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EinfluB von Citratlosungen auf die Zusammensetzung und Ausbeute von Schweineblutplasma

A. STIEBING

Bundesanstalt fir Fleischforschung - Institut fir Technologie - KULMBACH (Bundesrepublik
Deutschland)

Zusammenfassung

Zur Verhinderung der Blutgerinnung wird dem Schlachtblut bei der Gewinnung Antigerinnungsmit-
tel (Citrate, Phosphate) als Ldsung zugegeben. In der Bundesrepublik Deutschland sind nur Ci-
trate in einer Menge von max. 16 g/1 Blut zugelassen. Die Citratkonzentration und die Menge
der zugegebenen Losung sind in der Praxis sehr unterschiedlich. In den durchgefihrten Unter-
suchungen sollte ermittelt werden, inwvieweit die Ausbeute und Zusammensetzung des Plasmas be-
einfluBt werden.

An Untersuchungsmethoden wurden verwendet: Ausbeute iUber Hamatokrit und spezifische Gewvichte,
Protein-, Wasser-, Asche-, Citrat- und Hamoglobingehalt des Plasmas.

Schweineblut wurde mit 0, 5, 10, 15 und 20 % Trinatriumcitratldsung versetzt, der Gehalt an
Trinatriumcitrat (TNC) im Blut plus Lésung betrug danach 0,4; 0,8; 1,2 und 1,6 %. Der groBere
Teil des zugegebenen TNC verblieb im Plasma und erhohte den Aschegehalt. Mit steigender TNC-
Konzentration und Ldsungsmenge erhdohte sich die Plasmaausbeute, bezogen auf Blut plus TNC-
Losung, von 52 auf 66 %, wahrend der EiweiBgehalt von 7,4 auf 5,1 % abnahm. Durch die Zugabe
der hypertonischen TNC-Ldosungen wurde jedoch den Erythrozyten nicht nur vermehrt Wasser ent-
zogen, sondern auch EiweiB. Die absolut gewonnene EiweiBmenge (g EiweiB/100 g Blut) lag bei
1,6 % HNE um 3,7 %V und bei 1,65 % FNC Gnd" 20" %" Losung- um' 6,5 % hoher ' als'bei-0,4"% TNC."Di%e
multiple Regressionsgleichung (x = % Losung; y = % TNC), errechnet aus den Analysenwverten

von Parallelversuchen, betrdgt fir die Ausbeute z = 50,86 + 0,28x + 5,92y (r = 0,949) und fir
den EiwveiBgehalt z = 7,44 -.0,08x - 0,42y (r = 0,989). Bei gleichem Ausgangsblut sind die
Korrelationen sowohl bei der Ausbeute als auch beim EiweiBgehalt enger, da die Werte in be-
stimmten Grenzen von Tier zu Tier physiologisch schwanken.

Unter praktischen Bedingungen gewvonnenes Plasma von ca. 200 Schweinen hatte einen mittleren
EiweiBgehalt von 6,64 % (n = 12), wobei im Mittel 4,2 % einer 25 %-igen TNC-L6sung zugegeben
vorden waren. Dieser Wert stimmt mit dem lber die Regressionsgerade ermittelten Wert von
6,66 % gut uberein.




Einleitung

Zur Verhinderung der Blutgerinnung wird dem Schlachtblut bei der Gewinnung Antigerinnungs-
mittel (Citrate, Phosphate) als Lésung zugegeben. In der Bundesrepublik Deutschland sind je-
doch nur Citrate in einer Menge von max. 16 g/1 Blut zugelassen. In der Literatur existieren
sehr unterschiedliche Angaben iber den EiweiBgehalt (7-8 %) und iliber die Ausbeute (60-68 %)
des Plasmas (DUPJOHANN 1976, WISMER-Pedersen 1980, CIRONEANU et al. 1974). Untersuchungen

von Handelsproben ergaben sehr differierende Werte. Der EiwveiBgehalt von gefrorenem Plasma
schwankte zwischen 5,4 und 7,3 %. Die Citratkonzentration und die Menge der zugegebenen LO-
sungen sind in der Praxis sehr wunterschiedlich. In den durchgefiihrten Untersuchungen sollte
daher ermittelt werden, inwvieweit die Ausbeute und Zusammensetzung des Plasmas durch die Anti-
gerinnungsmittelzugabe beeinfluBt werden.

Material und Methoden

Schwveineblut wurde bei der Gewinnung ca. 0,3 % Trinatriumcitrat (TNC) zugegeben und durch
Zurickwiegen der genaue TNC-Gehalt ermittelt. AnschlieBend wurden unterschiedliche Mengen an
TNC bzw. TNC-L&sungen zugegeben. Die Menge der TNC-L&sungen et T g¥ (7. Sel S S ISR e Py s

Der TNC-Gehalt der zugegebenen Ldsungen wurde so eingestellt, daB im Blut plus Losung 0,45
0,8; 1,2 und 1,6 % TNC enthalten waren. Nach der TNC-Zugabe wurden die Proben 3 h bei Zimmer-
temperatur gelagert, da es sich in Vorversuchen gezeigt hatte, daB die Diffusionsvorgédnge
vorher zwischen Plasma und Erythrozyten nicht beendet waren. Danach wurden die Proben 20 min
bei 10.000 U/min (G = 13.000) zentrifugiert.

Der Volumenanteil des Plasmas wurde nach der Hamatokritmethode (STRUMIA 1954) in Hamatokrit-
kapillaren (Lange 75 mm; # 1 mm) bestimmt und durch Bestimmung des spezifischen Gewichtes

des Blutes und des Plasmas die Ausbeute in Gewvichtsprozente umgerechnet. Das Plasma wurde

auf den Gehalt an Wasser, EiweiB, Asche, Fett, Trinatriumcitrat (Enzymatische Methode fir
Citronensdure, Fa. Boehringer, Mannheim) und H&moglobin (H&moglobincyanid-Methode, Fa. Merck,
Darmstadt) untersucht. Zur Ermittlung des EiweiBgehaltes von unter praktischen Bedingungen
gewonnenem Frischblutplasma wurde an 12 unterschiedlichen Schlachttagen jeweils das Blut

von ca. 15 - 20 Schweinen gesammelt und mit ca. 4 % einer 25 %-igen TNC-Ldsung versetzt und
in einem Blut-Tellerseparator zentrifugiert.

Ergebnisse und Diskussion

In der Tab. 1 ist fir das Blut I die Zusammensetzung und Ausbeute des Plasmas in Abhdngigkeit
von der TNC-Konzentration und der Ldsungsmenge dargestellt. Der groBte Teil des zugegebenen
Citrates verbleibt im Plasma und erhdht den Aschegehalt. Der TNC-Gehalt betragt minimal 5,4
und maximal 22,1 g/kg Plasma und der Aschegehalt entsprechend 1,1 bzw. 1,8 %. Bei der
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Summary: Influence of citrate solutions on yield and composition of porcine blood plasma

Solutions of anticoagulative substances (citrate, phosphate) are used to inhibit the coagulation
of blood. In the Federal Republic of Germany only citrate is allowed. The maximal allowved
concentration of citrate is 16 g/l blood. In practical operations the actual concentration

of citrate and the amount of added solvent is very different. In the course of this project
it was intended to examine, to what extend yield and composition of the plasma is influenceéd.

For the analyses the following methods were used: yield by haematokrit and specific weight,
protein-, water-, ash-, citrate- and haemoglobincontent of the plasma.

0, 5, 10, 15 and 20 w/v % of citrate solutions were added to porcine blood. The content of
trisodium citrate (TNC) in blood plus solution was then 0,4; 0,8; 1,2 and 1,6 %. The greater
part of the added TNC remained in the plasma and raised the ash content. On higher TNC con-
centration and amount of solvent the yield of plasma was elevated from 52 to 66 %, while the
protein content fell from 7,4 to 5,1 %. By addition of the hypertonic TNC-solutions not only
more water but also protein was extracted. The absolut amount of extracted protein (g protein/
100 g blood) was at 1,6 % TNC about 3,7 % and at 1,6 % TNC plus 20 % solvent about 6,5 %
higher than at 0,4 % TNC. The multiple linear regressions (x = % solvents y = % TNC),” calcu-
lated from .the analytic values of parallel experiments, was for yield z = 50,86 + 0,28 x

+ 5,92 y (r = 0,949) and for protein content z = 7,44 - 0,08 x - 0,42 y (r = 0,989). With
blood from the same animal the correlations were better, because the values variied from
animal to animal.

Under practical conditions plasma from about 200 pigs had a medium protein content of 6,64 %
(n = 12) to which a middle of 4,2 % of a 25 % TNC solution had been added. This value agreed
very good with the calculated value 6,66 %from the multiple linear regression.




N Tab. 1: EinfluB der TNC-Konzentration und LOsungsmenge auf die Zusammensetzung und Ausbeute
| von Schweineblutplasma aus Blut I

Zugabemenge Zusammensetzung » Ausbeute [
TNC Losung Wasser Eiveil Asche TNC Hb Plasma Plasma EiweilB

% % % % % g/kg g/kg % * g/100 g Blut**
0,4 0 S0 iy 3 P 6,0 0,6 557310 HHn 4,03

0,4 5 o 750 1542 5,6 0,8 56,5 5955 4,15

0,4 10 A | 6.6 dér-1 5,4 0,8 brd ik 63510 4,19

()58 0 .6 ViEsi 1,4 1,4 TS 6.y P 57,4 4,02

0,8 5 Dy 6,6 148 A0 Ly 58,6 Sl L ] 4,07 2
0,8 10 SHURES 652 154 LD 3 11 29 66,3 R =
0,8 15 L 550 Tgi 2 15 Sja | 0,6 6L il B 4,17

0,8 20 2259 5515 Jido! 9 V6 0,6 G245 A5 4,21

2 0 90,2 6 ;2 L35 L7, 10 1,4 58,6 584, 5 4,09

1552 5 90,59 6746 1%, 6 16,0 0,8 &2 63,4 4,18

1,42 10 CHE g 6oy k 1.6 15,07 08 SR A 68,6 4,19

1% e 1o Sl BT 28T JoD L5, 5 ity 65,0 Tacd i RS

[ 20 0,0 D LRS- k5,12 04,7 64,5 80,6 a4y 277

14516 0 8958 Gis il 158 AR 56 61,4 62,4 4,18

lv6 5 911.,:0 65 1 i Zilenl 0,8 62,4 G927 4,27

1,6 10 Fdiser O 6,0 19 20,4 4 A SR AU 4,25

1,6 15 9Lyo S 15326 205 0,6 Gl T 4,29

e 6 20 F2,0 32 185 A Bl 66,0 BZ2eo &4 5129

Hb = Hamoglobin, * bezogen auf Blut plus Lésung, ** bezogen auf Blut ohne Ldsung
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kristallinen Zugabe von TNC kommt es vermubtlich zu partiell hdheren osmotischen Driacken, wo-
durch die Membranen der Erythrozyten geschadigt werden und vermehrt Hamoglobin austritt. Citrat
sollte daher in jedem Fall als Lésung zugegeben werden. Die Ausbeute, bezogen auf Blut plus
Lésung, steigt mit steigender TNC-Konzentration linear mit der LGsungsmenge an fe Abbs i L)
So betrigt bei 0,4 % TNC-Zugabe ohne Wasser die Ausbeute 55 %, bei 1,6 % TNC 61,4 % und bei
1,6 %TNC und 20 % Ldsungsmenge 66 %. Solange der osmotische Druck der zugegebenen TNC-Losung
groBer ist als der des Plasmas, geht die Lésung vollsté@ndig in die Plasmaphase Uber und er-
héht die Ausbeute. AuBerdem wird mit steigendem osmotischen Druck den Erythrozyten immer mehr
Wasser entzogen. Ein TNC-Gehalt von 4 % in der zugegebenen Ldsung war dem Blut isotonisch,
die zugegebene Lésung ging quantitativ ins Plasma lber und den Erythrozyten wvurde kein Wasser
entzogen. Bei geringeren TNC-Konzentrationen oder sogar Wasserzusatz nahmen die Erythrozyten
Wasser auf, die Ausbeute stieg nicht so stark an und es kam zur Hamolyse. Bei der Konzentra-
tion von 0,4 % TNC im Blut plus Ldsung wurden daher hdhere Ldsungsmengen als 10 % nicht mit
in die Auswvertung aufgenommen, da diese Konzentrationen nur mit hypotonischen TNC-Losungen zu
erreichen sind. Bezieht man die Ausbeute nicht auf das Gesamtgewicht von Blut plus L&sung,
sondern nur auf das Blut (g/100 g Blut), so ergibt sich die absolut zu gewinnende Plasmamenge
und entsprechend auch die EiwveiBmenge. Bei 0,4 % TNC werden aus 100 g Blut 55,2 g Plasma ge-
wonnen, bei 1,6 % TNC und einer Ldsungsmenge von 20 % 82,5 g Plasma gewvonnen werden.

Entsprechend der Steigerung der Ausbeute durch Verwdsserung des Plasmas sinkt der EiwveiBge-
halt im Plasma mit steigender Citratkonzentration und Ldsungsmenge von 7,3 auf 5,2 % ab (s.
Abb.2). Durch die Zugabe der hypertonischen TNC-LOsungen wurde “jedoch den Erythrozyten nicht
nur vermehrt Wasser entzogen, sondern auch EiweiQ. Die absolut zu gewinnende EiweiBmenge im
Plasma nimmt mit steigender TNC-Konzentration und L@sungsmenge zu. Durch die Erhdhung der TNC-
Konzentration von 0,4 auf 1,6 % erhdoht sich die EiweiBmenge um 3,7 %. Bei dem maximal gepruf-
ten TNC- und Ldsungsgehalt (1,6 % TNC; 20 % Losung) ist die Ausbeute 6,5 % hoher als bei 0,4 %
LNC &

In der Tab. 2 sind die Gleichungen der multiplen linearen Regressionen fir die Ausbeute,den Ei-
veiB- und TNC-Gehalt von zwei Parallelversuchen (Blut I und II) einzeln und im Mittel angege-
ben. Bei gleichem Ausgangsblut sind die Korrelationen, insbesondere bei der Ausbeute und dem
EiveiBgehalt enger als die mittleren Korrelationen aus I und II, da die Zusammensetzung des
Blutes in bestimmten Grenzen von Tier zu Tier physiologisch schwankt.

In der Abb. 3 ist anstatt der Citratkonzentration im Blut plus Lésung die Citratkonzentration
in der zugegebenen Ldsung aufgetragen. Diese fur die praktische Anwendung besser geeigneten
Kurven sind aus der EiweiB-Gleichung der multiplen linearen Regression (Blut I und II) errech-
net. Unter praktischen Bedingungen,aus dem Blut von ca. 200 Schweinen, gewonnenes Plasma hatte
einen mittleren EiwveiBgehalt von 6,64 % (s = 0,34 %), wobei im Mittel 4,2 % (s = 0,31 %)einer
25 %-igen TNC-Ldsung zugegeben worden waren. Aus der angegebenen multiplen linearen Regression
bzw. aus der Abb. 3 ergibt sich fir 4,2 % einer 25 %-igen TNC-Losung (21,05 % TNC im Blut plus
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[ Lésung) ein EiweiBgehalt von 6,66 %. Die

gute Ubereinstimmung mit dem praktischen
Wert bestdtigt die Regressionsgeraden.

Der EiweiBgehalt von Frischblutplasma vom
Schwein sollte 6,5 % nicht unterschreiten.
r Um diesen Wert einzuhalten, konnen je nach
Konzentration der TNC-Losung zwischen 5 und
9 % an L6sung zugegeben werden, so daB auch
bei den unterschiedlichsten Arten der Ci-
tratzugabe in der Praxis keine Probleme
entstehen dirften. Durch die angegebenen
Gleichungen wird es moglich, bei Kenntnis
zveier GroBen die dritte zu berechnen.

%-ige TNC-L&sung Hierdurch kann die Zugabe der TNE-Ldsungen
optimiert werden, je nachdem ob frisches,
gefrorenes oder getrocknetes Plasma herge-
. stellt werden soll.

EiweiBgehalt (%)

T T

10 15 20

Lésungsmenge (Gew.-%)

Abb. 3: EinfluB der Ldsungsmenge und der TNC-
Konzentration der Lésung auf den Ei-
veiBgehalt von Frischblutplasma




Tab. 2: Regressions- und Korrelationskoeffizienten der multiplen linearen Regressilonen. fur
die Ausbeute, den EiweiB- und TNC-Gehalt von Schweineblutplasma

z Blut n a b ° T2

Ausbeute I 18 52,85 0,26 5,14 0,998
I1 18 50,80 0,27 4,93 Usdd X

L e bl b 36 50,86 0,28 B9 2 0,949

Eiveil I 18 7,44 -0,08 -0,42 0,994
L3 18 7,47 -0,09 -0,44 {8253

I s i Lkot .26 7,44 -0,08 -0,42 0,289

TNC I 18 Ligdl -0,09 1@, 5L 0,223
I1 18 1,44 -0,05 1, 58 Q5997

L VYR O ) R 1,24 -0,07 18,11 0,992
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n = Anzahl der Proben; a, b, c = Regressionskoeffizienten; r = Korrelationskoeffizient
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