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RESUMO

Buscando novas alternativas para a utilizacfo de residuos industriais, foi
pesquisado o aproveitamento da levedura de cerveja (Saccharomyces carlsbergensis)
como fonte protéica. Suspensdes de levedura desamargada com 40% de células (v/v),
foram rompidas por método mecéanico, utilizando-se moinho Dyno-mill com 70% da
cdmara preenchida com esferas de vidro (0,2 a 0,6 am de didmetro), na velocidade de
2400rpm, fluxo de alimentacdo de 4,8 L/h e temperatura de 150C. O extrato protéico
proveniente das células rompidas fol adicionado de perclorato de sédio ( NaClOa ) até
atingir a concentragio 0,5M para reducio quimica do contetido de dcido ribonucléico
(RNA), logo apés acrescido de acido cloridrico (HCI) para precipitagfo isoelétrica da
proteina, obtendo-se o concentrade protéico de levedura com 78% de proteina e
2,26% de RNA. O tratamento com perclorato ocasionou diminui¢do do contetido de
lisina disponivel ¢ do escore quimico (EQ=92%), guando comparado com as células
de levedura rompidas (EQ=100%). O concentrado protéico de levedura obtido com
perclorato de sédio ( CPP ) apresentou melhores indices de digestibilidade aparente,
valor biolégico e utilizagio lquida aparente, quando comparado com as células de
levedura Integras ¢ rompidas. Os ensaios de toxicidade subcrénica revelaram que os
ratos alimentados com dietas contendo concentrado protéico de levedura mostraram
consumo protéico e ganho de peso, significativamente inferior ( p < 0,05 ) aos grupos
que receberam células de levedura rompida ( CLR ) e caseina ( CAS ). A ingestdo de
proteinas de leveduras causou alteragdes nos niveis séricos de aminotransferases e
creatining, os niveis de acido drico e uréia permaneceram dentro da faixa dos limites
normais de referéncia. As excrecdes urindrias de creatinina; uréia e 4cido drico
associados aos resultados séricos ndo revelaram injurias renais provocadas pelas
dietas. Nas anélises de orgios nfo foram observadas mudangas patologicas no
contetido lipidico e protéico dos tecidos renais ¢ cerebrais em consequéncia do
consumo de proteinas de levedura, porém houve aumento no contetido de lipidios
hepéticos e diminuicio do teor de proteinas totais do figado em ratos alimentados com
células de levedura rompidas ( CLR ) e concentrado protéico de levedura obtido com
perclorato de sddio { CPP ).



 SUMMARY

The objective of this research was the study of brewer’s yeast as an alternative
source of nutrients in human foods. Suspensions (40% v/v) debittered yeast cells were
mecanically ruptured in Dynomill with 70% of its chamber filled with glass spheres
(0.2 to 0.6 mm in diameter), 2,400rpm, feeding rate of 4.8 L/h and terperature of
i50C. Protein was extracted from the disrupted cells suspension with 0.5 M NaClO4
and precipitated at isoelectric pH (4.2) with HCI solution. The precipitate (protein
concentrate} contained, after washing and freeze drying, 78% protein and 2.26% RNA.
Available lysine was only 92% compared to the broken cells suspensions and integral
cells. The yeast protein concentrate presented higher apparent digestibility, apparent
biological value and apparent NPU compared to lyophilized integral or broken cells
suspension, The toxicological assays revealed that rats fed the protein concentrate
showed reduced protein consumption and body weight gain (p< 0.05) relative to the
groups receiving dehydrated broken yeast cells and casein. Yeast protein caused
abnormal alterations of blood serum levels of aminotransferases and creatinine. The
levels of uric acid and urea remained in the reference normal range. Urine excretion of
creatinine, urea and uric acid, related to blood serum levels, did not show any organic
injury that could be attributed to the diets. Organ analysis did not show pathologycal
changes in the concentration of lipids and protein in the rat kidneys and brains due to
veast protein intake, however an increase in lipids and decrease in protein content was
observed in the liver of rats fed yeast broken cells and the protein concentrate obtainéd

with the sodium perchlorate treatment.



1.INTRODUCAO

A producdo insuficiente de alimentos de alto conteddo protéico e o
agravamento da contaminagfio ambiental, tem impulsionado a procura de novos
recursos ¢ metodologias para enfrentar e solucionar os problemas de escassez e
desnutricfo alimentar.

Entre estes recursos encontram-se residuos das mais variadas origens, que
através de processamento adequado, podem ser convertidos em alimento para
humanos, ragio para animais, fertilizantes, etc. CARRASCO de MENDOZA et alii
(1991); ROSALES (1984).

A proteina unicelular € considerada uma fonte promissora de proteina ndo
convencional que possibilitara aumentar a oferta da dieta a nivel mundial. O enorme
interesse neste assunto levou a focalizar, com muita atencdo, 0s microrganismos,
especialmente as leveduras para a producfio de proteinas destinadas & nutricio animal e
humana, LYUTSKANOYV et alu (1990); STATEVA et ali1 (1988).

Hoje em dia a levedura é reconhecida mundialmente como excelente fonte de
proteinas, vitaminas do complexo B, fibras e muitos outros micronutrientes, ICIDCA
{1988); REED & NAGODAWITHANA (1991).

Do ponto de vista tecnoldgico, as leveduras possuem algumas vantagens com
relacdo a outros microrganismos pela sua capacidade de assimilar grande variedade de
substratos, alta velocidade de crescimento, além da sua biomassa ser facilmente
separavel, YOUSRI (1982).

De todas as espécies, o género Saccharomyces é a que tem demonstrado
maior valor industrial e comercial, ICIDCA (198§), e qualidade nutricional superior
devido ao sen alto teor de lisina, STATEVA et alii (1988). Por exemplo, foi

comprovado que a levedura Saccharemyces carlsbergensis contem mais proteina e o



dobro de metionina, quando comparada com outras sete espécies de leveduras, POO &
MILLAN (1990).

No entanto existem alguns fatores que limitam o uso da sua proteina para o
consumo humano, entre os quais podemos destacar:

» A presen¢a de parede celular rigida a qual ndo é digerida pelas enzimas
digestivas humanas, SNYDER (1970); GALVEZ et alii (1990).

o« O alto contetdo de 4cidos nucléicos. A ingestdo de quantidades
significativas de 4cidos nucléicos leva a acumulagfio de dcido drico que pode
cristalizar nos tecidos e orgios causando pedras no trato urinario e deposicio de célcio
nos tecidos moles, LYUTSKANOV et alii (1990).

Por estas razOes se faz necessdrio o desenvolvimento de métodos de
processamento da biomassa que permitam minimizar os problemas antes mencionados.

Tem sido demonstrado que concentrados e isolados protéicos obtidos a partir
de celulas de levedura podem ter melhor qualidade nutricional do que as células
integras, porque seu conteldo de 4acidos nucléicos, a presenga de componentes ativos
indesejaveis e o efeito deletéreo da parede celular sobre a biodisponibilidade da
proteina sfo atenuados, ROSALES (1984).

Os processos tecnolégicos empregados usualmente comecam pela ruptura da
parede celular, seguido da extragio da proteina.

O método mais utilizado para a ruptura da parede celular é 0 mecénico, um
dos quais se caracteriza pela utilizacio de moinhos com agitadores contendo no seu
interior pérolas de vidro de 0,2 a 0,6mm. Neste processo a suspensfio de células de
levedura conjuntamente com as pérolas de vidro sfio submetidas a agitacdo, produzindo
abrasio das pérolas com a parede celular, o que cawsa a ruptura da parede,
possibilitando a extragdo da proteina e de outros componentes presentes nas células,

WRIGHT et alii (1989).



Usualmente a extracdo do contetdo intracelular é otimizado com solugdes
alcalinas, resultando na obten¢fo de proteinas associadas a 4dcidos nucléicos e outros
componentes celulares soldveis. Isto significa que 50 a 60% da proteina isolada de
levedura, por precipitagdo isoelétrica, pode existir na forma de um complexo
nucleoprotéico contendo 10 a 15% de 4cidos nucléicos, SCHWENKE et alii (1980);
KINSELLA (1987).

Com base no raciocinio de que interacdes hidrofébicas s3o criticas na
estabilizacfio do complexo nucleoprotéico e que as forgas hidrofébicas resultam da
estrutura e das propriedades fisicas da agua, especula-se que agentes que modifiquem
as propriedades fisico-quimicas da agua possam ser usados na dissociacdo do
complexo nucleoprotéico através do rompimento das interacSes hidrofébicas,
KINSELLA & DAMODARAN (1984).

Anions caotrOpicos, em concentragdes que variam de 0,5 a L,OM, foram
efetivos na dissociagdo do complexo RNA-Proteina de levedwa e reduziram o
conteido de RINA das proteinas isoladas. Tais &nions como o perclorato ClOg4~ ,
tricloroacetato (CIl3CH-COO- ) e tiocianato (SCN- ) a 0,5M reduzem o teor de RNA
das nucleoproteinas acima de 80%, KINSELLA (1987).

No estudo de qualquer microrganismo como fonte ndo convencional de
proteinas € necessdric incluir a realizacdo de avaliagfo nutricional e andlises
toxicoldgicas rigorosas, que garantam a sua inocuidade para ¢ consumo humano,
HERNANDEZ ROSALES et alii (1985).

Os ensaios biologicos para a avaliagio da qualidade protéica incluem
procedimentos fundamentados na medida de crescimento ou retencfio de nitrogénio
(balanc¢o nitrogenado) em animais experimentais, em fungfo da proteina teste ingerida
como tnica fonte de nitrogénio. Para a avaliacfo da qualidade protéica dos alimentos,

seria ideal desenvolver métodos para a avaliaciio em humanes, mas o custo ¢ 0 tempo
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empregado tornam esta analise proibitiva. Alternativamente, sdo utilizados metodos in
vivo sendo o rato o animal mais utilizado , KIHLBERG (1972); HALASZ &
LASZTITY (1991).

Numerosas investigacdes tém feito uso de pardmetros metaboélicos para
prognosticar o valor nutritive da proteina e seus possiveis efeitos téxicos. O
metabolismo de proteinas nos misculos e no figado, crescimento muscular, nimero de
células ou peso, concentraciio de proteinas hepéticas, atividade de diferentes enzimas
relacionadas com a concentraciio de aminoacidos livres presentes no plasma sangiiineo
e excrecio de creatinina tém sido listados, HALASZ & LASZTITY (1991).

Durante os experimentos sdo observados os efeitos da proteina unicelular
sobre o crescimento, consumo de ragfo e outros determinantes do valor nuiritivo da
fonte de proteina unicelular, aparéncia fisica (alteragdes de postura e locomocéo);
aparéneia das excretas, manifestacBes externas {olhos, narinas, pelo, rabo e regido
anal), SCRIMSHAW (1983).

Devem ser realizados exames clinicos periédicos; bioquimicos no sangue e na
urina, testes de funcfo renal ou hepatica, exame da composicdo dos orgos, PAG/UNU
GUIDELINE N2 15 (1983).

Considerando os motivos antes expostos, o presente trabalho teve como
objetivos:

« Desenvolver a nivel laboratérial, processos para o tratamento da biomassa
de levedura (Saccharomyces sp.) proveniente da indistria de cerveja, com a finalidade
de obter produtos que possam ser utilizados para o consumo humano.

» Caracterizar quimicamente a biomassa e seus respectivos derivados.

. Estudar a qualidade protéica dos diferentes produtos preparados através

de analises quimicas in vitro e de ensaios biologicos com ratos.



» Verificar possiveis efeitos téxicos da biomassa ¢ seus derivados em

animais de laboratorio.



2. REVISAO DE LITERATURA

A levedura é sem divida o microrganismo de maior mportincia econdmica e
comercial. Sob o ponto de vista industrial, no género Saccharomyces estdo incluidas as
mais importantes leveduras. Abrangendo quase todas as leveduras produtoras de
alcool, que sdo utilizadas ainda para a fabricagfo de cerveja, do vinho, do pio e para a
obtencdo de invertase, RUSSELL et alii (1987) e EVANGELISTA (1989).

Atvalmente as leveduras continuam a ser consideradas fonte importante de
nutrientes, passando a constituir uma excelente matéria prima para a Indistria de
alimentos e para a indistria farmacéutica e cosmética, ALAIS & LINDEN {1991) ¢
REED & NAGODAWITHANA (1991).

De acordo com DZIEZAK (1987) produtos a base de levedura vém sendo
extensivamente utilizados nas formulacoes de alimentos como flavorizantes para
realcar o sabor de preparagbes (sopas, molhos, carnes). A inclus@o em produtos
carneos proporciona nfo s6 uma melhoria do sabor como também reduz
potencialmente os custos relativos ao uso de extrato de carne.

O uso de biomassa de levedura integra como fonte alimenticia apresenta duas
limitagSes: por um lado a presenga da parede celular rigida que reduz a
biodisponibilidade de nutrientes e pode conter agentes alergénicos e fatores que
ocasionam distirbios gastrointestinais, por outro lado o alto teor de 4cidos nucléicos,
que formam, como um dos seus metabolitos o dcido tirico, o qual, pelo fato de ser
pouco soltivel nos fluldos biolégicos pode acumular-se quando, em excesso, e trazer
problemas de ordem orginica, MOURA (1986).

Segundo LITCHFIELD (1977) a levedura podera ser uma boa alternativa para

a produgdo de concentrados e isolados protéicos, com propriedades funcionais



desejaveis, permitindo a remocgdo das paredes celulares, de 4cidos nucléicos e de
outros eventuais fatores téxicos.

Muitos métodos tém sido desenvolvidos para melhorar a qualidade nutricional
e a eficiéncia da proteina de levedura, estes geralmente comecam com a ruptura

celular, seguidos da extrac8o da proteina, ROSALES (1984).
2.1. Ruptura celular

Os principais métodos utilizados para promover a ruptura da parede celular de

leveduras sfo: mecénico, ruptura por digestdo enzimatica e quimico.
2.1.1. Métodos mecinicos

O estado fisico no qual a proteina existe no material inicial, Influencia as
estratégias de extracdo.

As proteinas sfo naturalmente soltveis nos fluidos biologicos como plasma,
urina ou outras secrecfes do tecido celular. Contrariamente, as proteinas que estdo
presentes dentro das células e tecidos necessitam, como etapa preliminar, o0
fracionamento . FBEsta, normalmente envolve a ruptura fisica da celula por
homogeneizadores, sonicacfio, congelamento, seguido de centrifugacdo a baixa
velocidade, para separar as células rompidas da proteina solivel presente no
sobrenadante, LILLEHOJ & MALIK (1989).

Os métodos mecinicos de desintegragiio celular permitem isolar as proteinas
intracelulares e enzimas com um grau minimo de desnaturacfo, HUMMEL & KULA
(1989).

Diferentes equipamentos j& foram utilizados para a ruptura da parede celular

de levedura, entre eles podem ser citados moinhos simples com superficies abrasivas,



moinhos com agitadores contendo no seu interior pérolas de vidro, desintegradores
balisticos, moinhos cavitacionais, homogeneizadores de alta pressdo e ultrasom,
| HALASZ & LASZTITY(1991).

O rompimento de células através de moinhos e homogeneizadores tem sido
estudado por varios autores.

Estes processos envolvem a agita¢io de uma suspensio célular por uma rosca
sem fim ou agitador de discos, sendo desta forma constantemente atritada comntra
pérolas de vidro com didmetro de 0,2 a 0,6mm, as quais sdo colocadas dentro do
homogeneizador, EDEBO & MAGNUSSON (1973).

Para aumentar a eficiéneia da ruptura celular em agitadores com particulas
abrasivas tipo o dyno-miihle kd 5, pesquisadores como MOGREN et alii (1974);
CURRIE et alii (1972) e LINDBLOM (1977) concluiram que as variaveis temperatura,
concentracio da suspensio, velocidade de agitagfio, fluxo de alimentaco, tamanho das
particulas abrasivas e recirculagfio da suspensfio, devem ser estudadas.

FOLLOW et alii (1971) utilizaram o homogeneizador Manton- Gaulin 15M-
8BA a temperatura de 4-50C, operando sob alta pressfio, conseguindo liberar 95% da
proteina da suspensdo celular em 30 minutos.

LINDBLOM (1977) constatou que a moagem no Dyno-mill de uma suspensio
contendo 10-17% de células de Saccharomyces cerevisiae , conseguiu romper 98%
das células .

MOGREN et alii (1973) constataram que a ruptura mecénica melhora o valor
nutritivo da levedura (PER 1,66 + 0,06 para 1,99 £ 0,11).

A avaliagdo dos diferentes métodos de ruptura celular é uma etapa importante
da determinagio do grau de rompimeno celular da levedura. Para tais propositos a
quantificaciio da proteina (nitrogénio soliivel) ¢ amplamente utilizada. O principio do

uso deste método é que, apds a ruptura da parede celular, pode ser methor avaliada a
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proteina solivel, visto que o solvente pode entrar na célula e solubilizar a proteina,
HALAZ & LASTITY (1991).

A eficiéncia da ruptura também pode ser quantificada, através da
determinacio da atividade de algumas enzimas tais como: glicose 6-fosfato
desidrogenase, invertase, 6-fosfogluconato desidrogenase, glicose-6-fosfatase,
fosfatase alcalina, fosfatase dcida e fumarase, FOLLOW et alii (1971) ¢ GAVER &
HUYGHEBAERT (1991).

2.1.2. Digestiio enzimitica

Todas as macromoléculas presentes nas células vidveis de levedura estdo
contidas dentro de uma membrana semipermeavel que se encontra abaixo da parede
celular. A parede celular proporciona o suporte mecanico necessdrio para manter 0
tamanho e o formato da célula. A autélise € o processo pelo qual os componentes
celulares sio solubilizados através da ativacdio de enzimas degradativas enddgenas da
Jevedura. Isto é factivel pela aplicagdo cuidadosamente controlada de condigOes tais
comeo temperatura, pH, tempo e a adig@io de certos agentes potencializadores. Tais
condic@es levam A morte a populagio de células, sem a consequente inativacdo das
enzimas degradativas que se encontram compartimentalizadas nas células vivas. Sob
estas condicdes, importantes sistemas enzimaticos responsavels por carrear 0
metabolismo celular, deixam de obedecer o delicado mecanismo de controle existente
nas células vivas sadias. A morte celular causa uma desordem enddgena, permitindo
que as enzimas degradativas livres, ataquem indiscriminadamente seus substratos
especificos. Este ataque causa a quebra de macromoléculas como proteinas e dcidos
micléicos em suas unidades bésicas correspondentes, as quais sdo soluveis por

natureza. Uma desordem intracelular resulta na desestruturagdo da parede celular com



a consequente perda da integridade das membranas semipermedveis, permitindo que os
componentes sollveis satam para o meio extracelular, REED & NAGODAWITHANA
(1991).

KNORR et alii (1979}, observaram que o tratamento de celulas de levedura
(Saccharomyces carlsbergensis) com enzimas liticas exdgenas, tais como zimolase e
lisozima ocasionou um considerdavel aumento na quantidade de nitrogénio € proteinas
liberadas durante a incubacfo da suspensio celular.

Baseados em estudos bibliograficos, HALASZ & LASZTITY {(1991)
sugeriram que as glicanases sfo as tinicas enzimas, sejam elas de origem exdgena ou
enddgena, capazes de promover uma lise efetiva da parede celular, sem a necessidade
de que qualquer outra enzima faga parte do processo.

Cabe ressaltar que quando o principal propodsito da extragfio de proteinas de
levedura, é a producdo de concentrado protéico, a ruptura da parede atraves da
digestdo enzimdatica € impraticivel, uma vez que ocorrem grandes perdas de proteina
devido & hidrolise, SCOPES (1982}.

OBATA et alii (1977) encontraram que a Oerskovia sp. produz trés tipos de
hidrolases de glicanas de leveduras, das quais a hidrolase denominada F-L, € capaz de
ocasionar a lise das células vidveis. Qutra caracteristica desta hidrolase ¢ sua atividade

proteolitica intensa a pH 9,0.
2.1.3. Métodos quimicos

A parede celular apresenta uma estrutura complexa formada de polimeros de
glicana, manana, quitina, lipidios, fosfato, esterdis ¢ proteinas. A estabilidade da forma

da célula de levedura é devida a existéneia de grande nimero de ligages dissulfidicas



e eletrostaticas pelas quais seus componentes formam um heteropolimero de
- carboidratos e proteinas.

A plasmélise é um fendmeno frequentemente usado para a manufatura de
 extratos devido a iniciagdo rapida do processo de degradagéo celular. O sal constitul o
agente frequentemente utilizado para potencializar este efeito. Solventes orgnicos
como o acetato de etila e o isopropanol também podem facilitar este processo. A
levedura em presenca de altas concentragBes de sal no meio, comega a perder seu
contetido hidrico em func@o do aumento da pre.sséo osmoética do meio. Sob condigdes
extrernas como no caso da plasmélise, o contelido da membrana plasmitica € iibefado,
sendo que o mesmo tende a ocupar apenas parte do volume célular, dentro da parede.
A plasmolise prolongada resulta em morte celular, seguida do inicio dos processos
degradativos celulares, REED & NAGODAWITHANA (1991).

O tratamento da biomassa de levedura com tolueno e acetato de etila, a
temperatura de 35-400C, promove a extragfo parcial dos componentes da parede
celular e posteriormente as enzimas liberadas completam o processo, SCOPES (1982).

Pesquisadores como SHETTY & KINSELLA (1978); HUMMEL & KULA
(1989) testaram o uso de tidis (mercaptoetanol, ditiotreitol e monotioglicerol) na
ruptura das ligagdes dissulfidicas da parede celular, alcangando com estes tratamentos
a recuperaciio de aproximadamente 89% do nitrogénic presente nas células de

levedura.
2.2. Extracfio e separacio por precipitagio de proteinas no pH isoelétrico

Apés a ruptura da parede celular, os componentes celulares podem ser
extrafdos usando substancias quimicas fracas como por exemplo dgua, solugBes salinas

e solucdes alcalinas, VANANUVAT & KINSELLA (1975).
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A solubilidade das proteinas em 4gua depende de numerosos pardmetros. Do
ponto de vista termodinfmico, a solubilizagio corresponde a uma dissociagio
simultinea das moléculas do solvente ¢ das moléculas de proteinas, prévia a uma
dis_persﬁb destas ultimas no solvente com uma superficie interfacial de méximo contato
entre a proteina e o solvente. Portanto, para que a proteina possa solubilizar-se serd
necessario que ocorra uma interagdo com a dgua através da formagdo de pontes de
hidrogénio, interagtes dipolo-dipolo e ibnicas. A  solubilidade depende
fundamentalmente do pH, for¢a i6nica, tipo de solvente e temperatura, CHEFTEL et
alii (1989); FENEMA (1989).

Uma proteina, com valores de pH superiores ou inferiores ao ponto
isoelétrico, tem carga negativa ou positiva e as moléculas de agua reagem com estas
cargas contribuindo para a sua solubilizagfio. As cadeias protéicas que apresentam
cargas elétricas semelhantes, tém tendéncia a repulséio entre si e portanto a dissociar-se
¢ desdobrar-se. Quando as variagbes de solubilidade de uma proteina sdo
representadas em fungéo do pH, ¢ obtida uma curva com o formato de Vou U, onde o
ponto minimo de inflexdo corresponde ao ponto isoelétrico (pl). Este comportamento
foi utilizado para solubilizar algumas proteinas. A maior solubilidade e
consequentemente a major proporgdo de extrag@o protéica € conseguida em pH
alcalino, CHEFTEL et alii (1989).

Os fons de sais neutros aumentam a solubilidade das proteinas, ja que reagem
com suas cargas ¢ diminuem assim a atragfo eletrostatica entre as cargas opostas das
moléculas protéicas vizinhas (salting-in). Por outro lado, quando a concentragdo salina
¢ superior a 1M a solubilidade protéica diminui e pode levar a uma precipitacéo
(salting-out). Isto ocorre porque o excesso de fons compete com a proteina para
estabelecer ligacBes com o solvente. Efeito semelhante € produzido quando sdo

adicionados determinados solventes organicos (acetona, alcool etilico} as solugbes
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protéicas aquosas. Estes compostos, diminuem a constante dielétrica do solvente e
consequentemente, diminuem as forgas de repulsfo entre as moléculas, fato que
ocasiona uma agregacfo e precipitagdio das proteinas, FENEMA (1989).

VANANUVAT & KINSELLA (1975), estabeleceram as melhores condigdes
para a recuperagdo de proteina de Saccharomyces fragilis utilizando hidrdxido de
sodio 0,4%, cloreto de sddio 4%, e dgua, encontrando que a homogeneizacfo da
suspensdo de células (5%) em NaOH 0,4% apresentou uma extragdo maxima (83%)
guando comparada com a 4gua (55%). Sendo .assim, a recuperaciio da proteina
isoelétrica (pH=4,3) do extrato alcalino foi de aproximadamente 88%.

Para a obtencio de isolados e concentrados protéicos, tem sido adicionado ao
extrato alcalino, varios compostos capazes de promover a precipitagfio das proteinas de
leveduras, entre os quais destacam-se: os Acidos, especiaimente HCI, etanol 90%,
sulfato de amdnio, SHETTY & KINSELLA (1982) e 4cido tricloroacético, WRIGHT
et alii (1989).

A solubilidade do nitrogénio da biomassa de Saccharomyces cerevisiae €
superior a 75% préximo do pH 9,0 e a solubilidade minima acontece na faixa de pH 3-
5, SCHWENKE et alii (1980).

ROSHKOVA et alii (1986) obtiveram isolados protéicos de levedura apos o
fracionamento de biomassa de levedura de cervejaria e de produgfio alcodlica, do
género Saccharomyces. Para tal utilizaram os métodos de extragdo alcalina,
precipitagfio isoelétrica seguida da liofilizagdo, resultando num produto com 65-70%
de proteina, 10-12% de &cidos nucléicos e 1,0-1,5% de polissacarideos.

O procedimento comumente usado para a extragfio de proteinas de levedura €
o fratamento com solventes alcalinos (principalmente NaOH). A extragfo com alcali a
pH 9-12 é o procedimento mais praticado, isto se o principal propdsito € obter grande

produgio de proteinas. Porém, o inconveniente deste método estd na grande quantidade
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- de contaminantes, especialmente os dcidos nucléicos que sfic extraidos juntamente com

 aproteina, HALASZ & LASZTITY (1991).
2.3 Avaliaciio da qualidade protéica

A fungiio primordial de uma proteina alimenticia ¢ fornecer os aminoécidos
necessérios para o anabolismo dos tecidos. Como € sabido, as proteinas organicas sdo
objeto de uma incessante renovagdo (turnover) e/ou catabolismo liberando os
amino4cidos que as constituem, de sorte que a reserva protéica de cada individuo esta
em constante renovacio.

Se os aminoacidos liberados com o catabolismo fossem integralmente
reutilizados para a sintese protéica o organismo nfo precisaria recorrer as proteinas
exdgenas (alimentares). Porém sabemos que sua reciclagem ¢ parcial ¢ que uma parte
dos aminodcidos liberados pelo catabolismo é oxidado e excretado.

Todos os métodos de avaliacio da qualidade protéica determinam, direta ou
indiretamente, a eficiéncia relativa com que aquela proteina teste satisfaz as
necessidades de aminodcidos essenciais do organismo. Assim quando a quantidade de
aminoacidos ingeridos excede As necessidades para a sintese de tecidos, o excedente ¢
excretado sob a forma de nitrogénio e o esqueleto carbbnico dos aminoacidos €
utilizado para a produgfo de energia. Comparando a quantidade de nitrogénio ingerido
e nitrogénio excretado, pode-se obter o "balango nitrogenado do animal”. Portanto,
apds longos tempos o balango de nitrogénio continua a ser a base dos métodos de
avaliacio da qualidade protéica das proteinas alimentares, DILLON (1991).

A determinacio da qualidade da proteina pode ser feita através de métodos

biolégicos, quimicos e microbiolégicos, ROSALES (1984).



2.3.1. Métodos biclégicos

O desenvolvimento do conhecimento cientifico nas 4dreas médicas e
correlatas, hd muito tempo utiliza-se da experimentacfio com animais. Essa idéia
surgiu, principalmente, por questdes éticas e econémicas. Mesmo com o progresso de
métodos alternativos {estudos in vifro, culturas de células, etc.), os modelos animais
ainda oferecem como principal vantagem o fornecimento de informactes do organismo
como um todo, fato que nio é conseguido com os outros métodos, RIBEIRO et alil
(1995).

Os estudos para avaliar a qualidade de novas fontes protéicas sfo geralmente
realizados utilizando ratos jovens ou outros mamiferos de laboratério. Os ratos, por
infimeras razdes, como a necessidade de animais econdmicos e ecologicamente
importantes, com alta taxa de reprodugfio, dieta variada e adaptacfio a grande variedade
de habitats, acabaram sendo os mais empregados, BAKER et alii (1979).

(s biocensaios sdo métodos baseados na medida do crescimento {ganho de
peso) ou na retenclo de nitrogénio em fungfio da proteina teste ingerida como Unica
fonte de nitrogénio, PELLET & YOUNG (1980); TAGLE (1981).

Nos métodos baseados no incremento de peso corporal, sio dignos de
mengio: o quociente de eficiéncia protéica (PER), o quociente de retengdo liquida da
protéica (NPR) e o valor de lacténcia (LV), TAGLE (1981). Os ensaios fundamentados
na retenciio de nitrogénio através da determinagfo do nitrogénio fecal e do nitrogénio
urindrio excretado, permitem determinar a digestibilidade (D), a utiliza¢do liquida da
proteina (NPU), e o valor biolégico (VB). Por convengfio internacional estipnlou-se
usar nas experiéncias um nivel de 10% de proteina na dieta. O suprimento de energia e
de outros nutrientes deve ser adequado. Este nivel permite a comparago entre

diferentes proteinas, sendo que a qualidade da proteina teste & maior quando se
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consomem niveis menores de proteina e diminui quando aumenta o consumo protéico,

PELLET & YOUNG (1980).
2.3.2. Métodos quimicos

A composigio de aminoédcidos de uma proteina, € a determinagfio quimica que
se realiza primeiramente, para estimar o valor da mesma como fonte de nitrogénio
para crescimento e manutengdo. Desta forma uma andlise do contetdo de aminoacidos
fornece informacfio acerca do valor nutricional potencial da protefna. Por outro lado
permite quantificar os aminodcidos essenciais e observar se os mesmos foram
destruldos por algum tratamento sofrido pela proteina. Cabe ressaltar que este método
nio reflete a biodisponibilidade dos aminoacidos, KIHLBERG (1972}

Segundo PAG/UNU GUIDELINE N2 6 (1983) a digestibilidade da proteina
in vitro pode ser avaliada através da determinagfo da taxa de hidr6lise por pepsina

fou pepsina e tripsina, simulando as condi¢Bes existentes no trato gastrointestinal.
Desta forma baseados nos calculos do contetdo de aminodcidos essenciais e na
hidrélise enzimatica, é possivel estimar o valor nutritivo da proteina.

Todos os métodos para determinagéio da digestibilidade in vitro se baseiam na
utilizagdio de enzimas do sistema digestivo simulando as condigBes fisiologicas.

Alguns autores como DESHPANDE & NIELSEN (1987) e AKESON &
STAHMAN (1964) usaram dois sistemas enzimaticos para promover a digestdo
protéica entre as quals destacam-se as associagbes tripsina/quimotripsina;
pepsina/pancreatina.

Através de uma criferiosa revisio bibliografica HALASZ & LASZTITY
{1991) observaram que existe uma alta correlacdio para a digestibilidade aparente em

ratos e a digestibilidade in vitro.



A disponibilidade dos aminodcidos essenciais tem grande influéncia sobre o
valor nutritivo dos alimentos, portanto a avaliagdo individual destes aminoacidos ¢
importante para verificar se nfio houve perda dos mesmos durante o processamento. No
caso especifico de proteinas de levedura, o aminoicido lisina ¢ muito susceptivel a
perdas durante o processamento, motivo pelo qual € submetido a determinag@o quimica
ap6s a etapa de processamento do produto protéico, HALASZ & LASZTITY (1991).
Sendo assim, a lisina aminoacido essencial para o crescimento, é considerado como um
indicador do valor nutritivo das proteinas. Por tais razdes KAKADE & LIENER
(1969) desenvolveram uma técnica para determinar o teor de lisina disponivel, onde os

grupos o e e-NHp , em estado livre, reagem com 0 acido trinitrobenzeno sulfénico

{TNBS).
2.3.3. Métodos microbiolégicos

Os ensaios microbioldgicos possuem algumas vantagens sobre 0S ensalos com
ratos: s30 mais rapidos, necessitam menos espago, custo € equipamentos, PELLET &
YOUNG (1980).

O microorganismo mais utilizado para ensaios ¢ a Tetrahymena pyriformis,
visto que ¢ um protozodrio que possui necessidades de aminoéacidos essenciais
semelhantes 4s do homem e as do rato, PELLET & YOUNG (1981); HALASZ &
LASZTITY (1991).

LYUTSKANOV et alii (1990), avaliaram a qualidade de um extrato protéico
de Saccharomyces cerevisiae 211 através de um teste com Tetrahymena, fazendo uso
de diferentes quantidades de extrato protéico adicionados ao meio de cultura e
verificaram que as concentragles de exirato protéico utilizadas permitiram 0

crescimento normal das células de Terrahymena.
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2.4, Acidos nucléicos

2.4.1. Teor de acidos nucléicos nos alimentos

Elevados teores de 4cidos nucléicos (AN) nos alimentos, ¢ uma caracteristica
de células em rdpido crescimento. Comparando com fontes protéicas néo
convencionais, os microorganismos contém elevado teor de AN. Quando expresso em
base protéica, possue entre 8 e 25g de AN por 100g de proteina. Altos contetidos de
RNA sdo encontrados em tecidos animais fais como: mucosa intestinal, péncreas,
ficado e rins. O figado, por exemplo, contém aproximadamente 4g AN/I00g de
proteina, j4 a farinha de cereais, como o trigo e o centeio podem conter 1,1 e 4g de

AN/100g de proteina, respectivamente, KIHLBERG (1972).
2.4.2. Efeito da ingestiio de acidos nucléicos

Os AN da dieta sio despolimerizados por nucleases do suco pancreatico e
convertidos em nucleosideos por enzimas intestinais antes da absorgic. Apds
absorvidas, as bases purinicas guanina e adenina, $do metabolizadas, no homem e
outras espécies monogastricas, a 4cido drico. O elevado consumo de purinas resulta no
aumento dos niveis plasmaticos e excregdo renal do éacido drico, que por ser pouco
solivel nos fluidos fisiologicos, pode precipitar-se nos tecidos e articulagdes,
propiciando o aparecimento da gota como também a presenga de calculos nos rins e
hexiga. Fsses efeitos adversos sdo menos intensos em alguns primatas e outros
mamiferos que possuem a enzima urato oxidase (uricase), que converte o acido frico
em alantoina, um metabélito solivel e facilmente excretado, KIHLBERG (1972).

Estudos feitos com dietas isentas de purinas e adicionadas de diferentes

concentragfes de 4cido ribonucléico (RNA) de leveduras, ou com quantidades
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variaveis de algas e leveduras, permitiram estabelecer a correlacdo existente entre
niveis de AN na dieta e a concentragfo sérica de acido tirico, bem como a sua excre¢ao
uriparia, SNYDER (1970) e FERREIRA-PINTO & ARAUJO-NETO (1972).
Apbs exaustiva reviso e avaliagdo de trabalhos publicados e ndo publicados
o "ad hoc Working Group", PAG (1975) concluiu que um limite de ingestdo de 2g/dia
de 4cidos nucléicos provenientes de proteina unicelular nio repreéezﬁta riscos para a
% satde.
| Até aqui foram abordados os aspectos negativos dﬁ presenca de altos teores
de AN nas fontes de proteina unicelular, contudo, cabe considerar que o RNA e seus
produtos de degradagdo constituem substéncias valiosas para a pesquisa bioquimica e
fisiologica, particularmente no campo da medicina e nutri¢do.
| Nucleotideos (5-GMP e S5-IMP) obtidos de RNA de levedura s#o
empregados atualmente como flavorizantes pela industria de alimentos, REED &
NAGODAWITHANA (1991) e McNAIRNEY (1984).
| LEE & LEWIS (1968), identificaram 9 nucleotideos (NAD, ADP, GDP, CDP,
GPP e adenosina, citidina, guanosina, uridina 5.-monofosfato), 5 bases nitrogenadas
(adenina, guanina, citosina, uracila e hipoxantina) e 4 nucleotideos (adenosina, citidina,
uridina e guanosina), no meio de fermentagdo da  Saccharomyces carlsbergensis.
NUNEZ et alii (1990), estudaram o efeito do uso de mucleotideos (AMP, GMP, CMP,
| UMP e IMP) na dieta sobre o reparo da vilosidade intestinal de ratos com diarrela
crénica, concluindo que os nucleotidos dietéticos parecem ter um pape! modulador do
desenvolvimento intestinal apds a diarréia crbnica, podendo ter importantes
implicages no crescimento do enterdcito.

Os nucleotideos 5-CMP (cistidina monofosfato) e 5“UMP (uridina
monofosfato), possuem excelente valor para a industria farmacéutica no preparo de

drogas antivirais, REED & NAGODAWITHANA (1991).
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2.4.3. Reducio do teor de Acidos nucléicos

Nas células de levedura integras, as proteinas soluveis no citoplasma,
proteinas ribossomais, proteinas ligadas & membrana plasmatica e parede celular
correspondem aproximadamente a 40, 40 ¢ 20%, da proteina fotal, respectivamente.
Durante a ruptura celular algumas proteinas citoplasmaticas se complexam com 08

4cidos nucléicos, formando complexos riboprotéicos. Isto implica que 50 a 60% da
proteina isolada de células de levedura através de precipitagéio isoelétrica, pode existir
na forma de um complexo nucleoprotéico, contendo de 10 a 15% de 4cido nucléico,

. KINSELLA (1987).

Segundo KIHLBERG (1972); OHTA et alii (1972) ; GIERHART & POTTER

(1978) e BENASSI et alii ( 1990) o teor de AN das fontes protéicas unicelulares pode

ser reduzido por uma série de processos citados a seguir:

. « Limita¢io da taxa de crescimento microbiano por restricdo de substrato

contendo fésforo e carbono

| « Processo de exfragio do RNA celular com NaCl a 10% aquecido a 80°C e

pH 9,5. O rendimento da fragéio protéica é de 70 a 80%, contendo menos que 2% de

AN

| . Hidrolise alcalina do RNA celular por tratamento com NaOH que hidrolisa

o RNA e as proteinas extraidas sfo precipitadas e separadas.

« Degradaciio do RNA com enzimas endbgenas. Por agéo de choque térmico
h4 desnaturacdo dos ribossomos e/ou ativagdo de ribonucleases endogenas e liberacéo
do RNA e seus produtos de hidrélise pelas células. Por este processo, ha redugio de

85 3 90% dos AN de levedura.
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« Degradacdo do RNA com enzimas exdgenas. A adiglo de ribonuclease
(RNAse A pancredtica bovina) ao meio com as células e aquecimento a 80°C, por 30
segundos, permite a redugfio de cerca de 80% dos AN celulares.

: O rompimento das células pela desintegragdo mecénica foi considerado um
processo eficiente para colocar em contato as RNases intracelulares e os écidos
nucléicos. Verificou-se que a adicdo de NaCl as células desintegradas ativou as
RMNases, porém, a incubagfio da suspensdo sem NaCl inativou as enzimas. As RNases
apresentaram uma atividade 6tima na faixa de pH 5-6 e a temperaturas que variam
entre 50 e 600C, LINBLOM (1977). O sal pode agir na degradagdio estrutural dos
ribossomas, com consequente quebra das interagdes eletrostdticas que estabilizam as
moléculas, TREVELYAN (1976). HEDENSKOG & MOGREN (1973), constataram
que apds a precipitagdo da proteina, aproximadamente 90% do RNA pode ser
precipitado pela adi¢fo de 4cido ao sobrenadante.

| Por outro lado reagentes quimicos foram também usados para separar o8
4cidos nucléicos do material celular. Sabe-se que a proteina e o 4cido nucléico formam
um complexo através de interagBes eletrostaticas entre grupos catiénicos dos residuos
: de lisina e grupos fosfato anifnicos dos acidos nucléicos. Esse complexo pode ser
desestabilizado em condigdes acidas, facilitando assim a separagio dos 4cidos
nucléicos. Para tanto foram induzidas modificagdes reversiveis no grupo g-NHp da
lisina, com o uso de anidridos écidos (maléico ou citracbnico), SHETTY &
KINSELLA (1982).

Outros pesquisadores como DAMODARAN & KINSELLA (1984) ¢
HUANG & KINSELLA (1986) estudaram o método de fosforilagio do complexo
nucleoprotéico de levedura para reduzir o teor de RNA utilizando como reagente
fosforilante o oxicloreto de fésforo (POCI3). Estes cientistas sugerem que a introdugéo

de cargas negativas a proteina de levedura pode desestabilizar as interagBes ndo
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covalentes existentes entre 0os AN e a proteina, facilitando a dissociacfo do complexo
RNA-proteina.

O metanol também constitui um excelente agente separador do complexo
nucleoprotéico, este consegue remover de 81 a 85% dos AN presentes nas
células sem afetar o teor protéico e o perfil aminoacidico, ABU-RAWAIDA et alii
- (1988).

GONZALEZ & LOPEZ (1986) isolaram RNA de levedura através da
extracio com acetona ¢ fenol, obtendo um rendimento na faixa de 75 a 80%.

Sais caotropicos como Cl3CCOONa, NaClO4, usados em concentragfes de
0,5M, conseguem dissociar o complexo nucleoprotéina de levedura de cervejaria,
removendo desta forma 80% do RNA presente na proteina isolada, DAMODARAN &
KINSELLA (1983).

A eficiénecia de acfio destes anions estd diretamente associada a sua
capacidade de modificar a estrutura da agua, reduzindo assim os efeitos da entropia
negativa que a acompanham, resultando na solugdo e dissolucio da proteina ribossomal
apolar nas moléculas de dgua. Estes grandes dnions causam mudancas na estrutura da
4gua enfraquecendo as ligagBes hidrofobicas existentes entre as proteinas na superficie
do complexo nucleoprotéico. Este fato também pode causar mudangas conformacionais
nos 4cidos nucléicos. A dissociagio da matriz protéica permite que as moléculas de
4gua entrem no interior do complexo, aumentando a constante dielétrica nessas regides.
Este grande enfraguecimento das pontes de hidrogénio entre os componentes
moleculares e ¢ influxo concomitante e progressivo de fons, ocasionam um
enfraguecimento das interagBes eletrostaticas. Esta cascata de eventos que se nicia
pela alteragfio estrutural da 4gua, facilita a dissociagio do complexo proteina-RNA e

consequente precipitagdo isoelétrica da proteina com 2% de AN, KINSELLA (1987).
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Outro método utilizado para a remocfo de RNA de proteina unicelular em
homogenatos sollveis € a de resina de troca ibnica descrito por LEWIS et alii (1982).
Esta metodologia € baseada no fato de que em pH fisiologico (5-7) os acidos nucléicos
estio carregados negativamente e muitas proteinas estdo proximas do seu ponto
isoelétrico. Assim uma resina de troca anidnica pode permitir a remogo seletiva de
4dcidos nucléicos seliveis no homogenato microssdmico. Para conseguir uma produgfio
razoavel de proteina, devem ser selecionadas condigdes para promover a solubilidade
da fraciio RNA e reduzir as ligagBes deste com as proteinas. Isto € conseguido pela
adicdo de agentes quelantes como o dcido citrico e pelo uso da forga inica, a qual

reduz as interacSes eletrostaticas proteina-AN.

2.5, Valor nutricional das proteinas de levedura

A determinacso da protefna em microorganismos & feita multiplicando-se,
usualmente, o teor de nitrogénio total obtido pelo fator 6,25, assumindo que a proteina
contém 16% de nitrogénio, o que seria valido para wmn alimento de composi¢do
conhecida. Isto porém, ¢ discutivel para os microorganismos uma vez que no
nitrogénio total inclui-se o nitrogénio ndo protéico proveniente dos acidos nucléicos,
purinas (8-13%), pirimidinas (4%), colinas (0,5%), glicosaminas (0,5%) e pequenas
porgBes de outros constituintes que confribuem para o nitrogénio total. Somente 80%
do nitrogénio total das células de levedura estd na forma de proteinas, BRESSANI
(1968).

Para a determinacio do contetido de protefnas da levedura através do método
de Kjeldahl, o mais apropriado para estimar a proteina pura ¢ multiplicar o nitrogénio
total pelo fator 5,5 com a finalidade de ndo superestimar o seu valor. O uso geral do

fator 6,25, para o cdlculo da proteina, tm tido consequéncias indesejdveis, uma vez
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que subestima o valor nutricional da proteina expresso como quociente de eficiéncia
protéica (PER), devido a que passa-se a assumir que os animais alimentados com a
proteina teste consomem valores majores do que o valor real, REED &
NAGODAWITHANA (1991},

O contetdo de aminoacidos da proteina de leveduras possui uma composigdo
semelhante aos aminodcidos de proteinas de origem vegetal, especialmente
leguminosas, TANNENBAUM (1977).

A proteina de levedura ¢ deficiente em aminoécidos sulfurados, porém rica em
lisina, KIHLBERG (1972). Sendo assim, o seu alto contetido de lisina constitui um
excelente suplemento para proteinas de cereais, as quais sfo geralmente deficientes
neste aminoacido, REED et alii (1991).

A adi¢do de metionina & biomassa de levedura resulta numa melhoria do seu
valor nutricional, passando desta forma a obter indices iguais ou superiores aqueles
encontrados para a caseina, CHIAO & PETERSON (1953).

£ conhecido que a adigiio de 0,5% de metionina 4 dieta aumenta o valor de
PER da proteina de levedura de panificacdo de L8 para 2,77, REED &
NAGODAWITHANA (1991).

ARRIOLA et alii (1989), estudaram o efeito da suplementacfio de tortilhas a
base de milho (TM), com um concentrado protéico obtido de Saccharomyces
cerevisiae, ¢ observaram que o PER para a tortilha controle e para as tortithas
enriquecidas foi de 1,86 e 2,05, respectivamente.

Ensaios realizados com ratos machos Wistar alimentados com biomassa de
Khuyveromyces marxianus var. lactis por CARRASCO de MENDOZA et alii (1991)
permitiram concluir, que a biomassa possui um valor biologico adequado {55,37%)
para o seu uso na alimentagdo animal, principalmente quando se incorpora metionina,

elevando-se a 60,23%.
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| Segundo TANNENBAUM (1977), a suplementacdo da levedura com 0,3% de
metionina promove um aumento do NPU de 59% para a proteina ndo suplementada a
88% para a proteina suplementada e do valor biolégico da protefna de 61% para
proteina nio suplementada a 91% para a proteina suplementada.

GALVEZ et alii (1990) analisaram uma mistura de biomassa de Kluyveromyces
fragilis e proteinas de soro coaguladas, encontrando gue © produto possui um alto
contetido de aminoéacidos sulfurados e triptofano, os quais s3o geralmente aminodcidos
limitantes na biomassa. |

. O trabalho realizado por POO & MILLAN (1990} estabeleceu que o nivel
méaximo de substituicdo de isolado protéico de soja pela proteina de Saccharomyces
carlsbergensis, recuperada da industria de cerveja, nas dietas iniciadoras para a
alimentacdo de frangos, ¢ de 50%. No mesmo estudo foi constatado que substituigdes
iguais ou superiores a 75% implicam numa diminui¢do do crescimento e dos valores de
PER e NPR.

Outra caracteristica importante das leveduras no que s refere &s suas
propriedades nutricionais, é que elas sdo uma excelente fonte de vitaminas do
complexo B, para 0 desempenho das fungdes celulares normais, fals como:
crescimento, manutencgdo e reprodugao.

As vitaminas do complexo B incluem o grupo dos compostos Orginicos
hidrossoltiveis derivados das purinas e pirimidinas (B, By, Bg, niacina e cido félico),
complexos come a porfirina nucleotideo (B17), complexos aminoacidicos e acidos
carboxilicos (biotina e écido pantoténico). As vitaminas participam em rteagdes
enzimdticas como ativadores de enzimas ou coenzimas (Bi, Bg, B12, niacina, biotina
e 4cido pantoténico), na sintese de 4cidos nucléicos (Byp, biotina e 4cido folico) e

como ativadores das fungdes mitocondriais. A presen¢a destas importantes vitaminas
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nas leveduras faz delas um importante fator de crescimento em nutricdo humana e
animal, REED & NAGODAWITHANA (1991).

A levedura possui quantidades substanciais de macro micronutrientes. O
contetido mineral ou de cinzas varia de 8-10% da matéria seca. O fosforo, potdssio,
magnésio, calcio e sulfato sfo os principais componentes das cinzas, HALASZ &
LASZTITY (1991).

:; Recentemente estudos nutricionais tém mostrado que algumas dietas sdo
deficientes em determinados micronutrientes. A supiementagéo destas dietas com
tevedura tém melhorado total ou parcialmente estas caréncias. Tais inadequagdes na
dieta foram detectados devido 3 deficiéncia de cromo, selénio ¢ molibdénio, REED &
 NAGODAWITHANA (1991).

E A levedura de cervejaria ¢ uma boa fonte de selénio e cromo. Estes dois
elementos tém sido associados a potencializagdo da agdo da insulina e da enzima
glutationa peroxidase em estados diabéticos e na remog¢do de radicais livres,
respectivamente. A importdncia do selénio para a nutrigio humana e animal fol
evidenciada em experimentos utilizando levedura de cervejaria. Assim o simples
consumo de levedura de cerveja ajuda a prevenir estados carenciais de selénio que sdo
caracterizados por: queda de cabelo, retardo do crescimento, deficiéncias reprodutivas,
cardiomiopatias, necrose € degeneragdes do figado e do péncreas, LEVANDER
(1589).

Foi observado que ratos alimentados com dietas pobres em levedura de
cerveja, desenvolvem intolerancia & glicose. Anos mais tarde, o cromo trivalente foi
identificado como componente do fator de tolerdncia a glicose (GTF). O mecanismo
pelo qual a GTF restaura a intolerancia a glicose ainda néo estd completamente
elucidado. Sabe-se que o cromo atua como potencializador da insulina, sendo co-fator

essencial para sua atividade, nfo apresentando nenhum efeito fisiolégico na auséncia
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deste hormonio. Um possivel mecanismo de agdo, seria a atividade catalitica na
formacio de pontes de dissulfeto entre a insulina e grupos sulfidrila de receptores,
colaborando para aumentar o fluxo de glicose através da membrana, ALVAREZ
LEITE (1987).

Quando a levedura ¢ utilizada como fonte protéica, o material que constitui
sua parede celular é indesejdvel porque reduz o valor biologico da massa celular e
pode conter agentes alergénicos e fatores que ocasionam distirbios gastrointestinais,
- MOURA (1986).

O isolamento da proteina unicelular melhora sua digestibilidade. A
digestibilidade da proteina da biomassa varia de 75 a 95%, KIHLBERG (1972) e
SCRIMSHAW (1983). Entretanto, existem vdrios trabalhos indicando distirbios
gastrointestinais tais como natiseas, vomitos, flatuléncia ¢ diarréia em virtude da
ingestdo de células intactas, SCRIMSHAW (1975) e MOURA (1986).

| Frm alguns estudos foi constatado que para as leveduras serem utilizadas sem
nconvenientes na alimentacfio de animais devem ser mortas através do processo de
desidratacio, o qual provoca ruptura da parede celular, facilitando assim a digestdo.
Células intactas apresentam menor digestibilidade e menor valor nutritivo, BRESSANI
{1968).

As leveduras vivas quando ingeridas, apresentam a tendéncia de se comportar
como parasitas, isto ¢, apesar do seu elevado teor de algumas vitaminas, elas se
atilizam de outras contidas no bolo alimentar, chegando a provocar verdadeiras
gvitaminoses, DESMONTS (1968).

OMSTEDT et alii (1973), avaliaram a qualidade nutricional da levedura
Saccharomyces cerevisige, através da quantificagio da sintese protéica dos
ribossomos dos musculos esqueléticos de rato im vifro, encontrando que a

desintegragio mecénica da levedura liofilizada melhora a taxa de sintese protéica.
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COZZOLINO (1982), observou o desempenho nutricional e reprodutivo de
trés geragbes de ratos alimentados com biomassa de S. cerevisiae cultivada em
melago de cana de agucar e concluiu que:

| » Os ratos alimentados com teores de 10 e 25% de protefna de levedura
apresentaram valores de PER e ganho de peso corporal significativamente menores do
que a casefna na primeira geragio. Na segunda e terceira geragdo o crescimento foi
ainda mais retardado que aquele constatado na primeira geragdo, especialmente 20
nivel de 10% de proteina de levedura. |

. « Houve um decréscimo na fertilidade dos machos para ambas as dietas.

« A digestibilidade foi de 90 e 80% para a caseina e para a proteina de

 levedura, respectivamente.

2.6. Avaliacio da seguranc¢a da proteina de levedura utilizada como fonte

alimentar

Os primeiros métodos de avaliagio da seguranca de alimentos visavam
demonstrar os seus efeitos toxicos agudos. Atualmente em alimentos abordam-se
aspectos nutricionais, de aceitabilidade e de seguranga dos novos produtos utilizados
para consumo humano e animal. Tais necessidades aplicam-se a novas variedades de
alimentos convencionais, onde a composicdo foi alterada geneticamente e
principalmente em produtos alimenticios desenvolvidos por isolamento de fontes ndo
convencionais, tais como algas, bactérias e leveduras, LITCHFIELD (1977).

Experiéneias realizadas em testes de alimentagfo de curto e longo prazo,
usando animais de laboratério, tém demonstrado que a ingestdo de microorganismos

em pequena quantidade, aparentemente segura, pode vir a induzir reacdes adversas



(natseas, desconforto, hipersensibilidade, etc) no homem, que ndo sfio observaveis em
estudos com animais, SCRIMSHAW (1983).

| Estes fatos foram determinantes para que o "Protein Advisory Group” (PAG)
tenha estabelecido uma série de procedimentos para a avaliagdo da seguranca de
alimentos que utilizam fontes ndo convencionais de proteinas, que podem variar com a
fonte microbiana, o substrato e o processo utilizado na produgdo da fonte protéica,
 SCRIMSHAW (1983).

| De acordo com o protocolo N2 6 do PAG/UNU GUIDELINE N¢ 6 (1983)
para a avaliagfio da seguranga, € necessario obter os seguintes dados:

| « Informacio a respeito dos métodos de produgdo.

« Propriedades quimicas e fisicas

« Qualidade microbioldgica e seus metabolitos

+ Efeitos toxicolégicos em animais de laboratério

. Resposta em individuos humanos sédios
2.6.1. Testes toxicoldgicos para proteina unicelular

Vérios pesquisadores tém sugerido regras e protocolos que devem ser
seguidos rigorosamente quando se deseja avaliar a toxicidade de uma nova fonte
alimentar, PAG/UNU GUIDELINE N°15 (1983); ROSALES (1984) ¢ SOBOTKA
(1992), entre os quais destacam-se:

» Testes de toxicidade aguda ( 2 semanas }

« Estudos subcronicos ( 3 meses)

« Estudos cronicos (2 anos)

. Estudos multigeracionais {3 geragdes)

*

Fstudos teratogénicos { 20 dias )
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« Estudos de mutagenicidade { 15 - 20 dias )

Os testes de toxicidade mencionados sdo comumente realizados em animais
de experimentagfio tais como ratos, camundongos, cobaias, cfles, porcos, aves
domésticas, bezerros e primatas. Os animais devem estar em bom estado clinico e
isentos de patogenos especificos, SCRIMSHAW (1983).

O rato ¢ o animal mais utilizado em estudos fisioldgicos, metabolicos e de
toxicidade, pelo fato de suas enzimas estarem aptas para metabolizar o material teste.
Animais pesando apréximadameme 100g sfo geralmente usados para testes pre-
clinicos de seguranga , por apresentarem um crescimento rapido, e a reducdio na taxa
de ganho de peso corporal é o pardmetro mais sensivel para observagdes toxicolégicas.
Este roedor atinge sua maturidade sexual durante o periodo de estudos de toxicidade
subcrdnica, podendo portanto se avaliar o efeito sobre o sistema reprodutivo, BRIGGS
& OEHLME (1980).

Segundo KIHLBERG (1972); SCRIMSHAW (1983) e SOBOTKA (1992),
durante os experimentos devem ser observados os efeitos do alimento em estude sobre
o crescimento, consumo de ragdo e outros determinantes do valor nutritivo da proteina
unicelular, aparéncia fisica (alteragles de postura € locomogdo), aparéncia das
excretas, manifestacoes externas ( olhos, narinas, pelo, rabo e regifo anal).

Entre os exames clinicos e laboratoriais os autores referenciados sugerem que
sejam realizados exames periodicos ( 1, 3, 6, 9, 12, 18 e 24 meses) bioguimicos ¢
citolégicos no sangue e urina ( glicose, lipidios, proteinas, substéncias nitrogenadas
ndo protéicas, enzimas, etc.); teste de fungdo renal ou hepética; reflexos neuroldgicos;
eletrocardiograma; eletroencefalograma e exame histoldgico dos orgdos apos o©
experimento. Os animais que sucumbem durante o periodo de experimentagfo também
devem ser necropsiados. Quando necessério, realizam-se determina¢des dos

metabdlitos da fonte protéica no sangue, tecidos e produtos de excreg¢do dos animais.
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Em ensaios de toxicidade subcronica durante 90 dias s@io utilizados um
nimero de 20 a 25 animais por grupo, BRIGGS & OEHLME (1980). Neste caso, de
acordo com MOURA (1986), a dieta utilizada deve conter 10, 20 ¢ 30% de proteina
de levedura. No entanto a pratica mais empregada, ¢ o uso de um contetido protéico de
30% , HALASZ & LASZTITY (1991).

Os testes de fingAio hepética e renal incluem a determinagfo sérica das
transaminases, fosfatase alcalina, uréia, glicose, além de determinar o peso do figado e
dos rins,RINGLER & DABICH (1979) e BRIGGS & OEHIME (1980)

Com a finalidade de mostrar a importincia da determinagdo bioquimica sérica
¢/ ou wrinariz de compostos nitrogenados nfo protéicos ( creatinina, uréia ¢ acido
{irico) e de enzimas como as aminotransferases, sera feita uma breve abordagem sobre

estes COIﬁpOStOS.

Uréia: A uréia é umn composto nitrogenado excretado na urina, produto do
metabolismo de proteinas, sintetizado no figado a partir da amodnia, derivado
predominantemente do metabolismo de proteinas por bactérias intestinais e de varios
aminodcidos do qual a alanina é o mais importante. A uréia ¢ filtrada pelos glomérulos,
sendo que aproximadamente 40% ¢ reabsorvida pelos tibulos atraves de difuséo
passiva, RAVEL (1995).

De acordo com GUYTON (1984), a aménia liberada durante a desaminagio
de aminodcidos é quase totalmente removida do sangue mediante a conversdo em
uréia, através do ciclo da uréia.

Ge essencialmente toda a uréia formada no corpo humano é sintetizada no
figado, na auséncia do mesmo ou na presenga de alguma doenga hepatica grave, a

aménia se acumula no sangue. Esta por sua vez ¢ extremamente téxica, em particular
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para o cérebro, determinando na maioria dos casos um estado conhecido por coma
hepatico.

A Figura 1 ilustra, esquematicamente, os mecanismos de formacdo e de
excregio da amonia, sendo nwito importante o ciclo da uréia, que ocorre
principalmente no figado.

O nivel de uréia no plasma é notadamente afetado pela fungfo renal, pelo

contendo protéico da dieta e pelo catabolismo protéico, MOTTA (1989).

Degradagdo de aminodcidos

i
CO ATP * N/

Carbamozi fosfato

Bactérias »ﬁ Cztruima Aspartata é\‘ Acido glutdmico
Enteﬁtmazs Argmmow Oxaloacetalo <

ina
Omit succinaio

\ (/L_v Maia?‘:o LICetoglutarato
Arginina Fumarato /

HBW Acido glutamico

Uréia ¢
Rins

Urina

Figura 1. Ciclo da uréia. Fonte : MUNRO & CRIM (1989)




Creatinina: A creatinina é produzida no musculo, a partir da creatina . A
creatina por sua vez, é sintetizada no figado, rim e péncreas e é transportada para as
células musculares e cérebro, onde é fosforilada a creatina-fosfato (substdncia que
: atua como reserva de energla metabélica). Tanto a creatina-fosfato como a creatina, em
condicbes fisiologicas, perdem espontaneamente o radical fosfato ou d&gua,
respectivamente, para formar seu anidrido , a creatinina. A creatinina difunde do
musculo para o plasma de onde € removida, quase que exclusivamente , pela filtragdo
glomerular, sendo excretada na urina. Em presenga de teores marcadamente elevados
de creatinina no plasma, parte da mesma ¢ excretada também pelos tubulos renais,
MOTTA (1989).

A taxa de produgfio didria de creatinina ¢ relativamente constante ¢ se
encontra presente de forma estavel nos niveis sangiiineos, RAVEL (1993).

A elevacio do teor de creatinina no sangue se dé na insuficiéneia renal,
quando a taxa de uréia, ja estd aumentada, na nefrite incipiente, na glomernlonefrite
com uremia (35mg/dL). Taxas acima de Smg/dL evidenciam insuficiéncia renal
pronunciada. Nas obstrugdes urindrias, por afecgdes da prostata, bexiga, ureter, bem
como oligiiria provocada pela nefrolitiase, verificam-se indices muito elevados, porém
reversiveis pela remogo da causa de obstrugio, LIMA et alii (1989).

Qualquer condi¢do que reduz 2 velocidade de filtracdo glomerular promove
uma menor excrecio urindria de creatinina com o consequente aumenio na
concentracio plasmética da mesma. Como 2 velocidade de excregfio da creatinina €
relativamente constante e sua produgdo nfio é influenciada pelo metabolismo protéico
ou outros fatores externos, a concentragio de creatinina sérica é uma excelente medida

de avaliacio da fungéo renal, MOTTA (1989)



Segundo RAVEL (1995), consideragdes tedricas e clinicas tém mostrado que
a determinacdo da creatinina pode ser melhor empregada para observar a velocidade de
filtragdo glomerular do que as concentragbes de uréia.

| Acido tirico: O 4cido Grico é o principal produto final do metabolismo das
purinas (adenosina , guanosina) no homem, LIMA et alii (1989) ; MOTTA (1989).

§ Os nucleotideos das purinas sio degradados por uma via onde o grupo fosfato
¢ perdido pela agéo da 5 -nucleotidase. O adenilato produz a adenosina, que € entdo
desaminada a inosina, sendo entdio hidrolisada para produzir uma base purica, a
| hipoxantina e a D-ribose. A hipoxantina é oxidada sucessivamente a xantina ,
formando posteriormente o acido drico, pela agdo da xantina-oxidase, uma flavoenzima
complexa que contém um atomo de molibdénio e quatro centros ferro-sulfurados no
seu grupo prostético. O oxigénio molécular ¢ aceptor de elétrons nesta complexa
reagdo.

O catabolismo do GMP também produz urato como produto final. O GMP ¢
primeiro hidrolisado produzindo o nucleosideo guanosina que ¢ clivado formando
assim a guanina livre. A guanina livre sofre remocdo hidrolitica do seu grupe amino
produzindo a xantina, a qual ¢ convertida em urato pela xantina oxidase. O cido arico
¢ o produto final de excreg@o do catabolismo das purinas nos primatas. Entretanto em
outros vertebrados o acido trico é degradado ao produto de excregdo alantoina pela
acio da urato oxidase (uricase), LEHNINGER (1984).

Comio resultado da continua repovagio das substancias contendo purinas,
quantidades constantes de acido fGrico sio formadas e excretadas. O 4cido trico €
transportado pelo plasma até os rins, onde & filtrado pelos glomérulos. Quase todo o
scido arico ¢ reabsorvido pelos tibulos proximais e pequenas quantidades sio
excretadas pelos tibulos distais e eliminadas na urina. Os trigliceridios, 0s corpos

ceténicos e o lactato competem com o urato na excrecdo renal. Parte do urato €
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excretado pelo trato gastrointestinal e degradado pelas enzimas bacterianas, MOTTA
{1989).

O aumento da uricemia pode ocorrer por redugio da excreciio renal ou pelo
excesso de produgdo. Os valores aumentados 530 observados em todas as formas de
insuficiéneia renal com azotemia e pode muitas vezes, preceder o aumento de uréia
sangiiinea na obstrugio do trato renal ( litiase renal, hipotiroidismo, insuficiéncia

cardiaca congestiva), LIMA et alii (1989).

Aminotransferases ou  transaminases: As  enzimas  aspartato
aminotransferase, AST (transaminase glutdmico-oxalacética, GOT) e a alanina
aminotransferase, ALT (transaminase glutdmico-pirtvica, GTP) catalizam a
transferéncia reversivel dos grupos amino de um aminoécido para o alfa- cetoglutarato,
formando cetodcido e 4cido glutdmico. Estas reagOes necessitam piridoxal-fosfato

COmMo coenzima:

Aspartato + alfa-cetoglutarato ~——> oxalacetato + écido glut@mico

Alanina  + alfa-cetoglutarato ———> piruvato  + dcido ghutdmico

As reacBes catalizadas pelas aminotransferases (transaminases) exercem
papéis centrais tanto para a sintese como para a degradagdo de aminoacidos. Além
disso, como estas reages envolvem a interconversio dos aminodcidos a piruvato ou
4cidos dicarboxflicos, atuam come uma ponte entre o metabolismo dos aminoacidos e

carboidratos, MOTTA (1989).
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As aminotransferases s enzimas cuja sintese depende da piridoxina, uma
das vitaminas do complexo B. Sem essa vitamina os aminoscidos niio essencials nfio
podem ser sintetizados e portanto a formacio de proteinas nfo se processa
normalmente, GUYTON (1984).

As aminotransferases sobretudo a AST, estfo presentes em bactérias e em
todos os tecidos animais, existindo em quantidades aprecidveis no miocirdio, figado,
musculos esqueléticos, cérebro, rins e testiculos.

Assim qualquer lesdo com destruic;éb celular desses tecidos (com excessio do
cerebro) provoca aprecidvel aumento de atividade dessas enzimas no sangue, LIMA et
alii (1989).

A ALT por sua vez € uma enzima encontrada predominantemente no figado,
porém existe em quantidades moderadas nos rins e em pequenas quantidades no
musculo esquelético e coragdo.

Em geral grandes aumentos de ALT sdo devidos a doencas hepaticas, tecidos
lesados em grandes extensdes nos outros orgdos antes mencionados, também podem

afetar os niveis séricos, RAVEL (1995).
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Planejamento experimental

3.1.1. Preparo de material (amostras) para a pesquisa

Para a execugdio da pesquisa plangjou-se trabalhar com as seguintes amostras:

a) Células de levedura (Saccharomyces sp.) integras originarias de cervejarias
e gentilmente fornecidas na forma de céhulas frescas em suspensio aquosa,
devidamente limpa ¢ desamargada pela firma PRODESA, sediada em Campinas.

b) Células de levedura rompidas mecanicamente em moinho "dynomiil".

¢) Concentrado protéico obtido a partir de suspensbes de células rompidas
apos tratamento com perclorato de sodio, precipitacio da proteina no pH isoelétrico e
centrifugacdo para eliminagdo dos componentes nido precipitaveis, nesse pH.
Fluxogramas para o rompimento mecédnico das paredes celulares e para o isolamento

da proteina na forma de concentrado protéico sfo mostrados nas Figuras 2 e 3.

3.1.2. Estudos planejados

A partir das amostras obtidas como descrito em 3.1.1, os seguintes estudos
foram conduzidos:

a) determinacfio da concentracfio quimica centesimal e da compzosigéo de
aminoécidos das trés amostras objetos de estudo.

b} determinacfo in vitro de alguns indices de avaliagio nutricional.

¢} ensaios biologicos para determinagfo in vive do valor nutritivo das
proteinas das trés amostras comparativamente a casefna.

d) ensaios biologicos de curta e média duragfo (45 e 90 dias) para avaliagéo

da toxidade subcrbnica eventualmente presente no material.



Os resultados dos ensaios bicldgicos, tanto para avaliagdo nutricional como
nos testes toxicologicos, foram submetidos a analise estatistica, ANOVA e testes de
Tukey para médias, utilizando o programa estatistico SANEST, elaborado por ZONTA
& MACHADO (1988).

Detalhes do processo de ruptura mecénica ,dos métodos analiticos e da

execugdo dos ensaios biolégicos sdo descritos a seguir.
‘3.2, Ruptura mecinica das paredes celulares

Foi utilizado o método de ruptura mecénica, de acordo com HEDENSKOG &
MOGREN (1973 ).

Para a ruptura das células de levedura foi utilizado o equipamento Dynomill
tipo KDL, com eixo de discos agitadores de 80mm de didmetro ¢ camara de moagem
com capacidade de 1,4 L. . Nesta fase foram estudadas as seguintes varidveis:
concentracio , fluxo de alimentagdo, velocidade rotacional do equipamento,
recirculacdo da suspenséo de leveduras pelo moinho. A temperatura da suspensfio de
levedura e do equipamento fol mantido entre 5-150C pela circulagdo de etilenoglicol
como liquido refrigerante, que circula pela camisa dupla existente ao redor da camara
do moinho.

Numa primeira etapa foi empregada uma suspenséfio de levedura em agua com
25% de células frescas, pH ajustado para 8,0 com uma solucéio a 10% de carbonato de
calcio. Foram utilizadas esferas de vidro com didmetro de 0,2 a 0,6 mm, as quais
ocuparam 70% da camara de moagem e o fluxo de alimentacfo regulado para 2,4 L/h,
sendo recirculado 3 (irés) vezes. Nestas condiges foram testadas 3 velocidades de
moager: 1.910, 2.400 e 3.350 rpm. A eficiéncia da ruptura celular foi avaliada pela

dosagem de nitrogénio total na suspens@o de células integras e pela quantidade de
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nitrogénio solivel no sobrenadante, apds a suspensdo de células rompidas ter sido
centrifugada a 10.000 rpm durante 30 minutos.

Numa segunda etapa fixou-se a velocidade do equipamento em 2.400 rpm, por
ter-se mostrado a melhor velocidade de ruptura, ocupacdo de 70% da cédmara com
esferas de vidro. Variou-se a concentrac@o da suspenséo de levedura de 25 para 40%
p/v e o fluxo de alimentacgfo para 4,8 L/h.

O fluxograma de rompimento e de monitoramento da eficiéncia do processo €

mostrado na Figura 2.
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Etapa-1 Suspensao de leveduras **
(26% piv)

DYNOMILL
(1.910, 2.400, 3.350 RPM)

Suspensao de leveduras rompidas™™

Centrifugagéo

Sobrenadante™ Parede celular

Etapa-2 Suspensdo de leveduras™
(40% plv)

DYNOMILL
(2.400 rpm)
(Fluxo; 2,4L/h - 4 8L/h)

Suspensao de leveduras rompidas™

Centrifugacéo

Scohrenadanie™™ Parede celular

** determinacio de KIELDAHL e teor de séhides.
Figura 2. Processso de ruptura da parede celular de levedura de cervejaria.
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3.3. Curva de solubilidade da proteina em fun¢io do pH

Foram realizadas extragdes na faixa de pH entre 2 e 12, em dgua destilada,
sendo os pHs ajustados com NaOH ou HC1 0,IN. As suspensdes foram deixadas em
agitacio durante 1 hora & temperatura ambiente e o nitrogénio soliivel no sobrenadante

foi determinado pelo método semi-micro Kjeldahl .

3.4. Extracfio e isolamento da proteina com baixo teor de Acidos nucléicos

A suspensdo de levedura rompida, sofreu corre¢io de pH para 8,0 com
NapC073 a 20% sob agitagiio continua durante 10 minutos e & temperatura de 25°C. A
seguir a suspensdo foi centrifugada a 20.000 xg durante 15 minutos a 3°C. Ao
sobrenadante (extrato protéico) acrescentou-se NaClO4 até atingir uma concentragao
de 0,5M . Em seguida adicionou-se 4cido cloridrico 6N até pH 4,2 (ponto isoelétrico
da proteina de levedura) e o precipitado foi obtido por centrifugagio. A proteina
isoelétrica foi lavada 2 vezes com agua destilada a pH 4,2 na proporgéo de 1:10. A
proteina isoelétrica foi ressuspensa em agua, neutralizada com solugdo de NaOH at¢

pH 6,0 - 7,0 e em seguida liofilizada, como mostra o fluxograma da Figura 3.
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Suspensdo de Levedura Rompida
{40% pfv; pH 8,0)

Centrifugacéo
{20.000g / 15 min / 5°C)

| | |
Parede celular Sobrenadante
(Adicdo de NaCli04; Agitac8o 30min}

Precipitacdo lsoelétrica
{com HCI pH= 4,2}

Centrifugacéo
(11.000xg / 20min)

L.avagem no pl (2 vezes)
(10 volumes de agua destilada)

Centrifugagao
{11.000xg / 15min}

Ressuspensdo em pH6,0-7,0

Liofilizacao

CPP

Figura 3. Método de extragio da proteina de levedura com perclorato de sédio (CPP).
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3.5. Determinaciio da composi¢io quimica da biomassa e da proteina isolada

Umidade: determinada segundo a AQAC (1975), em estufa de circulagio de

~ ar quente a 1059C até peso constante.

Lipidios totais: segundo procedimento descrito por BLIGHT & DYER
(1959), apds extracio com solventes organicos proprios, seguido de determinagio

- gravimétrica.

Protefna bruta; através da dosagem do nitrogénio total (Kjeldahl), AOCAC
(1975). A conversio da porcentagem do nitrogénio total em proteina bruta foi feita

' multiplicando-se pelo fator 5,5 REED & NAGODAWITHANA (1991).

Fibra sohivel e insolavel: determinada pelo tratamento com enzimas
digestivas (pepsina / pancreatina), precipitagdo alcodlica da frag@io soltvel, incineragao

e determinacdo gravimétrica ASP et alii (1983).

Cinzas:determinado nas amostras ap6s carbonizaco e incineracfo das

amostras em mufla (5500C) de acordo com procedimentos indicados no AGAC {1975).

Carboidrato total: dosagem colorimétrica, utilizando o reagente fenol-acido

sulfirico pelo método de DUBOIS et alii (1959).

Acido ribonucléico (RNA): o RNA foi exiraido das amostras com dcido

perclérico 0,5M 24 temperatura de 37°C por 2 horas. O contetdo de RNA foi

o
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determinado  espectrofotometricamente com o reagente de orcinol, segundo

' metodologia descrita por HEBERT et alii (1971).

Composigiio aminoacidica: aminogramas foram determinados em analisador
automatico Beckman, com base no procedimento de SPACKMAN et alii (1977),
consistindo na hidrolise das amostras protéicas com HCI 6N por 2Zh a 1100C,
evaporagfio completa do dcido a vécuo, seguido de dissolugfio dos aminoacidos , em
tampdo épropri_ado. Os aminodcidos dissolvidos s@io injetados na coluna de troca
idnica, onde ocorre a separa¢do. A quantifica¢io ¢ feita pela derivatizagiio pés-coluna
com ninidrina (2,2-dihidroxi-1,3-dionaidantina) e leitura colorimétrica.

Para determinagio do triptofano utilizou-se hidrélise com LiOH 4N durante

24h a 1100C, seguido de quantificacdo pelo mesmo método.

3.6. Avaliacio nutricional in vifro
3.6. 1. Escore quimico (EQ)

Foi calculado a partir do aminograma utilizando como padrio de referéncia a

FAQ/WHO/UNU(1985), de acordo com HENLEY & KUSTER (1994).

mg de aminocidos / g N da proteina teste

EQ=

mg de aminodcidos / g N da proteina padriio ou referéncia
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O EQ é representado pelo menor guociente encontrado entre todos os
aminoacidos essenciais; que € determinado pelo aminoédcido limitante da proteina

experimental.

3.6.2. Digestibilidade in vitro

Determinada de acordo com o procedimento preconizado por AKESON &
STAHMAN (1964), no qual é utilizado um sistema enzimético composto por pepsina /
pancreatina.

Aliquotas de 0,5g de amostra foram incubadas inicialmente com pepsina
(relacio enzima e substrato = 1:22) em écido cloridrico 0,1N a pH de 1,5 por 3h a
370C, sob agitacio constante; a seguir, a reagfo fol interrompida pela adigio de
NaOH 0,IN para correcio do pH em torno de 8,0 e incubadas por 24h com
pancreatina em tampéo fosfato pH 8,0 a 37°C, sob agitacéio constante.

Ao finalizar este periodo, as proteinas nfo hidrolisadas pelo sistema
enzimatico foram precipitadas com 4cido tricloroacético 30% e separadas por
centrifugaciio (12.000 xg / 20min). No sobrenadante foi determinado o nitrogénio pelo
método semi-micro Kjeldahl .

A digestibilidade foi calculada pela relagio:

Nh - Nb

D(Ye) = % 100
Nt

onde,
Nh = nitrogénio no hidrolisado
Nb = nitrogénio do branco {enzima)

Nt = nitrogénio total
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 3.6.3. Lisina disponivel

Para determinacdo da lisina quimicamente disponivel os grupos o ¢ &-NHp,
desde que estejam livres, reagem com o 4cido 2 4,6-trinitrobenzenosulfonico (TNBS),
um agente alquilante, resultando como produto o derivado trinitrofenil de coloragéo
amarela, que pode ser quantificado espectrofotometricamente  em 346 nm de
comprimento de onda .

| Uma vez que o grupo N-terminal da cadeia (o-NH2) como os grupos £-amino
da lisina (e-NHp) reagem com o TNBS; & necessario hidrolisar a proteina apos reagdo
com TNBS ¢ logo apds proceder & separa¢io dos grupos e-TNP solivels em Agua dos

grupos a-TNP soliveis em éter etilico KAKADE & LIENER,{ 1969).
3.6.4. Valor biolégico caleulado (Vbe)

Segundo SHEFFNER (1967), a qualidade nutricional de uma proteina pode
ser estimada pelo indice de aminodcidos essenciais de Oser. O procedimento para o
caleulo utiliza como padrio de referéncia a proteina do ovo integral (His = 2,6; Lys =
7,8; Met + cys = 3,3; Phe + Tyr = 9,3; Leu=8.8; lle=5,9; Val =7,1; Thr = 4,9 ¢ Try
= 1,4, em g/16gN). Inicialmente ¢ calculado a razdo ovo (RO) de cada um dos

aminodcidos essenciais (AAE):

AAE amostra (g/16gN})
x 100

l

RO

AAE padriio (2/16gN)

onde,
RO = razdo ovo
AAEFE = aminoacidos essencials
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Os valores da razdo ovo, que ultrapassam 100, s@o corrigidos para este limite
méximo, calculando a seguir os logaritmos decimais de cada RO previamente
corrigida, logo apds é calculada a média aritmética dos valores. Assim, o valor
biolégico calculado (VBc) corresponde 20 antilogaritmo da  média aritmética dos

logaritmos.
3.6.5. Utilizaciio liquida calculada da proteina (NPUc)

3 Uma vez determinada a digestibilidade in vitro e estimado o valor biol6gico
célculado (VBe), PELLET & YOUNG (1980), estabeleceram que a utilizaglo liguida

calculada da proteina obedece & equagdio a seguir:
NPUc = VBe x Div/100

 onde,

VBc = Valor bioldgico calculado

Div = Digestibilidade in vitro
3.7. Avaliacdio nutricional in vive

Ensaios biolc’ygiccs:. Para a avaliacdo nutricional das células de leveduras
integras (CLI), células de leveduras rompidas (CLR), e concentrado protéico de
levedura, obtido com perclorato de sodio (CPP), e do padrio caseina (CAS), foram
determinados os seguintes indices nutricionais: balango nitrogenado  (BN),

digestibilidade aparente da proteina (Da), valor biolégico aparente da proteina (VBa),
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utilizagdo liquida aparente da proteina (NPUa) e quociente de eficiéncia protéica
{PER).

Os ensaios bioldgicos foram realizados com um total de 28 ratos albinos, da
linhagem Wistar, com 21 dias de idade, recém desmamados, sendo distribuidos em 4
grupos experimentais, com 7 ratos por grupo.

O peso médio dos animais submetidos a experimentacdo foi de 54,78+ 4,18g.

O alinhamento do peso dos animais, para manter uma homogeneidade
ponderal nos 4 grupos, foi feito com base no sistema de blocos casualisados, descrito
por BENDER et alit (1982).

Durante o experimento os animais foram mantidos em gaiolas metabélicas
individuais de aco inox, onde receberam dgua e alimentagéio ad libitum. A temperatura
do biotério foi mantida a 220C + 10C, e o ciclo, noite ¢ dia, de 12hs controlado
automaticamente.

Para este estudo foram preparadas 4 dietas contendo 10% de proteina
provenientes de células integras de levedura (CL1), células levedura rompida (CLR)} e
concentrado protéico de levedura obtido com perclorato (CPP), além da dieta controle
contendo 10% de caseina.

Os animais permaneceram em adaptagfio as dietas experimentais durante 7
dias, entrando em balango metabélico a partir da segunda semana.

O controle rigoroso do consumo de dieta ¢ a coleta de excretas ( fezes e urina)
foi realizado durante 10 dias com a finalidade de determinar o teor de nitrogénio das
mesmas pelo método de Kjeldhal.

A composicio das dietas utilizadas para a caracterizagdo nutricional das
proteinas de leveduras estd apresentada na Tabela 1.

Os calculos dos indices nutricionais foram feitos pelas equagdes a seguir:



Balango nitrogénado (BN): refere-se a diferenga entre o nitrogénio ingerido

(NI} e a soma do nitrogénio excretado nas fezes (NF) e na urina (NU).

BN = NI - (NF + NU)

Digestibilidade aparente (Da): ¢ dada pela medida do nitrogénio ingerido com
a dieta e do nitrogénio eliminado nas fezes, tendo como resultado o nitrogénio

absorvido (INA).

NA
Da(%) = x 100
NI
NA =NI-NF onde: NA = nitrogénio absorvido

NI = nitrogénio ingerido
NF = nitrogénio fecal

Valor biologico aparente (VBa): avalia a porcentagem do nitrogénio absorvido

que foi retido (NR) no organisrno MITCHELL (1924).

NR
VBa(%) = X 100
NA
NR=NA-NU onde: NR = nitrogénio retido

NA = nitrogénio absorvido
NU = nitrogénio urindrio
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Utilizacio liquida aparente da proteina (NPUa): este indice faz uma avaliagéo
global da utilizagéio bioldgica da proteina e é medido pelo quociente do nitrogénio
retido (NR) no organismo pelo nitrogénio ingerido (NI) com a dieta PELLET &
~ YOUNG (1980).

NR
NPUa(%) = ————x 100 onde: NR = nitrogénio retido
' NI NI = pitrogénio ingerido

TABELA 1. Composicdo centesimal teérica das dietas utilizadas no ensaio
biolégico para a determinagfo do BN, VBa, Da, NPUa ¢ PER das proteinas de
levedura.

Componentes %
Proteina 10,0
Oleo de soja 8,0
Fibra 5,0
Mistura mineral® 3.5
Mistura vitaminica* 1,0
Carboidrato™** 72,25
Bitartarato de colina 0,25
Tert-butithidroquinona 0,0014

* Preparado segundo a AIN-93 conforme REEVES et alii (1 993) e mostrados nas tabelas 2 ¢ 3.
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** Fornesido por amido de milho puro,

TARFELA 2. Mistura mineral AIN-83 G-MX

Ingredientes g/Kg

Elementos minerais essenciais;

Carbonato de ¢alcio anidro - 40,04% 357,00
Fosfato de potassio monobdsico - 22,76% P; 28,73% K 196,00
Citrato de potassio, tri-k, monobasico ~ 36,16% K 70,78
Cloreto de sodio - 39,34% Na; 60,66% Cl 74,00
Sulfato de potéssio - 44,87% K. 18,39% S 46,60
Oxido de magnésio - 60,32% 24,00
Citrato férrico - 16,5% Fe 6,06
Carbonato de zinco - 52,14% Zn 1,65
Carbonato de manganés - 47,79% Mn 0,63
Carbonato de cobre - 57,47% Cu 0,30
lodeto de potassio - 59,3% 1 0,01
Selenito de sédio anidro 0,01025
Paramolibdato de aménio.4H7O - 54,34% Mo 0,00795

Elementos minerais potencialmente benéficos:

Meta-silicato de s6dio.9H0 - 9,88% Si 1,45
Sulfato de potassio crdémico.12Hp0 - 10,42% Cr 0,275
Cloridrato de ltio - 16,38% L1 0,0174
Acido bérico - 17,5% B 0,0815
Fluoreto de sédio - 45,24% F 0,0635
Carbonato de niquel ~ 45% Ni 0,0318
Vanadato de aménio - 43,55% V 0,0066
Sacarose {q.5.p.) 221,026

Fonte: REEVES et alif (1993)
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TABELA 3. Mistura vitaminica AIN-93-VX.

Vitaminas g/Kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio 1,600
Piridoxina - HCI 0,700
Tiamina - HCY 0,600
Riboflavina 0,600
Acido félico 0,200
D-Biotina 0,020
Cianocobalamina (B-12) (0,1% em manitol) 2,500
Acetato de all-rac-o-tocofercl (E) (500 Ul/g) 15,00
Palmitato de all-trans-retinol (A) (500.000 Ul/g) 0,800
Colicalciferol (D3) (400.000 Ul/g) 0,250
Filoquinona (Vitamina K) 0,075
Sacarose (q.5.p.) 974,655

Fonte: REEVES et alii (1993)

Quociente de eficiéncia protéica (PER): O PER foi determinado, utilizando-
se, basicamente, o método descrite pela AQAC {1975), procedimentos 43.183 ¢
43.187. Foram utilizados 28 ratos ( 7 ratos por formulagfio} que foram mantidos em
gaiolas de crescimento, onde receberam agua e alimento 4 vontade pelo periodo de 28
dias. As dietas utilizadas para este ensaio foram as mesmas preparagdes usadas para o

balango nitrogenado. Os animais foram pesados em intervalos regulares de 7 dias. Ao
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. término desse periodo, foram calculados os valores de PER, utililizando-se a seguinte

- formula:

Ganho de peso (gramas)
PER =

Consumo de proteina (gramas)
3.7.1. Escore de aminodcido corrigido pela digestibilidade in vive (PDCAAS)

: Para o calculo do PDCAAS da proteina ¢ utilizado o procedimento
preconizado por HENLEY & KUSTER (1994), descrito a seguir,
« Analise aproximada do nitrogénio da amostra.

« Calculo do comteido protéico (NX 5,5)

. Analise do perfil de aminodcidos essenciais .

» Determinagfo do escore quimico

. Perfil de aminoacidos essenciais da proteina padrio da FAO/OMS para o
requerimento da faixa etaria de 2-5 anos (Lys = 5,8; Leu = 6,6; Hle = 2.8; Thr = 3.,4;
Trp = 1,1; Val = 3,5; Met + Cys = 2.5: Phe + Tyr=6,5; His= 1,9 em g/16gN).

« Determinagiio da digestibilidade in vivo.

« Calculo do PDCAAS:

PDCAAS = FEscore quimico de aminodcido X digestibilidade aparente da
proteina.

3.7.2. Energia absorvida (EA)

Segundo SGARBIERI (1987) a energia bruta de um alimento € a energia

quimica total contida nesse alimento, que ¢ liberada na forma de energia calérica pelo
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processo de combustio. Na combustdo as substincias orglnicas do alimento sao
oxidadas e transformadas em gds carbénico e dgua.

: Normalmente , essa combustio se faz em um aparelho chamado calorimetro e
a quantidade de calor produzido na combustdo é avaliada pela mudanca na temperatura
da agua contida no aparelho, SILVA (1981).

| No presente estudo a energfa bruta da dieta (EBD) e a energia bruta das fezes
(EBF) foi determinada na bomba calorimetrica isoperibal da Par Instruments Co.

. O célculo da energia absorvida (EA), foi obtida atraves das seguintes

- equagBes:

EDC = DC x EBC/100
onde,
" EDC= Energia da dieta consumida (kcal)
DC= Dieta consumida (g)
ERC= Energia bruta da dieta em Kcal/100g
EEF = QFE x EBF/100
onde,

EEF= Energia excretada nas fezes (Kcal)
QFE= Quantidade de fezes excretadas (g)
EBF= Energia bruta fecal em Kcal/100g

EA=EDC - EEF
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- 3.8. Ensaio de toxicidade subcrénica.

Para o ensaio de toxicidade subcrdnica foram utilizados 140 ratos Wistar
machos, recém desmamados, distribuidos da seguinte forma:

| « Grupo Zero: constituido por 20 animais, recém desmamados os quais foram
sacrificados no infcio da experiéncia, para servir como referencial comparativo para os
testes séricos e para as determinagBes realizadas nos orgaos coletados.

| . Grupo CAS15: constituido por 20 animais alimentados com dieta contendo
15% de casefna.

« Grupo CLR15: constituido por 20 animais alimentados com dieta contendo
15% de proteina proveniente de células de levedura rompida.

» Grapo CPP15: constituido por 20 animais alimentados com formulacio
contendo 15% de proteina oriunda de concentrado protéico de levedura obtido com
perclorato.

. Grupo CAS30: constituido por 20 ratos alimentados com preparago
contendo 30% de caseina.

. Grupo CLR30: formado por 20 animais alimentados com dieta contendo
30% de proteina fornecida por células de levedura rompida.

« Grupo CPP30: constituido por 20 ratos alimentados com uma formulagdo
contendo 30% de proteina de concentrado protéico de levedura obtido com perclorato.

O periodo experimental foi dividido em duas etapas; a primeira com duragdo
de 45 dias e a segunda com durac@o de 90 dias.

Finalizada cada etapa experimental, 10 ratos de cada grupo (CAS15, CAS30,
CLR15, CLR30, CPP15 ¢ CPP30) foram sacrificados para coleta de sangue e orgéos

(figado, rins e cérebro).
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| As determinaces realizadas no sangue e orgdos estio descritas nos items
182 ¢ 3.8.4. A coleta de urina foi feita em gaiola metabolica diariamente, nos Gltimos
cinco dias de cada etapa experimental (ver item 3.8.3).Também foi utilizado um grupo
denominado Zero constituido por 20 animais, os quais foram sacrificados no inicio da
experiénoia, para Servir Como referencial comparativo para os testes séricos BRIGGS
& OBHLME (1980) e MOURA (1986).

No decorrer do ensaio os ratos foram pesados e 0 consumo de racgdo calculado
e registrado culdadosamente a cada semana em protocolos previamente preparados.

- As dietas experimentais deste ensaio foram preparadas de acordo com as
recomendagdes do AIN 93, REEVES et alii (1993), com modificagdes no contetdo de

- proteina, uma vez que foram utilizados niveis de 15% e 30% de proteina .
- 3.8.1. Quociente de eficicia alimentar

As diferencas de peso corporal dos animais, podem estar relacionadas 2
quantidade de dieta ingerida, portanto, acompanhande o ganho de peso dos animais € ©
consumo de alimento, determinou-s¢ O quociente de eficdcia alimentar (QEA)

calculada pela expresséo:

Ganho de peso total (g}

QEA =
Consumo total de dieta (g}



3.8.2, Coleta de sangue

__ O sangue foi retirado através de pun¢ao cardfaca e acondicionado em tubos de
poliestireno, que foram mantidos em banho-maria a 37°C durante 15 minutos,
§ posteriormente sofreu centrifugagdo a 3.500 rpm em centrifuga refrigerada SORVAL

RCSC durante 10 minutos a 40C para a separagdo do soro a ser analisado.
~« Determinagdes bioquimicas no soro

Creatinina: determinado pelo método de LIMA et alii (1985), onde a
creatimina reage com picrato alcalino em meio tamponado, apos: prévia
 desproteinizagdo com dcido picrico, obtendo-se um cromdforo com absorgdo maxima a

-~ 510nm.

| Aminotransferases ou transaminases: 2 atividade das transaminases
| glutimico-oxalacética (TGO ou AST) ¢ glutdmico-pirtvica (T GP ou ALT) foi
determinada medindo-se a quantidade de oxalato produzido ou piruvato produzido, em
condicdes padronizadas de pH e temperatura, O oxalacetato ¢ instavel e se transforma
em piruvato. O piruvato reage em meio alcalino com 2,4 dinitrofenithidrazida (2,4

DNFH) produzindo um composto colorido que é quantificado a 505 nm.

Acido arico: o método de dosagem baseia-se na coloracdo azul obtida pela
aco redutora do cido 1irico sobre o reativo fosfotingstico, em pH basico ¢ presenga
de alantoina e CO7 . O azul de tungsténio formado absorve radiacdo no comprimento

de onda de 700nm.
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| Uréia: a dosagem de ureia é determinada pela combinagdo da agdo da urease
que reage sobre a ureia produzindo amdnea, que por sua vez forma um complexo
colorido que absorve a 600nm, com formil formiato de sédio em presenca de
hipoclorito .

Para as determinacBes bioquimicas foram utilizados "Kits" de analises
clinicas: LABTEST SISTEMA DIAGNOSTICO LTDA para 4cido tirico e CELM (Cia

| Equipadores de Laboratérios Modernos) para as demais analises.
3.8.3. Coleta de urina

Os ratos foram colocados em gaiolas metabolicas durante os Gltimos cinco
dias dos experimentos. A urina coletada em erlenmeyver foi recolhida a cada 24 horas ¢
refrigerada a 50C.

Na urina foram dosados: creatinina, 4scido arico e uréia, de acordo com a

f metodologia mencionada no item 3.8.2.
 3.8.4. Coleta de orgiios

Apbs cinrgias, os 0rgaos foram pesados, congelados € liofilizados.
Nos orggios foram determinados:
. Proteinas totais, pelo método de Kjeldahl, segundo a metodologia da
AOAC (1975).
. Lipidios totais: o tecido hepético {100mg) foi liofilizado, homogeneizado
em 10mL de isopropanol por 1 minuto. Todos os tubos foram lacrados com parafilme e
armazenados por dois dias a 4°C. Apbs esse periodo foram centrifugados por 10

minutos a 1000 xg, HAUG & HOST MARK (1978).
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Aliquotas dos sobrenadantes foram entfo analisadas com "Kit"da LABTEST
para lipidios totais onde os lipidios extraidos reagem com o acido sulfirico, formando
o "ion carbonium”, que por sua vez reage com o grupamento carbonil ativado do
reagente de cor, produzindo um complexo de cor rosa, que ¢ estabilizado por
ressondncia e tem absorcdo méaxima em torno de 535 nm.

Os pesos dos orgdos quande comparados com o peso corporal do animal nos
forneceu o dado percentagem de orgdo com relagdo ao peso corporal , que aparece
citado no item 4.6.3 como %Fig (para o figado), %Rim (para os rins) e % Cer (para o

cérebro).
3.9, Andlise estatistiea

O delineamento experimental dos ensaios bioldgicos foi feito de acordo com
BENDER et alii (1982), pelo delineamento inteiramente casualizado (DIC). As médias
dos resultados obtidos para o ensaio bioldgico e determinagles quimicas foram
submetidas a analise de varidncia com posterior analise das diferencas entre médias
pelo teste de Tukey, ao nivel de 95% de conflanca. Para esta anédlise foi utilizado o
programa  SANEST versfio 2.1 (Sistema de Andlise Estatistica) ZONTA &
MACHADO (1988).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ruptura celular

A padronizaciio das condigdes otimas para a ruptura mecénica da parede
celular de leveduras utilizando o equipamento dynomill, constituiram um processo
arduo e demorado, visto que desta etapa depende a posterior recuperagiio da proteina
intracelular na sua forma nativa, que serd utilizada para a elaboragdo do concentrado

protéico.

TABELA 4. Contetido de matéria seca, nitrogénio total e proteina do sobrenadante de
células de leveduras rompidas em diferentes velocidades.

Velocidade (xpm) 1910 2400 3346
Recirculaclo 1 2 3 1 2 3 i 2 3
Mat. seca (%) 529 508 527 494 481 4,78 507 506 488

Nitr. total (%) 648 5,58 629 6,74 6,74 6,69 6,62 6,64 6,71

Prot. bruta (%o} 40,52 41,14 41,19 42,12 42,14 41,84 41,38 41,50 41,94

Rend. ext. (%} 81,00 82,00 82,00 83,00 83,00 82,00 82,60 83,00 83,00

Os resultados do conteudo de matéria seca, nitrogénio total e proteina do
sobrenadante de células de levedura apds rompimento e centrifugagfio, nas diferentes
velocidades de rotagiio do moinho, estdo apresentadas na tabela 4. A primeira vista
constatamos que as varidveis velocidades e recirculagdo ndo acarretaram mudangas
considerdveis nas quantidades recuperadas de matéria seca, nitrogénio total e proteina

62



bruta no sobrenadante, portanto, este fato permite definir que apenas uma passagem
através do moinho, € suficiente para promover a recuperagiio de 81 a 83% da proteina
que constitui o sobrenadante, apos rompimento das células frescas.

Visto que a velocidade de rotagiio nfo levou a aumento apreciavel da
extracio do componente protéico das células, optou-se, arbitrariamente, pela
velocidade intermediaria (2.400 rpm) para a segunda etapa de rompimento, donde a
concentracfio da suspensio e o fluxo de alimenta¢do foram aumentados de 25% para
40% e de 2,4 L/h para 4,8 L/h, respectivamente, como mostra a Figura 2. Os dados
obtidos na experimentagiic da segunda etapa, podem ser visualizados na fabela 5.
Quando a concentragfio da suspensdo de células foi aumentada verificou-se aumento
no teor de matéria seca, sugerindo que o aumento do ntmero de células por mL de
suspensdo, possibilita um atrito maior entre as células e as pérolas de vidro. J& o fluxo
de alimentaciio dobrado nfc afetou o rendimento de exfragiio. A elevagdo da
concentracho da suspensdo celular e do fluxo de alimentagéo proporcionam a vantagern
de obter quantidades maiores de células rompidas em menor espago de tempo.
GAVER & HUYGHEBAERT (1990) trabalhando com levedura de panificac@o,
encontraram que a variagio da conceniragio da suspensfo de leveduras de 5%, 10%,
20% e 80% ndo afetou a eficiéneia de ruptura do moinho de bolas, (co-ball-miil).
Outros pesquisadores como LINBLOM (1977), MOGREN et alii (1974); HUMMEL
& KULA (1989) e ARRIOLA et alii {1989) , que trabalharam com diferentes
equipamentos de desintegragdo mecénica através da agitagdo, da suspensdo de células
com particulas abrasivas, conseguiram uma ruptura celular oscilando entre 85 a 98% ¢
rendimentos de extragdo de proteinas variando de 70 a 90%. Assim os resultados

obtidos na presente pesquisa coincidem com os ja relatados na literatura.
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TARELA 5. Contelido de matéria seca, nitrogénio total, proteina bruta e rendimento de

axtragao da proteina no sobrenadante de células de levedura (25 e 40%), rompidas na

velocidade de 2400 rpm, com fluxo de alimentagdo de 2,4 e 4,8 L/h.

Amostra  Recirculag8o Fluxo Mat. Seca Niir. Total  Proteina  Rendimento
{L/h) (%) (%) Bruta (%) (%)
0 2.4 5,05 8,16 51,00 -
SCLI(25%) 1 2.4 4,94 6,74 42,13 33
2 2,4 4,81 6,74 42,13 83
0 4.8 5,42 7,69 48,05 -
SCLI(25%) 1 4.8 4,91 6,99 43,08 91
2 4.8 4,85 7,40 46,25 96
0 2.4 8,15 8,21 51,31 -
SCLI(40%) 1 2,4 7.86 7.48 46,75 91
2 2.4 7,56 7,85 4906 96
0 4.8 8,56 8,38 $2,35 -
SCLI(40%) ! 4.8 7.81 8,03 50,18 95
2 4.8 7.56 8,18 51,13 97

SCLI= Suspensio de Células de Levedura integras

4.2. Extraciio e precipitaciio da proteina de levedura

Apbs a ruptura das células de levedura o procedimento mais comum para a
extragio da protefna, ¢ promover a alcalinizagdo do meio uma vez que OCOITE
diminuicdo do pH da suspensdo de células rompidas (pH 6) . Portanto deve existir um
deficado equilibrio entre a extractibilidade e pH, para obter rendimentos elevados de
extracio .

A carga elétrica das proteinas reflete na sua solubilidade. Em valores de pH

afastados do ponto isoelétrico as proteinas apresentanm cargas semelhantes e as
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moléculas se repelem entre si. No entanto, a pH proximo do ponto isoéletrico (pl) as
diferencas de cargas diminuem favorecendo a aproximagdo, agregag¢do e precipitagdo
das proteinas.

A Figura 4 ilustra os dados obtidos no presente estudo, para a curva de
solubilidade da proteina de células de leveduras rompidas em fungdo do pH. A
solubilidade e consequente extragdo de proteinas de levedura de cervejaria € superior
em pH alcalino do que a pH acido. Este resultado sugere que a pH acima de 4,0 o
nimero de residuos carregados negativamente é superior ao numero de residuos

carregados positivamente para pHs menores que 4.,0.
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Figura 4. Curva de solubilidade de proteina de células de levedura rompidas em fungéo

do pH.
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A proteina em estudo mostrou um comportamento de solubilidade semelhante
ao da proteina de Candida wutilis, a qual apresenta o ponto isoelétrico a pH 4,0 e a
maior solubilidade a pH 10, SCHACHTEL (1981). SCHWENKE et alii (1980) encontraram
que as proteinas de células de Saccharomyces cerevisiae, rompidas mecanicamente ¢
liofilizadas, tiveram uma solubilidade méxima do nitrogénio a pH proximo a 9,0 {acima
f de 75%) e a solubilidade minima ocorreu numa faixa ampla de pH, oscilando entre 3 e
5(30%).
Apbs a extragiio das proteinas (quantificadas como nitrogénio solivel) das
: células de levedura, procedeu-se 2 precipitagdo das proteinas extraidas. Na Figura 5
visualiza-se 0 nitrogénio extraido (NE) a pH 8,0 e o nitrogénio precipitado (NP} a pH
3 42 em células de levedura rompidas, apés a primeira e segunda recirculacdo da
suspensdo pelo moinho a 2.400 rpm . Vé-se que a quantidade de nitrogénio
precipitado na primeira passagem pelo moinho foi maior (75%) guando comparada
com a NP (68%) apés a segunda recirculagdo. Cabe ressaltar que na segunda
recirculagio da suspensdio de levedura, houve  aumento da temperatura do
equipamento . De acordo com a bibliografia consultada o aumento da velocidade de
rotagio e aumento do numero de passagens, leva a um aumento consideravel na
temperatura de funcionamento dos equipamentos de desintegracdo mecanica, GAVER
& HUYGHEBAERT (1990). Por outro lado FOLLOW et alii (1971) confirmaram que
a temperatura de até 300C a atividade das enzimas de levedura rompida ndo ¢ afetada,
A reducfio na quantidade de NP apds a segunda passagem pode ser justiticada
pelas pesquisas realizadas, segundo as quais as leveduras sio bioreatores enziméaticos €
quando rompidas, os mais diversos substratos sdo colocados em contato com suas
enzimas especificas. No caso da desintegragio por atrito ¢ colis@io, as proteases
intracelulares, dependendo da temperatura ¢ da eficiéncia do sistema de resfriamento

utilizado, nfio terfio sua atividade prejudicada, podendo desta forma causar uma
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hidrolise parcial da proteina extraida reduzindo, consequentemente a quantidade de
protefna isoelétrica recuperada, uma vez que os aminoacidos livres e peptidios de baixo
peso molecular serdo perdidos no sobrenadante.

A literatura mostra que processamentos que obtiveram um rendimento de 98%
de extragdo de proteinas conseguiram resgatar de 70 a 77% da proteina do

sobrenadante no precipitado, LINBLOM (1977).
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Figura 5. Nitrogénio extraido (NE) a pH 8,0, nitrogénio precipitado (NP) a pH 4,2 em
células de leveduras rompidas apos a primeira e segunda recirculagdo da suspensdo a

uma velocidade de 2400 rpm.
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4.3, Composicio centesimal de células de leveduras e de concentrado protéico
" obtido com perclorato

As leveduras de cervejaria possuem um potencial nutricional e comercial
importante devido ao fato de produzirem proteinas em grandes quantidades, além de
:; 4cidos nucléicos e outros compostos que podem ser utilizados como ingredientes para
consumo humano na indUstria de alimentos.

A composi¢do quimica e bioquimica da levedura varia de acordo com o
substrato empregado como fonte de nutrientes, da forma de crescimento utilizado, da
taxa de crescimento e finalmente, pode ser modificada pela manipulagio genética,
| ROLZ (1990); REED & NAGODAWITHANA (1991).

3 A Tabela 6 mostra os resultados da composigio centesimal aproximada (%)
hase seca, de células de leveduras integras (CLI) e de concentrado protéico obtido com
perclorato (CPP). Pelos dados apresentados na Tabela 6, percebe-se que os teores de
proteina, cinzas, RNA, carboidratos ¢ lipidios sdo equivalentes aos valores jd relatados
por TU et alii (1975), ROSHKOVA et alii (1986), ROLZ (1990) ¢ POO & MILLAN
(1990) para o género Saccharomyces sp € para a Saccharomyces carisbergensis, 0§
quais enconfraram valores de 40-68 para a protefna, 3-15% para RNA, 1-24% para
lipidios e 5-10% de cinzas.

Em todos os trabathos consultados foi utilizado o fator 6,25 para a conversdo
do nitrogénio total em proteina. E conhecido que somente 80% do nitrogénio total esta
na forma de proteina, portanto REED & NAGODAWITHANA (1991) aconselham o
uso do fator 5,5, para evitar que a qualidade da proteina seja subestimada em testes de
avaliagdo nutricional .

Segundo HALASZ & LASZTITY (1991), 60% da proteina isolada de células
de levedura por precipitagio isoelétrica pode existir na forma de uma nucleoproteina,

contendo de 10 a 15% de 4cidos nucléicos.
68



O tratamento de células de levedura rompidas com perclorato de sodio
(NaClQy4), tém como finalidade exclusiva a redugdo do conteGdo de RNA, o qual

. ingerido em altas concentrages € nocivo para a saude humana.

TABELA 6. Composiciio centesimal ( % base seca } de células integras de levedura
- (CLI) e de concentrado protéico de levedura obtido com perclorato (CPP).

Componentes CLI CPP
(Yo)

Protefnas (NX 5,5) 47,19 78,00
RNA 7,04 2,26
Cinzas 8,55 1,13
Fibra solivel 9,65 2,65
Fibra insoltvel 2,57 0,49
Lipidios 3,53 6,47
Carboidratos totais 21,52 9,10

Na Tabela 6, observamos que o teor de proteina do concentrado proteico
obtido com perclorato (CPP) mostrou um aumento de 47% para 78% quando
comparado com as células integras. Outro fator positivo da modificacfo com NaClOg
deve-se & constatacio de que houve reducdio de 68% do contelido de RNA. A extracio
realizada a pH 8,0 apresenta o inconveniente de que além de ser o ponto de maijor
solubilidade da proteina também, coincide com o pH onde se tem grande
extratibilidade de fibras soluveis iipidios' e carboidratos em geral, que atuam como
contaminantes da proteina, apds a sua precipitagdo. Portanto observa-se que
aproximadamente 42% dos carboidratos totais e 26% das fibras presentes nas células
de levedura, passam para o concentrado proteico. Os resultados obtidos para o CPP

sio compativeis com os valores encontrados por KINSELLA (1987) para proteina
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isolada com NaClQy4, diferindo apenas na quantidade de carboidratos (3,6%), inferior

- ao encontrado neste trabalho.

. 4.4, Composi¢io de aminodcidos de células integras de levedura de cerveja e
concentrado protéico de levedura obtido com perclorato

Uma proteina balanceada € aquela, que quando oferecida em quantidade
relativamente pequena & capaz de fornecer 0s amino4cidos essenciais nas quantidades
necessarias. O balanco aminoacidico de uma proteina fem uma importancia
fundamental visto que os aminoécidos ingeridos através da dieta irio, na sua maioria,
para a sintese de outras proteinas.

Os dados de composigdo aminoacidica de células integras de levedura da
Saccharomyces sp. e de concentrado protéico de levedura obtido com perclorato de
sadio podem ser vistos na Tabela 7. Pode-se notar que o perfil de amincécidos
essenciais das células integras de leveduras (CLI) supera, em todos os aminoacidos, as
quantidades recomendadas pela FAO/WHO/UNU para criangas na faixa etdria de 2 a 5
anos, excetuando o triptofano que possul uma adequagio de 100%, quando
confrontado com o padrio. O concentrado protéico de levedura obtido com perclorato
apresenta também um balango de aminoscidos superior ao padrio, porém fol detectada
uma ligeira deficiéncia de metionina, motivo pelo qual o escore quimico fol de 92%.
Pelos resultados do escore quimico, pode-se ver que oS aminoacidos sulfurados se
apresentaram ligeiramente limitantes.

Os valores da literatura consultada se mostraram inferiores aos resultados
encontrados neste trabatho para a biomassa de levedura (CLI). POO & MILLAN
(1990) obtiveram um escore quimico de 48% para aminoacidos sulfurados em levedura

seca de cervejaria .
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| Para o concentrado protéico obtido com perclorato, os resultados, encontrados
sio semelhantes aos citados por KINSELLA (1987) que também obteve um EQ igual a

. 92% para aminoécidos sulfurados.

TABELA 7. Composicdo aminoacidica de células integras de levedura (CLI), de
concentrado protéico de levedura obtido com perclorato de sédio (CPP), em 2/100g de
: proteina e escore quimico (EQ) dado em %.

Aminoacidos : CLI crpp Padrdo FAO*
Lys 7,13 8,78 5,8
Leu 8,84 8,62 6,6
e 5,64 5,09 2,8
Thr 6,16 4,67 3,4
Trp 1,10 1,39 1,1
Val 6,20 5,91 3,5
Met + Cys 2,84 2,30 2,5
Phe + Tyr 9,98 8,79 6,3
His 2,06 2,77 1,9
Met 2,50 1,82
Phe 5.30 4,96
Glu 13,15 9,88
Asp 11,98 11,66
Ser 6,13 3,68
Pro 4.45 3,16
Ala 7,07 5,55
Gly 4.93 4,14
Arg 4,11 4,96
EQ (%) 100,00 92,00

* Padrio de referéncia protéica FAO/WHO/UNU 1985 (necessidades de aminoacidos essenciais para criangas de
2 a 5 anos de idade].
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Em um trabatho sobre fracionamento e utilizagio de levedura de panificagho,
SEELEY (1977) cita que os valores de metionina para as células e para a proteina
isolada foram de 1,5 e 1,9%, respectivamente. A lisina apresentou escores quimicos de
142% para as células de levedura e 147% para o isolado protéico, quando comparada
com o padrio ovo. Em muitos casos encontram-se correlagdes positivas e significativas
entre o escore quimico e os indices de valor protéico determinados por ensaios
biolégicos, porém, em outros ndo. Aparentemente, as discrepancias que surgem s30
devidas a diferencas na c.omposigéo dos alimentos e nas fransformagles que as
proteinas podem sofrer durante o preparo do alimento para o consumo € no proprio
organismo, principalmente na digestdo e absorgdo dos aminoacidos. Em outras
palavras, a determinago da concentragfo de aminodcidos na proteina ou no alimento,
por métodos quimicos, ndo oferece nenhuma garantia que tais aminodcidos estejam ou

ndo disponiveis biologicamente, SGARBIERI (1987).
4.5, Valor nutricional
4.5.1. Avaliacfo in vifro

Os resultados das determinagﬁés in vitro sdo apresentados na tabela 8. Ao
observar a Tabela 7, nota-se que a quantidade de lisina quantificada, refere-se ao
conteado total deste aminodcido, porém, nfio reflete o valor que de fato esté
biodisponivel para o organismo.

A porcentagem de lisina disponivel nas células integras de levedura foi 79,8%
do contetido total da proteina enquanto que no concentrado protéico de levedura obtido

com perclorato a lisina disponivel foi 57,6% do total. Significando que o tratamento
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utilizado para a obtengio do CPP provocou diminui¢fo da lisina disponivel embora o
teor de lisina total tenha sido mais elevado no CPP do que no CLI (Tabela 7).

Viarios textos cientificos afirmam que os tratamentos zlcalinos de proteinas
alimenticias, utilizados para a solubilizagdo e purificagdo de proteinas para preparar
isolados e concentrados protéicos podem causar a diminuigdo da biodisponibilidade de
aminogcidos e do valor nutricional global, CHEFTEL et alii (1989). O tratamento com
aleali pode levar & formagio de novos aminoécidos, tais como lisinoalanina, lantionina,
omitoalanina sendo possivel que nestas transformagdes participem o0s aminodcidos
cistina, lisina, arginina e provavelmente serina, visto que esses aminodcidos s&o
limitantes, juntamente com a lisina na maioria das proteinag utilizadas na alimentag@o,
podendo desta forma diminuir consideravelmente o seu valor nutricional,
ANGLEMIER & MONTGOMERY (1989). Além disso o tratamento alcali promove a
racemizagdo de aminoacidos transformando a forma L em D-aminoacidos, menos

biodisponiveis.

TABELA 8. Teor de lisina disponivel (LD), digestibilidade da proteina "n vitro" (Dig),
valor biologico calculado (VBc) ¢ utilizagio liquida da proteina (NPUc).

indices CLR O CPP
LD (g/100g proteina) 5,69 5,06
Dig (%) 83,06 91,72
VBc (%) 86,22 83,83
NPUc (%) 71,61 76,89

(1) Células de levedura rompidas mecanicamente . .
(2} Concentrado protéico de levedura obtide com perclorato de sodio.
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O concentrado protéico de levedura obtido com perclorato de sddio (CPP)
§ apresentou uma digestibilidade in vitro superior a0 valor determinado para as céludas
de levedura rompidas. Isto indica que 2 presenga de parede celular nas células de
levedura rompidas interferem no processo de digestdo da proteina, uma vez que a
parede celular possui proteinas estruturais que ndo podem ser hidrolisadas pelas
enzimas digestivas, além do que, possivelmente, algumas proteinas intracelulares
podem ter-se associado a fragmentos de parede celular no momento da ruptura e/ou
' Tliofilizagao, dificultando a digestio.

A proteina de células de levedura rompidas (CLR) apresentam  Dig,
- semelhante as proteinas de farinhas de sorgo obtidas por diferentes processos de
: moagem e suplementadas com 15% de farinha de soja (84%), BOOKWALTER et alii
(1987). Na mesma pesquisa cita-se que a digestibilidade para a proteina de farinha de
trigo suplementada com 15% de farinha de soja foi 97,1% para a amostra nao cozida e
94% para a amostra cozida. Portanto, conclui-se que a proteina de levedura possui um
comportamento semelhante ac de outras proteinas vegetais, quando submetidas a
digestio enzimatica.

Os ndices, de valor biologico caleulados (VBc) para as CLR foi apenas 2%
maior ao valor calculado para a CPP. J& o NPUc foi 5% maior na CPP quando
comparado com as CLR. Estes resultados podem ser justificados em fungdo da
composicio aminoacidica das duas amostras que ¢ muito semelhante e também porque
a digestibilidade do CPP foi 9% maior do que a de CLR.

A proteina de células de Candida utilis NRRL Y660, cultivada em diferentes
substratos, da indistria agucareira, apresentou uma digestibilidade in virro que variou
de 95 a 97%, GOMEZ et alii (1986).

O escore do aminoacido limitante primério (EALP) e o escore de aminoacido

corrigido pela digestibilidade in vivo (PDCAAS) das protelnas de levedura, sfo
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apresentados na Figura 6. O PDCAAS foi 0,82, 0,83 e 0,85 para os tratamentos GPPR,
CLI e CLR, respectivamente. Estes indices foram inferiores aos obtidos para o isolado

protéico de soja e carne bovina (PDCAAS=1,0), sendo no entanto superior a outras

proteinas de origem vegetal, HENLEY & KUSTER (1994).
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Figura 6. Escore do aminoécido limitante primario (EALP) e escore de aminoacido
corrigido pela digestibilidade in vivo (PDCAAS) da proteina de células integras de
levedura (CLI), células de levedura rompidas (CLR) e concentrado protéico de
levedura obtido com perclorato (CPP).

4.5.2. Ensaio biolégico com ratos Wistar

A literatura sobre ensaios biolégicos com ratos, camundongos, porcos, aves,

etc., revela que as leveduras mais utilizadas para avaliagdo nutricional, como fonte
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protéica, tem sido: Saccharomyces cerevisiae, S. fragilis, Kluyveromyces fragilis,
Candida utilis, C. tropicalis, cultivadas nos mais variados substratos.

A levedura de cervejaria tem sido pouco estudada para fins nutricionais,
provavelmente pelo seu sabor amargo, em virtude da presenca de compostos taninicos
e resinosos do lipulo que sfo aderidos a parede celular da levedura durante a

fermentacio, DWIVEDI & GIBSON (1970).

Balanco nitrogenado. O nitrogénio ingerido (NI}, nitrogénio fecal (NF),
nitrogénio urindrio (NU) e balango nitrogenado de ratos que receberam dietas contendo
10% de proteinas provenientes de células integras de levedura (CLI), células de
levedura rompidas (CLR), concentrado protéico de levedura obtido com perclorato
(CPP) e caseina (CAS), sdo apresentados na Tabela 9. A quantidade de nitrogénio
ingerido para os tratamentos CLI, CLR, CAS foi estatisticamente igual, ao nivel de 5%
de probabilidade, diferindo portanto do tratamento CPP, o qual mostrou um indice NI
de aproximadamente 77% quando comparado com a casefna. A quantidade excretada
de nitrogénio fecal foi malor nas preparagbes com células integras de levedura ¢
células rompidas, quando comparadas com as formulactes contendo concentrado
protéico. A diferenga significativa (p < 0,03) de excrecdo de NF enfre os tratamentos
com células de levedura e o concentrado protéico, confirma que as enzimas digestivas
do rato, ndo sio capazes de clivar completamente as ligagSes que estabilizam a
estrutura da parede celular, consequentemente a protena que constitui a parede celular,
nio esta disponivel para ser absorvida, o que faz com que nitrogénio seja perdido nas
fezes. O nitrogénio urindric (NU) da mesma forma que o nitrogénio fecal foi superior
para as formulagdes contendo levedura quando confrontado com os valores

determinados para o concentrado, 0 que sugere a presenga de nitrogénio na forma de
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- acido trico, que constitue o principal produto do catabolismo das purinas, excretados

predominantemente pela urina (71%), MOTTA (1989).

~ TABELA®Y. Nitrogénio ingerido (NI}, nitrogénio fecal {NF}, nitrogénio urinario (NU)
¢ balanco nitrogenado (BN) de ratos que receberam dietas contendo 10% de proteina
- proveniente de células integras de levedura (CLI), células de levedura rompidas
- (CLR), concentrado protéico de levedura (CPP) e caseina (CAS).

Tratamento NI NF NU BN
(mg) {mg) (mg) (mg)
CLI 2.402,16a 418,04a 291.,33a 1.692,78bc
+200,94 + 61,66 £78.68 + 153,96
CLR 2.583,97a 379.67a 264.,05ab 1.940,26ab
+ 280,80 +62.80 + 106,00 +2725,33
CPP 1.866,34b 202,98b 196,31bc 1.467,04c
+ 188,61 +£33.36 +126.93 + 109,99
CAS 2.439.26a 193,75b 163.84¢ 2.081,67a
+ 281,92 +45,18 + 78,34 + 282,95
DM, 0,29 0,05 0,08 0,26
C.V. (%) 6,81 8,94 18,21 7,92

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem ao nivel de 5% de significdncia,
D.M.= desvio padrio da média; C.V.= coeficiente de variagao.

O nitrogénio retido (BN) foi maior para a caseina € menor para o concentrado
(CPP), tendo-se revelado estatisticamente semelhante para as dietas contendo proteinas
de CLle CLR.

Confrontando os dados de nitrogénio retido (BN) e nitrogénio ingerido (NI}
verificamos gue os tratamentos CLI e CLR apesar de terem apresentado médias muito

parecidas ao padrio (CAS), a quantidade de nitrogénio retido de ambas formulages
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com células de levedura foi inferior & caseina. Isto pode ter sido ocasionado pelas
fibras que formam a parede celular que diminuem a disponibilidade de nutrientes, pelo
aumento da espessura da camada de agua inativa e pela redugic da motilidade
intestinal. As fibras soliveis agem como uma coluna cromatogréfica, formando um gel
: no intestino e capturando pequenas moléculas, afetando, assim, a absorgdo de
nutrientes e a acfio de enzimas digestivas, ANDERSON & GUSTAFSON (1987).

Na Figura 7 podem ser observados os resultados comparativos de proteina
consumida (PC) e ganho de peso (GP) durante 10 dias de BN, o que permite visualizar
a eficiéncia que as proteinas dos 4 fratamentos possuem, para promover o crescimento
dos animais. Os tratamentos CLR e CLI, tiveram comportamento parecido para o
consumo de proteina e ganho ponderal. Por outro iado a caseina demonstrou o melhor
desempenho de crescimento, enquanto que a dieta CPP registrou o menor ganho de
peso dentre as proteinas testadas.

Com os dados da Tabela 9, foram calculados o8 indices de digestibilidade
aparente (Da), valor biolégico aparente (VBa), utilizaciio liquida da proteina (NPUa),
apresentados na Tabela 10.

A digestibilidade aparente da proteina (Da) foi mais elevada para a caseina,
seguida do concentrado protéico de levedura obtido com perclorato de sédio (CPP), do
fratamento com CLR e CLIL Para 0 indice Da, todos os tratamentos diferiram
estatisticamente entre si. Estes resultados sao compativeis com os achados por
HERNANDEZ et alii (1985) para levedura Saccharomyces carlsbergensis (B1%) e
para a caseina (91%). Por outro tado CARRASCO & MENDOZA et alii (1991) em
estudo realizado com Kluveromyces marxianus var. lactis, lograram valores de

digestibilidade (93%) superiores aos obtidos na presente pesquisa.
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Figura 7. Consumo de proteina (PC) e ganho de peso (GP) durante os 10 dias de
balango nitrogenado de ratos Wistar que receberam dietas contendo 10% de proteinas
de células integras (CLI), células de levedura rompidas (CLR) , concentrado protéico
obtido com perclorato de sodio (CPP) e caseina (CAS).

A digestibilidade aparente das dietas contendo células de levedura, foi inferior
a digestibilidade dos concentrados protéicos, possivelmente porque que a fibra que
compde a parede ndo € degradada pelas secregdes gastricas e intestinais dos
monogastricos, ROEHRIG (1988), o que justifica o maior volume de fezes excretado
por CLI (13,42g) e CLR (13,11g) quando comparadas com excregdo dos concentrados
CAS (10g) e CPP (8,18g).

O valor biolégico da proteina das dietas CPP, CLR e CLI nao apresentaram
diferenga estatistica (p < 0,05) entre si, porém o melhor indice de VBa foi o da
formulacdo de caseina, que foi maior em termos absolutos e diferiu significativamente

(p < 0,05) em relagdo aos outros tratamentos. [sto indica que a proteina de levedura em
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estado possui um balango aminoacidico adequado capaz de suprir as necessidades
organicas e de repor as perdas enddgenas de produtos nitrogenados. Os resultados
encontrados diferem dos citados na literatura, visto que as médias encontradas por
SAMMAN et alii (1993) foram de 75% ¢ 70% para proteina de Torula utilis ¢
_: Saccharomycopsis lipolytica  suplementada  com metionina. O valor biolégico
determinado para Saccharomyces carlsbergensis foi 72%, HERNANDEZ et alii
(1985} e 52,7% para levedura de panificag¢o, SAMMAN & FARIAS (1993).

! De acordo com FERRER et alii (1985), a suplementagdo de farinha de mitho
com células de Candida utilis tica em lisina na proporgao de 1:2,5 favoreceu o
aumento do valor bioldgico (88%).

Outro indice que alcangou valor maior para a caseina, foi o NPUa, as
preparacbes CPP, CLR € CLI mostraram médias de 79%, 75% e 70,48%,
respectivamente. As médias obtidas para utilizagdo liquida da protefna apresentaram o
3 mesmo comportamento estatistico da digestibilidade aparente.

Contrariamente & similaridade verificada entre 08 valores encontrados para 08§
1185 tratamentos com proteinas de leveduras, oS resultados relatados por DELANEY et
alil (1975) foram significativamente inferiores (NPU = 67%) aos apresentados neste
estudo, 0 que, em principio, poderia ser interpretado como uma superioridade do valor
protéico da levedura utilizada neste estudo , uma vez que no estndo de DELANEY et
alii (1975) observou-se, apos a adiciio de metionina, elevagdo do NPU para 84%.

A proteina de Saccharomyces carlshergensis teve seu indice de NPU
determinado por HERNANDEZ et alii (1985), a partir de ensaios biolégicos realizados
com ratos Wistar, encontrando que a dieta preparada com 10,3% de protefna de células
teve um NPU igual a 58%.

Quando comparados os indices nutricionais in vitre calculados pelo método

de OSER com aqueles determinados em experiéncias in vive, é constatado que a
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digestibilidade, o valor biologico € a utilizagiio liquida da proteina tiveram médias
ligeiramente inferiores para os indices obtidos por cdlculo. Esta diferenga de acordo
com SGARBIER! (1987) advém do uso da proteina de ovo integral como padrio, a
qual apresenta um excesso de amino4cidos essenciais principalmente os sulfurados, e
dessa forma tende a subestimar o valor bioldgico de grande nimero de proteinas,

- particularmente as que sa0 limitantes em aminoégcidos sulfurados.

TABELA 10. Digestibilidade aparente (Da), valor biolégico aparente (VBa) utilizagio
 liquida da proteina (NPUa) e quociente de eficiéncia protéica (PER) de ratos
f alimentados com dietas contendo 10% de proteinas de células integras de levedura
(CLI), células de levedura rompidas (CLR), concentrado protéico de levedura obtido
- com perclorato de sédio (CPP) caseina (CAS).

Tratamentos Da VBa NPUa PER
(%) (7o) (%)
CLI 82,664 85,290 70,48d 2,14b
+1.64 +3,76 +2.93 £0.12
CLR 83,36¢ 38.,02b 75,10¢ 2.16b
+1.32 +4.56 +3.41 +L16
CPP 89,13b 88,640 79,010 2.07b
+1,37 + 6,43 + $,95 +0,14
CAS 92,13a G2.47a 85,18a 3,27a
1,20 + 3,98 +3,50 4039
D.M. 0,88 3,99 3,85 0,26
C.V. (%) 0,55 2,43 2,68 5,93

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem ao nivel de 5% de significincia
.M. = desvic padro da média; C.V.= coeficiente de variagio.
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Quociente de eficiéncia protéica. O quociente de eficiéncia protéica (PER)
constitui um método bastante simples que permite medir e comparar a qualidade
protéica de diferentes proteinas, no entanto  as condicdes devem ser padronizadas: o
aporte energético deve ser suficiente, a taxa de proteina administrada na quantidade
adequada, assim como 08 demais nutrientes. A maioria dos pesquisadores trabalham
com niveis de 9-10% de proteinas na dieta como recomenda a AOAC (1975).

Na Tabela 10 observa-se que o quociente de eficiéncia protéica foi superior
para a caseina, quando comparado com as 3 preparacdes contendo proteinas de
levedura, ndo tendo havido diferenca significativa para o PER entre as dietas contendo
levedura.

Os valores de PER encontrados sfo semelhantes aos relatados por SEELEY
(1977), PER=2,2 para isolado protéico de levedura de panificagfio, livre de acidos
nucléicos e para células de levedura de cerveja desidratada, PER=2,0.

Tgualmente, JENKINS & MITCHELL (1989) em ensaio biologico realizado
com ratos Sprague Dawley, alimentados com dietas contendo 10% de proteinas
formecidas por autolisado de levedura , conseguiram um valor de PER de 66%
(expresso como porcentagem da proteina padrdo caseina). Da mesma forma os valores
de PER, registrados neste estudo variaram de 63 a 66% da caseina nos fratamentos
com levedura.

£ preciso analisar cuidadosamente os resultados das comparagdes com a
literatura, uma vez que existe grande variabilidade nos valores relatados, porque as
condigdes de ensaio podem ter sido distintas em consequéncia do uso de diferentes
linhagens ou espécies de levedura e sobretudo porque a literatura consultada, na sua
totalidade, usa o fator 6,25 para o caleulo da proteina. Como observado por ROLZ

(1990) qualquer comparagdo entre composigio quimica, bioquimica e valor nutricional
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de leveduras podem ser irrelevantes, se as condigbes nas quais foi obtida ndo séo

especificadas.

A Figura 8 ilustra a evolugdio ponderal de ratos alimentados com dietas
contendo 10% de proteinas fornecidas por células integras de levedura (CLI), células
de levedura rompidas (CLR), concentrado protéico obtido com perclorato (CPP) e
caseina (CAS). Observa-se que o ganho de peso para os tratamentos CLR, CLI e CPP
foi inferior ao ganho de peso na dieta com caseina embora a ingestio de proteina, para
os tratamentos CLR, CLI e CAS (1,55g/dia, 1,45g/dia e 1,44g/dia, respectivamente)
tenha sido estatisticamente igual (p < 0,05). Os animais alimentados com CPP tiveram

ingestio protéica menor (1,1g/dia).

|t CAS o frm-CLR gL i PP |

206G

80

160

140

120

100

PESO(g)

88

5C o
40 4

20 4+

e

0 7 14 21 28
DIAS

Figura 8. Curvas de crescimento de ratos alimentados com dietas contendo 10% de
proteinas fornecidas por células integras de levedura (CLI), células de levedura
rompidas (CLR), concentrado protéico de levedura obtido com perclorato de sédio

(CPP) e caseina (CAS).
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Energia absorvida. A medida do consumo da dieta e a coleta de fezes, por
§ um periodo de 10 dias, possibilitou o caleulo da energia consumida na dieta (EDC),
energia excretada nas fezes (EEF) e da energia absorvida (EA).

| Os dados da dieta consumida (DC), quantidade de fezes excretadas (QFE),
energia bruta da dieta (EBD), energia bruta fecal (EBF), energia da dieta consumida
(EDC), energia excretada nas fezes (EEF) e energia absorvida, estdo na Tabela 11.
Nio foram observadas diferencas estatisticamente significativas para as varidveis dieta
 consumida (DC), energia da dieta consumida (EDC) e energia absorvida (EA) dos
tratamentos CLL, CLR e CAS. Os resultados das médias das mesmas variaveis para o
concentrado protéico obtido com perclorato (CPP) foram sempre inferiores aos das trés
dietas anteriormente referidas.

Os grupos que apresentaram maiores quantidades de fezes excretadas (QFEye
portanto obtiveram médias aritméticas superiores para a energia excretada nas fezes
(EEF) foram o CLI e CLR. Para as varidveis QFE e EEF os grupos alimentados com
células de levedura, mostraram diferangas estatisticas em relacdo aqueles que
receberam dietas contendo concentrados protéicos de levedura e caseina, Comparando
os dados da Tabela 9 com os resultados da energia absorvida, constata-se que o
nitrogénio retido, afetou negativamente a utilizagio da energia no tratamento CPP.

BRADLEY & SAVAGE (1995) encontraram em pesquisas com aves que
células nfo autoclavadas, de Saccharomyces cerevisiae, quando adicionadas a dietas
isocaléricas e isoprotéicas, promovem um aumento da eficiénela de utilizagdo
energética das dietas com consequente reducdo da excregdo de energia bruta nas fezes.
Segundo os autores este fato pode ou néo estar relacionado com a atividade da fitase
presente nas células de levedura ativa. Neste sentido cabe ressaltar que embora as aves
e 0s ratos apresentem sistemas digestivos diferentes, as dietas com células integras de

levedura (CLI) e células de levedura rompidas (CLR) utilizadas nesta pesquisa,
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- apresentaram valores menores de energia bruta fecal, quando comparados com o

- concentrado protéico de levedura.

- TABELA 11. Dieta consumida (DC), quantidade de fezes excretadas (QFE), energia
'5 bruta da dieta (EBD), energia bruta fecal (EBF), energia da dieta consumida (EDC),
energia excretada nas fezes (EEF) e energia absorvida (EA) durante o balango
'~ nitrogenado de ratos alimentados com produtos a base de levedura e caseina.

indices CLI CLR CpPP CAS DM CV.
(%o)
DC(g) 151,634 151,22a 113,36 148,16a 17,54 6,71
+ 12,68 + 16,43 + 11,45 + 17,12
QFE(g) 13.38a 13,11a 8,18b 9. 10b 1,74 8,58
+ 1,52 +2.24 X £,99 + 1,44

EBD(Kcal/100g) 410,74d 418,79 41518 42277a 0,00 0,00
+0.00 + 0,00 + {LO0 + (4,00

EBF(Kcal/100g) 409,1lc 402,234 426,59a  415.37b 0,03 0,00

0,00 +0,01 £0.00 0,04

EDC(Kcal) 622,892  633,27a  470,64b 62636a 73,62 6,76
£52,10 +68,82 +47.56 +72.59

FEF(Kcal) 54,92a 54,92a 3491b  37,76b 7,01 8,40
+6,21 +898 4,24 +5,98

EA(Kcal) 567,97a  S580,55a  435,73b 588,60a 66,71 6,63
+46,29 + 60,36 % 43,86 % 66,82

Médias seguidas por lefras distintas na horizontal diferem a0 nivel de 5% de significancia.
DM Desvio padrio da média ; C.V= Coeficiente de variagiio
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4.6, Estudos de toxicidade subcrénica

Nos estudos de toxicidade subcrénica sio utilizados sempre dois niveis para a
proteina teste e para o padriio utilizado, neste ensaio foi registrado rigorosamente ©
consumo de alimentos, o que possibilita ter um diagnostico do desempenho da proteina
de levedura quando utilizada como tnica fonte de aminodcidos. O peso do animal
acompanhado semanalmente é um bom indicador da eficiéncia da proteina para
promover crescimento.

Os desequilibrios e inadequagdes da proteina contribuem para o surgimento
de modificacdes na composigdo quimica do organismo, portanto, pesquisando os
tecidos que compdem o orgdo, aliados s possiveis observagfes clinicas e exames
bioquimicos realizados no sangue e na urina, pode-se ter um bom perfil toxicoldgico da

proteina em experimenta¢&o.

4.6.1. Ganho de peso, consumo e quociente de eficicia alimentar

Na Figura 9 pode-se observar a curva de crescimento de ratos sacrificados
com 7 semanas que receberam dietas contendo niveis de 15 e 30% de caseina (CASLS
e CAS30) , células de levedura rompida (CLR15 e CLR30) e concentrado protéico
obtido com perclorato (CPP15 e CPP30). Verifica-se que os ratos que receberam
dietas contendo caseina mostraram um crescimento superior s preparagbes de
levedura, sendo que as dietas contendo células de levedura rompidas (CLRIS e
CLR30) apresentaram um desempenho de crescimento significativamente melhor que
as formulacdes CPP15 e CPP30. O ganho de peso (GP) apresentou a methor média
para o tratamento CAS30 seguido de CAS15 e CLRID.

E necessario ressaltar que durante as duas primeiras semanas de ensaio, 0s

animais alimentados com as dietas CLR15 e CLR30, apresentaram diarréia intensa,
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mesmo assim, ndo foi registrada perda de peso em nenhum dos 40 animais que
formaram os dois grupos, o que explica o ganho de peso semelhante ao dos ratos
alimentados com as preparagdes de CPP neste periodo. Apos este periodo critico os
animais sofreram uma adaptacéo a dieta e a excregéo fecal voltou a normalidade.

Este fato sugere que o aumento dos niveis protéicos das dietas foi
acompanhado de um acréscimo na quantidade de fibra final das dietas, devido a
presenga da parede celular das células de levedura rompidas. Varios autores

destacaram o efeito laxativo das fibras, ANDERSON & GUSTAFSON (1987) e
ROBERTFROID (1993).
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Figura 9. Curvas de crescimento de ratos sacrificados com 7 semanas em dietas
contendo niveis protéicos de 15 e 30% de caseina (CASIS CAS30), células de
levedura rompidas (CLR15 e CLR30) e concentrado protéico de levedura obtido com
perclorato (CPP15 e CPP30).
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Os dados referentes aos valores médios da dieta consumida, proteina
consumida, ganho de peso e quociente de eficiéneia alimentar, para ratos alimentados
durante 45 dias com dietas contendo 15 e 30% de proteina de levedura sfo
apresentados na Tabela 12.

Os ratos que receberam o tratamento CLR15, ingeriram maior quantidade de
dieta quando comparados com os demais tratamentos. Os animais alimentados com
dieta CPP30 consumiram apenas 23,17% da quantidade de dieta consumida pelo grupo
CLR15. Constatou-se que o aumento do teor de proteina ocasionou uma diminui¢do da
ingestio para todos os grupos, principalmente para 0s grupos CLR e CPP os quais
reduziram em 39% e 40% o consumo de proteina respectivamente.

De acordo com ANDERSON (1989) dietas hiperprotéicas podem inibir a
ingestdo de alimentos em consequéncia das mudancas plasmaticas e cerebrais dos
niveis de aminodcidos essencials em ratos. Por exemplo, foi observado que ratos
alimentados com dietas hiperprotéicas mostraram niveis plasmaticos elevados de
aminodcidos ramificados, que pode influenciar o mecanismo de contrele do apetite. As
mudangas provocadas no comportamento alimentar podem ocorrer de duas formas:

» De forma direta devido & elevagdo dos niveis de aminoacidos ramificados
livres no pool cerebral.

. Indiretamente, pelo bloqueio cerebral da elevagdo dos niveis de outros
aminodcidos (neutros) que utilizam o mesmo sistema carreador para alcangar a barreira
hematocefilica. A diminuigio da concentragio cerebral destes aminoacidos
compromete a Ingestdo uma vez gue servem como precursores para a sintese de
neurotransmissores envolvidos no controle do mecanismo da fome e da saciedade.

A diminuigdo no consumo de dieta no tratamento CLR30, quando confrontado
com a formulagio CLR1S, pode ter sido causada também pelo fato que o aumento do

teor protéico, traz consigo a consequente elevagio da quantidade de fibras da dieta. Em
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estudos realizados por CUMMINGS (1978) ¢ ELLIS & APLING (1981) foi

evidenciado que as fibras soliiveis retardam o esvaziamento do estomago, uma vez que

diminuem a acidez do suco gastrico, favorecendo assim a saciedade e levando a uma

sensagfo de plenitude por tempo maior.

TABELA 12. Dieta consumida (DC), proteina consumida (PC), ganho de peso (GP) ¢
quociente de eficiéncia alimentar (QEA) para ratos alimentados durante 45 dias com

dietas contendo 15 e 30% de proteina.

Tratamento DC PC GP QEA
(g) (g) ()
CASI13 806,09b 120,35d 212,03b 0,26bc
+ 28,72 +4,29 + 16,56 £0,02
CAS30 774,876 240,75a 225,63a 0,30b
+ 87,76 +27.27 + 15,76 + 0,04
CLR15 846,52a 130,79¢ 208,37b 0,25¢
+ 46,99 +7.26 £ 19,10 +0,03
CLR30 516,45¢ 150,85b 194,56¢ 0,38a
+31,35 £9,16 + 18,36 * 0,05
CPP15 311,97d 47,13fF 83,36d 0,27%¢
+47,79 £7.21 + 16,85 + 0,07
CPP30 196,17¢ 59,87¢ 72,54¢ 0,38a
+ 42,35 +12,93 +8.94 +0,05
D.M. 30,17 8,24 9,38 0,04
CV. (%) 3,96 4,15 3,56 7,24

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem ac nivel de 5% de significAncia

D.M.= Desvio da média
C. V.= Ceeficiente de variagio

B9



Nio foi observada diferenca significativa no consumo de dieta dos
tratamentos com caseina, uma vez que o grupo CAS30, teve uma redugdo de apenas
4% na variavel DC quando comparado com o grupo na dieta CASIS.

No que se refere a proteina consumida (PC), nota-se que 0s seis tratamentos
foram significativamente diferentes entre si ao nivel de 5% de probabilidade. Embora o
consumo de dieta tenha sido inferior nos grupos contendo 30% de proteina teste, foi
notada uma ingestdo de proteina maior por parte destes grupos quando comparados aos
de 15%. Segundo ANDERSON (1989), estudos tém sido realizados sobre a habilidade
do rato em regular a ingestio protéica no dia a dia. Nestes estudos, foram oferecidas
dietas diferindo apenas no contetido de proteinas e carboidratos. Uma das dietas
possuindo baixo teor de proteina e rica em carboidrato, a outra com alto teor protéico e
pobre em carboidrato. As dietas foram mantidas isocaléricas por substituigdo de
carboidratos por proteinas (ou vice-versa). Ambas dietas foram equilibradas com
respeito 2o teor de vitaminas, minerais e contendo uma densidade caldrica semelhante
porque o contetdo de gordura foi o mesmo para ambas.

Foi observado que os ratos, mesmo alimentados com dietas contendo até 65%
de protefnas, regularam sua ingestdo protéica a proporgdes constantes , que
correspondiam a 33% efou 35% da energia ingerida na dieta, portanto, quando a
ingestiio de energia se ajusta as necessidades caldricas do rato, a ingestdo de proteina
nio é afetada.

Em relagio ao quociente de eficiéncia alimentar (QEA) verifica-se que néo
houve diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos CLR30 e CPP30 uma vez
que mostraram médias aritméticas iguais e superiores aos demais tratamentos. A menor
média correspondeu a formulag@o CLR15, embora tenha mostrado diferenca

significativa em relagéo as dietas CAS15 e CPP15. Fste resultado demonstra que as
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dietas CLR30 e CPP30 foram capazes de promover um maior ganho de peso por grama
de dieta consumida durante o periodo de experimentacfio de 45 dias,

Observou-se que o crescimento dos ratos das dietas CPP15 e CPP30,
sacrificados com 13 semanas, foi bastante inferior ac crescimento dos ratos das
preparagdes 3 base de caseina e de células de levedura rompidas, além do que foi
constatada uma ligeira perda de peso para os grupos CPP15 e CPP30 por volta da nona
semana, o que pode ser methor visualizado na Figura 10. Cabe ressaltar que embora
tenham perdido peso, o grupo CPP30 teve uma pequena recuperagdo ponderal na 11
semana, a qual manteve até o final do experimento.

Resultados semelhantes aos aqui apresentados, foram obtidos por MARIATH
(1981), em que ratos Wistar alimentados com dietas contendo 25% de proteina isolada
de levedura de cerveja, sem redugdo do teor de Acidos nucléicos, mostraram um
crescimento menor quando confrontados com o grupo controle (caseina 25%).

A Tabela 13 mostra os valores de dieta consumida, proteina consumida,
ganho de peso e quociente de eficiéncia alimentar, para ratos alimentados durante 90
dias, correspondentes a cada um dos tratamentos. Observou-se que 08 grupos tratados
com casefna apresentaram um consumo de dieta superior, 08 grupos CLR15 e CLR30
fiveram um consumo mtermediario e os grupos CPP15 e CPP30 por sua vez, obtiveram
médias bastante inferiores. F oportuno destacar que o comportamento de consumo
alimentar ao final de 90 dias, diferiu daquele seguido pelos animais no fim de 45 dias
de experimentagfio, onde & medida que aumentava © teor de proteina na dieta 0
consumo era reduzido significativamente, portanto o nivel de proteina na dieta ndo
alterou o consumo de dieta para os tfratamentos com caseina e células de levedura
rompidas para ambos os niveis, apenas os tratamentos CPP1S e CPP30 mostraram
diferencas significativas (p < 0,05), traduzidas pela diminuicdo da ingestdo quando o

contetdo de proteina foi elevado para 30%. ANDERSON (1989) explica, este
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resultado argumentando que animais alimentados com dietas hiperprotéicas,
inicialmente apresentam uma depressdo da ingestdo, a qual volta rapidamente ao

normal, devido ao aumento da capacidade metabélica para catabolizar aminoacidos.
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Figura 10. Curva de crescimento de ratos sacrificados com 13 semanas que receberam
dietas contendo niveis protéicos de 15 e 30% de caseina (CAS15 CAS30), células de
levedura rompida (CLR15 e CLR30) e concentrado protéico de levedura obtido com
perclorato (CPP15 e CPP30).

No que se refere a proteina consumida, foi notado consumo maior para o
tratamento CAS30 e o menor consumo protéico correspondeu a formulagdo
CPP30. Para esta variavel verificou-se diferenca estatistica entre todos os tratamentos

a0 nivel de 5% de significancia.
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Como discutido anteriormente na Figura 10 o ganho de peso foi superior para
os preparados de caseina e inferior para os concentrados de levedura. Por outro lado 0
ganho de peso intragrupos tratados com CAS, CLR e CPP mostrou igualdade
estatistica (p < 0,05) mesmo tendo apresentado médias aritméticas diferentes.

O melthor quociente de eficdcia alimentar foi registrado para os ratos da
preparagio CPP30, jd os animais da dieta CPP15 apresentaram o menor indice, o qual

corresponden a 40% da média do tratamento CPP30 e a 57% do valor

TABELA 13. Dieta consumida (DC), proteina consumida (PC), ganho de peso (GP)
quociente de eficiéncia alimentar (QEA) para ratos alimentados durante 90 dias com
dietas contendo 15 e 30% de proteinas de produtos & base de levedura e caseina.

Tratamento bC PC GP QEA
CASI5 1.44191a 215,28¢ 303,56a 0,21b
+97,02 + 14,48 +19.92 +0.01
CAS030 1.424,72a 442 .66a 305,92a 0,22b
+ 91,67 128,48 £20.88 + 0,02
CLRI15 1.254,76b 193,86d 259,67b 0,21b
+ 60,55 £9.36 +19.04 +0,01
CLR30 1.229,50b 359,14b 255,05b 0,210
+ 52,55 %1535 +23,31 + 0,02
CPP15 753,24¢ 113,81e 86,40c 0,12¢
+25.53 +3.86 +35,16 0,01
CPP30 337,02d 102,86f 99,48¢c 0,30a
+26,12 +7.97 + 13,83 £0,05
D.M. 38,75 9,46 16,33 0,02
C.V. (%) 2,27 2,51 4,71 6,03

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem ac nivel de 5% de significdncia.
M.~ desvio padrio da média; C.V.= coeficiente de variagio
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alcancado pelo preparado de caseina com o mesmo nivel protéico, o que indica que o
tratamento CPP15 alcancou menor ganho de peso, por grama de dieta consumida.

Em investigacdo realizada em ratos que receberam dietas contendo 25% de proteinas
provenientes de isolado protéico de levedura de cervejaria e caseina, MARIATH
(1981) verificou respostas similares as observadas neste estudo, uma vez que oS
animais alimentados com isolado protéico de levedura durante 91 dias apresentaram
ganho de peso e quociente de eficacia alimentar inferior a caseina. Anﬁbos trabalhos
possuem um ponto em comum, qual seja extragfo protéica em condigdes alcalinas, o
que leva a considerar que este tratamento pode resultar em redugdo da
biodisponibilidade dos aminoacidos da proteina prejudicando assim o aproveitamento
bioldgico, que se reflete no ganho de peso e consequentemente no QEA. Em pesquisa
realizada com extracdo alcalina de proteina de Candida utilis ANCHOR et alil (1981)
verificaram um aumento da racemizagio de aminoacidos, formagéio de lisinoalanina ¢
diminuicio da lisina disponivel.

Quando se faz uma relagdo comparativa do consumo didrio de proteina
durante 45 e 90 dias como se vé na Figura 11, todos os tratamentos, com excessdo das
preparagbes CLR30 e CPP15, apresentaram uma diminuicdo significativa (p < 0,05} do
consumo protéico. Isto é devido ao declinio do requerimento protéico do rato com a
idade apdés o desmame, desta forma as necessidades nutricionais ao redor dos trés
meses de idade s3o consideravelmente menores do que a quantidade requerida durante

a fase mais ativa do crescimento, ROGERS (1979).
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Figura 11. Proteina consumida diariamente por ratos alimentados durante 45 e 90 dias
com dietas contendo 15 e 30% de proteinas de levedura obtidas por diferentes

tratamentos.

Cabe destacar que o consumo diario de proteina das dietas CPP15 e CPP30
oscilou entre 1,05 e 1,33 g/dia, o que ¢ muito semelhante ao consumo diario (1,09
g/dia) mostrado pelo grupo alimentado com dieta contendo 10% de concentrado
protéico de levedura obtido com perclorato de sodio durante 28 dias. E conhecido que
a deficiéncia de proteina resulta numa diminui¢do do consumo alimentar, do ganho de
peso, perda de pelos e pelos asperos (sem brilho), sintomas que foram detectados nos

animais das formulagdes CPP15 ¢ CPP30 para ambos periodos de ensaio.
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Na Figura 12 visualiza-se que o quociente de eficacia alimentar sofreu
também uma reducdo do tempo 45 para o tempo 90, que variou entre 20 a 56% para

todos os tratamentos.

@45 Dias
E90 Dias

0,4

1]
D

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15

0,1

0,05

Quociente de eficacia alimentar

CAS 15 CAS 30 CLR 15 CLR 30 CPP 15 CPP 30

Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Figura 12. Quociente de eficacia alimentar para ratos alimentados por periodos de 45 e
90 dias com dietas contendo 15 e 30% de proteina de levedura.

Estes resultados coincidem com os encontrados por COZZOLINO (1982),
que observou que em ensaios biologicos de longa duracdo com ratos ocorre
diminui¢do consideravel dos valores do quociente de eficacia alimentar, em fun¢do do

tempo.
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4.6.2. Influéncia de proteina de levedura em alguns indices bioquimicos,

determinados no soro sangiiineo e na urina de ratos Wistar

Niveis séricos de aminotransferases. Varios autores tém procurado
cotrelacionar as alteragfes nas atividades de enzimas teciduais e sangliineas com a
qualidade da proteina ingerida e a integridade morfolégica e funcional de alguns
orghios, ROGERS (1979); RINGLER & DABICH (1979); BRIGGS & OEHLME
(1980) ¢ HESSEL et alii (1996). |

A Tabela 14 relaciona os niveis sangliineos de aspartato aminotransferase
(AST) e alanina aminotransferase (ALT) em ratos Wistar, correspondente a cada um
dos tratamentos para ambos periodos (45 dias e 90 dias). Verificou-se que os niveis de
aspartato aminotransferase nos ratos sacrificados com 45 dias {AST45) mostraram uma
elevagio acima do normal nos tratamentos CAS15 e CAS30, os quais apresentaram
igualdade estatistica ao nivel de 5% de significancia. Os demais grupos mostraram
indices que encontram-se dentro da faixa de variagiio normal. Os animais alimentados
com as preparacdes CAS1S e CAS30, embora apresentassem um aumento anormal da
ASTas, nio apresentaram sinais clinicos de doenga, conservando portanto, a aparéncia
de ratos normais e saudaveis.

Na determinagio de aspartato aminotransferase para o tempo de 90 dias
(ASTo0) percebeu-se que houve diminuigdo dos niveis de atividade desta enzima, para
os tratamentos CAS e CLR nos dois niveis protéicos, por outro lado nos tratamentos
CPP15 e CPP30 observou-se um incremento dos niveis quando comparada com a
ASTis, valores estes que superam os limites de variagdo normal deste indice. Os ratos
do grupo CLR30 obtiveram o menor indice, porém estd dentro da faixa de variacfo

normal. De acardo com RAVEL (1995), em injtrias benignas de rins, figado e musculo
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TABELA 14. Niveis sanglineos de aspartato aminotransferase (AST) e alanina
aminotransferase (ALT) em ratos Wistar alimentados com dietas contendo 15 e 30%
de proteinas de levedura e caseina, por periodos de 45 e 90 dias.

Tratamento ASTas AL Tas ASToo Al Too
(U1 (U7 U/ (U/T)

ZERO 67,58 ¢ 18,34 d 67,58 b 18,34 ¢
+ 10,64 41,83 + 10,64 £1,83

CAS 15 91,08 a 32,13 ¢ 65,19 b 17.30 ¢
+2.64 +124 46,79 +3.82

CAS 30 93,64 a 32,74 ¢ 60,41 be 17,64 ¢
£1.64 +14.08 + 6,58 +2.97

CLR 15 71,76 ¢ 15,91 d 52,76 ¢d 11,28 d
13,26 30,98 +4.93 £2.31

CLR 30 71,39 ¢ 18,10 d 4936 d 9,50 d
+2.15 £1.27 + 6,94 3236

CPP 15 77,09 b 41,81 a 85,14 a 33,950
+ 6,69 +7.30 3 7.4 + 7,47

CPP 30 77,63 b 38,06 b 85,39 a 39,50 a
7,46 + 4,91 +12.65 +624
D.M. 4,89 2,91 19,01 4,94
CV. (%) 2.40 3,99 5,82 9,08

Mddias seguidas por letras distintas na vertical diferem entre si a0 nivel de 5% de significancia.
D M== desvio da média
C V. =coeficiente de variagio

esquelético, os niveis séricos de AST podem estar ligeira e/ou moderadamente
aumentados por periodos curtos de tempo, em alguns casos podem permanecer dentro

dos limites de referéncia considerados normais. O mesmo autor destaca um extenso
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grupo de doencas que s3o acompanhadas por elevacdes discretas e/ou moderadas dos
niveis de AST entre as guais se incluem hepatites agudas em fase de recuperagdo,
hepatite crénica, cirrose ativa, congestio passiva do figado, disfungbes hepaticas
induzidas por drogas, obstrugBes do ducto biliar extra-hepatico, mononucleose
infecciosa, na esteatose hepdtica, inflamagdo muscular (infecciosa ou ndo infecciosa),
infarto intestinal, pancreatitis agudas e hipotireoidismo.

Quando analisados os dados correspondentes 4 alanina aminotransferase com
45 dias {ALT4s) e com 90 dias (ALT90), nota-se que as dietas com caseina alcangaram
niveis de ALT4s discretamente acima do limite de referéncia normal. Os valores de
ALTas e ALToo, dos tratamentos CLR15 e CLR30 foram significativamente inferiores
(p < 0,05) aos niveis apresentados pelos tratamentos com caseina para ambos perfodos.
Contrariamente ao comportamento da ALT para os grupos que receberarm CLR, os
amimais alimentados com os concentrados protéicos de levedura (CPP1S e CPP30)
registraram médias superiores as preparagGes com caseina.

E importante destacar que houve uma redugo consideravel dos niveis de
ALToo para todos os tratamentos quando confrontado com os resultados obtidos aos 45
dias (ALT4s) . Segundo LIMA et alii (1989), como a ALT existe em maior quantidade
no hepatdcito do que em outros tecidos, o seu aumento, MEsMO ndo sendo maior que ©
da AST, possui um maior significado clinico como sinal de lesfio hepética.

Os niveis de ALT estdo elevados geralmente no mesmo grau ¢ frequéncia que
a AST na hepatite viral, mononucleose infecciosa e na injtiria celular hepética induzida
por drogas. A ALT, tem sido usada predominantemente para ajudar a confirmar a
origem hepatica de um aumento da AST, RAVEL (1995).

De acordo com os autores acima citados a relagiio AST/ALT pode dar uma
idéia do grau de lesio do hepatocito. A relagdo inferior a 1,0, sugere lesdo

citoplasmética do hepatécito (hepatite infecciosa aguda, mononucleose infecciosa,
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obstrucBes extra-hepéticas) e quando igual ou superior a 1,0 revela lesbes
citoplasmaticas e mitocondriais do hepatdcito (cirrose, esteatose, injurias produzidas
por drogas, hepatite cronica). As informagdes esclarecedoras destes dois autores no
caso dos tratamentos que apresentaram um aumento concomitante de ambas
aminotransferases, permitem sugerir a possibilidade de que os animais destes grupos
apresentem lesdes citoplasmatica e/ou mitocondrial do hepatdcito, visto que a relagdo
AST/ALT variou entre 1,84 ¢ 2,8,

Com respeito a diminuicdo dos valores de AST9 e ALToo nos grupos
alimentados com as preparagdes CLRI5 e CLR30, BELDA (1977} explica que o0s
niveis de AST e ALT diminuem em fun¢io da quantidade de proteina da ragdo , sendo
esta reduclo mais visivel em ratos, alimentados com proteinas limitantes em
metionina.

Na busca da causa do aumento da atividade das aminotransferases para oS
tratamentos CPP15 e CPP30 aos 45 e 90 dias vérios trabalhos foram consultados
ROGERS (1979); MOURA (1986); NAYAK (1987) e VIJAYALAKSHMI &
MOTLAG (1990 e 1992) o que permitiu especular que a elevagiio dos niveis séricos
destas enzimas possa ser devida a:

. Ingestdo qualitativa e quantitativa inadequada de proteinas que
provocaram um desequilibrio nutricional, o qual por sua vez ocastonou modificagdes
estruturais e funcionais do figado.

. A lesio de mitocondrias hepéticas por residuo de perclorato que possa ter

ficado como contaminante no concentrado protéico.

Niveis séricos e urinirios de creatinina. Os resultados dos niveis
sangiiineos e urinarios de creatinina (CR) em ratos Wistar alimentados durante 45 e 90

dias, com dietas contendo 15 e 30% de proteina de levedura e caseina encontram-se
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relacionados na Tabela 15. Foi notado que os maiores niveis de creatinina no 50ro
sangiifneo aos 45 dias (CRS45) foram encontrados nas dietas CAS30 e CAS15 (iguais
estatisticamente p < 0,05). Médias intermediarias foram apresentadas pelos grupos
(CLR15 e CLR30). Os menores valores foram obtidos para os ratos do grupo Zero
(recém desmamados), embora os grupos CPP15 e CPP30 apresentassem médias
aritméticas superiores ao grupo Zero, estes trés tratamentos foram iguais
estatisticamente ao nivel de 5% de significAncia. Nas amostras de creatinina no soro
sangiifneo aos 90 dias (CRSwo) verificou-se que houve uma redugdo dos indices para os
grupos CAS15 ¢ CAS30 de aproximadamente 59%, quando confrontados com 0§
resultados dos mesmos tratamentos aos 45 dias. Os animais fratados com as dietas
CLR15, CLR30, CPP15 e CPP30, apresentaram resultados opostos aos obtidos pelas
dietas contendo caseina, uma vez que os indices de CRSgo apresentaram aumentos de
54, 53, 68 ¢ 59%, respectivamente.

No caso das determinagdes de creatinina na urina para os tempos 45 dias
(CRUs5) e 90 dias (CRUso) detecta-se que todos os fratamentos mostraram igualdade
estatistica (p < 0,05) para a variavel CRUss. De modo geral percebe-se reducio
consideravel dos niveis de creatinina urinaria dos 45 dias para 90 dias em todos os
tratamentos, excetuando as preparagdes CPP15 e CPP30, que apresentaram uma
elevacio dos teores de creatinina urinria de 20 e 33%, respectivamente.

Os valores de creatinina no soro sangilineo para ambos 0s tempos, encontram-
se acima dos limites de referéncia normal para todos os tratamentos. Por outro lado as
médias encontradas neste estudo para a varidvel creatinina urindria, coincidem com os
resultados obtidos por MARIATH (1981), uma vez que tanto nos estudos com 28 e 91
dias, utilizando dietas contendo 10 e 25% de isolado protéico de levedura e caseina,

encontrou-se que a excre¢io de creatinina diminuiu ao longo do tempo nos ratos
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. TABELA 15. Niveis sangiineos e urindrios de creatinina (CR) em ratos Wistar
" alimentados durante 45 e 90 dias, com dietas contendo 15 e 30% de proteinas de

levedura e caseina.

Tratamento CRS4s CRS90 CRU45 CRUbo9o
(mg/dL) {mg/dL) (g/L) (g/L)
ZEROG 0,90 ¢ 0,90 ¢ nd n.d
£0,05 + .05
CAS15S 2,49 a 1,03 ¢ 1,352 1,05b
+0.14 + 0,04 +0.27 +0,29
CAS30 2,54 a 1,04 ¢ 1.50a 0,93 b
+0.20 +0,13 £ 0,41 £ 0,12
CLE15 1,40 b 2.15a i,iba 1,09 b
+0,13 +0,09 +0.11 +0,47
CLR30 1,35 b 2,06 a 1,26 a 1,29 ab
+0,11 +0,13 + 1,04 +0,50
CPP15 1,03 ¢ 1,73 ab 1,47 a 1,76 a
+0,03 + 0,85 +0.58 £0,78
CPP30 1,00 ¢ 1,59 b 1,28 a 1,70 a
+0,10 +0.30 +0.37 +0,55
DML 0,19 0,43 0,35 0,59
CV.{%) 4,74 11,19 10,69 18,47

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem enwre si ao nivel de 5% de signicéneia.

3. M= desvio da média; C.V.= coeficiente de variagho

Valores normais de creatinina sérica: 0,20 - 0,80 mg/dl, (HARKNESS, 1993)

CRS4S: Niveis de creatinina no soro sangliineo apos 45 dias de gnsaio
CRSO0: Niveis de creatinina no soro sangiiines apos %0 dias de ensaio

CRUM4S: Niveis de creatinina na urina apés 45 dias de ensaio
CRLIGO: Niveis de creatinina na urina apés 90 dias de ensaio

n.d: ndc determinado



alimentados com caseina e aumentou para os fratamentos com isolado protéico de
levedura.

Segundo KOPPLE (1989) os niveis de creatinina sérica por si sO ndo avaliam
de forma eficiente a funcfio renal, para tanto o diagndstico defimitivo pode ser dado
quando os resultados de creatinina sdo associados & ingestio protéica e uréia sangiinea
¢ urinaria.

A reducdo nos niveis de creatinina urindria dos 45 dias para 90 dias, nos
tratamentos com caseina e CLR, é justificado com base em RAVEL (1995) mostrando
que a excregdo da creatinina diminui com a idade. Por outro lado MUNRO & CRIM
(1989) afirmam que a excregio de creatinina tem sido ufilizada também como uma
medida para avaliar a deplecdo muscular, uma vez que se assume que o teor de
creatinina no mdasculo € praticamente constante.

De acordo com MOTTA (1989) a diminui¢io da filtragdo glomerular €
caracterizada por elevagio dos niveis plasmdticos, com a consequente redugdo da
excrecdo urindria.

O aumento nos niveis de creatinina ocorreu de forma concomitante na urina e
no sangue dos ratos alimentados com concentrado protéico de levedura obtido com
perclorato (CPP). Portanto os dados encontrados sugerem depleg¢fio muscular, produto
da baixa ingestdo protéica apresentada pelos grupos tratados com dietas CPP15 ¢
CPP30. Isto porque, mesmo que 2 andlise de aminodcidos tenha apresentado
adequacio quantitativa com o padrdo FAQ/WHO/UNU (1985), provavelmente os
aminoacidos presentes podem ndo estar 100% biodisponivel. Sendo assim redugdo da
biodisponibilidade da lisina para o concentrado protéico de levedura e uma possivel
inadequacgdo da metionina disponivel, poderiam causar uma mobilizacio destes
aminoacidos das reservas musculares para preservar a sintese protéica enddgena, fato

este que estaria caracterizado pela elevago da creatinina sérica e urindria. Portanto, a
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hipotese de uma possivel redugfo da velocidade de filtragio glomerular fica

descartada.

Niveis sangiiineos e urindrios de uréia. Os resultados da Tabela 16
demonstram que a qualidade e quantidade das proteinas néo influenciaram
estatisticamente os niveis sangliineos de uréia com 45 dias (URS4s) nos tratamentos
Zero, CAS15, CAS30, CLRIS, e CLR30. Os tratamentos CPP15 e CPP30
apresentaram o5 menores valores, porém os resultados de todos o0s tratamentos
encontram-se dentro dos limites de referéncia normal para ratos albinos sadios
(5,0 -29,0 mg/dl. ), MITRUKA & RAWNSLEY (1981).

O aumento do teor de proteina da dieta nas dietas com caseina, causou uma
elevaciio da taxa de URSeo0 de aproximadamente 43%, resultado que apresentou uma
diferenca estatistica ao nivel de 5% de significAncia para os grupos CAS15 e CAS30.
Os tratamentos com células de levedura rompidas , também mostraram um discreto
aumento no indice de URSe em funciio do aumento do contetido protéico da dieta,
mesmo assim as médias foram estatisticamente iguais. O conteddo protéico das dietas
CPP15 e CPP30 ndo provocou mudangas considerdveis nos niveis de URS9o, no
entanto observou-se uma redugdo de aproximadamente 16% na taxa de uréia sangiiinea
da coleta realizada com 45 dias , para as amostras tomadas aos 90 dias . De acordo
com LOWE et alii (1985) a reducdo da ingestio alimentar provoca diminuicdo da taxa
de uréia sangliinea.

O aumento dos niveis sangiiineos de uréia aos 90 dias, sugere que esta
elevaciio possa ter sido provocada pelo excesso de ingestdo protéica ¢ pela idade mais

avancada dos ratos neste periodo, RAVEL (1995).
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TABELA 16. Niveis sangiiineos e urinarios de uréia (UR) em ratos Wistar alimentados
. com dietas contendo 15 e 30% de proteina de levedura e caseina durante 45 e 90 dias.

Tratamento URS4s URSs90 URUss URUso
(mg/dL) {mg/dL.) (mg/24h) (mg/24h}
ZERO 12,48 ab 12,48 d n.d. n.d.
+ 1,62 + 1,62
CASR15 13,13 a 26,84 b 14,48 b 27,50 b
£0,89 +£5.03 £ 2,60 +9.6%
CAR30 14,89 a 47,39 a3 55,49 a 58,16 a
£2.31 + 837 +14,93 +12,31
CLRI15 13,953 14,73 cd 18,04 b 11,65 ¢
+ 2.66 +4.12 £3.69 +2.46
CLR30 14,43 a 17,23 ¢ 18,86 Db 27.88b
£ 1,51 +3.60 + 269 +1,37
CPPI15 9,16 ¢ 7,81¢ 16,78 b 27,76 b
+3.24 £1.22 4,75 +3.44
CPP30 9,34 bc 7.89 ¢ 17,47 b 28,64 b
+3.29 +1.23 £7.67 & 4,25
D.M. 3,29 3,43 7,24 7,63
CV.(%) 10,22 6,91 12,51 10,24

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem entre si ao nivel de 5% de significincia.
.M.~ desvio da média; C.V.= coeficiente de variagdo

Valores normais de uréia sérica: 5,0 - 29,0 mg/fdL (MITRUKA & RAWNSLEY , 1981}
15,0 - 21,0 mg/dL (HARKNESS , 1993}

URS45: niveis de uréia no soro sangiiineo apos 45 dias de ensaio

UIRSS0: Niveis de urédia no soro sangiines apds 90 dias de ensaio

URLJ45: Niveis de uréia na urina apds 45 dias de ensaio

LIRUY0; Niveis de uréia na uring apds 90 dias de ensaio

n.d.: nfio determinado

A excrecdio urindria de uréia foi superior no grupo CAS30 para ambos

periodos quando comparada com 0S demais grupos, cujas médias aritméticas, embora
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diferentes, ndo revelaram significdncia estatistica, excetuando o grupo CLR, que
obteve média significativamente inferior para as amostras URUoo.

Foi observado ao longo do tempo, um aumento dos niveis de uréia urindria
para todos os grupos. Comportamento contrario ao mencionado anteriormente foi
verificado apenas para a preparagdo CLRIS.

Alteragdes no metabolismo das proteinas, estimulados por aumentos ou
reducBes na ingestio protéica alteram o teor de uréia sangiiinea. Estas alteracBes séo
detectadas facilmente pela medida de excregdo de uréia urinéria. Deste, modo, dieta
rica em proteinas, febre e estresse, podem elevar os niveis de uréia por aumentarem o
catabolismo protéico, teores reduzidos sdo encontrados em periodos de baixa ingestdo
de proteinas ou de aumento de sintese protéica, MOTTA (1989).

As reducSes das taxas sangiiineas e / ou urindrias podem estar associadas
também a doencas hepaticas, LIMA (1989), fato que pode explicar os resultados
sangiifineos encontrados para as amostras CPP e a diminuicdo da excrecdo urindria
apresentada pelo grupo CLR135.

Contrariamente aos resultados observados nesta pesquisa HERNANDEZ-
ROSALES et alii (1985) encontraram que ratos alimentados com dietas contendo 21%
de proteina de Candida wtilis apresentaram taxas inferiores de uréia para a caseina e
superiores para a protefna de levedura apbs 30 dias de ensaio. Por oufro lado
verificaram que a uréia sérica continuou aumentando nos animais tratados com
levedura aos 60 dias do perfodo experimental. Associados a estes indices bioguimicos,
os grupos alimentados com a biomassa de levedura apresentaram mudangas
morfolégicas significativas no sistema excretor renal, as quais incluiam dilatagbes dos

tibulos e calcificagBes microscdpicas, detectadas através de estudos histologicos.
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Niveis sangilineos e urindrios de dcido drico. A Tabela 17 apresenta 0s
niveis sangiiineos e urindrios de é&cido urico em ratos Wistar para cada tratamento
estudado.

Constatou-se que os niveis séricos de 4cido drico (AUS) apresentaram valores
normais para todos os tratamentos durante ambos periodos experimentais.

A variavel AUS4s foi superior para a formulagio CLR30, os valores inferiores
corresponderam aos grupos CASLI5 e Zero, 0s ouiros grupos alcangaram médias
aritméticas intermedidrias e iguais estatisticamente entre si (p < 0,05). Neste sentido
acredita-se que as maiores taxas séricas de 4cido Grico observadas pelo grupo CLR30,
advém do maior teor de acidos nucléicos fornecidos por esta formulagio, uma vez que
a diminuicdo do consumo protéico verificada dos 45 dias para 90 dias, foi
acompanhada de uma reducfo dos niveis de AUS.

Os resultados de AUSso foram estatisticamente iguais para os tratamentos
CAS15, CAS30, CPP15S e CPP30. Os indices séricos de acido drico obtidos néo
sugerem a presenca de doengas renais. Segundo MOTTA (1989) niveis séricos
elevados de acido trico sio encontrados apos a ingestio de dietas ricas em purinas ou
em consequéncia de uma drastica redugdo na ingestdo dietética total, resultando em
aumento do desdobramento tecidual.

Os resultados encontrados confirmam os dados obtidos por WASLIEN et alii
{1970), os quais verificaram um aumento no teor plasmatico de 4cido Urico € na
excrecdo urinaria apds ingestdo de dietas hiperprotéicas & base de leveduras.

POO & MILLAN (1990) verificaram respostas opostas as constatadas neste
ensaio, j4 que a ingestdo de dietas contendo 24% de proteinas de Saccharomyces
carlsbergensis, nio modificaram os niveis de acido Grico plasmitico em aves.

Com relagfio a excre¢dio urindria de acido Grico (AUU) nota-se que as dietas

preparadas com proteinas de levedura apresentaram niveis de AUUss superiores a
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3 '1ABELA 17. Niveis sangiiineos e urinarios de 4cido arico (AU} em ratos Wistar
ahmentados com preparacdes contendo 15 ¢ 30% de proteinas de levedura ¢ caseina

~ porperiodos de 45 ¢ 90 dias.

Tratamento AUSas AUSe0 AtJUss AUUso
{mg/dL) (mg/dL) {mg/24h) (mg/24h)}
ZERO 1,45¢ 1,45d n.d nd
£0,58 +0.58
CAS15 1,65¢ 2,14 ¢ 34,84 d 91,53 ab
+£0,69 +0.25 + 847 +3.42
CAS30 2,89 b 2,14 ¢ 47,23 ¢ 79,20 ab
+0,3] +0.30 +7.82 +2.02
CLR15 3,12 b 335a 52,07 be 106,89 ab
+0,55 +0,52 + 13,89 +72.41
CLR30 536a 2,84 b 82,32 a 114,58 a
+1.89 +0,18 +9,46 + 5,63
CPP15 2,19 be 2,52 be 57,26 b 5941 b
+ 038 = 0,73 +1.84 +4.51
CPP30 2,21 be 2,18 ¢ 82,76 a 97,62 ab
+0,57 +0,59 £2,74 + 15,00
DM. 1,06 0,45 8,35 50,03
CV. (%) 15,16 7,41 5,71 22,20

Medias seguidas por letras distintas na vertical diferem entre si ao nivel de 5% de significncia
.M.~ desvic padriio da média; C.V.= coeficiente de variaglio

Valores normais de acido Grico sangiineo: 1,20 -7, 50 mg/dL (MITRUKA & RAWNSLEY ., 1981)
ALJS45: Niveis de cido frico no soro sangilineo apos 45 dias de ensaio

AUS90: Niveis de acido firico no soro sangiiineo apds 90 dias de ensyic

AULIAS: Niveis de 4cido firico na urina apés 45 dias de ensaio

ALIUO0: Niveis de Acido trico na urina apés 90 dias de ensaio

n.d: nfo determinado
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caseina. Os tratamentos CPP15 e CPP30 apresentaram médias que superaram em 43%
os valores de excrecfo da dieta CAS30.

. O aumento dos niveis de dcido trico para os tratamentos com células de
' levedura rompida foram ocasionados provavelmente pela degradagdo dos acidos
nucléicos que foram consumidos juntamente com a dieta. A elevagio dos niveis de
scido frico no tratamento CPP30 pode ser de origem enddgena, uma vez que o
concentrado protéico sofreu redugfio quimica do teor de acido riboruciéico. Varios
autores sugerirém que o 4cido trico enddgeno serfa formado a partir da hipoxantina do
4cido inosinico presente no tecido muscular, MOURA (1986); MUNRO & CRIM
(1989) e RAVEL (1995).

A excrecfio urindria continuou a elevar-se para todos os tratamentos na
tomada de amostra com 90 dias. A excregfio de AUUoo foi superior para a dieta
CLR30 e inferior para o tratamento CPP15, as quais foram diferentes estatisticamente
( p < 0,05 ). Os demais tratamentos tiveram médias intermediarias e iguais, ao nivel de
5% de probabilidade . De acordo com SARWAR et alii (1986) a ingestio de dietas
contendo 20% de proteinas provenientes de levedura ( Candida wiilis € Saccharomyces
cerevisiae ) resultaram no aumento do volume de urina (3,5 vezes) ¢ na elevagio dos
niveis de alantoina plasmética e urinaria (2,5 vezes) quando comparados com 08
valores da caseina.

O aumento dos niveis de AUUso nos tratamentos com caseina e concentrado
protéico de levedura para faxas proximas das alcangadas pelo tratamento CLR30 ,
reforcam a hipdtese de estar ocorrendo elevada sintese enddgena de acido trico atraves

do metabolismo tissular.
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4.6.3. Resultados da andlise de orgéos

Figado. O figado ¢ um orgdo de vital importancia no metabolismo de
proteinas porque € no figado que ocorre a desaminagio dos aminodcidos, formagio de
uréia para a remogdo da amoOmia dos lquidos orgnicos, formagio das proteinas
plasmaticas e interconversdes entre 0s diferentes aminodcidos e outros compostos
importantes para 0s processos metabolicos do organismo. Portanto, € muito susceptivel
a injtrias causadas por desequilibrios nutricionais, principalmente pelo consumo de
proteinas de baixa qualidade ou quantidade, insuficiente.

| Os resultados mostrados na Tabela 18 evidenciam que 08 ratos alimentados
com caseina 30% durante 45 dias (PFigas) apresentaram um figado de maior peso. A
menor média do ensaio corresponden & dieta CPP30. Apenas os tratamentos com
células de levedura rompidas no niveis 15 e 30% apresertaram igualdade estatistica.

O peso do figado expresso como percentagem do peso corporal (%Fig) para
ratos sacrificados aos 45 dias de experimento mostrou qué as formulacbes preparadas
com caseina (15 e 30%) alcancaram médias superiores e estatisticamente diferentes
(p < 0,05) quando comparadas com 03 OUtros tratamentos. A média inferior da varidvel
%Fig correspondeu a dieta CPP30. Por outro lado, os grupos com células rompidas
para ambos nivels protéicos apresentaram médias intermediarias, porém
estatisticamente diferentes entre si. Estes resultados sio concordantes com os dados
encontrados por ROBBINS & SEELEY (1977) que registraram um aumento da relagio
figado/ peso corporal (%) quando o teor de células de levedura na dieta era elevado.

Aos 90 dias de ensaio a maior média para a varidvel peso de figado (PFign)
continuou a ser do tratamenfo com caseina 30%, o menor peso de figado correspondeu

ao concentrado protéico de levedura, dieta com 15% de proteina (CPP15).
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TABELA 18 Peso de figado { PFig} e percentagem de figado em relagdo ao peso
corporal (%Fig) de ratos que receberam durante 45 e 90 dias dietas contendo 15 e 30
% de proteinas de levedura e caseina.

Tratamento Pfigds % Figss PFigoo %oFigoo
(g) (%) (g) (%)
ZERO 1,92 f 3.624d 192 f 3.62 a
+ 4,27 + 4,28 +0,27 + (3,28
CAS15 11,70 b 438 a 12,43 b 3,46 b
) +1.53 + 0,47 + 0,92 +0.23
CAS30 12.25 a 4,36 a 13,12 a 3,63 a
+{(,63 + 3,29 + 1,58 +0.32
CLR15 10,24 ¢ 3,96 ¢ 9.86 ¢ 3,17d
+ 1,19 +0,35 = 1.79 + 048
CLR30 10,23 ¢ 4,17 b 10,18 ¢ 3,34 ¢
+ 097 0,13 + 0,98 + 0,38
CPP15 538 d 3.95¢ 4.41e 3,174d
+ (3,69 + 3,16 + {324 +14,13
CPP30 473 ¢ 377d 5,514 3,39 be
+ 01,46 +0.23 +{0,73 +1.34
D.M. 0,54 0,16 0,57 0.12
C.V. (%) 4,04 2,42 4725 2,19

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem entre si a0 nivel de 5% de st gnificincia
.M. = desvio padriio da média; C.V.~ coeficiente de variaggo

PFigd5: Peso do figado aos 45 dias
9:Figd5: Percentagem de figado em relaglio 2o peso corporal aos 45 dias

PFigh0: Peso de figade aos 50 dias
54 Fig90; Percentagem de figado em relagiio a0 peso corporal aos 90 dias

No decorrer do experimento foi detectada uma diminuigdo do peso do figado

nos tratamentos CLR15 ¢ CPP15 de 3,7% e 18%, respectivamente. Este resultado, a
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principio pode ser interpretado como uma alteragdo da sintese protéica hepatica
ocasionada pelo aporte inadequado de aminoécidos essenciais.
A percentagem de figado em relagdo ao peso corporal aos 90 dias (% Fig 90) mostrou
uma reducdo com valores semelhantes para todos os tratamentos, sendo que com
excecdo do tratamento CAS30, as demais formulagdes obtiveram valores inferiores ao
grupo Zero.

A relacdo comparativa da percentagem de figado em relacdo ao peso corporal
(% Fig) durante 45 e 90 dias, correspondente a cada um dos tratamentos pode ser

melhor visualizada na Figura 13. Percebe-se que o tempo e o teor protéico da dieta

m45 Dias
45 = . E190 Dias

% Figado em relagdo ao peso corporal

CAS 15 CAS 30 CLR 16 CLR 30 CPP 15 CPP 30

Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significéncia.

Figura 13. Percentagem de figado em relag@o ao peso corporal (% Fig) de ratos Wistar
que receberam dietas durante 45 e 90 dias contendo 15 e 30% de proteinas de levedura

e caseina.
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influenciaram significativamente esta variavel, visto que no decorrer do tempo houve
um visivel decréscimo desta relaciio e as dietas contendo 30% de proteinas registraram
média superiores.

Os dados de lipidios totais (LTF) e proteinas totais (PTF) de figado de ratos
Wistar que receberam dietas contendo 15 e 30% de proteina de levedura e caseina
durante 45 e 90 dias sdo apresentados na Tabela 19. Observa-se que a proteina de
levedura de cervejaria ocasionou aumento dos niveis de gordura hepdtica ¢
consequente reducio do teor de proteina no orgdo em ambos periodos de tempo.

Na Figura 14 pode-se constatar que o teor de lipidios totais aumentou ao

longo do tempo para todos os grupos, porem o aumento dos LTF4s para o LTF90, ndo
foi significativo  (p < 0,05), no entanto os grupos alimentados com proteinas de
levedura mostraram médias superiores e estatisticamente diferentes.
O maior contetido de lipidios hepatico acumulados no decorrer do ensaio pertenceram
aos grupos CPP15 e CPP30. Estes dados foram compativeis com os encontrados por
JENKINS & MITCHELL (1989), os quais mostraram aumento da quantidade de
lipidios a nivel hepético em ratos alimentados com autolisado de levedura.

Sabe-se que dietas deficientes em colina, dcido pantoténico, protefnas ou
aminodcidos como a treonina, histidina ou metionina causam rigidez, amarelamento e
distensdio de hepatdcitos, ocasionados por actimulo de gordura, ROGERS (1979);
CHURCH & POND (1988).

0O elevado aumento dos lipidios hepéticos nos tratamentos aliado & coloragio
castanho-amarelada do figado nos ratos alimentados com as dietas CLR e CPP aos 90
dias, caracterizam a presenga de esteatose hepética.

A percentagem de proteinas totais em figado de ratos alimentados contendo
15 e 30% de proteinas de levedura de cervejaria e caseina durante 45 ¢ 90 dias pode

ser visualizada na Figura 15. Observa-se que os tratamentos CAS30, CLR15, CLR30,
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TABELA 19 - Lipidios totais no figado (LTF) e proteinas totais no figado (PTF) de
ratos Wistar que receberam dietas contendo 15 e 30% de proteina de levedura e
caseina durante 45 e 90 dias.

Tratamento 1. TFa4s PTFss LTFoeo PTFog
(%) (%) (% ) (%)
ZERO 4,56 b 2379 ¢ 4,56 ¢ 23,79 ¢
+0.03 + 0,24 + 0,03 +0.24
CASIS 490D 26,30 cd 5,36 ¢C 27,15 ab
£ 0,10 + 8,43 + 3,31 + 0,26
CAS30 5,09b 30,54 a 5,52 ¢ 28,38 a
+0,05 + 0,84 0,77 £0.60
CLR1S 7,08 a 25,93 ¢d 11,05b 22,94 ¢
40,19 £ 0,15 +0,75 +1,61
CLR30 7,11 a 28,19 b 9,02 b 26,46 b
4+ 4,43 + .62 48,21 +0.44
CPP15 7,60 a 24.95 de 16,91 a 18,47 d
+ 0,43 £0,05 +0.24 £0.45
CPP30 7.86 a 26,78 be [7,48 a 18,43 d
+0.21 +0.25 + 1,61 £0.84
D.M. 0,90 1,45 2,82 1,24
C.V. (%) 1,99 0,76 3,93 0,73

Medias seguidas por letras distintas na vertical diferem entye si ao nivel de 5% de significincia.
.M. = desvio padriio da média; C.V.= coeficiente de variacio.

1'TF4s: Percentagem de lipidios totais no figado de ratos Wistar com 43 dias de ensaio

PTF45: Percentagem de proteinas totais no figado de ratos Wistar com 45 dias de ensaio

. TF90: Percentagem de Epidios totais no figado de ratos Wistar aos 90 dias de ensaio

PTF90: Percentagem de proteinas totais no figado de ratos Wistar aos 90 dias de ensaio
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[ 45 Dias
18 a E 90 Dias

% Lipidios totais

CAS 15 CAS 30 CLR 15 CLR 30 CPP 15 CPP 30

Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Figura 14. Percentagem de lipidios totais em figados de ratos Wistar alimentados com
dietas contendo 15 e 30% de proteina de levedura de cervejaria e caseina durante 45 e

90 dias.

CPP15 e CPP30 mostraram diminui¢do dos niveis protéicos hepaticos de um periodo
para outro de forma significativa (p < 0,05). A redugio dos niveis protéicos do figado
dos grupos CPP15 e CPP30 foi consideravelmente maior do que os demais grupos,
cujas médias aritméticas foram inferiores ao grupo Zero. Este resultado sugere
diminui¢do da sintese protéica apés o 450 dia em fun¢do do aumento dos lipidios
hepaticos, porém esta diminui¢do parece estar mais acentuada nos grupos em dietas a

base de concentrado protéico de levedura devido a ingestdo inferior apresentada por

eles.
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Segundo WIDDOWSON (1989) em estados severos de desnutri¢do, ocorrem
perdas de algumas proteinas hepaticas ocasionandas pela diminui¢do do contetdo de

RNA e diminui¢do do nimero de células .

[45 Dias
35 E90 Dias

30

25

20

15

% Proteinas totais

10

CAS 15 CAS 30 CLR 15 CLR 30 CPP 15 CPP 30

Tratamentos

Meédias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Figura 15. Percentagem de proteinas totais em figados de ratos Wistar alimentados
com dietas contendo 15 e 30% de proteinas de levedura de cervejaria e caseina durante

45 e 90 dias.

Rins. Os dados de peso de rins (PRim) e percentagem de rins em relagdo ao
peso (% Rim) para cada um dos tratamentos estdo registrados na Tabela 20.

A formulagdo CAS30 alcangou as maiores médias para a variavel PRim para
ambos tempos de ensaio quando comparadas com as outras dietas. O menor valor

correspondeu ao grupo Zero. O teor de proteina da dieta ndo afetou o peso do rim dos
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ratamentos CLR15 e CLR30 nos dois tempos da experiéncia. Das proteinas testes oS

grupos CPP30 (45 dias) e CPP15 (90 dias) mostraram um desempenho inadequado

para o PRim.

TABELA 20. Peso de rins (Prim) ¢ % de rins em relagdo ao peso corporal (% Rim) de
. ratos submetidos ao consumo de dietas contendo 15 e 30% de proteinas de levedura e

. caseina por periodos de 45 ¢ 90 dias.

Tratamentos PRim 45 %Rim 45 PRim 90 %6Rim 90
(e (g
ZERO 0,57 1,07a 0,57 f 1,07 a
+ 4,03 + 0,034 £ 0,05 + (1,04
CAS15 1,63 ¢ 0,61 d 2,09b 0,58 d
+ 0,14 + 0,05 +0,12 + 0,03
CAS30 2,04 a 0,73 b 2,40 a 0,66 b
0,17 +0,04 £0.27 +0.05
CLR15 1,74 b 0,68 ¢ 1.83 ¢ 0,59 d
+ (3,13 +0.05 0,14 + ({13
CLR30 1,72 b 0,70 be 1,89 ¢ 0,62 ¢
+0.16 + 0,03 + 0,26 +0.06
CPP15 0,954d 0,70 be 0,74 ¢ 0,53 ¢
+ 0,09 +0,04 + 0.05 + 003
CPP30 0,89 ¢ 0,71 b 0,90 d 0,59 d
+0,03 £0.05 +0.07 + 0,02
D.M. 0,04 0,04 0,10 0,66
C.V. (%) 1,94 2,89 3,91 1,59

Médias seguidas por letras distintas na vertical; diferem entre si a0 nivel de 5% de si enificincia.
D.M.= desvio padrio da média; C.V.~ coeficiente de variagio

PRim = Peso de rins com 45 dias.

84RimdS = Percentagem de rins em relagdo a0 peso corporal com 45 dias.

PRimH0 = Peso de rins com 90 dias.

8,Rim00 = Percentagem de rins em relaglio ao peso corporal com 90 dias.
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Para a variavel %Rim4s nfio fol constatada diferenca estatistica para os
tratamentos CAS30, CLR30, CPP15 e CPP30, as quais alcangaram médias aritméticas
muito proximas. A maior média de % Rim foi do grupo Zero.

A %Rimeo mostrou igualdade estatistica entre os tratamentos CAS15, CLR15
e CPP30. No tempo experimental de 90 dias a qualidade protéica parece ndo ter
influenciado a relagdo %Rim, embora o aumento do contelido protéico parece ter
methorado os resultados dessa relagdo. De acordo com KOPPLE (1989) o rim ¢ um
dos orgdos que menos alteragdes sofre com a quaﬁda{ie.pmtéica, mas em estados de
consumo de dietas hipoprotéicas tém sido observadas diminuicbes da filtragdo
glomerular.

A Figura 16 ilustra a percentagem de rins em relagdo ao peso corporal para
cada tratamento. Verifica-se que a relagdo diminuiu significativamente para cada
tratamento (p < 0,05) ao longo do tempo. WIDDOWSON (1989} afirma que os rins
aumentam de peso lentamente apés o nascimento e que a relagdo percentual deste
orgio com o peso corporal é pequena e decresce com O aumento da idade.

A Tabela 21 mostra os resultados de lipidios totais de rins (LTR) e proteinas
totais de rins (PTR) de ratos submetidos ao consumo de dietas contendo 15 ¢ 30% de
proteinas. Os resultados mostram que 0s teores de lipidios renais aos 45 dias (LTR4s5)
foram iguais estatisticamente nos varios tratamentos, embora tenham apresentado
médias aritméticas diferentes.

A formulacdes CPP30, CPP15 e CLR30 apresentaram 0s maiores valores
absolutos de LTRoo, sendo estatisticamente iguais. Nivels intermedidrios foram
obtidos pelas preparagdes com caseina. O menor valor foi mostrado pelo grupo Zero.
Este resultado sugere que os concentrados protéicos de levedura e as células de

levedura rompidas a 30% de proteina promoveram um aumento dos LTR.
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Na Figura 17, quando se estabelece a relagdo de lipidios totais entre o0s
tratamentos, conclui-se que o tempo de exposi¢do as dietas ndo foi um fator
determinante no aumento dos lipidios renais, uma vez que os valores para cada

tratamento em ambos periodos permaneceram praticamente inalterados.

m45 Dias
0,8 E90 Dias

% Rim em relagao ao peso corporal

CAS 15 CAS 30 CLR 15 CLR 30 CPP 15 CPP 30

Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Figura 16. Percentagem de rins em relacdo ao peso corporal (% Rim) de ratos

alimentados durante 45 e 90 dias com dietas contendo 15 e 30% de proteinas de

levedura e caseina.
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f TABELA 21- Lipidios totais de rins (LTR) e proteinas totais de rins (PTR) de ratos
. submetidos a consume de dietas contendo 15 e 30% de proteinas de levedura e caseina
. por perfodos de 45 e 90 dias.

Tratamento LTRas PTR4s L.TRs0 PTRoo
(%) (%) (%) (%)
. ZERO 4,45 b 19,06 a 4,454 19,06 b
: +0,37 0,03 +0,37 £0.03
| CASIS 5,42 ab 1736d - 5,51bc 17,32 b
i +0,07 +0,08 0,31 +0.06
. CAS30 5,48 ab 17,63 ¢ 5,54 be 17.46 f
. +0,10 + .01 + 0,09 + 0,06
CLRI15 5.75 ab 16,86 ¢ 537 ¢ 19,14 a
+ 0,46 + (.06 + 1,42 + 007
CLR30 591 a 16,91 e 5,84 ab 17,94 ¢
+ 072 + 0,067 +0,25 + .04
CPP15 6,35 a 18,41 b 6,12 a 18,13 d
+ {438 4 {12 + {15 + 0,09
CPP30 6,06 2 18,64 b 6,17 a 18,63 ¢
+ 3,07 + 0,03 + (5,50 £ 0,08
D.M. 1,40 0,17 0,35 0,01
C.V (%) 3,47 0,13 0,87 0,08

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem entre si a0 nivel de 5% de significncia.
D.M.= desvio padriio da média; C.V.= coeficiente de variagio

LTR45: Percentagem de lipidios totais em rins com 435 dias.
PTR45: Percentagem de proteinas totais em rins com 45 dias
L TR0 Percentagern de lipidios totals em rins com 90 dias

PTR99: Percentagem de proteinas totais em rins com 90 dias
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[ 45 Dias
6,4 2 E90 Dias

6,2

% Lipidios totais em rins

CAS 15 CAS 30 CLR 15 CLR 30 CPP 15 CPP 30

Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significancia.

Figura 17. Percentagem de lipidios totais de rins de ratos Wistar alimentados com
dietas contendo niveis protéicos de 15 e 30% provenientes de células de levedura
rompidas (CLR15 e CLR30), concentrado protéico de levedura obtido com perclorato

(CPP15 e CPP30) e caseina como padrdo (CAS15 e CAS30) por periodos de 45 e 90

dias.

Todos os tratamentos experimentais apresentaram teores de proteinas totais de
rins (PTR), inferior ao tratamento Zero para ambos tempos do ensaio.

Na Figura 18 pode-se observar que apenas o tratamento CLR15 apresentou
um aumento significativo no teor protéico no decorrer do periodo experimental. Este
aumento pode estar associado as altas taxas de excregao urindria de acido urico

apresentados por este grupo aos noventa dias de ensaio. Uma possivel reten¢do de
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4cido Grico nos tecidos renais poderia levar & superestimar o teor protéico deste orgdo,
uma vez que o fator de conversdo para a proteina nestas determinagdes foi 6,25.
Resposta semelhante a encontrada neste ensaio foi relatada por POO & MILLAN
(1990) que verificaram um incremento da concentra¢ao renal de 4acido Grico em frangos

alimentados com Saccharomyces carlsbergensis.

@45 Dias
19,5 B90 Dias

17,5

17

16,5

% Proteinas totais em rins

16

15,5 s ?
CAS 15 CAS 30 CLR 15 CLR 30 CPP 15 CPP 30

Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significincia.

Figura 18. Percentagem de proteinas totais em rins de ratos Wistar alimentados com
dietas contendo niveis de 15 e 30% de proteinas provenientes de levedura rompidas
(CLR15 e CLR30), concentrado protéico de levedura obtido com perclorato (CPP15 e
CPP30) e caseina (CAS15 e CAS30) durante 45 e 90 dias de ensaio.
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Cérebro. O peso do cérebro e a % de cérebro em relagio ao peso corporal
(% Cer) de ratos que receberam dietas com 15 e 30% de proteinas de leveduras de
cervejaria durante 45 e 90 dias sGo mostrados na Tabela 22.

O peso do cérebro aos 45 dias foi maior nos tratamentos CAS15e CAS30.0
menor peso do cérebro foi apresentado pelo grupo Zero. As médias aritmeticas dos
demais tratamentos obtiveram valores préximos aos da casefna, mesmo assim na
andlise estatistica diferiram ao nivel de 5% de significancia do tratamento CAS15.

A variago estatistica dos tratamentos para a varidvel PCeroo, foi basicamente
o mesmo apresentado aos 45 dias.

A relagio %Cerss fol superior para o grupo Zero. As médias obtidas pelas
dietas CPP15 e CPP30 foram significativamente (p < 0,05) superiores aos tratamentos
com caseina. As dietas CLR15 e CLR30 apresentaram médias intermedidrias e
estatisticamente diferentes entre si. Por outro lado, a relago %Cerse para as
formulacBes com células de levedura rompidas (CLR15 e CLR30) apresentaram
médias iguais.

Observando a Figura 19 pode-se visualizar que houve uma pequena reducdo
da relagio %Cer de 45 dias para 90 dias. Esta diminui¢cdo da %Cer mesmo que
pequena foi estatisticamente significativa (p < 0,05). A reduglo da %Cer ndo €
provocada por mudancas no peso do cérebro do animal e sim pela capacidade que a
dieta possue em incrementar 0 peso corporal do animal. Desta forma observa-se que as
dietas que tiveram maior ganho de peso apresentaram uma relagdo %Cer inferior aos
outros tratamentos. Segundo COZZOLINO (1982) o crescimento cerebral nfo é muito

prejudicado pela dieta porque este orgdo 1o rato se desenvolve até os 21 dias de vida.
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| Tabeia 22. Peso de cérebro (Peer) ¢ % de cérebro em relagdio ao peso corporal (% Cer)
 de ratos que receberam dietas com 15 e 30% de proteina durante 45 e 90 dias.

Tratamento PCER4s % CER4s5 PCER90 Y%CERs
(g) (g)
ZERO 1,46 ¢ 2,76 a 1,46 ¢ 2,70 a
+ 0,05 +0,12 + 0,05 30,12
CAS1S 1,84 a 0,69 d 1,89 2 0,53 d
£0,06 40,03 + 0,08 + 004
CAS30 1,83 ab 0,65e 1,922 (0,53 d
0,07 + 0,03 £ 306 £ 0,04
CPRI15 1,79 b 0,70 d 1,86 b 0,60 ¢
* {106 + 3,038 + 3,06 + 0,04
CLR30 1,80 b 0,74 ¢ 1,84 b 0,60 ¢
+0.08 + 0,05 +£0,08 + 0,03
CPP15 1,72 ¢ 1,27 b 1.56 d 1,12 b
4 0.08 40,14 +0.06 +0.04
CPP30 1,62 d 1,29 b 1,69 ¢ 1,10 b
+ 0,07 + 1,09 & (105 + 0,07
D.M. 0,04 0,04 (,03 0,06
C.V. (%) 1,40 2,00 0,90 3,36

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem entre si a0 nivel de 5% de significdneia.
D.M.= desvio padrio da média, C.V.= coeficiente de variagio

PCER4s = Peso do cérebro com 45 dias de ensaio,
24, CER45 = Percentagem de cérebro em relagdo ac peso corporal com 45 diaz de ensaio,
PCERso = Peso do cérebro com 90 dias de ensaio.

94CERYG = Percentagem de cérebro em relagio 2o peso corporal com 90 dias de ensaio.
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A Tabela 23 apresenta os dados de lipidios totais (LTC) e proteinas totais
(PTC) de cérebros de ratos alimentados com dietas contendo proteinas de levedura.

Detectou-se que ndo houve diferenga estatisticamente significativa nos teores
de LTC4s5 e LTCo0 para os tratamentos com caseina, células de levedura rompidas e
concentrado protéico de levedura.

Visualizando na Figura 20, constata-se que o nivel e a qualidade da proteina

nio influenciou a taxa de lipidios cerebrais de cada grupo no periodo de ensaio.
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Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de significincia.

Figura 19. Percentagem de cérebro em relagdo ao peso corporal (% Cer.) de ratos
submetidos a dietas contendo 15 e 30% de proteina de levedura e caseina, por periodos

de 45 e 90 dias.
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As médias de PTCas ¢ PTCso para os 6 tratamentos foram superiores & média
do grupo Zero. Os valores médios de proteinas totais apresentados pelos ratos de cada
formulacdo foram muito préximos embora as preparagdes CASIS e CLRI1S tenham
diferido estatisticamente (p < 0,05) das outras quatro dietas (iguais a0 nivel de 5% de

probabilidade).

TABELA 23. Lipidios totais do cérebro (LTC) e proteinas totais do cérebro (PTC) de
ratos que receberam dietas contendo 15 e 30% de proteinas provenientes de produtos a
hase de levedura de cervejaria e caseina por periodos de 45 e 90 dias.

Tratamento LTCas PTC4s LTCo0 PTCo0
(%) (%) (%) (%)

ZERO 8,41 b 15,16 d 841 b 15,16 b
+0,06 +0,14 +0,06 +0,14

CAS1S ' 0,12 a 16,94 a 9,17 a 16,62 a
£0,17 +0,04 +0,11 +0.01

CAS30 8,90 ab 16,52 b 9,01 a 16,48 a
+043 +0.01 +0,33 +0.02

CILRI13 924 a 16,01 ¢ 9,25a 16,76 a
+0.50 +0.01 +0.68 +0,02

CLR30 9,40 a 16,57 b 9,29 a 16,63 a
+0.27 +0,02 £0.39 +0.25

CPPL5 9,27 a 16,47 b Q24 a 16,79 a
+ (46 +0,03 +0.37 + 0,05

CPP30 909a 16,65b 937 a 16,66 a
+ 0,29 £0.13 +0,35 £ 0,02
D.M. 0,59 0,27 0,50 0,39
C.V. (%) 0,91 0,23 0,77 0,33

Médias seguidas por letras distintas na vertical diferem ao nivel de 5% de significdneia,

D.M .= desvio padriio da média; C.V.= coeficiente de variagio

£ TC45 = Percentagem de lipidios totais em cérebros aos 43 dias.
PTCas = Percentagem de profeinas totais emn cérebros aos 45 dias.
LTCs0 = Percentagem de lipidios totais em cérebros aos 90 dias,
PTCag = Percentagem de proteinas totais em cérebros aos 90 digs.
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Na Figura 21 encontram-se relacionados comparativamente 0s resultados de
proteinas totais no cérebro para o tratamento correspondente. Aqui verifica-se que os
tratamentos CAS15, CLR15 e CPP15 apresentaram diferenga estatistica entre os dados
coletados com 45 dias e a tomada de amostra com 90 dias. Foi observada igualdade

estatistica para as mesmas variaveis nos grupos alimentados com 30% de proteina.

a @45 Dias
E90 Dias

8,9

8,8

% Lipidios totais de cérebros

8,7

CAS 15 CAS 30 CLR15 CLR30 CPP 15 CPP 30

Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem ao nivel de 5% de significancia.

Figura 20. Percentagem de lipidios totais de cérebros de ratos Wistar que receberam
formulagdes contendo proteina (15 e 30%) de células de levedura rompidas,

concentrado protéico obtido com perclorato e caseina por periodos de 45 e 90 dias.
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15,4
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Tratamentos

Médias seguidas por letras distintas diferem ao nivel de 5% de significancia.

Figura 21. Percentagem de proteinas totais de cérebros de ratos Wistar que receberam
formulacdes contendo proteina de células de levedura rompidas, concentrado protéico

de levedura obtido com perclorato e caseina (15 e 30%) por periodos de 45 e 90 dias.

4.7. Consideracoes finais

Segundo MASON (1994) a dieta para um individuo (humano) normal,
compativel com a boa saude, deve conter 15% de proteina, 6% de gorduras
poliinsaturadas, 12% de monoinsaturadas, 10% de gordura saturada, 10% de agucar e
57% de carboidratos complexos. Portanto, uma dieta adequada deve incluir os

nutrientes essenciais em quantidades 6timas e com as calorias necessarias.
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A proteina € um nutriente vital a qual deve ser consumida para prover 0s
aminodcidos essenciais que o organismo necessita para sua manutengdo, para
reparagdo dos tecidos, para 0s processos vitais, para ¢ seu crescimento e para seu
desenvolvimento.

A maioria das proteinas sdo deficientes em um ou mais aminoacidos
essenciais, motivo pelo qual devem ser consumidas na dieta véarias fontes protéicas
dietarias simultaneamente,

As proteinas sfo fornecidas por tecidos de animais ¢ plantas, como ftal
refletem  constituintes destes tecidos, Neste sentido o NRC (1989) e a
FAQ/ WHO/UNU (1985) estabeleceram que 40 a 50% das proteinas da dieta devem
ser de origem animal e de 50 a 60% podem ser fornecidas por plantas.

Considerando que a NCR (1989) estabeleceu que a mulher padrio deve
consumir 2.200 Kcal/dia e que a dieta adequada terd 15% de proteina, entdo 330
Keal/dia da dieta serfio de origem protéica, Caso os produtos de levedura estudados
neste trabalho atuem como tnica fonte protéica, deveriam ser consumidos 106g de
concentrado protéico de levedura, obtide com perclorato, e 175g de células de levedura
rompidas para suptir as recomendagdes quantitativas, porém ndo supre as necessidades
qualitativos.

Sabe-se que a levedura em alimentag@o humana nunca serd consumida como
Ginica fonte protéica e muito menos em niveis extremos (15 e 30%) como os utilizados
neste estudo. Portanto € pouco provavel que sejam observadas em humanos, as
alteractes orglnicas verificadas nos testes toxicologicos realizados neste trabalho, com
ratos.

Atualmente varias industrias brasileiras t8m incorporado a levedura a lista de
produtos comercializados. Indfistrias farmacéuticas e de alimentos como a Gilton,

Merck, Whitehall, Hebron, Eurofarma, Knorr, Ajinomoto e oufras usam a levedura
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como ingredientes suplementares de sopas, molhos, massas, € como coadjuvante
terapéutico de processos infecciosos gastrointestinais ¢ ginecoldgicos.

Revisdo recente sobre o papel dos 4cidos nucléicos e nucleotideos em
nutricdo humana, CARVER & WALKER (1995) sugere que a complementagio da
dieta com alimentos ricos em nucleotideos poderd methorar o funcionamento do
sistema imunol6égico, estimular o crescimento do tecido intestinal e methorar o
metabolismo lipidico e hepéatico. Os componentes dos dcidos nucléicos podem se
tornar essencias ao organismo quando seu suprimento end6geno ¢ insuficiente e suas
" hecessidades estio aumentadas por um crescimento rdpido, em individuos com
doencas relacionadas 4 Imunosupressao ou em injtrias intestinais e/ou hepaticas

Neste sentido, os resultados desta pesquisa sugerem a levedura como uma boa
fonte protéica alternativa que poderd suplementar alimentos para uso humano e animal
quando utilizada de forma racional e criteriosa, além da necessidade de se incrementar
as pesquisas com derivados de levedura, particularmente na érea de bioquimica
nutricional visando elucidar o mecanismo de agdo de seus componenies € a sua

importincia como alimento fisiologicamente funcional.
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5, CONCLUSOES

1. O método de ruptura mecénica (Dynomill) & eficiente na ruptura da parede celular de
levedura, permitindo a extragio de 97% da proteina sem afetar as suas propriedades
~ nutritivas e funcionais.

2. As proteinas da biomassa de Sgccharomyces sp. possuem um perfil aminoacidico
que atende os requerimentos do padrdo da FAOQO/WHO/UNU (1985).

3. O perclorato de sodio revelou-se um 4timo reagente para a remogdo de 4cidos
nucléicos, embora este tratamento quimico tenha ocasionado a diminui¢io do teor de
lisina disponivel do concentrado, resultando em diminui¢io do valor protéico para o
crescimento.

4. O ensaio biolégico com ratos Wistar confmou gque 0s produtos de levedura
possuem um bom valor protéico e que o VBa e NPUa encontrados nesta pesquisa,
foram superiores aos valores compilados na literatura consultada, Os valores de PER,
VBa e NPUa das formulagdes com levedura equivaleram a 65%, 94% e 8§8%,
respectivamente, das médias aritméticas da caseina para estes indices.

5 () ensaio de toxicidade subcronica (90 dias) com ratos mostrou que os animais
alimentados com dietas contendo 15 e 30% de concentrado protéico de levedura obtido
com perclorato, cresceram menos € apresentaram um baixo consumo de dieta,
comparado com 0s grupos que receberam células de levedura rompidas e caseina.

6. As preparagdes com células de levedura rompida { 15 e 30% ) provocaram
diminuicao dos niveis sangiiineos de aminotransferases. Por outro lado, foi confirmado
um aumento acima dos limites de referéncia normal destas enzimas na dieta contendo
concentrado protéico de levedura. Os demais pardmetros séricos e urinarios nfo
mostraram alteracdes que indiquem a presenca de patologias renais.

7. A composicio de lipidios e proteinas totais em 0rgaos, acusou alteragdes no figado

de todos os grupos tratados com dietas a base de levedura. As modificagBes lipidicas
encontradas neste orgao sao caracteristicas de esteatose hepatica. Os rins ¢ o cérebro
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' ndio apresentaram mudangas consideraveis que confirmem possiveis lesbes destes
 orgdos.

8. Os produtos derivados da levedura nfio devem ser utilizados como tnica fonte
protéica na dieta; associados a estes devem ser consumidas outras fontes protéicas,
~ com a finalidade de suplementar as possiveis deficiénelas aminoacidicas para evitar
 efeitos fisiologicos indesejéveis dos mesmos com o objetivo de torna-los alimentos
. compativeis com a boa alimentag&o.
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