dejonizowang w stosunku 1:1 stosujac pe-
hametr typu HI 9025.
Wyniki poddano statystycznej dwuczynnikowej analizie wariancji stosujac pro-
gram Microsoft Excel 5.0. Srednie z trzech powtérzen wraz z odchyleniami standar-
dowymi przedstawiono w postaci wykresow.

Wyniki i dyskusja

Zmiany zawartosci biatek rozpuszczalnych

Zmiany zawarto$ci bialek rozpuszczalnych przedstawiono na rys. 1. Najwieksza
ilo§¢ bialek rozpuszczalnych oznaczono w grasicy liofilizowanej, podczas gdy naj-
mniejsza w przechowywanej w temperaturze -12°C, przy czym w tej ostatniej do 18
miesigca, ich ilo$¢ byta tylko nieznacznie nizsza niz w przechowywanej w -30°C. Po-
nadto po 23 miesiacach skladowania w temperaturze -12°C zaobserwowano spadek
rozpuszczalno$ci biatek o ok. 30% w poréwnaniu do grasicy §wiezej, natomiast w lio-
filizatach po tym samym czasie byla ona prawie o ten sam procent wyzsza. Wykazano

statystycznie istotny (przy p < 0,05) wplyw zaré6wno metody utrwalania jak i czasu
skladowania na badany wyrdznik.

Zawarto$é biatka rozpuszczalnego [g/100 g tkanki]

Czas skladowania [miesiace]

Rys. 1. Wplyw czasu skladowania i metody utrwalania grasicy bydlecej na zawarto$é bialek rozpusz-
czalnych: s — surowiec przed utrwaleniem, z — surowiec bezposrednio po zamrozeniu lub liofili-
zacji.

Fig. 1. Effect of storage time and preservation method of bovine thymus on the content of soluble

proteins: s — raw material before preservation, z — raw material immediately after freezing or
freeze-drying.



24 Ewa Hajduk, Dariusz Pietrzykowski

Badanie zmian rozpuszczalnosci biatek pozwala na okre$lenie stopnia ich denatu-
racji i czgsto stuzy do oceny efektow dziatania niskich temperatur. Biatka miofibrylar-
ne podatniejsze na denaturacje wyraznie traca rozpuszczalno$é podczas przechowywa-
nia w temperaturach ujemnych [2, 8, 12, 14, 18].

Niewielkie, w porownaniu z tkanka mie$niows, zmiany zawartosci biatek roz-
puszczlanych grasicy sa spowodowane odmienng budowa histologiczna oraz sktadem
ilosciowym i jako$ciowym biatek, wérdd ktérych dominuja biatka sarkoplazmatyczne i
tkanki lacznej charakteryzujace si¢ wieksza opornoscia na tego rodzaju zmiany [11].

Wigksza ilos¢ biatek rozpuszczalnych w liofilizatach moze by¢ spowodowana za-
chowana aktywno$cia enzymow proteolitycznych, hydrolizujacych biatka do polipep-
tydow, dajac w efekcie wzrost zawarto$ci biatek rozpuszczalnych. W piSmiennictwie
mozna znalez¢ dane mowiace zaréwno o spadku jak i utrzymaniu aktywno$ci enzy-
moOw na niezmienionym poziomie w zliofilizowanym materiale [7, 17].

Zmiany zawartosci azotu aminowego

Zmiany zawartosci azotu aminowego przedstawiono na rys. 2. Najwyzsza jego
zawartoscia charakteryzowata sig grasica zamrazana i sktadowana w -12°C. Srednio w
ciagu calego okresu przechowywania byfa ona wieksza o ponad 20% w poréwnaniu z
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Rys. 2. Wplyw czasu sktadowania i metody utrwalania grasicy bydlgcej na zawarto$¢ azotu aminowego.
(s — z-jak narys. 1).

Fig. 2.  Effect of storage time and preservation method on the amino nitrogen content (s -, z — the same
as Fig. 1).
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pozostalymi wariantami. NajniZsza i najmniej zmienna zawartoécia azotu aminowego
charakteryzowat sig liofilizat. Wieksze wahania zaobserwowano w surowcu mrozonym
szczegllnie w -30°C. W odniesieniu do tego wyrdznika roOwniez stwierdzono staty-
stycznie istotny (przy p < 0,05) wplyw zar6wno wariantow utrwalania jak i czasu prze-
chowywania.

Na 0g6t wzrost zawartosci azotu aminowego w tkance spowodowany jest dziatal-
noscia enzymow proteolitycznych pochodzenia wlasnego lub mikrobiologicznego.
Wyzsza temperatura i dlugi okres przechowywania sprzyja ich dzialaniu, natomiast
krotszy moze nie dawac zadnych zmian tego wyroéznika [9, 15].

Poréwnujac ilosci bialek rozpuszczalnych i azotu aminowego zaobserwowano, iz
relacje pomigdzy nimi sa wzajemnie przeciwstawne. W obu przypadkach prawdopo-
dobnie odpowiedzialne sa enzymy proteolityczne lecz rdzniace sie sposobem dziatania.

Zmiany pH

Zmainy pH przedstawione zostaty w tabeli 1.

Tabelal
Zmiany pH grasicy przechowywanej w stanie zamrozonym i po liofilizacji.
Changes of pH of frozen and freeze-dried thymus during storage.
Czas sktadowania (miesiace) Metoda utrwalania / Method of preservation
Time of storage (months) -12°C -30°C lofilizacja / freeze-drying
$wieza / fresh 6,63 6,63 6,63
3 6,69 6,67 6,34
6 6,67 6,71 6,53
10 6,62 6,72 5,59
14 6,47 6,78 6,18
16 6,47 6,59 6,15
18 6,52 6,55 6,43
20 6,51 6,68 6,40
23 6,51 6,68 6,36

Wyniki oznaczen wskazuja, ze byly one minimalne, a spos$réd trzech metod
utrwalania najbardziej zauwazalne sa w materiale liofilizowanym. Mianowicie, pH
liofilizatéw w ciagu calego okresu przechowywania byto $rednio o ok. 0,3 nizsze niz w
probach zamrazanych w temperaturze -30°C, a po 23 miesigcach magazynowania kwa-
sowos¢ czynna zmniejszyla sig 0 0,27 jednostki w poréwnaniu do surowca §wiezego.

Zgodnie z danymi pi$miennictwa zmiany pH moga przebiega¢ w roznych kierun-
kach w zaleznoéci od rodzaju skladowanego surowca oraz warunk6w i czasu przecho-
wywania [1, 15].
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Podsumowanie

Z uwagi na zwigkszona zawarto$¢ azotu aminowego przechowywanie grasicy w

temperaturze -12°C jest niekorzystne i nie moze by¢ rekomendowane. Podwyzszona

ilos¢

bialek rozpuszczalnych w grasicy liofilizowanej §wiadczy o hydrolitycznym cha-

rakterze zmian zachodzacych w biatkach gruczohi do§wiadczalnego. Natomiast prze-
chowywanie w -30°C nawet przez okres 23, miesigcy pozwala na zachowanie surowca
W stanie najmniej zmienionym.
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PROTEIN CHANGES IN LONG-THERM STORED THYMUS
Summary

The studies were undertaken to evaluate the effect of long-therm storage and methods of preservation
(freezing and storage at -12 and -30°C and freeze-drying) on the suitability of bovine thymus as a raw
material for the pharmaceutical industry. Quantity changes in soluble protein, amino nitrogen and pH
were determined. The greatest changes in-soluble protein were observed for freeze-dried samples, while
for amino nitrogen for gland stored at -12°C. pH changes were insignificant in all analysed methods of
storage. Investigations indicated the best stability of the gland stored at -30°C.



