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Извод 

Дуги низ година, и код нас и у свету, развијају се технолошки поступци за изоловање
структурно очуваног и биолошки активног хемоглобина који би могао да се користи
као заменик за крв, као извор биолошки високоактивног хемског гвожђа у превенцији
анемије код људи и животиња, или као реагенс у дијагностици. У овом раду опти-
мизован је поступак за изоловање хемоглобина из еритроцита пореклом из отпадне 
кланичне говеђе крви са циљем добијања препарата хемског гвожђа за превенцију
анемије код животиња. Тестирана је осетљивост говеђих еритроцита на осмотску
лизу са циљем дефинисања оптималног пуферског система за ефикасно извођење
контролисане хемолизе. Добијени резултати су показали да говеђи еритроцити имају
повећану осмотску осетљивост у односу на хумане еритроците, а да је оптималан 
пуферски систем за извођење њихове контролисане хемолизе 35 mM натријум-фос-
фатни/NaCl пуфер pH 7,2–7,4. Контролисана хемолиза са оптимизованим пуферским
системом је изведена у мембранском реакторском систему и остварен је принос хе-
моглобина од 83±12%. Током овог процеса није дошло до оштећења мембране ери-
троцита, а интактне мембране празних еритроцита би се могле користити за инкапсу-
лацију биолошки активних супстанци. 

Кључне речи: контролисана хемолиза, говеђи еритроцити, хемоглобин, мембрански
биореактор. 
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Хемоглобин, добијен из отпадне кланичне го-
веђе крви, могао би се, након превођења у одгова-
рајућу фармацеутску форму, користити као извор 
биолошки високо активног хемског гвожђа за пре-
венцију и/или терапију анемије код људи и живо-
тиња. У процесу клања, на 100 kg масе говеда про-
сечно се добија 4,4 литра отпадне крви [1]. Како је-
дан литар говеђе крви садржи у просеку 110 g хемо-
глобина [2], и 0,4 g високо биолошки искористивог 
хемског гвожђа, при технолошком процесу који има 
принос од 70%, из крви једне животиње тежине 500 
kg би се могло изоловати око 6 g биолошки високо 
активног хемског гвожђа. Развијање једног оваквог 
поступка би имало и своје велико економско оправ-
дање, имајући у виду сталне велике потребе за пре-
паратима биолошки искористивог гвожђа у хуманој 
и ветеринарској медицини. Истовремено, трансфор-
мација једног потенцијално токсичног материјала, 
кланичне крви, у биолошки вредан производ, пре-
парат хемског гвожђа, представљало би и начин за 
санирање биохазарда. 
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У последњих неколико деценија, рад многих 
истраживачких тимова је био фокусиран на поку-
шаје пројектовања протокола индустријских разме-
ра за изоловање и пречишћавање хемоглобина са 
циљем добијања високо пречишћеног, структурно и 
функционално очуваног молекула који би се ко-
ристио као полазна сировина за добијање заменика 
за крв, као додатак у храни за превенцију/терапију 
хипохромне анемије или као стандард за клиничку 
дијагностику. Иако хемоглобин чини више од 90% 
суве масе еритроцита, процес његовог изоловања и 
пречишћавања је повезан са већим бројем про-
блема. Овај молекул је веома осетљив и у процесу 
изоловања може доћи до разлагања на глобинске 
димере или мономере или до оксидовања у метхе-
моглобин. До данас је описан велики број проце-
дура за изоловање хемоглобина из еритроцита си-
сара [3–8]. У већини процедура први корак у изо-
ловању је осмотска лиза еритроцита у дестилованој 
води или растворима мале јонске јачине (тзв. хипо-
тонични раствори). Наглим увођењем еритроцита у 
хипотоничне растворе, због разлике у осмотском 
притиску, мембрана постаје пермеабилна за моно-
валентне катјоне и у еритроците улази вода након 
чега они почињу да бубре, тј. облик им се мења од 
биконкавног до сферног. Како еритроцити почињу 
да бубре у њиховим мембранама долази до фор-
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мирња транзиторног хемолитичког отвора [9] до 
кога дифундују молекули хемоглобина, и кроз њега 
излазе у ванћелијски простор. Ово излучивање дела 
унутарћелијског садржаја смањује напон мембране 
и хемолитички отвор се затвара. Међутим, у хипо-
тоничним условима еритроцити настављају и даље 
да бубре, отвара се нови хемолитички отвор, изба-
цује се нова количина хемоглобина из ћелије. Ово 
се дешава све дотле док еритроцити не набубре до 
критичног нивоа, након кога више мембрана није у 
стању да отварањем малог хемолитичког отвора и 
избацивањем мале количине хемоглобина „компен-
зује“ разлике у осмотским притисцима, него долази 
до потпуног пуцања ћелија. Главни недостатак ова-
квог начина изоловања молекула хемоглобина је 
што се при наглој промени осмотског притиска и пу-
цању мембране еритроцита не добија препарат који 
садржи само молекул хемоглобина, него и еле-
менте мембране (неутрални липиди, фосфолипиди, 
гликолипиди, гликопротеини и др.). Ови контами-
нанти, чак и ако су присутни само у траговима, могу 
имати врло неповољне биолошке ефекте [10–14]. 
Различитe методe или комбинације метода се при-
мењују за уклањање стромалних компоненти: цен-
трифугирање, ултрафилтрација, рекристализација, 
екстракција органским растварачима (хлороформ, 
толуен, угљентетрахлорид), нормална или тангенци-
јална микро- или ултрафилтрација, разни типови 
хроматографија, при чему је најмање пожељна ме-
тода уклањања елемената строме применом орган-
ских растварача. Да би се смањила контаминација 
елементима строме, неке групе аутора су уместо 
наглим лизирањем, молекул хемоглобина изоло-
вали постепеним, контролисаним смањивањем јон-
ске јачине раствора, у процесу контролисане хемо-
лизе [15–17]. У овом процесу, због постепеног и 
контролисаног смањења јонске јачине раствора 
еритроцити не бубре нагло, већ постепено. Ово 
постепено ширење мембране омогућава пулсира-
јуће отварање хемолитичких отвора што је праћено 
пулсирајућим постепеним ослобађањем молекула 
хемоглобина, што се на микрографијама види као 
ослобађање хемоглобина по читавој површини 
еритроцита. У овом процесу, због постепеног сма-
њења јонске јачине раствора, мембрана еритроцита 
савладава осмотски стрес и не долази до пуцања 
мембране и масовног ослобађања протеинских и 
липидних контаминаната. На овај начин се рела-
тивно чист хемоглобин добија у првом изолационом 
кораку. Комбинацијом процеса контролисане хемо-
лизе, микро и ултра тангенцијалне филтрације и 
јоноизмењивачке хроматографије Bugarski и Dove-
zenski су 2000. године добили препарат ултрачистог 
хуманог хемоглобина [17]. Изоловани хемоглобин је 
имао очувану структуру и биолошку функцију, био је 
без протеинских и липидних контаминаната, сте-
рилан и апироген. Овако пречишћен хемоглобин је 

служио као полазни материјал за добијење заме-
ника за крв [18] и био извор биолошки активног 
гвожђа in vitro и in vivo. Сарадници Института за 
медицинска истраживања и Технолошко–металур-
шког факултета Универзитета у Београду су исти 
протокол [17] са минималним модификацијама ус-
пешно применили и за изоловање хемоглобина из 
отпадне свињске крви (наши непубликовани резул-
тати). Ово је било могуће због веома сличних рео-
лошких карактеристика мембране хуманих и свињ-
ских еритроцита [19]. Циљ овог рада је био опти-
мизовати процесне параметре предложеног прото-
кола за изоловање хемоглобина из говеђих еритро-
цита, имајући у виду неке њихове специфичности.  

МАТЕРИЈАЛИ И МЕТОДЕ 

Реагенси 

Антикоагуланс. Као антикоагуланс коришћен је 
3,8% натријум-цитрат. На 1 l крви додаје се 100 ml 
антикоагуланса. 

Изотонични раствор NaCl (физиолошки рас-
твор). Као изотоничан раствор у овом раду је ко-
ришћен 0,9% раствор NaCl у дестилованој води 
(физиолошки раствор). pH вредност овог раствора је 
5,62. 

Изотонични 10 mМ фосфатни пуфер (PBS, енгл. 
phosphate buffered saline). 0,8% раствор NaCl пуфе-
ризован са 2,8 mМ NaH2PO4 и 7,2 mM Na2HPO4, pH 
7,2–7,4. 

Хипотоничан пуферски раствор: 5 mМ натри-
јум-фосфатни (Na-PO4) пуфер, pH 7,2–7,4. Добија 
се мешањем 5 mМ NaH2PO4 и 5 mМ Na2HPO4 у од-
носу 1:2,5. 

Биолошки материјал 

Отпадна кланична говеђа крв. Говеђа крв је до-
бијена у кланици Амбар у Сурчину. Крв је прику-
пљана у стерилне боце од 500 ml у којима је пре-
тходно стерилно додат антикоагуланс (50 ml 3,8% 
натријум-цитрата). Крв је након узимања, на амби-
јенталној температури транспортована до Института 
за медицинска истраживања, где су или одмах ук-
лањани протеини плазме или је крв до сутрадан 
чувана на +4 °C. 

Хумана крв. По 4,5 ml периферне крви здравих 
давалаца је узимано вакутајнерима са натријум-ци-
тратом као антикоагулансом (Terumo Europe N.V., 
Белгија). Крв је анализирана на Институту за меди-
цинска истраживања у Београду. 

Методе 

Одређивање концентрације хемоглобина. Кон-
центрација хемоглобина одређивана је спектро-
фотометријски, цијанметхемоглобинском методом 
[20]. 
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Одређивање концентрације метхемоглобина 
(MetHb или HbFe

3+
). Концентрација метхемогло-

бина одређивана је спектрофотометријски модифи-
кацијом методе по Evelyn [21]. 

Одређивање хематокрита. Хематокрит, тј. рела-
тивна заступљеност еритроцита у крви је одређиван 
микрохематокритском методом [22]. Вредност хе-
матокрита је изражена као % еритроцита у крви 
(v/v).  

Добијање суспензије „пакованих еритроцита“. 
Пуна крв, узета са цитратом је, пре почетка поступка 
таложења еритроцита и уклањања протеина плазме 
и антикоагуланса, филтрирана кроз груби филтер од 
памучне газе, чиме су уклањани спонтано настали 
угрушци. Еритроцити су из грубо филтриране пуне 
крви изоловани центрифугирањем крви 20 min на 
3500 rpm (центрифуга Megafuge 1.0R, Heraus). По 
завршеном центрифугирању течна фаза (плазма) и 
слој леукоцита су изоловани вакуумском аспира-
цијом и одбацивани. Да би се потпуно уклонили 
протеини плазме и антикоагуланс, исталожени ери-
троцити су, у односу 1:3, ресуспендовани у изото-
ничном раствору. Суспензија еритроцита је хомоге-
низована мешењем и центрифугирана 15 min на 
3500 rpm. Центрифугирање је поновљено три пута. 
Суспензија пакованих еритроцита је добијена када 
је талог са еритроцитима испраним од протеина 
плазме помешан са изотоничним 10 mМ фосфатним 
пуфером у односу 1:1. Паковани еритроцити су или 
одмах коришћени за анализе или су остављани до 
сутрадан на +4 °C. 

Тест осмотске фрагилности. Тестом осмотске 
фрагилности [23] дефинише се осетљивост еритро-
цита на осмотску хемолизу. Тестом се мери степен 
хемолизе еритроцита у опадајућим концентраци-
јама раствора (од 0,85 до 0% NaCl). Суспензије ери-
троцита у растворима NaCl су хомогенизоване ме-
шањем, и после 20 min инкубације на собној темпе-
ратури, су центрифугиране 5 min на 2000 rpm (цен-
трифуга Megafuge 1.0R, Heraus). Супернатанти, који 
садрже хемоглобин из лизираних еритроцита су пи-
петирањем пажљиво одвојени од талога са нелизи-
раним еритроцитима и у њима је мерена апсор-
банца на 540 nm (A540) на UltroSpec 3300pro спек-
трофотометру (AmershamBioscience, Шведска). Сте-
пен, тј. проценат хемолизе у сваком од испитиваних 
раствора је израчунат према следећој формули: 

e t100 /EH Hb Hb=  (1) 

где вредност Hbe представља апсорбанцу A540 која је 
пропорционална количини хемоглобина (Hb) у 
супернатанту, а Hbt представља вредност А540 која је 
пропорционална количини Hb ослобођеног у дести-
лованој води, тј. при 100% хемолизе. 

На основу добијених података конструисане су 
криве осмотске фрагилности које представљају 
зависност % хемолизе од концентрација (%) NaCl. 

Концентрација NaCl при којој се постиже 50% од 
максималне хемолизе, означена као H50, добијена је 
на основу Boltsman-ове сигмоидалне нелинеарне 
регресионе анализе експериментално добијених по-
датака GraphPad Prism софтвером.  

Одређивање степена осмотског бубрења говеђих 
еритроцита. Степен осмотског бубрења тј. „swel-
ling“ индекса говеђих еритроцита одређиван је ко-
ришћењем двe различите експерименталне проце-
дуре. У првој, рађеној по модификованој методи 
коју су дали Vitvitsky и сар. [24], степен осмотског 
бубрења је одређиван мерењем хематокрита и сте-
пена хемолизе еритроцита у растворима са опадају-
ћим концентрацијама јона који су направљени ме-
шањем у различитим односима изотоничног 0,9% 
раствора NaCl и хипотоничног 5 mМ натријум-фос-
фатног пуфера. Други начин одређивања степена 
осмотског бубрења је рађен методом проточне ци-
тометрије. На основу добијених резултата ових ме-
рења као и на основу микроскопске анализе еритро-
цита у суспензији, одређен је степен осмотског буб-
рења еритроцита, као и концентрација раствора при 
коме су сви еритроцити лизирани (тј. у раствору су 
остале само неоштећене мембране еритроцита, тзв. 
„духови“). 

Одређивање степена осмотског бубрења говеђих 
еритроцита модификованом методом по Vitvitsky 
и сар. Једнаке запремине суспензије пакованих го-
веђих еритроцита (средња вредност хематокрита 
70±11) и фосфатних пуфера са опадајућим концен-
трацијама (155, 139, 124, 109, 94, 80, 65, 50, 35, 20, 
12 и 5 mM) су помешане и добијене суспензије су 
хомогенизоване мешањем и инкубиране 30 min на 
собној темеператури. Концентрације пуфера доби-
јене на овај начин су дате у табели 1 (колона 1). 
Током инкубације су из сваке од суспензија узети 
узорци за одређивање хематокрита. По истеку 30 
min било је могуће центрифугирати суспензије ери-
троцита у трајању од 15 min при брзини од 3500 rpm 
(центрифугa Megafuge 1.0R, Heraus). По завршеном 
центрифугирању, супернатанти су пажљиво покуп-
љени пипетом и у њима је измерена вредност ап-
сорбанце на 540 nm (A540) на UltroSpec 3300pro спек-
трофотометру (AmershamBioscience, Шведска). То-
ком трајања центрифугирања суспензија еритро-
цита, одређен је хематокрит за сваку од ових сус-
пензија. Количина еритроцита по хематокритској 
цевчици је била ∼5×107. 

Степен бубрења еритроцита (swelling index) у 
сваком од испитиваних раствора је израчунат по 
следећој формули: 

( ) ( )( )0 t 0 t0/ 100 / 100V V H EH H EH= − −  (2) 

gde je V/V0 промена запремине еритроцита, тј. сте-
пен бубрења, Ht  хематокрит у испитиваном раство-
ру, Ht0 хематокрит у изотоничном раствору, EH 



Р.Н. ПРАВИЛОВИЋ и сар.: ИЗОЛОВАЊЕ ХЕМОГЛОБИНА ИЗ ГОВЕЂИХ ЕРИТРОЦИТА Хем. инд. 66 (4) 519–529 (2012) 

522 

степен хемолизе у испитиваном раствору, EH0 сте-
пен хемолизе у изотоничном раствору. 

Степен хемолизе је израчунат према једначини 
(1). 

Одређивање степена бубрења проточном цито-
метријом. Као друга метода за одређивање степена 
бубрења еритроцита коришћена је проточна цито-
метрија. Ова метода омогућава да се, на нивоу 
сваког појединачног анализираног еритроцита (до 
105 анализираних еритроцита по узорку), измери 
интензитет расипања светлости током проласка ће-
лија у струји флуида кроз проточни цитометар. Ме-
рења су рађена на CyFlow CL проточном цитометру 
(Paratec, Немачка). Ласерска светлост која се од ће-
лија одбија под малим углом (0,5 до 10°), тј. свет-
лост одбијена у правцу ласерског зрака (forward 
light scatter, FSC) је пропорционална величини ће-
лије. Ласерска светлост која се од ћелија одбија под 
углом од 90° (side light scatter, SSC) дефинише сте-
пен њене унутрашње гранулираности. FSC и SSC 
имају јединствене вредности за сваки анализирани 
еритроцит у узорку, а комбинација ова два пара-
метра користи да би се дефинисале различите по-
пулације ћелија у узорку. Резултати ове анализе 
приказани су у виду двопараметарског FSC-SSC хис-
тограма у коме се, за сваку анализирану ћелију, на 
апсциси налазе FSC вредности (дефинишу величину 
ћелија), док се на ординати налазе SSC вредности 
(дефинишу унутрашњу гранулираност ћелија). Про-
мену запремине еритроцита у растворима разли-
чите јонске јачине, тј. степен бубрења смо одређи-
вали тако што смо по 10 μl суспензије пакованих 
еритроцита додавали у 2 ml фосфатног пуфера са 
опадајућом концентрацијом. После 20 min инкуба-
ције на собној темепаратури еритроцити су анали-

зирани проточном цитометријом. Степен бубрења 
за сваку од дефинисаних група еритроцита је могуће 
израчунати по формули: 

t 0
0/ /V V FSC FSC=  (3) 

где је FSCt вредност FSC у испитиваном раствору и 
FSC0 вредност FSC у изотоничном раствору. 

Микроскопска анализа еритроцита и празних 
мембрана еритроцита („духова“). Еритроцити и 
„духови“ еритроцита су анализирани под микро-
скопом са фазним контрастом (AhioScop 2+ (Carel 
Zeiss, Немачка)) под увећањем објектива 40× и укуп-
ним увећањем 400×. Фотомикрографије су добијене 
и обрађиване помоћу AxioVision 4.7 софтвера (Carel 
Zeiss, Немачка). 

Контролисана хемолиза говеђих еритроцита у 
мембранском реактору. Реакција хемолизе се одви-
јала у мембранском реактору који се шаржно пунио 
суспензијом еритроцита. Реакторски модул, запре-
мине 104 ml, се састоји од три челичне плоче прс-
тенастог облика које се спајају помоћу вијака (слика 
1а). Пре спајања плоча вијцима, између плоча се 
постављају, претходно натопљене физиолошким 
раствором, целулозно-ацетатне мембране са вели-
чином пора од 0,8 μm и пречником од 142 mm (Sar-
torius AG, Goettingen, Немачка). Састављен реактор-
ски модул је приказан на слици 1б. На овај начин се 
између мембрана формира простор у коме ће се 
одвијати реакција контролисане хемолизе. Такође, 
пре спајања плоча, у простор између две мембране 
се убацује магнетно зрно димензија 3 cm×0,7 cm, 
које обезбеђује мешање унутар мембранског реак-
тора. Да би се у потпуности одстранио кисеоник из 

Табела 1. Зависност хематокрита (Hct), степена хемолизе (%) и степена бубрења од концентрације пуфера. Резултати
представљају средњу вредност пет независних експеримената 
Table 1. Hematocrit (Hct), the extent of hemolysis (%) and swelling index as a function of buffer concentration. Results are 
presented as mean ±SD values of five experiments 

Концентрација пуфера за хемолизу Hct Степен хемолизе Степен бубрења 

(mМ) (%) (%) (V/Vo) 

155 35±5 1,0±1,7 1,00±0,00 

141 37±4 1,1±1,8 1,01±0,02 

129 37±5 1,1±1,9 1,04±0,04 

116 39±4 1,6±2,1 1,06±0,06 

103 40±5 2,7±2,5 1,08±0,10 

91 41±5 6,0±4,3 1,15±0,12 

78 38±5 22,3±9,8 1,32±0,17 

65 23±5 68,1±12,0 1,85± 0,58 

53 11±5 87,8±6,5 1,84± 0,60 

40 5±1 93,5±4,5 1,88± 0,46 

34 н.д. 96,2±2,2 Није детектовано 

27 н.д. 98,96±3,6 Није детектовано 

23 н.д. 100±0 Није детектовано 
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система, сви пуфери и суспензија еритроцита су пре 
пуњења модула барботирани азотом. 

Шаржу је чинило 100 ml суспензије пакованих 
еритроцита који су непосредно пре хемолизе поме-
шани са физиолошким раствором у односу 1:1. Сус-
пензија еритроцита је у реактор уведена помоћу 
пластичног шприца (слика 1в). Реакциони модул са 
суспензијом еритроцита је потапан у „реакциону по-
суду“ (стаклена чаша пречника 220 cm и запремине 
од 10 l претходно напуњену са 950 ml физиолошког 
раствора) – слика 1г. Помоћу перисталтичке пумпе 
(инфузиона пумпа, IP610, Биомедицина, Београд), 
протоком од 900 ml/min у модул се уводио ниско-
моларни пуфер за лизу, добијен мешањем 8 делова 
5 mМ натријум фосфатног пуфера, pH 7,2–7,4 и 2 
дела 0,9% раствора NaCl. Истовремено са укључива-
њем пумпе, укључена је и лабораторијска хоризон-
тална ротациона мешалицa, (Yellow line OS 5 basik 
(Iкa Werbe GMBH & Co, Немачка)) чија је брзина 
била 320 о/min. Смањивањем јонске јачине раство-
ра у модулу, ослобађао се хемоглобин из еритро-
цита и дифундовао кроз мембране еритроцита у 
физиолошки раствор у реакторској чаши. 

Ток хемолизе је праћен мерењем апсорбанце на 
540 nm (A540) раствора у реакторској посуди, тј. ме-
рењем апсорбанце хемолизата. Мерење је рађено 
на UltroSpec 3300pro спектрофотометру (Amersham-

Bioscience, Шведска). Узорци су се првих 15 min 
реакције узимали у временским интервалима од 1 
min, до 30 min у временским интервалима од 3 min, 
до 60 min у временским интервалима од 5 min, а 
затим је настављено у временским интервалима од 
10 min. Реакција је прекинута након 90 min.  

Принос хемоглобина (PR) у једном процесном 
циклусу је израчунат на основу следеће једначине:  

h

i

% 100
m

PR
m

=  (4) 

где је mi почетна маса хемоглобина у суспензији 
еритроцита пре хемолизе и mh маса хемоглобина у 
хемолизату на крају процеса. 

РЕЗУЛТАТИ 

Тест осмотске фрагилности  

У овом раду је најпре испитана осмотска фрагил-
ност говеђих еритроцита. При томе је осмотска фра-
гилност пакованих еритроцита изражена као про-
мена процента (%) хемолизе у зависности од кон-
центрације NaCl. Резултати добијени за говеђе 
еритроците су упоређени са осмотском фрагил-
ношћу хуманих еритроцита (слика 2). Тест осмотске 
фрагилности је дао типичну сигмоидалну криву. 

   
 (а) (б) (в) (г) 

Слика 1. Мембрански реактор: a) делови модула, б) састављен модул, в) пуњење модула и г) процес хемолизе у реактору. 
Figure 1. Membrane reactor: a) module elements, b) constructed module, c) charged module and d) process of hemolysis. 

 

Слика 2. Криве осмотске фрагилности говеђих и хуманих еритроцита. 
Figure 2. Erythrocyte osmotic fragility curves for human and bovine erythrocytes - the extent of hemolysis (EH) as a function of 
solute concentration. 
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Резултати обраде експериментално добијених 
резултата (Boltsman-ова сигмоидална нелинеарна 
регресиона анализа) показали су да постоји статис-
тички значајна разлика између говеђих и хуманих 
еритроцита у осетљивости на осмотску лизу, при 
чему су говеђи еритроцити фрагилнији од хуманих. 
Концентрација NaCl при којој се постиже 50% од 
максималне хемолизе (H50) за хумане еритроците је 
0,45%, док је за говеђе та вредност 0,63% NaCl. Наши 
резултати су у сагласности са литературним пода-
цима [25–28]. Већа осмотска фрагилност говеђих 
еритроцита у односу на хумане се објашњава специ-
фичностима у структури мембране: мембрана гове-
ђих еритроцита је мање кохезивна у односу на ху-
мане [29], садржи мање фосфатидилхолина и више 
сфингомијелина [28], фосфадитилетаноламин је 
концентрисан углавном у спољашњем слоју мем-
бране [30], а постоје и разлике у унутарћелијској 
концентрацији јона Na+ и K+. 

Одређивање степена осмотског бубрења говеђих 
еритроцита  

Степен осмотског бубрења говеђих еритроцита је 
одређен модификованом методом по Vitvitsky и 
сар. [24]. Ова метода подразумева мерење хема-
токрита и ослобођеног хемоглобина (тј. степена 
хемолизе) еритроцита у низу пуферских раствора са 
опадајућим концентрацијама NaCl. У табели 1 је 

приказана зависност хематокрита, степена (%) хемо-
лизе и степена бубрења од концентрације пуфера. 
Резултати морфолошке анализе еритроцита и праз-
них мембрана еритроцита заосталих након хемо-
лизе приказани су на слици 3. 

Анализом добијених резултата приказаних у та-
бели 1 показано је да се са смањењем концентра-
ције пуфера мења вредност хематокрита, расту сте-
пен хемолизе и степен бубрења говеђих еритро-
цита. Резултати микроскопске анализе (слика 3) су 
показали да говеђи еритроцити, зависно од узорка, 
потпуно лизирају и преводе се у „духове“ без пу-
цања мембране у пуферима чија је моларност изно-
сила 52,7 и 40 mМ. На основу ових резултата je 
oдлучено да се процес контролисане хемолизе из-
води у фосфатном пуфером добијеним мешањем 2 
дела 0,9% раствора NaCl и 8 делова 5 mМ натријум-
фосфатног пуфера, pH 7,2-7,4, чија је финална кон-
центрација износила 34,8 mМ. 

Mаксималан степен бубрења говеђих еритро-
цита је био ∼1,8 (при концентрацији пуфера од 40 
mМ) што је био неочекиван резултат имајући у виду 
да хумани еритроцити, за које се показало да су 
мање фрагилни од говеђих еритроцита, имају при-
ближно исти степен бубрења [31]. Због тога је одлу-
чено да се стeпeн бубрeњa гoвeђих eритрoцитa од-
реди и прoтoчнoм цитoмeтриjoм која представља 
сoфистицирaну мeтoду  за aнaлизу ћeлиja. 

       
 (а) (б) (в) 

       
 (г) (д) (ђ) 

Сликa 3. Микрoскoпскa aнaлизa гoвeђих eритрoцитa (свeтлe ћeлиje) и мeмбрaнe лизирaних eритрoцитa (тамне ћeлиje) у 
пуфeримa oпaдajућe joнскe jaчинe: a) 155, б) 91, в) 78, г) 65, д) 53 и ђ) 34 mМ. Oбjeктив сa фaзним кoнтрaстoм, увeћaњe 
oбjeктивa ×40, укупнo увeћaњe ×400. 
Figure 3. Phase contrast micrographs (magnification ×400) of hemolysates produced by osmotic hemolysis using Na-phos-
phate/NaCl buffer of the following concentrations: a) 155, b) 91, c) 78, d) 65, e) 53 and f) 34 mМ.
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Oдрeђивaњe стeпeнa oсмoтскoг бубрeњa гoвeђих 
eритрoцитa прoтoчнoм цитoмeтриjoм  

Рeзултaтимa прoтoчнe цитoмeтриje, прикaзaних у 
oблику двoпaрaмeтaрских FSC-SSC диjaгрaмa  пoкa-
зaнo je дa сe у изoтoничнoм рaствoру уoчaвajу двe 
субпoпулaциje гoвeђих eритрoцитa, R1 и R2, кoje сe 
мeђусoбнo рaзликуjу пo врeднoсти FSC, тj. пo 
вeличини (сликa 4a). Постојање више субпопулација 
није био неочекиван резултат с oбзирoм на то дa je 
пojкилoцитoзa (присуство еритроцита различите ве-
личине и морфологије) кaрaктeристичнa зa гoвeђe 
eритрoцитe [2]. У хипотоничним растворима (124 и 
109 mМ) се такође уочавају две субпопулације ери-
троцита (слике 4б и 4в). У пуфeру чиja je концентра-
ција износила 94 mМ, уочена је и трeћa „ћeлиjскa“ 
субпoпулaциja oзнaчeнa кao R5, a кoja у ствaри 
прeдстaвљa прaзнe мeмбрaнe eритрoцитa зaoстaлe 
пoслe хeмoлизe, тj. „духoвe“ (сликa 4г). Ова ћелијска 
субпопулација постаје доминантнија са даљим сма-
њењем моларности пуфера (слике 4д и 4ђ). 

У табели 2 је приказана зависност степена буб-
рења еритроцита од концентрације пуферског рас-
твора. При томе је степен бубрења изражен као ре-

лативна промена врeднoсти FSC у односу на FSC 
вредност у изoтoничнoм рaствoру. Рeзултaти прикa-
зaни у тaбeли 2 пoкaзуjу дa субпoпулaциja мaњих 
eритрoцитa R1 бубри, тj. пoвeћaвa свoj пречник у 
oднoсу нa почетну врeднoст до ∼20%. Пoпулaциja 
већих еритроцита R2 имa мaњи степен бубрeњa и 
пoвeћaвa свoj пречник у oднoсу нa почетну врeднoст 
до ∼10%. Мeђутим, aкo сe стeпeн бубрeњa субпопу-
лације R2 изрaзи крoз jeдиничну врeднoст зa пoпу-
лaциjу R1, добија се да је мaксимaлни стeпeн бубрe-
њa ∼80%, штo oдгoвaрa стeпeну бубрeњa oдрeђе-
нoм мeтoдoм пo Vitvitsky и сaр. [24] (табела 1). Ово 
указује на то дa висoкa врeднoст зa стeпeн бубрeњa 
дoбиjeнa мeтoдoм пo Vitvitsky и сaр. [24] зaпрaвo 
ниje рeaлнa врeднoст, нeгo прeдстaвљa рeзултaт 
нeсaвршeнoсти мeтoдe кoja нe мoжe дa рaздвojи 
ћeлиjскe пoпулaциje пo вeличини ћелија. Поређење 
резултата oбe кoришћeнe мeтoдe је графички пред-
стављено нa слици 5, a стeпeн кoрeлaциje рeзултaтa 
oвe двe мeтoдe je изнoсиo 0,95 зa пoпулaциjу R1 и 
0,83 зa пoпулaциjу R2. 

 
 
 

 (а) (б) (в) 

 (г) (д) (ђ) 

Сликa 4. Рeзултaти aнaлизe гoвeђих eритрoцитa прoтoчнoм цитoмeтриjoм у пуфeримa oпaдajућe joнскe jaчинe: a) 155,
б) 124, в) 109, г) 94, д) 80 и ђ) 78 mM. Прикaзaни су рeзултaти jeднoг рeпрeзeнтaтивнoг oд три eкспeримeнтa. 
Figure 4. Results for flow citometry of bovine erythrocytes using Na-phosphate/NaCl buffer of the following concentrations: a) 155,
b) 124, c) 109, d) 94, e) 80 and f) 78 mМ. 
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Прoцeс контролисане хeмoлизe гoвeђих 
eритрoцитa у мeмбрaнскoм рeaктoру  

Контролисана хeмoлизa је изведена у мeмбрaн-
скoм рeaктoру при чему је хипooсмoтски пуфeр уво-
ђен прoтoкoм oд 900 ml/h. Прoцeс je трajao 90 min. 
Oслoбaђaње хeмoглoбинa из eритрoцитa, тj. прoцeс 

хeмoлизe, je прaћeн нa oснoву прoмeнe aпсoрбaнцe 
(A540) рaствoрa у рeaктoрскoj пoсуди (хeмoлизaтa). 
На слици 6 је приказан ток процеса хемолизе у 
jeднoм рeпрeзeнтaтивнoм eкспeримeнту. 

Уочава се да је протекло 5 min до детектовања 
ослобођеног хемоглобина. Мaксимaлнa концентра-

 

Сликa 6. Тoк контролисане хeмoлизe гoвeђих eритрoцитa. 
Figure 6. The time course of hemoglobin release during hemolysis process in the membrane reactor.

Тaбeлa 2. Стeпeн бубрeњa двe пoпулaциje гoвeђих eритрoцитa у хипooсмoтским рaствoримa. Рeзултaти прeдстaвљajу 
срeдњу врeднoст три нeзaвиснa eкспeримeнтa 
Table 2. The swelling index of two populations of bovine erythrocytes in hypoosmotic solution. Results are presented as mean ± SD 
values of three experiments 

Концентрација пуфeрa, mМ 0
1 1/t

R RFSC FSC  0
2 2/t

R RFSC FSC  0
2 1/t

R RFSC FSC  

155,0 1,00±0,00 1,00±0,00 1,62±0,09 

139 1,01±0,04 1,04±0,07 1,67±0,04 

124 1,07±0,07 1,08±0,07 1,74±0,07 

109 1,07±0,08 1,12±0,12 1,80±0,11 

94 1,19±0,05 1,09±0,09 1,76±0,07 

80 1,23±0,11 1,12±0,09 1,81±0,09 

1,00

1,30

1,60

1,90

2,20

0 40 80 120 160

                    Моларност пуфера (mM)

С
те
пе
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FCS R1/R1

FCS R2/R2
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Сликa 5. Стeпeн бубрeњa гoвeђих eритрoцитa oдрeђeн мoдификoвaнoм мeтoдoм пo Vitvitsky и сaр, (2000) (срeдњa врeд-
нoст пeт нeзaвисних eкспeримeнaтa) и прoтoчнoм цитoмeтриjoм (срeдњa врeднoст три нeзaвиснa eкспeримeнтa). 
Figure 5. The swelling index of bovine erythrocytes determined by protocol Vitvitsky et al. (2000) (results are presented as 
mean ± SD values of five experiments) and by flow citometry (results are presented as mean ± SD values of three experiments). 
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ција хемоглобина je достигнута у 45. min. Мeђутим, 
прoцeс контролисане хемолизе je извођен дo 90 min 
што је омогућило да се постигне принос хемогло-
бина од 83±12% (просечна вредност за пет процес-
них циклуса). 

Промена брзина хемолизе са временом је доби-
јена као диференцијална промена концентрације 
хемоглобина (aпсoрбaнцe рaствoрa A540). Нa слици 7 
уoчaвa сe да је контролисана хемолиза нестацио-
наран процес. 

Спeктрaлнe кaрaктeристикe хeмoлизaтa су пoкa-
зaлe дa je дoбиjeни хeмoглoбин у фoрми биoлoшки 
aктивнoг oксихeмoглoбинa (удео мeтхeмoглoбинa je 
био мaњи oд 5%) (сликa 8). 

Микрoскoпска aнaлиза хемолизата добијеног на 
крају процеса контролисане хемолизе је показала 
присуствo прaзних, нeoштeћeних мeмбрaнa eритрo-
цитa, тзв. „духoвa“ (сликa 9). 

ЗАКЉУЧАК 

У процесу контролисане хемолизе говеђих ери-
троцита пореклом из отпадне кланичне крви могуће 
је, процесом контролисане хемолизе у мембран-
ском реактору (укупне запремине 1,4 l) изоловати 
хемоглобин са приносом од ∼83%. Оптимизовани 
процесни параметри су следећи: концентрација хи-
потоничног пуферског раствора је 35 mМ, проток 

 

Сликa 7.  Брзинa oслoбaђaњa хeмoглoбинa из гoвeђих eритрoцитa у функциjи врeмeнa у прoцeсу кoнтрoлисaнe хeмoлизe 
тoкoм 90 min трajaњa циклуса . 
Figure 7.  Differential hemolysis curve. 

Сликa 8. Aпсoрбциoни спeктaр хeмoглoбинa из хeмoлизaтa дoбиjeнoг прoцeсoм контролисане хeмoлизe гoвeђих 
eритрoцитa. 
Figure 8. Absorption spectra of bovine hemoglobin isolated in the process of gradual hemolysis.
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раствора за хемолизу 900 ml/min и трајање процеса 
90 min. Изоловани хемоглобин је био у форми био-
лошки активног оксихемоглобина, а садржај метхе-
моглобина није прелазио 5%. Као резултат процеса 
контролисане хемолизе, осим хемоглобина, доби-
јају се интактне празне мембране еритроцита тзв. 
„духови“ који представљају потенцијалне носаче за 
инкапсулацију биолошки активних супстанци. На 
овај начин би се добиле потпуно нове лековите 
формулације на бази потпуно биолошке мембране 
за интравенску или интраперитонеалну примену. 
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Сликa 9. Микрoскoпскa aнaлизa гoвeђих eритрoцитa прe пoчeткa хeмoлизe (a) и мeмбрaнe лизирaних eритрoцитa 
oстaлих у мeмбрaнскoм рeaктoру нaкoн хeмoлизe (б). Oбjeктив сa фaзним кoнтрaстoм, увeћaњe oбjeктивa ×40, 
укупнo увeћaњe ×400. 
Figure 9. Phase contrast micrographes (magnification ×400) of a) the erythrocyte suspension prior to hemolysis and b) erythrocyte 
ghosts produced by gradual hemolysis in the erythrocytes membrane bioreactor. 
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SUMMARY 

OPTIMIZATION OF GRADUAL HEMOLYSIS FOR ISOLATION OF HEMOGLOBIN FROM BOVINE ERYTHROCYTES 

Radoslava Pravilović1, Slavko Mojsilović2, Ivana Kostić1, Vesna Ilić2, Diana Bugarski2, Verica Đorđević1, 
Branko Bugarski1 

1University of Belgrade, Faculty of Technology and Metallurgy, Department of Chemical Engineering, Belgrade, Serbia 
2University of Belgrade, Institute for Medical Research, Belgrade Serbia 

(Scientific paper) 

In this work, we describe an optimized procedure based on gradual hemolysis
for the isolation of hemoglobin derived from bovine slaughterhouse erythrocytes
in a membrane bioreactor. The membrane bioreactor system provided high yields
of hemoglobin (mainly oxyhemoglobin derivate) and its separation from the
empty erythrocyte membranes (ghosts). Ten different concentrations of hypoto-
nic media were assessed from the aspect of the extent of hemolysis, hematocrit
values of the erythrocyte suspensions, cell swelling and membrane deformations
induced by decreased salt concentration. Effective gradual osmotic hemolysis 
with an extent of hemolysis of 83% was performed using 35 mM Na-phos-
phate/NaCl buffer of pH 7.2–7.4. Under these conditions most of the cell mem-
branes presented the appearance of the normal ghosts under phase contrast
microscope. The results show that isolation process yielded predominantly to oxy-
hemoglobin. Kinetic studies showed that maximal concentration of hemoglobin
was reached after 40 min, but the process cycle at which recovery of 83% was
achieved lasted for 90 min. 

  Keywords: Gradual hemolysis • Bovine 
erythrocytes • Hemoglobin • Membrane 
bioreactor 

 



<<
  /ASCII85EncodePages false
  /AllowTransparency false
  /AutoPositionEPSFiles true
  /AutoRotatePages /None
  /Binding /Left
  /CalGrayProfile (Dot Gain 20%)
  /CalRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CalCMYKProfile (U.S. Web Coated \050SWOP\051 v2)
  /sRGBProfile (sRGB IEC61966-2.1)
  /CannotEmbedFontPolicy /Error
  /CompatibilityLevel 1.4
  /CompressObjects /Tags
  /CompressPages true
  /ConvertImagesToIndexed true
  /PassThroughJPEGImages true
  /CreateJobTicket false
  /DefaultRenderingIntent /Default
  /DetectBlends true
  /DetectCurves 0.0000
  /ColorConversionStrategy /CMYK
  /DoThumbnails false
  /EmbedAllFonts true
  /EmbedOpenType false
  /ParseICCProfilesInComments true
  /EmbedJobOptions true
  /DSCReportingLevel 0
  /EmitDSCWarnings false
  /EndPage -1
  /ImageMemory 1048576
  /LockDistillerParams false
  /MaxSubsetPct 100
  /Optimize true
  /OPM 1
  /ParseDSCComments true
  /ParseDSCCommentsForDocInfo true
  /PreserveCopyPage true
  /PreserveDICMYKValues true
  /PreserveEPSInfo true
  /PreserveFlatness true
  /PreserveHalftoneInfo false
  /PreserveOPIComments true
  /PreserveOverprintSettings true
  /StartPage 1
  /SubsetFonts true
  /TransferFunctionInfo /Apply
  /UCRandBGInfo /Preserve
  /UsePrologue false
  /ColorSettingsFile ()
  /AlwaysEmbed [ true
  ]
  /NeverEmbed [ true
  ]
  /AntiAliasColorImages false
  /CropColorImages true
  /ColorImageMinResolution 300
  /ColorImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleColorImages true
  /ColorImageDownsampleType /Bicubic
  /ColorImageResolution 300
  /ColorImageDepth -1
  /ColorImageMinDownsampleDepth 1
  /ColorImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeColorImages true
  /ColorImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterColorImages true
  /ColorImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /ColorACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /ColorImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000ColorACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000ColorImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasGrayImages false
  /CropGrayImages true
  /GrayImageMinResolution 300
  /GrayImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleGrayImages true
  /GrayImageDownsampleType /Bicubic
  /GrayImageResolution 300
  /GrayImageDepth -1
  /GrayImageMinDownsampleDepth 2
  /GrayImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeGrayImages true
  /GrayImageFilter /DCTEncode
  /AutoFilterGrayImages true
  /GrayImageAutoFilterStrategy /JPEG
  /GrayACSImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /GrayImageDict <<
    /QFactor 0.15
    /HSamples [1 1 1 1] /VSamples [1 1 1 1]
  >>
  /JPEG2000GrayACSImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /JPEG2000GrayImageDict <<
    /TileWidth 256
    /TileHeight 256
    /Quality 30
  >>
  /AntiAliasMonoImages false
  /CropMonoImages true
  /MonoImageMinResolution 1200
  /MonoImageMinResolutionPolicy /OK
  /DownsampleMonoImages true
  /MonoImageDownsampleType /Bicubic
  /MonoImageResolution 1200
  /MonoImageDepth -1
  /MonoImageDownsampleThreshold 1.50000
  /EncodeMonoImages true
  /MonoImageFilter /CCITTFaxEncode
  /MonoImageDict <<
    /K -1
  >>
  /AllowPSXObjects false
  /CheckCompliance [
    /None
  ]
  /PDFX1aCheck false
  /PDFX3Check false
  /PDFXCompliantPDFOnly false
  /PDFXNoTrimBoxError true
  /PDFXTrimBoxToMediaBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXSetBleedBoxToMediaBox true
  /PDFXBleedBoxToTrimBoxOffset [
    0.00000
    0.00000
    0.00000
    0.00000
  ]
  /PDFXOutputIntentProfile ()
  /PDFXOutputConditionIdentifier ()
  /PDFXOutputCondition ()
  /PDFXRegistryName ()
  /PDFXTrapped /False

  /CreateJDFFile false
  /Description <<

    /BGR <>
    /CHS <FEFF4f7f75288fd94e9b8bbe5b9a521b5efa7684002000410064006f006200650020005000440046002065876863900275284e8e9ad88d2891cf76845370524d53705237300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c676562535f00521b5efa768400200050004400460020658768633002>
    /CHT <FEFF4f7f752890194e9b8a2d7f6e5efa7acb7684002000410064006f006200650020005000440046002065874ef69069752865bc9ad854c18cea76845370524d5370523786557406300260a853ef4ee54f7f75280020004100630072006f0062006100740020548c002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee553ca66f49ad87248672c4f86958b555f5df25efa7acb76840020005000440046002065874ef63002>
    /CZE <>
    /DAN <>
    /DEU <>
    /ESP <>
    /ETI <>
    /FRA <>
    /GRE <>

    /HRV (Za stvaranje Adobe PDF dokumenata najpogodnijih za visokokvalitetni ispis prije tiskanja koristite ove postavke.  Stvoreni PDF dokumenti mogu se otvoriti Acrobat i Adobe Reader 5.0 i kasnijim verzijama.)
    /HUN <>
    /ITA <>
    /JPN <FEFF9ad854c18cea306a30d730ea30d730ec30b951fa529b7528002000410064006f0062006500200050004400460020658766f8306e4f5c6210306b4f7f75283057307e305930023053306e8a2d5b9a30674f5c62103055308c305f0020005000440046002030d530a130a430eb306f3001004100630072006f0062006100740020304a30883073002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e003000204ee5964d3067958b304f30533068304c3067304d307e305930023053306e8a2d5b9a306b306f30d530a930f330c8306e57cb30818fbc307f304c5fc59808306730593002>
    /KOR <FEFFc7740020c124c815c7440020c0acc6a9d558c5ec0020ace0d488c9c80020c2dcd5d80020c778c1c4c5d00020ac00c7a50020c801d569d55c002000410064006f0062006500200050004400460020bb38c11cb97c0020c791c131d569b2c8b2e4002e0020c774b807ac8c0020c791c131b41c00200050004400460020bb38c11cb2940020004100630072006f0062006100740020bc0f002000410064006f00620065002000520065006100640065007200200035002e00300020c774c0c1c5d0c11c0020c5f40020c2180020c788c2b5b2c8b2e4002e>
    /LTH <>
    /LVI <>
    /NLD (Gebruik deze instellingen om Adobe PDF-documenten te maken die zijn geoptimaliseerd voor prepress-afdrukken van hoge kwaliteit. De gemaakte PDF-documenten kunnen worden geopend met Acrobat en Adobe Reader 5.0 en hoger.)
    /NOR <>
    /POL <>
    /PTB <>
    /RUM <>
    /RUS <>
    /SKY <>
    /SLV <>
    /SUO <>
    /SVE <>
    /TUR <>
    /UKR <>
    /ENU (Use these settings to create Adobe PDF documents best suited for high-quality prepress printing.  Created PDF documents can be opened with Acrobat and Adobe Reader 5.0 and later.)
  >>
  /Namespace [
    (Adobe)
    (Common)
    (1.0)
  ]
  /OtherNamespaces [
    <<
      /AsReaderSpreads false
      /CropImagesToFrames true
      /ErrorControl /WarnAndContinue
      /FlattenerIgnoreSpreadOverrides false
      /IncludeGuidesGrids false
      /IncludeNonPrinting false
      /IncludeSlug false
      /Namespace [
        (Adobe)
        (InDesign)
        (4.0)
      ]
      /OmitPlacedBitmaps false
      /OmitPlacedEPS false
      /OmitPlacedPDF false
      /SimulateOverprint /Legacy
    >>
    <<
      /AddBleedMarks false
      /AddColorBars false
      /AddCropMarks false
      /AddPageInfo false
      /AddRegMarks false
      /ConvertColors /ConvertToCMYK
      /DestinationProfileName ()
      /DestinationProfileSelector /DocumentCMYK
      /Downsample16BitImages true
      /FlattenerPreset <<
        /PresetSelector /MediumResolution
      >>
      /FormElements false
      /GenerateStructure false
      /IncludeBookmarks false
      /IncludeHyperlinks false
      /IncludeInteractive false
      /IncludeLayers false
      /IncludeProfiles false
      /MultimediaHandling /UseObjectSettings
      /Namespace [
        (Adobe)
        (CreativeSuite)
        (2.0)
      ]
      /PDFXOutputIntentProfileSelector /DocumentCMYK
      /PreserveEditing true
      /UntaggedCMYKHandling /LeaveUntagged
      /UntaggedRGBHandling /UseDocumentProfile
      /UseDocumentBleed false
    >>
  ]
>> setdistillerparams
<<
  /HWResolution [2400 2400]
  /PageSize [612.000 792.000]
>> setpagedevice


