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Efecto de la relaciéon de dilucién

de los eritrocitos de la sangre de ganado
bovino en la precipitacién de heme

por hidrolisis acida
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Resumen

Se propone un proceso para la extraccién y concentracién de hierro contenido en el grupo
heme a partir de sangre de ganado bovino. Se evalué la hidrélisis 4cida de los eritrocitos. Se
utilizé un disefio completamente aleatorio de experimentos con el fin de analizar la variacién
de la relacién de dilucién de los eritrocitos en agua en la eficiencia de separacién y el porcen-
taje de heme en el concentrado obtenido. Se estudiaron valores entre 1:1y 1:11. La relacién
1:9 present6 las mejores caracteristicas: eficiencia de separacién entre 51%y 61%, y 12% de
heme en el concentrado. Ademds, se verificé la variacién de pH.
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Summary
Effect of the dilution factor of cattle’s blood erythrocytes
in the precipitation of haem by acid hydrolysis

A process for the extraction and concentration of haem iron from cattle blood was pro-
posed. The acid hydrolysis of erythrocytes was evaluated. A totally random experimental
design was used in order to analyze the variation of dilution factor of erythrocytes in wa-
ter on the separation efficiency and haem percentage in the final concentrate. Dilution
relations between 1:1 and 1:11 were studied. The 1:9 ratio showed the best performan-
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ce, that is, separation efficiency between 51% and 61%, and 12 % of haem in the con-
centrate. Besides, the pH variation was checked.
Key words: Haem — Erythrocytes — Cattle blood — Acid hydrolysis.

Introduccion

La sangre de ganado bovino es un subproducto
de su sacrificio. Esta es una rica fuente de pro-
tefnas y hierro contenido en el grupo heme, el
cual es de alto valor biolégico debido a la gran
capacidad que tiene de ser absorbido en el in-
testino humano. Sumando a lo anterior, el he-
cho de que la inadecuada eliminacién o
procesamiento de la sangre, comin en nuestro
medio, genera una severa problematica am-
biental; el aprovechamiento del grupo heme
como fuente de hierro nutricional se presenta
como una alternativa integral para hacer frente
a la deficiencia de este micronutriente en la po-
blacién mundial, como lo reportan diversas or-
ganizaciones internacionales entre las que se
encuentran la FAO, la OMS, UNICEEF, y en el
dmbito local, el Instituto Nacional de Salud y el
Instituto Colombiano de Bienestar Familiar,
ICBE.

El uso de la sangre con este enfoque ha sido
reportado por diversos autores entre los que se
encuentran Lindroos [1978, 1984] (1, 2), Lui-
jerink [1982] (3), Eriksson [1983] (4), Autio
[1984, 1985] (5, 6), y Luck [2001] (7), quienes
coinciden en la implementacién de las etapas
bésicas del proceso, pero aplican diversas con-
diciones de operacién o incluyen otras materias
primas en el proceso, tales como solventes y
agentes aglomerantes, con el fin de mejorar la
separacién y la purificacién del grupo heme de
la hemoglobina, aunque afecten la economia
del proceso. Sin embargo, dentro de la literatu-
ra mundial se ha escrito més acerca del aprove-
chamiento de la proteina del plasma y de la
presente en los eritrocitos (8-12), buscando su
decoloracién y desodorizacién para incremen-
tar su uso en la industria de alimentos.
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La presente investigacién busca sentar las
bases de un proceso para llegar a la utilizacién
masiva del hierro contenido en el grupo heme
concentrado como fortificante en nutricién hu-
mana, sin precedente encontrado en la literatu-
ra nacional, y contribuir a la basqueda de
alternativas a la problematica ambiental de las
plantas de beneficio de animales para consumo
humano en el pafs. De una serie de etapas que
estructuraron el proceso base, se selecciond la
principal para ser evaluada. Todo esto con miras
a contribuir en el desarrollo de productos que
sean nuevas fuentes de hierro, més asimilables
por el cuerpo humano y ademds, asequibles,
para su uso en programas de fortificacién de ali-
mentos (13-17).

Metodologia

Se plantearon unas etapas basicas del proceso
para la extraccién de un concentrado del hierro
contenido en el grupo heme a partir de sangre
de ganado bovino las cuales consisten en:

—Recoleccién de la sangre en el proceso de
sacrificio del animal.

— Estabilizacién de la sangre con un anti-
coagulante.

— Centrifugacién de la sangre con el fin de
separar el plasma de la fraccién corpuscular.

— Ruptura o lisis de los eritrocitos presen-
tes en la fraccién corpuscular.

— Hidrélisis 4cida.

— Centrifugacién del hidrolizado con el fin
de separar el concentrado de hierro hemdtico.

La fraccién corpuscular de sangre fresca de
ganado bovino fue suministrada por un distri-
buidor local de plasma, que lo separa a partir de
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sangre recolectada en una planta de beneficio
de animales de la ciudad, donde es estabilizada
con citrato de sodio (18, 19).

La hidrélisis 4cida se realizé en un erlen-
meyer con 100 g de eritrocitos, adicionando
luego agua destilada hasta la relacién de dilu-
cién propuesta, y ajustando el pH con é4cido
clorhidrico 1N. Las condiciones de la hidrélisis
fueron las siguientes: pH fijo inicialmentea 1.5,
temperatura de 20°C, velocidad de agitacién de
200 rpm, durante una hora, y posterior centri-
fugacién a 3300 g por 15 minutos. Se evalué el
efecto de la relacién de dilucién en la precipita-
cién del grupo heme, haciendo hidrélisis con
valores de 1:1, 1:3, 1:5, 1.7, 1:9, y 1:11. Ade-
mis, se verificé la significancia del cambio del
pH final. Se realizé un disefio completamente
aleatorio de experimentos (20).

La eficiencia de separacién (EF) se calculé
como:

%Fe, XM
EF=—"—""C %100
%Fe. X M,

Donde %Fey;c y %Fe. es el porcentaje de
hierro en el concentrado de hierro y en los eri-
tocitos respectivamente, y My,cy Mc es la masa
de concentrado obtenido y de eritrocitos utili-
zados. El porcentaje de hierro fue medido por
absorcién atémica .en un Espectrémetro de
Absorcién Atémica Perkin Elmer AAnalyst 300.

La pureza (P) se calculé como:

p= e e X100
%s0l X9.06 X107°

Donde %sol es el porcentaje de sélidos del
concentrado de hierro heme obtenido. Este
porcentaje se determiné con base en el método
AOAC 24.061 (21).

Se verificé la naturaleza hem4tica del hie-
rro medido por absorcién atémica para el me-
jor ensayo empleando la metodologia descrita

por Hornsey [1956] (22).
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El hierro heme fue determinado por ex-
traccién dcido — aceténica de muestras por el
método de Hornsey [1956]. Alicuotas de apro-
ximadamente 10 g se mezclaron con 45 milili-
tros de solucién 4cido — aceténica (40 mL de
acetona, 4 mL de aguay I mL de 4cido clorhi-
drico concentrado), se hizo una buena mezcla y
se mantuvo en oscuridad por 1 hora. El extracto
se centrifugé a 2200 G a 10°C por 10 min. El
sobrenadante se filtré a través de filtros de mi-
crofibra de vidrio (Whatman GF / D), con el
propésito de asegurar el retiro de cualquier
contaminante proteico coagulado, no separado
en la centrifugacién. Esto result en una solu-
cién de hematina 4cida en 80% de solucién 4ci-
do — aceténica. La cantidad total de pigmento
heme se midi6 a 640 nm. El total de heme
como hematina en cada muestra se calculé
como sigue a continuacién:

Hematina, g = OD a 640 nm x 680 x peso
de la alicuota, g/ 10.

El contenido de hierro heme de cada
muestra se calculé asumiendo que un gramo de
hematina contiene 88.2 mg de hierro:

Hierro heme, g/ g = (hematina, g x 88.2
mg Fe / g) / peso de la alicuota, g.

Resultados y discusion

El resultado del anélisis de varianza se presenta
en las Tablas 1, 2 y 3. En las Tablas 1 y 2 se nota
el efecto de la relacién de dilucién sobre la

Tabla 1. Resultados del anilisis estadistico del efecto de
la relacién de dilucién en la hidrélisis 4cida, respecto a la
eficiencia de separacién (EF).

Fuente de Grados de Cuadrado
Variacién Libertad Medio Fc
Relacién de

Dilucién | 4 3713 22.20

Significante P < 0.05.
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Tabla 2. Resultados del andlisis estadistico del efecto de
la relacién de dilucién en la hidrdlisis dcida, respecto a la

ensayos de dilucién. La Figura 1 presenta el re-
sultado de la experimentacién.

pureza (P).

Fuente de Gradosde | Cuadrado ! Fc |
__Variacién Libertad Medio | 3 500 1 i

Relacién de [ ! \‘ 20 400 3 L

Dilucién 4 L3713 22.20 | ® ] ;
s 300 1 -
Significante P < 0.05. 5
L 200 ] —

eficiencia de la separacién y, por lo tanto, sobre ‘ 100 | |

la concentracién final de hierro.

En la Tabla 3 se verifica la nula influencia
de la variacién del pH a lo largo de la experi-
mentacién sobre las distintas eficiencias
obtenidas.

Tabla 3. Resultados del andlisis estadistico del efecto del
pH en la hidrélisis dcida, respecto a la eficienca de sepa-
racién (EF).

} o T .
Fuente de Grados de Cuadrado | Fc
Variacién Libertad Medio

pH 4 204.1 1.59

Significante P < 0.05.

La primera relacién de dilucién, 1:1, se
descart6 después del primer ensayo debido a la
imposibilidad de separar la mezcla en dos fases.
La posible causa de este fenémeno es que la
ruptura del eritrocito, en una dilucién peque-
fia, permite que la globina desarrolle su inhe-
rente capacidad tensioactiva, de manera que la
agitacién incorpora aire en la dilucién forman-
do una espuma uniforme. Después de la opera-
ci6n de centrifugacién, a partir de la relacién
1:7, la separacién de las dos fases fue marcada.
Las relaciones 1:3 y 1:5no presentaban una in-
terfase bien definida; sin embargo, los datos
fueron usados en el andlisis de la presente
investigacion.

Se compard la cantidad de hierro presente
en el concentrado, dentro de cada uno de los
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Figura 1. Variacién del contenido de hierro el concentrado
respecto a la relacién de dilucion.

El primer pico de la grifica puede ser atri-
buido a la dificultad en la diferenciacién de las
fases, aunque las concentraciones de hierro de
la fase 1:5 y la fase 1:7 son muy similares. El se-
gundo pico corresponde ala relacién 1:9, y este
se acenttia mas cuando se comparan los valores
en base seca, como se muestra en la Figura 2.

11000

'

=}
g 9000
% .
g 7000
g \
5 ? 3
£ 5000 /

3000 . E—

| 3 5 7 9 1

i Relacién de Dilucién

|

Figura 2. Variacién del contenido de hierro en el con-

centrado respecto a la relacién de dilucién.

La existencia del maximo puede ser expli-
cada como la compensacién de dos factores que
influyen de manera contraria en la separacién y

concentracién del hierro hematico: la
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concentracién de globina en solucién que,
como se observé miés dréisticamente en el ensa-
yo 1:1, modifica las condiciones reolégicas de la
solucién dificultando la separacién de fases;
contra la cantidad de solvente utilizada, que a
medida que aumenta distancia més entre si las
moléculas de heme, de manera que la aglome-
racién, responsable de la separacién de las fases,
se hace mas dificil. Los resultados de la eficien-
cia de separacién respecto a la relacién de dilu-
cién se muestran en la Figura 3.

*

40,0 / /

Eficiencia de Separacién (EF)
«n
S
)
»

1 3 5 7 9 it

Relacién de Dilucién

Flgura 3. Variacién de la eﬁcnencna de la separacién (EF) res-
pecto a la relacién de dilucién.

La eficiencia alcanzada en la separacién es
muy similar a la reportada por los distintos au-
tores, como se puede ver en la Tabla 4. Sin em-
bargo, la pureza lograda se encuentra por
debajo de las obtenidas por ellos. Esto se debe a

Tabla 4. Comparacién de la pureza y eficiencia de sepa-
racién de distintos procesos de concentracién de hierro

heme.
% Fe Pureza
| heme scco (P) (EF)

_ Obtenido | 109 | 12 | si61
Luck et al. {2001] | 2.73 - 3.64 40 55-70
Lindroos [1978] 0.45 S --
| Lindroos [1984] | 1.36-5.00 15-55 65-85
Eriksson [1983] 4.91 54 --
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la ausencia de etapas especificas de puri-
ficacién.

Por tltimo, la verificacién del estado del
hierro arrojé resultados positivos, ya que los
porcentajes de hierro medidos por ambos pro-
cedimientos fueron similares tanto para los eri-
trocitos, como para el concentrado obtenido
del ensayo usando la relacién 1:9 de dilucién.
La comparacién de estos valores se presenta en

la Tabla 5.

Tabla 5. Valores de hierro total y hierro heme para los
eritrocitos y concentrado obtenido usando la relacién
1:9.

[
|

% Fetotal % Fe Heme

[
] Eritrocitos 0.0841 0.0839
|

i Concentrado del
ensayo a 1:9 0.0404 0.0401
Conclusiones

La relacién de dilucién resulté ser un factor de
gran importancia en la eficiencia de la separa-
cién del hierro y en la concentracién de la fase
pesada obtenida. Se deben trabajar valores des-
de 1:7 para compensar el efecto de la globina li-
berada en la naturaleza de la mezcla.

La mejor eficiencia de separacién del hie-
rro se obtuvo utilizando una relacién 1:9 de di-
lucién de eritrocitos en solucién de d4cido
clorhidrico. Se alcanzé una eficiencia méxima
del 61,4% con una pureza de heme en base seca
de 129%. El uso de relaciones de dilucién mayo-
res baja el rendimiento por la cantidad de agua
incorporada y la separacién que inherentemen-
te provoca entre las moléculas de heme, dificul-
tando su aglomeracién y posterior pre-
cipitacién.

La variacién en el pH de la hidrélisis de-
mostré no ser influyente dentro del intervalo
permitido, ni dafar la naturaleza proteica del
hierro contenido en el grupo heme.
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