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UTILIZACION DE TRIPOLIFOSFATO COMO ANTICOAGULANTE
Y SU EFECTO SOBRE LAS PROPIEDADES EMULSIFICANTES
DEL PLASMA

Trypolyphosphate as anticoagulant and its effect on the emulsifying properties of plasma

RESUMEN

La utilizacién masiva del plasma como fuente proteica en la
formulacién de alimentos para consumo humano, crea la
necesidad de buscar anticoagulantes mas econémicos que los
citratos. Los fosfatos son componentes naturales de casi todos
los alimentos y son capaces de reaccionar con cationes
polivalentes tales como el calcio, el cual juega un papel muy
importante en el proceso de coagulacién de la sangre. En este
trabajo se midid la eficiencia del tripolisfosfato (TP) como
anticoagulante a diferentes concentraciones y su efecto en las
propiedades emulsificantes del plasma de ave, cerdo y bovino.
Se evalud el efecto de las condiciones de almacenamiento
(fresco o congelado) al cual se sometieron los plasmas. Los
resuftados indicaron que el TP es muy efectivo como
anticoagulante. En concentracién de 0,2% en sangre evita la
coagulacién de la sangre de cerdo y bovino, mientras que para
ave sdlo se necesita el 0,1%. La capacidad y estabilidad de las
emulsiones no se vieron afectadas por la adicién de TP ni por
las condiciones de almacenamiento, pero si por la especie. El
plasma de ave posee menor contenido proteico, capacidad y
estabilidad de las emulsiones. El plasma de cerdo posee una
capacidad de emulsificacién mayor que el de bovino.

Palabras claves: Tripolifosfato, plasma, proteina, emulsifica-
cion.
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ABSTRACT

The massive utilization of plasma as a protein source in the
formulation of human food bring about the need to search for
economical  anticoagulants.  Phosphates are  natural
components of almost all foods and react with polyvalent
cations such as Calcium which play an important role in the
blood coagulation process. In this work the efficiency of the
trypolyphosphate (TP) as anticoagulant and its effect on the
emulsifying properties of the plasma was evaluated. The effect
of storage condition (refrigerated and frozen) on the functional
properties of the plasma was also evaluated. Results indicated
that TP is an effective anticoagulant. At concentration of 0.2%
in blood avoids pig or bovine blood coagulation. Poultry blood
only needed 0.1% of TP to avoid coagulation. No differences
were observed on the capacity and stability of the plasma
emulsions neither by the use of TP or by storage conditions,
but by the species. Poultry blood plasma showed lower protein
content, emulsifying capacity and emulsion stability than pig
and bovine blood plasma. Pig blood plasma has higher
emulsion capacity than bovine blood plasma.
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emulsification.
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INTRODUCCION

Desde el punto de vista de su valor nutritivo, la sangre
ha sido comparada con las carnes, la leche y los huevos. Ella
posee un 18% de proteinas y tiene dos de los aminodcidos
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esenciales que requiere el hombre para su normal funciona-
miento [15].

Debido a su valor nutritivo, se ha propuesto la utilizacién
de las proteinas sanguineas en la formulacion de alimentos
cancentrados para consumo animal, en la formulacion de me-
dios de cultivo y en férmulas alimenticias para consumo huma-
no[2,11,12,15].

El color y olor de la sangre limitan su utilizacion para la
elaboracién de alimentos destinados a la ingesta humana, por
lo que se ha propuesto la separacion de la estructura globular
dejando solamente el plasma, el cual posee aproximadamente
7% de protefnas de alto valor bicldgico [2].

Las proteinas del plasma en polvo de bovino tienen pro-
piedades emulsificantes y gelantes; se ha demostrado que és-
tas pueden ser incorporadas en alimentos [3,7,8]. Sin embar-
go, el secado por calor es un proceso gque incrementa los cos-
tos de produccién. Como alternativa para los paises en desa-
rrollo, se plantea la posibilidad de utilizar el plasma liquido en
sustitucion del plasma en polvo. Para esto se hace necesario
conocer mejor las propiedades funcionales del plasma.

La utilizacidon masiva del plasma, crea la necesidad de
buscar anticoagulantes econdmicos. Los fosfatos son compo-
nentes naturales de casi todos los alimentos y son utilizados
como aditivos en la industria cdrica y lactea, pero debido a su
caracter altamente negativo, los fosfatos pueden reaccionar
con cationes polivalentes tales como el calcio, el que juega un
papel muy importante en el proceso de coagulacion de la san-
gre.

El objetivo de este trabajo es el de evaluar la posibilidad
de utilizar el tripolifosfato de sodio como anticoagulante y estu-
diar las propiedades emulsificantes de plasmas de diferentes
especies a diferentes condiciones de almacenamiento.

MATERIALES Y METODOS

Se obtuvo sangre fresca de bovino y porcino de un ma-
tadero de la localidad {Frigorifico Industrial Bolivar), en tanto
gue la sangre de ave fue proporcionada por la Empacadora de
Occidente (NUTRICO). La muestra fue recolectada en enva-
ses limpios quez contenian 10 ml de anticoagulante para cada
100 ml de sangre al momento de ser sacrificado el animal. Los
anticoagulantes utilizados fueron citrato de sodio y tripolifosfa-
to de sodio a las siguientes concentraciones: 0.1, 0.15 y 0.2
g/100 ml de sangre. Las muestras se llevaron al laboratorio
donde se mantuvieron a 4°C durante 24 horas. Después de
este tiempo se procedid a observar la posible presencia de
codgulos en cada uno de los distintos tratamientos. Los trata-
mientos con presencia de codgulos fueron descartados, y a los
que no los poseian se les separé el plasma mediante centrifu-
gacién a 3.500 rpm durante 20 minutos. Al plasma fresco se le
determiné pH, proteina, humedad, capacidad y estabilidad de
emulsién; en tanto que otra parte del plasma se congeld por
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48 horas, tiempo al cual se le realizé las pruebas de capacidad
y estabilidad de emulsion.

Determinacion del pH, proteina y humedad de los plasmas

El pH de los plasmas fue medido directamente utilizando
un potenciémetro Metrohm 620 pH-Meter. Un buffer estandar
de pH 7.0 fue utilizado para calibrar el aparato.

El contenido proteico se determiné utilizando el método
de Biuret. Para transformar la absorbancia en concentracion
de proteinas se utilizé una curva patron de alblmina a concen-
traciones de 1, 0.75, 0.50 y 0.25%.

La humedad se determiné mediante el secado en horno

[1].

Capacidad de emulsificacion

Para medir la capacidad de emulsificacion se colocaron
20 m! de aceite vegetal en una licuadora, se agregé 40 ml de
agua conteniendo entre 1.0 y 3.0 ml de plasma de acuerdo a la
especie estudiada, se mezclé durante 2 minutos; se dejo en
reposo y se midio los mililitros de plasma o miligramos de pro-
teina necesarios para emulsificar 1 ml de aceite y mantener la
emulsidn estable por un tiempo mayor de 3 minutos.

Determinacién de la estabilidad de las emulsiones

La emulsion se preparé mezclande 40 ml de plasma (di-
luido al 33%) con 20 ml de aceite vegetal, se mezcld en licua-
dora durante dos minutos manteniendo la temperatura por de-
bajo de 20°C.

Para medir la estabilidad, se colocaron 10 ml (Volumen
Inicial) de la emulsién en un tubo de centrifuga, procediendo a
centrifugar a 3.000 rpm durante 1.5 minutos y se midié el volu-
men de liquido separado de la emulsion. La estabilidad se cal-
culd utilizando la férmula propuesta por Feeney y col. [5]:

_ Volumen Final de la Emulsion
~ Volumen Inicial de la Emulsicn

EE 100
Donde:
EE = Estabilidad de la Emulsion

Volumen Final = Volumen Inicial - Volumen de Liquido Sepa-
rado de la Emulsidn

Analisis estadistico

El andlisis estadistico para medir la efectividad del anti-
coagulante se fundamentd en la prueba Ji-cuadrada de Man-
tel-Haenszel para analizar tablas de contingencias multiples
[10].

El efecto del tipo de plasma, condiciones de almacena-
miento y tipo de anticoagulante se midid utilizando un arreglo
factorial. Los datos obtenidos en el estudio se analizaron utili-
zando el procedimiento SAS PROC GLM [14]. Las medias se
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TABLA |

EFECTO DEL TIPO Y CONCENTRACION DE
ANTICOAGULANTE SOBRE LA SANGRE DE BOVINO

TABLA Il

EFECTO DEL TIPO Y CONCENTRACION DE
ANTICOAGULANTE SOBRE LA SANGRE DE CERDO

Concentracién Anticoagulante Coagulacién Concentracion Anticoagulante Coagulacion
(9/100 ml (9/100 ml )
de sangre) Si No Total de sangre) Si No Total
0.10 Citrato 10 (100%) 0 10 0.10 Citrato 10 (100%) 0 10
Fosfato 13 (100%) 0 13 Fosfato 13 (100%) 0 13
Total 23 0 23 Total 23 0 23
0.15 Citrato 9 (82%) 2 11 0.15 Citrato 9 (82%) 2 11
Fosfato 10 (100%) 0 10 Fosfato 8 (80%) 2 10
Total 19 2 21 Total 17 4 21
0.20 Citrato 0 (0%) 10 10 0.20 Citrato 0 (0%) 10 10
Fosfato 0 (0%) 10 10 Fosfato 0 (0%) 10 10
Total 0 20 20 Total 0 20 20
Total 42 22 64 Total 40 24 64
compararon utilizando el procedimiento de Tukey. Diferencias
entre medias se aceptaron a un nivel de 5% de probabilidad.
TABLA Il

RESULTADOS Y DISCUSION

En las TABLAS |, Il y lll, se muestra la eficiencia del tri-
polifosfato de sodic como anticoagulante y su concentracion
optima en la sangre de diferentes especies animales. Se utilizé
el citrato de sodio como control.

La sangre de cerdo y bovino se comporté de manera si-
milar ante el tipo y concentracidn de los anticoagulantes utiliza-
dos, TABLAS |y Il. Ambas coagularon a concentracién de 0.1
y 0.15 g/100 ml de sangre, independientemente del anticoagu-
lante utilizado. La concentracién éptima fue de 0.2 g/100 ml de
sangre.

La sangre de ave se comporté de manera diferente, TA-
BLA lll, demostréandose que una concentracién de 0.1 g/100 ml
de sangre es suficiente para evitar su coagulacién, inde-
pendientemente del tipo de anticoagulante utilizado. Estos re-
sultados indican que el tripolifosfato de sodio es tan eficiente
como el citrato de sodio.

Es importante sefalar que el precio del tripolifosfato de
sodio es inferior al del citrato y ademads, que el tripolifosfato es
cominmente utilizado en la formulacidn de alimentos para con-
sumo animal y humano. En la industria carnica es utilizado
para la extraccion de protefnas miofibrilares [6]. También es

EFECTO DEL TIPO Y CONCENTRACION DE
ANTICOAGULANTE SOBRE LA SANGRE DE AVE

Concentracién Anticoagulante Coagulacidn
(g/100 ml
de sangre) Si No  Total
0.10 Citrato 0 (0%) 10 10
Fosfato 0 (0%) 13 13
Total 0 23 23
0.15 Citrato 0 (0%) 11 11
Fosfato 0 (0%) 10 10
Total 0 21 21
0.20 Citrato 0 (0%) 10 10
Fosfato 0 (0%) 10 10
Total 0 20 20
Total 0 64 64
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utilizado como antioxidante debido a que su estructura anidni-
ca le permite reaccionar con cationes como el hierro, evitando
que éste pueda ejercer su efecto catalizador de la reaccién de
oxidacion de los lipidos [13]. Esta estructura aniénica del tripo-
lifosfato le permite atrapar al calcio, y pudiera ser una de las
razones de su efecto como anticoagulante.

En la TABLA |V se muestran los valores promedio de
proteina, pH y humedad de los plasmas de diferentes espe-
cies. El plasma de ave presenta un porcentaje de proteina
(4.34), significativamente menor a los valores obtenidos para
los plasmas de cerdo (7.26) y bovino (7.6). No se observaron
diferencias significativas entre los valores proteicos de estos
dos ultimos tipos de plasmas.

En relacion a los valores de humedad, se observa que el
plasma de ave presentd el mayor (P < 0.05) porcentaje
(95.31), no observdndose diferencias significativas entre los
plasmas de cerdo y bovino.

En cuanto al pH de los diferentes plasmas, se obtuvo un
valor de 7.7 para aves, 7.7 para cerdos y 7.5 para bovinos, no
existiendo diferencia (P > 0.05) entre ellos.

Los resuttados demuestran que el plasma de ave contie-
ne menos proteina y mas humedad que los plasmas de cerdo
y bovino.

Los valores promedios de la capacidad y estabilidad de
la emulsion formada con plasmas de diferentes especies se
presentan en la TABLA V. Los resultados indican que la capa-
cidad de emulsificacién se ve afectada por el tipo de plasma
utilizado. Se necesitdé menor cantidad de plasma de cerdo
(0.061 ml) gue de bovino (0.075 ml) o ave (0.143 ml) para
emulsificar la misma cantidad de aceite. Cuando los resultados
se expresaron en términos de mg de proteina/ml de aceite, se
observd nuevamente una mayor eficiencia en el plasma de
cerdo, ya que sdlo se necesitdé 4.40 mg de proteina de cerdo
para emulsificar un ml de aceite, mientras que de bovino y ave
se necesitaron 5.70 mg y 6.50 mg, respectivamente. Sin em-
bargo, es importante mencionar que las diferencias en la capa-
cidad de emulsificacidn son mucho menores cuando son com-
paradas en funcién de mg de proteinas que cuando se compa-
ran en funcién de mililitros de plasma, lo que parece indicar
que las proteinas del plasma de ave son emulsificadores tan
eficientes como las de plasma de cerdo y bovino. Estos resul-
tados sugieren que el plasma de cerdo posee una capacidad
de emulsificacidn mayor que el de bovino y éste a su vez, ma-
yor que el de ave.

La estabilidad de la emulsidn se expresé como el por-
centaje de emulsion que quedd estable después que la misma
ha sido sometida a centrifugacién. Los resultados demuestran
que la estabilidad de la emulsidn fue significativamente menor
(92.5) cuando se utilizé plasma de ave, no encontrdndose dife-
rencias entre el plasma de bavino y cerdo.

Las proteinas debido a su estructura anfipatica son co-
nocidas como buenos emulsificadores [41. En las emulsicnes
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TABLA IV

VALORES PROMEDIO DE PROTEINAS, pH Y HUMEDAD
DE PLASMAS DE DIFERENTES ESPECIES DE ANIMALES

Ave Cerdo Bovino
Proteina 4,572 7.086" 7.6°
Humedad 95.31% 92.10° 91.67°
pH 7.7 7.7 7.5
TABLA V

VALORES PROMEDIO DE LA CAPACIDAD Y
ESTABILIDAD DE LA EMULSION FORMADA CON
PLASMAS DE DIFERENTES ESPECIES DE ANIMALES

Caracteristicas Tipe de plasmas

Ave Cerdo Bovino
Capacidad de emulsificacion
ml de plasma/ml aceite 0.143*  0.061®  0.075°
mg proteina/ml de aceite 6.500°  4.400°  5700°
Estabilidad de la emulsién, % 92.50°  96.60°  96.70°

3P Medias en una misma fila que posean diferentes super indice
difieren significativamente (P < 0.05)

del tipo acefte en agua, las proteinas son importantes debido a
su tendencia a localizarse en la interfase, disminuyendo la ten-
sién superficial que se origina entre el aceite y el agua, de alli
la facilidad que tienen para estabilizar la emulsion. La estabili-
dad indica la duracion de la emulsién, sin que exista separa-
cion de fases [9].

La menor capacidad y estabilidad de la emulsion forma-
da con plasma de ave pudiera deberse a que presenta una
cantidad inferior de proteinas en comparacidn a la cantidad
que presenta el plasma de bovino y cerdo, TABLA |V. Estos
resuftados sugieren la necesidad de aumentar el volumen de
plasma de ave para obtener una emulsion con la misma esta-
bilidad que la obtenida con plasma de cerdo o bovino.

En la TABLA VI se presentan los valores promedios de
la capacidad y estabilidad de la emulsién segun el anticoagu-
lante utilizado (citrato o fosfato) y segun la condicion de alma-
cenamiento del plasma (fresco o congelado). Los resultados
demuestran que ni la capacidad de emulsificacién nila estabili-
dad de la emulsién formada, se ven afectadas por el tipo de
anticoagulante o por las condiciones de almacenamiento de
plasma, independientemente del tipo de plasma utilizado.
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TABLA VI

VALORES PROMEDIO DE LA CAPACIDAD Y ESTABILIDAD DE LA EMULSION EN BASE AL TIPO DE ANTICOAGULANTE
Y CONDICIONES DE ALMACENAMIENTO DEL PLASMA

Caracteristicas

Tipo de anticoagulante

Condiciones de almacenamiento

Citrato Fosfato Fresco Congelado
Capacidad de emulsificacion
ml plasma/ml aceite 0.0958 0.0956 0.0958 0.0957
mg proteina/ml aceite 5.590 5.650 5.960 5.640
Estabilidad de la emulsién 95.40% 95.20% 95.40% 95.30%

La capacidad de emulsificacién, expresada como mg de
proteina por ml de aceite emulsificada, fue de 5.65 cuando se
utilizé tripolifosfato y de 5.59 cuando se utilizé citrato, no en-
contrandose diferencias significativas. Por otro lado, la emul-
sién formada con plasma obtenido con el citrato de sodio, ob-
tuvo un 95.4% de estabilidad, en tanto que la emulsién forma-
da con el plasma obtenido con tripolifosfato de sodio, fue de
95.2%.

La utilizacion de ciertos reactivos quimicos pueden cau-
sar una modificacién del pH original del plasma creando un es-
tado de desnaturalizacion en la estructura proteica, cuya inten-
sidad relativa determina su reversibilidad. La desnaturalizacién
puede ser observada por el cambio de ciertas propiedades, en-
tre las cuales se encuentra la disminucién en la capacidad y
estabilidad de una emulsion [9].

Debido a que la sangre posee un efecto buffer, el pH del
plasma no se vio alterado por el pH de los anticoagulantes utili-
zados (citrato de sodio pH = 8.1 o ftripolifosfato de sodio
pH = 8.4). La ausencia de variacién en el pH pudiera explicar
el hecho de que no se observaran diferencias en la capacidad
y estabilidad de la emulsién debido al tipo de anticoagulante.

El uso de plasma fresco originé una capacidad de emul-
sificacion de 5.96, mientras gue la del plasma congelado fue
de 5.64 expresado en mg de proteina/ml de plasma. El porcen-
taje de estabilidad de la emulsién fue de 95.4% para el plasma
fresco y de 95.3% para el plasma congelado.

La congelacion pudiera ser un factor que altere el funcio-
namiento de las proteinas presentes en el plasma; sin embar-
go, los resuliados obtenidos demuestran que no hubo varia-
cién en el porcentaje de la estabilidad de la emulsién al utilizar
plasma congelado.

Estos resultados son de gran importancia puesto que in-
dican la posibilidad de almacenar el plasma congelado por
cierto tiempo sin alterar sus propiedades emulsificantes.

CONCLUSIONES

El tripolifosfato de sodio resulté eficaz como anticoagu-
lante a una concentracidn de 2% para bovino y cerdo, y de 1%
para ave.

El plasma de ave mostré mayor contenido de humedad,
menor contenido proteico y menor capacidad y estabilidad de
emulsion. No se encontro diferencia significativa entre los plas-
mas de cerdo y bovino. El plasma de cerdo posee una capaci-
dad de emulsificacién mayor que el de bovino.

Las propiedades de emulsificacion de los plasmas estu-
diados no se ven afectadas por el tipo de anticoagulante utili-
zado, ni por las condiciones de almacenamiento.
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