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RESUM

El color en els aliments és un factor cada vegada més important a nivell
industrial el qual s'utilitza per a la caracteritzacio del producte des del punt de
vista del control de qualitat i que també serveix com a index de valor economic.
Tanmateix, I'is de colorants alimentaris pot ser controvertit, ja que la seva
preséencia s'associa amb problemes provocats pel seu consum a llarg termini, o
perqué es tem que siguin emprats per dissimular deficiencies en la qualitat del
producte. Aquesta preocupacid és una tendéncia creixent entre els
consumidors i ha portat a moltes empreses del sector alimentari a revisar la
formulacié dels seus productes i substituir, sempre que sigui economica i

tecnologicament possible, els colorants artificials per colorants naturals.

Encara que es disposa d'una gran varietat de colorants naturals, el seu
potencial comercial es veu limitat, en la majoria dels casos, per la baixa
disponibilitat de la primera matéria de la que s’extreu. En aquest aspecte,
I’'hemoglobina procedent de la sang dels escorxadors industrials podria ser una
font important de colorant vermell natural degut a les grans quantitats
generades diariament. A més, seria una forma de donar sortida a un dels
subproductes més problematics de la industria carnia, evitant que anés a parar

a les aigues residuals.

Tot i que s’ha determinat que la deshidratacid per atomitzacié és un bon
sistema de conservacio per aquest compost i relativament economic, el seu Us
com a colorant vermell natural queda supeditada al fet de trobar alguna
substancia o sistema capac de protegir-la de I'oxidacié durant aquest procés de
deshidratacio i el posterior periode d’emmagatzematge, ja que I’hemoglobina
€s poc estable i es poden produir canvis en el seu color. L’hemoglobina
presenta un color vermell brillant quan el ferro hemic, responsable del color, es
troba en forma reduida i lligat a una molécula d’oxigen. La seva desoxigenacio
comporta un canvi a color porpra. Tanmateix, I'oxidacio del ferro confereix a la

molécula un indesitjable color marro.

III



En I'estudi que aqui es presenta es pretén estabilitzar el color de 'hemoglobina
de sang porcina tant durant la seva deshidratacié per atomitzacié com durant
'emmagatzematge a temperatura ambient de la pols obtinguda afegint al
concentrat d’hemoglobina, préviament a la deshidratacié, combinacions de
diferents substancies que puguin actuar de manera complementaria en
I'estabilitzacié del ferro hémic enfront la seva oxidacié. Els agents quelants,
acid nicotinic (AN, 2 % p/v) i nicotinamida (Nam, 2,5 % p/v), els quals en
principi poden complexar-se amb el ferro, ja havien mostrat un cert efecte
protector, tot i que limitat, en estudis previs quan s’aplicaven individualment.
L'objectiu d’aquest treball és determinar si la seva combinaci6 amb agents
antioxidants comporta una millora en l'estabilitzacié de la forma reduida de
'hemoglobina tant durant la deshidrataci6 per atomitzaci6 com durant
'emmagatzematge de la pols a temperatura ambient. Després d’'una serie de
proves previes considerant diferents compostos, es va escollir assajar la
combinacié d'un agent quelant amb glucosa, un sucre reductor, a una

concentracio relativament elevada (10 % p/v).

Els resultats obtinguts han mostrat que la combinacié d’'un agent quelant amb
glucosa és realment efectiva en I'estabilitzacié del ferro hémic, especialment en
el cas de la Nam obtenint-se en aquest cas majors percentatges de
ferrohemoglobina lligada (LHb) i menors de metahemoglobina (metaHb) que en
qualsevol dels tractaments afegint només una de les substancies. Aquests
efectes sobre I'estat d’oxidacio de la molecula d’hemoglobina es tradueixen en
millores en el seu color. En qualsevol dels dos tractaments combinats, es va
observar un efecte més aviat additiu entre els agents quelants i el sucre
reductor sobre I'estabilitzacié del ferro essent, pero, aquest darrer compost el
principal responsable de I'efecte protector.

Donat que les mostres a les quals se’ls afegia glucosa (sola o en combinacio
amb un agent quelant) presenten valors d'aigua residual de la pols més elevats
gue en la resta de tractaments és probable que aquesta actués com a barrera

fisica enfront I'atac oxidatiu.
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1. INTRODUCCIO

1.1. El sector carni

A Espanya, la industria alimentaria és el primer sector industrial del pais, amb
la indUstria carnia essent el subsector més important. Segons reflecteixen les
dades publicades pel Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion (MAPA,
2006), dels aproximadament 76 985 milions d’euros de despesa alimentaria a
Espanya al 2005, el 20,6 % corresponia a la indastria carnia i derivats (15 829
milions d’euros), per sobre d'altres sectors com el de la pesca (13,3 %) o el
lactic (10,7 %) (Aice, 2006). Les comunitats autonomes que destaquen pel que
fa a ventes netes en la industria agroalimentaria son Catalunya amb un
percentatge del 21,8 %, Andalusia amb el 15,6 %, Castella i Lle6 amb el 9,5 %,
I la Comunitat Valenciana amb el 8,1 % (MAPA, 2006).

Espanya és un gran productor de carn, especialment de porci, essent-ne el
guart productor mundial per darrera de Xina, Estats Units i Alemanya (Aice,
2006). Per contra, s’allunya dels primers llocs en la produccié mundial pel que
fa a la carn de bovi, encapcalats per EE.UU. i Brasil, mentre que en produccio
de carn d’ovi esta en el segon lloc dins de la UE (MAPA, 2005). Dels quasi 5,5
milions de tones de carn que es van produir en el nostre pais al 2005, destaca
el fet que més de la meitat (57 %) corresponien a la carn de porci. La resta de
la producci6 es repartia entre la carn d’aviram (1,2 milions de tones), de bovi (al
voltant de 715 000 tones), d’ovi (al voltant de 224 000 tones), de conill (per
sobre de les 70 000 tones), de capri (unes 13 000 tones) i d’equi (unes 5000
tones) (MAPA, 2006).

Tanmateix, homés cinc comunitats autonomes concentren les tres quartes
parts de la totalitat del cens nacional de porci, encapcalat per Catalunya,

seguida per Arago, Castella i LIe6, Andalusia i Murcia (Figura 1.1).
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Figura 1.1. Distribucié del cens total de bestiar porci per Comunitats Autonomes (MAPA, 2006)

A Catalunya, la industria carnia és el principal sector agroalimentari. Factura

anualment més de 4000 milions d’euros, xifra que suposa el 30,2 % de la
produccié ramadera i el 10,4 % de la produccio final agraria (PRODECA, 2006).

Produccido Carnia 2005 (Tm)
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Figura 1.2. Produccié carnia a Catalunya durant el 2005 (FECIC, 2005)

La produccié de carn a Catalunya va superar els 1,7 milions de tones al 2005.

Més de la meitat (66,53 %) corresponien a la carn de porci; la resta de la



producci6 es repartia entre la carn d’aviram (23,11 %), de bovi (7,65 %), d’'ovi
(1,40 %), de conill (1,06 %), de cabrum (0,15 %) i la d’equi (0,10 %) (Figura
1.2).

1.2. Subproductes de la indUstria carnia

Un dels problemes més importants que presenta la industria carnia actualment
és la gran quantitat de productes secundaris que se'n generen: els
subproductes i els residus.

Els subproductes sén tots aquells productes secundaris derivats del sacrifici de
I'animal amb un valor econdmic potencial, que fa possible el seu aprofitament
(Booren i Weis, 1988). Perd, perqué un subproducte pugui ser utilitzat
industrialment, és necessari que compleixi certs requeriments: s’ha de generar
un volum suficient i disposar d'un metode de conservacio adequat; el seu
procés de transformacio ha de ser viable; i el producte que se n’obtingui ha de
tenir sortida al mercat (Rodriguez, 1994). Si no es compleixen aquests

requisits, el subproducte s’haura de tractar com un residu.

Perqué la industria carnia sigui economicament competitiva s’han d’utilitzar els
subproductes de forma efectiva. Quan no es pot actuar sobre el principi de la
minimitzacio degut a les grans produccions de carn, nomeés es pot actuar sobre
I'aprofitament. Sing, es perd una font important d’'ingressos i, a mes, es gasta

una gquantitat important de diners en la seva eliminacio.

A finals dels anys 90 i comengcament del 2000, I'Encefalopatia Espongiforme
Bovina (EEB), la febre aftosa porcina i la contaminacio de la carn de pollastre
amb dioxines van provocar diverses crisis alimentaries degut a la utilitzacio
d’alguns subproductes d’origen animal en I'alimentacié animal. Aixd va donar
lloc a un canvi en la politica de seguretat alimentaria de la UE. Van entrar en
vigor noves reglamentacions meés estrictes en la gestio i utilitzacio dels
subproductes d’origen animal (Reglament CE-1774/2002, de 3 d’octubre del

2002). Aquesta nova situacio va afectar en especial el sector carni, ja que en



aquests establiments és on es realitza la separacio entre el que és apte per al

consum huma i el que, per motius comercials o sanitaris, €s considerat un

subproducte.

Els escorxadors, les sales d’especejament i les indUstries carnies sén les

responsables de realitzar la separacié d'aquests subproductes en tres

categories i les encarregades de realitzar un seguiment fins al seu desti,

mitjancant la seva valoritzacié o la seva destruccio. Segons els article 4, 51 6
del reglament CE-1774/2002, de 3 d’octubre del 2002, les diferents categories

en les que es classifiquen els subproductes generats son:

Categoria 1: subproductes no aptes per al consum huma ni animal, que
provenen d’animals infectats o sospitosos d’estar infectats per una EET
(Encefalopatia Espongiforme Transmissible); també compren productes
derivats d’animals als que se li hagin administrat substancies prohibides
0 que continguin residus de contaminants mediambientals; i tot el
material d’origen animal recollit en depurar les aigies residuals de les
plantes de transformacié de la categoria 1. Aquests materials no tenen
possibilitat de valoritzacid i han de ser enviats a una planta de

tractament autoritzada que s’encarregui de la seva gestié i eliminacié.

Categoria 2: subproductes no aptes per al consum huma ni animal, pero
que poden tenir una certa valoritzacio que s’ha de tenir en compte durant
la seva gesti6. S6n materials d’aquesta categoria, per exemple, els fems
i el contingut del tub digestiu, materials d’origen animal recollits en
depurar les aiglies residuals d’escorxadors, productes d’origen animal
gue continguin residus de medicaments veterinaris i contaminants. A
través d’'una planta de tractament autoritzada, aquests materials es
poden valoritzar com a fertilitzants organics o per a altres usos téecnics,

excepte en cosmetics, farmacs i productes sanitaris.

Categoria 3: els materials d’aquesta categoria comprenen tant parts
d’animals sacrificats que es consideren aptes per al consum huma com

parts d’animals sacrificats no aptes per al consum huma per motius



comercials; aquests ultims, pero, han de procedir de canals que si sén
aptes per al consum huma i que no presenten cap signe de malaltia
transmissible als éssers humans o als animals. També formen part
d’aquesta categoria altres subproductes com sang, pells, banyes, llana,
pél i plomes procedents d’animals declarats aptes per al sacrifici que no
presenten signes clinics de cap malaltia transmissible a través d’aquests
productes als éssers humans o als animals. Aquests materials es poden

enviar a una planta de tractament autoritzada per a la seva valoritzacio.

Segons I'annex VII del reglament CE-1774/2002, s’especifica que només es pot
utilitzar per a la produccio de productes derivats de la sang, I'obtinguda com un
material de la categoria 3, sempre i quan compleixi les normes
microbiologiques fixades per aquest reglament. Si bé esta en vigor la prohibicié
del reglament CE-999/2001, sobre I'ls de la sang i els seus derivats en
I'alimentacio animal, principalment en remugants (bovi, ovi i capri), el reglament
CE-829/2007 de 28 de juny del 2007 parla de la conveniéncia d’aplicar requisits
menys severs a les proteines animals transformades derivades de la sang de
porci perque cap dada cientifica indica que existeixi un risc de transmissio
d’EET dels porcs. Aixi doncs, nomeés la sang d’animals no remugants que
superin tant el control ante mortem com el post mortem pot ser processada per
obtenir hemoderivats que es puguin destinar a I'alimentacié humana, animal o0 a

la indUstria farmaceutica i médica.

En el cas de les industries carnies i les sales d’especejament, els subproductes
generats durant el procés sén quasi exclusivament de la categoria 3. Aquests
subproductes, basats principalment en greixos, séu, sang, retalls de carn,
0sso0s, cartilags, trossos sense valor comercial, budells nets, etc., tenen la

possibilitat de ser valoritzats i poden generar un benefici economic (Taula 1.1).



Taula 1.1. Aplicacions de subproductes d’origen animal (American Meat Institute,1958; Levie,
1976)

Algunes aplicacions dels subproductes d’origen anim al

=

Menuts o despulles aptes per al consum huma.

2. Greixos comestibles per a la fabricaci6 de margarines, productes de pastisseria,
dolgos i xiclets.

3. Ossos provinents de desossat mecanic per fabricar sopes, botons, manecs de
ganivets, farines d'ossos, diferents varietats de ceramica o utilitzats en el refinat del
sucre.

4. Sang per a consum huma, per fabricar farina de sang, adhesius o fertilitzants.

5. Renina per a la fabricaci6 de formatges.

6. Intestins per a tripes d’embotits, cordes d’instruments musicals o material de sutures
quirargiques.

7. Gelatina per a productes de pastisseria, rebosteria i gelateria.

8. Glicerina per a diferents usos industrials: fabricacié de nitroglicerina, bases de cremes,
solvents, excipients per a medicaments, conservadors alimentaris, agents plastificants
0 humectants.

9. Substancies terapeutiques: hormones, albimina, bilirubina, epinefrina, insulina,
extractes hepatics, pepsina, testosterona, tromboplastina, timocrescina i tiroxina.

10. Organs per a implantacions quirdrgiques.

11. Pinsos compostos per a ramaderia, gossos, gats i peixos.

12. Pells i cuirs.

13. Péls per a brotxes, catifes, aillaments i equipaments esportius. Plomes per a
aillaments, coixins, articles esportius i pinsos per animals.

14. Llanes i extractes de lanolina.

15. Greixos no comestibles de diversos usos industrials (fabricaci6 de pneumatics,
lubricants, insecticides i germicides).

16. Fertilitzants i adobs.

17. Cola per a fusteria.

1.3. Potencial contaminant de la sang de porc

Si es té en compte que el volum aproximat de sang que es pot recollir durant el
sacrifici és d'uns 2,5-3 L per porc, al 2005 es van produir unes 40 000 tones de
sang de porc només a Catalunya. Per0 encara no s’ha trobat una solucio per
canalitzar aquesta sobreproduccié derivada d'una activitat tan important a
Catalunya com és el sacrifici del bestiar en els escorxadors industrials.

Dins d’aquesta indUstria, €s en els escorxadors on es concentra la problematica
mediambiental d’aquest sector. Els efluents generats, en general, tenen una
carrega contaminant molt elevada (Taula 1.2). Una part important d’aquesta
carrega correspon a la presencia de molecules biologiques que requereixen

una gran quantitat d’'oxigen per a la seva depuracio (DBOs).




Taula 1.2. Carrega contaminant en els efluents d’un escorxador porci (Collado, 1995)

Carrega contaminant en un escorxador de porci

operacions pH DBO & Solids Solids Nitrogen Nitrogen NaCl
(mg/L) | Suspensio totals organic | amoniacal (mg/L)
(mg/L) (mg/L) | (mg/L) (mg/L)

Sala sacrifici 6,6 825 220 1840 134 6 435
Sang i aigua 9 32 000 3690 44 640 5400 205 6670
Sala 7,4 520 610 2840 33 25 1620
especejament
Triperia 6 13 200 15120 22 600 643 43 360
Sala procés 7,3 2040 1800 26 480 83 12 19 700
carn
Rentat 7,3 1960 920 9560 109 17,5 6200
Greixos 7,3 180 180 820 84 25 230
Subproductes 6,7 2200 1380 4000 186 50 1330
Rentat 9,6 1300 4120 18 260 56 5

El punt més contaminant en un escorxador esta ubicat a la zona de sacrifici, on
es genera el subproducte més problematic de la industria carnia, la sang, ja
sigui per I'elevat volum produit o pel seu poder contaminant (Taula 1.3). Per tal
de reduir la carrega organica en els efluents dels escorxadors industrials, seria
essencial recuperar-la. Els equips de depuracié de les aigles residuals dels
escorxadors es veuen molt perjudicats en el seu funcionament si el contingut
total de sang es vessa directament a la depuradora, perjudicant en primer lloc a
I'equip de depuraci6 i també degradant la qualitat de les aigies residuals que

es vessen al cabal public o xarxa de clavegueram.

Taula 1.3. Potencial contaminant de la sang i Limits maxims establerts (Tritt i Schuchardt,
1992; Ruiz et al., 1993)

Potencial contaminant de la sang

Cabal aprox. escorxador porci (L) 200-600
Materia organica (DQO, mg/L) 1500-1600
Solids en suspensié (SST, mg/L) 300-11 000

Limits maxims establerts RD 849/1986

Mateéria organica (DQO, mg/L) 500

Solids en suspensié (SST, mg/L) 300




Un aspecte molt important per minimitzar aquesta contaminacioé és realitzar una
bona recollida de la sang i evitar al maxim que aquesta vagi a parar a les
aigues residuals. Normalment, entre un 15 i un 20 % de la sang acaba formant

part del vessament final dels escorxadors (De las Fuentes et al., 1998).

1.4. La sang de porc com a subproducte

La sang és una de les fonts de proteina infrautilitzada més valuosa generada a
la indudstria carnia i considerada fins fa poc temps com un residu. Es un valuds
subproducte degut al seu elevat contingut de proteines d’elevat valor biologic.
En el cas concret de I’hemoglobina — present en els globuls vermells — el seu
valor nutricional és degut també a I'elevat contingut en ferro hémic, la forma
fisiologica del ferro més facilment absorbible. A més, les proteines de la sang
presenten propietats funcionals atils en la formulacié d’aliments, de manera que
poden tenir molts usos a la industria alimentaria. Aix0 és el que ha motivat
I'aparicid de diversos meétodes relatius a la recuperacié de la sang o de les
seves fraccions i la seva posterior utilitzacié. Una valoritzacié efica¢ de la sang
exigeix la utilitzacio de sistemes de recollida higiénica que redueixin els riscos
de contaminacié microbiologica i permetin elaborar productes amb un cert valor

afegit, pero també contribueixen a I'encariment del producte final.

Al nostre pais hi ha només una empresa que es dedica a reciclar i valoritzar la
sang procedent d’escorxadors anomenada APC Europe que treballa amb la
participacio de la Junta de Residus del Departament de Medi Ambient. Aquesta
empresa gestiona la recollida, tractament i aprofitament de la sang procedent
d’escorxadors de Catalunya i d’alguns de I'Estat Espanyol; n'obtenen farines,
sang atomitzada, etc. que son aplicables a diversos camps com I'alimentacio, la
cosmetica i la dietética, la farmacologia, la piscicultura o I'agricultura (Taula
1.4).



Taula 1.4. Utilitats industrials i aplicacions de la sang (Ockerman i Hansen, 1994)

Aplicacié Utilitzacié

Alimentacio Agent emulsionant, estabilitzant, gelificant, clarificant, additiu de color,
humana component nutricional, i substitut de la clara d’'ou, elaboracié de productes

carnis reestructurats i surimi.

Alimentacio Suplement de lisina, estabilitzador de vitamines, substitut de la llet,
animal component nutricional.

Fertilitzants Revestiment de llavors, estabilitzant del pH del sol, components minerals.

Laboratoris Medis de cultiu, peptones, albumines, globulines, esfingomielina, catalasa.

Medicina Proves bioquimiques d’'aglutinacié, immunoglobulines, técniques de

fraccionament, factors de la coagulacid, material de sutures quirdrgiques,
fibrinogen, derivats de la fibrina, serotonina, plasminogen, additius del
plasma.

Altres sectors Adhesius, finalitzadors per al cuir i teixits, coadjuvants d'insecticides,

extintors per a incendis, fabricacié de ceramica, plastics i cosmeétics.

1.4.1. Sistemes industrials de recollida de sang

Segons el sistema que s’apliqui durant el sacrifici per recollir la sang, aquesta

es podra classificar basicament en dos tipus, sang veterinaria i sang higiénica
(Rodriguez, 1994):

Sang veterinaria (sistema obert):  Aquesta sang s’obté mitjancant el
dessagnat normal amb un ganivet, fent un tall des del comengcament del
torax fins a la unié amb el cap, tallant aixi les carotides i la jugular. El
segueix un periode de dessagnat col-locant un recipient o0 un embut sota
la pell de I'animal. Durant el procés d’extraccié de la sang no es prenen
mesures de seguretat higiéniques i la sang arrossega tota mena de
substancies estranyes (saliva, excrements, aigles de rentat, etc.). La
sang obtinguda per aquest sistema presenta una alta carrega
microbioldgica contaminant (10°-10° ufc-mL™Y), i només es podra fer

servir en I'elaboracié de farines i pinsos per a alimentacié animal.

Sang higienica (sistema tancat): Per a la obtencié d’aquesta sang
s'utilitza un ganivet acanalat (Figura 1.3) per tal de fer I'extraccié
directament en la vena jugular o larteria aorta de I'animal. Aquest

ganivet esta connectat a un tanc refrigerat, de forma que la sang passa



directament del flux sanguini de I'animal al tanc on préviament s’ha
dipositat un anticoagulant, obtenint aixi una sang neta, sense
contaminacions intermédies i amb una carrega microbiologica molt
inferior que en el cas anterior (<10 ufc-mL™Y). Aixo fa que aquesta sang

sigui d’una qualitat molt superior i apta per al consum huma.

INUIREER BRI AL

Figura 1.3. Sistema de recollida higiénica de la sang d’escorxador (Wismer-Pedersen, 1988) i
detall del ganivet acanalat usat (Ockerman i Hansen, 1994)

Tanmateix, amb aquest sistema de recollida higiénica hi ha diversos
inconvenients: alentiment de la velocitat del dessagnat i de la linia de sacrifici;
augment de la probabilitat de malmetre I'espatlla de l'animal degut a les
dimensions del ganivet sanitari; i que el dessagnat deficient pot reduir la vida
mitjana de la carn fresca. Aixo ha fet que molts escorxadors hagin adoptat un
sistema obert modificat de recollida de sang per tal de que aquest metode
s’apropi més al sistema higiénic i permeti I'is de la sang en la industria
alimentaria. Aquestes modificacions son: la desinfeccié constant de la zona de
sacrifici, de la zona del dessagnat i dels tancs d’'emmagatzematge; I'addicioé de
substancies anticoagulants; el rapid emmagatzematge de la sang en condicions

de refrigeracio; i el control del temps de residéncia en els tancs de refrigeracio.
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1.5. Les fraccions de la sang de porc

La sang és el medi a través del qual I'organisme realitza el transport de
nutrients i metabolits a totes les cel-lules del cos. Realitza I'intercanvi d’oxigen i
dioxid de carboni entre els pulmons i els teixits, transporta els nutrients
procedents de I'aparell digestiu i productes del metabolisme, i contribueix a
I'eliminacio dels metabolits. Basicament, la sang esta constituida per aigua i
proteines d’elevat valor biologic. Esta integrada per una substancia liquida
fonamental, el plasma, i elements cel-lulars sanguinis lliures en suspensio que

formen la fracci6 cel-lular.

Fora dels vasos sanguinis, la sang coagula en poc temps. Si es vol utilitzar
industrialment s’ha d’evitar que coaguli addicionant substancies anticoagulants
com l'acid citric, el citrat sodic o polifosfats. Aixi, la fraccié cel-lular i el plasma
sanguini es poden separar després mitjancant centrifugacio, facilitant la seva
valoritzacio posterior. En abséencia d’anticoagulants, es pot deixar coagular la
sang per obtenir el serum, que és l'equivalent al plasma, perd sense la

preséncia del fibrinogen i de precursors dels factors de coagulaci6 (Figura 1.4).

Sang sencera

4 A

Sense anticoagulant Amb anticoagulant

Sérum

A

Sang coagulada Plasma Fraccié cel-lular

Cél-lules Fibring Hemoglobinz 1«

Estroma

Grup Hemr < Globina

Figura 1.4. Esquema del fraccionament de la sang (Ranken, 1980)
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Les dues fraccions de la sang separades per centrifugacié en el cas d’afegir
anticoagulant — plasma i fraccid cel-lular — contenen proteines. En el plasma
s’hi troben principalment seroalbumina, globulines (fonamentalment
immunoglobulines) i fibrinogen (en un 3,3 %, 4,2 % i 0,4 % del plasma,
respectivament), mentre que la proteina principal de la fraccio cel-lular és

I’'hnemoglobina dels globuls vermells (Taula 1.5).

Taula 1.5. Composicio de les diferents fraccions de la sang (g-100 g'l) (Ranken, 1980, citat per
Cheftel et al., 1989)

Component Sang sencera Sérum Plasma Fraccio cel-lular
(66% de la sang) (60% de la sang) (40% de la sang)

Aigua 80,8 91,2 50,8 60,8
Sals minerals 09 0a 0.8 1.1
Graixos 0.2 0,1 0,1 0.4
Proteines: 17,0 7.5 7.9 35,1
Albdmina 2,2 3.3 3,3 -
Fibrinogen 0.3 - 0.4 -
Globulina 28 42 42 -
Estroma 1.7 - 5,1
Hemaoglohina 10,0 - 30,0
Altres substancies 1.1 0.4 04 2.6

Aquestes proteines es poden usar a la industria degut a les seves bones
propietats funcionals, les quals es poden definir com totes aquelles propietats
no nutricionals que influeixen en la utilitzacié d’'un ingredient en un aliment
(Cheftel et al., 1989) i es poden classificar en diferents grups: propietats
d’hidratacié (solubilitat, capacitat de retencié d’aigua), propietats que depenen
de les interaccions proteina-proteina (gelificacio, formacid de pastes
proteiques), propietats de superficie (propietats escumants i emulsionants),

propietats sensorials (color, flavor,...), i altres.

1.5.1. Plasma
El plasma sanguini representa aproximadament entre el 55 — 65 % del volum

total de la sang. Es un liquid composat principalment per aigua (entre un 90 i un
91 %), amb un 6 — 8 % de proteines d’elevat valor nutritiu. Les proteines del
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plasma posseeixen la capacitat de formar gels per escalfament i disposen
d'una excel-lent capacitat emulsionant i escumant. Encara que el mercat és
ampli, basicament s'’utilitza a la industria carnia com a enriquidor proteic i per
afavorir el procés fermentatiu millorant les seves caracteristiques
organoléptigues. A més, les proteines plasmatiques més importants, una
vegada purificades es poden utilitzar en altres camps com el farmaceutic
(Torres et al., 1997).

1.5.2. Fracci6 cel-lular

La fraccio cel-lular esta formada principalment pels eritrocits (globuls vermells)
i, en menor proporcid, pels leucocits (globuls blancs) i els trombocits
(plaquetes). Els globuls vermells son els responsables del transport dels gasos
(oxigen i dioxid de carboni), tenen forma de disc biconcau amb un diametre
aproximat de 6 um, no posseeixen nucli ni organuls i el seu citoplasma esta
ocupat quasi en la seva totalitat per I'hemoglobina. Els globuls blancs sén els
encarregats de destruir els agents infecciosos i les cél-lules infectades, aixi com
també de segregar substancies protectores com els anticossos; son cel-lules
amb nucli i sense color, amb un diametre de 4 - 14 um. Les plaquetes son
petits fragments cel-lulars de 2 - 3 um de diametre, ovalats i sense nucli, que
intervenen en els fenomens de la coagulacio en lesions que poden afectar als

vasos sanguinis.

La fraccio cel-lular, una vegada separada del plasma, conté un 28 - 38 % de
proteina, de la qual el 90 - 91 % es troba en forma d’hemoglobina. Aixi doncs,
I'hnemoglobina és la proteina més abundant de la sang, representant entre un

60 i un 70 % de la proteina total de la sang sencera (Taula 1.6).
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Taula 1.6. Composicié quimica de la fraccio cel-lular de la sang de porc (Gorbatov, 1988)

Components g-100 g ! de fraccio cel-lular
Aigua 62,56
Solids secs 37,44
Hemoglobina 32,68
Altres proteines 1,92
Sucres -
Colesterol 0,049
Lecitina 0,346
Greix -
Acids grassos 0,006
Fosfor als acids nucleics 0,011
Sodi -
Potassi 0,496
Oxid ferric 0,159
Calci -
Magnesi 0,015
Clor 0,147
Fosfor total 0,206
Fosfor inorganic 0,165

(- : no determinat)

Malgrat les seves bones propietats nutricionals i funcionals, la fraccio cel-lular
dona alguns problemes a I'hora d'utilitzar-la. La seva utilitzacié a la industria
alimentaria esta molt limitada pel seu intens color vermell o fosc en la majoria
de casos (quasi negre) per oxidacio ja sigui en producte fresc o cuit. Per aixo,
s'utilitza quasi exclusivament com a suplement proteic en la formulacié de
pinsos compostos per a alimentacio animal, en la que I'hemoglobina es pot
utilitzar per incrementar el valor nutritiu de les dietes de crianca de bestiar, o

per dietes especials en tractaments d’animals malalts (Rodriguez, 1994).

Per evitar I'aportacio de coloracions no desitjades en utilitzar hemoglobina com
a ingredient alimentari, s’han desenvolupat diverses técniques de decoloracié.
Aquests procediments estan basats en la ruptura de la unié entre els dos
components de I'hemoglobina, el grup hemo i la globina, mitjancant diferents
tecnigues d’hidrolisi (quimica o enzimatica), o la utilitzaci6 d’agents

desnaturalitzants o adsorbents (Autio et al., 1983; Corcuff et al., 1985; Sato et
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al., 1981; Toldra, 2002; Yang et al., 1998). De tota manera, hi ha molts paisos
que, de forma tradicional, utilitzen la sang de forma directa en I'elaboracié de

productes alimentaris tipics (botifarres negres, pastissos de sang, etc.).

D’altra banda, la fraccié cel-lular es podria utilitzar com a colorant alimentari
d’origen natural donat que aquesta és la coloracié de la proteina més abundant
de la sang, I'hnemoglobina. Aquesta possibilitat €s interessant en aquells paisos
en els que no estan permesos els colorants vermells artificials. Tanmateix,
perqué aix0 sigui possible cal estabilitzar el seu color, el qual és molt
susceptible a fenomens d’oxidacio.

1.5.2.1. Hemoglobina

L’hemoglobina és una macromolecula formada per 4 cadenes polipeptidiques o
globines (Figura 1.5). Cada polipéptid conté un grup prostetic, el grup hemo,
localitzat en una espécie de butxaca rica en residus apolars i unit a la part

proteica.

Grup Hema
{Fe-protoporfiring 1X)

Hn.':-} Il: -

Figura 1.5. Molécula d’hemoglobina, indicant les cadenes a en groc, les cadenes (3 en blau, i
els grups hemo associats a la molecula en vermell, i detall de I'estructura del grup hemo
(Stryer, 1995)

L’hemoglobina esta formada per 2 cadenes polipeptidiqgues a i 2 cadenes j,
disposades de forma esférica en l'espai i associades entre elles per
interaccions no covalents. El grup hemo és una molecula macrociclica

anomenada protoporfirina formada per quatre grups pirrolics heterociclics lligats
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per formar un anell tetrapirrolic al centre del qual hi ha un atom de ferro (Figura
1.6).

CH=CH CHs CH CH, \,H3

A~ A ~
5 —‘é}ﬂfx}\—mzcn—i - Ha z’/ f CH=CHa

H,C M R :
W Fe ‘*z
N L —
r y HEC‘%I\ HN"S5—CH, CH,

Ch CHy c: Hz LHz
HCC\_,\_,Hz LH2CCCH HCCCCH; CH;_CC'C'H
A pyrrole ring Protoporphyrin [x Ferroheme

Figura 1.6. Estructura de l'anell pirrolic, la protoporfirina i el grup prostétic hemo (Dickerson et
al., 1983)

L’hemoglobina és una proteina rica en aminoacids essencials encara que, com
es pot veure a la Taula 1.7., tant 'hemoglobina com la globina mostren un
contingut deficient en isoleucina i pobre en metionina per les necessitats
humanes requerides (FAO, 1973). Pel que fa al contingut dels altres
aminoacids presents, es consideren en una proporcio suficient per aconseguir
les necessitats suggerides per la FAO (Torres et al., 1997). Degut a aquest
deficit s’aconsella I'is de la sang com a complement dietétic per augmentar el
valor nutritiu d’altres productes com els fabricats a partir de cereals (deficitaris
en lisina) (Young et al., 1973). A més de la seva utilitzacioé en la formulacié de
productes carnis, el grup hemo pot ajudar a pal-liar algunes patologies lligades
a la deficiencia en ferro com a producte farmaceutic per pacients amb anemia,
amb l'avantatge que aquest s’absorbeix de dues a tres vegades més que el

ferro lliure (Rodriguez, 1994).
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Taula 1.7. Composicié en aminoacids essencials de I'hemoglobina i la globina, calculades
mitjancant diversos métodes (g-100 g'l) (Wismer-Pedersen, 1988)

Composicié en aminoacids essencials de ’hemoglobin aila globina

Necessitats humanes ¢

Aminoacids Hemoglobina  Globina * Globina ® Globina ° Nens Adults
Isoleucina 0,58 0,33 0,17 0,44 3,7 1,8
Leucina 13,36 11,40 13,3 13,78 5,6 2,5
Lisina 8,26 6,85 8,2 8,94 7,5 2,2

Metionina 0,92 0,76 14 0,76 - -

Fenilalanina 6,49 5,77 54 6,79 3,4 2,5
Treonina 3,15 2,43 54 3,00 4,4 1,3
Triptofan 1,90 1,60 - 0,90 0,5 0,7
Valina 8,82 6,94 8,7 10,24 4,1 1,8

(a) Kuppelvelt et al., 1976; (b) Sato et al., 1981; (c) Wismer-Pedersen, 1987; (d) FAO, 1973. (-) :

no determinat.

El ferro pot estar en estat d’oxidaci6 ferrés (Fe *) o férric (Fe 3"). Les diferents
formes de I'hemoglobina s'anomenen ferrohemoglobina (Fe®) i
metahemoglobina (Fe®*"). Només la ferrohemoglobina pot captar oxigen (Stryer,
1995). D’altra banda, és important indicar que el color de la molecula

d’hemoglobina depen de I'estat d’oxidacié/oxigenacioé del ferro hémic.

1.5.2.2. El color de 'hemoglobina

El grup hemo és el que dona el color vermell a I'hemoglobina i, segons I'estat
d’oxidacié de I'atom de ferro que conte, aquest color pot variar des del porpra

de la ferrohemoglobina al marré6 de la metahemoglobina (Figura 1.7). Si la

ferrohemoglobina lliga una molécula d’oxigen té un color vermell brillant.
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Hb-Fe** oxigenacio (0] 04 Hb-Fe™
fermohemoglobingl —— | oxihemoglobina

porpra wvemmell infens

oxldaclo oxldacis
reducclo reduccld
, Hb-Fe* _

metahemoglobina

marmo

Figura 1.7. Formes de I'hemoglobina en funcié de I'estat d'oxidacio del grup hemo i de la
concentracié d’oxigen (Francis, 1993)

Degut a la funcié de 'hemoglobina en I'organisme, quan el ferro esta en la seva
forma reduida (Fe*") pot lligar 'O, per transportar-lo dels pulmons als teixits.
Aquesta forma oxigenada de I’hemoglobina s’anomena oxihemoglobina (O,Hb-
Fe?") perd quan allibera 'O, passa a desoxihemoglobina. Aixd explica per qué

la sang de les arteries és d’'un color vermell més brillant que el de les venes.

Es el pH del medi el que altera I'afinitat de I'hnemoglobina per I'O,. En els
pulmons, el pH és més alcali, i I'hnemoglobina lliga 'O, i el transporta fins als
capil-lars on el pH es més acid (degut al CO; i I'acid lactic que hi ha dissolts).
Els protons H* addicionals es lliguen a I'hemoglobina, canvien la seva forma, i
fan que alliberi el seu oxigen. Llavors I'hemoglobina s’uneix al CO, i el
transporta de tornada als pulmons per expulsar-lo. Només un petit canvi en el
pH (7,6 en els pulmons versus 7,2 en els teixits) t¢é com a resultat aquesta

conducta (Dickerson i Geis, 1983).

1.6. Propietats funcionals de la fraccio cel-lular

Se sap que I'hemoglobina és una proteina altament soluble i amb una gran
capacitat per formar emulsions i produir escumes estables (Buchbjerg, 1977).
La globina aillada, pero, és molt menys resistent als agents desnaturalitzants
gue I'hemoglobina i es desnaturalitza amb els dissolvents organics i a valors de
pH acid durant els procediments de decoloracio (Antonini et al., 1971).
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Una de les aplicacions meés interessants de I'hemoglobina és el seu Us
potencial com a colorant vermell d’origen natural. Tanmateix, la deshidratacié
per atomitzacio — el principal métode de conservacié aplicat a la fraccié cel-lular

— provoca un enfosquiment degut a I'oxidacié del ferro del grup hemao.

1.7. Sistemes de conservacio de la sang i les seves  fraccions

La sang i, en especial, la fraccié cel-lular com a subproductes industrials,
hauran de ser sotmesos a un tractament de conservacio senzill, de facil
aplicacio i que sigui economicament viable. Degut a la seva composicio (rics en
nutrients i amb una elevada a,), aquests productes son un medi optim per al
creixement de microorganismes. Aixi doncs, el sistema de conservacié ha de
garantir, des del punt de vista higienico-sanitari, que aquest producte mantindra
la seva qualitat nutritiva, organoleptica 1 funcional durant el seu

emmagatzematge.

Per tal de conservar de manera eficient la fraccio cel-lular cal disminuir la seva
aw. Aquesta reduccio implica una disminucio dels efectes negatius de
microorganismes, enzims 0 reaccions autoxidatives sobre el producte. Els
sistemes de conservaci6 de la fraccio cel-lular més usats sén la congelacid i la
deshidratacié (Ockerman i Hansen, 1994). Els dos sistemes permeten reduir
notablement I'a,. Malgrat la seva eficacia, tenen alguns inconvenients: en la
congelacio el volum de producte emmagatzemat €s molt gran i, per tant, caldra
una despesa energéetica important. La deshidratacio evita els inconvenients de
la congelacié, donat que els aliments deshidratats es poden conservar a
temperatura ambient i ocupen molt poc espai (comportant una disminucio en
despeses d’emmagatzematge i distribucio). Tanmateix, depenent del sistema
de deshidratacié que s'utilitzi, s’'obté un producte final amb unes propietats

funcionals, organoleptiques i nutricionals més o menys alterades.

Els metodes emprats per a la deshidratacié d’aliments poden classificar-se de
la seglient manera (Brennan et al., 1980): dessecacio per aire calent, on la

calor que s’aporta a l'aliment és principalment per conveccié mitjancant un

19



corrent d’aire calent; dessecacié per contacte directe amb una superficie
calenta, aportant la calor per conduccié; dessecacié mitjancant I'aportacié
d’energia electromagnética; i la liofilitzacio, que es basa en la congelacié de
l'aigua del producte per després sublimar-la a vapor on, generalment,
I'aportacié de calor es fa en condicions de pressid molt baixa. Aquest ultim
sistema, pero, suposa un elevat consum energetic, és a dir, una despesa molt
elevada de manera que nomeés s'utilitza per productes d’elevat valor afegit. A
meés, malgrat que en principi es tracta d'un procediment excel-lent per
assegurar les maximes condicions de molts aliments (Mafart, 1994), en el cas
de I'hnemoglobina s’ha vist que durant I'establiment de les condicions de buit
requerides per a la liofilitzacio s’afavoreix molt I'oxidacio del ferro hemic

(Saguer, comunicacio personal).

De tots aquests sistemes, el que més s’ajusta a les exigéencies de
I’'hnemoglobina és la deshidratacié per atomitzacié. Aquest sistema es basa en
polvoritzar el producte en fines gotes, alhora que es posen en contacte amb un
corrent d’aire calent que actua com a fluid calefactor i vehiculador. L'elevada
temperatura i la gran superficie de transferéncia de calor fa que les gotes
polvoritzades cedeixin la seva humitat deshidratant-se rapidament. Aquesta
rapida dessecacio del producte no deixa que assoleixi temperatures gaire
elevades — que malmetrien excessivament les seves caracteristiques — donant
un producte de bona qualitat. Pero, tot i aix0, l'aplicacié d’aquesta tecnica
comporta un enfosquiment de I'hemoglobina degut a l'oxidacié del ferro del
grup hemo. Segurament, en I’hnemoglobina en pols, la seva forma oxidada,
metahemoglobina, es la que es troba en una major proporcié donat que l'aire
calent aplicat durant la deshidratacié per atomitzacié produeix una acceleracié
de I'oxidacio del ferro del grup hemo conferint-li aquest color marré fosc (Toldra
et al., 2002).

Per tal d’estabilitzar el color durant la deshidratacié6 de I'hemoglobina i el seu
posterior emmagatzematge, es proposa I'Us d’additius antioxidants i/o agents
guelants del ferro els quals poden minimitzar els fenomens d’oxidacié (Toldra et
al., 2000; Saguer et al.,, 2003). Els agents antioxidants usats en la industria

alimentaria so6n substancies que s’afegeixen als aliments i begudes amb
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I'objectiu d’inhibir les reaccions d’oxidacio impedint el seu mecanisme d’accio.
Diferents agents antioxidants mostren diferents graus d’eficiencia en la
proteccio d’'un aliment, essent les combinacions d'aquests les que solen
proporcionar una proteccio més completa que la que poden aportar els additius
per separat (Belitz i Grosch, 1999). D’altra banda, les substancies quelants o
segrestants, tot i que no impedeixen l'oxidacié actuant com a consumidors
d’oxigen, es comporten com a valuosos antioxidants perqué segresten els ions
metal-lics que catalitzen el procés d'oxidacio. EI seu mecanisme d’accio
consisteix en reaccionar amb aquests ions per formar complexes més estables
gue alterin les seves propietats i els seus efectes sobre els aliments. En el
nostre cas, es poden unir al ferro del grup hemo formant complexes i evitant

reaccions que condueixin a canvis de coloracio del producte (Fennema, 1993).

Tenint en compte que el grup hemo de I'hemoglobina també té una gran afinitat
pel monoxid de carboni (CO) (Stryer, 1995), una altra possible solucié per
resoldre el problema de la coloracié de la sang €s modificar ’hemoglobina i
transformar-la en una molécula més estable, com la carboxihemoglobina. Ocak
et al. (1985) i Fontes et al. (2004) han treballat en I'estabilitzacio del color en la
sang liquida saturant-la amb CO. Aquests autors han obtingut bons resultats
pero s’haurien d’estudiar les implicacions toxicologiques d’aquesta sang
tractada amb CO.

1.8. Objectius del treball

Els objectius concrets d’aquest estudi son:

a) Determinar els efectes de Il'addicio conjunta d’agents quelants (acid

nicotinic o nicotinamida) i un agent reductor (glucosa) al concentrat

d’hemoglobina de porc sobre I'enfosquiment oxidatiu que es produeix
durant la seva deshidratacio per atomitzacio.
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b) Determinar si els efectes, en cas de que siguin beneficiosos, es
mantenen durant el periode d'emmagatzematge del concentrat

d’hemoglobina deshidratat.

Per dur a terme aquests objectius es determinaran els percentatges relatius
dels derivats de I'hemoglobina i el color tant abans com just després de la
deshidratacio per atomitzacié aixi com I'evolucio del color de la pols obtinguda

durant el seu emmagatzematge.

Tanmateix, €s important indicar que la formulacié dels objectius és posterior a
I'etapa en la que s’hauran assajat tota una série de compostos diferents (afegits
a diferents concentracions) sols i en combinacio, per tal d’escollir aquells que
puguin ser considerats com a bons candidats per a I'estabilitzacié del color de
I’'hnemoglobina.
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2. MATERIAL | METODES

Els experiments duts a terme en aquest estudi per tal d’estabilitzar el color de
I’'hemoglobina provinent de sang de porc tant durant la deshidratacio per
atomitzaci6 com durant el periode d’emmagatzematge es poden separar en
dues etapes: una primera etapa, en la que es varen anar assajant diferents
compostos (acid nicotinic, nicotinamida, acid ascorbic, glucosa i sacarosa)
individualment i en combinacio, modificant en alguns casos la concentracio, per
tal d’esbrinar el seu potencial com a protectors del color de 'hemoglobina; i una
segona etapa, en la que aquells compostos o combinacions que s’havien
mostrat com a bons candidats es varen assajar seguint un disseny
experimental que permetés el tractament estadistic de les dades. Diferents
cases comercials van subministrar els agents assajats: acid nicotinic (Sigma-
Aldrich Chemie Gmbh, Alemanya), nicotinamida (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh,
Alemanya), D-(+)-glucosa PRS-CODEX (Panreac Quimica, S.A., Montcada i
Reixach, Barcelona), acid L-ascorbic (E-330) (SBI Systems BIO-industries S.A.,
Rubi, Barcelona) i sacarosa PRS ref. 141621 (Panreac Quimica, S.A., Castellar
del Valles, Barcelona).

2.1. Disseny experimental

2.1.1. Proves preliminars

Els compostos inicialment considerats varen ser l'acid nicotinic (AN) i la
nicotinamida (Nam) com a agents quelants, a una concentracié del 2 % i 2,5 %
(p/v), respectivament, dels quals ja s’havia demostrat en un estudi previ el seu
efecte protector (Saguer et al., 2003). També es va considerar I'acid ascorbic
(AA) el qual, si bé no havia mostrat un efecte estabilitzador del color de
I’'hemoglobina de porc massa important quan es va assajar individualment
(Toldra, 2002), es va pensar que potser en combinaci6 amb algun altre
compost es podria posar de manifest de manera més evident la seva activitat
antioxidant. Finalment, degut al poder reductor d’alguns sucres, al seu efecte

estabilitzador sobre I'estructura de les proteines i a la menor eliminacié d’aigua
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durant la deshidratacio que comporta la seva presencia (Labrude et al., 1987),
es va optar per assajar tant amb glucosa com amb sacarosa. El caracter
reductor de la glucosa, a diferéncia de la sacarosa, tot i que en principi podria
ser un aspecte interessant, també podria tenir efectes negatius sobre el color
degut a la seva participacié en reaccions de Maillard. L'ordre de les proves

preliminars es mostra a la Figura 2.1.

Exp.1: Control, Acid Nicotinic 2 %
Nicotinamida 2,5 %

Exp.2: Co‘ntrol,
Nicotinamida 2,5 % + Acid Ascorbic 2 %

Exp.3: Control, Acid Nicotinic 2 %
Nicotinamida 2,5 %

Acid Nicotinic 2 % + Glucosa 2 %.

Nicotinamida 2,5 % + Glucosa 2 %

Exp.4: Control, Acid Nicotinic 2 %
Acid Nicotinic 2 % + Glucosa 5 %.
Acid Nicotinic 2 % + Glucosa 10 %

Exp.5: Control, Acid Nicotinic 2 %
Acid Nicotinic 2 % + Glucosa 10 %
Acid Nicotinic 2 % + Sacarosa 5 %

Pfojecte: Control, Acid Nicotinic 2 %
Acid Nicotinic 2 % + Glucosa 10 %

Nicotinamida 2,5 %.
Nicotinamida 2,5 % + Glucosa 10 %,
Glucosa 10 %

Figura 2.1. Diagrama de flux de les proves preliminars
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Cada experiment es va dur a terme sobre el concentrat d’hemoglobina (CHb)
obtingut a partir de la fracci6 cel-lular d’'una mostra de sang de porc diferent i es
determinaven els percentatges dels diferents derivats d’hemoglobina i/o els
parametres del color de la pols obtinguda just després de la deshidratacié per
atomitzacié aixi com durant el periode d’emmagatzematge (1 mes a

temperatura ambient).

2.1.2. Assaig final

En l'etapa de proves preliminars es va obtenir que la combinacié d'acid
nicotinic (2 % p/v) amb la glucosa (10 % p/v) comportava una millora
substancial en I'estabilitzacié del color del concentrat d’hemoglobina durant la
seva deshidratacié per atomitzacio aixi com un alentiment en la seva oxidacio
durant el periode d’emmagatzematge, respecte al tractament només amb acid
nicotinic. Tanmateix, en aquesta segona part del treball també es varen tenir en
compte els resultats obtinguts en I'estudi realitzat per Saguer et al. (2003), els
quals mostraven que, tot i que I'acid nicotinic permetia obtenir una pols més
vermella i clara que la nicotinamida (2,5 % p/v) després del tractament de

deshidratacio, I'efecte d’aquesta darrera era més estable a pH acid.

Es per aixd que en aquesta segona part de I'estudi es va decidir comparar els
efectes d’'un agent quelant (acid nicotinic o nicotinamida, a la concentracio
previament establerta) sol i en combinacio amb glucosa (10 % p/v) aixi com
d’aquesta darrera sola a la mateixa concentracio sobre 3 concentrats
d’hemoglobina obtinguts a partir de 3 mostres diferents de sang de porc. Aixi,
cadascun d’ells es va dividir en 6 aliquotes per tal d’aplicar cinc tractaments
diferents (amb acid nicotinic al 2 %; amb nicotinamida al 2,5 %; amb glucosa al
10 %; amb acid nicotinic al 2 % i glucosa al 10 %; i amb nicotinamida al 2,5 % i
glucosa al 10 %) i mantenir-ne una sisena com a control. Cadascuna d’elles
s’ajustava al pH natural del concentrat d’hemoglobina control (pH 7,4) i,

posteriorment, es deshidratava per atomitzacio.
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Una vegada obtingudes les diferents mostres de concentrat d’hemoglobina en
pols, aquestes es sotmetien a un seguiment dels percentatges de cadascun
dels tipus d’hemoglobina aixi com a I'evolucié dels parametres de color CIE L*,
a* i b*. En ambdds casos les mesures es varen fer durant un periode d’'un mes,
amb més frequencia durant la primera setmana per, posteriorment, prendre

mesures setmanalment.

2.2. Obtencio de les mostres de sang

Les mostres de sang de porc fresca (aproximadament 5 L) provenien d'un
escorxador industrial de la comarca del Gironés, la qual s’obtenia aplicant un
sistema obert modificat de recollida per dessagnat vertical. Les mostres es
recollien en recipients esterils que contenien citrat de sodi com anticoagulant
(concentracio final en sang de I'1 % p/v) i es transportava fins al laboratori en
un temps maxim de mitja hora utilitzant una bossa amb aillants térmics per tal
de mantenir-la en condicions de fred durant aquest periode. Al laboratori, la
sang es conservava també en refrigeracio fins al seu processament per evitar

el seu deteriorament.

2.3. Obtencio del concentrat d’hemoglobina
A la Figura 2.2. es mostra el diagrama de flux que es va seguir per a I'obtencio

dels concentrats d’hemoglobina (CHb) deshidratats per atomitzacio, tant control

com tractats amb diferents agents per estabilitzar el seu color.
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x 3 repeticions

CENTRIFUGACIO

2530 x g, 15 min, 5-10 °C

\ PLASMA

FRACCIO CELUL-LAR

HEMOLISI AMB
HOMOGENEITZADOR

L

CENTRIFUGACIG

20900 x g, 30 min, 15-20 °C

FRACCIO CELUL-LAR
HEMOLITZADA

+ ADDITIUS
1 control + 5 aliquotes amb diferents tractaments

DESHIDRATACIO'PER
ATOMITZACIO

Taaire entrada = 140 °C, P =2 bars, Q=09 L.

FRACCIO CELUL-LAR DESHIDRATADA

I
< ENVASAMENT >
L

ESTUDI DE L’EVOLUCIO DELS PARAMETRES DE COLOR | DEL PERCENTATGE
DELS DIFERENTS HEMODERIVATS AL LLARG DEL TEMPS

Figura 2.2. Diagrama de flux per a I'obtencié del CHb deshidratat per atomitzacié

27



2.3.1. Obtencio de la fraccio cel-lular per centrif  ugacio

Les mostres de sang es van centrifugar a 2528 x g durant 15 min a una
temperatura d’entre 5 i 10 °C amb una centrifuga Sorvall 500 RC Plus amb un
rotor SLA-1500 (Dupont, Newtown, U.S.A.). Una vegada centrifugades, es
separava immediatament la fraccié plasmatica per decantacidé, obtenint la

fraccio cel-lular.

2.3.2. Hemolisi de la fraccio6 cel-lular

Per poder extreure I'hnemoglobina continguda en els eritrocits de la fraccio
cel-lular, aquesta es va fer passar per un homogeneitzador d’alta pressi
escala laboratori model FPG 7400 (Stansted Fluid Power Ltd. Stansted,
England) en les segients condicions: pressié d’entrada, 5 bars; pressido de
processat, 10 MPa; i temperatures d’entrada i de sortida, 15 i 25 °C,
respectivament. L’homogeneitzador d’alta pressié (Figura 2.3.) consta d'una
bomba de desplacament positiu i una valvula amb ressort. Es fa passar la
mostra a alta pressié a través de l'obertura de la valvula i es produeix el
trencament de les ceél-lules mitjancant una combinacié del flux turbulent i la

forca de cisalla.

PRODUCTE
HOMOGENEITZAT

=
ENTRADA DE

AJUST DE LA
VALVULA
FPRODUCTE

< PRIVERA
— K' ETAPA

VALVULA DE
PRESSIO

AMELL
IMPACTE
g | k.
@' 5 -} - )
Bl Bt
-y PRODUCTE

SEGONA
ETAPA

= ,
HOWMOGENETZAT

0
|

290

flopEel
ENTRADA DE o) 0 o0
PRODUCTE

Figura 2.3. Esquema d’'un homogeneitzador d’alta pressio (http://br.geocities.com/abgalimtec)
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Posteriorment, es centrifugava la fraccié cel-lular hemolitzada a una velocitat de
20 900 x g, durant 30 min, a una temperatura d’entre 15 i 20 °C per eliminar les

restes d’estroma, i es separava del concentrat d’hemoglobina per decantacio.

2.3.3. Addicio d’'agents per a I'estabilitzacio del color

Una vegada obtingut el concentrat d’hemoglobina, es dividia en diferents
aliquotes per assajar els tractaments amb les substancies escollides (soles o
en combinacié). L’addici6 d'aquestes substancies es feia lentament, amb
agitacié constant per facilitar la seva dissolucio i mantenint el seu pH sempre
superior a 6,5 mitjancant l'addici6 de NaOH 0,5 N per tal devitar el

deteriorament del color que es dona a pH baixos.

2.3.4. Deshidratacio per atomitzacio

Els concentrats d’hemoglobina (tant control com tractats) es van deshidratar
per atomitzacié en un deshidratador de laboratori Spray Dryer SD-05 (Lab-Plant
Ltd. Huddeusfield, UK) (Figura 2.4).

Les condicions utilitzades, les quals es mostren a continuacio, van ser les
establertes per Toldra (1998):

» Temperatura de deshidratacio: 140 °C

» Temperatura maxima de sortida: 80 °C

« Cabal de la bomba d’alimentaci6: 900 mL-h™

« Cabal de l'aire d’entrada a la cambra de deshidratacié: 64 m®h*

* Pressio de I'aire en el compressor: 2 bars
Els concentrats d’hemoglobina deshidratats es van envasar en recipients

esteérils de plastic i es van emmagatzemar en condicions de foscor al laboratori

a temperatura ambient.
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Mostra
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deshidratacié
\_
Ciclé separador
Tub col.lector
Racipient de recollida
del producte

Figura 2.4. Esquema de la instal-lacié de deshidratacié per atomitzacié Lab-Plant Spray dryer
SD-05 (Font: Parés, 1998)

2.4. Mesura dels parametres de color

Les propietats que defineixen el color son el to (color predominant que es
percep de la llum reflectida); saturaci6 o cromacitat (intensitat en que
predomina aquest color o el grau en que aquest color es separa del gris neutre
I s’acosta a un color pur de I'espectre); i lluminositat (quantitat de llum que es
percep o la quantitat de blanc o negre que té el color; defineix si el color és clar

o fosc, en una escala que té com a limits el blanc i el negre).

Per a la determinacié del color, es va utilitzar un dels sistemes proposats per la
“Commission Internationale de I'Eclairage” (CIE). Al 1931, aquesta comissio va
definir un sistema no lineal (Yxy) a partir dels valors triestimul x (vermell), y

(verd) i z (blau). Aquest model de color CIE va ser transformat matematicament
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al 1976 per obtenir un model colorimetric uniforme anomenat CIELAB, en el

qual les distancies entre els colors s’acosten meés al que percebem (Figura 2.5).

L'espai CIELAB permet especificar els estimuls de color en un espai
tridimensional on l'eix vertical L* és la lluminositat i tots els colors amb la
mateixa lluminositat es troben en un pla circular, a través del qual es creuen els
eixos a* i b* (Figura 2.5). Els valors a* positius son vermellosos; els valors a*
negatius, verdosos; els valors b* positius, groguencs; i els valors b* negatius,
blavosos. La lluminositat varia en la direccié vertical i va de 0 (negre) a 100
(blanc).

El espacio de color CIELAB

Plano
Fo Verde

Plano
marillo - Azul

Figura 2.5. Espai tridimensional de color CIELAB (Westland, 2001)

Els tres parametres que descriuen el color (to, lluminositat i saturacid), es
troben representats en aquest model tridimensional. El to es troba a la part
externa, al voltant de l'eix central, i la lluminositat i la saturacié son els eixos

vertical i horitzontal, respectivament (Figura 2.6).

Segons aquest metode tridimensional i mitjancant tecniques instrumentals

podem obtenir els tres parametres del color L* a* i b* i a partir d’aquests
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determinar una quarta magnitud, la saturacié [C* = ( a® + b®) *?] (Clydesdale,
1984; Guzman et al., 1995).

Figura 2.6. a) Representacié tridimensional del solid de color corresponent a I'espai de
CIELAB. b) Visi6 d'un tall horitzontal del solid de color a un valor de L* constant. (Font: Minolta
Co., 1994)

Per a la determinacié de les coordenades L* a* i b* es va utilitzar un
colorimetre CR-300 (Minolta Co., Ltd., Osaka, Jap6) amb un con de projeccio
de vidre dissenyat per adaptar el capcal de mesura a productes en pols o
particulats. Les mesures es van dur a terme a temperatura ambient i es va
utilitzar P'il-luminant universal estandard Dgs (corresponent a la llum ditrna i que
inclou la regid ultraviolada de la longitud d’ona) i un observador estandard de
2°. Cada determinacié es va realitzar per triplicat. El colorimetre es va calibrar

mitjancant una placa de referéncia corresponent al blanc.

2.5. Determinacio de les diferents formes d’hemoglo  bina

La determinacié dels percentatges de cadascun dels tipus d’hemoglobina

(ferrohemoglobina lligada o LHb; ferrohemoglobina no lligada o Hb; i

metahemoglobina o metHb) es va fer mitjancant el metode espectrofotometric
proposat per Benesch et al. (1973). Les molécules d’hemoglobina sén
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colorejades i facilment mesurades en la regi6 del visible (Figura 2.7).
L’estructura molecular de la meitat hemo en els diferents derivats de
I’'hnemoglobina provoca un espectre d’absorbancia caracteristic a partir del qual
es possible quantificar la concentracié de cada derivat d’hemoglobina present
en la barreja, ja que aquests metodes d’'analisi espectrofotometrics estan
basats en el principi que la llum absorbida és proporcional a la concentracié del
solut.
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F . |
f | \" | |
.,‘J"I “ ——— Oxyhemoglobin
s i ~==== Deoxyhemoglobin
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Figura 2.7. Espectre d’'absorcié en el rang del visible de les diferents formes de I’hemoglobina.
(Font: modificat de http://www.bioc.rice.edu/bios532/UVvis/UVVvis_files/UVvis.ppt#20)

Per fer-ho, es van preparar solucions a una concentracio de 1:200 (p/v) amb
aigua destil-lada, es va mesurar el pH i, posteriorment, I'absorbancia amb un
espectrofotometre PerkinElmer LAMBDA Bio 20 UV/Vis (PerkinElmer Life And
Analytical Sciences Inc., Waltham, MA, USA) a 541, 560 i 576 nm utilitzant
cubetes de vidre. Els calculs del percentatge relatiu de cadascun dels derivats
de 'hemoglobina es va fer a partir de les formules proposades per Benesch et
al. (1973):
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LHb (%) = (1.4747-Abss7s - 0.6820-Abssgo - 0.5329-Absss;) - 10
Hb (%) = (1.4749'Ab$560 + O.2141'Ab$576 - 1.1042'Ab$541) . 10_4

metHb (%): (45852Ab$541 - 0.8375'Ab8560 - 37919Ab5576) : 104

Les determinacions es van fer diariament durant els primers quatre dies, per

després fer-ho setmanalment fins complir un mes d’assaig.

2.6. Tractament estadistic de les dades

En l'assaig dut a terme amb significacido estadistica, els diferents dies de
mostreig es varen considerar com a blocs en un disseny en blocs complets a
I'atzar, en el qual els tractaments aplicats constituien el factor principal tant en
el cas davaluar els seus efectes sobre els percentatges dels diferents
hemoderivats com els parametres de colors del concentrat d’hemoglobina en
pols. Les analisis estadistiques es varen dur a terme amb el paquet estadistic
SPSS 15.0 for Windows (SPSS Inc., Chicago, IL). Les dades corresponents als
hemoderivats es varen sotmetre a una ANOVA utilitzant Proc GLM i, si
s’obtenia un efecte significatiu, s’aplicava el test de Tukey per a la separacié de
mitjanes. Les dades de color es sotmetien també a una ANOVA pero, per tal
d'estudiar els canvis en aquests parametres durant el periode
d’emmagatzematge, es va aplicar també una ANOVA amb mesures repetides.
Es va utilitzar el test de Mauchly per provar 'assumpcio d’esfericitat, ajustant
els graus de llibertat amb la correccid6 de Greenhouse-Geisser quan no es
complia I'assumpcio. En aquest disseny, els factors entre-subjectes eren
Tractament (fix) i mostra (a I'atzar) mentre que el factor temps era el factor

intra-subjectes. El nivell de significacio va ser en qualsevol cas a= 0.05.
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3. RESULTATS

3.1. Proves preliminars

En aquesta primera etapa de l'estudi sobre I'estabilitzacié del color de
'hemoglobina de porc, tant durant la deshidrataci6 del concentrat
d’hemoglobina (CHb) com durant el periode d’emmagatzematge de la pols
obtinguda, es van dur a terme una série de proves amb diverses substancies
amb propietats quelants o bé antioxidants. Inicialment, es van assajar I'acid
nicotinic (AN) i la nicotinamida (Nam) per tal de corroborar els resultats
obtinguts en estudis previs sobre el seu efecte protector (Saguer et al., 2003),
donat que lleugeres modificacions en el procediment de recollida de la sang
podien comportar canvis en els resultats obtinguts. Posteriorment, es va provar
de combinar aquests compostos quelants amb altres substancies, jugant en
alguns casos amb la concentracid d'aquestes darreres. En qualsevol dels
experiments duts a terme es va incloure sempre un control i en aquells amb
tractaments combinats també s’incloien els tractaments amb components
individuals. Per determinar els possibles efectes de les substancies afegides en
el CHb es van mesurar els percentatges dels diferents derivats d’hemoglobina
(ferrohemoglobina lligada o LHb, ferrohemoglobina no lligada o Hb, i
metahemoglobina 0 metaHb) en solucions preparades a partir de mostres
deshidratades (control i tractades) i/o els parametres de color CIE L*, a* i b* de
la pols directament. Aguestes mesures es prenien tant just després de la

deshidratacio com al llarg del periode d’emmagatzematge.

Experiment 1: Efecte dels agents quelants acid nico  tinic i nicotinamida

Com s’ha dit anteriorment, amb aquest primer experiment es pretenia
comprovar l'efecte protector tant de I'acid nicotinic (AN, 2 % p/v) com de la
nicotindamida (Nam, 2,5 % p/v) enfront I'enfosquiment oxidatiu que pateix
I’'hemoglobina, especialment durant la deshidratacié per atomitzacié. Es va
observar que, després de deshidratar, els valors dels tres parametres de color

(L*, a* i b*) (Figura 3.1) de la pols de mostres tractades tant amb AN com amb
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Nam eren superiors als del control, perd amb un efecte menys evident en el cas

de les mostres amb Nam. Aixi, I'addicié d’AN proporcionava una pols més clara

i més vermella, pero també meés groga, resultats que concorden amb els

estudis realitzats per Saguer et al. (2003).
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Figura 3.1. Evolucié6 dels parametres del

color L* (a), a* (b) i b* (c) del concentrat

d’hemoglobina deshidratat per atomitzacio, en funcié del tractament: AN: acid nicotinic (2 %

p/v); i Nam: nicotinamida (2,5 % p/v).
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D’altra banda, també es va poder observar que la lluminositat i el parametre a*
(Figura 3.1a i 3.1b) disminuien rapidament durant els tres primers dies
d’emmagatzematge de la pols a temperatura ambient pero d’'una forma més
progressiva la resta de I'assaig, tant en el control com en les mostres tractades.
Per contra, el parametre b* (Figura 3.1c) es va mantenir practicament constant
al llarg del temps.

Experiment 2: Efecte combinat de la nicotinamida i I'acid ascorbic

Una vegada corroborats els efectes dels agents quelants AN i Nam sobre
I'estabilitat del color de la pols del CHb, es va fer un nou experiment combinant
Nam (2,5 % p/v) amb acid ascorbic (AA), donat que en els estudis realitzats per
Toldra (2002) s’havia observat que I'addicio d’'un 2 % (p/v) d’aquest compost
tenia un cert efecte blanquejant i reduia el fenomen d’enfosquiment que
produia el procés de deshidrataci6 per atomitzacio. En aquest segon
experiment es va provar, doncs, la combinacié d’ambdds, cadascun d’ells a la
mateixa concentracié que en els assajos individuals corresponents. No es va

provar la combinacié d’AN amb AA per tractar-se de dos acids.

Tal i com es pot observar en la Figura 3.2, amb aquest tractament combinat,
I'inic parametre de color que es va veure incrementat respecte del control va
ser la lluminositat (Figura 3.2a). Per contra, els parametres a* i b* presentaven
valors inferiors respecte del control (Figura 3.2b i 3.2c). Aquesta pérdua de
cromaticitat va portar a desestimar aquesta combinacié de cares a anar
aprofundint en les millores en l'estabilitat cromatica de I'estabilitat del CHb en

pols.
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Figura 3.2. Evolucié6 dels parametres del color L* (a), a* (b) i b* (c) del concentrat
d’hemoglobina deshidratat per atomitzacié, en funcié del tractament: Nam+AA: nicotinamida

(2,5 % p/v) combinada amb acid ascorbic (2 % p/v).

Experiment 3: Accié combinada dels agents quelants amb glucosa

El pas segient va consistir en combinar els agents quelants (AN i Nam) amb
glucosa (G, 2% p/v). Pel que fa al color de la pols, a la Figura 3.3 es pot
observar que la combinaci6 dAN o Nam amb G (2 % p/v) va suposar un
augment dels valors dels tres parametres de color respecte del control, encara
gue relativament petit en comparacio a I'efecte dels agents quelants sols.

38



a] a7 1
39
28 " = .,
a7
. 28, :'_".'\—;.:—rl—\—\_\_\_\_-_ » o
T e —— ]
25 A
24 A
B !—‘\/_’//‘_\h\‘
22 A
= T T T ]
b] 0 7 12 21 28
digs
|
s I
27 4
28 A
- -
" o2z
—— .
21 A
19
1_ T T T 1
o T 14 21 2E
C] digs
17 'I
18
-
15 \H\
14 3 _h_hh‘———h_____‘d_____—-n
S ]
13 -u“\A\/
12
11
10 T T T ]
2 T 12 21 28
digs
—— CONTROL —— AN —"— MNam A+ G Nam + G

Figura 3.3. Evolucié dels parametres del color L* (a), a* (b) i b* (c) del concentrat
d’hemoglobina deshidratat per atomitzacio, en funcié del tractament: AN: acid nicotinic (2 %
p/v); Nam: nicotinamida (2,5 % p/v); AN+G: acid nicotinic (2 % p/v) combinat amb glucosa (2 %

p/v); Nam+G: nicotinamida (2,5 % p/v) combinada amb glucosa (2 % p/v).

Tanmateix, aquesta lleugera millora dels parametres de color en les mostres
tractades combinant un agent quelant amb G al 2 % p/v va portar a plantejar un

nou experiment afegint concentracions més elevades de G. En aquest cas,
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pero, es va assajar nomeés la combinacid amb AN donada la impossibilitat de

realitzar tots els tractaments sense que es malmetés la mostra.

Experiment 4. Combinacié d’acid nicotinic amb difer ents concentracions

de glucosa

En aquest cas, es va assajar la combinacio d’AN amb concentracions superiors
de G en relacié a 'Experiment 3, concretament al 5 i al 10 % (p/v). En aquest
assaig, a més, es va determinar I'efecte dels diferents tractaments sobre els
percentatges dels diferents derivats de I'hemoglobina en la pols, és a dir, de
ferrohemoglobina lligada (LHb), ferrohemoglobina lliure (Hb), i ferrihemoglobina

0 metahemoglobina (metaHb).

Tal i com es pot observar en la Figura 3.4, quant més elevada era la
concentracio de G afegida, majors eren els percentatges de LHb (Figura 3.4a) i
menors els d’Hb (Figura 3.4b) i de metaHb (Figura 3.4c) just després de la
deshidratacio. Globalment, aixo es traduia en un major efecte protector enfront
I'oxidacié del ferro hémic a mesura que incrementava la concentracio de sucre

reductor.

Durant I'emmagatzematge es donava una disminucié progressiva dels
percentatges de LHb paral-lela a 'augment dels nivells de metaHb, per a totes
les mostres analitzades. Al final del periode d’estudi, les mostres additivades
amb AN i un 10 % (p/v) de G presentaven un nivell d’oxidacié de la molécula

d’hemoglobina molt inferior al dels altres tractaments.
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Figura 3.4. Evolucié del % de ferrohemoglobina lligada o LHb (a), % de ferrohemoglobina no
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d’hemoglobina deshidratada per atomitzacié, en funcié del tractament: AN: acid nicotinic (2 %
p/v); AN+G5: acid nicotinic (2 % p/v) combinat amb glucosa (5 % p/v); i AN+G10: acid nicotinic
(2 % p/v) combinat amb glucosa (10 % p/v).

Com es pot veure en la Figura 3.5, I'increment del percentatge de G fins a un
10 % p/v va comportar una millora molt important en el color de la pols
obtinguda, degut a l'augment dels valors de les coordenades cromatiques,
especialment en el cas dels parametres a* i b* (Figura 3.5b i ¢) i, en menor
grau, de L (Figura 3.5a) en relaci6 als altres tractaments additivats. D’aquesta
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manera, s’obtenia una pols més clara i més vermella, encara que també més
groga, que globalment es traduia en una millora molt important del color a nivell

de percepcio.
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Figura 3.5. Evolucié6 dels parametres del color L* (a), a* (b) i b* (c) del concentrat
d’hemoglobina deshidratat per atomitzacio, en funcié del tractament: AN: acid nicotinic (2 %
p/v); AN+G5: acid nicotinic (2 % p/v) combinat amb glucosa (5 % p/v); i AN+G10: acid nicotinic
(2 % p/v) combinat amb glucosa (10 % p/v).

Tanmateix, aquests resultats no aportaven cap informacio sobre el caracter

sinergic o additiu entre AN i G, quant a la proteccio enfront I'oxidacio.
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Experiment 5: Combinacié d'acid nicotinic amb sucre s reductors i no

reductors

Tot i que la combinaci6 dAN amb G (10 % p/v) assajada en I'experiment
anterior va suposar un important increment de l'efecte protector enfront a
l'oxidacié del ferro hémic durant la deshidrataci6 i el seu posterior
emmagatzematge i, consequentment, una millora molt important en el color de
la pols del CHDb, es va voler conéixer com afectava la presencia d’'un sucre no
reductor en [l'estabilitzaci6 del color, ja que en aquest cas no es donen
reaccions d’enfosquiment associades a les reaccions de Maillard les quals
involucren sucres reductors i grups amino presents en aminoacids lliures o
proteines, essent el meés reactiu el present en la lisina, amb la consequent
pérdua de valor nutritiu que es déna. En aquest tipus de reaccions es pot donar
una certa deshidratacié del sucre, ruptura de cadenes, formacié de compostos
a-dicarbonilics i aparicié de pigments foscos com les melanoidines que poden
conferir a la mostra des d’'un to groguenc a un to marronés (Fennema, 1993).
Per aix0 es va provar la sacarosa (S). Tot i que també cal tenir en compte que
la sola preséncia de sucres pot comportar un enfosquiment no-enzimatic degut
a les reaccions de caramel-litzacio si es treballa a temperatures elevades, les
temperatures assolides durant la deshidratacié ([(BO °C) podrien no ser

suficients perqué es donessin aquest tipus de reaccions.

D’altra banda, és important remarcar que la S es va assajar a una concentracio
inferior (5 % p/v) donat que té un poder edulcorant més alt que la G — el valor
de poder edulcorant relatiu per a la glucosa és de 70 mentre que per a la
sacarosa és de 100 (Makinen, i Soderling, 1980 citat per David S. Robinson,

1991) — i, d’aquesta manera, evitar endolcir excessivament la mostra.

A la Figura 3.6 es mostren I'efecte durant la deshidratacié dels percentatges
dels diferents hemoderivats i la seva evolucio durant 'emmagatzematge de les
mostres de pols. Tal i com es pot observar, la mostra tractada amb la
combinacié d’AN i S presentava un efecte protector superior al de I’AN quan
s’afegia en solitari pero, tot i que s’apropava molt, no assolia els nivells de la

combinaciéo amb G al 10 % p/v.
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Figura 3.6. Evolucié del % de ferrohemoglobina lligada o LHb (a), % de ferrohemoglobina no
ligada o Hb (b), i % de metahemoglobina o metaHb (c) en solucions preparades a partir
d’hemoglobina deshidratada per atomitzacié, en funcié del tractament: AN: acid nicotinic (2 %
p/v); AN+G10: acid nicotinic (2 % p/v) combinat amb glucosa (10 % p/v); AN+S5: acid nicotinic
(2 % p/v) combinat amb sacarosa (5 % p/v).

Els efectes dels diferents tractaments sobre el color de la pols (Figura 3.7)
també indicaven que, tot i que la mostra tractada amb AN i S conjuntament
presentava un augment de tots els parametres de color (L*, a* i b*) respecte del
control i de la mostra additivada només amb AN, les millores eren inferiors a
aquelles obtingudes en el cas de la mostra amb AN i G. Tanmateix, cal tenir en
compte que la concentracié de S afegida era la meitat que la de G, i els

resultats obtinguts mostren que amb un 5 % de S s’aconsegueix la meitat que
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amb un 10 % de G (i uns valors similars als obtinguts en I'experiment anterior,
per a la mostra additivada amb G 5 % p/v) aixi que es podria considerar un

efecte de la concentraci6 del sucre.
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Figura 3.7. Evolucié de L* (a), a* (b) i b* (c) en solucions preparades a partir d’hemoglobina
deshidratada per atomitzacio, en funcié del tractament: AN: acid nicotinic (2 % p/v); AN+G10:
acid nicotinic (2 % p/v) combinat amb glucosa (10 % p/v); AN+S5: acid nicotinic (2 % p/v)

combinat amb sacarosa (5 % p/v).

Al llarg d’aquestes proves preliminars es va observat que, tot i els bons
resultats que presentaven les mostres tractades amb AN pel que fa al color de

la pols de CHb, aquests no es correlacionaven amb canvis en els percentatges
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dels hemoderivats mesurats en soluci6. Es a dir, malgrat que I'AN feia
augmentar tots els parametres de color de la mostra de CHb, sembla que en el
cas de que realment interaccioni amb el Fe del grup hemic, ho faci d’'una
manera debil. Tanmateix, s’ha observat que els efectes negatius de I'’AN sobre
I'oxidacié del ferro quedaven anul-lats en preséncia de G: quant més elevada
era la concentracié de G afegida, major era I'efecte protector enfront I'oxidacié
del ferro hemic. Aquest efecte beneficiés enfront I'oxidacio va fer pensar que la
glucosa, en ser higroscopica, podria retenir aigua al voltant de la molécula

d’hemoglobina formant una capa que protegis la proteina de I'oxidacio.

3.2. Efecte de I'addicio d’agents quelants i/o gluc  osa sobre I'estabilitzacio
del color de [I'hemoglobina durant la deshidratacio i el periode

d’emmagatzematge

A partir dels resultats obtinguts en les proves preliminars es van escollir aquells
compostos que s’havien mostrat com a bons candidats per dur a terme un
experiment seguint un disseny experimental que permetés el tractament
estadistic de les dades. Tanmateix, i a partir dels resultats obtinguts en
'experiment 4 - en quée es va assajar la combinacio d’AN amb diferents
concentracions de G -, es va plantejar la qlestié de si els bons resultats en
aguest experiment eren deguts basicament a la G o bé a la combinacié de les
dues substancies. També es va tenir en compte, tal i com ja s’ha comentat
anteriorment, el fet que en estudis previs Saguer et al. (2003) havien observat
que la pols d’hemoglobina estabilitzada amb Nam era menys sensible al pH
gue aquella estabilitzada amb AN guan el producte en pols s’aplicava en gels
de middé com a matriu model. Tenint en compte totes aquestes consideracions,
en aguest experiment es van assajar les seguents condicions: acid nicotinic (2
% p/v); nicotinamida (2,5 % p/v); glucosa (10 % p/v); acid nicotinic (2 % p/v)
combinat amb glucosa (10 % p/v); i nicotinamida (2,5 % p/v) combinada amb
glucosa (10 % p/v). En qualsevol dels experiments realitzats es va incloure un

control.
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3.2.1. Efecte sobre els percentatges dels diferents ~ hemoderivats

La Figura 3.8 mostra la variacido en els percentatges dels diferents derivats
d’hemoglobina de solucions preparades amb pols obtinguda a partir de CHb en
pols tractats amb agents quelants (AN o Nam) i/o G.
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Figura 3.8. Percentatge dels hemoderivats (LHb, Hb i metaHb) en solucions preparades a
partir de concentrat d’hemoglobina deshidratat per atomitzacid, en funcié del tractament: AN:
acid nicotinic (2 % p/v); Nam: nicotinamida (2,5 % p/v); G: glucosa (10 % p/v); AN+G: acid
nicotinic (2 % p/v) combinat amb glucosa (10 % p/v); i Nam+G: nicotinamida (2,5 % p/v)
combinada amb glucosa (10 % p/v). Mitjana + e.s. (n= 3). Lletres diferents indiquen diferéncies

significatives (P<0.05) entre tractaments per a cada hemoderivat.

Com es pot observar, els resultats obtinguts just després de la deshidratacio
per a les mostres a les quals se’ls havia afegit només un agent quelant
indiquen que mentre que la Nam realment protegeix 'hemoglobina de I'oxidacié
envers la deshidratacié I'AN no evita la seva oxidacié. També es va obtenir que
la G exercia un efecte protector molt significatiu (P<0.05), tant sola com en
combinacié amb els agents quelants. El tractament significativament (P<0.05)
més efectiu va ser aquell que combinava Nam+G, obtenint-se sempre majors

percentatges de LHb i menors d’'Hb i metaHb que en el control i en els
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tractaments individuals. Malgrat que els valors mitjans obtinguts en el cas del
tractament AN+G eren molt similars als d’aquell amb Nam+G, les diferéncies
mai van ser significatives en relaciéo al tractament només amb G. A partir
d’aquests resultats es pot mantenir que en els tractaments combinats
s’observava un efecte additiu més que sinergic entre aquest sucre i I'agent
guelant i que la G era la principal responsable de I'efecte protector enfront

I'oxidacié de 'hemoglobina durant la deshidratacié per atomitzacio.

A la Figura 3.9 es mostra l'evoluci6 dels percentatges dels diferents
hemoderivats al llarg del periode d’'emmagatzematge (1 mes). Els resultats de
TANOVA per a mesures repetides va indicar que, en qualsevol cas, el
percentatge de LHb disminuia significativament (P<0.05) durant aquest
periode, tot i que el patrd de reduccié depenia del tractament. En el cas de les
mostres que contenien G (sola o en combinacid), es donava una disminucio
quasi lineal durant aquest temps mentre que en la seva absencia el
comportament era més aviat polinomial, amb la reduccié més important tenint
lloc durant els tres primers dies d’'emmagatzematge i, a partir d'aquest moment,
tendint cap a estabilitzar-se. Per contra, els continguts d’Hb i metaHb
incrementaven significativament (P<0.05) durant 'emmagatzematge, encara
que el patro de variacio depenia de 'hemoderivat especific. Mentre que en el
cas de I'Hb es donaven variacions relativament petites al llarg del temps, els
resultats obtinguts per a la metaHb indicaven que el procés d'oxidacio del Fe
hémic continuava durant 'emmagatzematge, mantenint-se les diferéncies entre

tractaments observades just després de la deshidratacio.
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Figura 3.9. Evolucié del % de ferrohemoglobina lligada o LHb (a), % de ferrohemoglobina no
ligada o Hb (b) i % de metahemoglobina o0 metaHb (c) en solucions preparades a partir de
concentrat d’hemoglobina deshidratat per atomitzacio, en funcié del tractament. AN: acid
nicotinic (2 % p/v); Nam: nicotinamida (2,5 % p/v); G: glucosa (10 % p/v); AN+G: acid nicotinic
(2 % p/v) combinat amb glucosa (10 % p/v); i Nam+G: nicotinamida (2,5 % p/v) combinada amb

glucosa (10 % p/v). Mitjana = e.s. (n= 3)
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3.2.2. Efecte sobre el color del concentrat d’hemog  lobina deshidratat

Pel que fa els parametres de color del producte deshidratat, a la Figura 3.10 es
pot observar que els resultats de les mostres tractades només amb els agents
guelants concorden amb els obtinguts en els experiments previs, en els que es
van obtenir valors superiors als del control per als tres parametres de color,
pero amb un efecte menys evident per a la Nam. També s’observa que en
combinar la G (10 % p/v) amb els agents quelants, els valors per als tres
parametres de color van augmentar de forma important. En el cas de la
combinacié AN+G, tant la lluminositat com el parametre b* van ser els que van
assolir un major valor en comparacié a la resta de mostres tractades, mentre
que per al parametre a* tant la combinacié amb AN com amb Nam van assolir
valors similars per aquest parametre. Tanmateix, la pols de CHb tractada amb
la combinaci6 de Nam+G era la que presentava les millors caracteristiques
visuals del color, probablement perqué els menors efectes sobre el parametre
b* (tons més marronosos) en relacio al tractament combinat amb AN
compensaven els també menors efectes sobre la lluminositat (color més fosc).
D’altra banda, en el dos tractaments combinats els efectes de I'agent quelant i

del sucre eren aproximadament additius.
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Figura 3.10. Parametres de color (L*, a* i b*) i % de contingut d’aigua (expressat en
percentatge de pes sec) del concentrat d’hemoglobina en pols, en funcié del tractament: AN:
acid nicotinic (2 % p/v); Nam: nicotinamida (2,5 % p/v); G10: glucosa (10 % p/v); AN+G: acid
nicotinic (2 % p/v) combinat amb glucosa (10 % p/v); i Nam+G: nicotinamida (2,5 % p/v)
combinada amb glucosa (10 % p/v). Mitjana + e.s. (n= 3). Lletres diferents indiquen diferéncies

significatives (P<0.05) entre tractaments per a cada parametre del color

D’altra banda, es va observar que la lluminositat (Figura 3.11a) disminuia
lleugerament al llarg del periode d’emmagatzematge de la pols a temperatura
ambient pero amb una taxa més elevada durant els 3 primers dies tant en el
control com en les mostres tractades, mentre que el parametre a* disminuia de
manera molt més important en tots els casos (Figura 3.11b), fet que indicava
que els processos d'oxidacié del Fe eren rellevants durant 'emmagatzematge.
En el cas d’aguesta coordenada cromatica és important indicar el diferent patrod
de reduccio dels valors en funcié de si la mostra contenia G o no. En el primer
cas, la reduccio dels valors seguia una tendencia lineal mentre que en el segon
disminuien de manera més important durant els primers dies i després de
manera molt meés suau. Aquest comportament diferencial podria ser
consequencia dels diferents valors assolits entre les mostres que contenien G i

les que no. Quant al parametre b* (Figura 3.11c), es va mantenir practicament
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constant al llarg del temps en el control i en les mostres sense glucosa, mentre
gue en totes aquelles que contenien glucosa (sola o combinada) es donava una
reduccio lineal durant el periode d’emmagatzematge seguint el mateix

comportament que la coordenada a*.
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Figura 3.11. Evolucié dels parametres del color L* (a), a* (b) i b* (c) del concentrat
d’hemoglobina en pols, en funcié del tractament: AN: acid nicotinic (2 % p/v); Nam:
nicotinamida (2,5 % p/v); G: glucosa (10 % p/v); AN+G: acid nicotinic (2 % p/v) combinat amb
glucosa (10 % p/v); Nam+G: nicotinamida (2,5 % p/v) combinada amb glucosa (10 % p/v).

Mitjana + e.s. (n= 3).
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Tal i com podem veure a la figura 3.10 les mostres additivades amb G (sola o
en combinacid) presentaven valors d'aigua residual de la pols més elevats que
en els altres tractaments i, a més, aquest contingut era superior al de la capa
monomolecular al volant del 6 % en pes sec en el cas de I'hemoglobina
deshidratada en les condicions d’aquest estudi (Toldra, 2002) -, que sembla ser
el contingut optim d’aigua per a I'estabilitat de productes deshidratats (Labuza,
1976). En aquest cas, l'aigua pot reduir l'accessibilitat de l'oxigen a les
molecules pigmentades i, d’aquesta manera, protegir-les contra I'oxidacio
(Pasch i Van Elbe, 1975; Kearsley i Katsaboxakis, 1980; Cohen i Saguy, 1983;
Gloria et al., 1995).

Segons els resultats obtinguts, els agents quelants afegits al CHb no
modificaven apreciablement el contingut d’aigua de les mostres deshidratades,
mentre que les tractades amb G (sola o en combinacid) presentaven un
augment significatiu del contingut d’aigua en la pols obtinguda després de la
deshidratacio. Sembla que la G, en ser higroscopica, podria afavorir la retencié
d’aigua al voltant de la molecula d’hemoglobina formant una capa que la

protegis de I'oxidacié com una barrera fisica.
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4. CONCLUSIONS

1. Malgrat la superior capacitat de la nicotinamida (2,5 % p/v) per estabilitzar el
ferro hemic durant la deshidratacio per atomitzacié en comparacio a l'acid
nicotinic (2 % p/v), aquest permet I'obtencié d’'un concentrat d’hemoglobina
en pols d’'un color lleugerament més clar encara que també més groc i
sense afectar la coordenada vermella en relacié al tractament només amb

nicotinamida.

2. La combinacié d’'un agent quelant (acid nicotinic al 2 % p/v o nicotinamida al
2,5 % pl/v) amb glucosa a elevades concentracions (10 % p/v) s’ha mostrat
realment més efectiva protegint 'hnemoglobina enfront I'oxidacio del ferro
hémic tant durant la deshidrataci6 per atomitzaci6 com durant
I'emmagatzematge de la pols a temperatura ambient en relacié als
tractaments només amb l'agent quelant. La menor oxidacio del ferro es

tradueix en una millora substancial del color de la pols.

3. En els tractaments combinant un agent quelant amb glucosa, ambdoés a les
concentracions préviament indicades, s’ha observat un efecte additiu més
que sinergic entre ells en relacié a I'estabilitzacié de la forma reduida de
I’'hnemoglobina. Per comparacié amb els resultats dels diferents tractaments
individuals es pot concloure que la preséncia de glucosa és la principal

responsable de la menor oxidacio del ferro hemic.

4. ElI relativament elevat contingut d'aigua residual dels concentrats
d’hemoglobina en pols que contenen glucosa (sola o en combinacié amb un
agent quelant) sembla ser el principal mecanisme de proteccié enfront
I'oxidacié de 'hemoglobina tant durant la deshidratacié per atomitzacié com

durant 'emmagatzematge de la pols a temperatura ambient.
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