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RESUMO

O presente trabalho foi conduzido no sentido de otimizar os
rendimentos de autblise, caracterizar algumas propriedades
funcionais e avaliar sensorialmente os concentrados finais dos
extratos protéicos das leveduras de panificac3o (Saccharomyces
cerevisiae) e de residuo de producdo de cerveja (Saccharomyces

carlsbergensis).

Para otimizar o processo no tempo pré-determinado de 5 horas
foram analisadas as condig¢des de temperatura, concentracdes de sal e
solventes (metanol, etanol e cloroférmio), pH e concentracido celular
da levedura Saccharomyces cerevisiae e depois extrapolados os
resultados para a Saccharomyces carlsbergensis. Foram obtidos
extratos de alto rendimento, na autélise de suspensdes ajustadas a
PH 5 contendo 20% de células, 7% de etanol, 5% de NaCl a 55°C.Os
extratos foram concentrados a vécuo até BOtZOBrix a 56°C, de modo a

evitar a desnaturacio das proteinas.

As determinac¢d®es das propriedades funcionais nos extratos
concentrados estudados mostraram solubilidade minima a pH 4,3 e
méxima a pH 5,3 na faixa de pH estudada. Os extratos obtidos
mostraram importante capacidade de gelificacZo e de emulsificac3o,
indicando que existem boas possibilidades de uso dos extratos

concentrados em alimentos.

Nas avaliacdes sensoriais dos caldos, nos quais 0, 20, 50 e
100% do caldo de carne foi substituido por extrato concentrado de
levedura, n3o houve diferenca significativa, e concluiu-se que mesmo

a substituicio total (100%) foi amplamente aceita pelos provadores.
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SUMMARY

The objective of this research were to optimize the yields
from the autolysis of bakery yeast (Saccharomyces cerevisiae) and
beer yeast (Saccharomyces carlsbergensis) and to characterize some
of the functional properties and carry out sensory evaluations of
both the final concentrates of the protein extracts from bakery

yveasts and of the residues from beer making.

In order to optimize the process at the pre-fixed time of 5
hours, the conditions of'temperature, salt and solvent (methanol,
ethanol and chloroform) concentrations, pH and cell concentration
were analyzed for the yeast Saccharomyces cerevisiae and the results
then extrapolated for Saccharomyces carlsbergensis. High yields in
extracts were obtained on autolysis of suspensions adjusted to pH 5
at 55°C and containing 20% of cells, 7% ethanol and 5% NaCl. The
extracts were concentrated under vacuum at 55°C to BOtZOBrix, thus

avoiding protein denaturation.

Within the pH range studied, the determinations of the
functional properties of the concentrated extracts showed minimum
solubility at pH 4.3 and maximum solubility at pH 5.3. The results
showed an extract with gelifying and emulsifying properties,
indicating good possibilities for the use of the concentrated

extracts in foods.

In sensory evaluations of the broths, in wich 0, 20, 50 and
100% of the meat broth was substituted by concentrated yeast
extract, there was no significant difference, 1t thus being
concluded that even total substituition (100%) was widely accepted
by the Jjudges.

X



I- INTRODUCAO

Os primeiros registros do uso ' de leveduras estlo
relacionados com a produc3o de um tipo de cerveja 4&cida chamada
"boozah” em 6000 AC, no Egito. O processo de producioc de vinho,
cerveja e fermento de panificac30 provavelmente se desenvolveu em
paralelo nos milénios seguintes (HOBSON, 1985). No tempo dos romanos
a cerveja era uma bebida comum entre os habitantes da G&lia, Espanha
e Alemanha. Os Brité&nicos acolheram bem a producio de cerveja dos
Romanos e adotaram-na como sua bebida nacional.

H4& milhares de anos que os povos do Sul da Asia produzem os
alimentos por métodos fermentativos. Por exemplo: vinho de arroz,
vinho de cana de agucar, “pickles”, molhos de peixe e véarios
alimentos de soja s3o produzidos desse modo (REED, 1981). Uma grande
variedade de alimentos (produtos l&cteos, salsichas fermentadas,
etc.) também contém microorganismos incluindo leveduras. Portanto,
células microbianas té&m sido consumidas hd muito tempo pelo Homem,
em alguns casos em altas quantidades. Segundo SCHMIDT (1987), a
cerveja Kaffir que é uma bebida tradicional na Africa, ainda é
produzida pelos povos Bantos e é quase uma dieta completa devido ao

seu equilibrio entre leveduras e gri3os.

A tecnologia de produ¢c3o de células microbianas em escala
comercial para alimentacdo se desenvolveu somente nos tultimos 100
anos. Antigamente os povos recuperavam a levedura de fermentacXo do
topo do recipiente da producdio de bebidas fermentadas como a
cerveja, e usavam essas leveduras como fermento em produtos de
panificacdo. Preparac¢cdes de levedura de cerveja prensadas, tiveram
inicio no final do século XVIII na Alemanha, Gr3-Bretanha e Paises
Baixos. Em 1868, Fleischmann fundou a industria de levedura prensada
nos EUA e os avangos na bioquimica de fermentac3o e engenharia
contribuiram grandemente para o surgimento de modernas fébricas de

manuseio de fermento. A tecnologia especifica com aerac3o continua e



separag3o com centrifugas fol desenvolvida para a producio de
levedura de panificag3o. Tecnologias atuais para a producio de
células microbianas datam da I Guerra Mundial. Fermentadores de
grande escala com aeracdo efetiva e novos processos continuos foram
usados. Novos substratos (melacos, residuos do processamento de
frutas e da industria de fermentacdo alco6lica, soro de leite,
hidrolisados de celulose, etc.) foram identificados e wusados. O
nimero de variedades e espécies de leveduras desenvolvidas em
diferentes matérias primas também foi aumentado (HALASZ & LASZTITY,
1991).

A despeito do grande numero de publicacdes sobre a producdo
de bactérias, algas e fungos, até o presente, apenas leveduras
produzidas a partir de substrato de hidratos de carbono tem sido
efetivamente empregadas na alimentacio humana. Atualmente s3o0 usadas
em alimentos: Saccharomyces cerevisiae, Saccharomyces
carlsbergensis, Saccharomyces fragilis e Candida utilis, entre
outras. As duas primeiras citadas s3o0 subprodutos da produgio de
cerveja. As demais leveduras s3o cultivadas especialmente para uso
alimenticio e 830 muitas vezes denominadas de "leveduras primdarias*.
Segundo OLIVEIRA (1978a), n3o sfo consideradas leveduras alimentares
agquelas que sofreram extracio para obtenc3o de algum de seus
constituintes, que apresentem mais de 20% de gordura e que contenham

elementos estranhos na sua composic3o.

A levedura de panificac3o (Saccharomyces cerevisiae) é um
dos maiores produtos da indastria fermentativa pois ela é produzida
em quantidades superiores a 1,8 milhdes de toneladas (30% de
86lidos) anualmente (BURNOW, 1979). A levedura de cerveja
(Saccharomyces carlsbergensis ou cerevisiae) & obtida ou de culturas
puras ou, como acontece hoje na maioria das cervejarias, recuperada
e preparada para elaboragdo de nutrientes frescos. A 1levedura
recuperada pode ser reciclada mais de 20 vezes antes de precisar ser
substituida por wuma cultura pura. Contudo, ha considerédveis

variacdes nesta prética como algumas cervejarias que substituem a



levedura depois de poucas reciclagens. O residuo de levedura de
cerveja é processado como extrato de levedura para uso como
aromatizante ou como levedura seca para suplemento alimentar. Esses
residuos sdo gerados em elevadas quantidades. Sémente os Estados
Unidos produzem cerca de 34 mil toneladas de residuos sélidos de
levedura anualmente, da qual sémente uma menor parte é reciclada
rara o processamento de cerveja (PEPPLER, 1979).

A aplicagcdo de levedura e seus derivados no reforco
nutricional (como fonte de proteina e vitamina) de alimentos
processados e também para refinar o seu perfil de sabor, tem
tendéncia a crescer (HOBSON, 1985 e SCHMIDT, 1987). O ideal seria
que as células microbianas fossem consumidas diretamente como
ingrediente alimenticio. No entanto, devido a presenca de
componentes ativos fisiol6gicamente indesejaveis (alto teor de
acidos nucléicos e material da parede celular), a ruptura das
células e extragdo da proteina e/ou outros componentes, na maioria
dos casos é uma etapa importante no seu processamento e aplicac3o
(DZIEZAK, 1987).

O objetivo do presente trabalho foi examinar a possibilidade
de obter extratos autolisados de 1levedura para uso em nutric3o
humana, mantendo-se as propriedades funcionais das proteinas.
Autolisados e extratos s3o produtos de auto-digest3o ou autblise de
levedura de cerveja ou outras fontes. Durante o processo autolitico,
a parede celular é gquebrada e 830 liberados peptideos e
amino-4cidos, inclusive componentes celulares solGveis. Diferentes
caracteristicas de sabor e aroma podem ser desenvolvidos variando-se
as condicdes de aut6lise e método de extracio. Depois de se remover
a parede celular insolivel e composto de sabor amargo, o liguido
remanescente é concentrado a4 uma pasta viscosa castanha que &
caracterizada por um aroma carneo e ¢é chamado de extrato de
levedura. Tecnicamente, se as paredes da célula n3o s80 removidas e
a pasta de levedura é seca ou concentrada o produto final é referido

como um autolisado. A nomenclatura para extratos e autolisados,



contudo, pode variar com o fabricante (DZIEZAK, 1987).

A idéia n3o é nova €, atualmente no Brasil existem alguns
fabricantes de pProteinas autolisadas, porém, a tecnologia para
obtenci3o dos produtos pertence a empresas multinacionais, e 830
mantidos como segredos industriais ou patenteados pelas mesmas. O
principal uso desses extratos estd na substituicZo do uso de extrato
de carne pelos MEesmos, porém o seu uso tem sido geral em produtos
carneos, molhos, snacks, sopas, caldos, etc. Devido a falta de
extrato de carne e o alto custo no mercado internacional, o Brasil
tem exportado peguenas quantidades desses extratos de leveduras,
porém a falta de conhecimento das propriedades funcionais, assim
como de suas caracteristicas intrinsicas, pProvocadas pelas mudancas
dos parametros de extracdo, tem dificultado o aumento das
exportacdes. Também h& interesse na importacio desses produtos por
empresas internacionais, porém o “"know-how" de producdo tem gido
mantido por poucas empresas nacionais, qQue devido a falta de
agressividade no setor e investimento em resquisas, tém contribuido
bpouco para que o Brasil aumente a producio e exportagdo dos extratos
autolisados.

Neste trabalho sers estudado o rendimento da autdlise de
duas fontes protéicas, ou seja das leveduras (Saccharomyces
cerevisiae e Saccharomyces carlsbergensis). Com o propésito de
incrementar os rendimentos considerou-se importante estudar algumas
condicdes para extracdo das proteinas e determinar as condicdes de
temperatura, tipo e concentragio de solventes, teor de sal, pH e
concentracido celular.

Por outro lado considerou-se importante avaliar a qualidade
das proteinas com base na determinacio do rerfil de amino-dcidos
obtido nos autolisados, bem como o efeito da autélise sobre a

eliminac3o dos dcidos nucléicos presentes na levedura.



O presente trabalho consistiu também na caracterizagido de
algumas propriedades funcionais dos autolisados por sistemas
modelos: solubilidade, capacidade de gelificacdo e capacidade de
emulsificacdo. Finalmente, os extratos foram avaliados
sensorialmente pela aplicacio em caldo de carne por substituicdo do
extrato de carne.



II- REVISAO BIBLIOGRAFICA

As fontes de proteina podem ser chamadas de convencionais e
ndo convencionais. As primeiras dizem respeito aos produtos
tradicionalmente utilizados como fontes de proteina, como carne,
leite, ovos, etc e as ndo convencionais referem-se as fontes n3o

tradicionais, como é o caso da proteina unicelular.

A express3o "Proteina Unicelular” (Single Cell Protein- SCP)
é um termo para proteina cuja origem é de organismos unicelulares.
Fol proposta em 1966, no Instituto de Tecnologia de Massachussets
(M.I.T.) (TANNENBAUM, 1971), sendo também usado o termo biomassa e
proteina microbiana (TANNENBAUM & WANG, 1975). SISTA & SRIVASTAVA
(1981) alegam que a denominag%o SCP n3o & totalmente correta porqgue
além de proteinas, este material contém outros componentes como
lipideos, carboidratos, vitaminas, minerais e outros compostos
nitrogenados.

Entre os organismos utilizados para a producio de proteina
unicelular est3o as algas, as bactérias, os fungos e as leveduras,
08 quals representam uma fonte potencial n3o s6 de proteina como de
glicideos, lipideos, vitaminas e minerais.

Destas quatro classes de microorganismos, as leveduras
particularmente Saccharomyces e Candida s3o as mais estudadas, por
serem usadas hd muito tempo na alimentacfo0 animal e humana. Além do
mais, elas podem crescer em pH baixo (4,5 e 5,5) e assim minimizar a
contaminacdo por bactérias (KILBERG, 1972).

SCRIMSHAW (1975) relata que a possibilidade de cultivar
levedura como um alimento para consumo humano foi pela primeira vez
explorada em Berlim por Debrucj et al. em 1910. Os alemdes
utilizaram a espécie de levedura Candida utilis durante a I e a &I

Guerra Mundial como substituto da carne. As leveduras também foram



incorporadas as racdes de russos e japoneses durante a II guerra
Mundial.

Segundo LOESECKE (1948), o emprego de leveduras como
alimento, particularmente como,fonte protéica, passou a ser encarado
seriamente pela primeira vez, durante a I Guerra Mundial, no
entanto, naguela época, o produto n3o teve grande sucesso por
problemas , principalmente de palatabilidade. Durante a II guerra
Mundial a producdo j& era em escala maior e fol melhor aceita para o
consumo, tanto gque em 1945 wuma quantidade razodvel de levedura
Saccharomyces foi usada na alimentacio humana.

Em junho de 1971 realizou-se em Moscou (U.R.S.S.) a segunda
Reunidio do Grupo de Trabalho “AD HOC" do Protein Advisory
Group (P.A.G.) sobre Proteinas Unicelulares (SCP). Nela foram
propostas certas espécies de leveduras, algas e bactérias que
poderdo ser usadas como fontes de proteinas, bem como de vitaminas e
minerais para o homem e animais e que esses critérios dependam dos
organismos selecionados, do substrato utilizado, das condicdes para
crescimento e ainda de detalhes de processamento e manipulacio do
material (OLIVEIRA, 1978b).

Segundo REED & PEPPLER (1973), nos Estados Unidos o uso de
leveduras & disciplinado por uma legislacfo especifica, publicada em
1970 pelo "Nutritional Formulary”, que quantifica os limites maximos
e minimos dentro dos quais as leveduras 830 consideradas como
alimentares:

MaAx1imos

10X umidade

10% cinzas

5 ng/g arsénico

5 ug/g chumbo

7500 bactérias/grama
50 fungos/grama



Minimos

45% de proteina bruta
120 ug/g tiamina

30 ug/g riboflavina
300 ug/g niacina

Adicionalmente o produto deverd ser livre de amido e
bactérias do género Salmonella. A Food Drug Administration (F.D.A.)
restringe o uso de leveduras gquanto ao conteudo de acido f6lico, que
nio deve ultrapassar 8mg/g em alimentos comuns e 100mg/g nas porcdes
de alimentos dietéticos consumidos diariamente por individuos
adultos (OLIVEIRA, 1978a).

Experiéncias com leveduras realizadas no ser humano, visando
a relacdo existente entre ingest3oc de leveduras e eliminacZo de
dcido urico, demonstraram que hA correlac3o positiva, e gque tal fato
poderia levar 2 produc3o de gota em pessoas JiA predispostas
genéticamente, bem como aumentar o risco para aquelas que n3o o
fossem (WASLIEN et al., 1970, CANEPA et al.,1972, HEDENSKOG &
EBBINGHAUS, 1972, SINSKEY & TANNENBAUM, 1975). o grupo
FAO/OMS/UNICEF ao discutir os limites de seguranca que deveriam ser
respeitados ao introduzir esta fonte protéica n3o convencional na
alimentacdo humana ou animal, apbés estudos controlados, estabeleceu
que a quantidade de &cidos nucléicos n3o deveria ultrapassar o
limite de 2g por dia, para um individuo adulto normal, sendo ainda
mais reduzida, quando administrada a criancas (ASPECTOS de
nutricion..., 1874, ENSAYOS preclinicos..., 1974, GUIDELINE for
testing..., 1975, GUIDELINE on the production..., 1975).



II.1 -~ COMPOSICAO QUfMICA DA LEVEDURA

As leveduras possuem 50 a 70% de proteina bruta (nitrogénio
x 6,25) na base seca, sendo que aproximadamente 20% do nitrogénio é
ndo protéico, derivado de &cidos nucléicos e outros constituintes
(BRESSANI, 1968 e REED & PEPPLER, 1873). O aumento do teor protéico
e da taxa de crescimento é geralmente associado com o aumento do
teor de 4Acidos nucléicos. Segundo SOBOLEVA & POPOVA (1988)
relativamente poucos dados acerca  da composicio exata dos
componentes da proteina est3o disponiveis. HA uma tend8ncia de
fracionar as proteinas baseada na solubilidade, similarmente a
classificacio de Osborne para proteinas vegetais. A maior parte das
proteinas nativas de leveduras pertence as solGveis em agua e/ou sal
(albuminas e globulinas, segundo a classificac3o de Osborne).

O teor (4 a 7%) e composic3o de lipidos depende da natureza
do meio de crescimento. Leveduras alimentares contém
majoritariamente &cidos graxos de cadeia longa » com aproximadamente
20, 40 e 15% de dcidos oléico, linoléico e linolénico,
respectivamente (SCHNELL & AKIN, 1979). O alto teor de &cidos graxos
insaturados torna as células das leveduras suscetiveis a
"off-flavours" oxidativos e descolorac3o.

Normalmente um quinto a um terco da matéria seca consiste de
diferentes carboidratos. A maior parte dos carboidratos esta
presente na forma de polissacarideos, sendo que o total de mono e
oligossssacarideos é baixo exceto a trealose (HALASZ & LASZTITY,
1991) . Para SOLS et al. (1971) guase toda a reserva de carboidratos
(reserva de energia) compreende o glicogénio e a trealose. A
levedura de panificac3o normalmente contém 16 a 20% de glicogénio e
6 a 10% de trealose. A levedura de cerveja possui quantidades
inferiores.

Segundo PHAFF (1971) o teor de carboidratos da maioria das

leveduras alimentares varia entre 20 e 35% na base seca, sendo que



glucanas, mananas e, em menor quantidade, a quitina constituem os
principais carboidratos estruturais na rarede celular da levedura

Saccharomyces .

ABD-ALLAH et al. (1886) ao investigarem a reserva de
carboidratos de diferentes linhagens de Saccharomyces cerevisiae,
detectaram que o teor de glicogénio das células de levedura alcanca
0 méximo apbés 72 horas de fermentacio e a trealose ao fim de 120
horas. Em relacdo ao efeito da intensidade da aeracdo no teor de
carboidratos eles concluiram que aumentando a aerac3o melhora a
habilidade das células da levedura de armazenar mais carboidratos.
No entanto, o aumento do teor de carboidratos é geralmente associado
a um decréscimo do teor de proteina (HALAZ, 1988).

Quanto ao teor de minerais as leveduras apresentam 6 a 9% de
cinzas baseado em peso seco, sendo aproximadamente a metade
constituida por fosfatos, encontrando-se também sais de Ca, K, Mg,
Na e SO3 (BRESSANI, 1968 e REED & PEPPLER, 1973). A composicdo
quimica de microorganismos, de acordo com REED (1981) é apresentada
na Tabela 1.
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Tabela 1: Composi¢3o quimica de microorganismos unicelulares na
base seca (%)

Fungos Leveduras Bactérias Algas
Proteina 31-50 47-56 72-93 47-63
&cidos nucléicos 9,2 6-15 8-16 3-8
Cinzas 9-14 5-9,5 3-7 8-10
Lipidos 2-8 2-6 1,5-3 7-20

Fonte: REED (1981)

Segundo CHEN & PEPPLER (1990), as células secas podem ser
usadas diretamente sem processamentos posteriores. Mas se o
concentrado ou isolado de SCP é para ser usado como ingrediente
alimenticio, a célula microbiana deve ser tratada para extrac3o da
proteina e/ou outros componentes seja por meios fisicos ou quimicos.
A presenca de componentes fisioldégicamente ativos indesejaveis, o
alto teor de &dcidos nucléicos e o efeito prejudicial do material da
parede celular diminuem a disponibilidade das proteinas. Além disso,
a parede celular pode conter agentes alergénicos e fatores
causadores de nduseas e perturba¢gdes gastrointestinais. Apbés a
ruptura celular, diferentes técnicas de separac3o podem ser usadas

dependendo do componente a ser produzido.

II.2- EXTRACAO DE PROTEfNAS DA LEVEDURA

A desintegracdo da parede celular e a resultante liberac8o
da proteina da célula s2o pré-requisitos para a digestibilidade e
funcionalidade das proteinas unicelulares (LITCHFIELD, 1977).
Segundo REED & PEPPLER (1973) a parede celular pode ser rompida por
autbélise, hidrélise enzimdtica, tratamento quimico e desintegracio
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mecélnica.

Na avaliacdo dos diferentes métodos de ruptura da célula uma
etapa importante & a determinac3o da integridade das células de
levedura. Para esse propésito a medida da solubilidade da proteina
(INS) & largamente usada. A raz3o para que se use esse método é que
hd mais proteina soluvel disponivel quando a parede celular é
rompida (o solvente pode entrar na célula e solubilizar a proteina)
(HALASZ & LASZTITY,1991).

II.2.1- METODOS FiSICOS

A ruptura meclnica de células pode ser dividida em métodos
baseados nas forcas de atrito sélidos e ligquidos. Segundo HEDENSKOG
et al. (1970) o primeiro pode envolver uma ac%o de moagem, como em
moinho de bolas ou extrusio de células congeladas através de fendas
estreitas ou orificios, sob alta presso. O atrito s6lido devido aos
cristais de gelo é muito importante. A press3o por congelamento faz
com que a membrana da parede celular permaneca praticamente intacta
0 que pode ser um bom método para o isolamento da membrana,
associado ao método enzimético (HALASZ & LASZTITY, 1991).

LIMON-LASON (1979) estudou as propriedades do reator do
moinho de bolas de alta velocidade para ruptura de células
microbianas e achou que a maior dificuldade para operar com esse
tipo de equipamento é o controle da temperatura no meio de ruptura.
Em 1972, CURRIE et al. utilizaram o moinho industrial para romper as
células de levedura de panificac3o e extrair proteina. Os resultados
demonstraram que o aumento de temperatura de 5 para 42°C era
acompanhado pela reducdo na eficiéncia de extracido de 20%
aproximadamente. VANANUVAT & KINSELLA (1975a) também apontam como
outros problemas da ruptura mecénica a desnaturacdo protéica, a
restricdo & escala laboratorial e a ineficiéncia dos aparelhos.
Segundo CHEN & PEPPLER (1990) wum bom trabalho a alta pressio
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obtem-se asémente num laboratdrio ou em escala piloto e, tratamento
de congelamento-descongelamento é demasiadamente caro para aplicacio
comercial. A sonificacdo ndo é efetiva para bactérias gram-positivas
e muitas leveduras por causa da rigidez da parede celular. Friccio
acima de 500psi, n3o causa nenhuma ruptura das células da levedura.
Ent3o, pelo processo de eliminac2o, a moagem em moinho de bolas e
homogeneizacdo a alta pressio tornou-se o método de escolha com as
mais altas possibilidades de aplicac3o industrial, apesar do alto
investimento e custo operacional envolvidos (HEDENSKOG, 1870).

II.2.2~- METODOS QUIMICOS

O método quimico para extrac®o de proteinas pode incluir o
tratamento das células com vdrias substlncias como uréia, guanidina,
hidréxido de s6dio (MITSUDA et al., 1969), &cido acético, &cido
oxdlico, acido citrico (EUA Pat.3,585,179, 1971) e outros.

O uso de altas concentracdes de &lcalis ou &cidos resulta na
degradacdo quimica da parede celular. O tratamento das células de
levedura éom dlcali (pH= 11) enfraquece a parede celular e facilita
a ruptura por métodos mecénicos. Segundo HASLAZ & LASZTITY (1991)
este & um procedimento comum usado para a recuperacio de proteinas
da levedura.

Na patente europeia (European Pat.0,050,831, 1986), a base
preferida, usada para extracio da proteina soluvel foi o hidréxido
de aménia. Outras bases adequadas incluem o hidréxido de potéssio,
s86dio, calcio, carbonato de potédssio e outros. Contudo, HALASZ &
LASZTITY (1991) apontam algumas desvantagens se o propésito for a
produ¢do de proteinas para a industria alimentar, pois o tratamento
&lcalino pode causar hidrélise da proteina, despolimerizacido,
racemizacdo de aminodcidos, reagdes de beta-eliminac3o e
desnaturac®o. Das mudancas que ocorrem nas proteinas a formac3o de
lisinocalanina (LAL) atrafu consideravel atenc3o por causa do efeito
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nefrotéxico (nefrocitomegidlia, nefrocariomegadlia e nefrocalcinose)
em ratos e camundongos (DWORSCHAK et al., 1981). Segundo o mesmo
autor, um interesse nutricional é que a LAL se forma &xs custas de
amionoidcidos essenciais como a lisina, cistina e em menor extensio a
treonina; a serina também € afectada. A susceptibilidade para a
formacZo da LAL varia de uma proteina para outra afectando a
composic¢do das proteinas em diferentes formas (CHUNG et al., 1986).
E frequente que o valor nutricional das protefnas em que se formaram
estas uni®es covalentes resulte inferior ao das protefnas naturais.
Com efeito diversos experimentos demonstraram que o Coeficiente de
Eficiéncia Protéica (CEP), a Utilizac3io Neta das Proteinas (UNP) e
algumas vezes o Valor Bioldgico (VB)das proteinas s3o inferiores
quando o tratamento aplicado (alcalinizac3o, temperatura, duracfo) &
enérgico (CHEFTEL et al.,1989). Segundo a patente anterior (European
Pat.0.050,831, 1986), o hidréxido de aménia parece diminuir
grandemente a forma¢do de lisinoalanina e o excesso de aménia pode

ser removido da proteina soluvel durante a etapa de secagem.

ITI.2.3 - METODOS ENZIMATICOS

A digestio enzimdtica da parede celular é um método atrativo
por causa do baixo requerimento de energia e maior eficiéncia
comparada com os métodos mecBnicos. REED & PEPPLER (1873) reportaram
0 uso de enzimas para romper as células de levedura e ajudar na

degradacdo proteolitica durante a autélise.

Segundo KNORR et al. (1979), a lise enzimdtica da parede
celular, usando enzimas ex6genas, é bastante efetiva pois elas
ativam as proteases enddégenas. Ao assocliarem as enzimas
zimolase/lisozima seguido de extracio a pH 9 obtiveram um rendimento
superior a 80% do nitrogénio total da célula de levedura.

FEDOROVA & NEKLYUDOV (1985) estudaram a influéncia de
enzimas proteoliticas exégenas (papaina, pepsina, pronase E e
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protosubtilisina) no processo de autdélise da levedura de
panificacio. Um fato interessante foi qQue com a adi¢2o0 de diferentes
enzimas eles obtiveram sempre o mesmos resultados, isto é, o efeito
das enzimas ndo dependeu da especificidade de seu substrato. Eles
concluiram que o mecanismo do efeito das enzimas proteoliticas
ex6égenas sobre o processo de autélise da levedura de panificac3o nZo
€é uma simples combinac3o de hidrélise das proteinas pelas enzimas
inatas das leveduras e de proteélise pelas enzimas introduzidas. BE
possivel que as enzimas exdégenas decomponham os inibidores das
enzimas inatas da levedura.

O processo de aut6lise de levedura é uma reac3o lenta. 2B
induzido pelo aquecimento de uma pasta aquosa de células de levedura
até uma temperatura em que as células s30 mortas mas a atividade das
enzimas enddégenas ainda & alta. A temperatura varia entre 40 a 60°C,
sendo preferivel de 50 a 55°C pois corresponde a mais alta taxa de
reacdo sem danificac3o da atividade das enzimas (EUA Pat.4,285,976,
1981 e EUA Pat.4,218,481, 1980).

Para acelerar a autélise se empregam varios agentes
plasmolisantes como o sal e solventes orgénicos: acetato de etila,
acetato de amila, cloroférmio, etanol, etc.(NAUMENKO & GORDIENKO,
1985, SUGIMOTO, 1974, EUA Pat.4,285,976, 1981). Na patente americana
(EUA Pat.4,264,628, 1981) sugere-se que a adica® de algune agentes
ndo é desejdvel se for para serem incorporados em produtos
alimenticios. Nela se relata um processo para a producio de um
autoliasado de levedura, na presenca de um material selecionado de
um grupo de &acidos graxos, tendo de 4- 14 Adtomos de carbono e seus
mono, di ou triglicerideos.

Na patente americana (EUA Pat.4,285,976, 1981) descobriram
que a autdélise pode ser acelerada pela presenca de tiamina e/ou
piridoxina, & concentrac¢d®es no minimo de 0,01% do peso da levedura.
Também concluiram que o aumento gradual da temperatura de incubacio

de 20 até 180 minutos aumenta a taxa de autdlise.
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CHRENOVA et al. (1981) para determinarem as condicées &timas
de ativacdo das endoenzimas da levedura (nucleases, proteases)
investigaram o efeito de vdrios cations metédlicos (Mg, Ca e 2Zn
usando 0,1 a 0,6% de concentracio dos sais) sobre a autélise da
levedura de panificacZo, na faixa de temperatura de 45 a 60°C
Critérios para avaliac3o do processo incluiam a taxa inicial de
autélise, rendimento de produtos de degradacio de proteinas e
constituintes de dcidos nucléicos. Os resultados mostraram que a
adic3o de ions tem pouco efeito na estrutura da célula, mas tem um
efeito estabilizador sobre as endoenzimas. 0 rendimento de

constituintes de proteinas e de &cidos nucléicos aumentou.

KOJIN, segundo HALASZ & LASZTITY (1991) patenteou um
processo de obtencdo de extrato protéico com sabor melhorado
combinando um solvente orgénico miscivel em &gua, preferivelmente
etanol, n-propanol ou n-butanol, com uma solucio de extrato de
levedura comestivel e decantando para remover componentes soluveis.
O extrato viscoso de levedura final, é desidratado num secador a
vacuo até eliminacdo do solvente e ¢ adicionada &gua para formar uma
pasta ou continua para secagem em “spray drier” para obtencfo de um
pé.

A patente americana (EUA Pat. 4,303,680, 1981) apresenta wum
outro processo para melhorar o sabor do extrato de levedura em que
este contém o aromatizante 5°-nucleosideo e aroma mais encorpado. As
células de levedura s3o suspensas na presenca de estimuladores da
aut6élise num pH de 6,0 a 6,6. A suspens®o autolisada é aquecida para
90 a 110°C durante 1 a 3 horas para extrair o RNA intracelular e as
seguintes etapas foram efetuadas: (1) hidrb6lise do RNA extraido com
5 -fosfodiesterase e (2) separagdo do extrato resultante do residuo
insolivel. O produto final pode ser usado como um componente em
formulacdes de temperos.
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I1.3- TEOR DE ACIDOS NUCLEICOS DOS EXTRATOS

Un dos maiores problemas que limitam o consumo de células
microbianas ou de suas proteinas isoladas é o alto nivel de
contaminacdo dessas preparacdes por &cidos nucléicos (VANANUVAT &
KINSELLA, 1975a; SINSKEY & TANNEMBAUM, 1975). O teor varia de 8 a 25
g de acidos nucléicos/100 g de proteina em varias células, grande
parte presente como RNA (dcido ribonucléico).

Sob o ponto de vista nutricional, o consumo de altos niveis
de &cidos nucléicos na dieta, acima de 2 g/dia, causa desordens
como: uricémia, gota e formagcio de pedras nos rins (WASLIEN et al.,
1970). Por isso, antes da proteina da levedura ser usada como fonte
protéica para consumo humano, o teor de &cidos nucléicos deve ser
reduzido para niveis seguros. Existem véarios métodos disponiveis
para tal fim (Tabela 2), que envolvem um tratamento quimico ou
enzimético das células de levedura homogeneizada (NEWELL et al,
1975; SHETTY & KINSELLA, 1979).

O teor de 4&cidos nucléicos é regulado pela taxa de
crescimento das células da levedura. A reducdo dessa taxa seria
economicamente invidvel, pois, ao contrdrio o gue se pretende sempre
€ um processo rdpido de crescimento celular (HEDENSKOG & EBBINGHAUS,
1972).

Un aprecidvel numero de processos para reducio dos &cidos
nucléicos tem sido publicado. Essa variedade é wuma indicac3o do
constante interesse no assunto, mas também sugere que muitos
procedimentos s3do aplicdveis 8sémente a um tipo particular de
microorganismo.

A extracdo alcalina sob condi¢®es drésticas & um método
cléassico, bastante efetivo e largamente usado para reduzir o teor de
dcidos nucléicos especialmente a temperaturas elevadas (HEDENSKOG &
MOGREN, 1973). HEDENSKOG & EBBINGHAUS (1972) constataram gque a
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presenca de cloreto de 86dio durante o aquecimento influenciou
positivamente os resultados, aumentando a faixa de pH alcalino na
qual ocorre um aumento na remocdo de RNA. A desvantagem deste método
é, como ja foi anteriormente mencionado, a alteracio das proteinas
com consequente perda do valor nutritivo e propriedades funcionais
(HEDENSKOG & MOGREN, 1973). A patente americana (EUA Pat. 4,135,000,
1979) apresenta um processo para reducdo dos &cidos nucléicos
baseado na adi¢do de zinco na levedura. O metal age como um fator
protetor da RNAse durante o tratamento alcalino para extragio da
proteina. Alcangou-se melhores resultados incubando a 60°C e pH 6.

LINDBLOM & MOGREN (1974) adicionaram 4% de NaCl a uma
solucdo de células homogeneizadas e notaram uma extraordinaria
reducdo entre 48 e 62°C e PH 5 a 9. Para LINDBLOM (1877) o cloreto
de s6dio melhora a degradagdo dos 4&dcidos nucléicos pelas RNAse
endégenas. Extracdo com dlcali ou solugdo salina tem a vantagem que

o RNA pode ser recuperado como um subproduto.

Segundo TREVELYAN (1975) o8 4&cidos nucléicos podem ser
extraidos da proteina unicelular pelos &cidos perclérico e
tricloroacético (0,5-1,0 M), sendo ambos precipitantes da proteina ,
uma propriedade que é aplicada para propdésitos analiticos. A reducio
de RNA com &cido n3o & comercialmente atrativa por causa do custo do
equipamento que tem que 8er 4cido-resistente, e por causa do
problema do despejo dos efluentes, sempre presente em indGstrias de
fermentacdo.

Embora a redug¢do de acidos nucléicos seja possivel usando-se
acido cloridrico, esse procedimento n3io é comumente usado em
laboratério e producdo em larga escala. Em experimentos recentes
TREVELYAN (1976a) encontrou que &cido cloridrico (concentracgido 0,5 a
0,1 N) extraiu RNA de levedura, a temperatura ambiente, com
relativamente pequena perda de sélidos.
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Num experimento seguinte, TREVELYAN (1978) mostrou que o sal
(NaCl) potencializou a ag3o do &cido cloridrico. Operando a 60- 80°C
a concentragdo do 4cido requerido podia ser consideravelmente
reduzida. Baseado nesses resultados o autor reportou um procedimento
para reducdo dos acidos nucléicos que usa cloreto de s86dio, contém
uma solugdo de &cido cloridrico e o tratamento térmico é moderado.

KINSELLA & SHETTY (1978) desenvolveram um novo método para
extracdo de proteina da levedura para producdo de isolados e
concentrados protéicos de levedura a partir da succinilac3do da
proteina. Este procedimento resultou num alto rendimento protéico
acompanhado de uma redu¢3o efetiva do teor de 4cidos nucléicos. A
desvantagem deste método é que o produto final é uma proteina
succinilada e n3o pode ser removida sob condi¢cdes moderadas. E
indesejdvel que essa proteina seja usada como principal fonte
protéica na dieta. De acordo com CHEFTEL et al. (1989) do ponto de
vista nutricional, um alto grau de succinilacgao reduz a
disponibilidade biolégica doe residuos de lisina.

Recentemente descobriram-se vdrios agentes modificadores
reversiveis (anidrido citracénico e anidrido maléico) e aplicaram-se
em diferentes proteinas, incluindo proteinas de leveduras (SHETTY &
KINSELLA, 1980, 1982). Esses agentes rompem as interacdes
eletrostdticas e separam as proteinas dos 4&dcidos nucléicos e
subsequentemente removem-se os grupos modificadores sob condic¢des
moderadas. Como com a succinilac3o a adigdo de cargas negativas ao
grupo épsilon-NHz da lisina desestabiliza o complexo nucleoprotéico
supramolecular pela ruptura das ligacdes n3o covalentes. Isso
facilita a separacdo dos derivados protéicos aniénicos do RNA pela
precipitacdo isoelétrica a pH 4,2. A citraconilacioc & t3o efetiva
quanto a succinilac3o na preparac3o de isolados protéicos com baixa
contaminacdo por Acidos nucléicos (menos de 2% de RNA) e alto
rendimento. A desacilac3o0 das proteinas foi realizada por incubagdo
das proteinas citraconiladas (maleinatadas) numa dispersio
ligeiramente &cida a 30-50°C (SHETTY & KINSELLA, 1979).

18



DAMODARAN & KINSELLA (1984) e HUANG & KINSELLA (1985, 1986)
devido ao baixo custo e seguranca da acilaciao reversivel resolveram
estudar a fosforilac3oc como método de saseparacdo do RNA. A
fosforilac3o das nucleoproteinas da levedura via grupos &psilon-NHz
da lisina usando oxicloreto de fésforo (POCls) a pH 9, reduziu
progressivamente o teor dos 4&cidos nucléicos e, quando 30% dos
grupos épsilon-NHz disponiveis foram fosforilados obteve-se 90% de
reducdo do teor de RNA na proteina isoeletricamente precipitada.
CHEN et al. (1986) reportaram o uso de trimetafosfato de 86dio
(STMP) na fosforilac2o das proteinas de levedura com bons
resultados.

Outra metodologia usada para remover os acidos nucléicos da
suspensio das células de levedura é a utilizagcio das préprias
enzimas ribonucleases (RNAses) enddégenas. TANNENBAUM et al. (1975)
concluiram que a RNAse pode ser ativada por choque térmico a 68°C
durante poucos segundos, seguido de um periodo de incubagio de 2
horas a 52,5°C. Com esse tratamento, o teor de &cidos nucléicos pode
ser reduzido de 7 a 8% para 1 a 2%. Variacdes aproximadas foram
reportadas por CANEPA et al. (1972) e SINSKEY & TANNENBAUM (1975).
Infelizmente o processo é associado com o aumento de atividade das
enzimas proteoliticas e com perda de proteina. Sob essas condig¢gdes
descritas pelos autores, o teor de &cidos nucléicos pode ser
reduzido de 7,5 a 9,0% para 1,5 a 2,0%, sem perda de proteina nas
células da levedura Candida.

LINDBLOM (1977) constatou que o choque térmico ndo pode ser
usado para reducdo de &cidos nucléicos na Saccharomyces cerevisiae.
HALASZ & LASZTITY (1991) ao estudarem o efeito do chogque térmico na
atividade de varios tipos de levedura Saccharomyces cerevisiae,
Candida boidinit, C. guilliermondii e Rhodoturula glutinis, também
constataram que a RNAse da Saccharomyces cerevisiae também ndo é
ativada. Tratamento térmico acima de 45°C causou sempre uma
diminuicio da atividade da RNAse. No caso da Rhodoturula glutinis e
Candida gutlliermondii a ativacfo de RNAse foi observada a 60 e
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68°C, respectivamente. O autor sugeriu que a ativagdio pelo choque
térmico provavelmente seja associada com a rédpida 1inativacio de
proteinas inibidoras de RNAse sensiveis ao calor, presentes em
diferentes gquantidades nas diferentes espécies de leveduras ou entio
com uma desnaturacdo do substrato, que o torna mais disponivel ao
ataque enzimdtico. Ele achou que com base nessa hip6tese se explica

as diferencas observadas nas diferentes espécies de levedura.

Nas células de levedura, o RNA estd 1localizado no nucleo,
mitocdndria, ribossoma e citoplasma. RNase tem sido encontrada nos
vacuolos e associada com o8 ribossomas (DANNER & MORGAN, 1963;
OHTAKA & UCHIDA, 1963). LINDBLOM & MOGREN (1974) num trabalho em que
investigam a eficiéncia da desintegracio mec8nica associada a
presenca de NaCl, opinam que a desintegrac®o mecénica provavelmente
causa uma destruicdo da organizacdo subcelular conduzindo a novas
possibilidades para a RNase atuar sobre o RNA. Para o NaCl, DANNER &
MORGAN (1963) encontraram que a RNase ribossomal em extratos livres
de células da Saccharomyces cerevisiae é ativada na presenca de 3%
de NaCl. OHTAKA & UCHIDA (1963) também observaram o mesmo qQuando as
células foram incubadas em solucdes de 3% de NaCl e temperaturas
superiores a 20°C. Em adicdo, sob estas condi¢®es o RNA ribossomal
fol desnaturado e se tornou sensivel a RNase. Segundo LINDBLOM &
MOGREN (1974)estas observacdes podem explicar até certo ponto, o
parel do NaCl na degradac3o enzimdtica do RNA. Para SINSKEY &
TANNENBAUM (1975) a adic3o de anions carboxilicos durante o processo
de choque térmico facilita a reducio de Acidos nucléicos.

O uso de enzimas ex6genas para remoc3o dos &acidos nucléicos
também é possivel. No entanto, essa metodologia exige preparac®des
enzimaticas livres dé outras enzimas, principalmente proteases, e
adequadas para uso alimentar, o que eleva seu custo. Na patente
americana (EUA Pat.4.135.000, 1979) reportou-se que RNAse
pancredtica exdégena podia ser usada. CASTRO et al. (1971) também
relatou o uso de ribonuclease pancredtica bovina A para hidrolisar
RNA, depois do choque térmico inicial. Devido ao alto custo dos
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preparados de enzimas exégenas, procedimentos baseados em RNAses

~ r » ~
exégenas nio sio praticos para uso em producio em larga escala.

A reduc3o do teor de &cidos nucléicos é importante n3o s6 na
levedura inteira mas também no seu isolado protéico se & para ser
usado como um ingrediente alimentar. Quando a proteina soluvel é
precipitada a pH 4,3-4,5, o 4&cido nucléico é co~-precipitado,
resultando num isolado protéico com alto teor de &cido nucléico.
LINDBLOM & MOGREN (1974) reportaram gque incubando uma pasta de
levedura homogeneizada a pH 5,6 e 50°C na presenca de 3% de NaCl
durante 20 minutos, o teor de dcidos nucléicos pode ser reduzido

para 1,4%.

LANFORD et al. <(1979) desenvolveram um procedimento
interessante para reduzir o teor de &cidos nucléicoe de isolados
protéicos. Nele a proteina € solubilizada em uma solucXo tamp3o de
citrato-fosfato (pH=7 a concentrac3oc de O0,1M) e brometo de
acetil-trimetil-amdénio ¢ acrescentado. O RNA forma um complexo
insoldvel com este reagente e o precipitado pode ser removido. Apbs
o tratamento o teor de 4&cidos nucléicos do isolado protéico é
reduzido a um valor inferior a 3%.
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Tabela 2: Resumo de alguns métodos investigados para reducio de RNA
nos isolados protéicos de levedura
Métodos Vantagens Desvantagens
Diminuic3o0 da taxa Projeto Reduc3o limitada do
de crescimento du- apropriado do RNA, baixa producio
rante a fermentacfo. fermentador. de proteina.

Hidré6lise alcalina

PH 10-140.5, 90 C,
1-4 horas

PH 11.5, oo C,
1~-2 horas

Ribonuclease ex6égena,
56 C, pH 6.7-8.0

RNAase endéggna, chogque
térmico a 68 C, incuba-
cdo a 52,5 C durante

2 horas.

Succinilacdo

Citraconilacio,
descitraconilacio

Sais caotrépicos

Simples, rapido

Simples, répido
Simples,
econdmico

Alto rendimento,
boas propriedades

Alto rendimento,
nenhum residuo

quimico.Proprie-
dades funcionais.

Extracio simples

Perda de proteina
(30%), destruici3o

de aminodcidos, for-
macdo de lisinoala-
nina, desnaturacZo
da proteina.

Custo da enzima,
protedlise reduz o
rendimento protéico.

Processo lento,
protedlise reduz
rendimento protéico.

Grupo succinil,
seguranca, custo.

Reac3do quimica
complicada, custo,
seguranca.

Desnaturac3o de
algumas proteinas.

Fosforilacio Reac3o simples, Custos,
aceitdvel nutricio- quimicoes corrosivos
nalmente, boas pro-
priedades funcionais
Sulfitdlise Simples, efetivo
Fonte: KINSELLA, J.E. (1976)
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II.4- PROPRIEDADES FUNCIONAIS

Na producdo de alimentos as palavras propriedades funcionais
da proteina s3o fortemente ligadas com as operacd®es incluidas no
processamento do alimento e também com as propriedades fisicas do
produto final.

Alguns autores como KINSELLA (1976), KINSELLA (1981), WOLF
(1970) tém relacionado o conceito de propriedade funcional com as
caracteristicas fisico-quimicas mais relevantes das proteinas, as
quais influem notoriamente nos processamentos de alimentos. Este
conceito enquadra as proteinas em relacio a sua func%o utilitédria
para a induastria.

As diferentes propriedades funcionais tém sido classificadas
de acordo com as caracteristicas e propriedades fisico-quimicas das
proteinas. S3o varias as propriedades funcionais que intervém
habitualmente em cada alimento (Tabelas 3 e 4). O objetivo dos
investigadores é encontrar uma explicaca® mecénica do comportamento
funcional, mas o estado atual dos conhecimentos, assim como a
complexidade dos diversoe sistemas alimenticios, ndo permite
compreender de forma clara, como uma estrutura protéica concreta
condicionard, por exemplo, a textura final de um alimento.
Precisamente, uma das dificuldades surge porque frequentemente, se
modifica a estrutura inicial da proteina, quando o ingrediente
protéico ou a proteina alimenticia se transforma no complexo
alimenticio final (CHEFTEL et al., 1989).
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Tabela 3: Classes gerais

de propriedades funcionais de

proteinas importante para aplicacio em alimentos.

Propriedade geral

Propriedade funcional especifica

Organolética

Ligante

Texturizac8o

Propriedades de superficie

Cor, sabor, textura

Solubilidade, dispersibilidade, absorc&o
de &gua, capacidade de retenc8o de &gua,
inchacdo, gelatinizac%o, formacZo de

de massa de farinha, absorc8o de gordura

Formac&o de fibra, extrusfo, plasticidade

Propriedades de emulsificacBo e de
formacgb de espuma

Fonte: CHEFTEL et al. (1989).
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Tabela 4:

Propriedades funcionais tipicas de preparacdes protéicas

Propriedade

funcional

Modo de acg3o

Alimento

Hidratac3do, absorcdo
de &gua, ligac3o de
agua

Solubilidade

Viscosidade

Gelatinizac3o

Emulsificag3o

Formacio de espuma

Coesividade,
Adesividade

Elasticidade

Absorcio de gordura

Absorciao de aroma

Mudancas de fase
durante aquecimento

Ligacdo de agua com
hidrogénio

Solubilizacdo de proteinas

Espessamento, ligacio de &gua

Formacdo de matriz protéica

Formacdo e estabilizacio de
emulsdes de gordura

Formac3o de filmes estaveis,
imobilizacdo de gases

Proteina como material
aderente

Ligag3o0 hidrofdébica,
ligagles S-S em gel

Ligacdo de gordura livre

Adsorcio, absorcio

Desnaturacdo

Carne, produtos
cdrneos e de
panificacio

Bebidas

Sopas, molhos,
condimentos

Carne, coalho,
queijo, produtos
de panificacdo

Cremes, produtos
cArneos, sopas,
condimentos, bolos
alimentos de bebé

Doces aerados
Carne, produtos
cdrneos e de

panificacao

Carne, produtos
de panificacido

Bolos, Produtos
carneos

Todos alimentos

Produtos carneos

Fonte: HALASZ & LASZTITY (1991).
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O melhor conhecimento da funcionalidade de uma proteina pode
obter-se quando o constituinte protéico do sistema tedérico a ensaiar
€ uma proteina tunica, purificada e de estrutura conhecida. No
entanto, a maior parte dos ingredientes protéicos disponiveis para
uso industrial, s3o misturas de proteinas gque contém quantidades
apreciédveis de glicideos, lipideos, sais minerais, polifenéis, etc.
Ainda que os lisolados protéicos contenham menos constituintes n3o
protéicos, como foram expostos a tratamentos importantes (métodos de
extracdo, precipitacfo, concentracio, pH, forca idénica e
temperatura), sua estrutura inicial e funcionalidade podem resultar
afetados (KNORR, 1980).

Além disso, a falta de padronizac3o da metodologia empregada
no estudo da propriedade funcional de uma nova proteina dificulta a
avaliac3o por comparagio de resultados. Diversos autores (KINSELLA,
1976, SCHOEN, 1977) tém revisado métodos utilizados para
determinagcdo da funcionalidade das proteinas, e insistem na

necessidade de melhorar e padronizar os testes realizados.

Como os ensaios de utilizacdio s3o custosos e exigem muito
tempo, cada dia se utilizam mais as provas com sistemas teéricos,
mas o8 problemas inerentes a esta aproximaclo s%Zo duplos: 1) estas
provas ndo est3o suficientemente normatizadas e 2) frequentemente
ocorre que o8 resultados das provas com sistemas tedricos n3o s3o
equivalentes com os obtidos sobre sistemas reais (ensaios de
utilizacdo) (CHEFTEL et al., 1989).

As propriedades funcionais das proteinas alimenticias podem
ser classificadas em trés grupos principais:

1) propriedades de hidratacio (dependente das interacdes
proteina-4gua) '

2) propriedades dependentes das interac¢des proteina-proteina

3) propriedades de superficie.
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VArios fatores como a concentracdo protéica, PH,
temperatura, tempo, forga ibénica e presengca de outros componentes
afetam essas interac¢des. A maioria das propriedades funcionais s3o
determinadas pelas inter-relacdes entre essas forcas (CHEFTEL et
al., 1989).

Na pesquisa de uma nova proteina, as propriedades de
hidratagcdo ou hidrofilicas, principalmente a solubilidade, s3o as
primeiras a serem avaliadas, uma vez que constituem uma indicac3o do
potencial de aplicacad em alimentos, além de indicar a viabilidade
da extracdo, determinando se a fonte & ou n3o vidvel, uma vez que
dados de solubilidade representam o préprio rendimento da extracad
(HUTTON & CAMPBELL, 1977).

BETSCHART (1974) e LAWHON & CATER (1971) descreveram os
passos bédsicos na determinacio da solubilidade de uma proteina que
consistem na dispersiao da proteina em agua, no ajuste do pH com HC1
ou NaOH até o pH desejado, centrifugacio da solugdo ou dispersio e
determinag¢do do teor de nitrogdnio no sobrenadante. Diferentes
autores tém usado concentracdes de proteina de 0,2%; 0,5% e 1%,
sendo 1% a mais usada. Os resutados podem ser expressos em IPD
(fndice de Proteina Disperasivel) ou INS (fndice de Nitrogénio
Solduvel). Normalmente se usa o INS como método para caracterizar a
solubilidade de 1solados e concentrados protéicos (McWATTERS &
HOLMES, 1979).

A solubilidade de proteinas da levedura, especialmente em pH
comum nos alimentos, & muitas vezes inferior ao de outras proteinas,
como da soja. Contudo, proteinas soluveis na dgua e sal ou a mailor
parte das proteinas de leveduras nativas, o processo de extracdo,
precipitacio e secagem, podem mudar estas propriedades e aumentar a
parte insoluvel das proteinas. Tratamento térmico e tratamento
alcalino a altas temperaturas diminui a solubilidade (HALASZ &
LASZTITY, 1991). Um perfil tipico da solubilidade das proteinas da

levedura é mostrado na Figura 1.
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Figura 1: Perfil tipico da solubilidade das proteinas de levedura
Fonte: HALASZ & LASZTITY, 1991.

Como se pode ver na Figura 1, a minima solubilidade ¢é
observada a pH 4-4,5 e a maior solubilidade pode ser obtida a pH

alcalino.
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Varios métodos tém sido estudados para modificar a estrutura
de novas proteinas para melhorar suas propriedades funcionais para
aplicacdo especifica no alimento. Um deles tem sido a modificacio
quimica das proteinas mediante a acetilac3o ou succinilac3o e,
estudos tém sido realizados em proteinas de soja (FRANZEN &
KINSELLA, 1976b), farinha de semente de algodio (CHILDS & PARK,
1976), proteinas foliares (FRANZEN & KINSELLA, 1976a), proteina de
peixe (GRONINGER, 1973) e proteinas de leveduras (KINSELLA & SHETTY,
1979).

Em geral, as propriedades funcionais como solubilidade e
capacidade de emulsificac3o, foram melhoradas pela acetilacio e
succinilacdo. Diferentes reagentes pbdem ser usados para acilacio,
entre eles, anidrido acético e anidrido succinico s3o largamente
usados. Contudo n3o é sémente possivel a acetilac3o e succinilac3o,
mas também a formilac3o , propionilac3o, etc. Alguns anidridos
dcidos causam modificacd®es reversiveis de ambos alfa e éEpsilon
amino-grupoe (NEURATH & HILL, 1976). Segundo SCHNEIDER et al. (1986)
na prédtica da acilac8o de preparacdes de proteina para serem usadas
com propésitos alimenticios a acetilacio tem sido investigada mais
profundamente. Geralmente a acetilacio melhora a estabilidade
térmica e reduz a coagulag3o térmica e precipitacio. Algumas outras
propriedades funcionais podem ser modificadas. A succinilac3o também
pode modificar ambos alfa e €&psilon amino-grupos das proteinas.
Devido ao fato de o 4&cido succinico possuir dois grupos
carboxilicos, ap6és a acilacio um novo grupo negativamente carregado
serd introduzido na proteina. Repulsdes electrotdticas resultantes
de ani®es succinato alteram a conformacio da proteina e ent3o a
penetracdo de moléculas de dgua se torna fisicamente mais facil por
causa do estado desenrolado (estendido) dos polipéptidos.

CANELLA et al. (1979) estudaram recentemente os efeitos da
acetilagcdo e succinilacidoc sobre as propriedades funcionais do
concentrado protéico de girassol que havia sido tratado com 4cido e

etanol para remover o dcido clorogénico (o maior problema no uso de
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proteina de girassol em alimentos é& a presenca deste &dcido que causa
descoloracdo e o alto teor de globulinas que possuem baixa
solubilidade em agua a pH inferior a 8). Eles constataram que os
derivados acil incrementaram a solubilidade, emulsificacdo e
propriedade espumante mas diminuiram a absorc3o de &gua. No entanto
estes resultados n3o podem ser generalizados e assumidos para todas
as proteinas de girassol pois o tratamento etanol-dcido causa
isoladamente perda de certas propriedades funcionais (CANELLA,
1978). ’

Para VANANUVAT & KINSELLA (1978) o perfil de pH de
solubilidade de proteinas de levedura succinilada revelou um aumento
tipico de solubilidade entre pH 4 e 6. As amostras succiniladas
tornaram-se insoliveis abaixo do ponto isocelétrico a medida que o
grau de succinilagio aumentou. Significativamente proteinas de
leveduras succiniladas foram muito estdveis a precipitacio térmica
acima do pH 6, isto &, elas permanecem soliveis a temperaturas acima
de 100°C. A medida em que o0 grau de succinilac3o aumentou, a taxa de
precipitacdo de proteinas derivadas aumentou na vizinhanca do ponto
isoelétrico e obtiveram-se flocos maiores de proteinas, facilitando
a sua recuperacdo (McELWAIN et al., 1975).

SCHNEIDER et al. (1986) ao investigarem 1isolados protéicos
acetilados de (broad bean) feij2%o comum observaram um aumento da
capacidade emulsificante e propriedade gelificante do isolado. As
mudancas eram dependentes do grau de acetilacd3o. Eles constataram
também que a acetilacdo de isolados protéicos de levedura aumentou a
solubilidade da preparacdo protéica. Foram observadas alterac¢des
muito 1ligeiras nas outras propriedades funcionais. Como foi
mencionado anteriormente (itens 11.2.2. e III) a succinilagi3o também
é um bom método de extracéo de proteinas da levedura e para a
producdo de preparados protéicos com baixo teor de &cidos nucléicos.

Outra importante propriedade funcional relacionada a

interacdo de proteinas com a4gua é sua capacidade de absorcio ou
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retenciao de &agua.

A absorcad® de &gua de isolados e concentrados protéicos de
células de levedura varia na faixa de 3,0 a 4,0mL/g de amostra.
Estes valores sio compardveis ou inferiores a capacidade de retenc3o
de &gua de proteina de soja n3o aquecida (KINSELLA, 1976). HUMPHRIES
(1982) explica que a propriedade de absorver &4gua pode variar de
acordo com o método de obtengdo e concluiu que os tratamentos com
solventes orgénicos para extrair ou fracionar as proteinas, resultam
num decréscimo da capacidade de absorver &gua.

Nem sempre é& correto afirmar que as proteinas devem ter uma
elevada solubilidade inicial para que as outras propriedades
funcionais sejam boas. A absor¢c3io de dgua de um ingrediente protéico
pode, algumas vezes, melhorar com uma prévia desnaturacio e
insolubilizag3o. Mesmo assim, algumas vezes, ap6s a desnaturacio e
insolubilizacdo parcial se mantém a gelificaclo (CHEFTEL et al.,
1989). Segundo o mesmo autor, tudo isso estd de acordo com o fato de
que a formagdo de emulsdes, espumas e géis, pressupde diversos graus
de desdobramento, agregacio e insolubilizac20 da proteina.

o) estudo da capacidade gelificante das proteinas
alimenticias & muito importante. Denomina-se gelificac®o quando as
moléculas desnaturadas se agregam para formar uma rede protéica
ordenada (HERMANSSON,1978). Segundo FERRY (1948) os géis de
proteinas 86 podem ser formados quando o balanco de forcas atrativas
e repulsivas atingir o equilibrio. Ele divide o processo de
gelificag3o em duas etapas: 1) desnaturagio parcial da proteina
nativa, abrindo suas cadeias polipeptidicas e 2) associacido gradual
para formagio da matriz do gel, desde que as forcas atrativas e
repulsivas, e as condi¢des termodindmicas o permitam.

A gelificac3o protéica n3o se aplica sémente para formagdo

de géis s6lidos viscoelasticos, mas também para melhorar a absorcgdo

de Agua, o espessamento, a uni3o de particulas (ades3o) e para
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estabilizar emulsdes e espumas (HALASZ & LASZTITY, 1991).

Proteinas globulares podem formar géis sémente a altas
temperaturas e esses géis sdo muito fracos. Na maioria dos casos é
indispensdvel um tratamento térmico para conseguir a gelificacio.
Pode necessitar-se um esfriamento posterior e Aas vezes, resulta
aconselhdvel uma acidificagcdo 1ligeira. Em alguns casos pode
necessitar-se de adicdo de sais, concretamente cdalcio, o que aumenta
a velocidade de gelificac3o e/ou firmeza do gel (caso das proteinas
de soja, soro de leite e albumina). No entanto, v&Arias proteinas
podem gelificar-se sem aquecimento, com unicamente uma hidrélise
enzimdtica moderada (micelas de caseina, clara de ovo, fibrina), uma
simples adicd3o de célcio, (micelas de caseina) ou alcalinizacio
seguida de um retorno a neutralidade ou ao ponto isoeléctrico
(proteinas de soja) (CHEFTEL et al., 1989).

A dissociagdo e desdobramento das moléculas protéicas
geralmente aumenta a exposigcio de grupos reativos, especialmente
grupos hidrofébicos de proteinas globulares. Interagdes
proteina-proteina 830 contudo favorecidas e s82o normalmente a
principal causa da subsequente agregacio. No entanto, proteinas com
alto peso molecular e alta percentagem de aminodcidos hidrofébicos
tendem a estabelecer fortes redes. Interacdes hidrofébicas sio
melhoradas a altas temperaturas e a formac3o de 1ligacdes de
hidrogénio é favorecida pelo arrefecimento. O aquecimento pode expor
também os grupos internos tiol a formacdio ou troca de ligacdes S-S.
A presenca de um grande numero de grupos SH e S-S forcard a rede
intermolecular e terd tendéncias a fazer o gel térmicamente
irreversivel (HALASZ & LASZTITY, 1991).

Diferentes alimentos requerem diferentes propriedades
funcionais. Por exemplo em sistemas alimentares de carnes cominuidas
boas propriedades adesivas, capacidade de retengido de agua,
estabilidade da emuls®o e gelificagio durante o cozimento s3o
propriedades importantes das proteinas constituintes. Mas nenhuma
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proteina alimentar possui todas as propriedades requisitadas, e a
proteina da levedura nio constitui excec3o (KINSELLA, 19786).

Proteinas obtidas por métodos de ruptura e extrac3o
convencional das células tendem a desnaturar, possuem pobre
solubilidade e tem uso limitado em alimentos (VANNUVAT & KINSELLA,
1975b). Métodos melhorados de isolamento de proteinas microbianas
com boas propriedades funcionais s%o necesséirios. SCHNEIDER et al.
(1986) investigando isolados de proteina acetilada de feij%o notaram
um aumento da capacidade gelificante do isolado. Ao experimentarem o
mesmo método no isolado protéico de levedura acetilada o
melhoramento foi muito ligeiro.

HUANG & KINSELLA (1986) investigaram intensivamente algumas
propriedades funcionais da proteina fosforilada de levedura em
varios pHs (5-8). Acima do PH 6.0 observaram um gel
semi-transparente semelhante a uma pelota ("pellet”) quando
dispersdes de proteina de levedura fosforilada foram centrifugadas.
A adigdo de sal causou um decréscimo acentuado da quantidade de &agua
ligada.

Devido a importante funcio na estabilidade de emuls®es em
alimentos normalmente se estudam as suas propriedades de
emulsificacdo (VANANUVAT & KINSELLA, 1975b; KINSELLA, 1976; HUANG &
KINSELLA, 1987). Para se comparar as propriedades emulsionantes das

proteinas utiliza-se fundamentalmente dois testes:

1) Capacidade de emulsificaciio (CE) que & o volume de 6leo (mL) que
se pode emulsionar por grama de proteina até que se produza a
inversdo de fase. Para esta prova agita-se uma solucio ou dispers3o
aquosa (ou salina) de proteina, enquanto se adiciona continuamente e
a velocidade constante, o 6leo ou gordura fundida. A invers3o de
fase se nota pela diminuigcio acusada da viscosidade, a mudanca de
cor (especialmente se estd presente um corante lipossoluvel) ou pelo

aumento da resisténcia elétrica.
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2) Estabilidade de emuls3o (EE) se expressa, frequentemente, por:

Volume da emuls®o final

Volume da emulsio inicial X 100

depois de centrifugar a emulsfo a baixa velocidade ou depois da
decantacdo depois de vArias horas (precedidas ou n3o de um
aguecimento). O teor de 6leo liberado nessas condi¢des & reportado
como indice de estabilidade da emulsZfo.

YATSUMATSU et al. (1972) desenvolveram um indicador,
Atividade de emuls3o, que envolve o mesmo procedimento adotado na
determinacd3o da Estabilidade da emuls3o, e tem sido usado em vVvAarias
pesquisas (WANG & KINSELLA, 1976; HUANG & KINSELLA, 1987).

Numerosos produtos alimenticios s3o0 emulsdes (leite, cremes,
gelados, queijo fundido, maioneses, carnes finamente picadas como as
utilizadas para salsichas, etc) onde os constituintes protéicos tém,
frequentemente, um papel preponderante na estabilizac3o destes
sistemas coloidais (HALLING, 1981). As proteinas atuam como agentes
emulsificantes devido a capacidade de reduzir a tensio interfacial
entre dois liquidos imisciveis tornando possivel a mistura dos dois.
O que possibilita esse fenémeno é o fato de a proteina ter natureza
anfotérica e flexivel, apresentando regides hidrofébicas e
hidrofilicas com localizac®es distintas em sua estrutura.

Segundo FENNEMA (1985) proteinas da carne e peixe, isolados
protéicos de soja, micelas de caseina, globina do plasma e sangue,
830 exemplos de proteinas com boa ac8oc emulsificante. Caseinatos
possuem uma estrutura dissociada e n3o compactada, alta solubilidade
e regides hidrofilicas e hidrofébicas bem separadas nos
polipeptideos, o que lhes confere boa ac3o emulsificante. No
entanto, proteinas globulares , como lisozima, proteinas do soro de
leite, ovoalbumina com estrutura compacta e estdvel apresentando
alto poder hidrofilico, n2o produzem emuls®o, a menos que sejam
submetidas a algum tratamento para que sejam dissociadas sem perda
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da solubilidade.

VANANUVAT & KINSELLA (1978) ao estudarem as propriedades
funcionais dos isolados protéicos de levedura succinilada,
observaram gue a atividade emulsificante melhorou significativamente
em relacdo a proteina da levedura n3o modificada. Para McELWAIN et
al. (1975) a succinilacdo aumentou a viscosidade da emulsio das
proteinas da levedura e diminuiu a estabilidade da emuls3io. SUNG et
al. (1983) ao testarem os isolados protéicos de levedura com baixoe
teores de 4&cidos nucléicos, obtidos por fosforilac3o quimica

(Trimetafosfato de s6dio), registraram uma melhoria na capacidade
emulsificante.

530 numerosos os fatores que influenciam as caracteristicas
das emulsdes e os resultados dos ensaios de emulsificado: tipo e
desenho do equipamento, intensidade do aporte energético, velocidade
de adic3o do 6leo, volume da fase lipidica, temperatura, pH, forca
idénica, presenca de acucares, presenca de surfactantes de baixo peso
molecular, exposigido ao oxigénio, caracteristicas do 6leo (ponto de
fusido), concentracdo em proteina soluvel e propriedades
emulsionantes da proteina. Estes fatores explicam, que a comparacio
de dados obtidos pelos pesquisadores da drea é muito dificil, devido
a ndo padronizacdo das condi¢des de determinagio (HALLING, 1981;
KINSELLA, 1976).

KINSELLA (1976) e COONEY et al. (1980) ao estudarem algumas
propriedades funcionais das proteinas concordaram que as
caracteristicas emulsificantes dos preparados protéicos de 1levedura
variam numa larga faixa dependendo do procedimento de producio.
Quando extraidas em meio alcalino e precipitadas por um Acido,
mostraram comportamento similar ao isolado de soja.

VANANUVAT & KINSELLA (1975a) estudaram proteinas de levedura
Saccharomyces fragilis crescida em lactose e rompida por

homogeneizagido em moinho de bolas. Extrairam a proteina com uma
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solucdo de NaOH 0.4% ou &gua e a seguir precipitaram-na a pH=4 e
temperatura de 26°C, ou por aguecimento a 80°C e pH=6. Seguidamente
agitaram uma supensio aquosa de 7¥ de proteina, adicionaram 6leo
vegetal, centrifugaram a 20°C e determinaram a atividade
emulsificante. Para diferentes preparacdes protéicas de levedura
obtiveram 51-59% de atividade emulsificante, comparando com valores
de 46% conseguidos para isolados protéicos comerciais de soja. A
proteina extraida com dlcali e precipitada por tratamento térmico
(80°C) n3o demonstrou nenhuma atividade emulsificante.

I1.5- USO DE AUTOLISADOS E HIDROLISADOS DE LEVEDURA NA FORMULACAO DE
ALIMENTOS

A histéria do uso de hidrolisados protéicos como
aromatizantes data de centenas de anos. O processo original surgiu
na China. Mais recentemente se espalhou por outros paises do Extremo
Oriente e, por influéncia Chinesa e Japonesa, na Europa e América do
Norte. O aromatizante original era produzido usando enzimas
presentes no seu estado natural. O desenvolvimento da hidrélise de
proteinas usando &cidos iniciou-se sémente no século passado e
atualmente a proteina vegetal hidrolisada é sémente produzida desse
modo (HALASZ & LASZTITY, 1991).

A importéncia do extrato de carne como fonte de aroma tem
declinado rapidamente n2o sémente por causa da melhoria dos métodos
de armazenamento e transporte da carne e conseguentemente, o
decréscimo da disponibilidade do extrato de carne, mas também, por
causa do desenvolvimento gradual de aromas de carne. Enquanto o uso
de extrato de carne tem declinado, o papel dos autolisados de
levedura tem crescido em importéncia. Os produtos se tornam cada vez
mais sofisticados; devido ao desenvolvimento de variedades de
leveduras com melhoramento do sabor também devido a maior
compreensio de quais componentes s%o importantes em paralelo com o
desenvolvimento de novas técnicas de cultivo e de autélise de
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leveduras com o méximo de retenc3o desses componentes (SCHMIDT, 1987
e TULEY, 19886).

Autolisado de levedura é'usado nio sémente como material
aromatizante mas em alguns casos também como um ingrediente
melhorador das propriedades fisicas e nutricionais dos produtos
alimenticios (TISOVSKI et al., 1985). Também pode ser usado como
precursor do sabor em formulagdes de temperos para produtos
processados de carne (SCHMIDT, 1987).

A Bovril Food Ingredients Company tem wum processo para a
produgdo de diferentes autolisados de levedura, com o nome comercial
Yatex, em que a levedura de cerveja é usada como matéria prima
(TULEY, 1986).

Un grande numero de patentes concorda com a producio de
autolisados de levedura baseada na preparacio de aromas. HALASZ &
LASZTITY (1991) relata um trabalho em que ANDRES descreve seu uso
como realcante do aroma em alimentos contendo queijo. A preparaci3o
pode ser pasteurizada sem perda do aroma. No mesmo trabalho HALASZ &
LASZTITY (1991) descrevem o processo em que KONRAD & LIESHE
patentearam a preparacdo de um material com aroma de frango. Ele &
recomendado para uso em sopas, molhos, temperos, produtos de padaria

e "snacks”.

MURRAY (1883) discutiu o wuso de varios autolisados de
levedura como aromatizantes (Zyest), para reduzir o amargor do KCl1,
usado como substituto do NaCl, e para melhorar o gosto do alimento.
Ele d4 varios exemplos de alimentos em que esses produtos sio
efetivos: linguica, margarina, snacks, presunto, misturas de sopa,

etc.
Produtos autolisados de levedura (Zyest-70, Zyest—-45, etc;:

produzidos por Pure Culture, Inc.) preparados a partir da 1levedura
Candida utilis siao recomendados para vVvAarios propésitos (AUTOLYSED
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YEAST ENHANCE...., 1981). Produtos 2Zyest s3o0o adequados para
alimentos com baixo teor de sal. Zyest-70 é recomendado para
melhorar o sabor de alimentos que conté@ém carne de frango e suino e
outras carnes. Zyest-45 é recomendado para uso em alimentos de aves
com baixo teor de s6dio e outras carnes com alto teor de sal.
Zyest-FM confere um sabor grosseiro adequado para uso em produtos de
cogumelos e queijos.

PARKS et al. (1986) investigaram o efeito dos autolisados na
firmeza, aroma e rendimento de salesichas frankfurter. Salsichas
defumadas em laboratédrio ndo foram significativamente afetadas pela
adicdo de 1%¥ de autolisado. Salsichas produzidas comercialmente
contendo 0 a 1,5% de autolisado foram sujeitas a avaliac3o sensorial
e de rendimento. Produtos com 0,75 a 1% de autolisado foram mais
firmes que o control. As salsichas embaladas &4 vacuo contendo
autolisado, e penduradas durante 2 a 6 semanas a 2- 5°C, mostraram

menos acumulacio de umidade na embalagem que o grupo controle.

SLYUSARENKO et al. (citados por HALASZ & LASZTITY, 1991),
usaram extrato de levedura para substituir a carne na produclo de
salsichas. As propriedades nutricionais dos autolisados foram
aceltédveis tanto sob o ponto de vista do valor bioldégico, como das
propriedades organoléticas. O extrato de levedura pode ser
adicionado em varios tipos de produtos defumados. O nivel 6timo de
adigdo depende do produto, mas geralmente se usa 1 a 2%. O extrato
pode aumentar o teor de proteina de alguns produtos.

LASZTITY (citado por HALASZ & LASZTITY, 1991) observou em
experimentos em planta piloto que a adig¢3o de autolisado de levedura
a carne antes de congelar previne as mudangas indesejaveis de
extratibilidade de proteinas da carne que ocorrem durante a
armazenagem no estado congelado. Nao 86 a solubilidade e
extratibilidade das proteinas permanecem inalterdaveis, como também

se verifica um certo aumento na capacidade de retenciao de &agua.
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III- MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério Geral de
Tecnologia de Alimentos da Faculdade de Engenharia de Alimentos
(FEA) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP).

III.1- MATERIAS PRIMAS

-Levedura Saccharomyces cerevistiae: A levedura usada no

presente trabalho foi fermento de panificac3o da marca Fleischmann,

obtida em padarias comuns.

A escolha deste microrganismo foi ditada principalmente pelo
fato de ser um produto bem definido, disponivel no comércio, e
relativamente barato. Além disso, tem~se conhecimento através de
estudos laboratoriais que a levedura de panificacio tem uma

estrutura dificil de se romper.

- Levedura Saccharomyces carlsbergensis: Foi obtida do

residuo de cervejaria procedente da cervejaria Kaiser.

I11I.2- REAGENTES

Para o desenvolvimento do trabalho foram usados reagentes
com o grau de pureza P.A.(Para Andlise), de diferentes procedéncias
(Merck, J.T. Becker, Sigma).
II11.3- EQUIPAMENTOS

Agitador de tubos - Tecnal, TE 162

Agitador Magnético - Fanem, 257
Agitador Orbital - Lab-Line, 3527
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Agitador Orbital - New Brunswick scientific, G-25
Autoanalisador de aminoidcidos - Dionex, DX 300
Balanca analitica - Mettler, AE 200

Balanca semi-analiftica - Mettler, P 1000

Centri fuga Fanem- 216

Centri fuga refrigerada - Fanem, FR 22
Espectrofotémetro - Beckman, DU-70

Multimetro electrénico - Hioki, 3080

pH-metro- Micronal, B 374

Liquidificador - Arno, LIR-C

Refractémetro ABBE - Carl Zeiss Jena, 32-G 110d

I1XI. 4~ METODOS EXPERIMENTAIS

III.4.1- DETERMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS DE OBTENCAO DO EXTRATO DE
LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae POR AUTOLISE

Durante a investigac3o foram avaliados os efeitos dos
solventes: cloroférmio, metanol e etanol; e cloreto de s6dio, como
agentes plasmoliticos a diferentes concentracles e temperaturas
(Tabela 5). O cloroférmio foi utilizado de forma comparativa
sdmente, uma vez que n3o é permitido o seu usoc em alimentos, pela
Legislac3o Brasileira.

A significlncia entre as médias para os diferentes
tratamentos fol testada por Andlise de varianca. A comparacio entre
as médias fol realizada pelo teste de DUNCAN (1988) usando-se o
procedimento ANOVA do Software estatistico SAS.
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Tabela 5: Condi¢des gerais de extracdo da proteina da levedura

(Saccharomyces cerevisiae) por autdlise.

NaCl SOLVENTE® TEMPO TEMPERATURA
% % h °c)
3
0 7
10
3 20°C
2 T o
45 C
10
5 50°C
3 o
55 C
5 7
[o]
10 60 C
3
10 7
10

¥ Solvente:

Cloroférmio, Metanol e Etanol (v/v).
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III.4.1.1- PREPARO DO EXTRATO DE LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae

O fluxograma da Figura 2 mostra a sequéncia de operacles
para a obtencdo dos extratos que serviram de base para definir as

melhores condic¢®es de processamento.

Num erlenmeyer foram suspensas 10 gramas de levedura
S.cerevisiae (base Umida) em soluc3o de 10 ml de &gua destilada com
0, 2, 5 ou 10%¥ (p/p) de NaCl e 3, 7 ou 10%¥ (v/v) de solvente
(etanol, metanol ou cloroférmio). Misturou-se o conteudo que a
seguir foi colocado em um Agitador tipo orbital, Lab-line Modelo
3527, com velocidade de 150 rpm, a diferentes temperaturas (20, 45,
50, 55° ou 60°C) durante 5 horas.

Apbés a autblise obteve-se o extrato (sobrenadante) por
centrifugacdo a 1950 g, durante 10 min, em uma centrifuga FANEM
modelo 216 de bancada. Completou-se o volume do extrato em balido
volumétrico de 50 mL, com solucdo salina, de acordo com a
percentagem de sal inicialmente usada. Determinou-se o teor
protéico pelo método de Biureto (LEGGET BAILEY, 1967).
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10g FERMENTO

0.3~ 1.0mL SOLVENTE

0.0- 1.0g9g Nacl

Hzo até 10mL

Temperatura: 20 -~ so’ ¢

AGITACAO DURANTE 5H EM AGITADOR

CENTRIFUGAGCAO

FASE LiQUIDA : REST DUO

COMPLEMENTAGAO ATE 50mL COM SOLUGAQ SALINA

ANALISE DO TEOR DE PROTEfNA

Figura 2: Fluxograma da obtenc3o de extrato de levedura.
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IX1.4.1.2- EFEITO DO pH

Uma vez determinados os melhores paré@metros de extracgdo
ajustou-se o pH a 3, 4, 5, 6, 7 e 8 pela suspensdo de células de
levedura S.cerevisiae numa solugido tampdo de Mcllvaine (MORITA &
ASSUMPCAQ, 1972), composta de 0.2M de Fosfato dissédico e 0.1M de
&dcildo citrico. Solugido de NaOH 5% foi adicionada para manter o pH
constante nos extratos a pH 7 e 8.

IIX1.4.1.3- EFEITO DE DIFERENTES CONCENTRACOES DE BIOMASSA DA
LEVEDURA

Durante o experimento trabalhamos com concentracio de 20, 50
e 100% de biomassa (base Gimida) suspensa em 100ml de solugdo tamp3o
de Mcllvaine acrescida de 7% de etanol (V/V) e 5% de cloreto de
s6dio (P/P). As demais operac®es para obtencio do extrato foram

idénticas as descritas para o preparo do extrato de levedura.

I1I.4.2- OBTENCAO DO EXTRATO DA LEVEDURA Saccharomyces

carlsbergensis

Centrifugou-se o creme de levedura de cerveja a 5.000 g em
centrifuga refrigerada FANEM, modelo SR22. Desprezou-se o
sobrenadante e o0 residuo foi ressuspenso em agua destilada
resfriada, novamente centrifugado e o sobrenadante novamente

desprezado.

As leveduras lavadas foram suspensas em 100mL de solucido de
Mcllvaine a pHS5, 7% de Etanol e 5% de cloreto de sb6dio, numa
concentragcdo de 20% em peso e temperatura de 55°C. As demais
operac®es foram idénticas as ja descritas no item 1III.4.1.1.. Esse
método foi wutilizado pois foi o de maior rendimento para

Saccharomyces cerevisiae, no presente trabalho.
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III. 4.3~ CONCENTRACAO DOS EXTRATOS DE Saccharomyces cerevisiae E

Saccharomyces carlsbergensis

Apbs se separar o extrato do sedimento, por centrifugacio,
ele foi concentrado & vacuo, a 5600 até se obter uma pasta com cerca
de BOtZOBrix. O teor de s6lidos foli medido em Refractédmetro Abbe,

Carl Zeiss Jena, modelo 32-G 110d. A pasta obtida de cor marron foi
guardada em refrigerac3o para estudos posteriores.

II1I.5~ METODOS ANALITICOS
I1I.5.1~ DETERMINACAO DE UMIDADE

A umidade foi determinada segundo o procedimento 24.058
da AOAC (1975).

I11.5.2~ DETERMINACAO DE CINZAS

Foli determinado o conteudo de cinzas utilizando o método
24.059 da AOAC (1975).
I1II.5.3~- DETERMINACAO DE LIPIDEOS TOTAIS

Determinados pelo método de BLIGH & DYER (1859).

III.5.4- DETERMINACAO DE PROTEfNA BRUTA

Foli determinado o conteddo de nitrogénio total pelo método
de micro Kjeldahl 24.062 descrito no AQOAC (19758). O teor de
nitrogénio foi multiplicado pelo fator 6,25 para obter o conteddo de

proteina bruta.
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IX1.5.5- DETERMINACAO DE CARBOIDRATOS

Os carboidratos foram determinados por diferenca da soma das

determinacdes anteriores em porcentagem.

II1.5.6- DETERMINACAO ESPECTROFOTOMETRICA DE PROTEINAS

Ao fazer-se o estudo da influéncia de alguns fatores
(temperatura, efeito combinado de sal e solventes e pH) na extracgdo
das proteinas, empregou-se o método de Biureto descrito por LEGGET
BAILEY (1967), para dosagem das mesmas. Usou-se como padrdo uma

curva de calibracio preparada com albumina de soro bovino.
III.5.7- DETERMINACAO QUANTITATIVA DE AMINOACIDOS DO EXTRATO
CONCENTRADO DE Saccharomyces cerevistiae
As determinacd®es de aminodcidos das amostras de extrato de
levedura S. cerevisiae foram realizadas em Autoanalisador de

aminodcidos Dionex, mod. DX 300, segundo o método de SPACKMAN et al.
(1958).

As &reas dos aminogramas foram integradas e correlacionadas

com padrdes, para os picos caracteristicos de cada aminodcido.

II1.5.8~ DETERMINACAO DE TRIPTOFANO

O triptofano do extrato de Saccharomyces cerevistae foil

analisado de acordo com o método proposto por CONTRERAS (1989).
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III.5.9- DETERMINACAO DE CLORETO DE S6DIO DOS EXTRATOS DE

Saccharomyces cerevisiae E Saccharomyces carlsbergenstis

Determinou-se o cloreto sémente nos extratos concentrados
finais. Usou-se o método de MOHOR (LANARA, 1981), gque quantifica o
ion cloreto através da titulaciao com AgNOs.

1II.5.10- DETERMINACAO DO TEOR DE ACIDOS NUCLEICOS

Para determinar-se o teor de acidos nucléicos nos extratos
concentrados das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces
carlsbergensis, utilizou-se a reag¢do de orcinol para RNA, de acordo
com o procedimento descrito por HERBERT et al. (1971). A percentagem
de &cidos nucléicos foi calculada através de uma curva padrdo obtida
com RNA puro. Para a matéria prima consideraram-se os dados da
literatura (10% de RNA).

III.6- DETERMINACAO DE PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO EXTRATO
CONCENTRADO DA LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae

I11.6.1~ SOLUBILIDADE~ INDICE DE NITROGENIO SOLUVEL

0O método utilizado para determinaclo do indice de nitrogénio
solGvel foi o descrito por BETSCHART & KINSELLA (1973).

O indice de nitrogénio soluvel (INS) a diferentes ©pH foi

calculado pela relaci3o:

nitrogénio solavel da amostra

nitrogénio total da amostra
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III.6.2~ CAPACIDADE GELIFICANTE

Para esta determinagdo baseou-se no método descrito por
SCHMIDT et al (1978), com algumas modificacdes, para o qual
prepararam-se dispers®es do extrato final a 20, 30, 40, 50, 60, 70 e
80° Brix.

Transferiram-se 10 g das dispersdes para tubos de ensaio que
foram levados ao banho de &gua em ebulicio, mantidos por 15 minutos,
a seguir resfriados em banho de gelo e colocados em geladeira (t4°C)
até o momento de avaliacdo, que foi feita em termos da forca do gel,
tendo como referéncia a seguinte escala (SCHMIDT et al, 1978).

- nenhum gel era formado
- gel muito fraco

- gel fraco

gel médio

~ bom gel

O &6 W N = O
i

- gel forte

I11.6.3~- CAPACIDADE DE EMULSIFICACAO

Foi determinada pelo método de CHOI et al (1981) e HUFFMAN
et al. (1975) com algumas modifica¢c®es. Foram preparadas suspensles
de 50mL dos extratos concentrados calculados para dar uma
concentragdo final de 1, 3 e 5% de proteina.

As suspensdes foram colocadas num liquidificador ARNO em sua
velocidade inicial (16.500 RPM) e imediatamente iniciou-se a adigio,
mediante uma bureta graduada, de 6leo puro de milho a uma velocidade
de 1,0mL por segundo até a quebra da emulsio. Suspendeu-se a
incorporacdo de 6leo no momento em que foi observada a gquebra da
emuls3o, percebida pela subita reducio da resisténcia eléctrica que

era monitorada por um Multimetro electrdénico HIOKI, modelo 3080,
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através de eletrodos de cobre colocados no fundo do copo do
liquidificador (WEEBB et al. , 1970).

A capacidade de emulsificacio foi calculada rela maxima
quantidade de mililitros de 6leo utilizados para romper a emulsio em
relacdo a 1 g de proteina.

III.7~ ANALISE SENSORIAL DE CALDOS FORMULADOS NA BASE DE EXTRATO DE
LEVEDURA POR SUBSTITUICAO DO EXTRATO DE CARNE

A avaliagio dos concentrados finais foi feita pela adig¢3o do
autolisado na formulac3io do caldo de carne, em niveis crescentes de
acordo com IFF (1965) e o produto final foi avaliado sensorialmente
para determinar-se o nivel maximo de wutilizac3o permissivel sem

afetar as caracteristicas organolépticas do produto final.

A andlise sensorial do caldo formulado com substituicdo de
0, 20, 50 e 100% de extrato de carne por extrato de levedura (Tabela
6) foi feita por 25 provadores nio treinados de ambos os sexos, de
idade entre 20 e 40 anos, que costumavam consumir o produto e com

experiéncia anterior em testes sensoriais.

As amostras foram apresentadas aos provadores & temperatura
de 60°C, em béquers de 50 mL, codificados com trés digitos,
colocados em aguecedor elétrico apropriado, para manter a
temperatura. Os testes foram realizados em cabines individuais sob

luz vermelha, para que a cor nido interferisse na avaliacio.

Para todas as amostras, foi aplicado o teste de preferéncia
utilizando escala hedénica semi-estruturada de 09 pontos, onde (1)
representava "gostei muitissimo" e (9) ‘"desgostei muitissimo".
Pedia-se ao provador que Justificasse a preferéncia. A ficha

utilizada para a analise pode ser visualizada na Tabela 7.
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Em cada sessdo foram avaliadas quatro amostras,
utilizando-se o delineamento estatistico de blocos completos
balanceados, para variar a ordem de apresentagcdoc das amostras aos
provadores. A andlise dos resultados da avaliacio sensorial foi
realizada utilizando-se andlise de varidncia e o teste de Tukey para
a comparacdo de médias.

Tabela 6 - Composic3o dos caldos de carne utilizando extrato de

levedura (S.cerevisiae e S.carlsbergensis)

INGREDIENTES PERCENTAGEM DE SUBSTITUIGAO DE
EXTRATO DE CARNE POR LEVEDURA
0% 20% 50% 100%
«g? Q@ (g) (g)
Extrato de levedura a 8072°Brix 0,00 0,80 2,00 4,00
Extrato de carne Swift 4,00 3,20 2,00 0,00
Sal 12,00 12,00 12,00 12,00
MSG (glutamato monosdédico) 2,96 2,96 2,96 2,96
Gordura vegetal (Anderson Clayton) 0,40 0,40 0,40 0,40
Cebola em pb 0,6 0,6 0,6 0,60
Pimenta branca em pé 0,04 0,04 0,04 0,04
TOTAL 20 20 20 20
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TABELA 7: Ficha para andlise sensorial do caldo de carne

Por favor, prove as amostras e indique para cada uma

o quanto vocé gostou.

NQ
Amostra:

Gostel Gostel Gostel Gostel
Muit issimo Muitissimo Muitissimo Muit issimo
Desgostei Desgostei Desgoatet Desgosteti
Muitisseimo Mutittissimo Muttissimo Muitissimo
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Responda em rela¢3o & amostra que vocé mais gostou, por que

gostou.
Menor amargor-----———————- Melhor sabor-—————— o
Melhor odor--—-————-——ee————- Melhor teor de sal-—-—————-
DU P OB~ = — e
Responda em relaciio a amostra que vocé menos gostou, o
motivo.
Maior amargor---—-——————-- Pior sabor——————me——— e
Pior odor--—-——-—e—mee——e e Pior teor de sal-~—————————
Ut OB~ — e e
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IV- RESULTADOS E DISCUSSAO

IV.1~ COMPOSICAO DA MATERIA PRIMA

Na Tabela 8 € mostrada a composic3o centesimal da levedura
Saccharomyces cerevistae e na Tabela 9 a composicdo da levedura
Saccharomyces carlsbergensis (em base seca e em base Umida).
Verificamos que tais valores, estio em concordidncia com os dadoa da

literatura descritos no inicio do presente trabalho.

A maioria dos valores protéicos se baseia na determinac3o do
teor de nitrogénio total e usa o fator de correcio 6,25. Contudo
esses dados estd3o sujeitos a erro devido ao teor varidvel de
nitrogénio n3o protéico (dcidoe nucléicos, N-acetil-glucosamina,
etc). A parede celular contém 5 a 15% dessa proteina total (PHAFF,

1971) presente na forma de complexos com polissacarideos.

O teor de carboidratos varia numa larga faixa dependendo das
condi¢des de crescimento da levedura. ABD ALLAH et al. (1986) ao
investigarem o efeito da 1intensidade da aeracdo no teor de
carboidratos das leveduras concluiram que este ¢ altamente afetado
pela concentracdo de oxigénio no meio. Quanto maior a aerac2o melhor
a capacidade das células da levedura de armazenarem mais
carboidratos e consequentemente, aumenta a estabilidade da levedura.

Na mailoria das leveduras as reservas de energlia consistem
largamente de carboidratos, sendo a maioria compreendidos pelo
glicogénio e trealose (SOLS et al., 1971). Uma grande parte dos
carboidratos se localiza na parede celular na forma de diferentes
polissacari deos. De acordo com SOLS et al. (1971) a levedura de
panificacio normalmente contém 16 a 20% de glicogénio e 6 a 10% de
trealose, enquanto que a levedura de cerveja tem menores
quantidades. As condicdes de fermentagiao (aerdbica ou anaerbdbica) e
o estado metabélico da célula sio os principais fatores que
influenciam o teor de glicogénio. Pelas Tabelas 8 e 3 se pode ver
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que a biomassa da levedura de panificacio

carboidratos inferior ao da levedura de cerveja.

apregentou teor

Tabela 8- Composicio centesimal da levedura S.cerevisiae

de

Base dmida
%

Base seca

Umidade

Proteina bruta
(N x 6,25)

Gordura

Cinzas

Carboidratos*

66,85
18,00

0,23
3,15

11,77

(x) Calculado por diferenca
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Tabela 9- Composicido centesimal da levedura S.carlsbergensis

Base ﬁmida_ Base seca
% %
Umidade 77,10 —————
Protei na Bruta 12,00 52,40
(N x 6,25)
Gordura 0,22 0,96
Cinzas 1,52 6,64
Carboidratos’ 9,16 40,00

X) Calculado por diferenca
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IV.2- EFEITO DA TEMPERATURA NA EXTRACAO DA PROTEfNA DE S.cerevisiae

As Tabelas 10 11 e 12 mostram os resultados do rendimento de
extracdo de proteina da levedura Saccharomyces cerevisiae a 20, 45,
50, 65 e 60°C, quando submetida & autélise, usando-se vérias
concentragdes de solventes e cloreto de s86dio. O rendimento da
protei na extraida (método de Biureto) foi calculado em relacdo a
quantidade de proteina bruta (N x 6,25) existente na levedura
(método de Kjeldahl).

Pode-se observar um aumento gradual do rendimento protéico
até 55°C, mas em geral a 60°C ha queda no rendimento, exceto quando
o solvente foi o cloroférmio. O efeito da temperatura a 60°C pode
ter deenaturado a proteina provocando a queda até mais da metade do
valor obtido a 55°C. Pela andlise de variéncia as diferencas
encontradas entre os dois tratamentos foram altamente significativas
Nem o aumento da concentracio do solvente de 3 para 10% ou do
cloreto de s6dio de O para 10% influiram no rendimento da extracdao a
60°C.

Fenémeno andlogo foi relatado por BABAYAN et al (1981) ao
estudarem as mudanc¢as na estrutura interna da célula da levedura
5.cerevisiae e acumulag3o de proteina e componentes nucléicos no
fluido extracelular, numa faixa de temperatura de 40 a 75°C sob o
efeito de varios aditivos (aditivos hidrofilicos: etanol e acetato
de etila, e aditivos hidrofébicos: lecitina e &cido léurico). Os
autores concluiram Que a temperatura o6tima para a atividade das
proteases do grupo controle (sem aditivos) foi 60°C e a de nucleases
70°C. A melhor temperatura de extracio para todos os aditivos foi
55°C e a presenca de aditivos reduziu a temperatura 6tima de
atividade endoenzimatica.

Na patente americana (EUA Pat.4,218,481, 1980) conclue-se

que a autdlise de leveduras em geral ocorre a temperaturas variando

de 30 a 60°C. Em geral o processo, extremamente lento a baixas
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temperaturas, pode requerer de 3 a 7 dias para se completar. A
50—55°C, a digestdo total pode ocorrer em 3 dias mas, na pratica,
tem-se encurtado o tempo de duracdo do processo com reducdo do
rendimento da autdlise.

Observa-se pelas Tabelas 10 11 e 12 que a 20°C se obtiveram
os niveis minimos de extragdo n3o se registrando diferencas
significativas a nivel de 5% com as variac®es dos solventes de 3 a
7% e do sal de O a 5%. Pelo Teste de DUNCAN também se concluiu que
ndo existem diferencas entre as médias. Esses resultados est3o em
concordéncia com o obtido nas patentes EUA Pat.4,285,978 (1981) e
EUA Pat.4,218,481 (1980), NAUMENKO & GORDIENKO (1985) e SUGIMOTO
(1974) segundo os quais a autélise da levedura é um processo lento
induzido pelo aquecimento e que para acelerd-lo s3o necessérios
agentes plasmolisantes.

Os resultados com Saccharomyces cerevisiae no presente
trabalho mostraram que é preferivel usar 55°C, pois corresponde a

mais alta faixa de rendimento da autélise.

IV.3- EFEITO DO TIPO DE SOLVENTE NA EXTRACAO DA PROTEfNA DA LEVEDURA
S.cerevisiae E SEU SINERGISMO COM O CLORETO DE S6DIO

Industrialmente é muitas vezes usado um processo no qual
leveduras s3o induzidas & plasmélise pela adicio de um agente
ativador de autélise, um solvente orgidnico n3o polar como o toluol,
cloroférmio, acetato de etila, etanol, acetato de amila; ou um sal
inorgénico como o cloreto de s6dio para encurtar o processo (CURRIE
et al, 1972; GUAMONA & MOCREN, 1973). A adic3o de algune solventes
como o cloroférmio e o toluol, n3o é permitida pela Legislac3o
Brasileira, se o autolisado for para ser usado em produtos
alimenticios (PEPPLER, 1970). Do ponto de vista de processamento, a
escolha do solvente é feita pela eficiéncia da extracio dos

componentes de interesse.
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Na investigac3o sobre o efeito do cloroférmio, metanol e
etanol combinados com o uso de cloreto de s86dio, os dados foram
submetidos a andlise de varidncia e os tratamentos de 60°C, 7% de
cloroférmio e 10% de cloreto de sé6dio e 45°C, 10% de cloroférmio e
10% de cloreto de sédio que proporcionaram maior recuperacio da
proteina, n3o diferiram significativamente ao nivel de 5% de
probabilidade. O cloroférmio foi o mais eficiente pois a 45°C
obteve-se altos rendimentos qQue nd3o foram praticamente alterados com
0 aumento da concentragdo do solvente ou do 8sal, o que foi
confirmado pelo teste de DUNCAN. Essa caracteristica ativadora do
solvente concorda com os resultados obtidos por NAUMENKO & GORDIENKO
(1985) quando testaram o efeito do cloroférmio, tolueno, etanol e
formol no encurtamento do tempo de autélise. No presente estudo, o

cloroférmio foi usado sémente para efeitos comparativos.

A contribuic3o dos solventes rara a liberacio da proteina
foi aparentemente nula quando o cloreto de sd6dio estava abaixo de
2%. Pela andlise de variéincia dos dados dos tratamentos com 3%
metanol a 50 e 55°C, Oe 2% de cloreto de s6dio n3o existiram
diferencas significativas a nivel de 5%. O teste de DUNCAN confirma
os resultados. A adig¢3o de mais de 5% de sal conduziu a wuma rapida
extracdo de proteina. Esse efeito foi mais notério quando se usaram
baixas concentragdes de solvente (3%) a 55°C. Nessa faixa , o
acréscimo de sal de 0 para 10% provocou o rendimento de 9.6% a 15,0%
e de 11.9% a 21.1% para o metanol e etanol, respectivamente. Mas com
& concentragdo do dlcool a 7% ou mais, o acréscimo do teor de sal de
5 para 10% teve pouca influéncia na autélise O cloreto de sédio
apesar de ser um excelente plasmolisador age como um inibidor de
reacdes enzimdticas autoliticas. Assim, é dificil evitar um baixo
rendimento de proteina dos extratos de levedura (SUGIMOTO, 1974).
Segundo TREVELYAN (1976a) quando uma grande quantidade de cloreto de
s6dio estd presente num extrato contendo proteinas de células
microbianas, ocorre a redissolucio da proteina, pelo que, o

rendimento protéico é reduzido.
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O acréscimo de 3 para 7% de solvente no geral duplicou o
rendimento de extra¢do, enquanto que a 10% niZo se obteve aumento no
rendimento. Segundo GRAY (1941), a levedura é inibida em
concentracdo de &dlcool acima de 9.5% (V/V). Pelos resultados obtidos
neste trabalho, em que solventes e o cloreto de 8édio 830 usados
simultaneamente como plasmolisadores, num processo autolitico que
durou 5 horas, alcancou-se a maxima atividade com 7% de etanol e 5%
de cloreto de s6dio a 55°C obtendo-se 25,18% de rendimento protéico
(Tabela 10). A diferengca em relacdo a outros tratamentos foi
altamente significativa. Pelo teste de DUNCAN a diferenca entre as

médias também foi altamente significativa.
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Tabela 10: Rendimento de extrac3io da proteina da
levedura Saccharomyces cerevisiae usando-se o

metanol como solvente

% % Temperatura 2C)
Metanol| Sal
(v/v) | (p/P)
20 45 50 55 60
0 2,86 4,50 6,96 9,64 10,87
2 3,21 4,25 7,00 9,64 13,21
S 5 4,11 5,60 7,86 11,07 13,21
10 5,36 8,50 8,75 8,77 13,37
0 4,11 4,20 10,00 13,93 11,07
7 2 4,11 5,50 11,07 13,39 12,37
5 5,00 7,30 10,89 15,71 13,21
10 5,89 8,90 11,07 19,11 14,28
0 4,46 5,50 14,11 14,64 11,78
10 2 3,93 7,70 14.29 16,43 12,11
5 6,25 9,50 16,61 17,32 13,75
10 6,96 9,50 14,64 20,71 14,61
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Tabela 11: Rendimento de extracio da proteina da
levedura Saccharomyces cerevisiae usando-se o

etanol como solvente.

% % Temperatura (2C)

Etanol Sal
(v/v) | (p/P)

20 45 50 55 60

0 2,70 4,64 8,57 11,89 10,71

2 3,75 5,18 8,93 15.89 12,50

3 5 2.70 5,89 10,71 17,00 13,57

10 3,25 5,89 10,00 21,10 14,47

0 3,90 6,96 10,89 24,11 11,97

. 2 5,00 8,57 10,54 22,50 12,50

5 4,82 | 11,79 11,00 25,18 13,98

10 5,00 13,39 12,86 23,39 14,61

0 4,70 15,71 11,67 19.29 11,48

10 2 6,00 18,21 11,79 23.18 12,37

5 6,00 18,89 12,68 23,75 13,37

10 6,25 15,05 14,64 23,39 15.38
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Tabela 12: Rendimento de extracio da proteina da
levedura Saccharomyces cerevisiae usando-se
como solvente o cloroférmio.

% % Temperatura (2C)
Clorofér-| Sal
(p/P)
mio (v/v) 20 45 50 55 60
0 12,35 25,05 26,25 21,42 26,43
2 12,11 28,20 24.11 24,64 27,50
3 5 15,63 30,38 23,93 25,89 26,43
10 15,71 30.00 21,61 24,11 23,21
0 9,00 29,61 15,89 23,57 28,30
2 10,83 28,57 19,64 25,386 28,93
7 5 14,18 31,48 22,14 27,86 29,46
10 16,41 30,70 20,54 24,82 32,86
0 9,00 31,07 23,21 20,18 20,00
10 2 11,00 31,48 17,14 26,61 24,11
5 14,10 30,55 21,43 25,71 25,54
10 15,38 32,50 19,11 23,75 25,71
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I1V.4~ EFEITO DO pH E CONCENTRACAO DA BIOMASSA DA LEVEDURA NA
EXTRACAO DA PROTEiNA

Mantendo a temperatura a 55°C, na presenca de 100g de
biomassa suspensa (base Umida) em 100mL de solucio tampdo de
Mcllvaine com 7% de etanol e 5% de cloreto de sédio (100% de
concentracdo de biomassa)investigou-se o efeito do PH, na faixa de 3
a 8, em relagio ao rendimento da aut6lise. Os resultados mostraram
que o aumento do pH de 6 para 8, diminuiu o rendimento protéico de
17% para 11%. O aumento do pH de 3 para 5 elevou o rendimento
protéico de 22% para 41,07%. Na faixa de concentrac3o de biomassa de
50% houve um ligeiro aumento percentual de rendimento (2%) em todas
as faixas de pH, em relacdo a 100% de concentracio. No PH 5 o
aumento foi de 41,07% para 45,36%.

Ao reduzir a concentrac3o da biomassa para 20% o aumento do
rendimento foi significativo, sendo mais notério a PH 5 onde se
alcangcou o valor de 51% do rendimento em proteina-Biureto e 79,5% de
proteina total-Kjeldahal (Tabela 12). Segundo TREVELYAN (1976a),
para uma maior eficiéncia, é preferivel usar-se uma dispersio de
células de 6~ 15% em &gua ou qualquer outro meio agquoso. FEDOROVA &
NEKLYUDOV (1985) também concordam que a intensidade da autélise
também aumenta com o decréscimo da concentracio de células de
levedura no autolisado, e, segundo eles, se o méximo de proteina
obtida ap6és 20 horas foi 60% com 4% de concentracio celular,
poder-se-ia alcancar 93-95% de rendimento (N- Kjeldahl) durante
10-12 horas, com 1% de concentracio.
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Tabela 13:

Percentagem de proteina e de rendimento de extracéo
Saccharomyces cerevisiae determinada pelos métodos

Biureto e de Kjeldahl, em diferentes pHs.

de

de

Proteina(%) Rendimento (%)
pH
Biureto Kjeldahl Biureto Kjeldahl

3 4.68 7.80 26.0 43.5
4 8.46 12.69 47.0 70.0
5 9.18 14.31 51.0 79.5
6 4.05 7.71 22.5 42.8
7 3.78 6.31 21.0 35.1
8 3.24 6.05 18.0 33.6

% RENDIMENTO =

QUANTIDADE DE PROTEINA EXTRAIDA X 100

%X PROTEINA NA AMOSTRA
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A Figura 3 mostra que quando a levedura de panificac3o
Saccharomyces cerevisiae é suspensa em soluc3o tamp@o préximo do pH
5 héd uma substancial liberacio de proteinas das células. Suspensales
na faixa de pH de 4- 6 mantiveram o pH relativamente constante ao
longo das 5 horas de autélise. Por outro lado nos PH 7 e B tornou-se
necessério adicionar-se um &lcali para manter o pH constante.
TREVELYAN (1976b ) numa investigacio em que incubou uma suspensio de
levedura em agua a 50°C e manteve o pH a § pela adic3o controlada de
dcido cloridrico, notou um rapido aumento do PH, o gque indicou uma
alteracio na permeabilidade celular, e a adicZo de &cido diminuiu
para niveis minimos depois de 4 horas. Por outro lado, a pH 8 a
necessidade de se adicionar um &lcali para manter o pH mostrou que
houve rompimento gradual da barreira entre o conteado celular (pH
6,5- 7,0) e o meio extracelular. No presente estudo, sem nenhum
ajustamento do pH, a mistura de reag¢3o autolitica tinha pH 7,08 no
inicio da incubagdo e 6,08 no final das 5 horas de autdlise.
SUGIMOTO (1974) ao autolisar 500g de levedura de panificacio numa
solugdo de 5% de cloreto de s6dio e 5% de etanol, obteve wum pH de
5,3 no inicio da incubagc3o e pH 5,6 ao final de 2 dias.
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Figura 3: Efeito do pH e da concentracio da biomassa da levedura
Saccharomyces cerevistiae no rendimento da autédlise
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IV.S5~ AVALIACAO DOS EXTRATOS AUTOLISADOS CONCENTRADOS DAS LEVEDURAS

IV.5.1- COMPOSICAO CENTESIMAL DOS EXTRATOS AUTOLISADOS CONCENTRADOS
DAS LEVEDURAS Saccharomyces cerevistae E Saccharomyces

carlsbergensis

A composicdo quimica dos extratos de levedura (autolisados)
é de uma natureza complexa e depende da matéria prima, do processo
de hidrélise e do processamento final apés a autdlise. A Tabela 14
mostra a composicido centesimal e o conteido de &cidos nucléicos dos
extratos das leveduras Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces

carlsbergensis concentrados até 78,4°B e 77,7°Brix, respectivamente.

Segundo HOUGH & MADDOX (1970) a liberagio de proteina e
aminodcidos é considerada o aspecto mais importante da autdlise.
REED & PEPPLER (1973) conseguiram obter, a partir da levedura S.
cerevisiae, apds 12 a 24 horas, um extrato que concentrado até 80%
de s6lidos totais tinha, 15% de sal, 6% de cinzas, 6,5-7,5% de
nitrogénio total e pH 5-6.

Durante a autdélise a liberacdo de carboidratos da célula
para o extrato é reduzida se comparada com a de proteina e de acidos
nucléicos (HOUGH & MADDOX, 1870). BEHALOV‘ et al. (1991) observaram
que somando o fato da grande dificuldade de se extrair os 4cidos
nucléicos, a estrutura compacta da parede celular da levedura
S.cerevistiae parece ser responsavel pelo aumento do teor de
carboidratos no extrato; estes componentes podem ser parcialmente
liberados da superficie da estrutura celular. Ele observou também no
seu trabalho que, o fato de a parede celular da levedura Candida
utilis ger mais permedvel foi comprovado pela presenca de cadeias de

polimeros de aAcidos nucléicos no extrato.
A reduc3o do teor de gordura nos extratos talvez se deva ao

fato de, segundo HAL‘SZ & LASZTITY (1991), a pH 5-6, os lipidos s&e

agregarem na forma de grandes gotas e n3o atravessarem para o meio
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extracelular.

A influéncia do periodo de incubagio na hidrélise do RNA
pela ativagd3o da ribonuclease endbégena foi avaliada nos extratos. Se
tomarmos em conta os dados da literatura (TREVELYAN, 1976a, REED,
1981) de 10% de RNA nas leveduras (base seca) no nosso trabalho
encontramos 2,30 e 2,00% do teor de RNA, o que corresponde a 77% e
de 80% de reducdo nas leveduras S.cerevisiae e S.carlsbergenstis,

respectivamente (Tabela 14).

LINDBLOM & MOGREN (1974) ao estudarem a influéncia de
diferentes parémetros na RNase de células de levedura S.cerevisiae
rompidas para a produg¢3o de concentrado protéico encontraram que
incubando uma suspensio de 5% de matéria prima seca e 3% de cloreto
de sé6dio, a 50°C durante 20 minutos, cerca de 85% do RNA foi
degradado. A concentracd0 de RNA no concentrado foi de 1,5%. Nenhuma
atividade da RNase foi observada quando a suspens3o de leveduras
mecanicamente desintegradas foi submetida a 50°C durante 2 horas.
Mas, de acordo com OHTA et al. (1971) o teor de &cidos nucléicos nas
células de Candida utilis n3o rompida pode ser reduzido pela RNase
endégena guando as células forem expostas a choque térmico seguido
de incubacio a 52°C durante 2 horas. Os autores supdem que a funcgio

do chogque térmico seja a iniciacfo da hidrélise enzimdtica.

Durante a incubagio o RNA & degradado pela RNase e os
nucleétidos se difundem através das células. TREVELYAN (1976b) ao
estudar a autdlise como método de reducio do RNA constatou que a
permeabilidade da barreira celular da levedura poderia ser destruida
por outros meios Que n3o fosse o choque térmico, como a ag3o de
certos solventes orgélnicos. Ele investigou o uso do acetato de etila
a 50°C e observou que em 2 horas o RNA quase desapareceu. Em 1977,
TREVELYAN testou o efeito do etanol e do cloreto de =86dio na
aceleragio da autdlise e obteve com sucesso a quebra do RNA. KNORR
et al. (1980) afirmam que a hidrdélise do RNA se eleva com o aumento

do periodo de incubacg3o.
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CANEPA et al. (1972) afirmam que n3o ocorre nenhuma reducdo
do RNA na levedura $.cerevisiae nio rompida se o choque térmico for
usado, mas, em contrapartida, também n3o se observa nenhuma reducio
do mesmo gquando um homogeneizado da levedura obtido por
desintegrac3o mecénica for incubado a 50°C. Segundo LINDBLOM &
MOGREN (1974) no minimo é necessario que a levedura seja
mecanicamente desintegrada e gque seja adicionado cloreto de s6dio
para se obter a reducdo de RNA por incubac3o.

Os autores acharam melhores resultados na faixa de pH
5,0-5,6 (LINDBLOM & MOGREN, 1974; TREVELYAN, 1976; TREVELYAN, 1977)
©0 que coincide com os valores selecionados para a presente pesquisa,

e concluiram que acima do pH 6 diminui a reducdo do RNA.

A temperatura aqui selecionada para a autdélise (55°C) também
estd dentro da faixa que eles determinaram como 6tima prara a reducdo
do RNA, que foi 50-60°C. Os autores também concluiram que aumentando
0 cloreto de s6dio acima de 3% nio melhora os resultados de redugldo.
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Tabela 14: Composic3o centesimal dos extratos concentrados das
leveduras estudadas Saccharomyces cerevisiae e

Saccharomyces carlsbergensis

Saccharomyces Saccharomyces

cerevisiae carlsbergensis
Umidade 23,400 27,000
Proteina Total 33,000 20,000
Gordura 0,080 0,045
Carboidratos” 20,610 17,955
Cinzas 22,900 35,000
NaCl 2,300 7,250
RNA™* 2,320 2,000

(¥) Calculado por diferenca

(*%) resultados na base seca

Concentracido dos extratos: S.cerevisiae= 78,4°Brix
S.carlsbergensis= 77,7°Brix
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IV.5.2- COMPOSICAO EM AMINOACIDOS DA PROTEINA DO EXTRATO AUTOLISADO

T

DA LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae

abela 15: Teor de aminodcidos

no

extrato

proteico

da levedura

S.cerevisice em g de aminoidcido/100 g de protefna.

(

Aminoacido EACSC Prot.Ovo Escore Prot.da FAO Escore
Quim. Quim.

Lis 9,103 6,40 142,23 5,50 185,50

Hist 1,889

Arg 6,304

Asp 10,543

Tre 4,994 5,10 97,92 4,00 124,85

Ser 4,933

Glu 17,436

Pro 0,277

Gli 6,185

Ala 8,010

Met 0,537 3,10 17,32

1/2 Cis 0,946 2,40 39,42

Met+Cis 1,483 5,50 26,96 3,50 42,37

Val 6.838 7,30 93,67 5,00 136,76

Ile 5,830 6,60 88, 33 4,00 145,75

Leu 8,171 8,80 92,85 7,00 124,43

Tir 3,928 4,20 93,52

Fen 4,794 5,80 82,66

Tir+Fen 8,722 10,00 87,22 6,00 145,37

Trp(®) 0,706 1,60 44,13 1,00 70, 60

Aménia 0,866

Total de a.a.

essenciais 45,847 51,30 36,00

a)

Método colorimétrico de Contreras, 1992.

EACSC: Extrato Autolisado Concentrado de S.cerevisiae
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A qualidade de uma proteina deve ser medida através de
diferentes indicadores. Um deles & aguele que leva a determinacio do
escore protéico que nada mais é gue um estudo do perfil dos seus
aminodcidos e respectiva comparacio de cada um com o aminodcido
correspondente de uma proteina tomada como padr3io (OLIVEIRA, 1978b).
Estudamos o escore quimico dos aminodcidos essenciais presentes no
extrato autolisado da levedura Saccharomyces cerevistae, na
tentativa de verificar os fatores limitantes em relacio & proteina
do ovo e & da FAO (FAO/WHO, 1973).

Observando os dados da Tabela 15 verificamos que o estudo
comparativo da proteina do extrato da levedura Saccharomyces
cerevistae com a proteina do ovo mostrou acentuada limitac3o
representada pelos aminodcidos sulfurados totais, 73,0% e
secundariamente pelo triptofano, 59,7%. Comparando com o padrio da
FAO também constatamos limitag¢®es nos sulfurados totais em 57,6% e
no triptofano em 35,4%. Em ambas comparacdes a lisina obteve o maior
escore quimico. Devido ao alto teor de 1lisina na proteina da
levedura varios autores (KIHLBERG, 1972 e LINDBLOM, 1977) sugerem
que ela seja um excelente complemento protéico para produtos de

panificac3o.

A analise da Tabela 15 demonsatra que os resultados obtidos
encontram-se dentro dos par8metros previstos para esta fonte
alimentar. O total de aminodcidos essenciais da proteina do extrato
é 45,847 comparado com 52g de aminodcidos essenciais por 100g de
proteina do ovo preconizados por VANANUVAT & KINSELLA (1975¢c). O
Adcido gluté&mico & o aminodcido sempre presente em maior quantidade
em hidrolisados.

Embora existam bastantes dados acerca da composicio em
aminodcidos da proteina da levedura HALASZ & LASZTITY (1991) apontam
alguns problemas na avaliagdo desses dados:

1) Falta de dados acerca do teor de triptofano (a

determinacio do triptofano necessita de uma hidrélise separada , o
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que nem sempre € feito pelos pesquisadores)

2) Meticulosidade insatisfatéria na determinacgéio de
aminodcidos sulfurados (para esta determinacio é preciso um
procedimento separado).

3) Cdlculo do teor de proteina através de dados de
nitrogénio incorretos por inclusdo do teor de acidos nucléicos.

4) Indicacdo insatisfatéria acerca do tipo de 1levedura ou
produto de levedura (levedura ativa, levedura comprimida, levedura
ativa seca, levedura inativa, proteina extraida de levedura, etc.)

5) Negligéncia sobre o efeito das diferentes condicdes de
crescimento na composic3o da levedura e o efeito do processamento
(secagem, condig¢des de extrac3io da proteina e redug3o do teor de
dcidos nucléicos, etc.) sobre os aminodcidos e sua
biodisponibilidade.

NAUMENKO & GORDIENKO (1985) num trabalho em que estudaram a
influéncia das condig¢des da autélise na composicdo do autolisado,
mostraram que o teor do triptofano depende do tempo da autélise (5,
10, 15, 20, 25 ou 30 horas) e do agente ativador usado (etanol,
cloroférmio ou formol). Eles obtiveram a méxima acumulacdo de
triptofano depois de 20 horas de autélise com o uso do cloroférmio
(4,84mg/g) e igual valor com o uso de tolueno ap6s 15 horas de
autélise. No controle, esses valbres 86 foram alcangados apés 30
horas de autélise. Com o uso de ativadores » a partir de 20 horas, o
teor de triptofano comegcou a diminuir. Comparando com o valor obtido
na presente pesquisa (7,06mg/g) podemos concluir que 0 nosso método
de autélise é eficiente para o triptofano, que segundo NAUMENKO &
GORDIENKO (1985) é um aminodcido limitante quando 8se obtém uma

mistura de aminoécidos.
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IV.5.3- AVALIACAC DAS PROPRIEDADES FUNCIONAIS DO EXTRATO CONCENTRADO
DA LEVEDURA Saccharomyces cerevisiae

IV.5.3.1~- SOLUBILIDADE

Os valores de indices de nitrogénio soluvel para os extratos
autolisados concentrados da levedura S.cerevisiae estio apresentados
na Figura 4. Pelo perfil de solubilidade dos materiais testados
rode se presumir que as proteinas foram fortemente desnaturadas.
Nio se observou nenhum ponto iscelétrico.
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FIGURA 4: Curva de solubilidade da proteina do extrato autolisado

concentrado de Saccharomyces cerevisiae
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Ainda que as modificacdes estruturais e hidrélise 1limitada
das ligacdes peptidicas devido a tratamentos térmicos suaves, ndo
afetem o valor nutritivo das proteinas, podem afetar drasticamente
suas propriedades funcionais. A solubilidade (a pPH 3 ou 5,5) de
isolados de proteinas desnaturadas de soja, pode passar de 10 a 50
ou 80%, quando o grau de hidrélise alcanga 3 ou 8% respectivamente
(ALDER-NISSEN & OLSEN, 1979). Geralmente o rerfil de solubilidade de
uma proteina parcialmente hidrolisada, melhora em toda a escala de
PH, porque n3o forma agregados volumosos mesmo no pH isoelétrico,
fenbmeno esse que pode ter ocorrido na nossa proteina extraida por

autdlise.

Segundo ALDER-NISSEN & OLSEN (1979) o aumento da
solubilidade obtido por proteSlise limitada se atribui a formacio de
unidades polipeptidicas menores, mais hidr6filas e mais solvatadas.
Estes hidrolisados parciais se utilizam para enriquecer a base de
proteinas, bebidas acidificadas e/ou que v3o sofrer tratamento
térmico. Frequentemente, uma proteélise lenta, origina a liberacdo
de peptideos hidréfobos amargos, com residuos de 1leucina ou
fenilalanina terminais. N%o obstante, estes hidrolisados podem
resultar apropriados para pacientes que sofram insuficiéncia
digestiva ou que s3o alérgicos as proteinas do leite ou do gluten. A
proteélise parcial se wutilizou para melhorar as propriedades
emulsificantes e espumantes das proteinas desnaturadas relo calor.
Estes efeitos provém, provavelmente, do aumento da solubilidade do
hidrolisado, que facilita a difusio e extensio nas interfases
Sleo/édgua e ar/dgua. No entanto, quando a viscosidade e espessura
das peliculas protéicas adsorvidas resultam, aparentemente,
insuficientes para estabilizar as emulsdes e espumas; essas
propriedades s3io prejudicadas. A diminuiciZo do tamanho molecular por
protedlise, resulta claramente desfavoravel para as propriedades
gelificantes e viscoeldsticas das proteinas. No entanto, uma
protedlise limitada das proteinas do glaten, pode aumentar a

expansio da massa durante a fabricacio de p3o.
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IV.S5.3.2- CAPACIDADE DE GELIFICACAO

A Figura 5 apresenta os resultados obtidos para a capacidade
de gelificacdo das amostras de extrato autolisado da levedura
Saccharomyces cerevisiae, variando-se a concentrac3o prrotéica e com
aquecimento a ebulicido durante 15 minutos. As amostras foram
concentradas a 8.97, 11,64, 15,27, 19,08, 22,80, 26,71 e 30,00% de
proteina. Nas concentracdes de 8,97 a 15.27% de proteina n3%o houve
formacdo de gel; na concentracio de 19,08% de proteina formou-se gel
fraco e a 22,90, 26,71 e 30,00% de protefina obteve-se gel bom.

% de proteina

30
26.71
229
19.08
16.27

11.64

T

8.97

Escala

Il csc.de SCHMIDT,1978

FIGURA 5: Gelificac3o das proteinas do extrato de Saccharomyces

cerevisiae a varias concentracdes protéicas
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Pode-se observar gue com o aumento do teor de proteina acima
de 18,08% de proteina hd um aumento da capacidade de gelificaclo.
Segundo CHEFTEL et al. (1989) as atracdes protéicas intermoleculares
(e a gelificacdo) se produzem mais rapidamente com concentracdes
protéicas elevadas, dada sua maior probabilidade de contatos
intermoleculares. Tem-se sugerido que as pontes dissulfito e grupos
sulfidril s3o importantes para as ligacdes cruzadas das proteinas.
As leveduras s3o deficientes em aminodcidos sulfurados. A mioglobina
também ndo contém pontes dissulfito ou grupos sulfidril livres
(MAHLER & CORDES, citados por HEGG, 1982) mas HEGG (1982) numa
pesquisa realizada com varias proteinas encontrou um forte poder
gelificante da mioglobina indicando que esses par8metros n3o si3o
importantes na formacdo do gel dessas proteinas. Conforme Jjé
mencionado no item II.4 as forcas que mantém a rede de gel junta sdo
as interac¢des hidrofébicas e ligacdes de hidrogénio.

O gel formado pelos extratos apresentou aparéncia uniforme,
codgulo firme e estavel, frente a sinerésis e exudacdo (Figuras 6 e
7). CHEFTEL et al. (1989) explicam que isso ocorre quando a etapa de
agregacido é mais lenta com relacd3o a desnaturaczo, o que permite que
o8 polipeptideos parcialmente desdobrados se orientem mais
facilmente antes da agregac3o. Como o método de avaliacio da forca
do gel empregado neste trabalho é essencialmente subjectivo ,
podemos estar considerando gel fraco, o «que outros autores
considerariam gel firme. Ao se testar possiveis alteracdes do gel
guardado em geladeira por 30 dias n3o se observou dessora ou

qualguer outra alteracio visivel.

Pela avaliac3o feita pode-se concluir que existe boa
possibilidade de uso dos extratos autolisados em "baby foods"”,
purés, salsichas,etc., onde pelo aquecimento, hd formag3o de gel e

manutencio da estrutura desses alimentos.

78



FIGURA 6: Gelificacio das proteinas do extrato autolisado de
Saccharomyces cerevistae concentradas a 8.97, 11.64,
15.27 e 19.08% (da direita para a esquerda)
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FIGURA 7: Gelificac3o das proteinas do extrato autolisado de
Saccharomyces cerevisiae concentradas a 22.90, 26.71 e

30,0% (da esquerda para a direita)
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IV.S5, 3.3~ CAPACIDADE DE EMULSIFICACAO

A Tabela
capacidade de emulsificaclo dos extratos protéicos

levedura de panificaclio, Saccharomyces cerevisiae.

16

apresenta

os

resultados

obtidos
concentrados da

para a

Tabela 16: Capacidade de Emulsificac3o das proteinas do extrato

concentrado da levedura Saccharomyces cerevisice.

P Vi V2 V3 El E2 E3 E
(%) (mL) (mL) (mL) (mL, de 6leo/g de prot.) mL/g
1 53 53 54 106 106 108 106,7
3 150 149 155 100 99,3 103,3 100,9
5 208 206 200 83,2 82,4 80 81,9

Onde:

P - Concentracido de proteina da amostra (%)

V - Volume maximo de éleo (mL) incorporado nas amostras

E - Capacidade de Emulsificacio das amostras (mL/g).
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O teste foi realizado em pPH 5,45i 0,10, que corresponde a um
dos picos de mdxima solubilidade encontrados rara a proteina da
levedura. Segundo SWIFT et al. (1969) somente a fracido de proteina
solavel funciona como emulsificante. YATSUMATSU et al. (1872)
encontraram uma correlagdo positiva entre a rercentagem de atividade
de emulsio e indice de nitrogénio soluvel para proteinas de
diferentes produtos de soja. Para KINSELLA (1976) a diminuic3o do pH
causa a insolubilizac3o das proteinas e diminuic3o da capacidade de
emulsificac3o, assim como o aumento do pH a 8,5 (pH da clara do ovo)
melhora esta propriedade funcional. A adicdo de sais necessarios
para ajustar o pH e mudar a forgca idnica, também tém efeito na
capacidade emulsificante (CATER & LAWHON, 1974).

LINDBLOM (1974) submeteu um concentrado protéico de levedura
Saccharomyces cerevisiae obtido por precipitacio térmica da proteina
em pH alcalino (método adaptado por HEDENSKOG & MOGREN, 1973), a um
tratamento alcalino sob condi¢c®es controladas e achou para uma
suspensdo de 0,3% do concentrado protéico modificado uma capacidade
de emulsificacsio de 320 g de 6leo/g do concentrado protéico. Ele
adicionou o 6leo a uma taxa constante de 40 mL/minuto até ao colapso
da emulsdo que foi detectada pela mudanca rdapida de som do motor. Os
5% de solubilidade do concentrado protéico nio modificado nio foram
suficientes para que este funcionasse como um efetivo agente
emulsificante. Contudo o concentrado modificado, com solubilidade de
34%, apresentou boa capacidade emulsificante. VANANUVAT & KINSELLA
(1975b) também afirmam que a proteina extraida com dlcali e
precipitada por tratamento térmico (80°C) ndo apresentou nenhuma

capacidade de emulsificac3o.

SCHARF et al. (citado por HASLASZ & LASZTITY, 1991)
patenteou um processo para producio de proteinas microbianas
hidrolizadas mantendo as propriedades funcionais em qQue a capacidade
de emulsificacio se manteve entre 300 a 500 mL/g de proteina.
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Figura 8: Variac3o da capacidade de emulsificacio das proteinas do

extrato concentrado de Saccharomyces cerevisiae, com o0

aumento da concentracio protéica.

Como pode ser observado na Figura 8, a capacidade de
emulsificagdo, expressa em mL de 6leo por grama de proteina,
diminuiu com o aumento da percentagem de proteinas de 1, 3 e 5% para
106.7, 100.9 e 81.9 mL/g de proteina. Isto também foi observado por
IVEY et al. (1970) para proteina de carne bovina. Segundo os mesmos

autores isso ocorre porque o aumento da concentracio protéica exige
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maior guantidade de fase continua (solugdo protéica) para separacio
das goticulas de 6leo. Para KINSELLA (1976) quando a concentrac3o
protéica diminui, ocorre um maior grau de exposic3o de polipeptf deos
durante o cisalhamento envolvido no processo de emulsificacio.
Também ocorre uma maior associacfo hidrofébica das cadeias
peptidicas com as gotas de lipf{deos resultando num maior volume de
drea superficial da proteina disponfivel e, portanto a eficiéncia do
poder de emulsificacio € melhorada.

A capacidade emulsificante dos nossos extratos autolisados
se apresentou inferior a dos autores acima referidos pois, as
condicdes de determinacio da capacidade de emulsificacio, tais como:
concentracgdo protéica, quantidade inicial da solugdo, quantidade
inicial de 6leo, pH, taxa de adic3o de 6leo e velocidade de agitacdo
foram diferentes. A auséncia de padronizacio dessas condi¢des torna
muito dificil a comparacio dos dados ror diferentes pesquisadores.
Ao adoptarmos uma velocidade de agitacio de 16500 RPM, superior a
usada por LINDBLOM (1974) que foi de 10000 RPM, obtivemos valores
inferiores de capacidade de emulsificacio. Altas velocidades de
mistura diminuem a capacidade de emulsificacdo, como resultado da
formagdo de glébulos de gordura menores, aumentando area superficial
exponencialmente e, consequentemente, a necessidade demais protei na

como agente emulsificante.

HUFFMAN et al (1975) ao estudarem o efeito da velocidade de
mistura na torta de 6leo de girassol (Helianthus annuus) encontraram
que o aumento da velocidade diminui a capacidade de emulsificacio da
torta desengordurada. A viscosidade da emulsio também aumentou com o
aumento da velocidade de agitacio. BECHER, mencionado por HUFFMAN et
al. (1975) mostrou que o aumento da viscosidade da emulsio 6leo-agua
com o aumento da forca de cizalhamento se associam ao decréscimo do
tamanho da particula de 6leo, aumentando, portanto, a area
superficial a ser emulsificada por uma mesma quantidade de proteina
soluavel. v
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. Além dessas considerac®es, nossos dados relativos a
diminuic3o da capacidade de emulsificacio com o aumento da taxa de
adicdo de 6leo (90mL/minuto contra 40mL/minuto usados por LINDBLOM,
1974) estio de acordo com vérios autores. HUFFMAN et al. (1975)
também constataram que aumentando a taxa de adicdo de 6leo acima de
uma certa velocidade de mistura diminuiu a capacidade de
emulsificacio, sugerindo que membranas protéicas s3o formadas quase
instantaneamente a altas taxas de adic3o de 6leo. SWIFT et al. (1961)

também encontraram o mesmo fenémeno em proteina da carne.

O efeito da velocidade de agitac3o, isoladamente, pouco diz
sobre as condic®es 6timas de formacdio de emulsdes. E necesséario
proceder.& otimizacdo do processo de emulsificacio associando-se
este fator as melhores condigdes de pH e concentracio protéica para

formacio de emuls3o.

O método wutilizado para determinacdo da capacidade de
emulsificacdo apresentou boa precisio J& que n3o se verificaram
variacdes da capacidade de emulsificacio superiores a 4mL para uma
mesma amostra. ’
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IV.5.4- ANALISE SENSORIAL DOS EXTRATOS CONCENTRADOS

Na comparac3o entre as formulacdes para caldo de carne, para
ambos o8 tipos de extrato de levedura foram obtidas médias muito
préximas entre si (Tabela 17), n3o sendo encontradas diferencas
significativas na preferéncia (p< 0,05) entre as varias percentagens

de substituicio de extrato de carne por extrato de levedura.

Tabela 17: Resultados da avaliacio sensorial das amostras com
substituicdes de extrato de carne por extrato de

levedura nas formulacdes para caldo de carne(l)

EXTRATO DE PERCENTAGEM DE SUBSTITUICAO DE EXTRATO
LEVEDURA DE CARNE POR EXTRATO DE LEVEDURA

0 20 50 100
S. cerevisiae 5,31 5,90 6,02 6,05
S.carlsbergenstis 5,25 5,45 5,45 5,25

(1) Médias obtidas em escala pontos.
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Tabela 18: Frequéncia das razdes rara preferir ou rejeitar as
formulacdes de caldo de carne com extrato de levedura
Saccharomyces cerevisiae e Saccharomyces carl sbergensts

RAZAO Saccharomyces Saccharomyces
cerevistiae carlsbergensi:
menor amargor ——— 01
PARA me lhor odor 02 01
PREFERIR melhor sabor 14 14
melhor teor de =sal 08 09
outros 01 ————
maior amargor —— 03
PARA pior odor 02 01
REJEITAR prior sabor 14 14
pior teor de sal 07 07
outros 02 ———
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Como pode ser observado na Tabela 18, a principal razio para
atribuicdo do maior valor ou menor valor as amostras na escala
hedénica, foi referente ao sabor e a seguir o teor de sal. Segundo
ALBRECHT & DEINDOERFER (1966),08 extratos apresentam a propriedade
de enaltecer os sabores dos alimentos, porquanto contém os agentes
potenciadores como o glutamato monossédico, nucleotideos e outros
compostos aromaticos nido identificados. Essas substéncias
intensificam os aromas de carne, como também tornam sensiveis os
aromas n3o perceptiveis normalmente, aumentando portanto os teores
minimos perceptiveis pelos sentidos ("threshold value"). Ademais o
extrato de levedura contribui com o seu préprio sabor. Na nossa
avaliacdo sensorial houve uma minima referéncia ao amargor em
relacdo ao caldo com extrato da levedura  Saccharomyces
carlsbergensis. Segundo os mesmos autores, o extrato contém, além
dos componentes mencionados, apenas pequena quantidade do 4dcido
aminobutirico que fornece uma sensacdo aromética picante. O aroma de
uma eépécie de proteina wunicelular ¢é func3o da espécie de
microrganismo e do substrato sobre o qual ela se desenvolve
(TANNENBAUM, 1975).

ALBRECHT & DEINDOERF... (1966) consideram que as propriedades
arométicas dos extratos s3o influenciadas pela concentracdo do
extrato e pela natureza de outros ingredientes na férmula. No
presente estudo os provadores do caldo com a adigcido de teores
crescentes de extrato de levedura, praticamente n3o encontraram
diferenca no gosto. Para ambos os tipos de levedura a partir de 20%
de substituicdo as amostras atingiram médias mais altas que do caldo
com 100% de extrato de carne Essa conclusio é importante porque
mostra que mesmo a substituicdo total do extrato de carne relo
extrato de levedura na formulac3o de caldos n3o provoca rejeicido por
parte do consumidor e torna vidvel a utilizac3o de residuo
industrial de levedura de cerveja na alimentacio humana.
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V.CONCLUSSES

l.Dentre o8 3 tipos de solvente presquisados, o cloroférmio é
O qQue permite maior extrac3o de proteina de levedura, mas a sua
utilizacdo nio é permitida pela Legislac3o Brasileira.

2. O extrato autolisado da levedura Saccharomyces cerevisiae
obtido a pH 5, 7% de Etanol, 5% de cloreto de sédio e 55°C
apresentou maior rendimento de extracZ%o do nitrogénio total da
levedura (79,5%).

3. Na extracdo das proteinas da levedura S. cerevisiae,

quanto menor a concentrac3o da biomassa celular maior o rendimento.

4. Na extrapolacio dos parémetros de extragdo da levedura
S.cerevisiae para a S.carlsbergensis obtiveram-se extratos protéicos

de composicdo gquimica semelhantes.

5. O método desenvolvido para obtencio dos extratos de
S.cerevisiae e S.carlsbergensis apresentou teor de acidos nucléicos

de acordo com o minimo permitido pela legiaslac3o.

6. Os extratos protéicos autolisados da levedura
Saccharomyces cerevisiae apresentaram propriedades funcionais
atrativas em relacdo a sua capacidade de gelificacio e propriedades

emulsificantes.
7. A comparacgdo sensorial de caldos com extrato de carne e

de caldos com substituicdo de até 100% do extrato de carne, mostrou
preferéncia pelo extrato de levedura sem adic3o do extrato de carne.
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