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OBTENCAO E CARACTERIZACAO QUIMICA E NUTRICIONAL in vitro

DAS PROTEINAS DO SORO DE SANGUE BOVINO
Ana Silvia PRATA ; Valdemiro Carlos SGARBIERI |

RESUMO

O objetivo principal deste trabalho foi o isolamento e a caracterizacdo quimica e nutricional (in vitro) das duas principais fracoes
protéicas do soro de sangue bovino. Imediatamente, apos coleta higiénica do sangue em matadouro, promoveu-se a coagulacéao e a
remocao da fracédo celular por centrifugacao, em condi¢oes apropriadas. A fracao globulina (GB) foi precipitada do soro pela satu-
racaoa 50% com (NH,), SO,. Apds separacao da GB por centrifugacao a saturacao do sobrenadante foi elevada a 80%, para a preci-
pitacdo da albumina (BSA). A precipitacao de proteinas séricas das duas fracdes somou 98% das proteinas totais do soro. As duas
fracdes protéicas foram caracterizadas quanto a composicao centesimal, perfil de aminoacidos, composicao mineral, escore de
aminoacidos essenciais (EAE), digestibilidade da proteina e PDCAAS ("Protein digestibility corrected amino acid scoring"). O teor
de proteina nas duas fracdes foi de aproximadamente 85% e a BSA se caracterizou pelo elevado teor de lisina, histidina e aminoaci-
dos sulfurados. O EAE para BSA foi 70% sendo triptofano o aminoacido mais limitante e 87,8% para a GB, sendo a isoleucina o
aminoacido mais limitante. O uso das técnicas de eletroforese e densitometria permitiu a caracterizacao das fracoes quanto ao nu-
mero de bandas pesos moleculares e proporcao relativa entre as varias proteinas.

Palavras-chave: proteinas séricas; albumina; globulina; fracionamento; valor nutritivo.

SUMMARY

OBTENTION, CHEMICAL AND NUTRITIONAL CHARACTERIZATION in vitro OF BOVINE SERUM PROTEINS. The main objective of
this work, was the isolation, chemical and nutritional (in vitro) characterization of the two main protein fractions of bovine blood
serum. Immediatly after hygienic collection at the slaughter house the blood was coagulated and the cellular fraction separated by
centrifugation under appropriate conditions. The globulin (GB) fraction was precipitated from blood serum by 50% saturation
with ammonium sulfate. The supernalant was separated by centrifugation and the (NH ) SO, saturation elevated to 80%. Under
this condition BSA precipitated. Precipitation (recovery) of proteins amounted to 98% of total serum protein, in the two fractions.
Both GB and BSA were characterized as to proximate percent composition, mineral, amino acid profiles, essential amino acid
score (EAE), protein digestibility, and protein digestibility corrected amino acid scoring (PDCAAS). Protein concentration in both
fractions was around 85%. BSA presented high concentrations of lysine, histidine and sulfur amino acids, particulary cistine. The
EAE for BSA was 70%, tryptophan being the most limiting amino acid, and for GB the EAE score was 87.8% with isoleucine as the
most limiting amino acid. PAGE-SDS and densitometry permitted the fractions characterization as the number of protein bands

molecular weight and relative proportions among the various proteins.
Keywords: serum proteins; albumin; globulin; fractionation; nutritive value.

1 - INTRODUCAO

Na industria alimenticia, a ndo utilizacdo de subpro-
dutos implica em desperdicio de recursos e aumento de
custos dos produtos comercializados. No setor de carnes
esse custo pode ser maior em func¢ao do grande potencial
poluente do sangue dos animais e da quantidade de san-
gue descartada por peso de carne gerada. Um bovino
adulto produz em média 75Kg de sangue [21] onde 60%
dos sélidos (30% do volume sangliineo) sdo proteinas
idénticas as da carne, de facil extracéo e alta compatibili-
dade com o organismo o que reforca o interesse na utili-
zacao deste subproduto como fonte de proteinas.

Com excecdo da hemoglobina, praticamente todas
as proteinas do sangue sdo encontradas em sua porcao
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liquida, que pode ser obtida de duas maneiras: pela adi-
cao de um agente anticoagulante (plasma) ou pela retira-
da dos coagulos formados sob condi¢cao normal (soro). O
soro apresenta vantagem sobre o plasma quando se dese-
ja separar as proteinas, por nao possuir o fibrinogénio,
proteina eliminada com os coagulos.

A porcao liquida possui 8% de soélidos dos quais
6,5% sao proteinas tendo como principais fracdes as al-
buminas (42% p/v) e as globulinas (56% p/v) [17, 23] dos
so6lidos totais. As proteinas isoladas tém aplicacoes em
sistemas especificos, como exemplo a BSA, importante
por suas caracteristicas funcionais tecnolégicas e pelo
provavel efeito sobre o sistema imunolégico, além de sua
funcao como transportadora de alguns nutrientes.

Muitos métodos que estdo disponiveis para fracionar
proteinas tém sido discutidos por diversos autores [13,
16, 18, 22, 23]. Os métodos envolvem a precipitacao por
solventes organicos ou nao, mas as fracdes obtidas nao
sdo de alta pureza e para muitas aplicacoes devem ser pu-
rificadas. A maior vantagem do uso do sulfato de amoénio
se deve a sua alta solubilidade (alta molaridade), o que ca-
usa a precipitacao da maioria das proteinas, néao ter alto
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calor de dissolucdo, prevenir ou limitar o crescimento
bacteriano e proteger a maioria das proteinas da desna-
turacao [10]. Em relacéo a outros métodos de recupera-
cao de proteinas do sangue, apresenta a vantagem adi-
cional de ndo desnaturar as globulinas podendo-se obter
a proteina intacta como fracédo adicional, no processo de
remocao das albuminas. Apresenta a desvantagem da ne-
cessidade de técnicas de dialise ou ultrafiltracdo para a
retirada do sal, mas frente a outras técnicas de fraciona-
mento representa grande vantagem tecnolégica [18, 19].

O objetivo principal deste trabalho foi o isolamento e
a caracterizacdo quimica e nutricional (in vitro) das duas
principais fracdes protéicas do soro de sangue bovino.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

O sangue foi coletado pela TECSORO Comercial
Ltda., no frigorifico Gjota (Promissao-SP). Todos os rea-
gentes utilizados foram de grau analitico e de varias pro-
cedéncias. Para dialise da proteina precipitada foram uti-
lizadas membranas D-9527 (Sigma).

2.2 - Métodos
2.2.1 - Obtencao das fracoes
e Separacaodafracao celular

O sangue foi coletado de animais sadios, imediata-
mente apos o abate, através do uso de "faca vampiro" por
puncéo direta da veia jugular (Arcus aortae) em recipien-
tes de inox previamente escaldados em vapor, evitando o
contato com fluidos do animal e mantido em sala climati-
zada a 20 C por aproximadamente 1 hora, para que ocor-
resse a coagulacdo natural. Os coagulos foram retalha-
dos e passados em filtros de tela grossa e o liquido filtra-
do foi centrifugado por 10 min a 9000g em uma centrifu-
ga a disco (WESTFALIA, MTA-9). Apés a separacao, o so-
ro (60% do sangue (v/v)) foi embalado em sacos de polie-
tileno de 5Kg, submetido a um tiinel de resfriamento rapi-
do a -30'C e armazenado em camaras em temperatura
constante de -25 C.

& [solamento das fracdes protéicas

As fracoes protéicas do soro foram obtidas pela pre-
cipitacao seletiva com sulfato de amoénio até os pontos de
saturacao de cada fracdo, 50 e 80%, respectivamente, pa-
ra globulina e albumina [7]. Apds a centrifugacéo, os pre-
cipitados foram ressuspendidos em agua e dialisados, pa-
ra a eliminacdo do sal usado. Amostras foram liofilizadas
em liofilizador de laboratério FTS SYSTEM.

O fluxograma de obtencao das duas fracdes protéi-
cas (GB e BSA) esta mostrado na Figura 1.

@ Calculodarecuperacdo da proteina
A eficiéncia do método de precipitacdo foi verificada

através da recuperacéo da proteina calculada com base
na determinacao de proteina Kjeldhal (Nx 6,25).
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FIGURA 1 - Fluxograma da precipitacao fracionada das protei-
nas do soro de sangue bovino com sulfato de aménio
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Em que %RP é o rendimento do processo (recupera-
cao total) considerando as proteinas das fracoes globuli-
nas (P,) e albuminas (P, ) emrelacdo a quantidade de pro-
teina total analisada no soro (PT. ). O rendimento em al-
buminas e globulinas foi calculado pela quantidade de
proteina recuperada nas respectivas saturacoes em rela-
cao a proteina total do soro, sem considerar a pureza da
amostra.

& Eletroforese

A eletroforese foi realizada segundo LAEMMLI [24]
em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio
(SDS-PAGE). O sistema usado consistiu de um gel de gra-
diente 8-25% de acrilamida e foi realizado em equipa-
mento Phastsystem da Pharmacia.

Amostras (1mg/mL proteina) foram dissolvidas em
tampao Tris-HCL 6N, pH 6,8 contendo 4% p/v SDS, 5%
v /v B-mercaptoetanol. Os géis foram corados em solucao
metanol-acido acético-agua (3:1:6 v/v/v) com 0.2% (p/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250 por duas horas a tempe-
ratura ambiente e descorados na mesma solucao sem o
corante por 4 horas. Fosforilase b (PM 94,000), BSA (PM
67,000), ovalbumina (PM 43,000), anidrase carbonica
(PM 30,000), inibidor de tripsina (PM 20,000), o-
lactalbumina (PM 14,400) foram usadas como padrées
para estimar as faixas de pesos moleculares e identificar
as bandas de proteinas, em cada fracdo isolada.

Para quantificacdo das bandas protéicas observadas
na eletroforese, os géis foram analisados por densitome-
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tria. Os padroes eletroforéticos foram analisados em den-
sitdmetro (Pharmacia Image master 1D Primer) e a quan-
tidade relativa de proteina de cada banda foi calculada pe-
la porcentagem da area no densitograma pela area total
equivalente & quantidade de proteina inicial na analise.

2.2.2 - Caracterizaciao quimica dos isolados pro-
téicos

& Composi¢cao quimica centesimal

Lipidios totais foram determinados pelo método des-
crito por BLIGH & DYER [4], empregando-se os solventes
cloroférmio, metanol e agua (1:2:0.8) para extracdo dos
lipidios. Nitrogénio total, cinzas, umidade como descrito
no AOAC [3]. A proteina foi obtida usando o fator de con-
versao de nitrogénio total 6,25.

@ Determinacao de minerais

A maioria dos minerais (calcio, fésforo, sédio, mag-
nésio, zinco e cobre) foi determinada de acordo com
ANGELUCCI & MANTOVANI [2] depois de uma minerali-
zacao das amostras em mufla a 450 C e diluicdo em acido
nitrico 5%. Para analise de ferro, as amostras foram sub-
metidas a processo de destruicio da matéria organica
por via timida com acido nitrico e peréxido de hidrogénio
até digestao completa, sendo entao diluidas em acido clo-
ridrico 5% [25]. A quantificacdo dos minerais foi realiza-
da em espectrometro de emissao de plasma de argdnio
(ICP-2000 BAIRD), versao simultanea, freqiiéncia de
40MHz, poténcia de 1000W, nebulizador pneumatico
concéntrico e tocha de baixo fluxo. O fluxo de entrada
das amostras foi de 3mL/min e do argoénio de 15mL/min
[15].

2.2.3 - Caracterizacao nutricional
& Composicdo em aminoacidos

As amostras foram hidrolisadas com HCI 6N em tu-
bos de hidrélise, seladas a vacuo e mantidas a 110 C por
22 horas. Ap6s a incubacao, o acido cloridrico foi evapo-
rado e apos recuperacao da amostra em tampao citrato
pH 2,2, aliquota de 25uL foi injetada no analisador
Dionex DX 300, para separacado dos aminoacidos em co-
luna de troca cationica e reacdo pos-coluna com ninidri-
na [26]. Solugao padrao de aminoacidos Pierce foi utiliza-
da como referéncia. O triptofano foi determinado segun-
do SPIES [27].

e Digestibilidade in vitro

A digestibilidade da proteina in vitro foi realizada con-
forme AKESON & STAHMANN [1]. Cerca de 250mg de pro-
teina foram hidrolisados com pepsina e pancreatina a
37 C em agitacdo continua. A precipitacdo da proteina
nao hidrolisada foi feita pela adicao de acido tricloroacé-
tico (TCA) a 10% concentracdo final (p/v) e determinou-
se o nitrogénio contido na fracao solubilizada e filtrada. A
caseina foi empregada como padrao de referéncia. A di-
gestibilidade foi calculada como:

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 25(2): 327-332, abr.-jun. 2005

(Nd = Nb — Ne)

Digestibilidade corrigida (%) = x100

Nt — Nb

Em que: Nd= N digerido; Nb = N originalmente sola-
vel na amostra; Ne = N produzido pela autodigestao do sis-
tema enzimatico; Nt = N total da amostra, em mg.

Com os valores de composicao de aminoacidos e di-
gestibilidade, in vitro, estimaram-se: a) escore de ami-
noacidos essenciais (EAE), tomando-se como referéncia
os aminoacidos do padrao da FAO/WHO [11], segundo
HENLEY & KUSTER [14], onde EAE (%) = aminoacido
mais limitante na proteina teste/mesmo aminoacido no
padrao de referéncia x 100; b) PDCAAS (%) = EAE (%) x di-
gestibilidade (%).

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1-Obtencao das fracoes

O método adotado mostrou uma recuperacéo total
de proteinas de 98%, e em albuminas 71% (80% de satu-
racao). TANAKA [28], reproduzindo o método 5 e 6 de
COHN [7] com sangue bovino, mostrou que o método 6
apresentou uma recuperacdo média de 76,6% em albu-
minas, e o método 5 um rendimento menor, porém, nes-
ses métodos ha desperdicio das demais proteinas em fun-
cao da recuperacao das albuminas, usadas para fins mé-
dicos; além do mais, o autor parte do plasma sendo que
uma etapa de fracionamento é realizada para retirar o fi-
brinogénio da solucao plasmatica.

Na fracdo GB detectou-se trés bandas, sendo duas
com elevada quantidade de proteina, em 57.000Da
(41,78%) e 67.000Da (46,81%), e uma, em 81.000Da
com 11,41% da proteina total da fracdo. Este método pos-
sibilitou obter a BSA com 90,7 1% da proteina possuindo
peso molecular de 65.000Da e os 9,29% restantes apare-
ceram como uma banda de 96.000Da. O perfil eletroforé-
tico com as diferentes bandas de proteina e seus respec-
tivos pesos moleculares ndo sdo mostrados neste artigo.

3.2 - Caracterizacao quimica

A composicao centesimal das fracdes protéicas do so-
ro do sangue bovino e do soro integral desidratados por
liofilizacdo esta apresentado na Tabela 1. A porcentagem
de carboidratos foi estimada por diferenca com a somato-
ria dos demais componentes.

TABELA 1 - Composicao centesimal das fracoes e do soro de san-
gue liofilizadas

Componentes (%) Albumina Globulina Soro integral
Proteina 83,33+0,03° 85,36 + 0,04° 83,50 +0,32°
Cinzas 0,42+0,01° 0,26 +0,05° 0,35+0,02°
Umidade 7,46 +0,13° 6,36 £0,21° 6,71 £0,04°
Lipidios 5,42+ 0,05° 1,7 £0,05° 1,50 £0,32°
Carboidrato 3,40 6,32 7,94

Média de trés repeticdes analiticas + desvio padrdo. Letras diferentes indicam
diferengas estatisticas significativas entre amostras (p < 0,05).
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O soro integral e as fracdes protéicas liofilizadas néo
diferiram em relacdo a concentracao de proteina.

A quantidade de cinzas das amostras refere-se prin-
cipalmente ao teor de sais ligados as proteinas e pode es-
tar relacionada com a efetividade da dialise ou com ele-
mentos minerais ligados a proteina. A fracdo BSA apre-
sentou teores mais elevados de cinzas e lipidios. E bem
conhecida a capacidade da BSA se ligar a minerais e lipi-
dios e atuar como transportadora desses nutrientes [23].

Na Tabela 2 encontram-se os teores de minerais (ma-
cro e microelementos) das fragdes e do soro de sangue in-
tegral e por meio dela observa-se que a BSA possui cal-
cio, zinco, manganés e ferro em quantidades superiores a
GB e ao soro integral. A concentracao mais elevada de cal-
cio, zinco e ferro na BSA reflete uma maior capacidade
dessa proteina de ligar ions divalentes. O soro tem um
bom potencial como fonte de s6dio, fésforo e potassio,
sendo que o valor do s6dio excede o recomendado [20] em
quase 10vezes. A presenca do ferro em concentracao rela-
tivamente elevada indica que houve hemolise no proces-
so de obtencao do soro.

TABELA 2 - Composi¢ao em minerais das fragdes protéicas do
soro de sangue bovino e do soro integral

Minerais™ (mg/100g) Soro integral Albumina Globulina  RDA™ (mg/dia)
Calcio 87,69+066 132,80+1,04 10,22+0,35 800
Magnésio 22,04 £022 852+0,30 1,94 £ 0,06 350
Sédio 3681 + 64 4486+ 1,62 88,60 +4,27 400
Fosforo 9450+1,13 73,43+069 2433+0,32 800
Potassio 22247+222 11,45+063 6,08+083 1600
Zinco 2,73+£0,06 5,13 +0,06 153+0,14 15
Manganés 0,01 + 0,00 0,10 £0,00 0,01 £0,00 2-5
Ferro 4,99 + 0,06 10,46+£0,09 504+005 10-15
Cobre 0,81 +0,02 0,39+£0,01 1,29 £ 0,04 1,5-3,0

Média de trés repeticdes analiticas + estimativa de desvio padréo;
" Recommended Dietary Allowances RDA [20]. Homens, 25-50 anos.

3.3 - Estimativa do valor protéico (avaliacao nu-
tricional)

3.3.1- Composiciao em aminoacidos

Na Tabela 3, os perfis de aminoacidos essenciais e se-
mi-essenciais da BSA, GB e soro de sangue bovino inte-
gral liofilizados sdo comparados com o padrao da
FAO/WHO [11] e com a composic¢éao do plasma citado na
literatura [8]. As duas fra¢des e o soro integral possuem a
maioria dos aminoacidos essenciais em quantidades su-
periores ao recomendado pela FAO/WHO [11], sendo que
o aminoacido mais limitante é a isoleucina na GB e no so-
rointegral e o triptofano na BSA. A BSA possui uma quan-
tidade de cistina muito superior a recomendada e em rela-
cao as outras amostras por causa da grande quantidade
de ligacoes dissulfeto em sua estrutura tercearia, ao que
pode ser atribuido seu possivel efeito imunolégico, como
geradora de precursores da sintese de glutationa [5].

Sabe-se que a proteina do sangue, como um todo, é
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limitante em isoleucina por ter hemoglobinas em grande

quantidade, cerca de 60%, e essas serem limitantes em

isoleucina. O soro, apesar de ser destituido de células ver-
melhas, visualmente é notavel que houve hemoélise de cé-

lulas e a composicdo de microelementos, através do fer-

ro, confirma que ha hemoglobina presente.

Segundo GIANCOLA et al. [12] a albumina e as glo-
bulinas se caracterizam por possuirem baixo contetdo
de triptofano e de metionina e altos teores de cistina e de
aminoacidos com cargas nas cadeias laterais como acido
aspartico, glutamico, lisina e arginina. A Tabela 3 mostra
que a BSA possui alto teor de lisina, histidina e aminoaci-
dos sulfurados, valores que superam em dobro o padrao
de referéncia utilizado. A globulina, apesar de fornecer os
aminoacidos essenciais acima da quantidade exigida,
possui quase todos em valores inferiores ao do soro inte-
gral, sendo ligeiramente limitante em isoleucina.

TABELA 3 - Composicao de aminoacidos das fracées protéicas
do soro de sangue bovino e do soro integral liofilizadas

Aminoacidos Albumina  Globulina Soro Plasma FAQT
(9/100g de proteinas) (BSA) (GB)
Lisina 12,40 7,21 9,13 7,47 58
Treonina 5,80 6,71 6,56 6,60 3,4
Valina 5,86 6,47 6,40 6,73 3,5
Leucina 11,68 7,46 9,52 9,34 6,6
Isoleucina 2,45 2,46 2,55 3,35 28
Triptofano 0,77 1,89 1,40 1,18 1.1
Histidina 4,28 2,71 3,49 4,18 1,9
2 Cistina 5,06 2,56 3,64 1,68
Metionina 1,02 1,01 1,19 0,86
Sulf. totais 6,08 3,57 4,83 2,54 25
Tirosina 5,05 4,54 4,95 4,78
Fenilalanina 6,70 4,24 5,39 5,16
Arom. totais 11,75 8,78 10,34 6,3
EAE (%) 70 (Try) 87,8 (lleu) 91,1 (lleu) 100,0

TPadrao tedrico da FAO/WHO [11] (aminoacidos indispensaveis para criangas de
2 a 5 anos de idade), > DUARTE [9]; ‘aminoacido mais limitante.

TABELA 4 - Digestibilidade in vitro das fracoes protéicas (BSA e
GB) em comparacéo com a caseina comercial

Proteina Digestibilidade PDCAAS (%)
BSA 91,28 +8,99° 80,0
GB 97,83 +3,52° 90,0
Caseina’ 99,00 +1,71° 86,0

Composicdo de aminoacidos em BORGES [6].
determinagdes.

média + desvio padréo de trés

A digestibilidade da BSA e da GB liofilizadas estao
mostradas na Tabela 4, em comparacao com a caseina co-
mercial.

As duas fracoes protéicas apresentaram boa digesti-
bilidade in vitro e ndo mostraram diferenca estatistica
(p > 0,05) com a caseina, proteina de referéncia. O
PDCAAS foi calculado em relacdo ao aminoacido mais li-
mitante das proteinas, a isoleucina, para a GB e o tripto-
fano, paraa BSA.

Ciénc. Tecnol. Aliment., Campinas, 25(2): 327-332, abr.-jun. 2005
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4 - CONCLUSOES

O processo utilizado apresentou boa recuperacao
das fracées protéicas com pequena quantidade de conta-
minantes. O fato de se ter partido do soro como matéria-
prima e nao do plasma eliminou alguns possiveis conta-
minantes e diminuiu uma etapa do processo. As fracoes
obtidas possuem quase todos os aminoacidos essenciais
em quantidade superior a recomendada pela FAO/WHO,
sendo a BSA limitante em 13% de isoleucina e 27% em
triptofano e a GB em 12% em isoleucina. A BSA possui al-
to teor de lisina, histidina e aminoacidos sulfurados, valo-
res que superam em dobro o padrao utilizado. A GB, ape-
sar de fornecer os aminoacidos essenciais acima das
quantidades exigidas, apresentou quase todos os ami-
noacidos com valores inferiores ao do soro integral.
Todas as proteinas apresentaram boa digestibilidade in
vitro e ndo mostraram diferenca estatistica (p > 0,05) com
a caseina. O PDCAAS foi calculado em relacdo ao ami-
noacido mais limitante das proteinas, a isoleucina nas
duas fracoes. A BSA possui célcio, zinco, manganés e fer-
ro em quantidades superiores a GB e ao soro integral. A
presenca do ferro em concentracdo relativamente eleva-
da indica que houve hemoélise no processo de obtencao
do soro e que parte da hemoglobina foi precipitada com
80% de concentracao salina.
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