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Resumen

Titulo: Hidrolisis enzimética de la sangre de bovino para la obtencion de hierro heminico.*
Autores: Andrea Bacca Llain, Jerly Yorleth Herrefio Galvan.**

Palabras clave: Sangre bovina, hierro heminico, hidrélisis enzimética, cuantificacion de hierro
heminico

Descripcion: La fortificacion de alimentos es una alternativa para la mitigacion de las deficiencias
nutricionales presentadas por falta de hierro, que es mas comun en nifios y mujeres en embarazo.
Un recurso aprovechable para la obtencion de hierro heminico mediante hidrolisis enzimética es
la sangre de bovino, el cual es un subproducto de la industria carnica. Con el fin de valorizar este
residuo, se evalud la hidrdlisis enzimatica de sangre de bovino para la obtencién de hierro
heminico. En el presente trabajo se realiz6 una busqueda bibliografica en el repositorio
institucional de la Universidad Industrial de Santander, utilizando como criterio de seleccion,
titulo, resumen y contenido, buscando establecer un protocolo de recoleccién inocua de sangre de
bovino. Se realiz6 una hidrolisis enziméatica empleando sangre de bovino como materia prima en
un volumen de reaccion de 500 mL, empleando la enzima Gelzyme L-500 y teniendo como
variable de entrada las concentraciones de enzima correspondientes a 0.3, 0.7 y 1.0% %p/p en un
tiempo de reaccion de 3 h. Se realizd una cuantificacion de hierro heminico a los hidrolizados
obtenidos mediante una extraccion con metil isobutil cetona, por Gltimo, se aplicé el mismo
procedimiento de cuantificacién a hidrolizados de sangre de bovino procesados mediante
filtracion, evaporacién de pelicula descendente y secado por aspersion. Se establecié un protocolo
de recoleccion de sangre de bovino inocua para la aplicacion en plantas de beneficio animal de
tipo nacional. Como resultado se obtuvo 28.48% como mayor grado de hidrolisis a 1.0% de
concentracion de enzima. Se realiz6 la cuantificacion de hierro heminico evidenciando una mayor
concentracion en los hidrolizados obtenidos con 1.0 %p/p de enzima. Por ultimo, la concentracion
de hierro heminico presentd valores variados a lo largo del procedimiento y se evidencié una
disminucion de la concentracion de hierro en la etapa final, siendo la concentraciéon de 370.52
mg/L en el hidrolizado y 35.50 mg/L en los pulverizados gruesos.

* Trabajo de grado
** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directora: Viviana Sanchez Torres, Ph. D
en Ingenieria Quimica. Codirectora: Maria Angélica Angarita Rangel, Magister en Ingenieria Quimica
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Abstract

Title: Enzymatic hydrolysis of bovine blood to obtain heme iron.*
Authors: Andrea Bacca Llain, Jerly Yorleth Herrefio Galvan.**
Key Words: Bovine blood, heme iron, enzymatic hydrolysis, heme iron quantification

Description: Food fortification is an alternative to mitigate nutritional deficiencies due to iron
deficiency, which is more common in children and pregnant women. A usable resource to obtain
heme iron by enzymatic hydrolysis is bovine blood, a by-product of the meat industry. To valorize
this waste, the enzymatic hydrolysis of bovine blood was evaluated to obtain haem iron. In the
present work, a bibliographic search was carried out in the institutional repository of the
Universidad Industrial de Santander, using as selection criteria, title, abstract and content, seeking
to establish a protocol for the safe collection of bovine blood. An enzymatic hydrolysis was
performed using bovine blood as raw material in a reaction volume of 500 mL, using Gelzyme L-
500 enzyme and having as input variable the enzyme concentrations corresponding to 0.3, 0.7 and
1.0% % w/w in a reaction time of 3 h. A quantification of heme iron was carried out on the
hydrolysates obtained by extraction with methyl isobutyl ketone. Finally, the same quantification
procedure was applied to bovine blood hydrolysates processed by filtration, falling film
evaporation and spray drying. A protocol for collecting safe bovine blood was developed for
application in slaughterhouses. As a result, 28.48% was obtained as the highest degree of
hydrolysis at 1.0% enzyme concentration. The quantification of heme iron was performed,
showing a higher concentration of heme iron in the hydrolysates obtained with 1.0% w/w enzyme.
Finally, the concentration of heme iron presented varied values throughout the procedure and a
decrease in the iron concentration was evident in the final stage, with a concentration of 35.50
mg/L in the coarse pulverized products and 370.52 mg/L in the hydrolyzate.

* Degree Work
** Physical-Chemical Engineering Faculty. School of Chemical Engineering. Director: Viviana Sanchez Torres Ph. D
in Chemical Engineering. Co-director: Maria Angélica Angarita Rangel, Master in Chemical Engineering



HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA SANGRE DE BOVINO 11

Introduccion

La desnutricion y problemas de salud asociados a la deficiencia de hierro en la poblacion
mundial afectan principalmente a la primera infancia, poblaciones econémicamente vulnerables y
mujeres en edad fértil y gestantes segun lo reporta la Organizacion Mundial de la Salud (OMS).
La anemia, que se presenta en la mayoria de los paises de la region latinoamericana por falta de
calidad y cantidad de hierro en la dieta, es la deficiencia nutricional mas comun y afecta al 34%
de la poblacion mundial, de la cual el 80% vive en paises en desarrollo. Los grupos con mayor
probabilidad de sufrir deficiencia de hierro corresponden a las poblaciones que experimentan una
ingesta y/o absorcion inadecuada de hierro de los alimentos, esto estd asociado a que gran cantidad
de los alimentos ingeridos con aporte de hierro contienen formas poco solubles del metal y baja
biodisponibilidad (Boccio etal., 2004). La fortificacion de alimentos con hierro heminico se
emplea como una estrategia eficaz para abordar esta problematica, ya que ofrece una fuente de

hierro altamente biodisponible.

La biodisponibilidad del hierro se refiere a la proporcion de hierro de los alimentos que el
cuerpo absorbe y utiliza. El principal factor que afecta la biodisponibilidad de este mineral es su
forma quimica. El hierro se produce naturalmente como hierro heminico y hierro no hemo. El
hierro heminico so6lo se encuentra en alimentos de origen animal, ya sea como hemoglobina y/o

mioglobina (Gonzélez Urrutia, 2005)

La sangre de bovino es un recurso aprovechable para la obtencion de hierro heminico
mediante hidrdlisis enzimatica, esto a su vez permite la fortificacion de alimentos. El
Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE) revel6 que durante todo el 2022 se
sacrificaron 3.107.462 ejemplares de ganado bovino. La sangre de bovino es un subproducto de la

industria carnica que representa hasta el 4% del peso del animal vivo, destacandose como un
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componente de uso no alimentario (Montanero Zambrano et al., 2022). Segun la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) la cantidad media de sangre por
bovino esde 10 a 12 litros, por lo cual, este subproducto como residuo es un contaminante organico
que requiere diferentes procesos de tratamiento (Monroy Rodriguez, 2013). Sin embargo, la sangre
bovina es una fuente rica de proteinas y puede ser utilizada para la elaboracion de alimentos y

como abono para sistemas agricolas.

La hidrdlisis enzimética tiene como fin la obtencidn de cadenas peptidicas, mediante el
rompimiento de proteinas empleando enzimas (Monroy Rodriguez, 2013). Este proceso favorece
la solubilizacion de las proteinas sanguineas, liberando péptidos hemo que mejoran la asimilacion
de hierro heminico. Ademas, la biodisponibilidad de los péptidos hemo depende del tamafio y la
composicién de cadena de los aminoacidos unidos al anillo de hierro heminico (Berraquero-Garcia
et al., 2022). El grado de hidrdlisis es una propiedad fundamental del hidrolizado y determina en
gran medida las caracteristicas del hidrolizado restante y sus posibles usos. Se define como el
porcentaje de enlaces peptidicos rotos en comparacion con la proteina nativa. El grado final de
hidrolisis esta determinado por las condiciones utilizadas, a saber, la concentracion de sustrato, la
relacion enzima/sustrato, el tiempo de hidrélisis y las condiciones fisicoquimicas como el pHy la

temperatura.

Este trabajo de grado hace parte del proyecto financiado por Minciencias: “Desarrollo de
una harina vegetal fortificada con hierro obtenido del procesamiento enzimatico controlado de la
sangre de bovino, como futura estrategia para aumentar la disponibilidad de hierro heminico en la
dieta de las familias con nifios menores de 5 afios del departamento de Boyaca”, ¢l cual esta siendo
llevado a cabo por el grupo CICTA. El presente trabajo de grado esta relacionado con el Objetivo

especifico 3 del proyecto global, el cual busca evaluar las condiciones de hidrolisis enzimatica
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para la obtencion de hierro heminico que sera afiadido a la harina vegetal. En este trabajo se evalud
la influencia de la concentracién de enzima en el grado de hidrolisis y por consiguiente en la
concentracion de hierro heminico obtenido en el hidrolizado, asi como la concentracion de hierro
heminico en muestras de hidrolizados de sangre de bovino procesadas con filtracion, evaporacion

y secado.
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1. Objetivos

1.1.  Objetivo general
Evaluar la hidrdélisis enzimatica de la sangre de bovino para la obtencién de hierro

heminico.

1.2.  Objetivos especificos
e Establecer un protocolo de recoleccion inocuo de sangre de bovino, para su posterior uso
en la formulacion de alimentos para consumo humano enriquecidos con hierro heminico.
e Analizar el efecto del tiempo de hidrolisis y concentracion de enzima en el grado de
hidrdlisis y obtencion de hierro heminico.
e Determinar la concentracion de hierro heminico en hidrolizados de sangre de bovino
procesados mediante filtracion, evaporacion de pelicula descendente y secado por

aspersion.
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2. Marco conceptual
2.1 Sangre: La sangre puede ser separada en dos fases, la fase sélida donde se encuentran los
gldébulos blancos, rojos y plaquetas, y la fase liquida que es el plasma el cual esta compuesto por
90% agua, 7.9% de proteinas (4.2% inmunoglobulinas, 3.3% albuminas y 0.4% fibrindgeno) y por

2.1% de lipidos, glucosa, vitaminas, entre otras (Acosta Camacho & Rios Morales, 2013).

2.1.1. Hierro: El hierro es un elemento esencial en sistemas bioldgicos que desempefia un papel
fundamental en una variedad de procesos bioldgicos clave. En sistemas biologicos, el hierro se
encuentra en forma de iones ferrosos (Fe2+) o férricos (Fe3+) y se utiliza en numerosas funciones
vitales, como el transporte de oxigeno, la produccion de energia celular y la sintesis de ADN. El
hierro también es un componente esencial de muchas proteinas y enzimas, como la hemoglobina
y el citocromo oxidasa, que son cruciales para el transporte de oxigeno y la respiracion celular

(Instituto Linus Pauling, 2023).

2.1.2 Hierro heminico: Forma parte de proteinas como la hemoglobina, mioglobina, entre otras
hemoproteinas que se encuentran solamente en alimentos de origen animal. El hierro en forma
divalente se encuentra quelado con un anillo de porfirina estableciendo un complejo denominado

grupo hemo (Armando et al., 2009)

2.1.3 Grupo hemo: Estructuralmente el grupo hemo esta compuesto por un a&tomo de hierro y un
anillo organico heterociclico de gran tamafio denominado porfirina, es decir, un tetrapirrol ciclico
en el que los 4 anillos de pirrol estan unidos por enlaces metileno (=CH-) y en el centro de este
anillo se encuentra el &tomo de hierro (Figura. 1b) (Gordon Betts et al., 2013). Aunque presenta
cargas negativas que le confieren un extremo polar, el grupo hemo tiene propiedades apolares y es
por tanto insoluble en agua por lo que se sitla en una cavidad hidrofébica dentro de las proteinas

(Villavicencio Queijeiro, 2012).
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Figura 1

Hemoglobina y estructura del grupo hemo

HaC

B chain 1 {3 chain 2

HaC

Fe?*
Heme

a chain 2

a chain 1

COOH COOH
(b)

Nota: Hemoglobina (a) y estructura del grupo hemo (b). Tomado de OpenStax

2.1.4 Hierro no heminico: Corresponde a aquel hierro que no se encuentra unido al grupo hemo;
basicamente estd formado por sales inorgdnicas de este metal y el mismo se encuentra
principalmente en los alimentos de origen vegetal, como asi también en la mayoria de los
preparados farmaceuticos utilizados en la terapia contra la deficiencia de este mineral (Arango

Ruiz et al., 2012).

2.1.5 Cuantificacion de hierro heminico: Como se describié anteriormente, el hierro heminico
se refiere al hierro que forma un complejo con el anillo de porfirina. Este complejo absorbe
radiacion electromagneética en la region visible y, por tanto, es cuantificable mediante

espectrofotometria (Ardila Quintero, 2009).

2.2 Proteasas: Se encuentran disponibles comercialmente muchas proteasas grado-alimenticio.
Estas proteasas pueden ser clasificadas, por su origen (animal, vegetal, bacteriano o fungico), por

su modo de accion catalitica (endo- o exo-actividad) o con base en su sitio catalitico. Las
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endoproteasas hidrolizan enlaces amidicos dentro de la cadena de la proteina. Las exoproteasas,
por el contrario, eliminan aminoacidos y otros ligandos que intervienen en la formacion del

complejo enzima-sustrato.

3. Estado del arte

La sangre es una fuente rica en proteinas de alta calidad, pero debido a la falta de
alternativas de uso como subproducto carnico no se le da el valor adecuado, por tal razon,
diferentes investigaciones han estudiado los hidrolizados de sangre de diferentes animales de
consumo, con el fin de evaluar la capacidad bioldgica de los péptidos resultantes de sus fracciones
(Morales et al., 2017). En Espafia se llevd a cabo un estudio de valorizacién de la proteina
sanguinea de harina de sangre, produciendo hidrolizados enzimaticos ricos en hierro heminico y
péptidos antioxidantes, en este procedimiento se emplearon seis proteasas comerciales de origen
animal, vegetal y bacteriano, teniendo como resultado una recuperacion del 70% del hierro
heminico con subtilisina y tripsina, asi mismo, concluyeron que dicha valorizacion enzimatica
aumentaba la biodisponibilidad del hierro heminico y producia péptidos antioxidantes
(Berraguero-Garcia et al., 2022). Las técnicas empleadas para la recoleccion de sangre inocua para
su posterior implementacién en consumo humano no han sido establecidas de manera oficial en
Colombia, sin embargo, existen procedimientos y recomendaciones empleadas en otros paises
como la empresa SENASA de Per( (Pastor Miranda, 2018). La industria carnica usa la mayor
parte de las proteinas de la sangre como ingredientes en la industria alimenticia, principalmente
como aglutinante, pero también como mejoradores naturales del color, emulsionantes, sustitutivos

de grasas y agentes de curado de la carne (Chang Escalante & Panduro Reategui, 2017).

En paises como Nicaragua y Argentina, la sangre bovina es aprovechada por empresas que

cuentan con experiencia en investigacion y desarrollo de proteinas funcionales, PROTENA S.A'y
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YERUVA S.A., respectivamente. Proporcionando una solucion ambiental al manejo de este
subproducto organico de instalaciones de beneficio animal, transformandolos en proteinas de alto

valor nutricional para la elaboracion de alimentos y fertilizantes (protena, s/f), (Yeruva, s/f).

En Colombia se reportan investigaciones previas relacionadas con el aprovechamiento de
la sangre, por ejemplo, en la Universidad Industrial de Santander se realizo el estudio de una
estrategia para la obtencion de péptidos de alto valor nutricional que permiten la valorizacion del
subproducto, empleando la hidrélisis enzimatica y la clarificacion por fraccionamiento de
hidrolizados usando membranas cerdmicas donde fueron establecidas etapas de valorizacion de la
sangre, obteniendo como condiciones de operacion 0.76 %p/p de concentracion de enzima a 53°C
y un pH de 8.34, para la enzima alcalasa 2.4L (Monroy Rodriguez, 2013), asi mismo, se estudiaron
las técnicas con membranas aplicadas a la sangre de bovino hidrolizada resultando un alto
porcentaje de proteinas (68%) en los permeados de sangre (Acosta Camacho & Rios Morales,
2013). Ademas, recientemente fue llevado a cabo en el grupo de investigacion CICTA, un proyecto
de tratamiento y valorizacion de sangre de bovino, implementando las técnicas de evaporacion de
pelicula descendente al vacio y secado por aspersion, con el fin de obtener pulverizados con alto
contenido de hierro, logrando incrementar esta concentracion hasta un 242% y recomendando el
analisis de hierro heminico en cada una de sus etapas de operacion (Castillo Hernandez & Ortiz

Ardila, 2023).

Por otro lado, la Universidad de La Salle desarrollé una investigacion relacionada con la
elaboracion de harina de sangre con destino al consumo animal y la elaboracion de plasma

sanguineo liquido con destino al consumo humano (Beltran Fernandez & Perdomo Robayo, 2007).

En China, un estudio de Qingdao Agricultural University examind la extraccidén enzimatica

de hierro heminico proveniente de la sangre de ganso, una de las aves acuaticas mas consumidas
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en el pais. La extraccion con acetona acida fue el método utilizado para la recuperacion de hierro
heminico a partir de la sangre de ganso, demostrando alta eficiencia (Wang et al., 2017). De igual
manera, en Colombia, en la Universidad Industrial de Santander se realizé una validacion interna
de los métodos analiticos para la cuantificacion de hierro heminico, no hemo y hierro total en un
producto de tipo alimenticio fortificado, logrando porcentajes de variacion inferiores al 10% en

las metodologias validadas logrando clasificar las técnicas como precisas (Ardila Quintero, 2009).
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4. Metodologia
La metodologia aplicada fue dividida en 3 fases. La Figura 2 ilustra las fases y las

actividades de la metodologia.

Figura 2

Fases metodoldgicas del proyecto
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4.1. Fase |: Establecimiento de protocolo de recoleccion de sangre inocua

4.1.1. Revision bibliografica

Se realizd una revision bibliografica en el repositorio institucional de la Universidad
Industrial de Santander, utilizando palabras clave como ‘“sangre bovina”, “inocuidad de sangre”,

“recoleccion”, las ecuaciones de busqueda se plantearon utilizando el operador booleano “y”. El

periodo de tiempo comprendido en los documentos esta entre 2000 a 2023. En la revision de las

-
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normas y leyes establecidas para la recoleccion de derivados en las plantas de beneficio animal de
categoria nacional fue utilizado el sistema de informacion del Ministerio de Salud y Proteccion
Social, el cual por medio de la resolucion nimero 2905 de 2007 establece el reglamento técnico
utilizado para los pardmetros sanitarios y de inocuidad en productos comestibles carnicos o

destinados para el consumo humano y sus distintas disposiciones.

En el proceso de revision de los distintos documentos encontrados se realizaron los
siguientes filtros para obtener los documentos con criterios de interés para la elaboracion del

protocolo:

e Titulo: Se tuvo en cuenta que se relacionara la obtencion de la sangre bovina como materia
prima para distintos procesos de valorizacién o fortificacion de alimentos.

e Resumen: En el resumen de los documentos se buscé que se expresara como se realiza la
obtencion de la materia prima y cudles son los procedimientos adecuados para que sea
inocua.

e Contenido: Para este ultimo proceso de revision se analizd y depur6 la informacion,
escogiendo los documentos que tuvieran relacion directa con el proceso de recoleccion de

sangre inocua en plantas de beneficio de tipo nacional.

Se indagé en distintos sitios de informacion de plantas de tratamiento y temas de interés
como CarneTec, un blog en linea de la revista CarneTec, sus ediciones contienen articulos
especializados sobre el procesamiento y la ciencia de la carne. De igual manera, se establecio una
organizacion de los documentos seleccionados en el gestor bibliografico Mendeley, donde fueron
cargados los documentos de interés, de esta manera, se obtuvo informacion de los autores, afio de
publicacion y resumen. Ademas de la investigacion bibliografica, con el apoyo de la empresa

Colbeef S.A se realizo una visita previa para conocer de cerca como era el proceso de beneficio
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en sus instalaciones, debido a esto se pudo identificar el mejor momento para realizar la
recoleccion de la sangre y las consideraciones que se debian tomar antes, durante y después de la

recoleccion.

4.1.2. Creacion del protocolo de recoleccién inocua:

Se establecio el protocolo de recoleccion de sangre bovina en planta de beneficio de tipo
nacional teniendo en cuenta las recomendaciones y operaciones establecidas en los distintos
documentos encontrados en la primera actividad, entre ellos: Decreto nimero 1500 de 2007,
Decreto nimero 2270 de 2012, la Resolucion numero 2905 de 2007, los principios generales de
higiene en comida CAC/RCP 1-1969, Rev. (2020) y la norma técnica NTP 901 de 2011. Para la
redaccion del protocolo se siguid el formato establecido en el semillero de investigacion CICTA

de la Universidad Industrial de Santander.

4.2.  Fase Il: Proceso de hidrdlisis enzimatica en sangre de bovino

4.2.1. Hidrdlisis enzimatica

Se establecié un proceso de hidrolisis buscando evaluar el efecto del tiempo y la
concentracion de enzima en el grado de hidrdlisis. Se emplearon 500 mL de sangre de bovino
obtenida de la planta de beneficio Colbeef S.A.S, (Girdn, Santander) adicionandole citrato de sodio
al 3.2% p/v como anticoagulante (Laboratorio Clinico ASTECLAB, 2012). Para el proceso de
hidrolisis enzimatica se realiz6 un montaje experimental el cual consistié en la implementacion de
un reactor tipo batch hermético de 5 L, el cual consta de una chaqueta de calentamiento, por el
cual fluia agua caliente a través de un bafio termostatado como se muestra en la Figura 3. Dentro
del reactor se incorpord un recipiente para la disposicion de la muestra que seria hidrolizada. En

el montaje era requerido también un agitador mecanico. La enzima empleada en este
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procedimiento fue GELZYME L-500 (Proenzimas S.A.). Se establecié como variable de entrada
la concentracidon de enzima. Los niveles evaluados con respecto a la concentracion de enzima
fueron de 0.3, 0.7 y 1.0 %p/p, durante un tiempo de reaccion de 3 h a una temperatura de 60 °C y
pH 9.5. Estas condiciones de reaccion fueron establecidas teniendo en cuenta la ficha técnica de

la enzima empleada (Apéndice A).

Figura 3

Montaje del reactor utilizado

Agitador

Bafio termostatado

T=73°C

Agua de
calentamiento

Reactor

Se aclimataron las muestras a temperatura ambiente y posteriormente se ajusto el pH a 9.5
utilizando NaOH al 5 N. La reaccion inici6 agregando la enzima y seguido a esto, se realiz6 un
control de las condiciones establecidas cada 3 minutos. El pH se midi6é con un medidor portatil de
pH y la temperatura con un termémetro de mercurio. Durante el tiempo de reaccion se agregaron

cantidades de NaOH al 5 N con el fin de mantener constante el valor de pH del volumen de
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reaccion. La reaccion se detuvo a las 3 h, llevando la muestra a una temperatura de 20 °C y

disminuyendo el pH hasta 7.0 con HCl al 5 N (Monroy Rodriguez, 2013).

Para la determinacion del grado de hidrolisis se emple6é el método pH stat con las siguientes

ecuaciones:
%GH = BxNB % — % — % —x100% (Ec. 1)
o= (Ec. 2)
pK = 7,8 +——2400 (Ec. 3)

Donde B es el volumen de NaOH consumido (L), NB es la normalidad de la base, a es el
grado medio de disociacion de los grupos a-NH: liberados en la reaccion, el cual depende del pK,
que a su vez esté asociado con la temperatura, MP (kg) es la cantidad de proteina en la mezcla de
reaccion, y ht (Eqv/kg) es el nimero de enlaces peptidicos totales en la proteina (Morales et al.,
2017), para este caso se utilizé un ht de 8.3 Eqv/kg, que ha sido reportado para proteinas de la

sangre (Gomez et al., 2013).
4.2.2. Establecimiento del protocolo de cuantificacion de hierro heminico

Se establecio un procedimiento de cuantificacion de hierro heminico basandose en los
métodos aplicados por (Berraquero-Garcia et al., 2022) y (Ardila Quintero, 2009). Se realiz6 una
extraccion mediante metil isobutil cetona. Los grupos hemo son extraidos y posteriormente son
cuantificados mediante absorbancia a una longitud de onda nominal del grupo hemo (378 nm) en
un espectrofotometro Genesys 20 (Thermo Scientific, USA), dicha longitud de onda fue hallada

en este trabajo y se puede evidenciar en el Apéndice B. Se prepard una curva de calibracién de
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hierro heminico de 0-20 mg/L en NaOH al 1 N, en el cual se empleo el patron Hemin Chloride

3741 (Merck Millipore Corp). Los patrones y las muestras fueron tratados de la siguiente manera:

Se dispuso 1 mL de la muestra en tubos Eppendorf forrados con papel aluminio. La
reaccion se inicio agregando 4 pL de agua, 1 pL de HCI y 45 pL de metil isobutil cetona,
posteriormente la muestra se agitdé manualmente durante 30 s y se llevd a un bafio ultrasénico
EASY 30 H (Elmasonic, Alemania) durante 10 min, una vez terminado este tiempo la muestra se
dejé en oscuridad durante 1 hora. Se centrifugd en una microcentrifuga Prism a 2260 g durante 10
min y se filtro el sobrenadante a través de un filtro de PVDF de 0.45 pm. Por dltimo, se midid la
absorbancia del filtrado utilizando como blanco NaOH al 1 N a una longitud de onda nominal de

378 nm. El protocolo establecido se encuentra en el Apéndice C.

De igual manera, se realizd el proceso de cuantificacion a las muestras tomadas cada 30
minutos hasta terminar la reaccion de hidrdlisis de 3 h a concentraciones de enzima de 0.3, 0.7 y
1.0 %p/p, dichas muestras fueron diluidas 50 veces en agua. La absorbancia se interpol6 en la

curva de calibracién de hierro heminico.

4.3. Fase Ill: Cuantificacion y comparacion del hierro heminico en las muestras
obtenidas en cada una de las etapas de evaporacion de pelicula descendente en vacio y
secado por aspersion.

4.3.1. Analisis del hierro heminico

Como parte del proyecto global se realizd el trabajo de grado en ingenieria quimica:
“Evaluacion de las etapas de evaporacién de pelicula descendente en vacio y secado por aspersion
de hidrolizados clarificados de sangre de bovino para la obtencién de pulverizados enriquecidos

en hierro” (Castillo Hernandez & Ortiz Ardila, 2023). En este trabajo de grado se realizd una
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hidrolisis enzimatica de sangre de bovino con la enzima Alcalase 2.4L FG, a una temperatura de
53 °C, pH aproximado de 8.34 y una concentracion de enzima de 0.76% p/p durante 30 min en un
volumen de reaccién de aproximadamente 6 L. Posteriormente se realiz6 una filtracion con filtro
prensa con el fin de retirar los solidos de mayor tamafio, la presion de operacién fue de 4 bar,
temperatura de 54 °C y 3 telas tipo Drill como medio filtrante. Se realiz6 una clarificacion con
membranas con umbral de corte de 100 nm, estos clarificados se concentraron mediante un
evaporador de pelicula descendente al vacio con temperatura de precalentamiento y operacion de
45y 80 °C respectivamente. El hidrolizado concentrado obtenido de la evaporacion se alimenté a
un secador a razon entre 16-18 ml/min y el motor a una velocidad de aspersion de 24.750 rpm
(Figura 4). Durante el procedimiento se tomaron muestras antes y después de cada operacion
unitaria. Dichas muestras fueron sometidas en el presente trabajo al proceso de cuantificacion de

hierro heminico para hacer seguimiento durante el procesamiento.

Figura 4

Etapas del proceso de evaporacion de pelicula descendente en vacio y secado por aspersion
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Se realiz6 una comparacion de la cantidad de hierro heminico encontrado en las muestras
recolectadas en las hidrolisis enzimaticas desarrolladas con la enzima GELZYME L-500 y la

enzima Alcalase 2.4L FG.
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5. Resultados

5.1. Elaboracion del protocolo de recoleccion inocua de sangre bovina
El protocolo de recoleccion inocuo de sangre de bovino aqui establecido puede ser aplicado

en la recoleccién de sangre bovina en plantas de beneficio animal de tipo nacional (Apéndice D).

De acuerdo con la revision bibliogréfica realizada se formuld el protocolo para evitar la
contaminacion cruzada al momento de la recoleccion de la sangre (Figura 5), por lo cual, fueron
implementadas las siguientes consideraciones: los materiales deben ser exclusivos para esto y
deben ser de acero inoxidable o de grado alimenticio, como el cuchillo vampiro fabricado en acero
inoxidable AISI 304 (Apéndice E) que se utilizo para la recoleccion. Asi mismo se realiz6 una
conexion hermética entre el cuchillo vampiro, la manguera de transporte y el recipiente de
recoleccion. Cabe aclarar que todos los materiales fueron previamente esterilizados. Por Gltimo, el
personal encargado debe llevar indumentaria adecuada y limpia, tales como: calzado de seguridad
(impermeable y antideslizante), guantes, gafas o pantallas de proteccion, casco de seguridad

acompafiado de cofia.
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Figura 5

Diagrama de flujo del protocolo de recoleccion inocua de sangre bovina
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5.1.1. Caracterizacion de la sangre de bovino
En la tabla 1 se presentan los resultados de los andlisis bromatoldgicos realizados por el

Laboratorio de Alimentos CICTA, para la muestra de sangre bovina.

Tabla 1

Resultados de analisis bromatologico realizado a una muestra de sangre bovina

Método de analisis

Parametros Unidad Resultado /Normatividad
Gravimétrico
g/100 g GOMESL.01 V06 2018-
Humedad = 1 vestra (%) 80-75 07-30
Gravimétrico
Ceniza g/100 g 0.80 GOMECH.01 V09 2019-

muestra (%) 04-01
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Gravimétrico — Soxhlet

Volumétrico — Kjeldahl

Proteina mues tii 1((0)/?)g 17.58 GOM&I:_I().IO 1 V08 2019-
Espectroscopia de

Hierro mg/100 g 4797 absorcion atdmica asistida por

muestra digestion por microondas
NTC-EN 140084:2021

En latabla 1 se puede evidenciar que la sangre de bovino mostro caracteristicas semejantes
a las reportadas en investigaciones previas, Acosta (2013) report6 que la sangre de bovino contiene
78.33% de humedad y 18.6% de proteinas. Este Gltimo es muy cercano al valor reportado por la

muestra de sangre analizada en este trabajo, siendo de 17.58%.

5.2.  Hidrdlisis enzimética
5.2.1. Grado de hidrolisis

En el proceso de hidrolisis enzimatica se pudo evidenciar un aumento en el grado de
hidrolisis a medida que aumenta el tiempo de reaccidén y la concentracion de enzima. Los

resultados obtenidos se presentan en la Figura 6.
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Figura 6
Resultados del grado de hidrdlisis en funcién de tiempo de reaccion utilizando tres concentraciones

de enzima GELZYME L-500 (1.0%p/p; 0.7%p/p y 0.3%p/p) en 500 mL de sangre bovina a 60 °C

y pH 9.5.
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A su vez, se puede identificar que pasadas dos horas de reaccion el grado de hidrdlisis
tiende a mantenerse constante, esto se puede justificar por una disminucion en el nimero de enlaces

peptidicos disponibles para el ataque enzimatico.

Al reportarse un valor de proteinas (17.58%) para la sangre bovina empleada en la tabla 1,
se logro calcular el grado de hidrolisis correspondiente a este subproducto. Los resultados de los
grados de hidrdlisis cuando se completo el tiempo de reaccidn a concentraciones de la enzima de
1% p/p, 0.7% p/p y 0.3% p/p fueron de 28.48%, 25.51% y 17.69%, respectivamente. (Lafarga &

Hayes, 2017) mencionaron que la concentracion de enzima es el parametro con mayor influencia



HIDROLISIS ENZIMATICA DE LA SANGRE DE BOVINO 31

en la hidrolisis enzimatica, seguido de parametros como la temperatura y el pH (Montanero

Zambrano et al., 2022) como se evidencia en los resultados obtenidos en este trabajo.
5.3.  Curva de calibracion para la medicion de hierro heminico

Con los resultados de absorbancia de las muestras patrén reportados en la tabla 2 se

construyo la curva de calibracion para hierro heminico que se observa en la figura 7.

Tabla 2

Lecturas de absorbancia de patrones de hierro heminico

Concentracion de hierro

heminico [mg/L] Absorbancia

0 0

1 0.04
2 0.087
4 0.212
6 0.312
8 0.426
10 0.522
16 0.832
20 1.034

El valor obtenido en el coeficiente de correlacion (R = 0.9995) evidenciado en la Figura 7,

muestra que existe correlacion lineal entre la absorbancia y la concentracién de hierro heminico.
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Figura7

Curva de calibracion de hierro heminico
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5.3.1. Determinacion de hierro heminico
El hierro heminico fue cuantificado de la forma descrita en la metodologia en el numeral
4.2 .2, esta cuantificacién fue realizada a las muestras hidrolizadas teniendo en cuenta las diferentes

concentraciones de enzima empleadas.

En la figura 7 se evidencia una mejor respuesta en la concentracion de hierro heminico en
toda la reaccion a una concentracion de enzima de 1.0% p/p, con respecto a las otras dos
concentraciones (0.7 y 0.3 %p/p), esto puede ser justificado debido a que a una mayor
concentracion de enzima se aumenta la probabilidad de encuentros con el sustrato y posteriormente

el rompimiento de enlaces peptidicos, facilitando el proceso de cuantificacion de hierro heminico.

Se pudo evidenciar que el grado de hidrolisis tiene influencia sobre la cantidad de hierro
heminico en cada uno de los hidrolizados, al ser mayor este valor, aumenta la cantidad de hierro

heminico cuantificado en la muestra, como fue el caso de la muestra hidrolizada con concentracion
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de enzima de 1.0% en la cual se obtuvo un grado de hidrdlisis de 28.48% y una concentracion de
hierro heminico en la muestra final de 1391 mg/L. También, se refleja que después de las dos horas
de reaccidn la concentracion de hierro tiende a permanecer constante para las dos concentraciones
mas altas (0.7 y 1.0% p/p), estos resultados pueden ser relacionados con el grado de hidrolisis, que
tiende a ser constante después de dos horas de reaccion. Sin embargo, para una concentracion
menor de enzima (0.3% p/p) los valores de concentracion de hierro presentaron variaciones, siendo
mayor el valor en el tiempo inicial de 826.61 mg/L y disminuyendo pasadas una hora y media de
reaccién, obteniendo un valor de concentracion de 112.03 mg/L, sin embargo, la muestra final para
dicha concentracion de enzima aumento6 a 1510.58 mg/L. La variacion de concentracion de hierro
en las muestras para la concentracion de enzima de 0.3% p/p se debe a que el comportamiento de
las muestras no fue el esperado, con esto se pudo evidenciar que a menor concentracion de enzima

se pueden presentar mayores dificultades en el proceso de cuantificacion de hierro heminico.
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Figura 8

Concentracion de hierro heminico en un tiempo de hidrdlisis de 3 horas
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5.4.  Cuantificacion del hierro heminico en las muestras obtenidas en el procesamiento de
los hidrolizados por filtracion, evaporacién de pelicula descendente en vacio y secado por
aspersion.

La cuantificacién de hierro heminico se realiz6 a las muestras obtenidas al final de la
hidroélisis enzimatica, el filtrado del filtro prensa, los retenidos en el proceso de clarificado y los
finales del clarificado, el hidrolizado concentrado final y por Gltimo los polvos finos y gruesos

obtenidos en el proceso de secado.
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Tabla 3
Resultados de la medicion de concentracion de hierro heminico en cada una de las etapas de

evaporacion de pelicula descendente de vacio y secado por aspersion

Muestra Concentracion [mg/L]

Hidrolizado Final 370.52
Filtrado — Filtro prensa 497.54
Clarificado Retenido 59.41
Clarificado Final 74.72
Concentrado Final 79.50
Pulverizado — Finos 14.45
Pulverizado — Gruesos 35.50

Se evidenci6 un aumento de concentracion de hierro heminico en el proceso de filtrado con
respecto al hidrolizado obtenido siendo estos de 497.54 y 370.52 mg/L respectivamente, pero una
disminucion de este en las demas etapas, evidenciando una menor concentracion en el resultado
de pulverizado siendo de 14.45 mg/L (Figura 8), esto puede estar relacionado a la perdida de agua
que se evidencia en el proceso de secado, lo que puede influir en la concentracion aparente de
hierro heminico. La disminucién de la concentracion de hierro heminico en el proceso de
clarificado puede ser asociado a la retencion de hemoglobina en las membranas, debido a que la

hemoglobina representa un alto peso molecular (64 KDa).
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Figura 9 Relacion de las muestras cuantificadas de hierro heminico con cada una de las etapas de
evaporacion de pelicula descendente de vacio y secado por aspersion
Relacion de las muestras cuantificadas de hierro heminico con cada una de las etapas de

evaporacion de pelicula descendente de vacio y secado por aspersion.
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En la tabla 4 se compara la concentracion de hierro cuantificada de los hidrolizados de las
muestras realizadas con la enzima Gelzyme L-500 a una concentracion de 0.7 %y con la enzima
Alcalasa a una concentracion de 0.76%. Se debe tener en cuenta que el grado de hidrdlisis con la
Alcalasa fue de 11% (Castillo Hernandez & Ortiz Ardila, 2023) y con la Gelzyme L-500 fue de
16.1% a los 30 minutos de hidrdlisis. Se logra evidenciar una relacion entre el grado de hidrolisis
y la concentracion de hierro heminico al comparar las enzimas, evidenciando que a mayor grado
de hidrolisis se presente una mayor cantidad de hierro heminico. La enzima Gelzyme L-500 obtuvo
un mayor valor de grado de hidrolisis, y, por ende, mayor concentracion de hierro heminico.
Ademas, segln la ficha técnica la enzima Gelzyme L-500 es dtil sobre proteinas como la

hemoglobina, caseina, albumina, proteinas de pescado, entre otras.
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Tabla 4
Comparacion entre la concentracion de hierro heminico cuantificada con enzimas Alcalasa (0.76

% p/p) y Gelzyme L-500 (0.7 % p/p)

Enzima Copcentracién Conceptracién hierro Tiempo
enzima [% p/p] heminico [mg/L] [min]
Gelzyme L-500 0.7 1195.85 30
Alcalasa 0.76 370.31

6. Conclusiones
Este trabajo permitio el establecimiento e implementacion del protocolo de recoleccion
inocuo de sangre de bovina, evitando la contaminacion cruzada al seguir las consideraciones
mencionadas en el protocolo y por el cual se concluye que es necesario adquirir e implementar el
cuchillo vampiro al momento de la recoleccion, debido a que este permite una conexion directa
con la manguera y el recipiente de recoleccion, lo que asegura que la sangre no se exponga al
ambiente, asimismo, que el cuchillo se debe afilar cada vez que se utilice y asi asegurar la

recoleccion.

Se logré analizar el efecto del tiempo y la concentracién de enzima sobre el grado de
hidrolisis, donde se pudo evidenciar que a mayor concentracioén de enzima se alcanza un mayor
grado de hidrolisis en el mismo tiempo de reaccion, el mayor grado de hidrdlisis obtenido fue

28.48% para la concentracion de enzima de 1.0% p/p.

Se realiz6 la cuantificacion de hierro heminico de los hidrolizados obtenidos, donde se
logro evidenciar que los hidrolizados con mayor concentracion de enzima presentan mayores
valores de hierro heminico en la muestra, por lo que, las mejores condiciones para la cuantificacion
de hierro heminico se dieron al emplear una concentracion de enzima de 0.7%p/p, obteniendo en

la muestra final 1611.97 mg/L de hierro heminico. Asi mismo, después de pasadas dos horas de
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reaccion la concentracion de hierro heminico tiende a mantenerse constante en los hidrolizados de

concentracion de enzima de 0.7% y 1.0% p/p.

Se logro cuantificar la cantidad de hierro heminico presente en cada una de las muestras
tomadas al inicio y final de cada una de las operaciones unitarias del proceso de evaporacion de
pelicula descendente en vacio y secado por aspersion, donde se presentd una disminucion
progresiva después de la segunda etapa del proceso (filtrado). Al principio del procedimiento
(Hidrolisis enzimatica) se obtuvo una concentracion de 370.52 mg/L de hierro heminico y al final

(secado) de 35.50 mg/L para los polvos gruesos y 14.45 mg/L para los polvos finos.

7. Recomendaciones
Se recomienda realizar pruebas microbioldgicas a las muestras de sangre recolectadas
empleando el protocolo de recoleccion inocuo de sangre bovina establecido en este trabajo,

importante para investigaciones relacionadas con la fortificacion de alimentos.

Para la hidrolisis enzimética se recomienda emplear un tiempo menor a 2 horas de reaccion
para las concentraciones de enzima Gelzyme L-500 (0.7 y 1.0 % p/p), ya que pasadas estas 2 horas

el grado de hidrolisis tiende a mantenerse constante.

Se recomienda realizar un estudio que analice la distribucion de tamafios de proteina en el

hidrolizado obtenido, con el fin de realizar una caracterizacion de los productos obtenidos.
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SN — CHEMICAL CO LTD.

GELZYME L 500 “

Proteasa Alcalina Liquida

Gelzyme L 500, es una proteasa obtenida por
fermentacién controlada de una cepa de
Bacillus spp, que posee actividad endo y exo
peptidasa, capaz de hidrolizar los enlaces
pépticos de las moléculas de proteinas.
Gelzyme L 500 hidroliza en forma efectiva la
mayocria de las proteinas, tanto de origen
animal como de origen vegetal. La Gelzyme L
500 es Ufil sobre proteinas tales como:
hemoglobina, caseina, albumina, gelating,
proteina de soya, pescado y otras.

Aplicaciones.

v' Produccién de hidrolizados de proteinas
animal y vegetal.

v Excelente para formular en
ablandadores liquidos para carnes.

v Alta Estabilidad.

v Se usa en formulacion de detergentes.

Dosis

Las dosis de Gelzyme L 500 estan en funcion de
las condiciones de proceso, de la materia
prima, del pH, la temperatura y grado de
fransformacion deseados.

Deben conducirse ensayos previos para aplicar
el producto en la obtencién de hidrolizados o
modificacién de proteinas, sugiriéndose un nivel
de aplicacién de 0,04 a 0,1 % sobre el
contenido de proteina.

Para ofras aplicaciones, es necesario hacer
evaluacién previa, con el fin de definir la dosis
Sptima que dé el mejor resultado final.

Propiedades

Color Ambar oscuro brillante a café
Olor Tipico de la enzima
Solubilidad Facilmente soluble

Actividad 500,000 DU/ g -— (833KMDU/g)
Fuente Bacillus spp.
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Apéndices

Apéndice A Ficha técnica Gelzyme L-500

Enzymes for industry.

PRROEN 2 IIVIAS

ENZIMAS PARA PROCESOS INDUSTRIALES

PROENZIMAS S.A

Calle 56 No. SN - 65
PBX: 447 6028
FAX: 446 6442
Cali - Colombia
dirtecnica@proenzimas.com
www. proenzimas.com

Ingredientes
Enzima - Vehiculo.

Para la completa actividad de la EnzZma Gelzyme L 500 no es
requerido ningun activador o cofactor.

Actividad

Una unidad DU es una unidad arbitraria que define la extensién de la
hidrdlisis enzimatica del sustrato caseina bajo condiciones de pH 8.5 y
temperatura 40 © C durante 40 minutos.

Valores - Efectos del pH Temperatura.
Optimos 9.0a 100 60°C
Efectivos 40a 100 Hasta 65° C
Estabilidad 40a 100 Hasta 70 C

Gelzyme L 500 es inactivada cuando la temperatura se eleva a 80 -
85 ° C durante 5 a 10 minutos, también la enzima puede inactivarse
ajustando el pH abajo de 4.0 durante 30 minutos a una temperatura
de 50 ° C o qjustandolo arriba de pH 11.0 a 60 ° C por 60 minutos.

En procesamiento de pescado el uso de la enzima facilita las fases de
evaporacion, por la reduccion de viscosidad por efecto del
tratamiento, permite usar menos cantidad de agua en la
evaporacién, aumentar la concentracién sin  riesgos de
obstfrucciones, usar menos energia y aumentar la eficiencia de
equipos.

Almacenamiento y Empaque

En recipiente cemrado y almacenamiento a temperatura y humedad
bajas, Gelzyme L 500 puede perder cerca del 5 % en 9 meses. La vida
Util del producto puede extenderse si se refrigeraa 5-8° C.

La unidad de empaque estdndar para la enzima es de 20 kilogramos.

Vida de anaquel.

La vida de anaquel es de un (1) afio a partir de la fecha de
manufactura.

La informacion técnica y sugerencias para su uso, contenidas en el
presente documento, se cree que son confiables, pero no pueden
construirse como garantias. Las especificaciones estan sujetas a
cambios basados en variaciones de las materias primas.

Proenzimas S.A. no se hace responsable de los resultados obtenidos
con el uso de la enzima, porque su manejo y control estan fuera de
nuestro alcance.
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Apéndice B Determinacion de la longitud de onda nominal
La figura 1 muestra el espectro de absorcion de radiacion visible del patron de hierro
heminico de 8 mg/L, en el rango de 300 a 700 nm. Donde se observa que a 388 nm ocurre la mayor

absorcion de radiacion para el hierro heminico.

Figural
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Apéndice C Protocolo de cuantificacion de hierro heminico

CODIGO
e MI:?JRGITE%% Dk PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE
Py HIERRO HEMINICO Version: 01
‘ l -CICTA-
' Pagina 1de5
Reviso: Firma: Fecha de
aprobacion:
Aprobo: Firma:
OBJETO ALCANCE

Describir el procedimiento  para la | Aplica para la medicién de hierro heminico
cuantificacion de hierro heminico en | an higrolizados de sangre bovina.
hidrolizados de sangre bovina utilizando
método espectrofotométrico.

DEFINICIONES Y ABREVIATURAS

Hierro heminico: Forma parte de proteinas como la hemoglobina, mioglobina y entre
otras hemoproteinas, que estan presentes Unicamente en alimentos de origen animal.

PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE HIERRO HEMINICO
CONSIDERACIONES
Muestras, materiales y equipos:

e Forrar los tubos eppendorf de 1,5 mL con papel aluminio y cinta de papel para mejor
ajuste, como se muestra a continuacion:

e Cambiar el agua del bafio ultrasénico cada vez que se utilice para evitar que se
caliente el agua.

e Apagar la luz del lugar de trabajo para evitar el contacto directo de la luz con las
muestras
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CODIGO
Unhiersidad LABORATORIO DE PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE
Industrial de uls ALIMENTOS HIERRO HEMINICO Versién: 01
Santander ) -CICTA-
S v Pagina 3de 5
_}
METODOLOGIA

Acondicionamiento de la muestra de hidrolizado:

e Descongelar las muestras hasta temperatura ambiente y agitarlas.
e Diluir las muestras en agua 50 veces, preparando 1,5 mL.

Preparacion del patrén para la curva de calibracioén:
Construir una curva de calibracion a partir de una solucion stock de 20 mg/L

e Preparar la solucién stock de patron de hierro hemo a 20 mg/L:

En un vaso precipitado forrado con papel aluminio se pesan 0,0004 g de Hemin
Chloride, luego se le agregan 20 mL de NaOH al 1N y se agitan por 5 minutos para
homogenizar la solucién. Luego, se agrega la solucion preparada en un tubo de
centrifuga de 50 mL forrado con papel aluminio. A partir de la solucién concentrada,
realizar diluciones a concentraciones de 16, 10, 8, 6, 4, 2y 1 mg/L, prepararl,5 mL
de cada dilucién en tubos eppendorf forrados con papel aluminio.

e Seguir el procedimiento de medicion de hierro hemo en los hidrolizados sin diluir 50
veces, usando NaOH como blanco.

e Construir la curva de calibracion de Absorbancia Vs Concentracion de hierro heminico
con los valores de absorbancia obtenidos.

Medicion de hierro hemo en los hidrolizados:

1. En un tubo eppendorf forrado con papel aluminio agregar 1 mL de muestra diluida
50 veces, 45 uL de metil isobutil cetona, 4 uL de agua y 1 uL de HCl concentrado.

2. Mezclar por 30 segundos.

3. Llevar a un bafio ultrasonico durante 10 min.
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COD
Universidad LABORATORIO DE PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE -
Industrial de “Iﬁ ALIMENTOS HIERRO HEMINICO Version: 01
-CICTA-
Pagina 4de 5
|

STy 2 5%
4. Mantener las muestras en la oscuridad por 1 hora.
5. Centrifugar a 2260 g por 10 minutos.

Microcentrifuga Prism

6. Recolectar el sobrenadante con jeringa de 1 mL y filtrar a través de un filtro de PVDF
0,45 um.

7. Tomar 0,6 mL de la muestra filtrada y 2,4 mL de NaOH al 1N y depositarlos en una
cubeta de cuarzo de 3 mL.

8. Medir absorbancia de las muestras a la 378 nm de longitud de onda nominal.

Espectrofotometro Genesys 20 Thermo Scientific
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CODIGO
Univececied oetanpll i PROTOCOLO DE CUANTIFICACION DE
il l"s ALIMENTOS HIERRO HEMINICO Version: 01
| , -CICTA-
Pagina 5de 5
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Apéndice D Protocolo de recoleccion inocuo de sangre bovina

Universidad LABORATORIO DE PROTOCOLO DE RECOLECCION INOCUO CODIGO
e ALIMENTOS DE SANDRE BOVINA Versién: 01
-CICTA-
Pagina 1 de 2
Reviso: Firma: Fecha de
aprobacion:
Aprobd: Firma:
OBJETO ALCANCE

Describir el protocolo de recoleccion inocuo | Aplica para la recoleccion de sangre inocua
de sangre de bovino, para su posterior uso | en plantas de beneficio animal de tipo
en la formulacion de alimentos para | nacional.

consumo humano.

NORMATIVIDAD
Decreto nimero 1500 de 2007, Decreto nimero 2270 de 2012, Resolucién nlimero 2905
de 2007, CAC/RCP 1-1969, Rev. (2020) y NTP 901 de 2011.

DEFINICIONES Y ABREVIATURAS
- Cuchillo vampiro: cuchillo hueco fabricado en acero inoxidable AISI 304.
- Contaminacion cruzada: es el proceso mediante el cual la suciedad o los
microorganismos se expanden de una superficie a otra.

PROTOCOLO DE RECOLECCION INOCUO DE SANDRE BOVINA
CONSIDERACIONES

e El personal encargado de la recoleccién debe llevar la indumentaria adecuada y limpia.
Se recomienda disponer de calzado de seguridad (impermeable y antideslizante),
guantes (impermeables), gafas o pantallas de proteccion, casco de seguridad
acompanado de cofia.

e Los materiales empleados deben ser exclusivos para la recoleccion de la sangre para
evitar la contaminacion cruzada.

e La recoleccion de sangre debe realizarse en un recipiente por cada animal, y a su vez,
los materiales, equipos y utensilios que se usan en el proceso deben ser de acero
inoxidable o de grado alimenticio que no sean absorbentes y que no emitan sustancias
toxicas.

e Se debe realizar una conexién hermética entre el cuchillo vampiro, la manguera de
transporte y el recipiente de recoleccion evitando la contaminacion cruzada.

e Se debe disponer de una zona de limpieza y recoleccion de desechos con el fin de evitar
riesgos bioldgicos del personal involucrado en el procedimiento.

e Se debe preparar una solucion de citrato de sodio al 3.2% (p/v) y se emplea a razén
1/9 (1 volumen de citrato para 9 volimenes de sangre) (Laboratorio Clinico ASTECLAB,
2012)
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Materiales, equipos y reactivos

e Cuchillo
e Cuchillo tipo vampiro (afilado)
e Manguera lisa flexible, sin porosidad ni pliegues
e Abrazadera para ajustar la manguera al cuchillo vampiro
e Anticoagulante (citrato de sodio)
e Recipiente de recoleccion de tipo alimenticio
e Conexiones herméticas
METODOLOGIA
=
Agregar el anticoagulante al recipiente de recoleccion.
g
Limpiar y desinfectar el area de incision de la piel.
(.
4 N
Rayar el bovino con un cuchillo de acero inoxidable abriendo la " e corar vere |
piel iniciando desde el esterndn hasta la mandibula en una ey Bl ol
longitud de 15 a 30 cm (Ortiz, 2022). ——————— .
. A
e %
Hacer puncion con el cuchillo vampiro afilado donde inicia el | Tiempo promedio de :
esterndn en la vena cava anterior (Ortiz, 2022). __recoleccion 2-3 min. |
\ D,
e e e s e |
( \ | CEtiquetarconla |
: : : | fecha de recoleccion
Refrigerar de inmediato a 4°C la sangre recolectada. | ¥ la identificacién del |
e RS .
= %
Almacenar el recipiente con la sangre recolectada en una
nevera.
N &
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Apéndice E Ficha técnica cuchillo vampiro
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Apéndice F Resultados de la medicidén de absorbancia y concentracion de hierro heminico
para cada una de las muestras hidrolizadas a concentracion de 1.0, 0.7 y 0.3% p/p.

Tabla 1

Resultados de la medicién de absorbancia y concentracion de hierro heminico para la

concentracion de enzima de 1.0% p/p

Tiempo [h] Absorbancia Concentracion [mg/L]

0 0.457 441.10
0.5 1.243 1192.98
1 1.013 972.97
1.5 1.264 1213.07
2 1.419 1361.35
2.5 1.446 1387.17
3 1.45 1391.00

Tabla 2
Resultados de la medicion de absorbancia y concentracion de hierro heminico para la

concentracion de enzima de 0.7 % p/p

Tiempo [h] Absorbancia Concentracién [mg/L]

0 0.478 461.18
0.5 1.246 1195.85
1 1.292 1239.86
1.5 1.314 1260.90
2 1.364 1308.73
2.5 1.434 1375.69
3 1.681 1611.97

Tabla 3
Resultados de la medicién de absorbancia y concentracion de hierro heminico para la

concentracion de enzima de 0.3 % p/p
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Tiempo [h] Absorbancia Concentracion [mg/L]

0
0.5
1
1.5
2
2.5
3

0.86
1.29
0.394
0.113
0.987
0.284
1.575

826.61
1237.94
380.83
112.03
948.09
275.60
1510.58




