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- RESUMO

0 presente trabalho tem como objetivo o estudo de'algumas das
propriedades fgncionais do plasma de frango, o valor biologico
de sua profeinﬁs e sua utilizacdo em-panificacgao.

Para este estudo foi utlllzado como antlcoagulante solugao de
. 01trato de soc1o, na concentragao final de 0,5%. 0 sangue, co-
1etado durante a sangria dos animais, f01*mzsturado com o anti
coagulante, ohtendo—se O sangue 11qu1do, (uve foi centrifugado,
separando-se d'massa celular do plasma. O Eplasma 1iquido sobre
nadante '‘que reoresenta cercag de 70% do sangue total, foi diali
zado e seco por liofilizagao. Utlllzou-se{alnda para compara -
gdo, outra amostra de plasma ndo dializad5.

Na anélise quimica encontrou-se uma maio:; concentragio de pro-
teina ‘e menor concentragao de cinzas no plasma dlallzado,quan-
do comparado com o plasma ndo dializado.

Foram estﬁdadgs as qaracteristicasﬁde solubilidade em meio
aquoso e em diferentes faixas de pH. Encontrou-se menbr solubi
lidade das proteinas do plasma ndo dializado no pH 4,5 com 53%
de N sollvel, enquanto que para o plasma dializado foi no pH 5,
com 21% de Nitrogenio soluvel. Um aumento da solubllldade das
_ protelnas no pH de minima solubllldade foi observado na presen
¢a de 0,1 ou 0,25 M de NaCl.

A determinagao de albuminas e globulinas nas proteinas do plas
ma mostra que 56% das proteinas estdo. constituidas por albumi

nas e 44% por globulinas.

- . . - . - - - - . - . -
A analise de aminoacidos mostra que o unico aminoacido limitan
. te das proteinas do plasma de frango, € a isoleucina,cujo con

viii
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teddo atinge 93% em relagao ao padrao.

Tambem foi estudada a dlgestlbllldade enzimitiéa; com pepsina e
pancreatina, encontrando-se 83% de dlgestlbllldade no plasma nao
“dializado e 92% no plasma dializado, o que representa sob este
'pqnto de vista um produto excelente para o consumo humano.

No isolamento das protelnas do plasma verificou~-se que a mais d
ta recuperagao das prote1nas(87%)e obtida’ quando o plasma e
_primelramente alcallnlzado a concentragao de 0,2 N de NaOH, e
depois precmpltadas as proteinas no pH de ninima solubilidade.A
analise de aminoacidos desta proteina isol{da mostra uma grande
deficiencia em%;istina. ' _ ;:
Por eletroforese em gel de pollacrllamlda ;01 possibel a separa
gao de 9 tipos dlferentes de protelna. A eletroforese em gel de
~~vaollacrllam1da.contendo ureia_, revelou que pelo menos 5 “nldafhww__
des estruturais constituem as protelnas. Iae eletroforese em gl o
de poliacrilamida contendo SDS (dvdecil: sx&fato -@de sodio), fo-

ram separadas g fragoes de protelnas, determinando-se 0s DesoS
moleculares des polipeptideos e encontrando—se um maximo de
115,000 e um mIinimo de 24,000. Por eletrofocallzagao em gel fo-

ram separadas 3 fragoes de protelnas com pontos 1soelefrlcos de

5,75 5,3 e 4,8.

A avaliacao nutricional dos plasmas mostram valores de PER(quo
ciente de eficiencia protéica) ligeiramente superiores ao da ca
”seina, e as curvas de crescimento dos ratos. alimentados com as
dietas dos plasmas foram semelhantes as da caseina, comprovan =«
do-se o alto valor biologico das protelnas do plasma de frango.

Foram feitos testes de panificagio adicionando plasma dializado
ou nao dializado em diferentes concentraqoes, observando—se um
aumento de volume do pao quanto maicr a concentragac de plasma
‘dializado, e uma diminuigao do volume quando se aumentou a con-

o« p g Sy




centragdo de plasma ndo. dializado,

Comparou-se os valores de PER obtidos com as dietas de pao co-
mum (controle) e com as dietas de pao elaborado com a adigao de
plasma dializado. Encontrou-se para o pao controle um PER de
0,87, que se elevou para 1,67 com a adigao de 2,5% de plasma, e
até 2,02, com a'adigdo de 5% de plasma em relagio i farinha. As
curvés de cr .scimento mostram uma grande diferenca entre os ra-
tos alimentados com as dietas de pao com farinha ndo fortifica-

da e aquelas em. que o plasma foi adicionade, levando a conclusd
) - ' . - . R
que  houve uma domplementagao dos aminoacidcs de ambas as protel

’ -

i

nas. ’ \ . |

- e



SUMMARY o =

- The objectives of the present work were to study some of

the functlonaJ properties .of chicken blood plasma, the
biological vaAue of its protelns and its utilization in
baking. ‘ ’

In this study a 0. 5% solution of sodlum citrate was used as
an antlcoagultnt The blood which was collected during the
bleeding of tHe animals, was mixed w1th tze anticoagulant,-

and the llqulg blood was centrlfuged to separate the cellular

portlon from “he plasma. The plasma, a supernatant fraction
which represernts about 70% of the total blood volume, was

dialyzed and freezedrled. Another sample,of plasma was left
undlalyzed for comparison.

Proximate analysis showed that*the d:aly ed plasma contained
a hlgher concentration of protein and a smaller concentration
of ash in comparlson to plasma which was not dialyzed.

The solublllty characteristics in aqueous medium werq studied
in different pH -ranges. It was found that the minimum protein
solubility of the non~dialyzed plasma occurred at PH 4,5 with
53% of the N being soluble. On the other hand for the dialyzed
plasma the lowest solubility occurred at PH 5.0 with 21% of
the N being soluble. An increase in solubility of the proteins
at the pH of minimum solubility was observed in the presence
of 1.0 or 0.25 N of NaCl. ' .
The albumins were found to make up 56% and the globullns 4y%
of the total proteins of the plasma.

Amino_ acid analysis showed ‘that the only limiting aminoacid of

¢
-
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the proteins of chicken blood plasma was ‘Isoleucine belng 93%
of the FAQO standard. :

Digestibility of the freeze-dried plasma was studied using
pepsin and pancreatine. The digestibility of the non-didlyzed
plasma was found to be 83% and for the dialyzed sample 92%.
This showed trat plasma was an excellent product for human

~ consumption.. |

(
i
!

Upon isolatina the prdteins of plasma ‘it ‘was shown that the
highest recov*ry of proteins (87%) was obtained when the plasma
was first alkili-treated with 0.2 N of Na)H. Subsequently the
proteins were~pre01p1tated with HC1 at th~ pH of minimum -
solubility. An;no acid analysis of thls proteln isolate showed

a great defic: ency in cystlne._ g,
. L.

-
4

Polyacrylamidéfgel electrophoresis gave a?battern with nine
different types. of proteins. Urea-gel ele¢ctrophoresis showed
five protein bands while SDS gel electro hore51s ( sodium
dodecyl sulfate ) gave rnine protein band» ‘with ‘a maximum
molecular weight of 115,000 and a minimum. of 24,000. With gel
electrofocusing 3 fractions with isoelectric points of 5.7,
5.3 and 4.8 were separated. ’

o |
Nutritional evaluation of plasma using the PER ( protein
| efficiency ratio ) method showed slighthy higher PER values
than casein. The growth curves of rats fed on plasma were
similar to those of casein-fed rats indicating the high
biological value of proteins froom chicken blood plasma.

Baking tests were conducted by introducing either the dialyzed
or the non-dialyzed plasma in the bread at three different
levels. Increase in loaf volume was observed with increasing
concentration of dialyzed plasma; while a decrease of loaf
volume was observed with increasing concentration of non-diazed

xii




plasma{

- The PER values obtained with the common bread (control bread)
‘and the bread in which plasma had been added were compared.
For the contrcl bread a PER of 0.87 was observed. This was
raised to 1.67 upon fortification with plasma at the 2.5%
level, and to'2.02 with fortification at the 5% level. The
growth cur eéishowed a great difference between rats fed a
diet consisting of bread not fortified and those fed a diet
consisting of‘plasma added to the bread. The amino acids of
both protein sources, that of the wheat flour and of the
blood plasma queared to complement one aqother.

!
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1. INTRODUCAO | R

0 sangue, um subproduto dos abatedouros se caracteriza por pos
suir proteinas de alto valor bioldgico e, quando disperdigado,

ocasiona s.rios problemas de poluigio.

Na atualidade, em que se discute muito a escassez de alimentos -
e principalméﬂte a de origem animal somos|1evados a pensar no

aproveitamenty dessa consideravel fonte (e proteina.

Nos ﬁltimos'l&‘anos, nos paises desenvolvidcs, diferentes au-
tores tem estidado as propriedades funcionaiS~e nutritivas do
plasma bovino: (31) (37) e porcino a2) (13), com a finalidade
de introduzi-lo na alimentagao humana, pelo fato de terem veri
ficado que as protelnas desses plasmas, ossuem um alto valor
utritivo. No entanto, na}llterarupa.connultada, nacional ou
estrangeira, nao foram encontrados estudos especificos para -o
aproveitamento do sangue de aves, como alimentg—gpmano.

Tendo em vistal o acelerado crescimento da avicultura e a insta
lacdao de novos abatedouros, providos dos mais modernos e higie
nicos equipamentos, especialmente no Brasil e no México  que
ocupam o 29 e 39 lugares em produgdo avicola na América, e ten
do em conta ainda, que cada frango fornece em media 55 ml de
sangue, € necessario considerar- este subproduto dos abatedounm‘
como uma fonte potenc1a1 de proteinas de alta qualidade, para
consumo humano. Em 1974, a producdo do Brasil foi de 259,5 mi-
lhoes de cabegas e a do México foi de 160 milhdes (6 ), cifras

que deverao aumentar consideravelmente nos proximos anos.

Em alguris abatedouros de aves, O sangue € processado na mesma
indﬁs;riag transformando~o.em farinha para o consumo animal ,



pratica que ja representa um certo grau de aproveitamento. To-
davia, esta utilizagao, mesmo parcial, nem sempre e praticada,
e nestes casos joga;se com as aguas residuais, constituifido-se
em fonte poluidora de graves consequencias.

0 presente trabalho tem como objetivo a recuperagdao e aprovei-
tamento do plasma de sangue de frango, estudando-se algumas de

. ! . . . - . -
suas propr edades funcionais, valor biologico de suas protelnas
e emprego do plasma seco em panificagdo, visando sua utiliza -
ga3o na alimentagdo humana. ‘ ‘

et L
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades sobre o sangue. .

0 sangue, na forma em que se apresenta no sistema vascu
lar consiste. de massa celular (er1troc1tos, leucoc1tos, Plaque
tas) e uma porgao 1iquida chamada plasma que contem um grande
numero. de substan01as organicas e inorgani.cas em solugado.

A fluidez que apresenta o sangue in vivo £0 poderé ser mantida

in vitro ev1tundo-se o fenomeno deé coagulagao, conslderado co

mo um mecanlsmﬂ protetor contra perdas anormals de sangue com

a ruptura de visos sanguineos. ‘ .

i !
! &
r

A coagulagao e essen01almente um fenomeno do plasma, na qual

part1c1pam entretanto, as plaquetas. A ma sa ‘celular & vretida
na rede do codgulo geAatLDOSO de lerln&, ‘que’ se contrai com o
repouso, expulsando um 1liquido d Cmanare]ada chamado soro. A di
ferenga entre o plasma e o soro reside na prese‘gg.de fibrino-
genio no plasma, © soro e desprovido dessa proteina, dev1do' a
formagdao de flbrlna»no processo de coagulagao. Os anti coagulag
tes mais usados (oxalatos, citratos) atuam eliminando |ions de
ca*t do Plasma, os quais sao indispensaveis na ativagao da pro
trombina, sendo este o primeiro estagio de coagulagao.

As importantes fungoes de transporte do sangue, sdo realizadas

peto plasma, exceto oxigenio que e transportado quase que .ex~
clusivamente pela Hemoglobina (eritrocitos) e o CO2 que - é

transportado pelo plasma e pelos eritrocitos.

A composigdo quimica do sangue & muito complexa e sofre varia-
¢oes com’a especie, idade, sexo, alimentacdao e outros fatores.
( g ) . . .
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As proteinas constituem as substincias especificas, caracteris
ticas do plasma. Pertencem a dois tlpOS principais: albumlnas-
e globulinas. Outras sub fracgoes tem sido encontradas pela pre
cipitagao fracionada e por eletroforese. (21 )

2.2. 0 sangue como alimento humano.
No presente,ex1ste um aumento na escassez mundial de pro

telna animal adequada para consumo humano. Entretanto, quanti-

dades consideridveis de’ sangue animal sao : disperdigadas anual-
mente devido ? indiferenga por parte da industria de alimentos. -

" Os -malores usos industriais de sangue an"mal, ate agora, sao

na manufatura de salsichas, hamburguer e varnes preparadas; ra
¢oes animais e como componente das formulagoes de fertilizan -
tes. Coqtudo, borque O sangue animal representa uma boa fonte-
de proteinas de alto valor blOlOglCO existe conslderavel inte-
resse no frac1onamento do sangue e no 1solamento e preparo de

concentrados protelcos para consumo human>. Em 1972 foi ini-

ciado um projeto pelo "Moorepark Researcl Centre" com o objetl
vo fundamental de introduzir na allmontagao humana produtos po
telcos a partir do sangue anlmal a3)

VECHLABSKI-e col. (33) em seus trabalhos sobre preservagao do
sangue estudou(a possibilidade do uso de uréia 1%, am?nla 0,5%
ou metabisulfito de sodio 1% como estabilizantes. Desses, O me
tabisulfito de sddio 1% foi o mais efetivo, dando estabiliza -
gao de 28 dias a 29C, 21 dias a 209C e 10 dias a 309C, sem que
ocorressem mudangas organolépticas ou microbioldgicas. Usando

- amonia ‘como preservativo e polifosfatos como anticoagulante en

cohtrou-se que o tempo de armazenagem maximo, sem refrigera -
géo, foi de 36 horas. 0 preservativo foi eliminado durante ° a
secagem do plasma ou da massa celular. A aplicacgao destes pre-
servatlvos foi estudada somente para o sangue que se destina a
allmentagao animal.

AKERS ('2) estudou metodos de recuperagao e manuseio do sangue

-
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animal e descreveu a utilizagao de uma faca oca para a san -
gria e coleta do sangue. A faca e introduzida no animal e sob
a agdo do vacuo o sangue flui rapidamente, misturando-seycom o
anticoagulante que vai incorpobando4se pela base da faca.

De acordo com o autor este procedimento € o mais higienico pa-
ra a obtengdao de sangue destinado "ao consumo humano, ja que

o contato do.sangue com a carcaga e eliminado.

DAVIS e col. (11) calcularam a recuperagao de subpfodutos de

aves com base em dados de 1955. De acdordo com os seus calculos,

- 90% das visceras, 75% das penas e 44% do sangue sao recuperadcs
por granjeirosL negociantes e outros. Elefindica que frente ao
aumento de prd?essamento de aves, a recuperagao e utilizagado ds
sub produtos d:vera aumentar. :

~
1

.
A

. ;" » ) ’:c -
DELANEY e col. (13) tem reportado sobre o'uso de ultrafiltragao

para a concentracdo e purificagdo.de plasma. porcino, e. transfor .

magao do plasma gondentrado em po por se{;dor tipo "spray".

TAYBOR e col. (31) concentraram por "spray drying" as fragoes-
correspondentes as proteinas do plasma e globina*fo sangue bo-
vino. Ambas as fragdes apresentaram Gtimas caracteristicas de
emulsificagao,!apresentando uma resposta linear com r@speito a
concentracdao de proteina presente no sistema. També&m observarem
que a capdcidade do plasma concentrado'para formar espuma e
equivalente a da albumina do ovo, em condigbes Stimas de con-
centracao de proteina e de pH.

SATERLEE e col. (28) mediram as propriedades emulsificantes de
diferentes proteinas em forma de po e obtiveram os mais altos
resultados para o sangue animal. Repcrtaram seus resultados em
mililitros de 8leo por 100 miligramas de proteina, sendo encon
trado para o sangue 43,823 leite desengbrdurado l2,0;mﬁsculo<h
vaca 23,5; e colageno hidrolizado 12,1. De acordo com BREYER e
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GOODWIN (8 ) essa grande capacidade emulsificante do sangue jus

tifica sua utilizagdo nas formulagdes de produtos alimenticios.
. _

L 4

"Segundo HUANG (23) o sangue de porco. cozido, bem como, o de fran

g0 e pato tem sido usado por longo tempo como alimento huma -
no. Huang estudou a suplementagdo de dietas de arroz ou trigo
com proteinas de plasma de porco e reportou um grande aumento ro
valor nutritivo das proteinas dos cereais como resultado dessa
suplementacgao.

DELANEX . (12) encontrou tambéem que as protelnas de Pplasma porci-
no preparadas por ultraflltragao e "spray drylng" possuen um
alto valor nutritivo. Obteve nos seus estudos biologicos um va-

- lor NPU de 65,8 para as proteinas do plasma e de 72,0 para a ca'

seina. A comparagao dos aminoacidos essenciais do plasma concen
trado com os de -ovo revelou a isoleucina como aminoacido 1limi -
tante. Os conteidos de aminodcidos sulfurados sao equivalentes-
aos encontrados na caseina, os quais s3o considerados nutricio~
nalmente adequados; foram encontrados conteiidos adequados ou em
excesso de treonina, leucina, tirosina e lisina. Destes resulta

dos pode-se concluir que as proteinas do Plasma porcino podem
complementar as proteinas de milho, soja e outras proteinas ve-:
getais na dieta.

YOUNG e col. (37) mostraram que o plasma bovino desalinizade e
seco apresentou um valor PER de 2,83, sendo 2,5 para caselna,na
mesma base, as proteinas da fragdao globina apresentaram um va-
lor PER de -1,05. A adlgao de 1,2% de DL-isoleucina a dieta cau
sou uma elevagao do PER para 2,88. 0 PER negativo para a globi-
na foi devido a grande deficiencia de isoleucina nessa fragao -
que possu1 apenas 0,34g/100 g de proteina. Entretanto, essa fra
gao e rica em histidina, que € um am1noac1do essencial para cri
angas.

Um método para fiagdo das proteinas de plasma bovino foi descri



to por YOUNG e LAWRIE (38). Eles verificaram que as proteinas
- do plasma, concentradas por liofilizagao parcial e desnaturads
com alcali exibem propriedades adequadas para fiagao. 8s fi-
bras, obtidas por precipitagad acida e/ou salina, segundo eles,
podem ser aceitas como um analogo da carne e apresentam um alto
valor nutritivo. |

KOBERT (25) em 1915, menciona a utilizagao do sangue animal em

pao, promovida pela escassez de alimentos durante a Primeira -
Guerra Mundial, nesse estudo-e recomendada a adigdo de 10% de

sangue animal em todas as refeigoes.

JACOB (24) em 1954, faz referencia a fortificagdo do pao com
sangue porcino durante a Idade Média,’especialmente no Norte &
Suecia.

BATES e MURPHY (5 ) estudaram o uso de sangue porcimo e soOro d
queijo em panificagdo. Nas formulagGes dos paes adicionaram so-
ro de queijo e/ou sangue, em substituicdo & agua. As proprieda-
des de panificagdo dessas misturas foram similares as do pao to
mado como controle, feito sem a adigdo de sangue ou soro. 0 vo-
‘lume especifico e a textura do miolo foram inféffgres_as do con
trole. Nos estudos bioldgicos obtiveram os seguintes valores de
PER, para as diferentes formulagdes de pao: pao controle,0,83 ;
soro 1:1, 1,82; sangue: soro 1:3, 1,38 e para a caseina 2,5.

Os autores compararam os valores de PER alcangados com sangue:
soro 1:1 e 3:1 com o pao fortificado com 12% de farinha de soja,
e gncoﬁtraram que os valores sao similares.

GORDON (19) propde a substituicao do gelo usado na fabricagao de
hamburgo, salsicha, chourico, etc., por plasma animal, em forma
de flocos de gelo, aumentando assim, o nivel de proteina e as
propriedades de adesividade do produto cozido. Propoe tambem, a
utilizagao da massa celular como pigmento adicional em carnes -
curadas. | | '



DILL (14 ) verificou que adicionando somente 1% de soro de san-
gue bovino,séco por atomizagdo, nas formulagoes de salsichas e
hamburgos, o efeito de adesividade dos produtos aumentava,e su
gere o estudo desse efeito com quantidades menores de soro ou
plasma.



%

3. MATERIAL E METODOS

- 3.1. Material.

}
v

3.1.1. Amos;rantilizéda. _
Sangue de frango, ra¢a Peterson, obtido no matadouro -
(Frango Soberlo, Louveira, Sao Paulo), durante a ' sangria dos

- animais, efetiada mediante um corte na veia jugular interna.

‘ .
3.1.2. Reagent:s.

Todos o reagentes utilizados forém de grau analitico

i~

das marcas: Re}gen, Carlo Erba, Merck, Bakér, Sigma.e Eastman.

" Centrifuga refrigerada "Sorvall Su)erspeed'Modél RCz=8B","
.Llofollyador "VlPtlS Model n? 10-146 MR-BA",
' Potencidmetro "Cornlng Dlgltal 110"

3.1.3. Equlpamentos.

Potencidmetro "H-5 Horiba'. :

Agitador rotativo "V-Gyrotory Shaker Mod"$-37295"

Agitador rotativo com temperatura controlada "Gyrotory
Shaker Mod. G-25. | ]

Espectrofotometro "U.V. Spectrophotometer Perkim Elmer
402", '

Analizador de aminodcidos "Beckman Model 120C".

Conjunto para eletroforese em gel.
Y Moinho de martelos tipo CV2.
Evaporador rotativo "Thermo-Lift".
Extrator Goldfish "Labeconco Corporation Mod. 35001".
Tunel de secagem (projeto e construgao na FEA).
Farinografo Resistografo "Brabender".
Extensografo "Brabender".
Equipamento para panificagao "Siam-Util".
' Gaiolas de tela e chapa galvanizadas para ratos.
e Kuipamento e material de vidro de uso comum no laboratrio.

9



3.1.4. Animais usados na avaliac3o nutricional.
Ratos brancos da raga "Wistar" com idade de 21- 25, dias,
machos e femeas, provenientes do Instituto Blologlco da Secre~
“tarla da Agricultura de Sao Paulo.

3.1.5. Ingredientes usados na dieta para determinagao de PER.
Foram utilizados produtos comerciais e farmaceuticos,ex
ceto os sais minerais que eram quimicamente puros, a saber: ca
seina comercial; amido de milho, grau alimenticio; Gleo de so
ja (Primor); sacarose (aglicar Unido); vitaminas, grau farmacéu
ticc;vééié minerais,de diversas procedencias. e :-.c ¢

3.1.6.‘fngredientes para a elaboragdao do pao.

Utilizaram-se produtos comerciais, a saber: farinha de
trigo nacional, 72% de extracao; gordura vegetal hidrogenada -
(Saude); sal iodado (Mot); fermento (Itaiquara); sacarose (agil
car Unido); acido ascdrbico.

3.2. Métodos
3.2.1. Preparagao da amostra. -
Imediatamente apos o corte da veia jugular dos animais,

o sangue foi colocado em re01p1entes de plastlco e misturado -
com uma solugao aquosa de citrato de sédio 5% (p/v)(100 ml / 1i
tro de sangue) a qual atuou- como anticoagulante, obtendo-se o
sangue llquldo. A solugido e adicionada a medida que © sangue e
colocado no recipiente.

. ¢.
Foram testadas solugoes de citrato de sodio em diferentes con-
centragoes (2, 5, 7, 8, 10%), sendo que com a solugdo a 5% nio
se eﬁcontrou hemolise e o efeito anticoagulante foi completo.

A mistura sangue-anticoagulante foi transportada ao laboratdrio
em recipientes de plastico de 15 litros, mantidos em gelo.

10



Imediatamente foi submetlda a centrlfugagao nas condlgoes se-
guintes:
Ltr‘h

Forga centrifuga: 4000 x g
Tempo: 15 minutos

Temperatura: 109C ‘

Nestas condigdes, o sangue foi fracionado em seus componentes
massa celular e plasma. A massa. celular, viscosa, de cor ver-
melha e o plasma, liquido sobrenadante, de cor ambar amarelo-
claro e translicido.

0 plasma foi dializado em sacos de celofane contra agua deio
nizada durante 48 horas i temperatura da geladeira (59C).0 ma
terial dializado foi séeco por liofilizagdo, obtendo-se um po
de cOr amarelo claro e brllhante, que foi chamado plasma dia-
llzado. '

Uma ocutra amostra de plasma nac foi dializada. Foi também s&-
ca por 1lof111zagao, obtendo-se um po semelhante ao de plasma
dializado. A amostra assim tratada foi chamada‘gigsma nao dia
lizado.

3.2.2. Analises quimicas.

Nos plasmas dializado e niao dlallzadc foram feitas ana
lises de umidade, proteina, nltrogenlo nao proteico (NNP) ,01e0
e cinzas.

Todas as analises foram feltas com quatro repetigoes, cujosxa
lores médios estdo apresentados nos resultados.

a) Umidade : Foi determinada segundd o metodo descrito no AOAC

(4). As amostras foram pesadas em capsulas de porcelana,le
vadas a estufa e mantidas a 1109C ate obtengao de peso constan
te. A porcentagem de umidade foi calculada por diferenca entre

11



o peso inicial e final.

~ - ° :'h -
b) Nitrogenio total: Determinado pelo metodo Kjeldahl déscri-

to no AOAC ( 4), cujo teor multiplicado pelo fator 6,25 re
presenta a porcentagem de proteina.bruta.

c) Nltrogenlo ndo proteico: Determinado pelo metodo de Moog's

(y) segundo o qual as protelnas do plasma sao precipita -
das com acido tricloracetico na concentragao final de 10%, e
o nitrogénio;em seguida e determinado no' sobrenadante.

d) Gleo Determinou-se segundo o metodo “escrlto no AOAC (%)
utlllzando o aparelho de extragao contlnua de Goldfish. A
extragao foi Eelta com éter de petroleo sob refluxo continuo

[N

atraves da amystra, durante 6 horas.

e) Clnzas. A determlnagao f01 felta segumdo o metodo descrito

em AOAC ( u). Apos pesagem, as amdétris foram carbonizadas
en capsulas de porcelana e levadas a mufla a temperatura de
5509C durante 6 horas. As capsulas com © materlal incinerado-
foram pesadas e por diferenga com o peso 1n1c%‘;¢calculou— se
a porcentagem,de cinzas.

i
3.2.3. Estudo da solubilidade das proteinas do plasmé liofili-
zado.

3.2.3.1. Efeito do pH: O solvente utilizado foi agua destila-

da e a relagao plasma: solvente de 1:40 (p:v). O pH
foi ajustado a 23 3; 4; 4,55 55 63 75 83 9; 10 e 11 pela adi-
gao de NaOH 1N ou HCl1l 1N. As suspensoes foram agitadas duran
te 2 horas a temperatura ambiente, reajustando-se O pH dep01s
de uma hora de agitagao lenta. Em seguida centrifugou-se a
16.000 x g durante 15 minutos, eliminando-se todo material reo
solivel por filtracdo do sobrenadante atraves de la de vidro.
0 Nitrogenio foi determinado no sobrenadante, e o calculo do
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nitrogenio soluvel foi feito .com base no nitrogenio total da
amostra.
&
3.2.3.2. Efeito de diferentes concentragoes de cloreto e sO
dio: A amostra foi sﬁspensa em solugoes de cloreto-

‘de sodio em concentragdes de 0,1; 0,25; 0,5; 0,75:e 1,0 M, e
a relagdao solido-solvente foi de 1:40 (p:v). O pH foi ajus-l
tado a 5 (minima solubilidade em agua) para o plasma dializa
dose a 4,5 (minima solubilidade em Agua) para o plasma nao
dializado. As demais operacdes foram idénticas as descritas-
papahagéstudo do efeito do pH. e i
3.2.4. Conteludo de proteinas tipo albuminas e glbbulihas no

‘plasma. | ‘ -

A amostra fol suspensa em uma solugao de cloreto de
sodio 2% em relagdo 1:20 (p:v). Agitou-se durante 1 hora a
temperatura ambiente e em seguida centrifugou~se a 16,000 xg
durante 15 minutos. O conteudo de proteina no 1iquido sobre-
nadante foi determinado pelo metodo de Biureto. Outra parte
do liquido sobrenadante foi dializada em sacos de celofane -
durante 24 horas contra égua deionizada a temperatura da ge-
ladeira (59C). O material dializado foi centrifﬁéado a 16.000
X g durante’ 15 minutos. O conteudo de albuminas foi determi-
nadd no sobrenadante e por diferenca obteve-se o conteudo de
globulinas. '

3.2.5. Detefminagao de aminoacidos.

_Na determinagdo do conteudo de aminoacidos usou-se o
m§todo deghidrolise acida das proteinas descrito no  Manual
Beckman ( 6 ) e a andlise dos .aminoacidos foi feita pelo méto
do de colunas de troca ionica de Spackman e col. @9 )com o
analizador Beckman Modelo 120 C.

A hidrolise foi feita em uma ampola especial de vidro, na

qual foi pesada a amostra contendo 25mg de proteina adicio -
nando-se a seguir 15 ml de HC1l 6 N. A ampola foi fechada com
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chama sob vacuo e em seguida colocada em estufa a 1109C duran
te 22 horas. Ao fim deste tempo quebrou-se o topb da ampola e
o hidrolizado foi filtrado atraves de filtro de placa pg}osa.
0 volume foi completado a 50 ml com dgua deionizada e uma ali
quota de 20 ml foi utilizada para a completa eliminagao do
HCl através da evaporagdo completa da solugdo dcida e mais
duas evaporagoes sucessivas apos redissolugao do residuo em -
agua deionizada. 0 residuo final foi redissolvido em 10ml. de
tampao citrato de sddio pH 2,2. Usou-se 0,4 ml desta solugdo-
para se colocar nas colunas do analizador.

0 triptofinio, que & destruido pela hidrdlise acida, foi de-
terminado pelo método colorimétrico descrito por Spies (30).

3.2.6. Determinagac da digestibilidade "in vitro".
Usou-se o metodo descritp por Akeson e Stahamann ( 3 )
e modificado por Villegas et al. (32).

Pesou-se a amostra em uma quantidade equivalente a 500mg de
proteina, a qual se adicionou pepsina em HCl 0,1N, em uma re-
lagao enzima: substrato 1:20. Ajustou-se o pq”ggl,s com HCl
0,1N e incubou-se com agitagio continua durante 4 horas a 379C,
depois, o pH da suspensao foi elevado a 8 com NaOH 0,5 N adi
cionando-se em seguida pancreatina em tampao fosfato pH 8 em
uma relacao enzima substrato 1:125. Adicioﬂou—se ainda 0,1 ml
de solugao alcoolica de mertiolate'lzlooo,:paravevitar a con-

taminagao com microrganismos.

As suspensdo foi incubada a 379C com agitagdo constante duran-
te 22 horas. A enzima foi inativada por aquecimento em Banho-
maria a 1009C durante 2 minutos. As proteinas ndo digeridas -
foram precipitadas com TCA ‘na concentracao final de 12%. A
mistura foi centrifugada por 30 minutos a 1500 x g. No sobre-
nadante determinou-se o conteiido de nitrogenio, e a porcenta-
gem de digestibilidade foi calculada pela formula seguinte:
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% N digerido
% de digestibilidade = x 180

&

% N na amostra

3.2.7. Isolamento das proteinas do plasma.

Utilizou-se o plasma liquido, obtido depois da separa-
cao da massa celular. Em duas amostras, adicionou-se NaOH em
cristais, atée obter em uma delas uma concentragao de . 0,2 N
(pH 13) e na outra pH 9. Agitou-se durante 2 horas a tempera-
tura dmbiente, em seguida centrlfugou-se durante 30 minutos a
16. 000 xg. 0 residuo foi descartado e o sobrenadante ajus -
tado = ao pH de minima solubilidade (pH 4,5) com HC1l 2 N, pre
,c1p1tando-se as protelnas e deixando-se em repouso durante U4
horas. A proteina pre01pltada foi separada por centrifugagao-
durante 30 minutos a 10.000 x g. A proteina isolada foi conge
lada e liofilizada.

Ainda, outra amostra do plasma foi ajustada diretamente no
pH de minima solubilidade (pH 4,5) com HCl 2 N, prec1p1tankﬁ£

as protelnas e deixando-se 4 horas em repouso. A proteina pre:-

A
cipitada foi separada por centrifugacao duranféyzo minutos .a ’
10.000 x g e seca por liofilizagao.

Utilizou-se em cada experimento 1 litro dc plasma e calculdrse
o rendimento obtido em proteina isolada para cada um dos méto
dos descritos. '

3,2.8. Eletroforese das proteinas em gel de poliacrilamida.

0 plasma dializado foi dissolvido em tampao Tris-glici
na pH 8,2 - 8,4, para uma concentragao de 2,5 mg de proteihal
ml. .Colocou-se 0,2 ml desta solugéo em cada tubo de gel de po
liacrilamida . Para a eletroforese e a preparagao dos geis
foi utilizado o procedlmento descrlto em ‘Annals of the New
York Academy of Science’ ( 1) para "disk electroforesis'em gel
de poliacrilamida 8%.

15
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3.2.9. Eletroforeée em gel de poliacrilaﬁina contendo uréia.

Seguiu-se o metodo recomendado por Wray e Stubblefleld
(35). 0 procedimento € similar ao da eletroforese em geI sim-
Ples, exceto com relagao as solugdes usadas que sao diferen-
tes.

3.2.10. Eletroforeée em gel de poliacrilamida contendo dodecil

su.’iato de sodio (SDS).
Seguiu-se o método de Weber e Osborn (34) de determinagao de
pesos molecusares das subunidades da proteina.

Para a estlmagao do peso molecular foi c»lculada a mobilidade

pela segulnte formula:
" !

Tt

migragéo da banda conmprimento do gel
MR = apos descoloracao X ___antes da coloracao
mlgragao do coran comprlmento do gel

~te apos corrida . apos__a descoloragao _ _
Foi feita uma curva padrio, onde foram é?aficadas«em'escala -
seml-logarltmlca, as mobilidades contra os pesos moleculares
conhecidos das proteinas padroes. Com as mobilidédes das amos
tras calcularam—se 0s pesos moleculares na curva padrao feita
nas mesmas condlgoes que as- amostras. g
3.2.11. Eletrofocalizagcdao em gel.

Utilizou-se o metodo descrito por Wrigley (36) para
"isoelectric focusing" em gradientes de pH, para a separagao
das proteinas de acordo com seu “ponto 1soeletr1co. A eletrofo-
calizagao foi conduzida na faixa de pH 3-10.

3.2.12. Avaliagao nutricional de plasma dializado e ndo dialir
, zado. '
0 valor bioldgico das proteinas foi determinado pelo método d

PER (quociente de eficiencia proteica), utilizando-se testes.

de crescimento com ratos. A caseina foi usada como padrao em

e
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todos os, casos. Durante os experlmentos os animais foram man-

~ tidos em galolas individuais com agua e ragao "ad libitum".
X

-

Para os testes foram usados grupos de cinco ratos do sexo fe-
minino, tipo "Wistar" com idade de 21 a 25 dias.

As primeiras h8 horas foram consideradas como um periodo de
adaptagao ragao Apos este perlodo foram iniciadas as pesa-

. 8ens dos ratos e das dietas consumidas, em periodos regulares
durante 28 d as. Calculou-se no final do: experimento o valor -
de PER que é o quociente de ganho de peso (g) pela proteina
consumida (g)h Os valores encontrados fo“am corrlgldos para a

seina igual a 2,5. - :
I i

-

3.2.13. Prepar, das dietas. ' éh
A comp031gao das dietas utlllzadas para a determinagao
dos valores de PBR esta especlflcada no Quadro 1 .

—_— —— St e e L esme s e e g
Wb
e H

QUADRO 1. Comp051gao das dletas utilizadas para a
o determinagao do PER.

| ;
Componentes . Porcentagem
- Proteina (proveniente da - -amostra) 10
. Carbohidratos:
Amido de milho 50

. Sacarose " : 25
Oleo de soja comercial ‘
Mistura salina (Ver Quadro 2 )
Mistura vitaminica (Ver Quadro 3 )

17



'QUADRO 2 . Composigdo da mistura salina usada nas,,dietas.

Componentes Porcentagem

Molibdato de Amonio. U4 H,0 0,003
Carbonato de Calcio 29,290
‘Fosfato de Clcio. 2 H,0 ; 0,430
Sulfato Ciprico | o 0,156
Citrato Ferrico. 6 H,0 0,623
Sulfatp de Magnésio. 7 H,0 ‘ 9,980
Sulfato de Manganés. H,0 | : 0,121
Iodeto de Potassio 0,0005
Fosfato de Pot&séio 34,310
Cloreto de S6dio , - : 25,060
Selenito de Sodio. 5 H,0 : 0,002
Cloreto de Ziﬁco 0,020

+ A composig3o da mistura salina usada foi a de Rogers e
Harper (2g).
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QUADRO 3 . Composic3o da mistura vitaminica.

Compdnentes g para 1000g da mistura

Vitamina E

Vitamina K

. Witamina B

Vitamina B12

Vitamina A (500.OODVUI/g)
Vitamina D (R0.0GO Ul/g)
Inositol

Niacina

Riboflavina

Tiamina HC1

Biotina

‘Acido FSlico

Pantotenato de Calcio
Acido p-amonobenzdico

- Cloreto de Colina

Acido Ascdrbico
Etoxi;uim

Aciicar trifefinado e farinha de

mandioca em partes iguais para -
completar 1000 g da mistura

5,0
1,5
Qsb v
0,00166
1,8
0,25
2,0
2,0

75,0
45,0
20,0
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3.2.14. Efeito de diferentes concentragdes do plasma dializado
e ndo dializado na elaboragdo de pao.

Foi elaborado pao de forma adicionando plasma dializadoy: ou
nao dializado em diferentes concentracdes. Para o teste de
panificagao foi utilizado o método desenvolvido por El Dash =
(15) no Laboratorio de Panificagao da UNICAMP. Usou-se o fari
négrafo Brabender como misturador dos ingredientes, a camara-
a 309C do extensografo Brabender como camara de fermentacao e
o forno de cozinha para assar a massa.

No Quadro 4 esta apresentada a formulagao utilizada para a
elaboragao do pao.

-~

QUADRO 4 . TFormulagdo da massa para panificac3o.

Componentes : % A g
Farinha de trigo 100 : 300 ( em base
: 14% umi
_ » dade)
Fermento = 3 g
I
Agucar 5 . 15
Gordura : 3 v 9
* Sal iodado 2 ] 8
Acido ascdrbico 0,008 0,027

O plasma dializado ou ndo,foi adicionado na formulagdao em con

20



-

centragoes de 2,5; 5,0 e 7,5% em relacdo' a farinha. O padrao-
foi o pad de trigo elaborado sem adigio de plasma.

3.2.14.1. Teste de panificacgao. ,
Coloczou-se a mistura de farinha e plasma no farinégra
fo, adicionou-se misturando continuamente os outros ingredien-
tes em solugas, na seguinte ordem: fermento, sal e aglicar, vita
mina C e finalmente a gordura. Agregou-se mais agua ate comple
tar o volumel predetermlnado para se obter 500 U.F. A massa -
foi mlsturade até que a consisténcia aprosentasse uma redugao
de 10 U.F. ca linha original de 500 U.F. Este ponto foi cons&'
derado como d‘tempo otimo de mistura.
A massa foi cbrtada em duas porgoes de 1§ Og cada uma e arre -
dondou-se no joleador do extensografo, colocando-se em seguida
em formas espec1als com as seguintes medjdas: inferior 13x5,5
cm; base superior lux7 cm; altura 4cm, e levando-se & camara -
do extensografo por-2 horas a 309C.com-utidade. --- - S e e
ApSs a fermentagdo tirou-se da camara e levou-se ao forno a
2109C por 20 minutos. Apos esfriamento (2 horas) os paes fo -
ram pesados e medido os seus volumes. |

3.2.14.2. Avali'agao da qualidade do pio. f

Os testes da avaliagao da qualidade dos paes elabora-
dos com as diferentes concentrag6es de plasma dializado e nao-
dializado foram efetuados pelo Laboratorio de Panificagao da
Faculdade de Engenharia de Allmentos.

3.2.15. Avaliagao nutricional do pao elaborado com diferentes
concentragoes de plasma. ‘ ‘ .

Seguiu-se o mesmo método descrito em 3.2.12. utilizando-se 3

ratos do sexo feminino e 3 ratos do sexo masculino em cada gru

po.
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3.2.16. Preparacdio. do pao. para lncorporagao as. dletas.

Foi feito pao adicionando plasma dializado em concentra
goes de 085 2,5 e 5% enm relacao a farinha, os outros 1ngred1en-‘
tes foram adicionados na mesma proporgao 1nd1cada no Quadro -
Para a mistura dos 1ngred1entes utilizou-se o metodo Chorleyviood
usando-se o equipamento para panificacao Siam-Util.

O pao foi séco em tinel de secagem a 399C e moido em moinho de
martelos, obtendo-se o pao em po. ’

3.2.17. Preparo das dietas de pao para os ensaios bioldgicos.

A composigdo das dietas foi a mesma especificada no Qua-
dro 1 . As quantidades de carboidratos e gordura foram adiciona
das sO para completar as ja contidas no mesmo pao. '
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Obtengao da amostra.

Na literatura consultada sdo mencionados diversos compos
tos que atuam como aﬁticoagulantes, sendo mais frequentemente-
utilizados pelos autores (13) (20), o oxalato e citrato de sd-
dio, na concentrag¢do final de 1%, para saﬁgue porcino e bovi-
no.,Utlllzando esta mesma concentragao no sangue de ,frango;pro
du21u-se uma hemolise excessiva tornando-se o plasma vermelho.
Em v1rtude disto, foram realizadas exper1enc1as preliminares -
.para a “determinagéo da concentracgao mais adequada.

Estes ensaios mostraram que oxalato'- e citrato de sddio, em
cristais ou em solugoes, nas concentracgoes finais de 0,8 e 0,7%
no sangue, também produzem hemGlise, em concentragoes finais d
0,3 e 0,4% o efeito anticoagulante nio foi efetivo, tendo 1lu-

gar a formagao de codgulos. Com oxalato de sédio na concentra

gao final de 0,5% n3o houve formagdo de coagulos, no entanto -

produziu alguma hemSlise; utilizando cristais de citrato de’
s6dio na mesma concentragido obteve-se o mesmo resultado, po-

rém, com este sal em solugao aquosa nao se verificou hemdlise-

e tao pouco coagulagdao. Em todos os casos a hemolise foi maior

na presenga do anticoagulante em forma de cristais. Obviamen~-

te, o anticoagulante selecionado foi citrato de sodio em solu-

géo aquosa, na concentragao final de 0,5% no sangue, utilizan

dq-se a relacao de 100 ml de uma solugado de citrato de sodiq

a 5% para um litro de sangue.-

A hemdlise produzida pelo emprego de cristais pode ser explica

da pelo fato de que a mistura sangue-anticoagulante precisa

de uma agitagao constante para a dissolugao completa dos sais,
produzindo-se uma fricgdo dos eritrdcitos com as paredes  dos
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recipientes e com os mesmos cristais, ocorrendo desta forma a

ruptura da membrana dos eritrocitos.

As concentragoes de anticoagulante utilizadas pelos autores pa
ra sangur bovino e porcino diferem da encontrada adequada para
© sangue de frango, devido provavelmente a que a concentragido-
de iones Ca+f€no plasma, & diferente,

Depois da centrifuga@&o‘do Sangue, nas condigdes especificadas
em 3.2.1., obeve-se um rendimento de 70% de plasma, em relac®
ao sangue totel.

!

“.2. Analises Juimicas. :
! ~ z - .

No Quadrc'5 est3o apresentados os valores médios correspon

dentes a composigdo quimica 'dos Plasmas dializado e ‘nio diali-

. [ .
zado, liofollzados, efetuados segundo os metodos descritos em

QUADRO 5 Composicao qufmica do plasma liofilizado
- Porcentagem
i" . _
Amostras Umidade Proteina  NNP 0leo fCinzas
' (N x 6,25) v .
Plasma ndo
dializado 4
Base uUmida 5,5 56,.1 1,10 . 0,27 19,0
Base seca - 59,4 1,16 ‘ 0,29 20,1 .
Plasma dia-
lizado A ’ . ‘
Base Umida - 6,7 74,3 0,70 0,19 4,3

Rase seca - 79,6 0,78 0,20 4,6

‘Observa-se no Quadro que no plasma dializado o conteldo de
| < - . . - -~ - -~ -
e proteina € malior, e os conteddos de nitrogenio nao proteico,
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oleo e cinzas sao menores comparados com os valores de plasma
nao dializado. '

Esta variagdo’ é devida ao fato de que na dialise, grande parte
dos sais e compostos nitrogenados, niao proteicos de baixo peso
molecular, sao eliminados, obtendo-se por isto um aumento  na
cqpcentragéo de proteina na amostra.

4.3. Estudo da solubilidade das proteinas do plasra liofilizado.

4.3.1. Efeito do pH.

Ao estudar a solubilidade das proteinas do plasma diali-
zado e nao dializado, em solucdo aquosa a diferentes pH's,obti-
veram-se as curvas indicadas nas Figuras 1 € 2 ; encontrou-se -
que o ponto de minima solubilidade para o plasma nao dializado-
esta no pH 4,5, e para o plasma dializado no pH 5.Também encon-
trou-se que a solubilidade das proteinas de ambos os plasmas, -
eleva-se ao se aumentar a acidez ou a alcalinidade. O miximo va
lor de solubilidade (100%) observado no plasma nao dializado, -
ocorre no pH2, sendo que para o plasma dializado este ponto -
(100% N sollvel) ocorre nos pH's 10 e 11. Portanto,deste ponto
de vista, as proteinas do plasma, tanto dializado como nio dia
- lizado exibem solubilidades entré'QO e 100%,n0s pH's 2, 3, 8,9 10elL

4.3.2. Efeito de diferentes concentragaes de cloreto de sodio.

Observa-se na Figura 3 que a solubilidade das proteinas
do plasma_n&o dializado no pH 4,5, & de apenas 53%, e quando-
' extraidas em 0,1 M de NaCl, a solubilidade eleva-se para 87%.
A solubilidade das proteinas do plasma dializado no pHS5, aumen
tam de 21% em agua para 92%, quando extraidas em 0,25M de NaCl.
Portanto, o NaCl nas concentragoes empregadas, aumenta- conside
ravelmente o grau de extragdo das proteinas, no pH de minima -
solubilidade em égua,,encontrando-se maxima solubilidade entre
0,1 e 0,25 M de NaCl. A sofubilidade decresce a medida que se
aumenta a concentraééo de sal, sendo este efeito mais notado ro
plasma ndaoc dializado. '
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Figura 3 . Solubilidade das Proteinas do Plasma.
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4.4, Conteldo de proteinas tipo albuminas e globulinas na pro-
teina do plasma.

Os resultados obtidos sobre os conteldos de albuminas e globu-

linas na proteina do plasma, pela dissolugao em solugao salina,

seguida de dialise em dgua destilada, indicam que aproximada -

mente 54% das proteinas pertencem is albuminas e 46% &s globu-

linas. '

Cabe notar que a classificacao das‘prote{nas pela sua solubili
dade, em albuminas e globulinas, & relativa, pois existe uma -
supepPOSlgao importante de propriedades entre ambos Os grupos,
portanto, esta determinagao por outros métodos | (eletroforese .
precipitagao fracionada, etc.) (9 ) poderd mostrar resultados~
diferentes dos obtidos aqui '

4.5. Determinagdo de aminoacidos no ‘plasma.

‘Para-a determinagd3o da composigdo em aminodcidos do plas-
ma, utilizou-se o plasma dializado, seguindo-se o método des -
crito em 3.2.5. A composigao encontrada esta representada no
Quadro 6 . Os valores foram expressos em gramas de aminoacidos
por 16 gramas de Nitrogénio.

Inclue-se no mesmo Quadro, para fins de comparacao, a composi-

¢d8o em aminodcidos da referencia tedrica para as exigencias hu
manas, segundo o comite da F.A.0. (7).
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QUADRO- ¢ .-ComeSiggo em Aminoééidos das'Proteinas
' ' ~contidas no Plasma.

( g de aminodcido / 16 g de Nitro-

genio).

Anostra - Plasma Dializado Padrdo da F.A.O.
Lisina ' 8,2 4,2
Histidina : 2,4 N

Amonia ' 2,1

Arginina ’ " 6,0

Acido Aspartico 14,7

Treonina 7,3 2,8
Serina ' 9,7

Acido Glutanico 25,6

Prolina 6,3

Glicina 5,0

Alanina 6,8

1/2 Cistina 3,9 2,0
Valina 7,8 4,2
" Metionina 2,3 2,2
Isoleucina 3,9 : 4,2
Leucina 11,3 4,8
Tirosina _ ’u,e 2,8
Fenilalanina ) 5,4 2,8
~Triptofano 1,6 1,4
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A andlise da composigdo em aminodcidos (Quadro 6 ) pelo Indi-
ce proteico (Protein Score), tomando como referencia o padrao
da F.A.0., mostra que a isoleucina & © unico aminoécido limi~
tante, no entahto, nao se encontra em situacdo critica, ja que
representa 93% da exigencia da F.A.Q. para isoleucina.

Para os demais aminoacidos obtiveram-se valores elevados, nota
damente acima dos valores tomados como referencia. A lisina, um
aminodcido muito importante para o crescimento, encontra-se em
€Xcesso, atingindo o valor de 195% em relagao. ao padrao.

31

e




4.6. Digestibilidade enzimatica "in vitfo".

Os resultados da digestibilidade das proteinas do plasma
estdao expressas no Quadro 7como - a quantidade'dé Nitrogenio -
solivel em solucdo 12% de acido Tricloralético (TCA) em rela -

¢ao ao Nitrogenio total, presente na amostra original.

QUADRO 7 Digestibilidade da Proteina do Plasma

% Digestibilidade

Amostra
( N soluvel” N 100)
N total
Caseina _ 96
Plasma dializado | 92
Plasma nao dializado ' 83

Observa-se no Quadro 7 que o plasma nao dializado apresenta
o menor valor de digestibilidade protéica. Esse efeito pode ser
atribuido ao fato de que essa amostra contem alta porcentagem

de sais, o qual pode influir na suSceptibilidade do ataque en-
zimatico. A digestibilidade da proteina, no plasma dializado -
foi de 92% valor que & comparavel com a digestibilidade da ca
sgina; obtido nas mesmas condigdes que as amostras. Uma alta
digestibilidade das proteinas, significa que seu aproveitamen-
to pelo‘organismo—seré maior, considerando-se em geral, que um
proteina com digestibilidade acima de 90% sera facilmente absor
vida pelo organismo. '

4.7. Isolamento das proteinas do plasma.

0 plasma, obtido depois da separagao da massa celular,cqg'
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tem em solugdo aproximadamente 3% de proteina bruta. Com a fi
nalidade de isolar a proteina do plasma, obtendo alto rendimen
to, foram conduzidos diferentes testes, como indicado em 3.2.7.
Para estes testes foi tomado como pH de minima solubilidade -
‘aquele que corresponde ao valor encontrado nos estudos de solu
bilidade do plasma ndao dializado, liofilizado, sendo este va-
lor o pH 4,5. Na Figura 4 esta apresentada a sequencia de ope
racdes seguida no isolamento da proteina.
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FIGURA 4 . Diagrama de Fluxo das Operagoes Emprega-
das no Isolamento das Proteinas do Plas

ma.

[Centrifugacaoj——> Massa celular

HCl—>lAcidificacao| [Alcalinizacao| €—NaOH
' 0,2 N ou
: v pH 9
| Proteina Precipitadal )

Sobrena- é—Centrifugagao iCentrifugacaojpResiduo
dante < l

Proteina Isolada | Acidificacio] ¢€—HC1
H,0 Secagen] ~ [Proteina Precipitada

2 ' !
‘ - [Centrifugacao|—y Sobre-
l nadante

[Proteina .Isoladal

[Secagen}— H,o

Notou~se que ao se acidificar o plasma, fortemente alcalino -
(2N NaOH) ocorre um desprendimento de st, detectavel pelo seu
cheiro caracteristico, este fato pode explicar a alta recupera '
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¢ao no isplamento da proteina, indicando que as proteinas so-
freram alguma modificagdoc no meio fortemente alcalino, facili-
tando sua precipitagao no pH de minima solubilidade, ou seja -
pH- u 5.

No Quadro 8 estao apresentadas as porcentagens de recuperagao~
obtidas em cada caso, reportadas como porcentagem de proteina-
recuperadas em relagdo a proteina bruta presente no plasma.

QUADRO Bx. Porcentagem de Recuperagao no Isolamento da
t o _
4 Proteina. !

‘\, \‘\.
% de proteina \10 plasma 1iquido: 2,94%
Volume empregaio em cada teste: 1000 ml .do plasma.

y

f e
H

Amostra Alcalini- Prot. no plasma 'Proteina % Recupe-
zante (N X 6,25) recuperada  ragao

TR (g) e TEE . 40 .

Plasma 1I- NaOH - 29,37 25,6 87,2

quido o 0,2N _ ‘ ~

Plasma 1i-  NaoOH 29,37 . 5,8 19,6

quido : pﬁ 9 ,

Plasma 1i-

quido - 29,37 5,1 17,4

Estes resultados permitem concluir que o melhor rendimento foi
‘conseguido com a alcalinizagdo do plasma a concentragao de
0,§ N NaQOH, precipitando-se posteriormente as proteinas no pH
de minima solubilidade. , . .

Este metodo proporciona uma outra opgac na obtengao das pro-
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teinas do pPlasma, sendo um processo simples e com alto rendi-
mento da proteina isolada, no entanto, os efeitos nutricionais
das proteinas assim obtidas deverdo ser estudados. Nestes tes
tes foram estudadas somente a recuperagao obtida em cada ca-
so, e o contetdo de aminodcidos na proteina para a qual obti-
vemos maior pocentagem de recuperagio.

4.8. Contelido de aminodcidos na proteina isolada.

Na proteina isolada que apresentou a maior porcentagem de
recuperagao, foi determinada a composicio de aminodcidos, uti
lizando-se o mesmo método descrito em 3.2.5.

No Quadro 9 - encontra-se a composigdo em aminodacidos da pro -
teina isolada. Incluiu-se no mesmo quadro para fins de compa-
ragao, a composigdo em aminodcidos do plasma nio dializado,lio
filizado e tambem, a referencia tedrica da F.A.O.
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QUADRO 8 . Composigao em Aminoacidos da Proteina Isolada,
do PLasma Dializado e da referencia da FAO).

( g de aminoacidos / 16 de Nitrogenio )

Aminodcido  "Prot.isolada ‘Plasma F.A.O.
. NaOH 0,2 N dial. liof.

Lisina ! 8,u4 18,2 4,2

Histidina 2,2 2,4

Amdnia ; 1,8 S.2,1

Arginina . 5,6 , . 8,0

Acido Aspartico . 13,1 5'14,6

Treonina " 6,0 . 7,2 - 2,8

Serina | ' 8,0 C9,7

Acido Glutamico 24,9 . N 25,6

Prolina 5,6 . 6,3

Glicina | 4,2 5,0

Alanina 5,8 A 6,8 ‘

1/2 Cistina 0,9 3,9 2,0

Valina 6,1 7,8 ! s

Metionina 2,3 2,3 2,2

Isoleucina 3,9 3,9 4,2

Léucina 9,8 11,3 4,8

Tirosina 4,3 - 4,8 2,8

Fenilalanina 4,8 5,4 2,8
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Analizando-se o Quadro 9 verifica-se que existem algumas dife
rengas entre a composigdo da proteina isolada e a do plasma-
dializado liofilizado.

;Nofa—se;que na proteina~isolada se produz uma grave destrui -
gdo da cistina, isto pode ser atribuido ao fato de ter-se -
‘submetido o plasma a alta alcalinidade, sofrendo as proteinas
‘alguma modificagao. .
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h.10. Eletroforese em gel contendo uréia:

. eletroforese em gel contendo ureia o empregada para a

]

. " . . < «
das unidades estruturais da protelna, as quais po
ser obtidas por dissociacdo da estrutura quaternaria

- -
pele agao da ureia.

Na Fotc n® 2 se apresenta o eletrofonetograma do plasma, obti-

do na eletoforese em gel de poliacrilamida contendo 10 M de

'OTO n? 2. Eletrcforese do Plasma em Gel de Poliacri

lamicda contendoc 10°M de Ureia.

Por este metodo, obssrva-se , na Foto n® 2, a separacao de 5
“bandas no gel, indicando a existéncia de pelo menos, 5 diferen

& & 3 _re e v o T — "‘,
~tes unidades estruturais na proteina.
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4.11. Eletroforese em gel contendo Dodecil sulfato de sddio,
(Sbs). ' _
A técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida con -
tendo SDS proporcicna um método simples e efetivo para se esti
mar o peso molecular das subunidades da proteina.

As proteinas quandd expostas a SDS e mercaptoetanol sao fracio
nadas nos seus mondmeros, determinando-se suas mobilidades ele
troforeticas & possivel conhécer seus pesos moleculares , 3ja
que existe uma relagao direta entre a mobilidade relativa e o
logapifm6~do peso molecular (34). e ”
~Na Figura § esta representada a curva padrao utilizada para
ca determinagéo do peso molecular, sendo feita nas mesmas cohdi-

gOes que as amostras, segundo o metodo indicada em 3.2.10.

0 peso molecular dos padrdes (albumina de soro bovino, 68.000;
pepsina, 35.000; desidrogenase latica, 36.000; lisozima,l4.000)
foi temado da literatura (24) e ¢ das amostras foram calcula-
dos por interpolagao na curva padrao.

Na Foto n? 3 & apresentado o eletroforetograma das proteinas do
plasma, onde se observa a separagao de 9‘baﬁdas, corresponden=
tes as subunidades das proteinas. A mobilidade relativa e o
peso molecular estao indicadds no Quadro 10 . | '
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de Poliacrilamida
contendo Dodecil Sulfato de Sodio.

L

Obser

'va-se no eletroforetograma que as mobilidades das subumi-

¥ e
dades

<" = - - .
das proteinas do plasma encontram-se muito proximas,sen-
do a fragao 9 que possui maior mobilidade, eportanto, menor-
bPeso molecular.
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QUADRO 10 . Determinagado do Peso Molecular em SDS-Po-
liacrilamida das Subunidades da Proteina
do Plasma. ‘

Fragaes | Mobilidade.Relativa Peso Mo;egulan‘
1 0,023 115.000
2 0,046 | - 105.000
3 0,069 - £ 90.000
4 0,12 | 83.000
5 T 0,16 - 73.000
6 | 0,21 64.000
7 ‘ 0,23 60.000
8 0,25 56.000
9 0,3 24.000

Em geral, se observa que o peso molecular das subunidades das
proteinas do plasma, encontram~se entre 24.000 e 115.000, apro
ximadamente.
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QUADRO 11. Ponto Isoelétrico dos Componentes

do Plasma Obtidos por Focalizacgao -

em Gel.
Fragoes P.I.
1 5,7
v 2 ;,3

i
in
I

- Observou-se que o terceiro~componente;~96tido na -eletrofocali
zagao em gel, se encontra em maior quant idade que os outros ,
evidenciando que muitas dasvproteinas do plasma tem seu ponto
isoeletrico no pH 4,8.

4.13. Avaliagao nutricional do plasma dializado e n3o dializa-

do. .

Os resultados obtidos na determinagao dos valores de PER
(quociente de eficiencia protéica) das proteinas dos plasmas ,
realizada segundo o método descrito em 3.2.12., sdo apresenta
dos no Quadrol2? .
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QUADRO 12 . Avaliacao Nutricional do Plasma.

0s resultados representam os valores meédios de cada grupo
de ratos. '

Peso inicial medio dos grupos: 38,1 % 2,65 g.
Alimentacao "ad libitum" durante 28 dias.

Dieta Peso ganho Proteina @ PER Corregdo
(g> consumida Caseina 2,5

. , ‘ ‘ ) (g) q': e e e L
Case¥na 106,66 39,56 . 2,70%0,uy 2,5
Plasma dia- 88,96 29,50 3,02%0,39 2,8
lizado .
Plasma ndo 80,36 28,70 2,80%g,39 2,6
‘dializado, : :

Analizando o Quadro 12 observa-se que o nivel de aceifabilidg
de de ambos os plasmas & bom,uma vez que os animais comeram -
quantidades semelhantes dos dois tipos de plasma e ndo muito
diferentes qa caseina, levando-se em consideracdao que os gru-
pos alimeritados com caseina tiveram um crescimento maior; por
terem consumido tambem maior quantidade de proteina.
. e

Os valores de PER encontrados mostram que as proteinas de am-
bos os plasmas, comparados com a caseina, apresentam um valor

biologico ligeiramente maior.

Comparando~se com os valores de PER obtidos por Young e col .

(37) para o plasma bovino desalinizado e seco por
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“spray drying", verifica-se que © valor encontrado para o plas
ma de frango, dializado e liofilizado, e igual. Delaney ( ..) -
no seu estudo sobre o valor nutritivo do plasma porcino, con -
centrado por ultrafiltragido e seco por "spray drying", utiliza
o metodo de NPU, encontrando o valor de 65 »8, comparando com
© valor de 72,1 para caseina. Com estes resultados conclui que
as proteinas do plasma porcino sao de alto valor nutritivo, no
entanto em grau menor que a caseina.

Na Figura 6 estao apresentadas as curvas de crescimento dos ra
tos utilizados nos ensalos bioldgicos. Na elaboracac do grafi-
co utilizou-se apenas os ganhos de pesos medlos dos grupos,que
foram graficados em fungdo do tempo que receberam as diferentes
dietas.
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‘Peso ganho

110

100
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Lo

20

Figura. 6 . Curvas de Crescimento Medio dos Ratos

Alimentados com as Dietas de Caseina,
Plasma Dializado e Plasma n3o Dializa
do.

Caseina

lasma Diali~-
zado

Plasma nao
Dializado

I
. 7 4 21 - 28

Tempo de Ingestao da Dieta (Dias)

Cada ponto representa a média de ganho de peso de cada grupo
de ratos.

0

peso inicial de cada grupo(3,mi2ﬁ5g) considerou-se como zero

neste grafico.
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Nas curvas de crescimento se observa que nao existe uma grande
diferenga no aumento de peso médio dos ratos alimentados com a
dieta de caseina e os ratos alimentados com a dieta de plasma-
dializado, sendo que no final do experimento o peso ganho me -
dio dos animais alimentados com caseina tiveram uma diferenca-
de 17,7 g em relag%o ao peso ganho pelos ratos alimentados com
plasma dializado. Esta diferengca € maior (26,9) em relacdc aos
ratos alimentados com plasma naoc dializado. No .entanto, deve-se
levar em conta que os niveis de proteina consumida foram meno-

res para o plasma nao dializado.
; ,‘-:..u ‘ . » . ‘

o . . _ [ A A
Estes resultados, obtidos nos ensaios biologicos, mostram que
o valer bioldgico das proteinas do plasma de frango & compard-
:vel com o da caseina,,considerada como proteina de alta quali-

dade.
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13 . Efeito de Diferentes Concentragoes

QUADRO
de Plasma ndo Dializado no Volume
do Pao. '

Concentracao Peso Volume Volume
de  plasma _ especifico

% g cc.

0 133,64 650 4,86

2,5 133,88 650 4,85

5,0 134,12 625 4,66

7,5 135,48 550 4,06
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14 . Efeito de Diferentes Concentracoes

QUADRO
- - de Plasma Dializado no Volume do
Pao.
Concentracao Peso Volume Volume
de plasma’ , especifico
% g cc.
0 137,01 675 4,93
2,5 136,60 700 5,12
5,0 131,02 700 5,34
7,5 133,97 750 5,60




ma nao dializado. .

4.15. Avallaqao da qualidade do pao.

A avaliacao subjetiva de algumas das qualidades dos paes,
elaborados com a aleqO de plasma dializado ou ndo dializado ,
nas diferentes concentrdgoe“, paralelamente com © pao tomado -
como controle, foi feita pelo Laboratorio de Panificagao da Fa
culdade de Engenharia de Alimentos. |

Os resultad 5 obtidos estdo apresentados nos Quadros 15 e 16 .
No Quadro 1} olserva-s que acontagem total das caracteristicas -
externas e internas, aroma e gosto dos paes elaborados com 2, 5%
de ‘plasma nao ‘iializado, com relacao a farinha, e praticamente

igual a contagum total encontrada para o pao usado como contro-
le, elaborado so com farinha de trigo com 72% de extracao. Es-

tes valores to?als sao apreciavelmente dlminuldos a medida que
se aumenta a c«ncentragao de plasma nao dLallzado na formulagao

encontrando-se 0s menores valores na concentragao de 7,5 de pks

b

Mo Quadro 18 pode-se observar que com a adicao de 2,5% de plasma
dializado, com relacio a farinha, as caracteristicas externas e
internas do pio, sdo semelhantes as caracteristicas do contro-
le, diminuindo os valores com respeito a aroma e gosto. Nas ca

centractes de 5 e 7,5% de plasma dializado, observa-se uma di-

‘minuigao na contagem total das caracteristicas favoravels do

pao, sendo que os menores valores se encontram na concentragx>

de 7,5% de plasma dializado.

Os paes elaborados com ©O plésma_dializado ou nao dializado,apre
sentaram o miolo de cor ligeiramente amarelada e um aroma se-
melhante ao chamado "pao de ovo". Na concentracao de 2,5% dos
plasmas dializado ¢ nao dializado, esta cor e aroma sao pratica

. . L e .
mente 1mpercept1vels.

Em geral, pode-se dizer, com OS resultados destes testes, que
os paes elaborados com plasma dializado ou nao dializado na con

Sy



-

centragao de 2,5% com relagdo. a farinha apresentam caracteris-—
ticas externas, internas, de aroma e de gosto:qué nao diferem-
apreciavelmente das caracteristicas do pio elaborado s0 com
farinha. |

£ necessério,,ainda, efetuar testes de aceitabilidade dos paes

enriquecidos ¢om plasma, ja que, a avaliacdo da qualidade do -

pao fornec~ dados sobre as Qaracteristicas externas, internas,
de aroma e gosto, o que ndo indica se os pies sdo aceitos ou
~ - . B

nao a nivel de consumidor.

wf

- ———
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QUADRO 15 .Avaliagcdo da Qualidade dos Pies Elaborados com
Diferentes Concentragoes de Plasma nao Dializado.

% Plasma nao Dializado

Valor Mixim 0 2.5 5§ 7.5
Caracteristicas Externas
Volume:(vol.=cm3/g.x 3.33) 20 16.2 16.15 15.5 13.5
Cor da Crosta: . - . - oo
(Fatores indesejaveis:nao
uniforme,opacosmuito cla
ro ou muito escuro) 07 8’ &
Quebra: .
(Fatores 1ndese]ave13 muito .
pequena,aspera,desigual). _ 5 2 2.5 2.5 3
Simetria: .
(Fatores indesejiveis:late- -
rals,pontas e parte supe- 5 y 4 4 3.5
rior desiguais). -
TOTAL 40 29.2 - 30.65 28 29
Caracteristicas Internas
Caracteristicas da _Crosta: 5 by u.,5 3 2

(Fatores 1ndeselavels bor-
rachenta,quebradiga,durd,
muito grossa,maito fina).

Cor do Miolo: .
(Fatores indesejiveis:cinza, 10 8 8 6 3
opaca, desiguql,escura).

Estrutura da célulg do miolo: .
(Fatores indesejaveis:falta 10 7 8 6 y
de uniformidade,buracos mui
to abertos ou compacto)

Testura do miolo: _ . :
(Fatores indesejaveis:falta 10 7 7 6 5
de uniformidade,desigualdade,
aspera, compacto,seco).

TOTAL 35 26  27.5 21 1u

Aroma e Gosto

Aroma:
(Fatores indesejaveis: falta
de atroma,aroma desagradavel,
estranho,muito fraco ou for-

te). 10 8 6 5 2
Gosto: . . )
(Fatores indesejaveis: acido, = 15 13 12 8 5

estranho,goma,massa,gosto re-
manescente).

TOTAL 25 21 18 13 7

Contagem Total 100 76.2 76.15 62 50
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QUADRO 16. Avaliacdo da Qualidade dos Paes Elaborados com
Diferentes Concentragdes de Plasma Dializado.

% Plasma Dializado

Valor Maximo

0

2.5

5 7.5 -

Caracteristicas Externas

Volume: (vol.~cm /g x 3.33)
peso: vol.:cm3/g.

' Cor da Crosta:
(Fatores 1ndesejavels nao
unlformq, opaco,muito cla
ro ou muito escuro).

Quebra:
(Fatores 1ndese]avels mui
to pequena,aspera,desigual).

Simetria: .
(Fatores indesejaveis:la-
terais,pontas e parte su
perior desiguais).

20

10

16.3

17.8

17.8  18.6

|

TOTAL

40

30.3

32.3

37.8  33.1

Caracteristicas Internas

Caracteristicas da‘Crosta:
(Fatores indesejaveis:bor
Pachenta,quebradlga dura;’
muito grossa,muitc flna)

_ _Cor do Miolo: . . -
(Fatores 1nde9ejavsls c1nza,
opaca,desigual,escura).

Estrutura da celula do miolo:
(Fatores indesejavceis:falta
de uniformidade,buracos mui
to abertos ou compacto).

¢

Testura do miolo: _ -
(Fatores -indesejavzis:falta
de uniformidade, dosigualda
de,aspera compacty,seco).

10

10

3.5

3.5

‘TOTAL

35

26.5

25.5

23 20

‘Aroma e Gosto

Aroma: .
(Fatores indesejaveis: falta
de aroma,aroma desagradavel,

estranho,muito .fraco ou forte).

Gosto:
(Fatores indesejaveis:acido es
tranho,goma, massa,gosto rema-
nescente)

10

15

12

10

TOTAL

25

20

16

14 17

Contagem Total
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100

76.8

73.8

69.8 65.1



4.,16. AVa}iagﬁo.nutriciQnal do pdo elaborado com plasma diali-
zado. o

Para o estudo do efeito nutricional da adigdo de plasma diali-

zado nas concentracgdes de 2,5 e 5% em relagdo a farinha na for

mulagdo do pao, foram feitos ensaios biologicos com ratos tipo

Wistar com 21 - 25 dias de idade (44% 1,29g) no inicio do en-

saio, empreganio-se o método de PER, como indicado em 3.2.15.

Considerou~-se somente o pao elaborado com a adigéd de plasma -
dlallzado, em vista de ter-se obtido valores de PER muito se=
melhantes pare ambos os plasmas, esperando-se portanto, tambem
valores semelhantes na suplementagao do de quando adicionadas
‘quantidades eqllvalentes de proteina do p;csma dializado -ou
nao dializado." 3

No Quadro 17 estao apresentadas as porcentégens de proteina to-
tal contida nos paes controle e oS elaborados com 2,5 e 5% de
-plasma dializado. - C e e e T s -

QUADRO 17 . Conteiido de Protefna nos Paes Controlee com
2,5 e 5% de Plasma Dializado.

f

[

% Plasma na Farinha : Porcentagem de Proteina no
“ Pao ( base seca )

0 (controle) ' ' ‘10,84 (N x 5,7)

2,5 12,84 (N x 5,8
5,0 ' 14,83 (N x 5,9) .

Observa-se no Quadro 17 que o conteudo de proteina no pao com

2,5% de plasma aumentou em, 18,5% e com 4% de plasma o aumento

- . foi dé 36,8%, comparado com o pao normal ou controle.
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Nonuadro 18 estao representados os resultados de PER obtidos
nos ensaios bioldgicos para as diferentes dietas de pao, e na
" Figura 7 -encontram-se as curvas de crescimento médio dos gru
© pos de & ratos com peso inicial medio de uut 1,29 g, alimenta-
dos com as dietas de pao. Se graficou o peso ganho medio dos
' grupos contra o tempo de ingestao da dieta.

QUADRO 18. Avaliacao Nutricional do Pao Elaborado com
0, 2,5 e 5% de Plasma Dializado.

. v .
o aetor *

Os resultados répresentam os valores medios de cada grupo de
ratos. - ‘
‘Peso inicial médio dos grupos: uut 1,29 g.

Alimentagdo "ad libitum" durante 28 .dias.

Dieta Peso ganho Proteina PER*d.p. Corgegao
consumida Caseaina 2,5
(g) ’ (g)
Caseina 0101,13 - 37,53 2,69%0,41 2,50
Pao controk °~ 22,9 24,85 0,92%0,07 " 0,86
Pao 2,5% plasm 51,37 29,20 1,76%0,06 1,64
Pao 50% plasma 68,87 31,77 2,17%0,11 2,02

OBserva-se no Quadro 18 que o enriquecimento do pao com 2,5% -
de plasma,’aumenta o valor de PER no pao comum de 0,86 para- -
1,64%; adicionando-se 5% de plasma, este valor eleva-se ate 2,0,
ComparandO*sevcom o valor de PER da caseina, se observa que o
valor bioldgico do pdo feito s& com farinha de trigo & muito -
baixe, aumentando-se notavelmente com a adigao de 2,5 e 5% de

plasma dializado na sua elaboragao.
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Figura 7 . . Curvas de Crescimento dos Ratos

Alimentados com as Dietas de
Pao.
Q
1000 . Caseina
80—
) 5% PD
o 60—
£
5 2,5% PD
[o}4]
Oug—-
3]
[a I}
3 0% (controle)
2Ls—
| | .

7 1y 21 - 28
Tempo de Ingestdo da Dieta (Dias)
Cada ponto representa a media de ganho de peso de cada grupo.

0 peso inicial médio de cada grupo (44 1,29g) considerou-se co
mo zero neste grafico.
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Na Figura. 7 observa-se a grande diferengca no aumento de peso
medio dos ratos em funcao das diferentes dietas ingeridas, evi-
denciando-se que a adigao de 5% de plaéma dializado no pao au -
menta consideravelmente seu valor biolégico, sendo que mesmo aim
a adigao de somente 2,5% de plasma, o crescimento dos ratos e
notadamente aumentadeo, devendo-se levar em conta que O nivel -
de ppoteina consumida pelo grupo da caseina foi bem maior que
aquela consumi&a pelos grupos das diétas de pao.
Considerando-sz o alto conteudo de lisina nas proteinas do plas-
ma, e conhecenio a def1c1enc1a deste am1ncac1do na protelna do
trigo, ( 7), pdde~se explicar o fato do annento do valor biold-
gico do pao qugndo enriquecido com plasma, c0ﬂsegulndo—se com
a comblnagao d: ambas as protelnas um melbor balanceamento dos
aminoacidos e cvonsequentemente um maior arroveltamento pelo or-
ganismo das protelnaq existentes no trigo, Conaldera—se que
 aprox1madamente 40% das protelnas totams da farlnha de trigo-
nao sao aproveitadas’ pelo organlsmo, por - 'ausa do amlnoa01do C.
essencial limitante 1isina (18). Lnumeras pesquxsa“ tem sido fei
tas sobre a fortificacgdo do pao com lisina ou com proteinas ri
cas em lisina visando uma melhoria da qualidade nutritiva das
proteinas do trigo. ' '
| ;
|
Comparando os dados de PER obtidos, com os dados fornecidos por
Gates e Kennedy (17), encontra-se que o PER do pao com 2,5% de
plasma & ‘semelhante ao PER (1,7) do pao enriquecido com O, 25% &
cloreto de L-lisina mono-hidratado e 3% de leite em po desnata-
do. Hoover (22) obtem valores de PER de 1,84 para o pao enri -~
quecido com 12% de soja. valor que se supera com O pao conten-
do 5% de plasma. Santa Maria (27) reportou que a adlgao de 10
de concentrddo protelco de peixe., em bolachas, elevou o valor -
de PER de 0,86 a 2, 3. Observou-se que para se alcangar os valo-
res de PER mencionados pelos autores, sdo necessarias pequenas

‘quantidades do plasma no pao.

0 enriquecimento do pao com baixas quantidades de plasma diali-
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zado (2,5 , 5%), segundo os resultados obtidos, demonstraram um
efeito notavel no aumento do valor bioldgico. Portanto, seria -~

interessante estabelecer a concentragio otima de proteinas = de

‘plasma necessar & para alcangar o balango mais adequado entre os

aXT‘.lI’lOdC idos na nistura.

deflc;nnte em lisina.

A conclusao que se ﬁode tirar destes resultados obtidos, rela -
cionados ¢om a utilizacao do plasma seco, e que, além de seu em
pPrego em paanlCﬁCao podera ser utilizado também no enrlque01mm
to de outros alimentos a base de cereais, cujas proteinas sao

Wt s
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l.

5. CONCLUSOES.

0 anticoagulante mais efetivo para o sangue de frango, e que
ao mesmo tempo nao produz hemdlise, & a solugao de citrato de

sodio, na concentracao final de 0,5%.

Mediante a dialise do plasma, pode-se obter uma redugao sig-
nificativa no conteiido de sais e um aumento no contetdo de

proteina do plasma. ' A

Um aumento consideravel na solubilidade das proteinas do
plasma, no pH de minima solubilidade, pode ser obtido na pre
senca de 0,1 ou 0,25 M de NaCl.

As protefnas do plasma de frango estdo constituidas, aproxi-

a2
3

madamente por 56% de albuminas e 44% de glecbulinas.

0 Gnico aminodcido limitante das protefnas do plasma e a
isoleucina.
A proteina isolada sob diferentes condigoes de pH difere qun

to a porcentagem de recuperagao, sendo recomendada a aleali-
nizacao do plasma a 0,2 N de_NadH e posteriormente precipita
cdo das proteinas no seu pH de minima solubilidade, para obter
a maior recuperagio de proteina.

A alcalinizacao do plasma ate 0,2 N de NagH, durante'Q ho-

ras, produz a destruigao de cistina.

As proteinas do plasma apresentaram 3 fragoes prote{cas com

pontos isoelétricos nos pH'sts,7; 5,3 e 4,8, por eletrofoca

lizacao em gel separando~se no pH 4,8 a maior quantidade de -
proteina.
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9. Os valores de PER do plasma dializado ou ndo dializado sio

10.

11.

ligeiramente superiores a caselna, verificando-se um alto -

valor biolcdgico para as proteinas do plasma de frango.

Do ponto de vista nutricional nao foram observadas diferen-
qas consideréveis entre o plasma dializado e o nao dializa-
do, embora o ndo dializado tivesse apresentado "in vitro" -
uma digestibilidade mais baixa. |

0 enriquecimento de pac comum,{(farinha de trigo puradcom o
plééﬁé!de frango, aumenta notadamente o valer biologico,evi
denciando-se uma complementacdo entre os aminoacidos das

proteinas do trigo e as proteinas do plasma. g

o4
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