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RESUMO

Este trabalho teve como objetivo a modificagao do processo de autdlise, da
levedura Saccharomyces sp, através da introducao de enzimas e proteinas
exoégenas no meio autolisante, com vistas a melhoria da recuperacao de sélidos
totais, aumento da concentracao de proteinas no produto final, melhoria do perfil
de aminoacidos e propriedades nutritivas e possiveis alteracoes de caracteristicas
sensoriais. Trés tipos diferentes de exiratos foram produzidos:1)extrato sem
adicao de enzimas e proteinas exogenas (Ex); 2) extrato com adigao de enzimas
exogenas (EXE); 3)extrato com adicdo de enzimas e proteinas exogenas (EXEP).
De um modo geral conseguiu-se aumentos na recuperagao de soélidos totais e da
concentragao de proteina, em varias modificagdes introduzidas. No estudo foram
utilizadas leveduras de duas procedéncias: leveduras do tipo BG, proveniente de
cultivo em meios artificiais (BG - cultivo) e levedura residual de destilaria (BG -
usina). Em geral a recuperagéo de sélidos totais e as concentragdes de proteina
foram mais elevados para a (BG — cultivo). Para (BG — usina) o melhor resultado
obtido foi com adicédo de 2% de flavourzyme e 0.6% alcalase, alcancando-se
concentragbes de proteina no extrato de 65% com 8 horas de incubacao e da
ordem de 70% com 24 horas. No mesmo tratamento a recuperacio de solidos
totais com 4, 8, e 24 horas de incubacao foi de 40% do autolisado e de 45% no
tratamento usando as mesmas enzimas mais 10% de coagulo de caseina, com
base na proteina total. De um modo geral a recuperacao de sdlidos ndo aumentou
significativamente no periodo de 8 a 24 horas de autélise. Exceto para (EXE) que
apresentou-se limitante em metionina e cistina, o perfil de aminoacidos essenciais
atendeu perfeitamente o padrao recomendado pela FAO/WHO para criancas de 2
a 5 anos de idade. Quanto aos indices de valor protéico, o ganho de peso nao
diferiu para as dietas com caseina comercial (CC) e com o extrato (EXEP), que foi
superior ao das dietas (EXE) e (EX), estatisticamente idénticos entre si. Em
relacao ao quociente de eficiéncia protéica operacional (PERop) e quociente de
eficiéncia liquida da proteina (NPR) os resultados foram os seguintes: os indices

para CC foram superiores aos das demais dietas. As dietas contendo (EXE) e



(EXEP) nao diferiram entre si sendo inferior & caseina, porém estatisticamente
superior a dieta com (EX) cujos indices foram inferiores as demais dietas. Nao se
observou diferencas notaveis com relagdo ao perfil de sabor dos extratos

analisados.



SUMMARY

The objective of this work was the modification of the yeast (Saccharomyces
sp.) autolysis process by the introduction of exogenous enzymes and proteins in
the autolysis media aiming at an increase in total solids yield, increase in protein
concentration in the final product, improvement in the amino acid profile and
nutritional property and possibly alterations the sensorial characteristics.Three
different types of extracts were produced; 1) extract without addition of exogenous
enzymes or proteins (EX); 2) extracts with addition of exogenous enzymes (EXE);
3) extracts with addition of exogenous enzymes and proteins (EXEP). In general
an increase in total solids yields and protein concentration was observed in various
modifications introduced. Yeast from two different origins were utilized: a BG type
yeast originated directly form culture medium (BG - culture) and a BG type yeast
from ethanol distillery (BG — usina). In general total solids yields and protein
concentrations were higher from (BG — culture). Best results from the (BG — usina)
was obtained with addition of 2% flavourzyme and 0.6% alcalase, where protein
concentration reached 65% with 8h incubation and 70% with 24h. For the same
treatment total solids yield at 4, 8 and 24h incubation reached 40% of the
autolysate and of 45% in a treatment using the same enzymes plus 10%
coagulated casein, on the basis of total protein. In general there was no significant
improvement of total solids yield in the period of 8 to 24h of incubation. Except for
the extract (EXE) which was limiting in methionine and cystine the essential amino
acids profiles were adequate according to recommendation of FAO/WHO for
children 2 to 5 years of age. As to protein nutritive value, body weight gain did not
differ for the diets with commercial casein (CC) and with the extract (EXEP) which
was superior to the diets containing (EXE) and (EX) which was statistically
identical. Protein efficiency ratio (PERop) and net protein ratio (NPR) were highest
for (CC) followed by the diets containing (EXE) and (EXEP), with identical results,
but superior to the diet containing (EX) which showed statistically inferior results.
There were no important notable differences in the flavor profile of the analyzed
extracts.
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1. INTRODUGAO

A demanda de novas fontes de proteina levaram a busca de fontes
alternativas que sejam de baixo custo e de alto valor nutritivo. Ao longo das duas
Ultimas décadas, estudos tém demonstrado que os microorganismos apresentam-
se como uma boa fonte para a obtencdo de proteinas bem como de outras
substancias de interesse nutricional e industrial (enzimas, polissacarideos,

vitaminas, minerais).

Dentre os varios microorganismos existentes um dos mais utilizados para a
producao de proteina e de outros compostos sao as leveduras, conhecidas pela
sua capacidade fermentativa, sendo utilizadas na panificagao, producao de alcool
e bebidas fermentadas. Segundo ICIDCA (1988), entre todas as leveduras, a do
género Saccharomyces € a que tem demonstrado maior valor industrial e

comercial, devido ao seu alto teor de lisina.

As leveduras sao consideradas ricas fontes de nutrientes, cuja composigao
apresenta em torno de 40-70% de proteina, com elevados teores de &acidos
nucléicos e algumas vitaminas do complexo B (SGARBIERI, 1996). As leveduras e
seus derivados possuem também propriedades funcionais de interesse industrial,
dentre elas a capacidade de geleificagao, capacidade de retencéo de agua e 6leo,
emulsificacao, etc... (ALVIM, 2001).

Além do valor nutritivo, funcional tecnoldgico, a levedura apresenta também
componentes com propriedades funcionais fisioldgicas importantes tais como os
nucleotideos e nucleosideos, glicanas € mananas e minerais como o zinco e
selénio (CABALLERO-CORDOBA et al., 1997).

No entanto, para a obtencdo destes componentes nutritivos é necessario
que um tratamento prévio seja efetuado para que a parede celular desses
microorganismos se rompa e libere tais nutrientes. O rompimento celular pode ser

efetuado por métodos quimicos (hidrdlise), fisicos (atrito mecanico) ou enzimaticos
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(AMES & MACLEOD, 1985).

A biomassa de levedura pode ser utilizada em sua forma integra ou
fracionada, tendo como seus principais derivados: o autolisado, o extrato protéico,
o concentrado e o isolado protéico. Alguns desses produtos apresentam elevado
valor nutritivo, baixo custo de producdo e sao amplamente utilizados como

ingrediente na formulagao de varios produtos alimenticios (GIESE, 1994).

O extrato de levedura, o qual & originado da biomassa de células de
levedura frescas ou desidratadas, apresenta-se como uma fonte de aminoacidos,
peptideos, nucleotideos e outros componentes soluveis da célula. O extrato de
levedura tem sido amplamente utilizado como agente flavorizante em sopas,
molhos, "snacks” e alimentos enlatados, sendo reduzido o numero de trabalhos
direcionados para avaliagao deste produto como fonte de proteina na alimentacao
animal (YORK & INGRAM, 1996; LAW, 2002).

Os derivados de levedura vém sendo usados em alimentos formulados como
complemento nutricional e como pontencializadores de aromas e sabores, como
agentes funcionais ou melhoradores de propriedades funcionais de outros
produtos (OTERO et al., 1996; SOMMER, 1998).

Este trabalho foi parte de um projeto tematico, que buscou viabilizar, tanto
quanto possivel o processamento e a utilizagdo dos componentes da biomassa de
levedura para o enriquecimento nutricional e sensorial de produtos alimenticios de

uso geral ou especifico, integrante da dieta diaria da populacéo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Leveduras

As leveduras sdo, sem duvida alguma, o grupo mais importante de
microorganismos explorado pelo homem no setor alimenticio. Sua contribuicdo ao
setor alimenticio esta relacionada, entre outras, com a capacidade de converter
acglcares em alcool (STEWART & RUSSEL, 1983).

Estes microorganismos sao encontrados amplamente na natureza, podendo
na sua maioria, estar presentes em folhas, flores, frutos, gréos de cereais e outros
substratos contendo acglcares (KURTZMAN & FELL, 1998). As leveduras sao
definidas como fungos unicelulares, pertencentes as familias Ascomycota e
Basidiomycota, tendo a mesma estrutura subcelular dos animais e vegetais
superiores (Osumi, 1998). Reproduzem-se tanto por via vegetativa quanto por via
sexuada (WALKER, 1998).

A espécie Saccharomyces cerevisiae € a levedura mais utilizada em
fermentacdes industriais: na panificagdo, produgédo de vinho (incluindo cepas
floculantes para producdo de cidra), "sake", produgdo de &lcool de amido ou
cereal, produgao de bebidas alcodlicas, além de servir como ferramenta para
estudos de manipulacdo genética e fusdo de protoplastos (KURTZMAN & FELL,
1998).

As leveduras podem ser classificadas em dois tipos: ativas e inativas. As
que estdo na forma ativa sdo usadas para fermentacéo, e as inativas sdo usadas

como agentes flavorizantes ou como suplemento nutricional (Lee, 1996).

Alguns aspectos fisioldgicos importantes na classificagao das leveduras se
referem a sua habilidade em fermentar a glicose, galactose, sacarose, maltose,
lactose e rafinose, em utilizar determinados actlicares e alguns compostos

nitrogenados. Em 1952, LODDER e KREGER-VAN RIJ escreveram a mais

3
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extensa publicacdo sobre taxonomia de leveduras (KURTZMAN & PHAFF, 1987),
revisada por LODDER (1970), BARNETT et al. (1983) e BARNETT et al. (1990).

Leveduras sdo tradicionalmente classificadas e identificadas em funcao de
suas caracteristicas morfolégicas e fisiologicas. Para identificacao especifica,
estudos bioquimicos e de exigéncias nutricionais s&do mais relevantes que tragos
morfolégicos e sexuais, os quais sdo importantes na determinagdo geneérica.
Diferencas na fermentacao, assimilagdo de compostos de carbono sao critérios
importantes na identificacdo de leveduras. Esses microorganismos apresentam
uma grande variagdo na habilidade de fermentar agucares. Alguns grupos
apresentam fermentagdo vigorosa da glicose, como Kluyveromyces,
Saccharomyces, enquanto outros, como Lipomyces e Kockovaella, sao
estritamente nao fermentativos (KURTZMAN & FELL, 1998).

Alguns acgucares simples como a glicose, frutose e manose sao assimilados
por todas as especies (WALKER, 1998), enquanto alguns oligossacarideos,
polissacarideos, alcoois primarios, polidis, acidos organicos, pentoses, trioses,
hidrocarbonetos e lipidios sao utilizados seletivamente por algumas espécies
(PHAFF, 1990).

As leveduras se diferenciam dos protozoarios por possuirem uma parede
celular rigida (PELCZAR, 1980). A parede celular das leveduras é bastante
espessa, cerca de 70 nm, o que corresponde a aproximadamente 10 vezes a

espessura da membrana plasmatica.

HOUGH (1990) atribui a parede celular uma espessura de 100-200 nm.
Esta parede nao apenas confere a protecdo e estrutura, como também
desempenha fungdes metabdlicas importantes. Admite-se que a parede celular
consiste de uma camada interna de glicana (provavelmente com funcdes
estruturais) e uma camada externa de manana, havendo proteinas complexas
entre as duas camadas (DZIEZAK, 1987).
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A parede celular rigida das células de levedura apresenta estrutura
complexa e dinamica e essa estrutura falta as células animais. A parede celular
esta situada na superficie exterior da célula, e tem o papel importante no

transporte de materiais para dentro e para fora das céelulas (OSUMI, 1998).

De acordo com HUNTER & ANSEJO (1998), a parede celular de levedura,
por ser uma estrutura complexa, € formada de diferentes polimeros, onde se
incluem: proteinas, glicanas, mananas e pequena quantidade de quitina. A Figura

1 ilustra esquematicamente a parede celular de leveduras.
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Figura 1. Representac&o esquematica da parede celular de levedura (OSUMI, 1998).

Um estudo relativo a arquitetura da parede da célula de Saccharomyces
cerevisiae concluiu que ligacdes B 1,6 glicanas tém um papel central na
organizacao da parede da célula de levedura. A B 1,6 glicana tem funcao
importante nas interconexdées das mananoproteinas, § 1,3 glicanas e quitina em

Saccharomyces cerevisiae (OSUMI, 1998).

A parede celular de Saccharomyces cerevisiae contém cerca de 8% de
proteina (HENDESKOG & MOGREN, 1973) podendo variar numa faixa entre 5 a
15% (HALASZ & LASZTITY, 1991). Todavia, a maioria destes dados foi baseada
na determinagdo do nitrogénio total e uso do fator 5,8 para obter o teor de
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proteina bruta. Esses valores estao sujeitos a erros devido a teores variaveis de
nitrogénio nao protéico, como N-acetil-glicosamina (HALASZ & LASZTITY, 1991).

A proteina estrutural da parede celular encontra-se firmemente ligada a
polissacarideos para formar uma estrutura complexa, na qual a glicosamina &
sugerida como o agente de ligagdo entre a proteina e o polissacarideo. Assim,
embora a glicose e a manose sejam os principais componentes da por¢cao dos
carboidratos do complexo, a glicosamina € encontrada em pequenas quantidades
em algumas fragoes (HALASZ & LASZTITY, 1991).

As proteinas presentes nas preparacoes de paredes celulares apresentam
funcdes estruturais e enzimaticas (BARTNICKI-GARCIA, 1968). Essas proteinas
sdo principalmente enzimas glicoprotéicas como invertase, melibiase, fosfatase
acida, glicanases, aril p-glicosidade, fosfolipases e proteases; essas enzimas
funcionam tanto anabdlica como catabolicamente. Uma parte significante da
atividade enzimatica extracelular da levedura € localizada na parede e espacgos
periplasmicos, ou seja, espag¢o entre a parede e a membrana plasmatica
(HELBERT, 1982).

Entre os estudos realizados sobre a morfogénese, tem sido dada grande
atencdo a biossintese e estrutura dos componentes da parede celular. Com
relacdo as paredes celulares de leveduras e fungos, foi verificado que elas
apresentam estruturas complexas e dindmicas, constituidas de multiplas camadas
compostas principalmente de polissacarideos, proteinas e lipidios (GANDER,
1974). Os resultados obtidos sugerem que S. cerevisiae apresenta parede celular
com estrutura em camadas, sendo as cadeias de mananas externas e as glicanas
internas (VUKOVIC et al., 1994).

As proteinas da parede celular podem ser extraidas com alcalis e
precipitadas com sulfato de aménio resultando em um isolamento das fragées de
glicoproteinas (HALASZ & LASZTITY, 1991).
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O método mais usual para extragao da glicoproteina consiste na reidratagéo
da parede celular (100 g) em 800 mL de solugcao tampéo fosfato 0,05 M (pH 7,0),
com homogeneizagao. Essa suspensao € autoclavada a 120° C por 30 minutos.
Apbs resfriamento, & centrifugada a 13. 200 x g por 30 minutos a 5° C. O
sobrenadante & concentrado a vacuo até 100 mL e adicionado a 300 mL de etanol
90° GL, sob agitacdo, e deixado 12 horas a 4° C para precipitagdo da
glicoproteina, que é recuperada por centrifugacéo (LLOYD, 1970).

2.2. Rompimento celular

A levedura para ter seus componentes nutritivos intracelulares em especial
as proteinas liberados, necessita ser fracionada para ter melhor aplicagao tanto no
setor alimenticio quanto no farmacéutico (CABALLERO-CORDOBA &
SGARBIERI, 2000).

Através do rompimento da parede da célula de levedura obtéem-se uma
maior digestibilidade das proteinas e de outros componentes nutritivos do meio

intracelular.

A ruptura da parede celular pode-se dar por varios processos tais como:
autodlise, hidrolise, acdo enzimatica, a¢ao quimica e agao mecanica (SGARBIERI,
1997).

2.2.1. Autolise

A autdlise € o método de rompimento freqientemente mais usado na
producéo de exirato de levedura. Durante este processo a célula é degradada
pelas proprias enzimas endogenas (SOMMER, 1998). As enzimas proteoliticas
intracelulares degradam as proteinas em peptideos e aminoacidos, e as nucleases
atuam sobre os acidos nucléicos para produzir nucleotideos (SGARBIERI, 1996).

O processo de autdlise é extremamente importante devido a presenca da
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parede celular rigida da célula de levedura, que é resistente a acéo enzimatica do
trato digestivo humano (GALVEZ et al., 1990).

O processo de autodlise pode ser iniciado com uma temperatura controlada
ou choque osmatico. O pH controlado, a temperatura e o tempo de autdlise sao
fatores decisivos para um bom desempenho do processo de autdlise (SOMMER,
1998).

O tratamento térmico adequado para a autdlise varia entre 40 e 65°C, que &
a faixa de temperatura apropriada para a ativacdo das enzimas endogenas da

célula de levedura.

O uso de agentes quimicos ou também chamados de agentes
plasmolizantes (NaCl e etanol), auxilia no processo de autolise por causar
desarranjo do meio intracelular promovendo a lise da parede celular (HOUGH &
MADDOX, 1970; SUGIMOTO, 1974). No entanto, as faixas de pH sdao muito
diversificadas entre as citagdes feitas por varios pesquisadores, pois dependem do

método de autodlise a ser utilizado.

Em estudos realizados por CHAMPAGNE et al. (1999), demonstraram que
o pH utilizado durante a autdlise na producao de extratos de levedura € o fator
principal que afeta o rendimento, protedlise e turbidez do produto. Freqlientemente
ha interacdes entre pH e os promotores de autdlise. Quando ocorre a reducdo do
pH de 5,5 para 4,0 durante o curso da incubacao, obtém-se extratos de levedura
claros com limitado contetido de nitrogénio aminico. Por outro lado, uma troca de
pH para 7,0 durante a incubagao de autélise pode resultar em solucées turvas que
possuem alta hidrolise de proteinas, o que é desejavel como ingredientes em

molhos.

Em outro estudo foi verificado que a adicdo de material previamente

rompido (suspenséo de pré-autolisado), contendo enzimas endogenas no meio
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liquido extracelular da reagao, melhora significativamente o tempo de incubacao
da autolise, obtendo-se melhores rendimentos e maior velocidade de hidrélises
dos componentes nutritivos (NAGODAWITHANA, 1992).

Isto se deve ao fato de que, tais enzimas endogenas quando adicionadas
em suspensao de levedura, irdo também causar lise da superficie externa da
parede celular de células integras, agindo como catalisadoras da reacao
(JIMENEZ et al., 1998; KOLLAR et al., 1992).

2.2.2. Adigao de Enzimas Exogenas

Através de estudos de VERDUYN et al. (1999), verificaram que o
rendimento em extrato pode ser melhorado com a adi¢ao de enzimas exogenas a

suspensao de células de levedura.

CHAE et al. (2001), em seus estudos observaram que tratamentos
enzimaticos em condi¢des otimizadas produzem extratos de levedura que contém
principalmente peptidios de baixo peso molecular e aminoacidos livres, com uma

recuperagao de 55,1% dos sdlidos totais.

SUPHANTHARIKA et al. (1999), verificaram que extratos protéicos de
levedura podem ser modificados do ponto de vista organoléptico, dando novos
sabores aos mesmos pela adigao de enzimas exodgenas. A adicao de enzimas
exogenas tem como objetivo reduzir o tempo de autdlise e também a obtencéo de
produtos especificos pela lise da parede celular ou mesmo do material intracelular
(CHAMPAGNE et al., 1999).

Geralmente pode-se notar que as enzimas mais comumente usadas no
processo de autdlise para producdo de extratos sdo papaina, lisozima, zimolase,
pancreatina, glucanex, protamex (KNORR et al., 1979; SUPHANTHARIKA, et al.,
1999). Papaina hidrolisa preferencialmente ligacdes de peptidios de lisina,



Revisao Bibliografica

arginina e fenilalanina, enquanto que a pancreatina hidrolisa ligagoes peptidicas
do lado carboxil da arginina e residuos de lisina (CONWAY et al., 2001). Glucanex

hidrolisa ligacdes B 1,3 glicana e B 1,6 glicana da parede da célula de levedura.

Nos ultimos anos, houve um aumento consideravel, no uso de proteases
como catalisadores. Essas enzimas oferecem vantagens de uso, sendo utilizadas
em substituicao aos catalisadores quimicos convencionais por numerosas razoes.
As proteases exibem elevada atividade catalitica associada ao alto grau de
especificidade pelo substrato, podem ser produzidas em grandes quantidades a
custos economicamente viaveis e respondem a um quarto da producao total de
enzimas comerciais (ANWAR & SALEEMUDDIN, 1998).

As enzimas glicanases possuem melhor capacidade para produzir lise da

parede celular (HALASZ & LASZTITY, 1991), por atuarem nas ligagdes B-glicanas.

2.2.3. Agao Mecanica

O rompimento da célula de levedura também pode ser realizado através de
atrito mecanico com o uso de um homogeneizador de alta pressdo ou com o
equipamento "Dynomill”, que promove o rompimento pelo atrito entre as células de
levedura em suspensdo e esferas de vidro (OTERO et al.,, 2000; PACHECO,
1996). Este tipo de processamento é utilizado quando se quer obter proteina

intacta, para que esta nao perca sua conformagao estrutural ou seja hidrolisada.

2.2.4. Agcao Quimica

Os meétodos quimicos podem ser pelo uso de agentes plasmolizantes ja
citados anteriormente, mas também a hidrolise acida feita com acido forte
concentrado, sendo usado geralmente o acido cloridrico (RICCI-SILVA et al.,
2000). A maior desvantagem € que a neutralizagéo do acido provoca um aumento
no teor salino do hidrolisado ou do extrato (NAGODAWITHANA, 1 992).

10
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2.3. Aspectos nutricionais

As leveduras tém sido usadas na alimentacdo humana desde tempos
remotos. Sdo consideradas ricas fontes de nutrientes, cuja composicao esta em
torno de 40 - 70% de proteina, elevado contetdo de acidos nucléicos e elevada

concentracdo de algumas vitaminas do complexo B (SGARBIERI, 1996).

De acordo com a FAO/WHO/UNU (1985), uma proteina pode ser
considerada de boa qualidade nutricional se, em sua composi¢cao, apresentar
quantidade adequada e equilibrada de aminoacidos essenciais em relagao ao que

se considera como padrao, e possuir boa digestibilidade.

A Tabela 1 mostra uma comparagao entre o perfii de aminoacidos
essenciais (g/100g de proteina) de biomassa de levedura (BL) e concentrado

protéico de levedura (CPL) comparado com perfil de referéncia FAO/WHO/UNU.

Os autores consideram que a proteina de levedura apresenta um bom perfil
e balango de aminoacidos em relacdo ao padrao da FAO/WHO/UNU
(CABALLERO-CORDOBA & SGARBIERI, 2000) sendo, no entanto, deficiente em
aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina). Por outro lado, € rica em lisina. A
quantidade encontrada de glicidios esta em torno de 26 a 36%, lipidios varia entre
2 e 7%, e cinza entre 5 e 10% (OTERO et al., 1996).

11
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Tabela 1. Perfil de aminoacidos essenciais de biomassa de levedura (BL) e
concentrado protéico de levedura (CPL) comparado com perfil de referéncia
FAO/WHO/UNU (1985).

Aminoacidos Essenciais (g/100g prot.) BL CPL FAO/WHO/UNU

Lisina 13 8,78 58
Leucina 8,84 8,62 6,6
Isoleucina 5,64 5,09 2,8
Treonina 6,16 407 3,4
Triptofano 1,10 1,39 1,1
Valina 6,20 5,91 3,5
Metionina + cistina 2,84 2,30 2.5
Fenilalanina + tirosina 9, 98 8,79 6.3
Histidina 2,06 2,77 1,9
Lisina (disponivel) 5, 69 5, 06 -

Escore de Aminoacidos Essenciais*® 98,10 87,24 -

*Baseado na lisina disponivel (CABALLERO-CORDOBA & SGARBIERI, 2000).

Da quantidade total de proteina bruta, aproximadamente 20% do nitrogénio
nao € de origem protéica, sendo proveniente de acidos nucléicos e outros
componentes nitrogenados (BRESSANI, 1968; REED & PEPPLER, 1973).

Entretanto, com relacao aos minerais, a suplementacédo com leveduras tem
melhorado em muito as deficiéncias de selénio e cromo (REED &
NAGODAWITHANA, 1991).

Em estudos microbiolégicos, os lactobacilos mostram-se muito exigentes
nutricionalmente, requerendo uma grande variedade de aminoacidos para o seu
crescimento, sendo o conteldo de nitrogénio presente no extrato de levedura um
dos principais fatores para seu crescimento. Alguns lactobacilos usam para sua
alimentacdo aminoacidos livres e outros preferem peptidios (CONWAY et al,

12
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2001).

As leveduras contém em média 6 a 8% de RNA, os quais sao degradados a
nucleotideos no processo de autdlise. Os acidos nucléicos sado constituidos de
bases purinas e pirimidinas que contém nitrogénio em suas estruturas. As
principais bases purinicas sdo adenina e guanina, € as de pirimidinicas tiamina,
citosina e uracil. Os nucleotideos constituem os blocos que formam o DNA e o
RNA, e desempenham funcdes estruturais, metabolicas e energéticas que sao
essenciais a vida (ADJEI et al., 1995).

Deve-se levar em conta que o elevado conteudo de acidos nucléicos
presentes na biomassa de levedura e os seus metabdlitos podem levar o
organismo a formagao de célculos renais e a uma doenga chamada "gota" que
consiste no acumulo de acido urico nos tecidos e cartilagens (PACHECO, 1996).

Adicionalmente, o extrato de levedura possui propriedades antioxidantes
provenientes das concentracoes de glutationa, que € um tripeptidio de ocorréncia
natural nas células. A levedura contéem aproximadamente 0,65% de glutationa
(SOMMER, 1998).

As fibras de levedura formam a fragcdo insoluvel (parede celular) do
autolisado, sendo composta principalmente por B-glicanas, e menores proporgdes
de mananas e glicoproteinas (SUPHANTHARIKA et al., 1999).

A levedura e seus derivados tém sido considerados boas fontes de
proteinas quando analisados seus indices nutricionais como, digestibilidade, PER
e NPR (CABALLERO-CORDOBA & SGARBIERI, 2000).

Em seus estudos PACHECO et al. (1997), observaram que a biomassa de

levedura tem a capacidade de promover crescimento e também de reter nitrogénio
semelhantemente a caseina, comprovando ser uma excelente fonte de proteina.

13
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2.4. Aplicagdes industriais e funcionais tecnolégicas

A levedura tem uma excelente capacidade fermentativa sendo a aplicagao
mais antiga deste microorganismo sua utilizagdo tanto em processos caseiros
como industriais. Seu emprego mais tradicional € na industria de panificacao, na
fermentacdo de paes e expansdo das massas fermentaveis com produgdo de
CO:..

A obtencédo de extrato e da parede celular de levedura € de extremo
interesse, para serem usados como suplementos e/ou componentes nutritivos em
alimentos realcando sabor, além do aumento do valor nutricional dos mesmos
(KOLLAR et al., 1992). Autolisados e extratos de leveduras s&o principalmente
usados como enaltecedores de sabor, ou até mesmo como sabor principal. O
glutamato e os nucleotideos sdo os componentes mais concentrados e
importantes nos autolisados de levedura (SOMMER, 1998). Segundo VAN
DAMME (1994), o extrato protéico de levedura pode conter nucleotideos que irdo
enaltecer as caracteristicas de sabor do produto. Nucleotideos do tipo 5'
(Guanosina - 5' - monofosfato, GMP e inosina - ' - monofosfato, IMP) sao de
grande interesse para a industria de alimentos, pois conferem sabor e estabilidade
a produtos como ‘snacks’ (IGUTI, 1996). Em combinag&o com o acido glutédmico, o
5' nucleotideos melhoram as propriedades de sabor que irdo interagir e promover
excitacao continua dos receptores nas papilas gustativas, que criam um maior

potencial gustativo para o sabor (SOMMER, 1998).

O efeito flavorizante que as leveduras fracionadas confere aos produtos
formulados simula sabor a queijo, carne, assado e, portanto, sdo de ampla
aplicagdo na formulacdo de sopas, temperos, molhos, conservas alimenticias,
produtos carneos (embutidos), massas e panificacdo (NOBREGA, 1985; NELSON
& BISHOP, 1998).

14
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Dentre os metabolitos sintetizados pelas leveduras, o etanol € o produzido
em maior quantidade. As principais bebidas produzidas por fermentacéo alcodlica,
em todo mundo, s@o a cerveja, vinho, cidra e as destiladas, aguardente, rum e
uisque (WALKER, 1998).

As mananoproteinas extraidas da parede celular das células de
Saccharomyces cerevisiae, mostraram ser bioemulsificantes ativos, pois formam
emulsdes espessas e viscosas. Sendo assim, a produgdo de bioemulsificante
economicamente atrativa pois o processo gera um alto rendimento e possui
elevado valor como produto (BARRIGA et al., 1999).

Pode-se notar também, um elevado teor da capacidade emulsificante do
isolado protéico de levedura em diversas faixas de pH, quando comparado com o
isolado protéico de soja. O mesmo fato aplica-se quando se analisa a capacidade
de retengdo de agua do concentrado protéico de levedura e da proteina da parede
celular, que sao superiores a capacidade de retengao de agua do isolado protéico
de soja. Da mesma forma resultados satisfatorios séo atribuidos aos estudos
referentes a capacidade de absorcao de o6leo comprovando que produtos
derivados de levedura possuem boas propriedades funcionais tecnoldgicas
(OTERO et al., 1996).

Em relacao a solubilidade, as proteinas de levedura apresentam uma maior
solubilidade em pH alcalino (PACHECO et al., 1998).

2.5. Propriedades funcionais fisiolégicas

Segundo CARVER et al., (1991), nao é totalmente conhecido o mecanismo
preciso da agao dos nucleotideos no processo de imunidade celular em ratos, os
dados disponiveis até o momento sugerem que a suplementagdo com
nucleotideos pode contribuir para o aumento do “pool” de nucleotideos disponiveis

para formagao de leucocitos. Em estado de estresse ou deficiéncia nutricional, a

15
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maturagao e a ativagéo dos linfocitos T ficam comprometidas KULKARNI et al.,
(1994).

PIZZINI et al., (1990), demonstraram em modelo animal (ratos Wistar
machos), que a suplementacdo da dieta com nucleotideos restaurou o sistema

imune durante o periodo de estresse nutricional.

A ativacdo dos linfocitos T causa um rapido aumento na sintese de
nucleotideos que sédo imediatamente requeridos para aumentar e cobrir a energia
necessaria no metabolismo e, posteriormente, para a sintese dos acidos nucléicos
em ratos (VAN BUREN et al., 1994).

A adicao de derivados dos acidos nucléicos na dieta normal ou na dieta
quimicamente definida, pode ser benéfica a saude, melhorando completamente as

funcées imunolégicas do organismo de ratos (ADJEI et al., 1995).

Em estudos realizados com ratos que sofriam de diarréia crénica, foi
observado que o intestino destes animais foi recuperado com nucleotideos do tipo
AMP, CMP, GMP, UMP, IMP que atuam em todo o sistema gastrointestinal destes
animais (NUNEZ et al., 1990).

A proteina de levedura Saccharomyces cerevisiae do gene VMA1 foi
recombinada com uma proteina do horménio da paratiredide humana (hPTHrP) (1-
139), criando-se entdo uma proteina recombinante que anulou os efeitos inibitorios
do fator de crescimento. Isto vem confirmar que peptidios quando manipulados
geneticamente podem promover mudancgas nas células e conseqiientemente em
suas fungdes biolégicas (WU et al., 2000).

Em seus estudos in vitro JYONOUGH et al., (1992), demonstraram que a
suplementag¢@o com RNA de levedura, em meio de cultura, melhorou a producgéo e
a funcao dos linfocitos de seres humanos.

16
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Pacheco et al. (1999), realizaram testes onde se estudou a capacidade de
ligagdo de ions calcio com isolado protéico de levedura apods tratamento com
trimetafosfato de sédio, em que se observou um grande nimero de sitios de
ligagbes para interagirem com esses ions, conseguindo entdo um produto com
boas caracteristicas nutricionais, além de contribuir com a absorc¢do de ions calcio

na dieta.

Atualmente existe grande interesse no uso de fibras na rotina dietética dos
individuos, devido ao efeito hipocolesterolémico que a fibra soltvel oferece. As
glicanas de levedura podem ser utilizadas como fibra dietética segundo HALASZ &
LASZTITY (1991).

Mananas e glicanas de levedura apresentam propriedades gustativas
semelhantes a gordura liquida ou oleo e, portanto, podem ser usadas como
substituto da gordura, em dietas de baixas calorias (BAIRD & PETTIT, 1991).

Efeito estimulatério na restauracdo de células da medula do fémur em
camundongos foi atribuido as mananas extraidas de levedura (CHERNYSHEVA et
al.,, 1991). Polimeros sulfatados de glicana derivados de Saccharomyces
cerevisiae podem ser considerados imunologicamente ativos, pois estimulam a
proliferagdo de células na medula o6ssea, exercendo atividade terapéutica
antitumoral por via intravenosa, em animais de laboratério (WILLIAMS et al.,
1992).

De acordo com IDOTA et al., (1994), os oligossacarideos tém sido bastante
estudados como ingrediente funcional na alimentagdo, pois agem no organismo
como bioingredientes inibindo o crescimento de bactérias patogénicas, como
Salmonella e Escherichia coli e estimulam o crescimento de Bifidobacterium sp. os

quais sao considerados probidticos no intestino do homem e de animais.
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3. OBJETIVOS

3.1. Aumentar a concentragéo de proteina do extrato de levedura obtido apos o
processo de lise por meio da adicdo de enzimas exogenas (proteases e
carboidrases) a fim de promover maior hidrélise, lise da parede celular e
melhorar a qualidade da proteina soltvel quanto a composicao de aminoacidos

do produto final.

3.2. Obter caracteristicas modificadas de sabor que sejam bem aceitas em

relacao a analise sensorial do extrato produzido.

3.3. Aumentar a qualidade nutricional do extrato protéico através de melhoria

do perfil de aminoacidos
3.4. Comparar a recuperagédo e a qualidade do extrato obtido com ou sem

adicao de enzimas exogenas, da levedura residual da destilaria de alcool e de

uma levedura selecionada de cultivo.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. MATERIA-PRIMA

A levedura (Saccharomyces cerevisiae) utilizada na pesquisa foi
proveniente da fermentagéo alcodlica procedente da usina Sao José associada a
Coopersucar, com sede em Piracicaba-SP. O material foi obtido da produgao de
alcool no fim do processo de fermentagéo alcodlica, quando a levedura decanta e
é feita a coleta de parte da suspens@o de levedura (sangria). A levedura foi
coletada na usina em recipientes de 200L e transportada até o ITAL, onde foi
mantida sob refrigeracédo a 5°C até o processamento. Inicialmente foi submetida a
procedimentos de lavagem para a retirada de residuos de mosto e de alcool,
sendo em seguida seca em spray dryer, seguindo o procedimento descrito no

fluxograma da Figura 2.

BIOMASSA UMIDA (leite de levedura)

Ressuspenséao 1:1

Centrifugacéo
Biomassa lavada Agua
(sobrenadante)
“Spray dryer”’ Centrifugacao
| |
BIOMASSA Biomassa Agua (descarte)
LAVADA

DESIDRATADA

Figura 2. Fluxograma de obtencéo da biomassa de levedura de preparo das células de levedura
(lavagem).
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4.2. METODOS

4.2.1. Obtencao do extrato de levedura desidratado

O pré-autolisado foi produzido a partir de uma suspensé@o de levedura
preparada nas condi¢bes descritas na Figura 2. As condi¢cdes de preparo do pre-
autolisado sao apresentadas na Tabela 2. Apds o periodo de incubagao (6-8
horas), o pré-autolisado foi recolhido e armazenado sob refrigeragéo a 5°C até a

adicao da suspensao de levedura a ser autolisada.

Tabela 2. CondicGes estabelecidas para obtengdo do pré-autolisado

Condicoes Experimentais Parametros
Suspensao de levedura 15% viv
Cloreto de sodio (NaCl) 2% plp
Temperatura 55+2°C
Tempo de incubagao 6a8h

pH 6,0 — 6,5

Segundo KOLLAR et al. (1992) o uso de um pré-autolisado € muito
importante, porque age como um ativador no processo de autdlise, pois contém
enzimas endoégenas liberadas no meio extracelular, que auxiliam no rompimento

de novas células.
4.2.2. Obtencgao de autolisado

Foram feitas suspensdes contendo 15% (p/v) de células de levedura
desidratada procedente da fermentacéo alcodlica (célula BG usina), em agua com
2% de cloreto de soédio (p/v). A esta mistura foi adicionado o material pré —
autolisado, previamente preparado (Tabela 2) na propor¢cao de 15% (v/v), e o pH
ajustado para 6,5. Logo a seguir, esta suspensao foi incubada em “shaker” (New
Brunswick, figura 3) com agitacdo (200 rpm) a temperatura de 55°C.
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e e o e f\t
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Figura 3. llustracdo de “shaker” (New Brunéwick).

O processo foi monitorado com termémetro calibrado, onde aliquotas foram
retiradas em diferentes intervalos, no periodo de 0-24h. Apés a autdlise, as
enzimas foram inativadas por tratamento térmico a 85°C durante 20 minutos, e
posteriormente o autolisado foi submetido a um resfriamento rapido em banho de

gelo. A obtencgéo do extrato de levedura pode ser visualizada na figura 4.

'BIOMASSA LAVADA DESIDRATADA
(suspenséo a 15% (p/v) de sélidos totais)

e dd) ._‘. |

Autdlise

Pré-autolisado 15% (v/v)

NaCl 2%

Adicdo de enzimas e proteinas exégenas
55°C, pH 6,5

"AUTOLISADO

|

centrifugacéo

II-_-IWE_XTRATO PAREDE CELULAR
szl ]

Adigdo de maltodextrina

25% solidos totais (p/p)

Secagem (liofilizacéo)

e
DESCARTE

EXTRATO DESIDRATADO
pp——

Figura 4. Fluxograma de obteng¢do do extrato de levedura
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As amostras de autolisado foram centrifugadas a 12000 rpm durante 20
minutos com temperatura de 5 -10°C em centrifuga RC 26 Plus Sorvall (rotor
pequeno para tubos de 50 mililitros). A fragao soluvel (extrato) e o autolisado total
ap6s 24h de incubagao foram utilizados para avaliar a recuperacao de solidos
totais e a concentracdo de proteina no extrato, a fragao insolavel (parede celular)

foi descartada.

Autdlise com adigdo de enzimas e proteinas.

Na autdlise com enzimas e proteinas exdgenas, utilizou-se a metodologia
para a producdo de autolisado descrita acima, onde além dos procedimentos
efetuados, foram adicionadas a suspensdo as enzimas e proteinas exogenas com
a finalidade de melhorar a recuperagao de solidos totais e o teor de recuperacao e
hidrolise da proteina no extrato. Foram realizados varios testes preliminares com
distintos tratamentos enzimaticos. As enzimas utilizadas foram proteases e
carboidrases e as proteinas foram coagulo de caseina obtido por coagulagao

enzimatica e soro de leite desidratado.

A Tabela 3 resume as condi¢bes em que foram realizados os ensaios
preliminares, a fim de se conhecer os melhores parametros de autolise,
possibilitando a escolha de dois extratos para a produgao de dietas que foram
testadas em ensaio bioldgico.
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Tabela 3. Resumo dos ensaios realizados com diferentes células de levedura,

combinacdes de enzimas e proteinas exégenas e parametros de autolise.

Ensaios Célula de Enzima utilizada Proteina Parametros de
Levedura Exégena Autolise
Papaina (pa) (0,25%) pH= 5,5
Experimento | BG-usina Papaina Brauzyn p.p (sem adic&o) temperatura= 50°C
(figura 5 AB) (0,5; 1,0 e 1,5%) Tempo=8e24h
Papaina Brauzyn 100 NaCl= 2% (p/p)
(0,25; 0,50%) Pré autolisado 15% (v/v)
Pancreatina (4mg e
8mg/g substrato)
Experimento Il BG-usina Pancreatina (8mg/g pH= 5,5
(figura 6 AB) BG-laboratério substrato) (sem adicdo) temperatura= 55°C
Glucanex (3g/hL) Tempo=0,1,8 €24 h
NaCl= 2% (p/p)
Pré autolisado 15% (v/v)
Experimento ll| BG-usina Papaina Brauzyn 100 Coagulo de pH= 5,5

(figura 7 AB)

Experimento IV
(figura 8 AB)

Experimento V
(figura 9 AB)

BG-laboratorio

BG-usina

BG-usina

(0,50%)
Glucanex (3g/hL)

Papaina Brauzyn 100
(1,0; 1,2; 1,4% )
Protamex (1,0;1,2;1,4%)

Flavourzyme 2%
Alcalase 0,6%

caseina 10%*

Coagulo de
caseina 10%
Soro de leite
desidratado
10%*

Coagulo de
caseina 10%*

temperatura= 55°C
Tempo=0,1,8e24 h
NaCl= 2% (p/p)

Pré autolisado 15% (v/v)

pH= 6,5

temperatura= 55°C
NaCl= 2% (p/p)

Preé autolisado 15% (v/v)

Tempo=0,4,8 e24 h

pH=86,5

temperatura= 55°C
NaCl= 2% (p/p)

Pré autolisado 15% (v/v)
Tempo=0,4,8 €24 h

* Adicao de proteina exdgena na base de 10% da proteina bruta na biomassa
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4.2.3. Produgdo de autolisados em escala piloto para obtencdo de

extratos modificados aplicados em dietas experimentais.

Os extratos modificados que apresentaram melhores teores na recuperagao
de sdlidos totais e concentracdo de proteina foram obtidos em escala piloto a
partir de suspensées a 15% de sdlidos (p/v) em fermentadores de 80 litros no
Centro Pluridisciplinar em Pesquisas Quimicas, Bioldgicas e Agricolas (CPQBA).
Os parametros de autdlise foram seguidos de acordo com a Tabela 3, conforme
citados anteriormente. O tempo de incubag¢do adotado foi o que apresentou o
melhor resultado para a recuperacdo de soélidos no extrato e para a concentragao

de proteinas.

Apos a fermentacao o material foi centrifugado, obtendo-se a frag&o insollvel
(parede celular) que foi descartada e a fragao soluvel (extrato) que foi analisada
quanto ao perfil nutricional. Aos extratos foi adicionada a maltodextrina (25%, p/p)
em relacdo aos solidos totais para aumentar o teor de sdlidos, facilitando a
secagem no liofilizador e diminuindo a hidroscopicidade do material depois de
seco. Extratos modificados contendo enzimas ou proteinas exdgenas foram
utilizados posteriormente para o preparo das dietas em ensaio biologico, e

também avaliados quanto as suas caracteristicas sensoriais.

4.2.4. Composicao centesimal dos produtos obtidos em escala piloto.

- Umidade e solidos totais: foram determinadas de acordo com os
procedimentos descritos no AOAC - “Association of Official Analytical Chemists” -
(1990). Fundamenta-se na evaporacéo da agua presente no alimento e pesagem
do residuo sélido.

- Residuo mineral (cinza): foi determinada de acordo com os

procedimentos descritos no AOAC (1990). Baseia-se na determinacdo do residuo

inorganico que resta depois de calcinar a matéria organica de uma amostra.
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- Lipidios Totais: foram determinados pelo método descrito por BLIGH &
DYER (1959), empregando-se os solventes cloroformio, metanol e agua (10, 20, e

8 mL, respectivamente) para extragao dos lipidios.

- Fibra Alimentar: foi determinada pelo método enzimatico/gravimétrico
que se baseia na gelatinizacdo e hidrolise do amido e proteina das amostras pela
acao das enzimas, seguido de precipitagao da fragao fibra soltvel pela adicao de
etanol (AOAC, 1998; PROSCKY et al., 1984).

- Nitrogénio Total: determinado pelo método microKjeldahl, segundo
método descrito na AOAC (1990). A proteina bruta foi obtida multiplicando-se o

nitrogénio total pelo fator 5,8.

- Carboidrato: determinado por diferencga, subtraido de 100% a soma dos

valores obtidos para as determinagbes anteriores.

4.2.5. Determinacao de Aminoacidos:

Para identificagcdo e quantificacdo dos aminoacidos, as amostras foram
hidrolisadas com HCI 6N em tubos de hidrolise, seladas a vacuo e mantidas a
110°C por 22 horas. Apods a incubagao, o acido cloridrico foi entdo evaporado e
fez-se a recuperacao da amostra em tampao citrato pH 2,2. Uma aliquota de 25uL
foi injetada no analisador (Dionex Dx-300), para separag¢ao dos aminoacidos em
coluna de troca catidbnica e reacao colorimeétrica pés-coluna com ninidrina
(SPACKMAN et al.,1958). Solucdo padrdo de aminoacidos Pierce foi utilizada

como referéncia, para identificacao e quantificacao dos aminoacidos.

O aminoacido triptofano, que € destruido durante a hidrélise acida, foi
quantificado segundo a metodologia de SPIES (1967), onde fez-se a hidrdlise
enzimatica com a pronase a 40 °C por 24h, seguida de reagao calorimétrica com

dimetilaminobenzaldeido (DAB) e nitrito de sédio, na auséncia de luz e posterior
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leitura em espectrofotémetro a 590 nm e a concentragdo de triptofano foi

determinada a partir de uma curva padréo.

4.2.6. Escore de aminoacidos essenciais (EAE)

O escore de aminoacidos essenciais (EAE) foi calculado relacionando a
concentracdo de cada um dos aminoacidos essenciais dos extratos proteicos em
estudo, com os aminoacidos padrao de referéncia recomendado pela FAO/WHO
(1990), de acordo com a metodologia de HENLEY & KUSTER (1994), pela

seguinte expressao:

mg de aminoacidos / g proteina teste

EAE=

mg de aminoacidos / g proteina padrao ou referéncia

Segundo SGARBIERI (1996), este quociente indicara: a) ordem dos
aminoacidos limitantes na proteina em estudo, em relagao a referéncia ou proteina
padrao; b) o valor encontrado para o aminoacido mais limitante representa o EAE
sendo uma estimativa do valor biolégico da proteina em estudo em relagao a

referéncia ou proteina padrao.

4.2.7. Ensaio Biolégico com ratos

e Dietas e animais de experimentacao

O valor nutritivo da proteina foi determinado comparativamente a caseina
comercial (CC), variando somente a fonte de proteina das dietas. Foram utilizados
como fontes protéicas, o extrato de levedura (EX), extrato de levedura com

enzimas exégenas (EXE), e extrato de levedura com enzimas e proteina exégena
(EXEP).

O ensaio foi realizado no Laboratoério de Ensaios Biolégicos do Centro de
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Quimica de Alimentos e Nutricdo Aplicada do Instituto de Tecnologia de Alimentos
(ITAL), Campinas. Foram utilizados no experimento 40 ratos machos da linhagem
Wistar livres de patdégenos (SPF), recém-desmamados, com 21 dias de idade,
provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP). Os animais foram separados em 4 grupos. A cada grupo
correspondeu um tratamento. A média do peso inicial dos animais nao diferiu
entre os grupos. A variacdo da média + desvio padrao foi de 70,3 +7,9a 71,5 £

7,4 gramas.

Ap6s a pesagem inicial, os animais foram mantidos em gaiolas individuais
contendo dieta e agua a vontade e receberam as dietas durante todo o periodo de
experimentacdo (21 dias). As condigdes ambientais do biotério foram controladas
a fim de manter a temperatura em 22 + 2°C, e periodos alternados de claro e

escuro de 12 horas.

As dietas foram preparadas contendo 10% de proteina segundo
recomendacgdes do “American Institute of Nutrition” AIN 93-G, para animais em
crescimento (REEVES et al., 1993), exceto pela concentragao de proteina que foi
reduzida de 17 para 10%. As dietas foram isoprotéicas e isocaldricas, s6 variando
entre si quanto a fonte de proteinas. Para a dieta controle utilizou-se caseina

comercial (M. Cassab).

As dietas utilizadas foram: 1) caseina comercial (CC), 2) extrato de
levedura (EX); 3) extrato de levedura com adicao de enzimas exégenas (EXE); 4)
extrato de levedura com adicao de enzimas e proteina exdégenas (EXEP); 5) isenta
de proteina, aprotéica (APRO). A composi¢ao basica das dietas € apresentada na
Tabela 4. As misturas vitaminicas (Roche) e misturas minerais foram preparadas

segundo as especificacdes da AIN-93 G e estao descritas nas Tabelas 5 e 6.
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Tabela 4. Composicdo basica da dieta, segundo AIN-93 G para ratos em

crescimento.

COMPONENTES g/Kg
Amido de milho 397,5
Fonte de Proteina (17%) 200,0
Amido dextrinizado 132,0
Sacarose 100,0
Oleo de soja 70,0
Fibra 50,0
Mistura mineral 35,0
Mistura vitaminica 10,0
L- cistina 3,0
Bitartarato de colina 25
Tert-butil-hidroquinona 0,014

Fonte: Reeves et al., (1993).

Tabela 5. Formulagdo da mistura vitaminica AIN-93 VX

COMPONENTES g/Kg
Acido nicotinico 3,000
Pantotenato de calcio 1,600
Piridoxina — HCI 0,700
Tiamina — HCI 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-a-tocoferol (E) (500 Ul/g) 15,000
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 974,655

Fonte: Reeves at al., 1993.
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Tabela 6. Mistura mineral AIN G-MX

COMPONENTES g/Kg
Elementos Minerais Essenciais
Carbonato de calcio anidro — 40,04% Ca 357,00
Fosfato de potassio monobasico — 22,76% P; 28,73% K 196,00
Citrato de potassio, tri-K, monohidratado — 36,16% K 70,78
Cloreto de sodio — 39,34% Na; 60,665 ClI 74,00
Sulfato de potassio - 44,87% K; 18,39% S 46,60
Oxido de magnésio — 60,32% Mg 24,00
Citrato Férrico — 16,5% Fe 6,06
Carbonato de zinco — 52,14% Zn 1,65
Carbonato de manganés — 47,70% Mn 0,63
Carbonato de cobre — 57,47% Cu 0,30
lodeto de potéassio — 59,3% | 0,01
Selenito de sodio anidro —41,79% Se 0,01025
Paramolibdato de aménio — 4 H;O — 54,34% Mo 0,00795

Elementos minerais potencialmente benéficos

Meta-silicato de sodio — 9 H20 — 9,88% Si 1,45

Sulfato de potassio cromico — 12 H,O — 10,42% Cr 0,275

Cloreto de litio — 16,38% Li 0,0174
Acido bérico — 17,5% B 0,0815
Fluoreto de sédio — 42,24% F 0,0635
Carbonato de niquel — 45% Ni 0,0318
Vanadato de amonio — 43,55% V 0,0066
Sacarose 221,026

Fonte: Reeves et al., 1993.

e Determinacgao do valor nutritivo da proteina

O valor nutritivo da proteina foi determinado através dos seguintes indices
nutricionais: NPR (quociente de eficiéncia liquida da proteina), PER (quociente de
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eficiéncia protéica) e Dv (digestibilidade verdadeira), segundo metodologia
descrita por SGARBIERI (1987).

Fez-se o controle do consumo de dieta para os célculos de dosagem de
nitrogénio e os valores de consumo e ganho de peso das 3 semanas foram
utilizadas para o calculo de PERop (PER operacional) e NPR. As fezes foram
coletadas a partir da segunda semana do experimento, as quais foram utilizadas

para o calculo da digestibilidade da proteina.

O grupo em dieta aprotéica foi utilizado para determinagado da perda de
peso corporal durante todo o periodo do experimento, dado necessario para o
calculo do NPR. Serviu também para o calculo de nitrogénio fecal enddgeno
(origem corporal) utilizado na transformagao do indice de digestibilidade aparente
da proteina em digestibilidade verdadeira.

Quociente de Eficiéncia Protéica (PER)
O PER mede o quociente do ganho de peso em gramas pela quantidade de
proteina ingerida também em gramas, de um grupo de animais submetidos a dieta

contendo a proteina em estudo conforme a expressao abaixo:

ganho de peso(g)
PER=

proteina consumida (g)
A metodologia convencional recomenda ensaio de 4 semanas para o PER.

No entanto, neste ensaio, que foi realizado com 3 semanas, o PER deve ser

interpretado como operacional (PERop).
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Quociente de eficiéncia liquida da proteina (NPR)

Este método se constitui apenas em uma modificagao do PER e consiste em
somar ao ganho de peso do grupo que recebe a dieta protéica a perda de peso de
um grupo equivalente que recebeu dieta aprotéica. Esta relagao permite calcular

o NPR, conforme a seguinte expressao abaixo:

ganho de peso Gl (g) + perda de peso Gl (g)

NPR=
proteina consumida Gl (g)

Onde: Gl= grupo em dieta protéica
Gll= grupo em dieta aproteéica

Digestibilidade Verdadeira (Dv)

A digestibilidade verdadeira é a medida da porcentagem das proteinas que
sao hidrolisadas pelas enzimas digestivas e absorvidas na forma de aminoacidos
ou qualquer outro composto nitrogenado. A digestibilidade €& determinada pela
medida do nitrogénio ingerido com a dieta e o nitrogénio eliminado nas fezes,
levando-se em consideragdo o nitrogénio proveniente do proprio animal que €
excretado nas fezes juntamente com a proteina de origem alimentar nao digerida.

A Dv € calculada segundo a expressao:
NI — NFa

Dv= — x100
NI

Onde:
NFa= NF — NFe
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Dv= digestibilidade verdadeira
NI= nitrogénio ingerido
NF= nitrogénio fecal de origem alimentar

NFe= nitrogénio fecal de origem enddgena

Escore de aminoacido essencial corrigido pela digestibilidade
verdadeira (PDCAAS)

Este indice (descrito por Henley & Kuster, 1994) permitiu avaliar a
qualidade da proteina em estudo através do produto do escore de aminoacidos
essenciais (EAE) do extrato de levedura (EX), extrato com enzimas exdgenas
(EXE), extrato com enzimas e proteina exégenas (EXEP), e da caseina comercial
(CC) pela digestibilidade verdadeira (Dv), atraves da seguinte formula:

PDCAAS = EAE x Dv

onde:
Dv= digestibilidade verdadeira

EAE= escore de aminoacido essencial

4.2.8. Avaliagao Sensorial

Uma avaliacdo sensorial foi realizada por uma equipe de 6 provadores
treinados quanto a acuidade sensorial, do laboratério de analises fisicas,
sensoriais e estatistica — LAFISE, do Instituto de Tecnologia de Alimentos — ITAL.

As amostras foram analisadas na forma de pd quanto a aparéncia e apos o
preparo de solugdo a 15% (p/v) em agua em ebulicdo quanto a aparéncia, odor,
sensagao na boca e sabor. Os extratos de levedura submetidos a analise
sensorial foram:
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* Extrato de levedura sem adicdo de enzimas e proteina exogenas (EX);
* Extrato de levedura com enzimas exdgenas e proteina exégenas (EXEP);

* Extrato de levedura com enzimas exégenas (EXE).

4.2.9. Analise Estatistica

Todos os resultados foram submetidos a através da analise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre as médias (p<0,05) verificadas, pelo teste de

Tukey, (Gomes 1982), utilizando-se o programa “Statistica: Basic Statistics and
Tables”.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Processo de autolise

Varios testes foram realizados, para alcangar um melhor resultado do teor
de proteina no extrato de levedura. Apenas os testes que apresentaram melhores

resultados estdo sendo discutidos neste trabalho.

Os graficos da Figura 5 (A) (B) apresentam as recuperagbes de solidos
totais e concentracdes de proteinas de extratos obtidos em varios ensaios
utilizando diferentes enzimas, em varias concentragdoes apés 8 e 24 horas de

incubacao.

Observa-se para a concentragao de proteinas no extrato que o fratamento
com pancreatina na concentragdo de 8mg/g de substrato produziu o melhor
resultado no tempo 24 horas, seguido da pancreatina 4mg/g de substrato e da
papaina brauzyn 100 nas concentragées de 0,25 e 0,5% (p/p) enzima/substrato no

mesmo periodo de incubagao.

Nota-se que quanto a recuperacao de solidos totais, ndo houve um
aumento significativo entre 8 e 24 horas, contudo verificou-se um aumento
importante (de até 15%) na concentragdo de proteina do extrato conforme
apresentado na Figura 5 (B).
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Figura 5 (A) (B). Influéncia da adigéo de enzimas exégenas na recuperagdo de solidos totais (A) e
na concentracdo de proteina no extrato seco (B) a partir de células BG de usina: 1. células BG-
usina (sem adi¢&o); 2. papaina pa (0,25%); 3. papaina brauzyn pp (0,5%); 4. papaina brauzyn pp
(1%); 5. papaina brauzyn pp (1,5%); 6. papaina brauzyn 100 (0,25%); 7. papaina brauzyn 100
(0,5%); 8. pancreatina (4mg/g substrato); 9. pancreatina (8mg/g substrato).
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Os graficos da figura 6 (A) (B) apresentam as concentragoes de proteina e
a recuperacdo de solidos totais de extratos produzidos em 4 tipos distintos de
ensaios de autdlise feitos em triplicata, utilizando-se 2 tipos de células de levedura
Saccharomyces cerevisiae e também diferentes enzimas em suas concentracoes

ap6s 0, 1, 8 e 24 horas de incubagao.

Na Figura BA observa-se que a recuperacao de solidos totais foi superior,
em média, 11g/100g autolisado seco, para as células BG Lab. No tempo de 8h
houve um aumento de 25% e 32%, respectivamente para os tratamentos 3 e 4.
Em nenhum dos estagios da autdlise foram observadas diferengas estatisticas
entre os tratamentos enzimaticos 3 e 4. Para as células BG usina (tratamentos 1 e
2) também ndo houve diferenca estatistica entre os tratamentos enzimaticos.
Independente dos tratamentos enzimaticos houve um aumento na recuperagao de

solidos com 8 e 24 horas de autdlise.

Com relagdo a concentragdo de proteina (Figura 6B) no extrato, as
diferencas entre os dois tipos de células (BG usina e BG lab) tendem a
desaparecer apds 8 horas de autdlise. A combinagédo das enzimas glucanex
(3g/hL) mais pancreatina (8mg/g substrato) forneceu a mais elevada concentragao
de proteina no extrato, em torno de 60% de proteina.
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Figura 6 (A) (B). Influéncia da adigdo de enzimas exégenas na recuperagdo de solidos totais (A) e na
concentragio de proteina (B) nos extratos de células BG de usina e cultivo (BG-lab): 1. células BG-usina +
glucanex (3g/hl); 2. células BG-usina + glucanex (3g/hl) + pancreatina (8mg/g substrato) 3. células BG-lab
glucanex (3g/hL); 4. células BG-lab + glucanex (3g/hl) + pancreatina (8mg/g substrato). * ® ¢ letras
superescritas iguais indicam igualdade estatistica (p>0,05).

37



Resultados e Discussdo

Os graficos da Figura 7 (A) (B) apresentam as concentragdes de proteina e
a recuperacdo de sodlidos totais de extratos produzidos em 4 tipos distintos de
autolise feitos em duplicata, utilizando células de levedura Saccharomyces
cerevisiae de diferentes procedéncias (B.G usina e B.G lab) e também com
diferentes enzimas e proteinas exégenas em suas concentragbes pre-

determinadas, com tempo de incubacgéo 0, 1, 8, € 24 horas.

Na Figura 7(A) (B) novamente observa-se uma superioridade das células
BG Lab. Tanto no que tange a recuperacdo de solidos (Figura7A) como em

relacdo a concentragao final de proteina no extrato seco (Figura7B).

O tempo de autolise se revelou mais importante em relagéo a recuperacao
de solidos (Figura 7A) do que em relagdo a concentragdo de proteina, que se
alterou muito pouco depois de 1h de autdlise.

A combinagéo enzimatica (glucanex 3g/hL + papaina brauzyn 100-0,5%)

forneceu o melhor resultado com uma concentragéo de proteina (Figura 7B) no

extrato ao redor de 55% com 1h de autdlise, alcangcando 60% com 24h.
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Figura 7 (A) (B). Influéncia da adicdo de enzimas e de proteinas exdgenas na recuperagao de
sélidos totais (A) e na concentragdo de proteina (B) nos extratos de células de BG usina e BG de
cultivo (BG-lab): 1. células BG-usina + 10% de coagulo de caseina (COC); 2. células BG-usina +
10% COC + glucanex (3g/hl) + papaina brauzyn 100 (0,5%); 3. células BG-lab + 10% COC,; 4.
células BG Lab. + 10% CoC. + glucanex (3g/hl) + papaina brauzyn 100 (0,5%);
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Os resultados obtidos nos diferentes tratamentos de autélise para células
BG usina em relagdo a recuperacao de solidos € mostrado no grafico da Figura
8(A) para diferentes tratamentos enzimaticos e combinacbes de proteinas
exogenas. Observa-se que a melhor recuperacao de sélidos totais foi conseguida
através da autdlise com células BG usina com adi¢ao de papaina brauzyn 100 e
protamex a 1,4%, como também pela adicao de soro de leite desidratado e
coagulo de caseina a 10% no periodo de incubacao de 8 horas. A seguir pelo
tratamento de células de usina com adi¢do de papaina brauzyn 100 e protamex a
1.4%, mas somente com a adigdo de coagulo de caseina a 10% no periodo
também de 8 horas de incubagdo. Em todos os tratamentos empregados houve

uma melhora na recuperacao de solidos totais no tempo 8 horas de incubacao.

Quanto a concentragao de proteina no extrato seco, mostrada na Figura
8(B), observa-se que o melhor resultado foi obtido no tratamento com adicao de
papaina brauzyn 100 e protamex a 1,4% como também pela adicdo de soro de
leite desidratado e coagulo de caseina a 10% (tratamentos 4 e 5), no tempo de 8
horas de incubagéo. O segundo melhor tratamento foi o de células de usina com
adicao das enzimas papaina brauzyn 100 e protamex a 1% no periodo de 24

horas de incubacao.

Com a adicdo das enzimas e proteinas exdgenas houve uma melhor
recuperacao de proteina no extrato quando comparado ao tratamento de células
de usina sem a adicdo de enzimas e proteinas exdgenas. Comparado com o
tratamento 1, o tratamento 5 mostrou um aumento na recuperagao de solidos de

67% e da concentracao de proteina da ordem de 35%, Figura 8 (A) (B).
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Figura 8 (A) (B). Influéncia da adi¢do de enzimas e de proteinas exdgenas na recuperagao de
sélidos totais (A) e na concentrag@o de proteina (B) nos extratos de células de BG usina: 1. células
BG-usina (sem adi¢&o); 2. células BG-usina + papaina brauzyn 100 (1%) + protamex (1%); 3.
células BG-usina + papaina brauzyn 100 (1,2%) + protamex (1,2%) + soro de leite desidratado
(10%); 4. células BG-usina + papaina brauzyn 100 (1,4%) + protamex (1,4%) + coagulo de caseina
(10%); 5. células BG-usina + papaina brauzyn 100 (1,4%) + protamex (1,4%) + soro de leite
desidratado (10%) + coagulo de caseina (10%).
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Os graficos mostrados na Figura 9 (A) (B) apresentam as concentragoes de
proteinas e a recuperagdo de solidos totais de extratos produzidos em 5 tipos
distintos de ensaios de autdlise feitos em triplicata. Os resultados mostram que os
varios tratamentos com enzimas e/ou proteinas exogenas influiram relativamente
pouco nos resultados de recuperagéao de sélidos e concentragao de proteina, nao

mostrando diferencas estatisticas entre os tratamentos.

Para as células BG usina, sem adi¢bes, os incrementos apés 4, 8 e 24h de
autolise foram os seguintes: recuperacao de sélidos com aumento de 28% (4h) e
de 35% (8 e24h); concentragdo de proteina teve aumento, em relacao ao
tratamento sem adicéo de 40% (4h), de 20% (8h) e de 34% (24h). O aumento na
recuperagao de solidos totais apos 24 horas em relagéo ao tempo zero (Oh) foi de

161% e para concentragao de proteina foi de 159%.

Em estudos realizados por CHAE et al (2001), utilizou-se a combinagao das
enzimas flavourzyme e protamex nas concentragcbes de 2 e 0,6%
respectivamente, onde se observou a maior recuperacéo de solidos totais e

proteina de 52,5% e 53,6% respectivamente, no tempo de 12 horas de incubagao.

KNORR et al. (1979), utilizaram duas enzimas zimolase/lisozima, para a
extracdo de proteinas de levedura e conseguiram a redugao do tempo de autolise
de 35 horas para 1 hora. SUPHANTHARIKA et al. (1999) adicionaram 0,25% de
papaina (p/p) em suas suspensodes de células de levedura com proteina de arroz e
de grao de soja obtendo com o tempo de 24 horas de incubagao
aproximadamente a recuperacédo de 60% de proteina.

A utilizagao de enzimas e proteinas exdégenas em todos os experimentos
descritos (I ao V) mostrou que ha um aumento relativo tanto na recuperacao de
solidos totais quanto na concentragao de proteina no extrato de levedura e que

tais valores sao superiores aos valores encontrados pelos autores citados acima.
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Figura 9 (A) (B). Influéncia da adigio de enzimas e de proteinas exégenas na recuperacéao de sdélidos totais
(A) e na concentragio de proteina (B) em extratos de células de BG usina: 1. células BG-usina (sem adig&o);
2. células BG-usina + flavourzyme (2%) + alcalase (0,6%); 3. células BG-usina + flavourzyme (2%) + alcalase
(0,6%) + soro de leite desidratado (10%); 4. células BG-usina + flavourzyme (2%) + alcalase (0,6%) + coagulo
de caseina (10%); 5. células BG-usina + flavourzyme (2%) + alcalase (0,6%) + soro de leite desidratado (10%)
+ coagulo de caseina (10%). *° letras superescritas iguais indicam igualdade estatistica (p>0,05).
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5.2. Composigdo centesimal da caseina comercial, do extrato

convencional e de dois extratos modificados.

Os extratos selecionados foram analisados também quanto a composigao
centesimal, ao perfil de aminoacidos, avaliagdo nutricional atraveés de ensaio

biolégico com ratos e posteriormente avaliagao sensorial.

A Tabela 7 expressa os valores da composicao centesimal das formulacoes
caseina comercial (CC), extrato de levedura (EX), extrato de levedura com adic&ao
de enzimas exégenas (EXE), extrato de levedura com adigdo de enzimas e
proteina exogena (EXEP). Observou-se que a proteina € o maior constituinte de
todas as formulagdes estudadas seguida pelo carboidrato. Nota-se que a caseina
comercial apresenta a maior concentracao de proteina em relagao as formulagoes
com extrato de levedura. Quanto aos valores de carboidrato percebe-se que os
extratos apresentam um indice superior a caseina comercial. Isto deve-se ao fato
de se ter adicionado ao extrato de levedura antes do processo de secagem a
maltodextrina (25%). Com relagao ao contetdo de cinza para as formulagdes que
contém levedura ocorreu um aumento substancial devido a introdugao de NaCl no

processo de autdlise.

Tabela 7. Composicao centesimal caseina comercial (CC), extrato de levedura
(EX), extrato com enzimas exogenas (EXE), extrato com enzimas e proteinas
exodgenas (EXP).

Componentes

(% base seca) ccC EX EXE EXEP
Proteinas 91,98 48,6 44 14 47,42
Cinza 2,41 < il 13,70 11,72
Lipideos 2,26 0,40 0,39 0,60
Fibras - 3.3 352 0,53
Carboidrato* 3,35 36,0 38,25 39,73

*Carboidrato = 100 — (proteina + lipideos totais + cinzas)
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5.3. Composicao de Aminoacidos Essenciais

Na Tabela 8 encontram-se os valores de aminoacidos essenciais (g/100g
de proteina) dos diferentes extratos: extrato de levedura (EX), extrato com
enzimas exdgenas (EXE), extrato com enzimas e proteina exogenas (EXEP) e
caseina comercial (CC), comparados com o perfil de aminoacidos do padrao
recomendado pela FAO/WHO/UNU (1990).

Observa-se que, para o EXE a metionina + cistina sdo os aminoacidos
limitantes e apresentaram-se abaixo do recomendado pela FAO/WHO/UNU,
resultando em um escore igual a 0,76. Isto pode estar relacionado a alta
reatividade dos aminoacidos sulfurados e possiveis degradacbes de acordo com

o tipo e condigbes de processamento empregado.

A biomassa de levedura possui um valor significativo de proteina em torno de
50% e também um bom perfil de aminoacidos, com excegdo dos valores de
aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) e de triptofano que devem ser
suplementados para Saccharomyces cerevisiae e Torula (OTERO et al., 1999;
SARWAR et al., 1985: MARIATH & ZUCAS, 1983; SMITH & PALMER, 1976). Os
valores de triptofano encontrados nesta pesquisa podem ser considerados
adequados para o EX e EXEP, tendo sido marginaimente deficiente para a
preparacao EXE.

Com relagdo ao EX, EXEP e a CC os aminoacidos essenciais encontrados
estdo acima dos valores recomendados pela FAO/WHO/UNU. De acordo com a
FAO/WHO (1985), uma proteina & considerada de boa qualidade nutricional
quando em sua composicdo apresentar quantidade adequada e equilibrada de
aminodacidos essenciais em relagdo ao que se considera como padrao. E de
acordo com CABALLERO-CORDOBA & SGARBIERI (2000), a proteina de

levedura apresenta um bom perfil e balango de aminoacidos em relagcao ao padrao
FAO/WHO/UNU.
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Tabela 8. Valores obtidos para os aminoacidos essenciais dos produtos: caseina
comercial (CC), extrato de levedura (EX), extrato com enzimas exogenas (EXE),
extrato com enzimas e proteinas exégenas (EXEP), tendo por base o padrao de
referéncia da FAO/WHO (1990).

Aminoacidos Padrao

(g/100g de proteina) FAO/WHO cC EX EXE EXEP
Treonina 3.4 5,29 5,19 4,91 5,31
Metionina + Cistina 2,5 4,03 3,56 1,89 4,0
Valina 3.5 755 6,76 6,00 6,70
Leucina 6,6 11,99 8,07 .15 8,64
Isoleucina 2.8 5,56 5,69 4,85 5.31
Fenilalanina + Tirosina 6,3 13,51 6,91 7,46 8,41
Lisina 5,8 9,06 8,58 .71 8,49
Histidina 1,9 3,51 3,01 2,42 2,78
Triptofano 1.1 AT 1,31 1,00 1,10
Escore Quimico — EAE - 1,00 1,00 0,76 1,00
PDCAAS - 89,79 78,65 59,72 86,01

5.4. Avaliacao Nutricional

A avaliagdo nutricional do extrato de levedura (EX), extrato com enzimas
exdgenas (EXE), extrato com enzimas e proteinas exoégenas (EXEP) foram feitos
com base no perfil de aminoacidos, escore quimico de aminoacidos essenciais,
tendo por padrao de referéncia o perfil recomendado pela FAO/WHO (1990). No
ensaio com animais foram determinados a digestibilidade verdadeira (Dv),
quociente de eficiéncia da proteina (PER) e quociente de eficiéncia liquida da
proteina (NPR), utilizando-se como referéncia a caseina comercial (M. Cassab
Ltda).

Determinou-se uma perda de peso médio em torno de 24% para o grupo da

dieta aprotéica. Os grupos de animais que receberam dietas protéicas,



Resultados e Discussao

alimentados com diferentes combinagbes de extratos de levedura, tiveram um

crescimento médio de 75% apos 21 dias de experimento.

Na Figura 10 s&o apresentadas as curvas de crescimento médio obtidos para
ratos Wistar recém desmamados, mantidos em alimentagao por 21 dias. Nota-se
que nao houve diferenca estatistica (p> 0,05) entre as dietas aplicadas aos grupos
com CC e EXEP. Isto se deve ao fato da dieta EXEP conter 10% de coagulo de
caseina, complementando o perfil de aminoacidos, do extrato de levedura. Com
relagdo aos grupos EXE e EX apresentaram valores estatisticamente (p> 0,05)

iguais ao ganho de peso, onde os pontos da reta estao sobrepostos.

=g

Peso (g)

0 7 14 21
Tempo (dias)

—e—CC —&—EX —m—EXE —8—EXEP —%—APRO

Figura 10. Curva de crescimento de ratos alimentados por 21 dias com dietas contendo 10% de
proteina proveniente de caseina comercial (CC), extrato de levedura (EX), extrato com enzimas
exogenas (EXE), extrato com enzimas e proteinas exdgenas (EXEP) e dieta isenta de proteina
(APRO).

Os dados referentes a ingestao de dieta, ingestdo de proteina, ganho de
peso, PERop e NPR avaliados durante o ensaio biolégico encontram-se na Tabela
9.

Os resultados da Tabela 9 indicam que a ingestao de dieta no tratamento
EXE foi significativamente inferior aos demais tratamentos. Quanto a ingestao de

proteina, nado houve diferengas significativas entre o EX e o EXEP, no
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entanto, verificou-se consumo menor para 0s grupos €m CC e EXE. Houve
diferencas significativas entre a ingestao de dieta, e ganho de peso entre os
grupos de animais mantidos em dietas com diferentes preparagées de extratos de
levedura e caseina comercial. O ganho de peso foi estatisticamente superior

(p<0,05) para CC e para EXEP, ambos superiores ao EX e EXE.

Tabela 9. Valores médios obtidos da ingestdo de dieta, ingestao de proteina,
ganho de peso, quociente de eficiéncia protéica (PERop) e coeficiente de
eficiéncia liquida da proteina (NPR), para os tratamentos de caseina comercial
(CC), extrato de levedura (EX), extrato com enzimas exogenas (EXE), extrato com

enzimas e proteinas exogenas (EXEP).

Fonte Protéica CC EX EXE EXEP

Ingestao Dieta (g) 33514 +321° 336,11 +21,17 290,13 +26,9° 340,68 + 26,9°
Ingestdo Proteina (g) 31,50 +3,0°  33,31+21* 2956+27° 3376+27°
Ganho de Peso (g) 118,47 £+ 10,8 98,11 £ 8,7° 98,90 + 14,2° 109,17 + 9,0%
PER operacional 3,77 +0,32 2,94 +0,1° 3,33+0,3° 3,24 +0,1°
NPR 4,32 +0,3° 3,46 +0,1° 3,92 +0,2° 3,75+0,2°

Valores médios obtidos com 8 animais por tratamento + desvio padréo. Médias seguidas por uma

mesma letra (linha) ndo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste deTukey.

Em relagéo aos valores de PERop e NPR as dietas com EXE e EXEP nao
diferiram estatisticamente. O menor valor destes quocientes foi determinado para
o EX, enquanto o maior foi para a caseina comercial, sendo este
significativamente superior as demais dietas. Segundo FRIEDMAN (1996) a
proteina com valor de PER acima de 2,0 é considerada de bom valor nutritivo. Em
seus estudos VILELA et al., (2000), encontraram valores para PER de 3,10 e de
NPR igual a 3.66, para dieta contendo 10% de extrato de Ilevedura
Saccharomyces cerevisiae em ensaio biologico com ratos machos da linhagem
Wistar, ressaltando, portanto que a proteina de levedura pode ser considerada de
bom valor nutricional. O valor protéico determinado através de ensaios biologicos

(PER e NPUa) representou 70 — 80% dos valores para caseina utilizada como
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referéncia nos estudos de (CABALLERO-CORDOBA et al., 1997).

Segundo SGARBIERI (1996), existem alguns fatores que podem influenciar
os valores de PER, dentre eles, a concentracéo lipidica da dieta e a concentragao
protéica. Elevadas concentragbes de proteina acrescentada na dieta (valores
acima de 12 a 15%) elevam os gastos energéticos de origem proteica, diminuindo
a eficiéncia da proteina para a sintese de novas proteinas corporeas. A
concentracao de proteina ideal para analise do indice de PER esta no intervalo de

9 a 12% para a proteina de alto valor nutritivo.

A digestibilidade verdadeira do CC nao apresentou diferencas significativas
quando comparado com o EXEP, porém estes foram superiores ao EX e ao EXE,
que nao deferiam estatisticamente entre si (p> 0,05). A alta digestibilidade da
caseina refletiu-se na melhoria desse indice no EXEP.Os resultados encontrados
se assemelham aos estudos descritos por KINSELA & SHETTY (1978), onde a
proteina isolada teve a sua digestibilidade bastante melhorada, superior a da
biomassa de levedura. Em seus estudos ALVIM (2001), obteve valores de
digestibilidade verdadeira de 85,2 para farinhas extrusadas enriquecidas com
extrato de levedura Saccharomyces cerevisiae.

Os valores de nitrogénio ingerido, nitrogénio fecal e digestibilidade
verdadeira para CC, para o extrato comercial e para os extratos modificados sao

apresentados na Tabela 10.
Os indices mais baixos de digestibilidade nos tratamentos EX e EXE

correlacionam com os maiores indices de excre¢do de nitrogénio nas fezes dos

ratos nesses tratamentos.
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Tabela 10. Valores obtidos para digestibilidade verdadeira, nitrogénio ingerido e
nitrogénio fecal para a caseina comercial (CC), extrato de levedura (EX), extrato

com enzimas exogenas (EXE), extrato com enzimas e proteinas exogenas

(EXEP).
Tratamento N ingerido (g) N fecal (g) Dv
cC 4,94 +0,47° 1,67 +0,20° 89,79 + 4,45%
EX 5,74 + 0,362 2,39 + 0,262 78,65 + 5,01°
EXE 5,10 + 0,47° 2,26 +0,28%° 78,58 + 4,78°
EXEP 5,82 + 0,46% 1,98 + 0,18 86,01 + 3,327

Valores médios obtidos com 8 animais por tratamento + desvio padréo. Médias seguidas por uma
mesma letra (coluna) néo diferem entre si, ao nivel de 5% de probabilidade pelo teste deTukey.

5.4. Aspectos sensoriais

Com o processo de autdlise modificado procurou-se melhorar as
caracteristicas de sabor (gosto e aroma) do extrato protéico. A Figura 11 mostra o

aspecto visual dos extratos obtidos.

EXE EXEP EX

Figura 11. llustra o p6 de extrato de levedura com enzimas exdgenas (EXE), extrato de levedura
com enzimas exdgenas e coagulo de caseina (EXEP) e extrato de levedura (EX).
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Na Tabela 11 pode-se observar as diferentes caracteristicas sensoriais dos
extratos de levedura estudados. O sabor do EXEP apresentou-se menos salgado
que o EXE, devido ao fato da incorporagéo do coagulo de caseina, que segundo
VIOTTO (1997) além de aumentar o valor protéico, a caseina proporciona
caracteristicas favoraveis de sabor ao produto final. Ja os derivados de levedura
refletem sabores e aromas que enaltecem as caracteristicas sensoriais dos
alimentos (BELEM & LEE, 1998; CAMERON et al., 1988).

O sabor “umami” que imita o de caldo de carne e glutamato monossodico
esteve presente nas trés preparagdes. A avaliagédo sensorial (Tabela 11) sugere
nao ter havido modificagdes apreciaveis nos atributos aparéncia, odor, sensagao
na boca e sabor entre o EX e os extratos adicionados de enzimas e proteina
exogena (EXE e EXEP).
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Conclusoées

6. CONCLUSOES

A modificagdo do processo de autdlise através de adicdo de enzimas e
proteinas exégenas proporcionou aumento importante na recuperagao de sdlidos
do autolisado da ordem de 34% apds 8 e 24 horas de autdlise. O aumento de
sélidos totais em relacao ao tempo zero (Oh) foi de 160% para 8h e 24h de

autolise.

As concentragdes de proteina no extrato secas variaram na faixa de 50 a
70%. Em meédia, os ganhos tanto para recuperagéo de solidos como para
concentragdo final de proteinas foram pequenos no periodo de 8 para 24h de
autdlise. Portanto, a maior vantagem na introdugao de enzimas e proteinas
exdgenas ao meio de autolise foi a possibilidade de reduzir a 1/3 o tempo de

autolise.

O valor nutricional do extrato apresentou melhora com a introdugéo de
enzimas e proteinas exdgenas para os indices: ganho de peso (tratamento EXEP).
PER (operacional) para os tratamentos EXE e EXEP. Quociente de eficiéncia
protéica (NPR) para EXE e EXEP; Digestibilidade verdadeira (Dv) para o
tratamento EXEP. Todos os indices de valor protéico foram inferiores nos

extratos de levedura, comparados com os da caseina comercial.

A avaliacdo sensorial dos extratos nas formas desidratada e em solugéo (10%
p/v) ndo sugeriu ter havido alteragdes nos atributos aparéncia, odor, sensacao na
boca e sabor, dos extratos modificados (com adigdo de enzimas e proteina

exogenas) em relagao ao extrato original sem adicao.
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