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RESUMO

O concentrado protéico utilizado neste trabalho foi obtido a partir de biomassa
de levedura desamargada, Saccharomyces carisbergensis, subproduto da industria
cervejeira, que teve suas células rompidas e tratadas quimicamente para redugéo do
conteudo de gcido ribonuciéico (RNA) e methoramento das propriedades funcionais e
nutricionais. Suspensdes com 40% de células (viv), foram rompidas por atrito
mecénico, utilizando-se moinho Dyno-mill com 70% da cdmara preenchida com esferas
de vidro de 0,6 a 1,0 mm, na velocidade de 2400 rpm, fluxe de alimentacdo 4,8 Lih e
temperatura de 15°C. Uma parte das profeinas [iberadas das células foi preciptada no
ponto isoelétrico, e outra parte extraida com perclorato de sédio 0,5M (NaCIlQ,) cu com
trimetafosfato de sddio 3% (TMFS), obtendo-se concentrados protéicos com 66, 78 e
74% de proteina, respectivamente. A composiclo amincacidica apresentou-se quase
perfeita em relagBo ao padrio de referéneia da FAQO/WHO {1985}, destacando-se o
conteGdo elevado de lisina. A exiracfo com perclorato foi mais eficiente em reduzir o
conteudo de RNA (86%), embora resultando em perda da funcionalidade da proteina,
com excecdo da formacdo de espuma. O tratamento com TMFS fosforilou 35% dos
residuos serina e reduziu 76% do RNA. A fosforilagdo melhorou as propriedades
funcionais da proteina, notadamente a capacidade de retenc@o de agua, viscosidade,
estabilidade da espuma e ligacdo do ions calcio, A fosforilacdo também causou um
destocamento do ponto isoelétrico (4,2->3,5), melhorou a funcionalidade na faixa de pH
entre 4-6. Ensaijos bioldgicos revelaram que a digestibilidade & NPU foram melhorados
nos concenirados, quando comparados as células rompidas da biomassa, O valor
nutritivo dos concentrados ficou entre 70-78% do valor da caseina. Nao foi
diagnosticado efeito toxico provocado pela ingestdo de proteina de levedura extraida
com TMFS, com base na avaliacdo dos indices séricos em ratos, 0s guais
permaneceram dentro da faixa de normalidade para ratos sadios.
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Sumary

Protein concentrates were obfained from debittered Saccharomyces
carisbergensis biomass, a byproduct from beer industry which had their cells broken
macanically and then treated chemically to reduce their nucleic acid (RNA) content and
improve s functional and nutritional properties., Cells suspensions (40%viv) were
passed through a Dyno-mill at a feeding rate of 4,8 L/h, 2400 rpm, using glass beads of
0.6 - 1.0 mm to fill 70% of the chamber volume and the temperature of 15°C. After
centrifugation to eliminate cell walls part of the supernatant was acidified to the
isoeletric pH (4,2) to preciptate the nucleoprotein complex (CP), which was isolated by
centrifugation and freeze-drying. Other paris were treated either with 0,5M NaCiQ, or
with 3% sodium trimetaphosphate (TMF8), acidified to iscelelric pH and freeze-dried, to
obtain concentrates which were called CPP and CPF, respectively. Protein in the
concentrates was 68, 76 and 74%, respectively for CP, CPP and CPF. Amino acid
composition for the three concentrates was almost perfect showing a high concentration
of lysine. Reduction of RNA in the concentrate was mare efficient in the extration with
NaCiQy4 (86% reduction), however protein functionality, except foaming, was affected
most in CPP. Treatment with trimetaphosphate (TMFS) phosphoryiated 35% of the
serine residues and reduced 76% of the RNA. Phosphorylation improved protein
functional properties, notably water retention capacity, viscosity, foam stability, and
calcium ion binding. Phosphorylation also caused a shift of the isoeletric pH (4,2—-3,5)},
improving functionality in the pH range 4 - 6. Biological assays revealed improved
protein digestibility and NPU in the concentrates, when compared with the broken celis
biomasgs. Nutritive value of the concentrates rated 70 - 75% of casein. No toxic effect of
the CPF preparation was detected based on various rat serum determinations, which

remained in the range of normality for healthy rats.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, na industria de alimenios, existe uma tendéncia mundial em
substituir as proteinas de origem animal pelas proteinas vegetais. O constante
progresso no campo da biotecnologia tem conduzido ao desenvolvimento de processos
e equipamentos, para obtengdo de organismos unicelulares em escala industrial,
permitindo a produgde de um grande volume de biomassa em condigbes de espaco e
tempo bastante reduzidos, Quatro categorias de microrganismos séo cultivados como
fonte de proteina para consumeo humano ou animal: bactérias, algas, fungos e
leveduras. Devido as técnicas de cultivo e composic@c quimica similares, a proteina
oriunda dos microrganismos recebe a denominacdo generalizada de proteinas de
organismos unicelulares (SCP).

A produg8o de isolados e concentrados protéicos a partir de microrganismos tais
como levedura, algas e bactérias, tem recebido considerével atencdo nas Ultimas
decadas. Devido ao tecr elevado de proteinas {(45-65%) séo considerados uma boa
fonte protéica nao-convencional, com perspectivas de ampliacédo de seu uso na

indgstria alimenticia (Halasz et alii, 1988).

Estudos com leveduras tém merecido um espaco de destaque, n&o s6 pelo fato
de estarem tradicionalmente associadas & preparagio de alimenios e bebidas
fermentadas, mas também pela versatilidade e habilidade de crescerem rapidamente
numa ampla variedade de substratos (Snyder & Know, 1987; Guzman-Juarez, 1983
Kihlberg, 1972; Satterles, 1981; Giec & Skupin, 1988). As leveduras, como fonte de
proteina, tém sido estudadas principaimente a partir dos anos 60, sendo que até o
momento n&o se dispbe de uma tecnologia que abranja desde o rompimento da célula
ate o produto final apropriade ao consumo, testado nutricionalmente em experimentos

"in vivo™,

Existe um grande nimero de trabalhos patenteados realizados com células e
proteina de organismos unicelulares, onde as espécies mais utilizadas sdo

Saccharomyces cerevisiae, S. fragilis, Kluyveromyces fragilis, Candida uiilis e C.
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tropicalis. Embora a espécie Saccharomyces cerevisise seja muito empregada em
estudos cientificos, geralmente nesses trabalhos levedura utilizada foi a de
panificacdo. No Brasil em particular, existem trabalhos com a levedura utilizada no
processo de fabricaggo do etanol, para aproveitamento em ragSes para animais
{Rheinbold et alii, 1987; ANFAR, 1985).

Até a ano de 1970 a levedura S. carlshergensis era considerada uma espécie e
por esse motivo até hoje essa variedade utilizada na indastria cervejeira recebe esta
denominagao. De acordo com a classificagdo mais atualizada (Barnett, 1992), dentre
as quatre variedades existentes de 8. carfsbergensis, trés sdo classificadas como S.
cerevisiagé e apenas uma variedade como S. pastorana. Atualmente se utiliza para
producdo de cervejas de alta fermentagdo a Saccharomyces cereviseae e a
Saccharomyces uvarum var. Carlshergensis para cervejas de baixa fermentacso, como

as produzidas no Brazil.

A levedura de cervejaria tem sido pouco estudada para fins nutricionais, talvez
pelo sabor amargo resultante do processo de fermentacio, sendo escassos os
trabalhos encontrados na literatura. Alguns trabalhos realizados com levedurs
excedente de cervejaria utilizaram as células inativas intactas, para testes de
funcionalidade, sem abordar o aspecto nutritivo (Penny, 1291, Koivurinta et alii, 1980 e
1981; Roshkova et alii, 1986),

Embora a utilizag8o da proleina de levedura seja muito promissora, existem
alguns fatores que limitam seu uso, como o alto conteido de acidos nuciéicos, gue
ingerido por humanos em quantidades superiores a 2 glidia podem causar
hiperuricemia, formacao de calculos renais e deposicéo de Aacido drico nas junias

Osseas, causando a doenga conhecida por gota.

Alguns dos procedimentes adotados para reduclo dos acidos nucléicos, como
os tratamentos quimicos, causam alteragbes nas proteinas, hidrélise, desnaturacao,

racemizagdo dos aminoacidos e formacéo de lisinoalanina, Outros métodos que
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utilizam enzimas e reagentes quimices revelam-se de alto custo e invidveis para
aplicaco em grande escala.

Neste trabalho pretendeu-se desenvolver uma tecnologia desde a extracéo da
proteina até a obtencdo de um produto protéico com teores reduzidos de acidos
nucleicos, com propriedades funcionais de qualidade, sem a utilizagdo de tratamentos

drasticos ou reagentes caros ou agressivos a saide humana.,

O estudo das proteinas extraidas de levedura, tanto no aspecto nutricional
quanto no conhecimento das suas propriedades funcionais, é de grande importancia,
uma vez que possibilita o aproveitamento da levedura excedente nas indistrias de

cerveja, em amplo desenvolvimento no Brasil.
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2. REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1 Composigio quimica da biomassa de levedura

Encontram-se na literatura algumas informacOes a respsito da constituicdo dag
células de levedura, com referéncia ao contetdo de proteinas, aminoacidos, lipidios e

minerais.

A relagdo entre proleinas e lipidios nas células pode variar em fungdo da
composicio do meio, Geralmente, leveduras crescidas em meios ricos em carbono e
escassos em nitrogénio apresentam menor contetdo em proteina.  Independente
deste, a biomassa microbiana apresenta alto conteddo de proteina, quando comparada
com a carne, leite e peixe, além de outros componentes essenciais como minerais e

vitaminas, sendo a maicria do complexo B (Giec e Skupin, 1888).

De acordo com a espécie, o conteudo de lipidios varia de 7 a 18%, sendo
predominantes, entre os acidos graxos, o8 insaturados. O fluxo de oxigénio durante o
cultivo das células é o pardmetro que mais influencia na composicio de acidos graxos
(Falasz e Laszlity, 1991).

Os carboidratos representam 20 a 35% da matéria seca das células, sendo a
presente maioria polissacarideos localizados na parede celular (15 a 20% de glucanas
£ mananas) e em menor parte cérbcidratos de reserva energéfica (glicogénio e
trealose). Num esiudo realizado por Sarwar et ali (1985) com seis linhagens de
leveduras, o conteltido de fibra alimentar variou na faixa de 1542 a 17,79%, onde a
quantidade de fibra insolavel foi baixa, 247 a 549%, e fibra solGvel de 11,19 a
12,97%.

Embora ¢ teor de minerais varie numa ampla faixa, o contelde de cinzas das
células de levedura é alto, cerca de 10% da matéria seca, onde o0s principais
componentes séo fosforo, potassio, magnésio e calcio. Sarwar et alii (1985) sugerem,

pelos resultados obtidos com leveduras crescidas em varios substratos, que o
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metabolismo do P, K, Fe, Zn & Na é bem regulado e que n#o existe contaminagdo com
estes minerais durante o crescimento e consequente processamento, A levedura de
cervejaria € considerada uma boa fonte de selénio e c:ronio, e sua ingestdo &
recomendada como suplemento alimentar para previnir estados carenciais de Se,
caracterizados por queda de cabelo, retardo do crescimento, deficiéncia reprodutiva,

cardiomiopatias, necrose e degeneracgao do figado e do pancreas (Levander, 1989).

Em relac@o 3s vitaminas, as leveduras sfo essencialmente ricas em complexo B,
existindo uma pequena diferenca no conteldo vitaminico de células crescidas em
sacarose e etanol (Schay e Wegner, 1985). Em estudos realizados por Sarwar et alii
{1985), 0 conteGdo total de acido folico em Sacharomyces cerevisiae foi menor que o
encontrado em Candida utilis. Em geral os processamentos utiizados para producéo de
autolisados reduzem significantemente o contetde vitaminico nos produtos (Schay e
Wegner, 1985).

2.2 Valer nutricional da proteina de levedura.

0O conteldo de nutrientes da célula de levedura depende principalmente do
estado metabélico do organismo e a qualidade da proteina é determinada pelo balango
de aminodcidos essenciais, adicionalmente & digestibilidade e biodisponibilidade da
proteina (Haldsz e Hasaztity, 1991).

Geralimente as células de microrganismos sdo deficientes em metionina e
marginaimente deficientes em valina, isoleucina e triptofano. Apresentam  teores
elevados de outros aminoacidos essenciais, principalmente lisina e treoning,
constituindo-se em exelente complemento para alimentos a base de cereais (Kinsella,
1987). A composicio de aminodcidos de células integras de S. fragilis, crescidas scb
diferentes condicbes de meio de cuftura, revelou similaridade em aminoacidos,
independente do meio utllizado. Em outra pesquisa, tentaram sem sucesso aumentar o
comtelido de aminoacidos sulfurados em levedura através do aumento do nitrogénio e

do contetido de cisteina, colina e treonina do meio (Vananuvat e Kinsella,1975). Num
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estudo de 271 linhagens de levedura, Nelson et alil (1975) encontraram valores de
metionina variando de 0,4 a 1,7g / 16g de nitrogénio,

A adicdo de proteina de levedura & farinha de trigo, arroz e milho causou uma
melhoria notavel na composicdo de amincdcidos. Como as proteinas da farinha de trigo
e de outros cereais possuem um feor adequado de metionina & cistina, mas baixo em
lisina, as proteinas de levedura sdo altamente complemantares, possuindo um grande
potencial para suplementacdo em produtos desta natureza (Mateles e Tannebaum,
19689).

Diferentes niveis de concentrado protéico de levedura (Saccharomyces
cerevisiae) foram adicionados a massa de tortilhas de milho, com o cobjetive de
melhorar a qualidade da proteina. Uma melhora significante no contetdo de lisina foi
observada, sendo 18% a quantidade méxima de concentrade de levedura incorporada
& massa, que nao causou alteracio das proprieciadles organolépticag do produto. Essa
quantidade elevou o PER de 1,86 (tortilhas controle) para 2,05 (Arriola et alii, 1989).

Em relagéo a bioensaios utilizando proteina de levedura, existem poucos dadoes
publicados na literatura. Num estudo de fortificagdo de paes, a adicdo de 2 a 12% da
levedura torula foi utilizada como suplemento da farinha de panificagdo. Em ensaio
biolégico com ratos, verificou-se a elevago do PER de 1,31 para 2,28 quando o nivel
de substituicdo foi de 8%. O total de nitrogénio retido na carcaca dos animais
alimentados com pao suplementado foi malor do que o observado no grupo de

controte, sem suplementagao (Lin et alii, 1986).

Na alimentacdo de vacas leiteiras, 25% do nitrogénio da dieta foram substituidos
por proteina de levedura {Pruteen) e comparados ao nitrogénio proveniente do farelo
de soja e uréia. A substituicdo do nitrogénio por Pruteen ndo afetou o balango de
nitrogénio ou a producéo de leite, mas indicou uma tendéncia para valores superiores

as dietas suplementadas com uréia ( Teller ¢ Godeau, 1888).
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Em testes nutricionais realizados com Trefahynema, usando caseina como
padréo, Lyutskanov et alii (1990) encontraram, para a Sacharomyces cerevisiae 211, ©
vaior biolégico de 71,4%. O escore quimico de aminodcidos, calcutados em relagdo a
proteina referéncia da FAQ, revelou como limitantes a metionina e cisting (63%) e o
triptofano (69%).

Seis produtos a base de levedura foram produzidos de dois microrganismos
{Candida ulilis e Saccharomyces cerevisiae) e utilizados por Sarwar et alii (1986) como
fonte protéica em diversas formulacgbes na alimentaco de ratos "Sprague Dawley”. Os
autores testaram a suplementacéo da proteina da dieta g base de levedura com 0,2%
de L-metionina ou L-cistina. A suplementacdo com cistina teve pouco efeifo no
consumo de digta e no ganho de pesc (NPUr = 68 a 81%), quando comparada a dietas
suplementadas com metionina (NPUr = 79 a 86%). Dietas compostas de 20% de
proteina de levedura infegra ocasionaram redugio da taxa de crescimento (30-80%),
aumento do volume da excregdo urindria (cerca de 3,5 vezes) ¢ dos niveis de
alanfoina no plasma e uring, concluindo que os produtos de levedura em altas
concentracbes afetaram tanto a qualidade da proteina como a excrecdo renal dos

motabdlitos da purina,

A qualidade nutricional da proteina de levedura tem sido estimada pela
digestibilidade, valor biol6gico, utilizag8o liquida da proteina e quociente de eficiéncia
protéica para animais e estudos de balango de nitrogénio para humanos. O quociente
de eficiéncia protéica (PER) de células de levedura, que ficou em torno de 2,02, pdde
ser slevado para 2,5 pela adic8o de 0,5% de metionina & proteina da dieta (Bressani,
1868},

O perfil nutricional de produtos a base de células de levedura, com a adicéo de
0,1% a 0,2% de metionina & proteina, é equivalente a produtos elaborados com
proteina de soja ou farinha de peixe. De acordo com a "Food and Drug Administration”
(FDA), somente células secas de leveduras Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis e

Kluyveromyces fragiis podem ser utilizadas como aditives em géneros alimenticios
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para consumo humano, pelo fato de ja terem sido submetidas aos testes toxicoldgicos
exigidos por este drgéo (Boze et alii, 1992).

2.3 Limitacées da proteina de levedura

A utilizacdo de levedura como fonte de proteina na dieta de humanos e primatas
superiores & limitada por dois fatores principais: a presenca de paredes celulares

rigidas e o alto teor de acidos nucléicos na biomassa.

Rompimento da parede celular

As paredes das células sfo resistentes as enzimas digestivas, tornando os
componentes intracelulares parcialmente indisponiveis. Segundo Kihlberg(1972), a
extracdo da proteina celular melhora muito sua digestibilidade e valor bioldgico. Para
solucionar a limitagao imposta pela parede celular, vérios métodos quimicos, fisicos e
enzimaticos tem sido testados (MHugles et alii, 1971, Kihiberg,1972; Kinsella e
Shetty,1978; Tannembaum e Wang,1975).  Através da aplicagdo de calor pelo
cozimento e autoclavagem, alguns pesquisadores foram capazes de melhorar o valor
da proteina de células de algas (Cook et alii, 1963). Autdlise tem sido utilizada para
modificar a parede celular de leveduras pela agdo de enzimas endogenas. Plasmdlise
e hidrdlise tem sido empregada para preparagao de exiratos, usados como agentes
flavorizantes (Kihlberg, 1972). Através de uma combinacgo de tratamentos mecénico e
quimico, Okezie e Kosikowiski (1981) obtiveram o rompimento de células de fevedura

Candida fropicalis com um rendimento de 71% de extrag@o de proteina celular,

O método de ruptura mecénica tem sido muito utilizado, principalmente quando
se deseja obter produtos com boas propriedades funcionais, permitindo uma
recuperacéo eficiente da proteina mais préxima ao seu estado nativo, pois evita 0 uso
de tratamentos drasticos de temperatura, pH e introdugéo de reagentes guimicos
(Hedenskog e Mogren, 1873). A desintegragdo mecanica pode ser conduzida por
varios meios, como em homogeneizador convencional, desintegrador de alta pressao,
exposicao ao ultra som e desintegrador tipo moinho de bolas (Engler,1979).
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Mutantes da espécie Saccharomyces cerevisiae (JD 1089}, isolados por Schaffeld
et alii (1982), apresentaram alguma perturbago a nivel de parede celular, a qual pedia
ser rompida & temperatura de 37°C, apresentando desta maneira grande potencial para
produgéo de autolisados como agente “flavorizante”.

Presenga de acidos nucléicos

O problema de mais dificil solugBo para utilizagic dos microrganismos
unicelulares parg fins alimenticios consiste no alto conteGdo de acidos nuciéicos,
principaimente o acido ribonuciéico (RNA), cuja quantidade pode atingir até um tergo
do total da proteina (Shetty e Kinselia, 1982).

G conteddo de acidos nuciéicos é elevado tanto na biomassa como na proteina
isolada. A tabela abaixo fornece a composigéo, em percentual, de algumas fontes de

profeinas de levedura (Rosales, 1984).

Tabela 1. Conteldo de acidos nuciéicos (RNA) em algumas leveduras,

Especie RNA (%)
Candida lipolitica 5.0-115
Saccharomyces cerevisiae 6,0-8,0
Saccharomyces carfsbergensis 6,0-75
Candida tropicalis 85-9,7
Candida utilis 75-105

De acordo com a literatura existe a formacfo de complexos nucleoprotéicos, que
s30 unidos entre si por ligagdes fracas nado-covalentes, tais como interaces

eletrostaticas, interagbes hidrofébicas e ligagBes de hidrogénio. As ligagbes ibnicas
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ocorrem predominantemente entre os grupos fosfatos anibnicos dos acidos nucléicos e
grupos catiénicos dos aminoacidos basicos das proteinas (Olser, 1975; Kinsella, 1987;
Tsang et alii,1979; Vananuvat & Kinsella,1975; Waslien et alii, 1970).

Muitas evidéncias sugerem que na estrutura tridimensional do complexo
nucleoprotéico, o RNA estd localizado no centro, formando um nucleo densamente
rodeado por proteinas ribossdmicas. A natureza altamente hidrofobica destas proteinas
indica um grande potencial de interagSes hidrofobicas entre elas, criando uma regido
apoiar no centro. A formacgéo de ligagdes de hidrogénio e eletrostaticas nesta regido de
baixo potencial dielétrico pode, consequentemente, ter alta energia, estabilizando
desta forma o complexo. Acredita-se que a desestabilizagio das interagfes
hidrofobicas podem causar, concomitantemente, quebra das ligagBes de hidrogénio e
de forgas iGnicas, pelo fato de alterarem seu meio dielétrica (Shetty ¢ Kinsella, 1982;

Damodaran e Kinsella, 1984),

Todo esse cuidado em reduzir o conte(ido de dcidos nucléicos, advém do fato
que marmiferos, como primatas superiores & humanos, néo possuem a enzima uricase
que degrada o acido urico, produto final do metabolismo dos dcidos nucléicos,
especialmente do acido ribonuciéice (RNA). No processo de digestdo ocorre que os
acidos nucléicos, ao serem ingeridos, s&o despolimerizados por nucleases do suco
pancreatico e convertido a nucleosideos. Os nucleosideos contém dois tipos de bases
nitrogenadas as pirimidinicas (citosinas e uracilas, razoaveimente metabolizadas pelo
homem) e as purinicas (adenina e guanina), sendo os compostos purinicos oxidados e
desaminados g 4cido Urico, elevando sua concentragdo no plasma (Gutman e Yu,1965;
Clifford e Story,1976).

O acido drico apresenta-se insolvel no pH fisiolégico e tende a se cristalizar,
ocasionando distlrbios metabdlicos, como formagao de calculos renais e deposicdo de
acido urico nas articulagdes provocando a doenga conhecida como “"gota” (Tusé, 1984;
Roth,1882; Kihlberg,1972;). A ingestéo didria de no méximo 2g de acidos nucléicos, por
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adulto, tem sido bem tolerada, o quel limita a ingestéo de levedura ao redor de 20g por
dia (Reed, 1991).

Tem sido encontrada uma correlagdo positiva entre o consumo de bases
purinicas provenientes dos &cidos nucléicos, e a presenca de produtos metabdlicos
das bases nitrogenadas, tanto no plasma como na urina, Constatou-se, no entanto, que
embora as bases nitrogenadas apresentem uma composigdo quimica bastante
semelhante, a adenina constitue a principal responsavel pelas alteragdes bioquimicas.
Em ensajos com ratos, a ingestdo de valores superiores a 0,3% de adenina na dieta
provocou o aumento do volume urinario, do teor de nitrogénio no plasma e urina, e
presenga nos rins, de um derivativo da adenina, o 2,8-dioxiadenina. Nas condicBes
experimentais, o nivel saudavel recomendado para consumo de adenina poderia ser no
maximo de 0,1% (Cliford e Story, 1978).

2.4 Métodos utilizados para redugio dos acidos nucléicos

Os métodos para redugdo dos acidos nucléicos da biomassa microbiana podem

ser agrupados em quatro categorias:
Limitagdo dos acidos nucléicos durante a fermentacio

Teoricamente seria ideal reduzir o conteddo de acido ribonuciéico da proteing
de microrganismos por um controle no processo de fermentacéo. Observou-se que a
limitagéo do conteddo de aménia e polifosfatos no meio de cultura ocasiona diminuigéo
no teor de RNA em relag8o a concentragdo de proteina. No entanto, essa reducéo do
RNA € muito limitada, pois ocorre uma redugdo simulténea da proteina, uma vez que o
acido ribonucléico esta intimamente associado a sintese de proteinas (Vi!kaﬁ e Linko,
1977).

Produg8o de concentrados protéicos com teores reduzidos de RNA.

Como metodologia de extragdo visando a obtengdo de concentrados proteicos

com teores reduzidos do RNA, tem-se utilizado sais da série caotrdpica como o
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perclorato de sédio (NaClOy), tiocianato (NaSCN) e tricloroacetato. Os sais utilizados
numa concentraggo de 0,5 a 1,0M s&@o muito efetivos em dissociar o complexo RNA-
proteina, levando & redug¢d@o do contelido de RNA da proteina isolada no ponto
isoefétrico (Damodaram & Kinsella, 1984a). Quando reagentes, como NaClQ, e
NaSCN, sdo adicionados a uma solug&o aquosa do cormplexo RNA-proteina, os sais
primeiramente afetam as ligagdes de hidrogénio da agua, que dioc origem a uma
cascata de evenfos levando & completa dissociacio do complexo {(Damodaran e
Kinseilla, 1983).

O principio do método baseia-se em que as interagfes hidrofobicas s3o as de
georréncia principal no complexo, formando uma regido de baixo potencial dielétrico,
que reforca as interacles elefrostaticas, ligacdes de hidrogénio e de Van der Waals,
criando uma espécie de concha ausente de agua no interior do complexo, onde se
localiza o RNA. A introducao de sais ocasiona a desestruturacdo das ligacles de
hidrogénio da agua, resuitandc em alteracao da estabilidade termodindmica da agua
circundante da molécula de proteina, levando ao enfraquecimento das interacgbes
hidrofébicas, permitindo a penetragdo de agua no interior da molécula,

desestabilizando o complexo.

Hidrdlise ¢ extraciio de Acidos nucléicos de células integras pela agdo de

reagentes

A extracdo quimica dos acidos nucléicos para determinagbes analiticas tem sido
realizada com acidos, alcalis, fendis, sais e detergentes. Tais métodos para separagao
quantitativa dos acidos nucléicos sdo complicados, muitas vezes causam degradagao
da proteina e séo inviaveis para aplicacdo em larga escals (Hedenskog & Mogren,
1973).

Varios tratamentos alcalinos foram aplicados tanto em células de levedura fresca
cOmo secas, para extracfio da proteina com contelido reduzido de acido ribonucléico,
sendo 08 mais eficientes o hidroxido de sédio e hidrdxido de amdnio (Vilkari e Linko,

1977). Suspensdes de levedura contendo 14% de matéria seca foram iratadas num
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reator com agitacio mecénica, com NH,OH numa concentragao final variando de 0,33
a 13% e a temperatura 45, 50, 60, 65, 70, 75 e 80°C por 30 minutos. Foi observado
uma reducdo no conteddo de Acidos nucléicos da biomassa com 0 aumenio da
temperatura. Entretanto temperaturas entre 50 e 85°C provocaram uma grande perda
de protefna, indicando provavelmente que as proteases atingem o maximo de sua
atividade nesta faixa de temperatura. A temperatura de 85°C e 4,4% de NH,OH levou a

reducio de 90% dos acidos nucléicos (Alvarez e Enriquez, 1888).

Utilizando tratamento com &lcali para redugdo de RNA, Otero e Cabbelio (1980),
submeteram uma suspensdo de levedura em NaQH 4%, ao aguecimento de 680°C por 5
minutos, sendo novamente observado que o tratamento com alcali nesta temperatura
causa significante hidrélise da proteina. Outras combinagbes de tratamentos utilizaram
altas temperaturas (75-80°C) e menor alcalinidade {(pH 10,0-10,5), ou menor
ternperatura (55-85°C) e alto pH (11,5-12,0).

Embora os processos de hidrolise e extragdo alcalina sejam métodos simples e
eficientes em reduzir os Acidos nucléicos, provocam a perda de proteinas (30%),
destruicdo de aminoacidos, desnaturagdo da proteina e tornam a lisina indisponivel,
podendo inclusive levar a formagao de compostos indesejdveis como lisinoalanina
{Kinseila, 1987).

Solugbes acidas também foram ulilizadas para hidrolise e extragdo do RNA de
células integras. Zee e Simard (1975), usaram tratamento pelo calor em pH acido para
evitar perda de aminodcidos e proteinas. O contetido de acidos nucléicos de
Rhodatérula foi diminuido de 6,5 para 1,2% pelo tratamento a 90°C por 120 minutos a

pH 2, através da adigdo de acido cloridrico.

Algumas metodologias foram desenvolvidas visando a redugSo do RNA em
meios acidos, utilizaram o HCl em concentragbes variando de 0,1 a 1,0M , am
temperaturas de 60 a 90°C e o tempo de exposicdo variando de 10 a 60 minutos. O

ratamento escolhido como mais eficiente foi aquele que utilizou HCI M a 80°C por 10

27



minutos, resultando numa reducio de 87% do RNA e uma perda de 13% da proteina.
Nos outros iratamentos obtiveram menor remogéo do RNA e maior perda da proteina
(Otero et alii, 1982).

Hidrolise e extragdo de acidos nucléicos através de enzimas enddgenas ou

exagenas

Para utilizagdo das ribonucleases endogenas, ¢ necessario fazer iniciaimente
uma ativacdo das enzimas, que pode ser por mudancas na localizag@o celular da
ribonuclease, por mudangas conformacionais da enzima ou pela destruicdo de seus
inibidores. Os inibidores podem ser destruidos pelo emprego de temperaturas
elevadas, onde um choque térmico sub-6timo em combinagio com anions carboxilicos,
tais como formiato @ acetato, aceleram a quebra dos produtos de hidrolise das céluias
e aumentam a permeabilidade da parede das células. A ribonuciease de Candida utilis
foi ativada pela sequéncia de tratamentos, aquecimento a 88°C por poucos segundos,
hidrélise do RNA pela incubaggo a 50°C por 1 hora e por Gitimo mantidas a 55°C por 1
hora, para que os produtos de hidrolise deixassem a célula e se dirigissem para o
meio. Desta forma o contetido de RNA foi reduzido em 85% (Schachtel, 1981a; Giec &
Skupin, 1988),

A redugao dos &cidos nucléicos pela ag8o de enzimas exégenas foi inicialmente
pesquisada por Castro et alii (1971}, que fizeram um agquecimento das células integras
de levedura a 80°C por 30 segundos para inativar as enzimas endégenas, seguida de
incubagdo com ribonuclease pancreatica bovina. A temperatura de incubag8o foi de
55/65°C e o pH de 6,75 a 8,0, sendo a relagdo enzima:célula de 1:10.000 (peso/peso),

obtendo uma reduc@io de 88% dos acidos nucléicos.

A utilizacdo da ribonuclease exdgena & um método rapido e simples, mas
implica num alto custo de enzimas e a protedlise causa reduglo no rendimento da
proteina. A ribonuclease enddgena se apresenta como um metodo simples e
econdmico, tendo como desvantagem a lentidao do processo & Como no caso arterior

a reducdo da proteina (Kinsella, 1987).
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De todos os artigos da literatura esta claro que os processos conhecidos para a
reducao dos acidos nucléicos ndo tem resolvido o problema de obter um produto final

aceltavel, tanto do ponto de vista nutricional como econdmico.

2.5 Modificagdo quimica da proteina

A modificagio quimica da proteina, é um método que tem sido aplicado em
proteinas em geral, como uma técnica para estudo de estrutura, conformacao, sitios de
residuos ativos e também com a finalidade de melhorar suas propriedades funcionais,
o que nem sempre implica em melhoria das propriedades nutricionais (Mateis, 1991). O
processo de modificagdo em geral, envolve reacles quimicas das proteinas com
reagentes, que promovem reagdes nucleofilicas ou redutivas, com os grupos funcionais
das cadeias laterais das proteinas ricas em elétrons. Varios estudos foram conduzidos
para obter isolados protéicos de células microbianas com teores reduzidos de Acidos
nucléicos e boas propriedades funcionais, através de modificagbes quimicas. As
proteinas de fevedura foram modificadas quimicamente usando reagentes reversiveis
como o anidride maléico e citracdnico, por succinilacdo, acetilag8o, alguilacdo e
fostorilagao (Vananuvat e Kinselia, 1978; Huang e Kinsella, 1987; Guzman-Juarez,
1883, Kinsella g Shetty, 1978, Shetly e Kinsella, 1982).

A modificagdo dos grupos amino livres com anidridos dcidos a pH 9,0, ocasiona
um aumento da carga liguida negativa, desestabilizande o complexo nlcleo-protéico,
por repulsdo eletrostatica entre as proteinas anidnicas € RNA. A succinilagdo de
suspensio de células rompidas de levedura com anidrido succinico, aumenta o
rendimento da extracdo de 60 para 85% e reduz o conteido de RNA para valores
menores que 2%. Embora a proteina succinilada seja clara, feve e com boas
propriedades funcionais, ocorre uma redugo na biodisponibilidade da lisina, pelo fato
da rea¢@io n@o ser reversivel (Kinsella e Shetty, 1978). A succinilagdo proporciona um
alte rendimento de extracdo e proteinas com boas propriedades funcionais, sua
inviabilidade advém do grupo succinil permanecer ligado a proteina, causando
prejuizos a salde e alto custo de producio (Kinsella, 1987).
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Os agentes modificantes que permanecem ligados a proleina podemn levar a
reducdo da biodisponibilidade de alguns aminocacidos, diminuir a digestibilidade da
proteina modificada, e ainda, necessilam sitvarem-se dentre das especificagbes
regulamentares para que possam ser consumidas. Portanto, o mais indicado para
alimentos seria o uso de reagentes modificadores reversiveis, de facil remoglo dos
grupos acoplantes, em condigdes gue nio levern & desnaturagio da proteina (Shetty e
Kinsella, 1982),

O anidrido maléico e citracénico séo reagentes modificantes reversiveis,
utilizados por Shetty e Kinselta (1980 e 1982), com a finalidade de separar o &cido
ribonuciéico das proteinas, por rompimenio das interagbes eletrostalicas e
posteriormente remocdo dos grupos medificantes sob condigbes acidas (pH 4,0 a
30°C). O anidrido citracdnico foi mais eficiente que o maléico na redugdo dos acidos
nucléicos: ao nivel de modificagao de 50%, o anidrido maléico reduziu o RNA em 12%,

enquanto que a citraconilagdo em 50%.

A citraconifaga@o foi tdo eficiente guanto a succinilacdo para reducée do RNA
comtaminante, resultando num isolado protéico com menos de 2% de RNA. A
decitraconilacéio leveu a diminuicgo da digestibilidade “in vitro” da proteina pela
pancreatina e redugdo na solubilidade (Shetty e Kinsella, 1979). A citraconilagio &
vantajosa por ser uma reacdo reversivel, ndo deixando residuos quimicos na proteina
isolada. No entanto & uma reacdo quimica complicada, de alto custo ocasionando
perdas em algumas das propriedades funcionais, quando a proteina e decitracontiada
(Kinsella, 1987).

2.6 Fosforilag@o quimica da protsina.

A modificaco quimica da proteina por fosforilagéo pode ser mais aceitavel que
outros tipos de reactes, pelo fato que as fosfoproteinas sao abundantes na natureza e

estdo presentes em muitos alimentos, tais como nas caseinas do leite, albumina de

30



ovo, fosfovitina da gema de ovo, fazendo diariamente parte da dieta humana (Huang e
Kinsella, 1986,}.

A fosforifagdo € apontada na literatura como um método eficiente para
dissociag@o do complexo RNA-proteina, & obtencdo de um concentrado protéico de
levedura com baixo teor de dcidos nucléicos. A proteina de levedura de panificacio
(Saccharomyces cerevisiae), foi fosforilada com oxicloreto de fosforg (POCI3), num
grau de substituigBo de 30% dos residuos e-amino da lisina, ocasionando uma
reduclo de 85% do RNA contaminante, apds a preciptacgo em pH 4,2. O residuo
lateral e-amino da lisina foi o principal grupo funcional fosforilado e a digestibilidade “in
vitro” da proteina néo foi afetada (Damodaran e Kinsella, 1884;). Embora os resultados
sejam muito promissores, existe a necessidade de experimentos com mamiferos para
determinar a absorgéo, digestao, utilizacao dos aminodcidos das profeinas modificadas
e esfudar se 08 componentes introduzidos ao alimento apresentam alguma foxidez ao

organismo (Matheis, 1991).

A fosforilagdo das proteinas tem sido conduzida utilizande uma variedade de
reagentes quimicos como o oxiclorete de fosforo (POCH), pentdxido de fosforo
dissolvido em é&cido fosforico, acide fosférico com tricloroacetronila com agente
acoplante, fosfodicloreto monofenil, difosfoimidazol e trimetafosfato de sédio {Matheis
et alii, 1983). Para fosforilagdo de proteinas de levedura 0s mais comuns sdo o POCI3
e o timetafosfato de sédio (TMFS), sendo que, embora este Gltimo reagente ndo
apresente eficiéncia igual ao POCI; em reduzir o RNA | é um composto que apresenta

menor custo e ndo é toxico.

O oxicloreto de fésforo & muito reativo em solugdes aquosas de proleina, onde o
reduzido pH e o calor produzido pela reacio exotérmica, ocasiona desnaturacéo
protéica. O aquecimento indesejdvel em muitos casos pode ser contornado com a
dissolugao do reagente em solvente orgénico (geralmente tetracloreto de carbono),
sendo adicionado em pequenas proporgdes & solugdo de proteina mantida em banho
de gelo (Matheis e Whitaker, 1984a). O uso do reagente POCk apresenta como

31



desvantagem o manuseio, 0 custo e a sua natureza sllamente corrosiva (Kinselia,
1887).

O maior beneficio do uso do reagente trimetafosfato de sédio em relacdo ao
oxicloreto de fosforo, é que ele é um aditivo alimentar amplamente utilizado na
industria de alimentos, com aprovago da FDA (Food and Drugs Administration). De
acordo com a literatura os polifosfatos ciclicos como o himetafosfato de sédio,
possuem menos efeitos tdxicos e fisioldgicos que outros polifosfatos de cadeia linear.
Eles s@o amplamente utilizados para modificacio de amidos, como agentes
preciptantes auxiliando na coagulagéo, separacio e purificacéio de proteinas animal ou
vegetal, tais como a proteina do leite, extrato de figado, soro de sangue ou de restos
industriais de bebidas (Ellinger, 1972).

O trimetafosfato de sédio é amplamente empregado na obtengo de amidos
fosfatados, para dar pastas claras com funcionslidade melhorada. O amido &
fosforilado com 2% de TMFS, no estado semi seco a 130°C em pH 11, onde se obtem
um grau de fosforilagdo de 40-50% (Lim e Seib, 1893). O TMFS foi utilizado para
fosforifac@o de 30% dos residuos de serina da proteina de soja, em solugao aquosa de
pH 11,5 a 35°C, durante o periodo de trés horas, onde a proteina de soja modificada
apresentou as prepriedades funcionais methoradas, sendo o maior mérito desde
processo a protecdo ftemporéria dos grupos  s-amino da lisinag, conservando sua
piodisponibilidade nutricional. Utilizando o TMFS como agente modificante a proteina
de sofa poderia ser economicamente derivatizada para fosfoproteina, e ser amplamente
utilizada como ingrediente funcional no processamento de alimentos (Sung et alii,
1983,

A fosforilacdo quimica da proteina de levedura (Saccharomyces uvarum) foi
realizada por Chen et alii (1981}, com a adigdo de TMFS em pH 12 por um periodo de
6 horas a temperatura ambiente. Desta forma a proteina precipitada no ponto
isoeletrico (4,2), teve o contelido de RNA reduzide de 22% para 5%. Em outro
experimento, realizado por Giec et alli (1989), a reacdo com TMFS foi conduzida em
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pH 8,0 - 12,5 e temperatura de 25 a 45°C. A fosforilacdo de 50% ocasionou a reducéo
dos acidos nucléicos & metade e resultou em isolados protéicos com propriedades

funcionais melhoradas e uma ligeira diminuicdo da digestiblidade enzimatica “in vitre”.

O TMFS reage preferencialmente com os grupos hidroxilas dos residuos da
serina e da treonina, e o radical e-amino da lisina, Quando a proteina & precipitada no
ponto isoelétrico, a lisina torna-se disponivel {(reac@o reversivel), ficando somente os
residuos de serina ligados ao grupo fosfate. Desta forma o TMFS protege
temporariamente  a lisina, evitando sua participacdo em reagdes quimicas
desfavordveis durante o processo de fosforilagao. A fosforilacdo & conduzida em pH
alcaline e em condigdes de temperatura controlada. O mecanismo da reaco, proposto

por Sung et alii {1983), pode ser ilustrado a segquir;
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Residuo N-trifosfolisina

No caso da lising, ha formagdo do residuo N-trifosfolisina, sendo a reagéo
reversivel em pH ligeiramente acido (pH<5), sem a formac@o do pirofosfato. Obtém-se
deste modo uma proteina com maior nimero de cargas negativas e menor contetido de

Foido ribonucléico.
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Alguns autores questionam o mecanismo de reagdc proposta para ¢ caso da
proteina de soja, colocando em davida se realmente ocorre ligacdo de natureza
covalente entre o reagente trimetafosfato de sodio e a proteina (Matheis e Whitaker,
1984b).

2.7 Aspectos toxicolégicos

Devido aos processos tecnolégicos utilizados para extracdo da proteina e
reducfo dos &cidos nucléicos, a proteina de levedura pode resultar num produto
prejudicial a saude, acompanhada de compostos indesejéveis. Os aspectos
toxicoldgicos  resultantes da utilizaco de solventes na indstria de alimentos,
descritos no 14° relatdrio publicado pela "Joint FAO/AWHO Expert Commitee on Food

Additives", encontram-se resumidos a seguir:

ay tratamento com solventes podem afetar o valor nutritivo dos alimentos
processados;

b) 0s residuos dos solventes podem ter efeitos 16xicos;

c) impurezas no solvente e aditivos para solventes podemn permanecer nos
produtos e ter efeifos téxicos;

d} Os solventes podem reagir com constituintes do alimento para tornar 0s

produtos téxicos,

Em processos industriais, a extragéo de proteinas em meio alcalino é desejavel,
porgue proporciona aumento no rendimento de extragdo., O processamento de
proteinas com alcali pode ocasionar mudangas tanto nas suas propriedades quimicas
como biologicas, tais como decréscimo da digestibilidade e ufilizagdo liquida da
proteina, racemizacéo e destruicio de aminocéacidos e ainda formac8o de outros, como
a lisinoalanina. Alguns estudos tem demonstrado que, proteinas provenientes de
tratamentos alcalinos, com a produgéo de lisinoalanina, podem causar alteragdes
renais (nefrocitomegalia), caracterizadas por perda de material citoplasmatico e
nuclear, resultando em alteragBes na sintese do DNA e mitoses; sendo os fatores
nefrotdxicos estaveis ao calor (Wooddart e Short, 1973).



As injurias no figado, causadas por substdncias quimicas, tem sido reconhacidas
como um problema toxicolbgico, por mais de 100 anos. As substancias quimicas
prejudicam o figado devido a sua proximidade anatérnica do suprimento de sangue do
trato digestivo, sua habilidade para concentrar e transformar compostos quimicos
estranhos e sua funcdo na excrecfo de xenobidticos ou metabdlitos através da hile.
Para avaliar as injarias hepaticas pode-se utilizar a dosagem de enzimas hepéticas
libgradas no sangue pelo figado danificado, onde as aminotransferases tem sua
concentracdo aumentada no soro pela destruicdo do tecide hepatico (Plaa e Herwitt,
1988; Cornish, 1971).

A toxidez também pode ser avaliada através da atividade renal, dosando os
componentes que ocorrem normalments no sangue, para saber se estd ocorrendo
filtragdo glomerular. Os componentes comumente dosados séo uréia, creatinina e acido
urico. No caso de ocorrer uma diminuigéo ou parada da filtrac8o glomerular, tanto a
uréia como a creatinina tem seus teores elevados no sangue, sendo considerada
normal em humanos a proporgéo de 10:1, de uréia : creatining, respectivamente. O
acido drico elevado no sangue tanto pode ser em funcdo da ingestdo elevada de
compostos purinicos, originados de dietas ricas de tecidos de drgdos (figado, rins),

como tambem resultar da diminuicdo da funcfo renat (Berndt e Davis, 1989).

Alguns dos processamentos propostos para producéo de concentrados protéicos
de ieveduras, com teor reduzido de RNA e livre de paredes celulares, utilizam
temperaturas elevadas e meio extremamente alcalino, podendo ocasionar a formagéo

de produtos com efeito téxico.
2.8 Propriedades fisico~-quimicas

2.8.1 Ligagdo comions

As proteinas em geral, apresentam a capacidade de interagir com pequenos
ions, e a quantidade de ions que consegue ligar por molécula de proteina & uma

propriedade especifica, que depende de sua natureza, Adicionaimente, a quantidade
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de ions ligados varia em fungdo do pH do meio, tamanho e carga do fon, e da sua

concentracdo (Carr, 1953).

A intensidade da ligagdo também & muito influénciada pelas condicdes do meio
no qual a proteina se encontra, tals como pH, tamanho e carga do ion, & naturalments
a concentracdo deste. Com a mudanga de pH o nimers de ions Ca’™ ligado vai
depender tanto do grau de dissociacdo dos grupos funcionais das cadeias laterais,
como das mudancgas conformacionais que acompanham a disscciagdo. As medidas da
mudanga na ligagdo de um sitio de ligacéo fornece informacdes referentes a natureza
do sitio de ligacdo, e medidas desta ligagdo como funcéo do pH torna possivel calcular

a constante de equilibrio & o nimero total de sitios ligantes ( Edssal @ Wyman, 1966)

Os ions multivalentes e pequenos, ligam-se mais rapidamente do que os ions
monovalentes ou de grande tamanho. Normalmente as proteinas figam ions cuja carga
é oposta a carga liquida da proteina, para uma determinada faixa de pH, onde ocorre
desprotonac8o de certos grupos funcionais de residuos de amincacidos da cadeia
lateral (Carr, 1953 ).

O consumo de concentrados e isolados protéicos vem aumentando com o
passar dos anos, sendo que estas fontes alimentares contribuem com uma grande
quantidade de sédio, infroduzidos principalmente durante a extracdc alcalina. A
ingestao de quantidades excessivas de sadio durante um longo pericdo de tempo tanto

pode agravar come causar hipertenséo em humanos.

Com a finalidade de produzir concentrados e isolados protéicos com elevado
conteddo de calcio e teores reduzidos de sbdio, Wallace e Sartelee {1977), estudaram
a capacidade do isolade protéico de soja e de sangue e concentrado protéico de folha
e gluten ligar calcio em funcdo do pH (7-11) e temperatura (25, 35 e 45°C). Verificaram
que todas as proteinas possuem habilidade de ligar calcio, a qual aumenta com a
elevagio do pH e temperaturas acima de 35°C. O nivel de céicio ligado seria suficients

para estabelecer uma nova fonte de calcio na dieta humana.
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Em estudos com a fracBo 118 da proteina de soja (Appurac & Rao 1875},
encontraram gue ocorre uma substancial ligacdo de célcio no pH 7.8, atribuindo como
sitios ligantes os grupos imidazdlicos dos residuocs da histidina. A presenga de acido
fitico presente em algumas proteinas de origem vegetal contribuem para a ligagéo do
célcio & proteina, sendo que a ligagdo aumnenta proporcionaimente com a elevagéo do

contetiio de compostos de fésforo (Saio et alii, 1968).

Fracbes de caseina e B-lactoalbumina fosforilada apresentaram um aumento na
capacidade de ligar calcio, aparentemente devido ao aumento dos grupos fosfatos. A
viscosidade da B-lactoalbumina fosforilada na presenga de célcio apresenta o dobro do

valor em relacdo a proteina sem tratamento ( Woo e Richardson, 1883).

2.9 Propriedades funcionais

As proteinas podém ser utilizadas nos produtos alimenticios na forma intacta, tal
como carne, ovos, leite e ainda como farinhas altamente proteicas {17-57% proteina),
concentrados (60-80% proteina) ou isolados {acima de 80% proteina). Na realidade os
fatores que determinam a forma na qual a proteina sera utilizada num produto sdo os

custos do ingrediente e as propriedades funcionais desejadas (Baker et alii, 1988).

As proteinas podem ser adicionadas como ingrediente funcional ao alimento
para ligar dgua ou gordura, formar géis ou espuma, emulsificar e alterar o sabor,
aparéncia @ dar textura. O tipo de proteina e sua estrutura determinardo suas

propriedades (Giese, 1994).

O conceito de propriedade funcional tem sido relacionado com as caracteristicas
fisico-quimicas mais relevantes da proteina, as quais influem notoriamente nos
processamentos de elaboragdo dos alimentos, estocagem, qualidade e aceitagao do
produto final, Os atributos funcionais de uma proteina refielem as complexas
interacBes entre a composigio de aminoacidos, conformagéo estrutural e propriedades
da proteina em si, como sua interacdo com ouiros componentes alimentares e a

naturaza do meio na qual ela esta inserida (Killara ¢ Shakasi, 1986).

37



A proteina de levedura tem consideravel potencial como matéria-prima para
formulac@o de alimentos, desde que passe por processamentos e modificagtes, gue
melhorem suas caracteristicas e eliminem seus componentes prejudiciais a salde

humana {Guzman-Juarez, 1983).

Nenhurmna proteina possue todas a propriedades requisitadas, e a profeina da
biomassa de levedura ndo é uma excecdo. Embora algum asforgo venha sendo feito
para comercializa-la como ingrediente protéico universal, muitas vezes ndo atende as
expectativas em formulagdes, fathando em atuar como especificado no produto.
Comercialmente, os extratos de levedura e autolisados séo utilizados em alimentos,
principaimente como agentes flavorizantes em sopas eniatadas, moihos para cames e

molhos para doces (Peny, 1891).

A utitizacgo de proteinas de levedura como ingredientes em alimentos
formulados @ interessante, uma vez que esses ingredientes séo utilizados em porgbes
reduzidas, evitando com isso a ingestéo de grandes guantidades de RNA. Para tal
além do aspecto nutricional, a proteina deve fer suas propriedades funcionais

conhecidas, para se poder avaliar methor suas aplicagdes.

2.9.1 Bojubilidade

Um grande numero de concentrados e isolados protéicos tem sido
desenvolvidos a partir de vegetals, animais, e em menor proporgéo de microrganismos
para servir como ingrediente funcional em alimentos. A maioria destes ingredientes
encontram-se na forma desidratada e como ndc apresentam funcionalidade na
auséncia da fase liguida, o primeiro passo e o mais critico para introduzir propriedades
funcionais a0 sistema alimentar é sua interagio com dgua para reidratacdo,

entumescimento e solubilizagdo (Chou & Morr, 1879).

Solubilidade pode ser definida como a quantidade de proteina que fica em
solugéo ou dispersdo coloidal sob condicfes especificas & nio se sedimenta sob forga

centrifuga moderada. A solubilidade & um pré-requisito para a maioria das
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propriedades funcionais e sua determinacdo sob uma variedade de condicdes do meio
ambiente (pH e forga ibnica) fornece valiosas informacées sobre seu potencial de
aplicagbes (Patel e Fry, 1887).

Mudangas no pH afetam a quantidade de cargas liquidas da molécula de
proteina as quais, consequentemente, alteram sua forca de interacdo atrativa ou
repulsiva. Geralmente a solubilidade é minima ao redor do ponto isoelétrico, onde a
carga liquida da proteina é zero. Os solutos de um modo geral, produzem mudancas
nas interagbes agua-proteina por infroduzirem competitividade entre as moléculas de
agua e as moléculas de sais pelos grupos laterais dos aminoacidos. O aumento da
solubilidade em funcdoe de baixa concentracdio de sais & devido ao efeito das
interagbes eletrostaticas, embora a preciptacdo das proteinas a altas concentracfes

seja devido a interagdes hidrofobicas (Fenema, 1989).

A solubilidade das proteinas isoladas de células de levedura & baixa comparada
a outras proteinas vegetais, tais como a soja, principalmente a valores de pH mais
comum nos alimentos (Schachtel,1981,). A solubilidade & principalmente influenciada
pelas etapas e condigBes de processamento para obtencdo da proteina. Em trabalhos
com células de levedura rompidas constatou-se que ra presenca de sal (0,5% NaCi), o
comportamento da curva de solubilidade se altera, mudando o ponto isoelétrico de pH
4,5 para 4,0 e a solubilidade maxima ao redor de pH 6,0. O tratamento térmico (80°C)
em meio alcalino (pH 11,8), causou perda na capacidade de solubilizacdo da proteina,

provaveimente devido a desnaturagéo protéica irreversivel (Lindblom, 1974).

Num estudo da composicio de fracbes de hidrolisado protéico de levedura de
género Candida, Soboleva e Popova (1986), concluiram que aproximadaments 80%
das proteinas séo soluveis em solugdes salinas diluidas (globulinas) e somente 10 -
12% s&o proteinas do tipo glutelinas (sollveis em solugdes acidas ou alcalinas). No
entanto a desnaturagéo, causada principalmente pelos métodos de secagem, faz com

que a solubilidade aumente consideravelmente em pH alcalino.
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A técnica utilizada por Schachiel {1981,), para reducio dos &cidos nucléicos da
levedura Candida ulilis, por ativacio das ribonucleases enddgenas, através do choque
termico a 88°C por 6-9 segundos, seguido da incubagio de células integras por 1,5
horas a 52°C, prejudica a solubilidade do nitrogénio e consequentemente da proteina.
O método de secagem das celulas de levedura tambem afetam a solubilidade, sendo
que a secagem de preparados de levedura em “spray-drier” e “drum-drier” indicou o
primeiro tratamento como o mais drastico, levando a desnaturacio irreversivel da

proteina e consequentemente perda de solubilidade (Labuza et alii, 1972).

A modificacgo de proteinas por métodos quimicos ou enzimaticos tem sido
aplicada para melhorar suas propriedades funcionais. A succinilagdo da proteina de
fevedura de cervejaria (Saccharomyces carisbergensis), resuitou em aumento da
solubifidade, principalmente em pHs de 4 a 6, sendo gue acima do pH 7 todo o

nitrogénio ficou soltvel (Vananuvat e Kinsella, 1878).

O método de preciptacio da proteina exiraida da levedura Saccharomyces
fragilis por agquecirento a 80°C em pH 6,0, reduziu a solubilidade da proleina em
aproximadamente 50%, quando comparada a preciptacdo em pH 4,0 na temperatura
ambiente. O aguecimento pode romper as pontes de hidrogénio, afetar as interagdes
hidrofobicas e oxidar as ligagles disulfidicas, causando alteragdes na conformagio e
propriedades da proteina, tornando-a menos soluvel do que a forma nativa (Vananuvat
& Kinsella, 1975).

A fosforilagdo pelo agente POCHL de 30% dos grupos e-amino da lisina de
proteinas de levedura, melhorou ligeiramente a sua solubilidade entre os pHs 55 7.0
e aumentou muito sua capacidade de ligar 4gua (Huang & Kinsella, 1886,). A adicdo de
| cloreto de sddio e cloreto de calcio a caseina fosforilada com uma mistura de POCL e
tetracioreto de carbono, ocasionou uma diminuicdo da sclubilidade em pHs basicos
{Medina et alli, 1982).
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2.8.2 Capacidade de retengio de agua (CRA)

A capacidade de ligar 4gua é uma indica¢8o da quantidade de agua retida em
uma matriz protéica sob condicbes definidas, sendo de grande importancia em
produtos carneos, onde impedem a perda de agua durante o cozimento, em produtos

de panificacdo e alimentos viscosos como sopas e queijos (Kinsella, 1976).

Esta propriedade é facilitada pela formagdo de pontes de hidrogénio gque se
estabelecem entre os grupos polares nfio jonizados e a agua, sendo que todo fator
dissociante das pontes idnicas ou intercadsias facilitara a retengéo de agua. A
capacidade de figar dgua varia em fungdo do tipo de proteina, concentragio, ph,
presenca de sais, carboidratos, lipidios e pode ser influenciada por condicdes prévias
do processamento, tais como aquecimento e tratamento com dlcall, Muitas veres uma
desnaturacéio parcial melhora a capacidade de retencio de dqua, principalmente em
proteinas com estrutura muito compacta, onde um desdobramento parcial da estrura
feva a superficie ligages peptidicas e grupos polares que apresentavam-se ocultos
{Cheftel et alii, 1889).

Os sais por ligarem ions especificos, por influenciarem a forca idnica ou por
alterarem as propriedades do solvente, afetam a capacidade de ligar agua. Em
sistemas cdrneos, a presenca de clorefo de sédic em concentragtes abaixo de 4%
aumenia a capacidade de ligar 4gua. Acima do ponto iscelétrico, a associacéoc de jons
cloreto aumentam a carga liquida negativa nos polipeptidecs, reforgando a repulséo
mitua entre as cadeias e facilitando a entrada de dgua pela estrutura protéica
(Borderas e Montero, 1988).

O efeito do processo de preparagdo, nas propriedades funcionais de Candida
utilis, refletiu na capacidade de retencao de d4gua dos preparados. A maior CRA foi
observada no preparado de células rompidas em homogeneizador, incubadas por 90
minutos a 52,5°C e preciptada no ponto isoelétrico. As técnicas utilizadas para reduzir

0 RNA, ndo afetaram a CRA. Observaram-se vérios fatores envolvidos com esse

41



indice, como o pH, grau de proteinas desnaturadas, e o tamanho e forma das

particulas em funco das diferentes preparagbes (Schachte!, 1981,).

Em isolados protéicos de soja, a fosforilagBo de 30% dos residuos de serina,
com TMFS, quase dobrou a capacidade de reteng8o de 4gua em relacdo a amostra
controle (Sung et alil, 1983). A capacidade de adsorver dgua da lisozima e caseina
fosforilada com POCH foi 78 - 158% e 13 - 40%, respectivamente, maior do que as

amostras controles (Matheis et alii, 1983),

2.9.3 Propriedades emulsificantes

Emuis8o pode ser definida como um sistema contendo duas fases imisciveis,
uma delas dispersa na outra na forma de giébulos variando de 0,1 a 50 u de didmetro.
A fase presente na forma de glébuios € chamada de fase interna ou dispersa, ¢ a
matriz de fase continua ou externa. Os fatores que mais afetam essa propriedade 880 0
pH, forca ibnica, concentragao e tipo de proteina, viscosidads, natureza e valéncia das
espécies em solug@o (calcio, fosfatos) & ainda o processamento em si, como tipo de
equipamento, rotagdo e forma do misturador, taxa de adigfo, temperatura e qualidade

do dleo (Sarwar et alii, 1985).

Termodinamicamente todas as emulsGes sBo instavels e quebram-se em
diferentes tempos. A estabilidade da emulsdo & alribuida & presenga de cargas
elétricas na camada dupla da superficie dos gldbulos, & ocorre que, se o potencial de
repulsdo excede o potencial de atrag8o, resulta numa barreira oposta a colisdo, que
sendo maiof que a energia cinética das particulas torna a emulsgo estavel (Cante et
alit, 1979),

As proteinas em solugdo possuem a capacidade de diminuir a tensdo entre as
fases hidrofilica e hidrofobica do alimento, comportando-se de maneira semelhante a
agentes stivos de superficie. As proteinas possuem a capacidade de se difundir &
adsorver proximo a interface, alinhando seus residuos de aminodcidos hidrofébicos

para a fase ndo-aquosa, diminuindo a energia livre do sistema e fazendo com que o
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restante da proteina se desdobre espontaneamente, exiendendo-se numa camada
roonomolecular (Cheftel et alii, 1989),

A capacidade da proteina formar e estabilizar uma emulsdo é critica para varias
aplicagbes alimentares como, carnes moidas, massas para bolo, cremes para café,

maioneses, mothos para saladas e sobremesas congeladas {Kinsella, 1976).

Em estudos realizados com albumina de ovo a capacidade emulsificante (C.E.)
da proteina foi dependente do pH, concentragéo e dispersio das proteinas, volume da
fase oleo e presenga de sais, sendo que o pH foi a varidvel mais impertante. A
capacidade emulsificante da albumina de ovo foi maior a pH Acido {3.0) do gue a pH
neutro (7,0}, devido a sua hidrofobicidade superficial ser maior em pH dcido, atribuida a

mudangas microambientais dos residuos arométicos neste pH (Mine et alii, 1991).

As propriedades emulsificantes de cinco diferentes preparados de Candida s,
foram avaliadas nos pHs 55 e 86,5, Todas as preparacies apresenfaram elevada
capacidade emuisificante, sendo superiores ao caseinato de sodio. A adicao de 3% de
NaCl causou uma ligeira redugio tanto na capacidade emulsificante como na

estabilidade da emulsdo (E.E.) dos cinco preparados (Schachte!, 1981 b}

Preparacbes da levedura torula (Candida ufilis) apresentaram C.E. ligeiramente
inferior a gema de ovo, quando utilizadas na concentragio de 1%. No entanto, em
concentragdes superiores a capacidade emulsificante do preparado de levedura fo
equivalente a de gema, sendo que a mistura dos componentes (gema e lavedura) na
mesma proporcao resultou em C.E. superior aos componentes isolados (Schneli e Akin,
18795

As atividades emulsificantes (A.E.) de 4 tipos de isolado protéico de levedura
(Saccharomyces fragilis) foram medidas e comparadas a do isolado protéico de soja
por Vananuvat e Kinsella (1975). Todas as preparacdes de proteina de levedura

apresentaram A.E. ligeiramente superior ao isolado de soja, com excessdc da
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preparagio com a proteina de células rompidas com 0,4% de NaOH e precipitada a

80°C por 30 segundos em pH 6,0

Foi cbservada uma correlacdo positiva entre a solubilidade e o indice de
atividade emulsificante (IAF) para proteinas de levedura modificadas. Proteinas
succiniladas apresentaram-se altamente scliveis e um exglente indice de atividade
smulsificante, sendo crescente a relacdo do indice com o grau de succinilagdo.
Proteinas de levedura semn modificacdo ndo se apresentaram completamente
solubilizadas nas condigées do experimento (pH 7), resultando em baixo indice de

atividade emulsificante (Pearce e Kinsella, 1978).

Concentrados protéicos de Candida utilis (68% de proteina) e Candida tropicales
(71% de proteina), obtidos por combinagéio de tratamento mecénico e guimico, foram
comparados ac concentrado protéico de soja quanio as suas propriededes
emulsificantes. A capacidade emulsificante do concentrade protéico de C. utilis (30,0
ml de dleolg proteina) foi aproximadamente duas vezes maior do que o concentrado
de soja (15,0 ml/g proteina) e quase fres vezes maior que o concentrado de C.
tropicalis (11,0 mL/g proteina) nas mesmas condigbes de teste. Todas as amostras
ravelaram baixa estabilidade de emulsdo, sendo que os concentrados proteicos de
levedura foram ligeiramente mais estaveis que o concentrado protéico de soja (Okezie
e Kosikowski, 1981).

O isolado protéico de soja fosforilado com TMFS mostrou uma melhora
significante tanto na capacidade emulsificante como na estabilidade da emuls&o em
relacdo a proteina controle. A estabilidade da emulsdo da proteina fosforilada foi
aproximadamente 29% mais elevada em relago ao controle (Sung et alii, 1983). A
proteina de soja fosforifada com POCI;, apresentou alta atividade emulsificante entre
os pHs 4,5 e 6,5, quando comparada a proteina de soja sem tratamento. A proteina de
soja néo fosforilada ndo mostrou atividade emulsificante nos pHs 4,5 e §,5. Q aumento
da A.E. foi diretamente proporcionat ao grau de fosforilagcéo da proteina (Hirotsuxa et
alii, 1984).



Proteinas de levedura fosforiladas com oxicloreto de fosforo, mostraram um
aumento na capacidade emulsificante, especialmente entre os pHs 8 e 7, que reflete o
aumento da solubilidade e viscosidade da proteina modificada, sendo no entanto

inferior a proteina de levedura succinilada (Huang & Kinsella, 1987).

Nao fol encontrada nenhuma correlacdo entre a capacidade emulsificante e a
estabilidade, sendc que a caracteristica de solubilidade pods influenciar a estabilidade.
Apesar da proteina isolada de levedura apresentar alta atividade emulsificante, a

estabilidade da emulsdo tem sido menor.

2.9.4 Propriedades espumantes

A capacidade espumante consiste na habilidade das proteinas soltveis
encapsularem bothas de ar, por batimento, agitac@o ou aeragdo. As proteinas atuam
como um soluto surfactante, formando membranas extendidas, que resistem até certo
grau de desnaturagfo, diminuindo a tenséo superficial do liquide e facilitando sua

deformacio por expansdo da area superficial (Kinsella, 1978},

A capacidade de formar espumas estavels & uma propriedade funcional
importanie das proteinas para aplicacdo em cobertura de bolos, sorvetes, coberiuras
aeradas, merengues, suflés e uma variedade de produtos de confeitaria { Gassmann et
alii, 1987).

Estudos sugerem que existe um paralelo entre o comportamento espumante da
proteina e sua capacidade em diminuir a tensdo superficial rapidamente, esta
tendéncia relaciona-se com o tempo gasto para cada proteina  atingir a interface,
adsorver-se desenrolar-se, formando um filme fino de proteinas. Associagbes
subsequentes serfo reglizadas com outras proteinas, que iréo se adsorver e inserir no
filme pré-existente. Isso requer proteinas com tendéncia a ligar-se a superficies
hidrofobicas, sendo clara a correlagdo exisiente entre a superficie hidrofébica
disponivel em vérias proteinas e sua habilidade em produzir espumas (German et aiii,
1985).
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Nao termn sido encontrada uma correspondéncia entre as condiches que
proporcionam uma melthor capacidade espumante e sua estabilidads. Varios fatores
afetam as propriedades de formacdo e estabilidade da 8EpUMA, COMO a concentracdo
de proteina, equipamento de aeracdo, pH, presenca de sais, aglcares e lipidios, Tanto
o volume como a estabilidade da espuma se elevam com o aumento da concentracéo
de proteinas, resultando numa espuma mais homogénea, mais densa e geralmente de

maior estabilidade devido & maior espessura do filme interfacial {Hailing, 1981).

O metodo de extragdo da proteina de células de levedura rompidas influenciou a
capacidade de formar espuma das proteinas, devido ao grau de desnaturacdo
ocasionado pelo tratamento. O isclado protéico de levedura obtido por extracdo com
agua e preciptacéo no pH 4, apresentou um volume de expansdo da espuma superior
ao isolado protéico de soja, usade como referencial. A preparacdo de levedura obtida
por extragao com agua e preciptacdo em pH 8 por aguecimento a 80°C, apresentou 0s

menores valores de expansdo da espuma (Beuchat, 1977,

No experimento com a levedura Candida utilis, Gierhart e Poter {1978}, ndo
encontraram uma correlagdo entre as propriedades espumantes e a solubilidade da
proteina. Os resultados obtidos com as amostras de levedura foram comparaveis ao da
farinha de soja, tanto no volume de espuma como na estabilidade. Contraditoriaments,
Stchachtel (1981}, encontrou uma boa correlacgéio entre a porcentagem do volume de
espuma e a solubjlidade da proteina, mas ndo entre a estabilidade da espuma e a
solubilidade. Observeu ainda varios fatores que apresentaram efeito prejudicial nas
preparagées de levedura como, secagem em ‘“spray-drier’, choque térmico,

homogeneizag&o da amostra e preciptacéc acida.

Proteinas de levedura fosforiladas (POCHL) tiveram sua capacidade espumante
{forga e estabilidade) avaliadas pelc método de aeragac & comparadas & proteina de
sore bovino e nucleoproteinas. A estabilidade da espumna foi melhorada com o aumento

da concentragdo da proteina fosforilada e para todos os valos de pH medidos, sendo a
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estabilidade diretamente proporcional ac aumenio da conceniragdo da proteina

utilizada no preparo das dispersdes {Huang e Kinseila, 1887).

A proteina de soja modificada com trimetafosfato de sddio (3%} apresentou uma
meihora das propriededes espumantes, com resulfados semethantes & proteina que fol
modificada por succinilagdo (Sung et alii, 1983). Proteinas succiniladas apresentam
maior estabilidade de espuma comparadas a proteina nativa; provaveimente por
carregarem cargas negativas nas proteinas adsorvidas no filme interfacial, causando

repulséo eletrostatica entre as bolhas (Gueguen et alii, 1990).

Existern dificuldades em fazer uma comparacdo entre a capacidade espumante
de diferentes proteinas. Os métodos de avaliagBo mais utilizados sBo batimento,
agitacdo ou insuflamento de ar. No entanto, varios autores gonsideram o processo de
batimento para formacdo de espuma o mais adequado ao estudo desta propriedade,
pois imita com maior fidelidade o processo industrial. As maiores fontes de
variabilidade nestas determinacdes sao a hidratagéo & disperséo efetiva da proteina e
o modelo e velocidade do misturador (Halling, 1981; Phillips et alii, 1887, Phillips et alii,
1980},

2.8.5 Geleificagdo

Géis de proteina podem ser definidos como interagbes entre polimeros-
palimeros ou polimeros-solvente, que ocoerrem de maneira ordenada resultande na
imobilizacdo de uma grande parte de agua por pequena gquantidade de proteina.
Geralmente os géis possuem alta viscosidade, plasticidade e elasticidade, como
exemplos tem-se a clara de ovo coagulada pelo calor, tofu de sofa, gelatina e caseina

de leite coaguiada entre outros (Morrissey et alii, 1987).

O passo inicial do processo de geleificagéo de proteinas globulares pelo calor &
o aquecimento da solugdo de proteina acima da temperatura de desnaturacio. A
importancia do processo de desnaturagdo & expor 08 grupos funcionais dos

aminoécidos, os quais, sob condicbes apropriadas, interagem para formar uma rede

47



tridimensional. A natureza da rede é fortemente influenciada por forgas eletrostaticas,
sendo sua estrutura dependente ndo somente da concentragfo critica da proteina,

como do pH, presenga e tipo de sal (Armstrong et alii, 1994).

Os géis podem ser classificados como termo-reversiveis e termoplasticos
(termo-irreversiveis). Géis de proteina de soja e gelatina sdc transformados em
condicdo pro-gel no aquecimento, passando a gel no resfriamenio, que pode ser
revertido ao estado de pro-gel com subsequente aquecimento, sugerindo que o passo
de agregacdo é termo-reversivel. Géis termo-plasticos tais como géis de proteina de
trigo @ hemoglobina, uma vez formados n&o revertem ao estado pro-gel se submetidos
ao aquecimento, podendo no entanto se tornarem macios ou se encolher. As forgas de
ligagdes predominantes séo diferentes de acordo com o tipo do gel. Nos géis termo-
reversivels a estrutura & estabelecida basicamente por pontes de hidrogénio, as quais
se rompem faciimente no aguecimento. J& os géls irreversiveis sfo formados por

ligagbes dissulfidicas (Oakenfull, 1987).

Varios fatores interferem na firmeza do gel, geralmente o aumento de
concentraclo provoca um aumento expontlneo da viscosidade e consequentemente
coorre a formacdo de géis mais firmes. Substéncias redutoras como mercaptoetanol oy
cisteina em baixas concentragdes inibem a geleificag8o, indicando que as ligagbes
dissulfidicas sdo importantes neste processo. Sob condigbes de temperatura
excessiva, ocorre uma mudanga muito grande na estrutura da  proteina,
impossibilitando sua agregacdo. Geralmente o uso de cioreto de sdédio tem influéncia
negativa na firmeza do gel e outros componentes do sistema alimentar, como
fosfolipidios e colesterol, intensificam o poder de geleificagdo das proteinas (Snyder e
Know, 1987).

O efeito da adigdo de tripolifosfato de sédio (0,6%) na firmeza dos geéis de
nlasma bovino, utitizados para incorporagéo em produtos carneos, foi positiva em pH
5.8, sendo atribuida ao aumenio da capacidade de retengéio de agua (Knipe e Frye,

1990). De um modo geral, fosforilagdo de proteinas com FOCl; methora as
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propriedades de formacéio de géis em varias proleinas (caseina, gluten, B-
lactoalbuminas), principalmente na presenca de calcio (Mathais et alii, 1983, Woo and
Richardson, 1883). Isolado proteico de soja fosforilado com POCl, em condigao
alcaling, apresentou habilidade em formar gel na concentracdo de 12%, na faixa de pH
variando de 4,5 a 6,5. A forga do gel foi @ mesma nesta faixa de pH, sendo que o
isolado protéico comercial de soja formou gel fraco apenas em pH 5,5. A proteina de
soja ndo fosforilada perdeu sua capacidade de formacao de gel apds a liofilizacdo
{Hirotsuka et alii, 1984).

2.9.6 Viscosidade

A viscosidade de um fluldo revela sua resisténcia ao deslizamento quando
submelide a acdo de forcas externas, sendo o conhecimento das propriedades
reologicas dos alimentos fluidos e semi-sdlidos importantes para o delineamento dos
processos industriais de fluxo (bombeamento, agquecimento, resfriamento, “spray-
drying”), para ¢ controle de qualidade e para avaliacdo da estabilidade no
armazenamento, no processamento e na compreensioc da designacac subjetiva dos

atributos de textura dos alimentos (Barbosa-Canovas et alii, 1993).

As soluctes, disperstes, emulsfes, pastas e géis da maioria das moléculas
hidrofilicas, como as proteinas, se comportam como fluidos ndo-newitonianos do tipo
pseudoplaticos, porque seu coeficiente de viscosidade decresce quanto a taxa de
deformacéo aumenta. Na maioria dos casos a viscosidade de dispersdes de proteina
resuita num aumento exponencial com o aumento da concentragéo da proteina (Chefiel
gt alii, 1988).

A viscosidade aparente de varias preparagbes de levedura Candida ulilis foi
medida por Gierhart e Potter (1978), utilizando 15,20 e 25% de concentragdo. Na
maioria dos casos, os fratamentos utilizados para reduclc do RNA, aumentaram a

viscosidade. As amostras fratadas com ribonucleases exdgenas tiveram sua
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viscisidade duplicada em relacédo ao controle e as preparagdes obtidas por tratamento

alcalino apresentaram significante acréscimo na viscosidade,

Concentrado protéico exiraido de levedura Torula foi utilizade por Huang e Rha
(1978a) para estudos reoldgicos. O comportamente do concentrado foi estudado a
varias concentragdes, num amplo grau de deformagéo. Entre as amostras de proteina
tratadas com alcali (pH 9), as dispersdes contendo 20% de concentrado protéico
apresentaram maior habilidade em formar fios (através de exirusdo), com uma
viscosidade moderadamente elevada. A adicdo de carboximetil celulose (CMC) ou
carragena, confribuiram para elevar tanto a viscosidade como a formacéo de fios. Em
estudos posteriores, Huang e Rha (1978b) encontraram que todas as concentracdes de
hidrocoloides testadas melhoram a habilidade de formar fios em relagdo ao controle.
Nas condigOes experimentals, as concenfragdes de 1,3 a 2,0% de CMC foram as
methores, indicando que houve um reforco das ligagBes entre o sistema

proteinafhidrocoléide.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Matéria-prima

Levedura Saccharomyces carlsbergensis na forma de células frescas em
suspensac aquosa, devidamente limpa e desamargada, procedenies da indGstria

cervejeira.

3.1.1 Ruptura mecéanica das paredes celulares e otimizagdo do processo de

rompimento

As células de levedura tiveram sua parede rompidas no moinhe Dyno-mill tipo
KDL-PILOT, com 70% da camara preenchida com esferas de vidro de didmetro entre
0.6 a 1,0 mm (Hedenskog & Mogren , 1973).

A otimi.zag:éo do processo de ruptura foi avaliado pela quantidade de proteina
solgvel extravasada das células rompidas, onde as variavels estudadas foram:
concentragdo de solidos na suspensdo de levedura, fluxe de alimentacdo do sistemna,
velocidade rotacional do equipamenio, nimero de passagens para recirculacdo da
matérig-prima. A temperatura do eqguipamenio fol mantida em 15°C, através da
circulagdo de um liquido resfriante (agualetilenoglicel}, pela camisa dupla existente ao

redor da cémara do moinho,

Numa primeira etapa utilizou-se uma suspenséo de levedura com 25% (V/V) de
células frescas em agua, com ajustado para ¢ pH 8 com o auxilio de uma solugdo de
carbonato de sédio 10% e fluxo de alimentagdo de 2,4 L/h. Nestas condigbes foram
testadas 3 velocidades de moagem: 1810, 2400 e 3350 rpm, recircutando a suspenséo
por 2 & 3 vezes, Na segunda etapa foi fixada a velocidade e variou-se o fluxo de
alimentacdo e o conteldo de sdlidos na suspensdo (25 e 40%). A eficiéneia do
monitoramento foi determinada pela dosagem de nitrogénio na suspensdo inicial e

apés cada circulac@o a dosagem de nitrogénio no sobrenadante da suspenséo rompida
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e centrifugada. O fluxograma de rompimento e monitcramento da eficiéncia do

processo é mostrado na Figurai.

1? etapa
suspensdo de lfeveduras®
(258% VIV)
ik
DYNO-MILL
{1810, 2400, 3350 rpm / fluxo 2,4 L)
i
suspensdo de leveduras rompidas @
i
centrifugacido
(12.000 rpm/ 20 min)
4
4 }
sobrenadante®! parede celular
2% etapa
suspensio de leveduras'®’
(25 & 40% VA
$
DYNO-MILE
(2400 rpm/ fluxo 2.4 - 4,8 Uh)
4
suspensio de leveduras rompidas™’
i
centrifugacde
{12.000 rpm/ 20min)
i1
$ 3
sobrenadante®’ parede celular

Figura 1. Fluxograma do processo de otimizagdo do rompimento celular,
Pdeterminagio de Kjeldah! e teor de sélidos.
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3.1.2 Extrag@o da proteina a partir de celulas rompidas

O fluxograma da Figura 2 mostra as operagdes de obtengéo do concentrado
protéico (CP) de levedura sem modificacéc quimica ou enzimdtica. Na Figura 3temos o
fluxograma com os procedimentos adotados para a obtengdo de concentrado de
oroteina tratada com solugdo 0,5M de NaClQ, e TMFS 3%. Os ajustes de pH foram
feitos com NaQOH (0,1 - 1N) ou HCI (0,1 - 1M) e a agitacdo em agitador magnético.

SUSPENSAQ DE LEVEDURA ROMPIDA
- (40% VIV - pH =8)
4
centrifugacao
(12.000 rpmy/ 20 min)
I —» descarte do residuo (parede celular)
sobrenadante sem parede - ajuste piH=42
agitacdo lenta - 30 min
\
centrifugagdo
(12.000 rpm/ 20 min}
l 5 descarte do sobrenadante
proteina precipitada
(ajuste pH 6-7)
4
congelamentof liofilizacdo
i
Concentrado Proteico
CP

Figura 2. Fluxograma de obtengéo do concentrado proteico de levedura sem
modificaco.
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SUSPENSAO DE LEVEDURA ROMPIDA

{40% v/v - pH 8)

FOSFORILACAO

(adicao TMFS 3% pH 11,0; T=350)

\’

remoecao da parede

{centrifugacao 12.000 rpmy/ 20 min.)

residuo {—Jr
sobrenadante

precipitacdo isoelétrica
{pH 3,8/ 4,0}

centrifugacao
{12.000 rpm/ 26 min)
lavagens no Pi
10 volumes de agua

{

cenfrifugacao
{6.000 rpm/ 15 min}

ressuspensdo agua destilada
{PHE-7)

ofilizacdo
Concentrado Protéico

fosforilado
CPF

sepagagéz da parede
centrifugacéo
{12.000rpm/ 20min.)
~L —» residuoc
sobrenadante
adicao 0,5M NaCl0O4
oH=8,0 agitagao 30min.

\

precipitagdo isoelétrica (pH 4,2)

centrifugagéo
{12.000 rprry/ 20min)

lavagens no Pl
10 volumes de agua

\:

centrifugacdo
{8.000 rpn¥ 15 min)

)

ressuspensio agua destilada
{(pHE-T)
liofilizacdo
Concentrado Protéico extraido

com Perclorato de sédio
CPP

Figura 3, Fluxograma do método de extragio da proteina de levedura com perclorato

ou trimetafosfalto de sédio.



3.2 Métodos analiticos

3.2.1 Composicao centesimal

Proteina total, fibra bruta, umidade e cinzas: de acordo com 08 procedimentos
da AQAC (1975). Carboidratos totais: método colorimétrico, usande o reagente fenol-
sulfarico, segundo Dubcis et alii (1958). Lipidios totais: determinacao gravimétrica dos
lipidios exiraidos com uma mistura de solventes, conforme descrito por Bligh e Dyer
(1959).

3.2.2 Acidos nucleicos

Os acidos nucleicos, que em leveduras consistem principaimente de RNA, foram
determinados pela metodologia descrita por Hebert ef alif (1971). O RNA foi extraido
das amostras com acido perclérico (0,5M) a temperatura de 37°C por 2 horas.
Posteriormente foi hidrolisado na presenca de acido perclérico (0,5M) a temperatura de
100°C por 15 minutos, onde ocorreu a liberagéo da ribose, que numa etapa posterior
foi complexada com o reagente de orcinol, resultando numa coloraglo esverdeada. A
concentragio de RNA da amostra foi determinada por espectrofotometria, no
comprimento de onda de 670 nm e a leitura obtida foi comparada a curva padrao

slaborada com RNA de levedura purificado (Sigma).

3.2.3 Composigiio em minerais
Preparo das amostras

Amostras liofilizadas de levedura integra de Saccharomyces carlsbergensis,
concentrado protéico fosforilado e concentrado protéico fosforilado dialisado, pesando
entre 2,5 a 3,0 gramas, foram tomados para as analises, A amostra CPF foi dialisada
contra 0,01M de EDTA (etilenodiaminotetracetato) por 96 horas, para retirar os metais

que ndo se apresentassem ligados a proteina. A didlise foi mionitorada através de
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medidas condutivimétricas das aguas de didlise apds cada froca, onde o ponto final fol

determinado pela estabilidade dos valores condutivimétricos.

Todas as amostras foram iniciaimente carbonizadas e deixadas na mufla a
450°C, por varios dias, até ficarem totalmente brancas e ausentes de carvoes. A seguir
foram dissolvidas em acido nitrico 5% e aliquotas injetadas no espectrdmetro de
emissao atdmica por plasma de argdnio acoplado em equipamento BAIRD ICP 2000

versdo simultdnea.
Condigbes de operagio do squipamento

« Gerador de radio frequéncia: 40,68 mHz
o Nebulizador pneumético concéntrico
s Fluxo de entrada de amostra a ser nebulizada: 4 mL/min.
s Fluxo de gas de refrigeragdo: 70 mb/ min.
e Posicao da tocha horizontal: 9mm
+ PosicBo da tocha vertical 9,8 mm
s Poténcia aplicada: 100W
Procedimento analitico
A quantificagéo dos minerais foi realizada através de curva padrdo, construida

pela dissolugdo de 100 pg/mb do padréo analitico BAIRD (solugéo #2) em acido nitrico
5%.

3.2.4 Composigio em aminoacidos

Para quantificagio dos aminoacidos, as amostras foram hidrolisadas com HCI
6N a 110°C por 22 horas, com excegdo do triptofano, para o gual se utilizou hidrolise

com LIOH 4N por 24 horas @ mesma temperatura. As analises de aminoacidos foram
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realisadas no Laboratério de Quimica de Proteinas de Ribeirdo Preto (USP), num

autoanalisador com coluna de froca idnica e derivatizagdo pds-coluna com ninidrina.

2.2.5 Grau de fosforilagéo

A fosforilacdo foi conduzida pela adicdo de 3% de trimetafosfato de sodio a
suspensdo de ceélulas rompidas, na temperatura de 35°C, pH fortemente alcalino
(10/11), durante 3 horas, tempo suficiente para que ocorresse uma fosforilagdo de 35%
dos residuos serina. A medida que o residuo serina na proteina & fosforilado, forma-se
simultaneamente quantidade equimolar de pirofosfato. Portanto, a taxa de fosforilacéo
pode ser expressa estequiométricamente pela quantidade de pirofosfato formada e o
total de residucs de serina presentes na aliquota da amostra utilizada na mistura de

reacao,

A determinacgdo do grau de fosforilagdo baseia-se na dosagem de pirofosfato
formado durante a reagéo, conforme a metodologia de Flaschka ef ali (1969). Consiste
em precipitar a proteina fosforitada do sobrenadante com &cido iricloroacético (TCA
10%]) & a seguir promover uma complexagdo do pirofosfato solGvel remanescente, com
acetato de zinco. Como a reacdo pirofosfato-zinco € estequiomeétrica, a quantidade de
pirofosfato € calculada atravées da titulagcdo do zinco com etilenodiaminotetracetato
(EDTA).

o miligramas Zn « 100
" Conteudo de Serina na Amostra (mg)

onde

GF = grau de fosforilagdo

3.2.6 Eletroforese

As amostras CP e CPF foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE), em meio alcalino (pH 8,3), de acordo com ¢ procedimento descrito por
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Davis(1964). Utilizou-se gel de poliacrilamida contendo SDS na concentracdo de 12%
(Laemmli, 1970), uma fonte com 20 mA e aproximadamente 80 volts. Apos o término da
corrida, as proteinas foram fixadas e coradas com uma solucdo contendo 50% de
metanol, 10% de acido acético e 0,25% de coomassie briliant blue R-250.

A determinacdo dos pesos moleculares aproximadaos dos polipeptitideos das
amostras fol realizada através da construgdo do grafico do logaritmo do peso molecular
de padrbes pelo respactivo deslocamento relativo no get (Weber & Osborn, 1969). Os

padres de peso molecular utilizados nas mesmas condicdes da amostra foram:

Albumina bovina = 66.000; albumina de ovo = 45.000; gliceraldeido 3-P-
desidrogenase = 36.000; anidrase carbdnica = 29.000; tripsinogénio = 24.000:
inibidor de tripsina = 20.000 daltons (Sigma).

3.2.7 Complexagido das proteinas com ions calcio

Para medidas de célcio foi utilizado o eletrodo de membrana ion-seletiva Orion
83-20, acoplado a um eletrodo de referéncia de simples junc@o modelo 90-01. Os
eletrodos foram conectados a um medidor especifico de leituras idnicas {modelo EA-
920); com saida para eletrodo de pH e temperatura. O caicio ligado foi obtido pela
diferenga entre a concentragio de calcio inicial (branco) e o calcio livre na presgnca de
proteina. As medidas foram feitas em dispersdes de concentrado protéico 0.5 e 1%
(p/v) em soluglo de KCI 20 mM, nos pHs variandode 5 a 8 e concentragio de calcio

entre 10° a 107,

O efeito da concentragdo de fons, na ligacdo pela proteina esta sujeito a
tratamento quantitativo, que pode ser demonstrado matematicamente (Edsall e Wyman,
1958). Considerando que a proteina (P) possue vérios sitios capazes de fixar um dnion
{A), pode-se idealizar para o fon mais simples, que todos os (n} sitios de P sio

equivalentes ¢ independentes. Para o caso especial de n=1, a reaggo provavel sera;

P+ A < PA (1)
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e a constante de associagdo K é dada por:

_ [PA]
K= 1Fa] (2)

considerando todas as moléculas de P e PA em solugdio, pode-se expressar a fracdo

de sitios ligantes de P, que esto vazios, pora |, da seguinte forma:

= Pl e
& T AT T [APE CTRA] (3)

O nimero médio de moles de A ligados, para todas as moléculas P e PA, sera
Vo= I-o ol v o= W (4)
onde v pode tambem representar a probabilidade gque qualquer molécula P da

solugdo, torada aleatoriamente, esteja acoplada ao ligante A,

Se P, ao invés de conter apenas um sitio capaz de ligar A, apresentar n sitios

equivalentes e independentes, pode-se generalizar as equacies anteriores,

Denotando PA, como uma molécula P que contém uma molécula de A ligada, no

sitio i, entdo a constante de associacdo para formacéo de PA;, a partir de P e A sera:

o iPAY
k= Byay )

Portanto a equacgdo (4) assumiria a forma:

- . k{A
vi = legy o= 2’:,{';"%‘:[%’]‘ (6)

Pelas hipdteses consideradas, todos os n sitios, ndo apenas sdo independentes, como
também equivalentes. Desta forma, todos os valores de k s80 0s mesmos para todas

as posigGes de qualquer molécula P, logo, pode-se dispensar o indice i.
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Se Vv = > Vi=nV: éondmeromédio total de sitios ocupados por molécula

de P, entéo, a probabilidade que algum sitio, escolhido ao acaso asteja ocupado por A
sera;

v k[A

ou rearraniando,

— _ nkjA]
VT OTTAT (8)

Na realidade, a equacdo (8) representa uma aproximacdo, uma vez que, as
macromoléculas em geral, contém mais de um conjunio de sitios. Considerando que
existam m diferentes conjuntos de sitios, o primeire com ny grupos independentes e
equivalentes, com constante de associagio ki, 0 segundo com n, grupos e constante

kp, etc... O nimero total de sitios de ligagdo n pode ser representado como:

N=ny+ng+ N Y m (9
i=1
e 0 numero médio de sitios ocupados pela melécula A seré:
5 ki [A) (10)

= LiTFK[A]
i=1

tanto a equagao (8) como a equagéo (10) ndo levam em consideracio interacdes entre

gitios.

Dividindo ambos os lados da equacéo (10) por [A] e tomando o limite para [A]

tendendo a zero tem-se:
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Iiﬂlm --«0"{{-}' = Znaki (11)
i=1
Por outro lado se a concentragio de A tende para infinito, tem-se:

liln;.a}-, VIS Zni =1 (12)

B}

Para a interpretacdo de dados experimentais é conveniente reescrever a equacao (8),

através de algumas transformages matematicas simples, como segue:

£ = k(n-7) (13)

A vantagem desta express@io é que graficando V/[A] versus V , obtéme-se uma reta,

cufa inclinagao fornece a constante de associagBo k e o termo independente n, o

numero total de sitios. Essa representaco é conhecida como gréafico de Scatchard.
3.3 Propriedades funcionais

3.3.1 Solubilidade

A solubilidade (8.P.} da proteina foi determinada pelo método de Morr ef alif
{1983}, que e uma modificagdo do procedimento do indice de solubilidade do

nitrogénio. A porcentagem de proteina soltvel foi calculada pela equacdo:

concentrado da proteina scbrenadante {mg/ml) X 50 X 100
xconteudo proteina amostra (%)
100

S P. (%) =

peso amosira (ma)

A solubilidade dos concentrados CP,CPP e CPF foi avaliada na faixa de pH de 2
a 12, em soluglic aquosa e salina 0,1M e 1,0M, sendo os pHs ajustados com NaOH

0,1N ou HCI 0,1N. As suspensdes foram deixadas em agitacdo por uma hora a
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temperatura ambiente e a proteina sollvel no sobrenadante apss centrifugagéo,

determinada pelo método de Kjeldhal.

3.3.2 Capacidade de retengio de agua (CRA)

A capacidade de reter agua dos concentrados protéicos obtidos por preciptacéo
isoelétrica (CP), extragdo com perclorato (CPP) e fosforilagdo da proteina (CPF) foi
determinada de acordo com a metedologia descrita por Regenstein ef alif {1979). As
dispersdes tiveram o pH ajustados para diferentes valores com NaOH ou HCI 0,1N a
N e o volume aferido, no final, para resultar em dispersSes com 1% de proteina. Apods
agitacdo por 1 hora a temperatura ambiente, aliquotas de 20 ml foram centrifugadas a
30.000G por 15 minutes & temperatura de 5°C. A seguir o sobrenadante da cada
amostra foi reservado, e a fragfo precipitada recolhida para as determinacdes de
umidade e conteddo de proteina (AOCS, 1975). A capacidade de retencéo de agua é
dada pela equacdo;

.. Pesp hidratado - Peso original
CRA = Peso da amostra

3.3.3 QGoleificagido

Iniciaimente foram preparadas disperstes da amostra CPF em diferentes
concentracbes, para determinar a concentrac8o minima de proieina onde ocorre
geleificagdo, conforme metodologia de Sathe e Salunke (1881), com algumas
modificacGes. Dispersbes de 2, 4, 6, 8, 10% foram preparadas em 10ml de tampéo
fosfato 20 mM e colocadas em tubos de ensaio. Os tubos foram aquecidos por 1 hora a
temperatura de 90°C, resfriados rapidamente, e mantidos por 2 horas a 4°C. A menor
concentragéo de geleificagédo foi aguela onde os tubos foram invertidos e as amostras

nao cairam ou deslizaram pelas paredes do tubo.
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Textura dos géis

As medidas de textura dos géis foram realizadas pelo método de compresséo,
usando o analisador de textura TA - XT2. Os pardmetros de dureza, fracturabilidade e
adesividade determinados neste estudo corresponderam ao pico de forga durante a
primeira compressao (programa “return to start”).

A fracturabilidade, de acordo com Bourne {1978), corrgsponde a resisténcia
oferecida pelo gel até o momento de ruptura, a dureza corresponde & resisténcia do gel
& compressdo a uma dada profundidade e a adesividade representa o trabatho
necessario para remover a sonda compressora da amostra apds a compresséo. O
diametro da sonda fol de 1 polegada, a velocidade de 1 mmymin., em temperatura
ambiente, realizando 50% de compressdo. Foi escolhida a concentragdo de 10% para
realizar as medidas de forca do gel das amostras CP, CPP, CPF e isclado protéico de
soja. Os géis para analise de textura foram preparados em tampéo fosfato 20 mM, pH
7.0, em diferentes concentragbes de sais NaCl (0,1; 0,4 e 0,6M) e CaCl, (5, 10 e
30mM).

As dispersfes foram pré-aquecidas por aproximadamente 3 minutos a
temperatura de 40°C, colocadas em tubos com didmetro de 11 mm e desaeradas por
centrifugacdo a 400G por 10 minutos na temperatura de 20°C. A seguir os tubos foram
colocados em banho de agua a 90°C por 30 minutos, resfriados ¢ deixados por 20
horas a 4°C. Os géis foram cortados em amostras de 1cm de altura para as

determinagdes no texturbmetro, e comprimidos em 50% de sua altura original,

2.3.4 Viscosidade

Estudo comparativo da viscosidade aparente de suspensdes de proteina CP,
CPP e CPF a 3%, foi realizado usando redmetro rotacional de cilindros concéntricos,
RHEOMAT 115, com rotagBes varidveis do cilindro, fornecendo uma taxa de

deformacdo até 3000 8. As amostras ficaram em agitag@io por 30 minutos para
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homogeneizagdo antes de realizar as medidas e a viscosidade foi realizada em

temperatura de 20°C, controladas por um banho de dgua circundante termostatizada.

O rebmetro rotacional permite medidas da velocidade angular do cifindro
rotacional e do torque correspondente, que sdo utilizados para fornecer 2 curva de
comportamento para o material sob cisalhamento. A viscosidade aparente n é

calculada por:

(14)

Pout
I
T~

onde,

T = tensdo de cisalhamento (mPa.s)

D = taxa de deformacio, indicada para cada passo da velocidade (s7).

Os dados experimentais foram analisados pela fOrmula da Lei da poténcia ou

Ostwald de Waele, isto &,
T=K.D" {(15)
onde:
K= coeficiente de consisténcia,
n= indice do comportamento de fluxo, onde :
n=1, para fluidos Newtoniano,
n < 1, para fluidos Pseudoplastico.

n> 1, para fluidos dilatante.



Os valores de K e n foram obtidos pelo gréfico da tenséo de cisathamento em
fungdo da taxa de deformagdc em escala logaritmica, onde K € dado pela intersessio
da curva no eixo Y @ n pela inclinacdo da reta. Tomando-se o logaritmo de ambos 0s
lados da equacdo 18 oblem-se:

log T =logK+nlogD {(18)

A viscosidade foi avaliada em funcdo da conceniragéo, temperatura, pH e taxa

de deformacio.

3.3.5 Propriedades emulsificantes

As propriedades emulsificantes foram avaliadas pelo indice de atividade
emuisificante (JAE), capacidade emulsificante (CE} e estabilidade da emuisdo (EE).
Todas as emulsdes para estudo foram preparadas no agitador Ultra-Turrax (TP
18/1052). As determinacbes realizadas nas amostras de. concentrados protéicos de
levedura foram comparadas ao Isolado protéico de soja comercial (SANPROY 90NB)

contendo 80,97% de proteina.
Capacidade emulsificante

E definida como a quantidade méaxima de &leo que pode ser dispersa em fase
aquosa para um dado procedimento experimental. Nesta analise foi ulilizado o

procedimento descrito por De Kanterewicz et alif (1987).

Dispersdes de proteina e 6lec foram combinadas em diferentes proporgbes
mantendo o volume total igual a 50 ml, até encontrar o ponto onde ocorre colapso da
emuisdo. Toma-se a proporgdo, dispersdo/soluglo, anterior ao ponto de colapso e
através de uma bureta adiciona-se volumes de 1mi de dleo, até causar a quebra da

emulsdo, visualisada pela mudanga de coloraggo e separagio das fases.

As emulsées foram agitadas a velocidade de 10.000 rpm, por um tempo de trés

minutos, antes de se adicionar os incrementos de 1ml de Oleo, sendo a emuiséo
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mantida em banho de gelo para evitar o aguecimento da amostra. A capacidade de
emulsificacio & expressa em porcentagem e definida como ml de dleo adicionado até

alcancar o pohto de inverséo por g de proteina.
indice de Atividade Emulsificante

Foi determinado pelo método de Pearce e Kinseila (1978), seguindo as

modificactes de Mine ef alif (1881).

As emulsBes foram preparadas com 10 mi de dleo de soja refinado de uso
comercial, dispersos em 30 mi. de solugdo de proteina com agitagio de 20.000 rpm por
60 seg a temperatura ambiente, Uma amostra de 25 microlitros da emulsdo foi diluida
em 50 mlL de solugdo 0,1% de dodecil suifato de sodie (SDS). A absorbancia da

emulsdo diluida foi medida a 500 nm.

O indice de afividade emulsificante (IAE) foi determinado pela seguinte equacao:

IAE = é—% onde,

C = concentracéo da proteina

@ = 0,25 {fragde de volume da fase aquosa)

T (turbidez) = (2,308 x A /1)

A = absorbéncia

| = distancia percorrida pela luz na cubeta (1cm)
Estabilidade da Emulséo

Foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Acton e Safle (1970)

com algumas adaptacdes as condigbes do laboratdrio. As emulsdes foram feitas com
50 mL de Oleo de soja e 50 ml. de dispers@es de proteina a 1%, gque foram

homogeneizadas a 10.000 rpm por 3 minutos em banha de gelo. Aliquotas de 10 mL
foram colocados em tubos de ensaio e deixadas por 24 horas a temperatura ambiente
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(22°C £2). Comparativamente foram feitas as modificagtes propostas por MacFlwain et
alii(1975), onde o tempo de estocagem de 24 horas foi reduzido para 2 horas a
temperatura de 37°C. A seguir foram retirados volumes de 5 ml. para a determinacao

da umidade e a estabilidade da emulsdo (EE) foi calculada de acordo com a equacéo:

24 horas
E= 100-U

100 _ Uorigimf x100

ondgde;

U 7% = parcentagem de umidade apés 24 horas;

U™ = porcentagem de umidade da emulsao recém-preparada.

3.3.6 Propriedades Espumantes

As propriedades espumantes foram medidas pelo metode descrito por Mohanty
gt alii (1988), onde dispersdes de proteina (0,25 a 1,5%) foram agitadas em batedeira
Walita, na velocidade maxima (870 rpm) por um periodo de 5 minutos. A espuma
formada fol imediatamente transferida para provetas de 500 ml e o volume inicial de
- espuma (Vo) foi registrado. A porcentagem de espuma formada (FEs.) fol calculada

pala equagdo:

Vo (ml)

= — - % 100
*  Volume original da solucao de proteina {mL)

FE

Estabilidade da espuma

A espuma ol deixada por 60 minutos em proveta de 500 mbL a temperatura
ambiente e foram medidoes, simultaneamente, o volume da coluna de espuma e o

volume do liquido drenado com o decorrer do tempo.

O modelo empirico proposto por Elizalde et alii (1991,) fol utilizado para
determinar o perfil de drenagem do soro de espuma para diferentes proteinas por se
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ajusiar perfeitaments aos dados experimentais. Por este modelo, ¢ volume de liquido

drenado em funcédo do tempo € dado por

'

onde:
vt} = volume de liquido drenado no tempo t;
V = volume maximo de liquido drenado;,
B = tempo necessario para drenar V/2 (tempo de meia vida da espuma).

A taxa de drenagem do soro pode ser obtida derivando a equacgéo (17) com

respeito ao tempo.

dv _ (V-v)

= 8
dt vB (18)

(V -v) representa a quantidade de liquido que permanece na espuma,;
(VB)" representa a constante de drenagem K.

A taxa inicial de drenagem R, pode ser oblida da equag&o (18}, bastando para
isso tomarv =0 parat=0, assim:

dv v
R, ={=}_y == 19

4] (dt }t:{) B ( )
A estabilidade da espuma foi avaliada pela redugdo percentual do seu volume

apbs 30 e 60 minutos em relagdo ao seu volume inicial, conforme descrito por Patel et

alii (1988).

Volume da espuma apos 30 ou 60 min
Volume inical da espuma incluindo o volume do fiquido

%EE, = 100
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Avaliaram-se as propriedades espumantes das amostras de concentrados
protéicos de levedura e como padrao de referéncia utilizou-se a albumina de ovo
comercial (SOHOVOS). As propriedades do concentrado protéico fosforilado foram

medidas em funcéo da concentracéo, pH e forga idnica (0,1 e 1,0M).
3.4 Avaliagtes nutricionais e toxicolégicas

3.4.1 Determinagdes "in vitro"
Lisina disponivel

Para determinacgéo da lisina disponivel foi utilizada a metodologia descrita por
Kakade e Liener (1869), na qual a lisina é determinada afravés da reago com &cido
trinitrobenzeno sulfénico (TNBS), um agente alquilante, dos grupos & -amino da lisina,
resultando no derivado trinitrofeni] (TNF-Lys) de coloragdo amarela. A quantificagdo do

composto foi feita por espectrofotometria no comprimento de onda de 346 nm.
Digestibilidade

A digestibilidade foi determinada empregando-se um sistema enzimatico
composto por pepsina/pancreatina, conforme o procedimento de Akeson e Stahman
{1964). Aliquotas de 0,5g de amostra foram incubadas inicialmente por 3 horas com
pepsina (3 mg/ mL) em acido cloridrico 0,1N, ficando o pH em torno de 1,5. A seguir,
adicionou-se NaOH 0,1N para neutralizagao do pH e as amostras foram incubadas, sob
agitacao, por 24 horas, com pancreatina (4 mg/ ml.) em tampéo fosfato 0,1M, pH 80 e
temperatura de 37°C sob agitacdo. Ao termino de 24 horas, as proteinas ndo
hidrolisadas foram precipitadas pela adicdo de acido tricloracético (TCA 30%) e
separadas por centrifugacgo. O volume do sobrenadante fol aferido para 50 mL e

determinou-se o contetido de nitrogénio.
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A digestibilidade foi calculada pela relagdo entre 3 diferenga do nitrogénio
contido no hidrolisado e no sistema enzimético (fornecido pelo branco).e a quantidade

de nitrogénio total na amostra inicial.

DIGESTIBILIDADE = Ne=HNb ¥ 100

onde;

Nd= nitrogénio digerido;
Nb= nitrogénio do branco;
Nt= nitrogénio total.

Valor biclogico calculado (VB-C)

Esse valor foi calculado conforme o procedimento do "Indice de Aminoacidos

Easencials de Oser modificado” (Sheffner, 1987).

O indice utiliza os amincacidos essenciais de ovo como padrdo, sendo
inicialmente calculado uma "razdo-ovo", ou seja a proporgdo dos aminoacidos da
proteina em questdo em relago ao padréo. Os valores do padréo referéncia para os
aminoécidos essenciais s8o: His= 2,6; Lys= 7.8, Met+ Cys= 5.3; Phe+ Tyr= 9,3; Leu=
8,8; Hle= 59; Val=7.1; Thr= 4,9 e Trp= 1,4 g/16gN. Os valores derivados da razdo-ovo
que ultrapassam a 100, foram corrigidos para esse limite maximo, e a seguir calculou-
se o0s fogaritmos decimais. O Indice de Oser modificado (VB-C) consiste no

antilogaritmo da média aritmética destes valores.
Coeficignte de Utilizagdo protéica liguida calculado {(NPU- C)

Uma vez determinado o valor bioldgico e a digestibilidade, o NPU- C, foi

estimado de acordo com a expressdo a seguir:
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= YBL D
NPU-C = YBLxD

onde:

VB-C = valor biolégico calculado:

D = digestibilidade " in vitro”.

3.4.2 Determinagdes "in vivo"

A avaliagdo nutricional do concentrado protéico fosforilado (CPF) foi realizada
com grupos de 7 ratos da linhagem Wistar recém-desmamados, pelo periode de 30
dias. Durante o0 experimento os animais foram mantidos em gaiolas metabdlicas
individuais, com alimentacdo e agua a vontade. A temperatura ambiente fol mantida em

25°C 2 os pericdos de claro/ escuro foram de 12 horas,

As dietas experimentais foram preparadas com proteina oriunda do concentrado
protéico fosforilado & comparadas a dietas contendo proteina da levedura rompida ou
proteina padrdo caseina. (Os grupos de animais permaneceram por 7 dias em
adaptacdo as dietas experimentais, entrando em balange metabdlico a pariir da
segunda semana. Fezes e urina foram coletadas e foito o controle do consumo de dieta

para os caiculos de dosagem de nitrogénio.

As dietas foram preparadas de acordo com as recomendagdes do "American
Institute of Nutrition"(1977) e a mistura vitaminica e mineral de acordo coma AIN 77 e
AIN 83, respectivamenie (Reeves et alii, 1993). Os indices determinados foram: valor
biolégico aparente (VBa), balanco de nitrogénio (BN), digestibilidade aparente (Da),
quociente de eficiéncia protéica (PER) e utilizagdo liquida aparente da proteina

(NPUa), conforme metodologia descrita por Sgarbieri (1987}
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3.4.3 Avaliagdo foxicolégica

Transcorridos os 30 dias de ensaio biolégico, foi feita a coleta de sangue dos
animals, através de pungdo cardiaca, para andlises bioquimicas. A avaliacdo
toxicologica foi realizada através de anélises séricas, onde foram determinados os
seguintes indices: creatinina, transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e
transaminase glutdmico-piravico (TGP), uréia, acido Urico, concentracdo de céalcio e
fosforo. Para fal foram utilizados "Kits* de analises clinicas: LABTEST Sistema
Diagnésticos Lida (LABT BR) para determinacdes de écide drico; MERKOQTEST n?
718014 (MERK) para as determinagfes de fdsforo; MPR1A n® 1.497.430 (Boehringer
Mannheim) para calcio; e CELM (Cia Equipadora de Laboratérios Modernos) para as
demais. O principio das reagdes colorimélricas descritas a seguir encontra-se
detalhado em Lima et alii (1985).

Creatinina

O meétodo de dosagem fol baseado na reac8o da creating com picrato alcalino
em meio tamponado, apods desproteinizagdc com Acido picrico, obtendo-se um

croméforo, com absorgdo maxima a 510 nm.
Transaminases

A atividade das transaminases fol determinada medindo-gse a gquantidade do
oxalato (produzido pela TGO) ou de piruvato (produzido pela TGP), formados em
condigbes padronizadas de pH e temperatura. Através da reacdo destes produtos
formados com o reagente 2,4-dinitrofenilhidrazina (DNFH), havende formagéo de um

composto colorido que é medido pela absorbéncia no comprimento de onda de 505 nm.
Urédia

A dosagem foi realizada por método colorimétrico enzimético para determinacio
de uréia no soro, onde a enzima urease atua especificamente sobre a uréia liberando

amoniaco. O amoniaco, por sua vez, reage com fenilformiato de sédio, na presenca de
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hipoclorito, formando um complexo colorido, que absorve a 600 nm. A intensidade da

coloracéo é diretamente proporcional ao contelido deste composto.
Agido Urico

0O método de dosagem baseia-se na coloragdo azul obtida pela agde redutora do
acido Urico sobre o reativo fosfolungstico, em pH basico e presenga de alantcina e

CO,. O azul de tungsténio formado absorve no comprimento de onda de 700 nm.
Determinagdes de caicio e fdsforo

O principio da metodologia usada na determinagdo do calcio baseia-se na
formacdo de um complexo violeta, resultante da complexag8o do calcio com o
cromogeno O-cresolftaleina-complexona, em condigbes alcalinas. A absorgo maxima

ocore no comprimento de onda de 570 nm.

A determinac@o do fosforo foi realizada pela medida da absorbancia do
complexo colorido formado pela reagdo do fosfato inorgénico com o molibdato em meio
acido. A absorbéncia do complexo no ultra violeta {340 nmyj & diretamente proporcional

a concentragdo do fosfato inorgénico presente na amostra,

3.5 Anilise estatistica

A anslise estatistica foi realizada pelo programa SANEST (Sistema de analise
estatistica), os resultados experimentais submetidos a analise de variancia e as médias
foram comparadas pelo teste de Tuckey ao nivel de significéncia de 95% de
confiabilidade (Gomes, 1982). Para a elaborac8o dos graficos e ajustes das curvas

{regress&o linear & polinomial) utifizou-se o programa Excetl 5.0 da Microsoft.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Otimizagdoe do processo de rompimento da parsde celular

A ofimizagdo da ruptura celular foi considerada uma etapa de grande
importancia no processo de obtencglo de proieinas de lgvedura, pois o grau de
clivagem das células permite maior recuperacio do material intracelular, refletindo

conseguentemente no rendimento em etapas posteriores.

Os resultados da determinagdo de matéria seca, nifrogénio total (N) e proteina
da suspensdo de células de leveduras rompidas em diferentes velocidades de rotacéo
do moinho podem ser ohservados na Tabela 2. A suspensdo com 25% de células
frescas resultou num conteude de matéria seca variando entre 4,24 a 5,29%, sendo
constatado que a primeira circulacdo da suspensdo de levedura pelo equipamento era
suficiente para romper a grande maioria das células, nas condigbes testadas. Durante
a segunda e terceira circulagéio da suspensao no moinho houve uma ligeira reducdo de
solidos, provaveimente pela ades&o de sélidos as paredes internas do equipamento e

superficie das esferas.

Foi escolhida a velocidade de rotagio de 2400 rpm pelo fato dela ser
intermediaria, uma vez que a velocidade nao foi uma variavel relevante no processo. A
concentracdo de células na suspensdo, passando de 25% para 40% (VIV),
correspondeu & elevacdo de 3% de matéria seca, causando maior rendimento no
rompimento da parede, provavelmente devido a maior abrasdo entre as células e as
esferas de vidro, Mesmo com o fluxo de alimentacdo dobrado de 2,4 para 4,8 L/h, o
rendimento da extracéo de proteina foi alfo, contribuindo para a reducdo do tempo do

processe e manutencdo de temperaturas mais baixas.
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Tabela 2. Contelido de matéria secs, nitrogénio total, proteina bruta e rendimento de
extracdo de proteina da suspensao de células de levedura 28% (VIV} rompidas em
diferentes velocidades e fluxo de 2,4 L/h.

Velocidade Rec*® Mat Seca N fofal Proteina Rendimento

{rpm} {%) (%) Bruta {%} Extra¢do (%}
8 5,08 8,08 50,31

1810 1 5,29 6,48 40,50 80
2 5,27 6,58 41,12 82
3 5,08 6,59 41,18 82
0 5,05 8,18 51,00

2400 1 4,94 6,74 43,13 83
2 4,81 6,74 42,13 83
3 4,47 6,69 41,81 81
0 5,22 8,13 50,81

3340 1 5,14 6,62 41,38 81
2 5,13 5,64 41,50 82
3 5,00 6,71 41,94 83

*Rec = numero de passagens da suspensdo de células de levedura pele moinho.

Os resultados obtidos com 40% de células em suspensao, velocidade do moinho
de 2400 rpm e com duas reciclagens no moinho estdo na Tabeta 3. Dentre os trabalhos
com proteinas de organismos unicelulares que utilizam o rompimento celular com
Dyno-mil, encontra-se o de Huang e Kinsella (1986,). Utilizando uma suspensac com
5% de soblidos secos e fluxo de 6 L/hora, eles obtiveram uma ruptura superior a 95%

com uma Unica passagem pelo equipamento.
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Tabela 3. ConteGdo de matéria seca, nitrogénio total, proteina bruta e rendimento de
extracéo da proteina nas suspensdes de células de levedura (25% e 40%) rompidas na
velocidade de 2400 rpm, com diferentes fluxos de alimentacdo (2,4 e 4,8 L/h).

Amostra Rec. Fluxo Mat. seca N total Proteina Rendimento

{L/h) {%} (%)  Bruta(®%s) (%)

0 2.4 5,05 8,16 51,00
SLI{26%) 1 2,4 4,94 6,74 42,13 83
2 24 4,81 6,74 42,13 83

0 4.8 5,42 7,69 48,05
SLIE{256%) 1 4,8 4,91 6,99 43,68 91
2 4.8 4,85 7,40 46,25 86

0 24 8,15 8,21 51,31
SLI{40%) 1 2.4 7,86 7,48 48,75 91
2 2,4 7,56 7,85 49,06 96

0 4,8 8,66 8,38 52,35
SL1{40%) 1 4.8 7,81 8,03 50,18 26
2 4.8 7,56 8,18 51,13 97

SLI = Suspensao de levedura Integral; Rec. = ndmerc de passagens da suspensio de células pelo
meinho.

Os resuitados obtidos sé@o concordantes com trabalhos citados na literatura, que
operaram com diferentes equipamentos de ruptura mecénica como ¢ Dynomuhle, Perl-
mill e Mixer-mill, mas com o mesme principio de moagem. Rendimentos de extracio de
proteina superiores a 90% foram obtidos por Hummel e Kula (1989); Hedenskog e
Ebbinghaus (1972), Farnum e Cleland (1975). Arriola et alli (1988) conseguiram 97%

de ruptura das paredes de células de levedura empregande um desintegrador de
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laboratdrio com bolas de vidro com didmetro de 0,3 a 0,5 mm, por um tempo de 27

minutos e pH 8,0,

4.2 Composigio centesimal da levedura integra o dos vérios concentrados

protéicos obtidos

Apesar de muitos artigos trazerem experimentos com céiulas de levedura, a
maioria deles utiliza levedura de panificagio (Saccharomyces cerevisiae) ou torula
{Candida ulifis). Poucos experimentos foram realizados com a levedura de cervejaria
para fins nutricionais, talvez pelo fato da levedura utilizada no processo de fabricacgo
de cerveja apresentarem um sabor muitc amargo em consegiiéncia das resinas e
taninos, provenientes do lGpulo, adsorvido na parede celular das leveduras durante a

etapa de fermentacdo (Nand, 1987).

Os resultados de composicdo aproximada (b.s.) das células integras de
Saccharomyces. carlsbergensis s@o mostrados na Tabela 4, comparativamente aos
obtidos por outros auvtores. A composicdo média dos valores cifados por Guzman-
Juarez (1983) varia de acordo com o substrato utilizado no meio de cultura das células.
Os resultados da Tabela 4 sdo compativeis com os valores descritos por Roshkova et
alit {1966), apresentando de 47 a 50% de protein?m ]l::giiaﬂ Jg g%%ﬂiero Saccharomyces em
geral, e inferior ao valor de 56,2%, encontrado por(1880) para a levedura de cerveja.
Cabe ressaltar que Koivurinta et alli utilizaram o fator 6,25 para conversdo do
nitfrogénio para proteina. Como as células de microrganismos apresentam, em geral,
um alto teor de acidos nucleicos, ¢ nitrogénio total determinado por Kieldahl inclui
também o nitrogénio dos acidos nucleicos. De acorde com Reed e Nagodawithana
(1991), o uso do fator 6,25 superestima o valor da proteina de levedura {(expresso pelo

PER]), propondo ¢ fator de 5,5 para fransformacéo de nitrogénio total em proteina.

Para a levedura utilizada neste trabalho chegou-se ac fator de 58 para
conversdo do nitrogénio total para proteina. Considerando que o teor de nitrogénio (N)

nestas células varia de 8,5 a 8,9% da matéria seca, e deste total 14% correspondem ao
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N nao proteico proveniente do acido ribonucléico, gera-se um acréscimo de 1,23 ao
teor de nitrogénio protéico. Portanto, o teor de nitrogénio total consiste da soma de
1,23g, correspondentaes ao N do RNA e de 18g do nitrogénio proteico, que divididos por
100g de amostra (100/17,23), resultam no fator de correc@o 5.8, para conversio do

nitrogénio total em proteina verdadeira.

Tabela 4. Resuitados da composicdo centesimal de levedura S. carlsbergensis,

comparados com valores da literatura.

Componentes 8. carlsbergensis Lev.cerveja’ Levedura®
(%)
Proteina (N x 5,8) 48 51 49,80 45-49
RNA 7,52 8,40 8-12
Lipideos 344 1,91 4-7
Cinzas 8,33 5.1 516
Carboidratos totais 32,86 ' nd 26-27
Fibra bruta 11,08 nd nd

a = Famun e Clefand (1978); b = Guzman-Juarez (1983); nd = nfo delerminado.

A utilizacgo de trimetafosfato de soédio a 3% e pH 11 resultou num grau de
fosforilacéo de 35%, considerando-se o contedido de serina igual a 6,13g para 100g de
proteina. A dissociacdo do RNA-proteina causada por esse grau de fosforitag8o foi de
aproximadamente 50%, em relac@o as células integras, e 76%, em relagdo ao
concentrado protéico, sem tratamento, precipitado no ponto isoeletrico (CP). Em
estudos reslizados com Torufa ufilis, utilizando o mesmo reagente (TMFS) em
femperatura um pouco mais elevada (38°C), Giec et alli (1989) obtiveram um grau de

fosforilacdo de 45% com reducéo de 60% do contelido de RNA.

A composic@o centesimal do concentrado protéico (CP), obtido de proteina
precipitada no pH 4,2, de acordo com o fluxograma da Figura 2, é mostrada na Tabela
5. Observa-se que no concentrado houve um aumento da concentracéo de proteina (de

48,5 para 65,7%), um aumento do teor de RNA (de 7,5 para 15,5%) & uma redugdo nos
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teores de carboidratos. Os valores encontrados foram semelhantes aos obtidos por
Lyutskanov et alii (1990), que obtiveram 60-70% de proteina, 12-13% de acidos
nucleicos e 13-14% de carboidratos, Apesar de grande parie do carboidrato ser
removido junto com a parede celular na centrifugac8o, parte deste fica solivel &
precipita junto com a fragédo protéica. De acordo com Kinsella (1987), 50 a 60% das
proteinas isoladas no ponto isoelétrico podem existir na forma de complexo, contendo

de 10 a 15% de acidos nuciejcos.

Pelos dados obtidos conclui-se gue, para a utilizacdo segura dos concentrados
proteicos em alimentos para humanos, € necessario que haja reducio do teor de RNA.
Com essa finalidade fez-se a exiracdo da proteina com o uso de NaClO; & com
frimetafosfato de sddio (TMFS). Tanto a reag8o de fosforilag8o com trimetafosfato de
sodic como a extrac@io com perclorato de sédio (Figura 3) introduzem uma grande
quantidade de cargas negativas no sistema e na superficie da proteina. Como o RNA,
associado a proteina, contém cargas negativas em seus residuocs fosfato, o acréscimo
de cargas negativas ocasiona a repulsdo das cargas de mesmo sinal e
consequentemente a dissociagdo do complexo RNA-proteina. A intensidade da
dissociacdo geraimente & proporcional ao nivel de associagac dos reagentes aos

grupos funcionais dos residuos dos aminoacidos (Damodaran & Kinsella, 1883).

A comparacio da composicdo centesimal aproximada do concentrado protéico
obtido com perclorato de sédio (CPP), do concentrado protéico fosforilado (CPF) e
concentrado contendo nucleo-proteinas (CP) encontra-se na Tabela 5. Comparando-se
o concentrado protéico CPF com o concentrado obtido pela fosforilacdo de 30% das
proteinas com oxicloreto de fosforo, verificou-se que os resultados de Huang e Kinsella
(1986) foram inferiores em proteinas, carboidratos @ RNA. Entretanto os autores néo
comentam a quais componentes se atribui a diferenga de 16%. Apesar do grau de
fosforilac@o ser menor ao obfido neste experimento, a reducdo do RNA foi superior,
provavelmente, devido a ufilizaco do pH 4,2 na precipitagdo da proteina modificada,

pois verificou-se que quanto menor o pH, maior o arraste dos acidos ribonuciéicos.
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Tabela 5, Resultados da composicdo centesimal aproximada dos concentrados
protéicos de levedura obtidos por diferentes métodos de extragdo, comparados com

valores oblidos na literatura.

Componentes CP CPP CPF CPF*
Proteina 85,74 76,00 7416 72,0
RNA 15,53 2,20 3,67 2.7
Lipidios totais 5,60 6,30 3,99 57
Carboidratos {otals 6,60 8,78 8,30 3,1
Cinzas 6,51 8,10 9,81 nd

CP= goncentrado protéico sem modificago; CPP = concentrado protéico extraido com perclorato de
sodio; CPF = concentrado protéico fosforilado;* Huang e Kinsella (18880); nd = ndo determinado,

O conteddo de cinzas apresenta-se elevado na composicdo do CPF,
provavelmente causado pela adic@o de Na nas etapas de corregdo do pH durants a
elaboracéo do concentrado. A proteina modificada fol precipitada no pH 3,8-4,0, sendo
que a recuperacio da proteina foi maior em pH 3,5. No entanto, valores de pH
manores arrastaram maiores teores do RNA do sobrenadante. A diminuicdo do teor de
RNA  contribuiu para a elevagdo do conteldo de proteina. O rendimento de extragéo

de proteina para elaboragéo do concentrado protéico fosforilado foi de 77%.

Pe acordo com Lyuiskanov et aili (1988), a simples incubacdo das células
desintegradas de levedura a 50°C, pH 6 por 30 minutos foi suficiente para reduzir o
conteido de carboidratos de 13 para 57%. Como no processe de fosforitagdo a
suspensio fica incubada a pH 11, anles da precipitacfo isoelétrica (Pl), esse fator
pode influir na solubilizacdo e arraste de carboidratos no Pl da proteina. Em
experimentos com levedura de panificagdo, a incubagdo das proteinas a 40°C, com
TMFS a pH 11,5 por 6 horas, seguido de precipitacdo isoeletrica (pH 4,2), reduziu em

80% o conteldo de Acidos nucleicos (Halasz e Lasztity, 1991),
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Como a fosforilagdo da proteina pode ser realizada tanto com o oxicloreto de
fosforo (POCH; ), como com trimetafosfato de sédio (TMFS), fez-se um estudo tedrico
comparativo das vantagens e desvantagens de cada reagente e concluiu-se que o
TMFS era o reagente mais indicado, Apesar do POClL ser mais eficiente em reduzir o
RNA, ele e um reagente de dificil manuseio, altamente corrosivo e de alto custo. Ja o
frimetafosfato de sédio apresenta um custo inferior, tem sido mwito utilizado na
modificagdo de amidos, com aprovacgde pelo FDA (Food and Drugs Administration),
gualificando-se como mais propicie para o setor alimenticio. Em termos nutricionais o
TMFS pode servir como protecao temporaria dos grupos z-NH, da lisina, evitando sua
parlicipagdo em reacdes quimicas desfavordveis, uma vez que as rea¢les de

fosforitacio s&o conduzidas em pHs elevados (10 a 12).

4.3 Composicdo mineral das células de levedura e de concentrados protéices

fosforilados.

Qs resultados da anélise de elementos minerais (macro e microelementos) para
as celulas de tevedura integras (CLD, concentrado protéico fosforitado dialisado & nédo-

dializado (CPFd e CPF, respectivamente), estéo apresentados na Tabela 6.

Os resultados das determinagdes de minerais indicaram que a contribuigo de
macranutrientes nfo é muito significativa, uma vez que o slevado teor de acido
nucléico timita a ingestéio de levedura em 30g/dia. Com relac8o aos micro-glementos
gla pode ser considerada uma fonte excelente de seiénio e cromo, fornecendo ainda

quantidades apreciaveis de manganés, niquel, [itio e chumbo.

De acordo com “Recommended Dietary Allowances (National Research Council,
1988), a ingestdo de selénio para um adulto de 70 Kg deve ser de 70ug/ dia, portanto
a ingestdo de apenas 3g de levedura seca seria suficiente para suprir as necessidades
diarias desse elemento. Quanto ao cromo, a recomendagéo situa-se na faixa de 50 a
200upg/ dia, como as leveduras apresentam 863 pg/ 100g de células secas, a ingestao
de 20g de levedura, seria suficientes para suprir a recomendacéo do RDA no limite
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superior da faixa. Os resultados das determinacbes de selénio e cromo foram
concordantes com os de Levander (1889), que cita a levedura como fonte destes
elementos,

Tabela 6. Resultados da composicdo mineral para células de levedura S.carisbergensis

g concentrados protéicos fosforilados, comparados com valores da literatura.

Elementos Quimicos Cil CPF CPFd T. utilis*
Macroelementos {mag/100g)
Al | 0,95 0.45 0,24 nd
Ca 0,73 0,55 0,52 2,45
Mg 2,10 0,31 0,05 1,49
P 16,94 26,51 21,98 16,30
Na 8,95 15,89 10,39 0,13
K 13,65 2,05 1,11 20,00
Fe 0,10 0,07 0,01 nd
Micreslomentos (mg/1000g)
Mn 15,81 3,59 1,53
Cu 4,54 11,04 5,50
Zn 4,56 0,74 0,27
Li 5,87 7,13 3,18
Ni 7.22 5,81 0,38
Pb 9,69 9,32 1,18
A 0,83 0,37 0,03
Co 0,52 0,47 0,08
Se 24,21 13,34 0,13
Cd 0,29 0,21 0,01
Cr 9,63 3,83 1,04

CL! = levedura integra; CPF = concentrado pratéico fosforitado; CPFd = contentrado protéico fosforilado
diatisado; * = Waslien et alii {1870} para Torula wilis; nd = ndo determinado,
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Embora de ocorréncia natural nos alimentos, a essencialidade dos elementos
tracos niquel, iitio e chumbo para diversos mamiferos ainda nao foi demonstrada,
portanto ndo existe nenhum dado sobre o requerimento destes elementos para
humanos. De acordo com a RDA (1989), o excesso de niquel resulta em redugdc do
crescimento em ratos, vacas, ovelhas, cabras e cobaias, O litio e o chumbo, em
excesso, além de retardarem o crescimento prejudicam o desempenho reprodutivo em

animais de laboratdrio.

Alguns elementos como P, Na, Cu e Li aparsceram em proporgbes mais
elevadas no concentrado protéico CPF, provavelmente por estarem associados &
fraco protéica que foi concentrada. Considerando-se o balango de massa, onde sdo
necessarios 190g de levedura seca para se obter 100 g de CPF, verificou-se que os
elementos t&m suas concentracdes reduzidas em relaco as quantidades inicialmente
presentes nas 190g de levedura. O cobre foi ¢ unico elemento na amostra CPF que se
apresentou em quantidade superior & das células de levedura seca (CLi), podendo ter
ocorrido contaminacdo com esse elemento durante o processo de preparagdc do

concentrado.

4.4 Determinagio da composigdo de aminoacidos da levedura Saccharomyces

carsibergensis e concentrados protéicos

Os valores encontrados para a composicdo aminoacidica da célula integral,
concentrado protéico fosforitado (CPF), concentrado protéico extraido com perciorato
(CPPY e concentrado protéico sem tratamento (CP) sao apresentados na Tabela 7. As
composigio de aminoacidica das proteinas de levedura atendem basicamente o©
padrio de referéncia da FAOQ/WHO/UNU (18853), destacando-se o fato de
apresentarem alto teor de lisina, teores adequados de treonina & triptofano e uma

deficiéncia marginal em metionina.

Embora o perfil aminoacidico néo seja comparavel a proteinas de origem animal

ele se iguala as melhores proteinas de origem vegetal como a soja. A composicdo dos
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cencentrados ndo apresentou grandes diferengas entre eles, sendo os teores de lisina
ligeiramente superiores aos das células integras. Nossos resultados também indicaram
que as proteinas de levedura na forma de concentrados protéicos constituemn um otimo
complemento para produtos elaborados com cereais, gue apresentam caréncia de

determinados aminoacidos, como a lisina e treonina (Lin et alii, 19886).

Tabela 7. Resultados da composicéo de aminoacidos das células de levedura integra,

S. carlshergensis e concentrados proteicos, comparados com valores da literatura,

AMINOACIDO CLl cp CPP CPF  S.cerevisiae®

{g aminoacido/100g proteina)

Lisina 713 815 878 864 82
Leucina 8,84 8,62 7.76 7,47 7,9
Isoleucing 5,64 5,09 512 4,88 55
Treonina B,16 4,68 407 4,41 4.8
Triptofano 1,10 1.52 1,39 1,15 1.2
Valina 6,20 571 5,91 6,12 5,5
Metionina 2,50 1,83 1,82 1,79 2,5
Cistina 0,34 0,69 3,49 0,87 nd
Fenilalanina 5,30 5,34 4,96 4,64 4,5
Tirosina 4,68 3,81 3,83 3,79 nd
Histidina 2,06 2,24 277 2,69 4,0
Ac. Glutamico 13,15 13,27 9,88 9,74 nd
Ac. Aspartico 11,98 11,61 11,66 11,07 nd
Serina 6,13 4,63 3,68 3,86 nd
Prolina 4,45 4,08 3,16 344 nd
Alanina 707 626 555 6,02 nd
Glicina 4,93 4,88 4,14 4,35 nd
Arginina 4,11 3,98 4,88 4,92 5,0

CLl = células integras de levedura; CP = concenirado protéico sem modificaglo quimica; CPP
concentrado protéico extraido com perclorato de sddio; CPF = concentrada protéicoe fosforilado; *
Guzman-Juarez (1983); nd = ndo determinade.
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A maioria dos trabalhos referentes a composicdo amincacidica das células de
levedura Saccharomyces cerevisiae cita teores da metionina variando de 0,4 a 1,8%,
inferiores aos encontrados neste trabalho. Ja os teores de cistina citados de 0,6 a 1,6%
sao superiores ao obtidos para a célula de levedura integra {Lyutskanov et alii, 1980
Reed e Nagodawithana, 1991; Martini et alii, 1979). s teores obtidos de aminodcidos
sulfurades assemelham-se aos citados por Guzman-Juarez (1883), apresentados na
Tabela 7. Trabalhos de melhoramento genético tém citado mutantes de
Saccharomyces cerevisiae, que sintetizam proteinas contendo 4,3% de metionina,
viabilizando a possibilidade de resolver ¢ problema da proteina deficiente (Momose e
(Gregori, 1978).

As preparacdes protéicas fendem a concentrar os teores de lisina e ocorre um
pequenc decréscimo de metionina, sendo a variacdo dos teores de aminoacidos
concordantes com os citados por Kinsella (1987). Os valores de iscleucina séo
semelhantes aos descritos por Reed e Nagodawisthana (1991). De um modo geral os
aminoacidos essenciais tiveram um acréscimo nos processos de concentragdc da

proteina, com excecdo dos sulfurados.

4.5 Comportamento eletroforético

A eletroforese em gel poliacrifamida (PAGE) de proteinas desnaturadas pelo
aguecimento, na presenca de SDS e 2-mercaptoetanct, proporciona uma separagio
dos polipeptideos de acordo com o tamanho (Weber e Osborn, 1969), conforme
visualizado na Figura 4. A determinacdo do peso molecular dos polipepitideos das
amostras CP e CPF foram feitas afravés da comparacio da mobilidade com
marcadores de massas moleculares conhecidas, nas mesmas condigbes

eletroforéticas.

Pela construgdo do gréfico do logaritimo do peso molecular em funcédo da
mobilidade relativa dos padrSes de pesos moleculares conhecidos, determinou-se o

pesos moleculares das proteinas nas amostras, por exirapolacéic da mobilidade
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relativa dos polipepitideos das amostras na curva. Deste modo, as amostras CP e CPF
apresentam polipeptideos de peso molecular variando de 15.000 a 81.280 daltons,
onde a malor propor¢8o ocorre na faixa de 25,704 a 28.184; 33.113 4 36.308 e 43.709
a 47.709 daitons.

P CPCPF

66'0 0 o i
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36000 — =
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Figura 4. Eletroforese em gel poliacrilamida (PAGE) de proteina de levedura
precipitada no ponto iscelétrice (CP), proteina de levedura fosforilada (CPF),

comparadas aos padrbes (P}, com os respectivos pesos moleculares,
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Os perfis eletroforéticos das amostras CP e CPF mostraram-se muito
semeihantes, podendo indicar que a fosforilagdo, embora utilizando um tratamento
aicalino (pH 11) por 3 horas a temperatura de 35°C, n&o ocasionou alteracdes das

proteinas.

Os resuitados da eletroforese mostraram que o processo de fostorilacdo com
TMFS ndo ocasionou um comportamento associative das proteinas, por meio de
ligagbes covalentes intermoleculares, que dao origem a formagdo de complexos
aglomerados de alto peso molecular. No caso de proteinas fesforiladas com POCL,
ocorrel a associacdo intermolecular, detecfada em eletroforese. A eletroforese de
protainas de levedura, caseina e lisozima em gel de poliacrilamida, na presenca de
SDS, mercaptoetanol e uréia, revelou a formagde de aglomerados protéicos que
impediam a entrada das proteinas no gel (Huang e Kinsella, 1986; Medina et alii, 1992
Matheis et alii, 1983).

A presenca de ligagbes cruzadas covalentes podem ser faciimente detectadas
em eletroforese em gel SDS, porque reagentes como a uréia € dodecil sulfato de sddio,
tem a capacidade de romper todo tipo de ligacdo, exceto as covalentes, sendo o 2-
mercaptoetanc! especifico para a redugdo das ligages dissulfidicas (Tombs, 1891). Os
resuftados obtidos da eletroforese concordam com os resuitados conhecidos para
proteinas de soja e lisozima tratadas com TMFS, néo sendo observado a formagéo de
ligaches cruzadas como em amidos (Matheis et alii, 1983; Sung et alii, 1983).

4.6 Propriedades funcionais da proteina de levedura

Véarios fatores como polissacarideos, lipidios, tipo e disposigéo de aminoacidos
que compdem as proteinas, podem afetar as propriedades funcionais dos concentrados
protéicos de levedura. As modificacbes ocorridas na estrutura da proteina e o grau de
desnaturacdo, ocasionados principaimente por métodos drasticos de extragdo, séo
fatores que causam alteragbes de suas propriedades fisico-quimicas e

consequentemente de sua funcionalidade.
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Foram avaliadas as propriedades funcionais de solubilidade, viscosidade,
capacidade de retengdo de agua, emulsificagdo, formagio de espuma e gel dos

extratos protéicos obtidos pelos diferentes métodos.

4.6.1 Solubilidade

A maioria das proteinas de levedura s#o globulinas, sendo conhecido que a
solubilidade das proteinas globulares varia consideravelmente em funcgo do pH. A
curva de solubilidade da proteina em fungdo do pH (Figura 5) mostra que a
solubilidade da proteina fosforiiada € maior em todas as faixas de pH com relagéo a
proteina extraida com perclorato de sddio, com excecdo dos pHs abaixo de 4. Embora
¢ metodo de extrag@o com perclorato de sodio seja reslizado em temperatura ambiente,
a proteina resultante apresenta-seé menos solivel. De acordo com Damadoran e
Kinseila (1983), uma proporcdo consideravel da proteina isolada com sais caotropicos
(50%) € pouco sollivel em pH 6 - 7, devido a agregacé@o espontdnea de complexos

macromoleculares, refletindo seu alto contetido de amincacidos apolares.

Da andlise comparativa do concentrado protéico extraido com TMFS & do
composto por nicleoproteinas (CP), observou-se um ligeirc aumento da solubilidade
do CPF nos pHs acima de 4. O ponto isoelétrico (pl) no CPF fol reduzido para 3,5,
sendo que a solubilidade do nitrogénio diminuiu para valores abaixo deste ponto
{Figura 8).

A reducdo do ponto isoelélrico observada concorda com os resultados citados
na literatura, indicando que a fosforilacdo desloca o pl em aproximadamente 0,8
unidades {Sung st alli, 1983). O aumenio da solubilidade pode ser causado pela
repulsiio eletrostatica que ocorre entre os grupos fosforicos adicionados aos residuos
laterais da cadsia polipeptidica, ocasionando uma abertura da molécula, que resulta
em maior interagdo entre proteina e agua. De acordo com Chou e Morr (1979) os
primeiros sitios de interacfo do sistema proteina e agua séc 08 grupos funcionais dos

aminodcidos polares, onde os grupos -NH; e -COOH sao os que ligam maior numero
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de moleculas de gua, respectivamente. lgualmente importante é a conformacio da
proteina, que penmitira que estes sitios de ligacbes figuem estericamente disponiveis
para hgacdo com 3 agua.

A reducho da solubilidade no lado mais acido do ponto isoslétrico da proteina,
tem sido observada para varios tipos de modificagdes quimicas, as quais introduzem
cargas negativas na superficie da proteina. Trabalhos realizados com succinilacio da
profeing de farinha de trigo, B-cassing, miosing, soja, peixe, lavedura e folhas,
observaram o mesmoe comportamento de solubilidade para valores abaixo do pl
HNananuvat & Kinsella, 1878).
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Figura 5. Perfil de solubilidade em agua dos concenirados protéicos de levedura
{Saccharomyces carlsbergensis ) em fungdo do pH

O efeito da forga idnica na solubilidade da proteina fosforilada pode ser
ohservado na Figuwra 6. Os perfis de solubilidade do CPF em dgua e solugdo salina
{,1M indicam que a baixa concentracdo de sal (NaCl) aumenta em média 15% da
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solubilidade da proteina em relagdo a agua, sendo maior & diferenca entre os pHs 6 a
8 De scorde com Sgarbieri (1986} em solugdes protéicas com concentraches
reduzicas de sal, ocorre estabilizagfo dos grupos carregados da proteina peio
aumento da condutividade do melo, favorecendo a solubilidade.
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Figura 6. Perfil de solubilidade do concentrado protéico fosforilado (CPF) em
funcéo da forga dnica

Alta concentracdo de sal {1,0M NaCl) ocasions uma elevacdo notavel da
solubilidade préximo ao ponto isoslélrico, aumentando em média 80% para a faba de
pH de 2 & 4. Para os valores de pH acima de 6 a presenga de 1,0M de NaCl ocasiona
uma reducBo de aproximadamente 46% em relacBo ac CPF em dgua A mailor
diferenca foi observada para o PH 8 em relag8o & solugBo CPF U,1M NaCl, onde a
diminuicio foi de 60%. Nestes casos ocorre o fendmenc “salting out’, ou seja a
competicio das moléculas de proteina g ions salinos pela agua, levando a uma maior
interaco entre proteinas-proteinas, produzindo uma diminuigio da solubilidade .
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4.6.2 Capacidade de retenc¢éo de agua

O concentrado protéico fosforilado apresentou maior capacidade de reter agua
por grama de proteina, em relacfo as amostras CP e CPP, na faixa de pH estudada
{Tabela 8), A proteina do CPF teve o valor da capacidade de retencdoc de agua {(CRA)
elevada em mais de 100% para valores de pH acima de 8, em comparacdo ao
concentrade sem modificaglo (CP). Em estudos de fosforilaggo com POCH, a proteina
lisozima fosforilada absorveu 158% mais agua do gque g lisozima controle, ja a caseina
fosforitada absorveu apenas 40% a mais do que o controle (Matheis et alii 1983). Cabe
ressalvar que os metodos de avaliagdo utilizados foram distintos do utilizado neste

irabatho.

Tabela 8. Capacidade de retencio de énga (g de agualg de protéz’na) das amostras

CP, CPP e CPF em fungdo do pH de dispersdes a 1%.

AMOSTRAS
pH CP CPP CPF
50 3,71+0,10 4,30 + 0,07 511 x0,20
8,0 480+ 0,12 4,10+ 0,02 10,57 £ 0,14
7.0 8,27 + 0,06 6,07 £0,04 18,61 10,35
8.0 10,58 + 0,20 8,88+0,12 20,67 £ 0,26

CP= concentrado protéico sem modificac8ol; CPP = concentrado protéice extraido com perclorato de
s6din; CPF= concentrade protéico fosforitado.

De acordo com Shety e Kinsella (1882), o aumento da capacidade de hidratagdo
node ser, em parte, atribuido & introdug@o de grupos fosforicos na cadela polipeptidica,
que ccasiona mudangas conformacionais na estrutura, resultantes da forga de repulsac
entre cargas negativas dos grupos fosféricos e carboxilicos anidnicos. O aumento do
CRA nos pHs entre 5 e 8 também pode ser atribuido & jonizagéo dos grupos fosféricos,
uma vez que o8 grupos ionizados séo capazes de ligar mais agua em relagdo aos

grupos ndo ionizados (Kuntz, 1971),
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No pH 5 a capacidade de retencfo de agua da amostra CP foi inferior &s
demais, sendo que a partir do pH 6, a CPP apresentou 08 menores valores, O
comportamento da CPP pode ser conseqléncia da diminuicdo da capacidade da
proteing se Hgar a agua, devido as interagbes intermoleculares e formacéo de grandes

aglomerados (Kinsella, 1987).

A adicdo de 0,1M e 1,0M de NaCi a amostra CPF causou uma reducdo marcante
na quantidade de &gua ligada, reduzindo de 10,579 para 5,189 e 4,37g de agua/g de
proteinag, respectivarmente, em pH 8,0. Resultados com redugéo da CRA em fungéo do
aumenio da forga idnica também foram observados em proteina fosforilada com POCHs,
onde o decréscimo foi de 18 para 5g de agualg de proteina. A perda da CRA pode ser
devido a reducdo na repulsdo eletrostética entre os grupos fosfatos, causada pela
presenca do sal em concentragbes menores & uma diminuicdo na hidratagdo da
proteina ocasionada por concentracdes mais elevadas (Huang e Kinsella, 1986). A
mudanca do meio ambiente eletrostatico que circunda a molecula de proteina provoca
alteracGes no seu comportamento interativo soluto-solvente. O sal tanto interfere na
constante dielétrica do meio como forma um escudo de fons ac redor da molécula, o

qual interfere na sua interagdo com moléculas de agua (Wagner et alli, 1892).

A capacidade de retencfo de agua da amostra CPF néo aumentou em fungéo do
tempo de exposicdo ao solvente, ficando constante no pericdo de até 150 minutos de
agitaco em agua. O aquecimento das disperstes de proteina nas temperaturas de 25,
45 65 @ 85°C, sob agitagdo em pH 8, durante 60 minutos, ndo trouxe mudangas na
CRA, ficando os valores medidos entre 10,44 e 10,72 g de agual g de proteina.

4.6.3 Viscosidade

A reologia de uma dispers@o de proteina é dependente do seu volume
hidrodindmico, forma e concentracdo das parficulas dispersas e da forga de interagao
entre as particulas. Através de um rebmeiro adequado, pode-se avaliar a reologia de

um sistema, pela analise das curvas de compordamento obtidas das medi¢Oes
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experimentais. Para compreens&o do comportamento reocldgico dos concentrados,
procurou-se  representa-ios por um modelo mais convenienie denlre o8 mais
conhecidos, sendo possivel, deste modo, comparar o8 resultados obtidos com o3 de

outros pesquisadores.

As propriedades de fluxo das dispersbes de proteing CP, CPF e CPP foram
avaliadas comparativamente, na temperatura fixa de 20°C, sendo feito um estudo mais
detathado da proteina fosforilada com TMFS. O efsito da taxa de deformagho (D) na

viscosidade aparente (1) de dispersfes a 3% dos concentrados proteicos a base de

levedura compdeam a Figura 7.
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Figura 7. Efeito da velocidade de cisathamento na viscosidade aparente de
concenirados protéicos (3 %) em pH 7,0

A dispersdo de proteina fosforilada (CPF) exibiu uma viscosidade aparente
ligeiramente inferior a da extraida com perclorato de sddio (CPP) nas velocidades de
cisglhamento mais baixas. BEm laxas intermedidrias apresentaram viscosidades

semethantes. Embora apresentem curvas reoldgicas semelhantes os fenoménos que
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regem o comportamenio das proleinas nos diferentes concentrados devem ser
distintos. As proteinas fosforiladas s8o mais facilmente hidratadas e tornam inchadas
com 0 volume aumentado; ja@ o comportamento do CPP pode ser atribuido ao tipo de
interac&o proteina-proteina com a formacgdo de complexos macromoleculares em torno
dopH 7.

A menor viscosidade da amostra CP, aproximadamente a metade da CPF, pode
estar relacionada com sua conformacao estrutural mais compactada, resultando num
volume hidredinamico reduzido quando em soluggo. Em todos o8 concentrados houve
uma reduclo da viscosidade com o aumento da taxa de deformagdo (comportamento
pseudoplastico), onde os valores tendem a tornar-se constante a partir da velocidade
rotacional de 266 rpm ( D=1242 s7).

Para sistemas altamente solvatados, ocorre formacdo de uma estrutura de
camadas com imobilizacao de solvente. Em menores taxas de deformacgio existe pouco
efeito nesta estrutura em camadas e as interagfes permanecem como agregados de
tamanho constante. Entretanto quando a taxa de deformagdc aumenta, ocorre uma
remogic das camadas solvatadas, reduzindo ¢ tamanho do agregado e
consequentemente uma reducio da viscosidade aparente. Em taxas de deformagao
elevadas, as camadas de solvatacio seriam completamente removidas resultando uma

viscosidade aparente constante (Tung, 1978).

O reograma (T x D) de dispersdes de CPF em dgua, a diferentes concentrages,

& mostrado na Figura 8. Pelas curvas de escoamento obtidas verifica-se que todas as

concentragbes apresentaram o comportamento recldgico de fluidos pseudoplasticos,

onde T (tensdo de cisalhamento) ndo foi proporcional a D (taxa de deformagéo). Nao

foi observada a presenca de tensao inicial {Tg), ou seja, resisténcia inicial da amostra

ao escoamento. Em temperatura constante a viscosidade aparente para fiuidos,

independentes do tempo, depende somente da taxa de deformagdo, onde ©
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comportamento pseudoplastico ¢ caracterizado por uma reducdo da viscosidade com o
aumento da taxa de deformacao.
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Figura 8. Curvas de fluxo do concenirado protéico fosforilado a diferentes
concentragbes em agua destilada,

{Os dados experimentais foram analisados peic modelo da Lei de Poténcia ou
Ostwald de Wasle, dada pela sequagio:

T=K D"

onde K e n sfo constartes empiricas, sendo o coeficiente de consisténcia (K) um
nardmetro que geralmente aumenta com o aumento da concentragéo da proteina. O
indice de comportamento de fluxe (n), reflete a extensio do desvio do comportamento
em relacBo ao fluxo Newtoniano, onde n=1. Geralmente este Indice diminue com 0
aumenio da concentragdo da proteina, porque ¢ comporiamento de fluxo de uma
soluco de proteina com concentracio crescents, desvia cada vez mais o seu

comportamento em relacio & dgua pura {n<i}) Quando a concentragdio é aumentada,
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a8 interacles proleina-proteina tornam-se dominamntes & mais agua é imobilizada,
resultando num aumento adicional da viscosidade aparenta (Wagner et alii, 1882).

As curvas oblidas pelo reograma em escala logaritmica, para diferentes
conceniracdes de CPF, enconfram-se na Figura 9. Alravés das eguagdes das curvas
node-ge calcular o coeficients de consisténeia (K) e o indice de comportamento de
fluido (n), cujos valores est@o expressos e comparados a oufros valores da Hiteratura,
ra Tabela 3.
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Figura 9. Logaritmo da tens&o de cisalhamento em fungic do logaritmo da faxa
de deformacio, de dispersdo de CPF em agua, em diferentes concentragles.

As propriedades de fluxo da proteina fosforilade foram caraclerizadas por
slovados valores de K. Numa andlise comparativa aos valores ciados pela literatura,
verifica-se que as protelnas de levedura fosforiladas destacam-se em relagdo ao
concentrado protéico de soja e caseinalo, principalimente nas concentragfes mais
baixas (1 a 9%).



A atequacdo dos dados experimentais a equaclc da Lei de Poténecia resultou
num coeficiente de correlagdo de 0,99 para todas as concentragbes estudadas,
mostrando a perfeita adequacéo dos dados ao medelo utilizado, De acordo com a
interpretagdo de Hermansson (1975) para as caracteristicas de fluxo através destes
indices, os valores obtidos para as constantes K & n indicaram que o aumento da
viscosidade aparente para as diferentes conceniragbes de CPF, pode ser atribuido
principalmente & presenca de interagdes proteina-agua (hidratagio), onde n mostra-se

constante a medida que o valor de K se eleva.

As caracteristicas de fluxo do IPS, exemplificadas na Tabela 9, séo indicativas
da presenca de interagdes proteina-proteina, ocasionando a formagso de uma rede de
proteinas a concentrag8es mais elevadas (Hermansson, 1975). Neste caso ocorre uma
redugdo dos valores de n, a medida que 08 valores de K se elevam com ¢ aumento da

concentragéo,

A representac&o logaritmica da variagdo do coeficiente de consisténcia (K) em
fungdo da concentracdo, para a amosirg CPF, encontra-se na Figura 10, Verifica-se
que ocorre uma mudanga abrupta na inclinacdo da curva para log [P =05 ([P} = 3%),
indicando um aumento espont@neo na viscosidade, A influénecia marcante da
concentraco na viscosidade aparente, a partir desta concentragao, reflete a expanséo
das dimensfes dos aglomerados proiéicos, onde provavelmente ocorre tanio
interacBes proteina-proteina como proteina-agua. Em concentragbes diluidas a
influéncia do aumento da concentragdo na inclinagée da curva @ negligenciavel, pois
quase ndo ocorre inferagbes e superposicdo entre as protginas, que possibilitem a
formacao de arranjos tridimensionais entre elas (Wagner et alii, 1992). Esse ponto de
mudanga na inclinagdo da reta, poderia ser indicalivo da concentragdo minima

necessaria de amostra, para ocorrer a estruturacio requisitada para formacéo de géis.
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Tabela 8. Resuitados dos par@metros do comportamento de fluxo para a proteina de
levedura fosforilada (CPF) em diferentes concentragdes, comparados a outras

oroteinas alimentares.

Froteina Concentragdo Comportamento de Coeficiente de
{%) fluxo (n) consisténcia (K)
CPF 1 0,73 15,8
3 0,74 22,9
5 0,73 372
7 0,74 60,3
9 0,69 161,3
proteina @
fosforilada 3 D77 : 16,9
4 0,67 38,9
IPS® 4 0,91 0,11
12 0,67 11,00
16 0,52 82,00
Caseinato®™ 4 0,92 0,04
10 0,92 0,23
16 0,82 89

1 P S = Isolado protéico de soja. (8) = Huang ¢ Kinselia, 1986b; (b)= Hermansson {1975).

0O aumento da temperatura resultou num decréscimo da viscosidade, nas duas
taxas de deformacfo estudadas (207 e 1242s™"), provavelmente por desestabilizar as
interagBes da proteina-agua, conforme ilustrado na Figurall, Em taxa de deformacéo
de 1242 s a viscosidade foi inferior em todas as faixas de temperatura, devido a
capacidade da velocidade de rotacdo em desestabilizar ¢ arranjo hidrodindmico das
moléculas em solugdo. Para dispersfes de proteina de sora de leite com concentragéo

de 15 a 30%, foi observade um aumento da viscosidade para temperaturas superiores
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Figura 10. Variagio do Coeficiente de consisténcia K em funcéo da
concantracde da amosira CPF.
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Figura 11, Efeito da temperatura na viscosidade aparente do concentrado
protdico fosforilado 3% empH 8.0

98



a 60°C, sendo este efeito marcante nas concentracies mais elevadas. Neste caso
pode tar ocorrido a formagéio de gel, em consequéncia da desnaturacdo protéica e
arranjo trdimensional das moléculas (Tang et alii, 1993). Neste trabaltho ndo foi
ohservado aumento da viscosidade, nem formago de gel, a temperaturas elevadas,
principaimente porque as concentraces utilizadas foram inferiores e o tipo de
ireragbes predominantes nas conceniragbes utilizadas diferem das proteinas do soro,
onde predominam as interagdes proteina-proteina {(Hermansson, 1875).

As medidas da viscosidade para dispersfes a 3% de CPF em agua em fungdo
do pH padem ser observadas na Figura 12,

12 -
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g e D=24 54 ||
e | D=100,9 5-1
3 |
3 ;
i3
2
] 5

ﬂ T T T 7 i 1

5 55 B 85 7 75 8

pH

Figura 12. Variagdo da viscosidads aparente de disporsfes a 3% de CPF em
funcdo do pH, para as taxas de deformacio de 24 s-1 ¢ 100,89 5-1.

A variacBo da viscosidade tanto pode ser corrslacionada com a solubilidade
como & capacidade de inchamendo da proteina em agua. Para a amostra CPF foifeila g
correlacio dos resuliados das medidas do CRA e dos valores obtidos de viscosidade
aparents, para uma mesma faixa de pH, obtendo-se um coeficiente de correlagio de
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0,96. Hermansson e Akesson (1975) observaram uma correlagédo altamente positiva
entre a solubilidade e as propriedades de inchamento da proteina isclada de soja
(IPS), caseinato e concenirado protéico de soro com as propriedades de fluxo.
Prateinas sollvels com alta capacidade de inchamento, como ¢ caseinato, mostraram
que o aumento da viscosidade depende da concentracdo. No entanto o IPS com baixa
solubllidade, mas alta capacidade de inchamento, exibiu alta viscosidade a

concentraches relativamente baixas.

4.6.4 Geleificagio

A maioria das proteinas globulares, provenientes de solucdes concentradas, se
geleificam quando submetidas ac aquecimento, como resultado da formac8o de
agregados de moléculas orientadas, parcialmente desnaturadas com a estrutura mais
desdobrada. A quantidade minima necessérig para formacéc de géis, varia de acordo
com & natureza da proteinag, sendo necessario gue a proteina apresente solubilidade
para interagir com o solvenie, e capacidade de refer agua na matriz protéica

tridimensional {Armstrong et alli, 1984).

Para a proteina de levedura fosforifada a concentrac@c de 4% foi suficiente para
formacgao de gel, sendo que nesta concentracio, inveriendo-se 0s tubos, o gel formado
nao desmanchava nem escorria pelas paredes do vidro, No entanto, uma vez retirados
do tubo, 05 géis fracos de 4 e 8%, ndo apresentavam consisténcia para manter-se
firmes. Na Figura 13 podem ser visualizados os tubos com géis formados a diferentes
concentractes de proteina da amostra CPF, Verificou-se que na concentracio de 2%
de proteina da amostra CPF ndo houve formacdo de gel, onde a fase aquosa ficou

separada na parte superior dos tubos.

Nos testes de avaliacdo de textura foram utilizados géis preparados com 8% ¢
10% de concentragdo de proteina. Como 0 concentrado proteico fosforilado apresentou
uma capacidade de retencgo de dgua muito grande e uma absorgo instantanea, as

dispersbes a 10% formavam uma pasta muito espessa, de dificil homogeneizagio e
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manipulacao para serem colocadas nos tubos de teste. Para contornar essa dificuldade
as dispersées, dentro do bequer, foram aquecidas em banho de agua a 40°C, e desta
maneira tornaram-se mais fluidas, permitindo melhor homogeneizacdo e escoamento

para dentro dos tubos.

Figura 13. Tubos com géis da amostra CPF formados nas concentracdes de 2, 4, 6, 8 e

10% de proteina.

Os parametros de textura dos géis formados com 8% e 10% de proteina,
encontram-se na Tabela 10 . Verifica-se que a concentragdo nédo alterou o parametro
de dureza, mas foi marcante para a fracturabilidade e adesividade. A concentracdo de
8% nao apresentou resisténcia a penetragdo da sonda (fracturabilidade), devido sua
consisténcia mais fraca, refletindo posteriormente na adesividade, ou seja, na
aderéncia do gel a sonda, havendo necessidade de maior esforco para a sonda

retornar a posicao inicial.
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Tabela 10. Parametros de textura para a amostra CPF em diferentes concentragdes.

PARAMETRO (gf) CPF 8% CPF 10%
DUREZA 340+ 2.9 350 +2,8°
FRACTURABILIDADE na 31,0+£36
ADESIVIDADE -15,0 £1,0° 90+20°

Concentragdo expressa em % de proteina. a,b, leiras diferentes numa mesma linha indicam diferenca
significativa (p < 0,08) entre pardmetros ; na = ndo apresentou,

Para as amostras CP e CPP, ndc houve formacéo de gel nestas mesmas
concentragGes, observando-se uma separagio de fases durants o periodo de transic&o
de progel-gel, no resfriamento. Baseado nos resultados obtidos da aita capacidade de
relencdo de agua e viscosidade, onde evidenciou-se a presenca marcante de
interagGes do tipo proteina-dgua, poder-se-ia supor como mecanismo de geleificacao
da amostra, a imebilizagdo de &gua por adsorgdo. Esse mecanismo contudo, talvez nao
seja 0 unico responsavel pela geleificaco, mas provavelmente exerce um efeito
predominante, pois as outras amostras de levedura nas mesmas condicBes do teste

néo formaram gel,

A teoria de adsorgdo de solvente fundamenta-se na ocorréncia de um aumento
do volume das moléculas durante o resfriamento, gue acabam se tocande ou
sobrepondo de tal maneira que todo o sistema (solvente/soluto) tormna-se imobilizado e
rijo {(Sgarbieri, 1986). Provavelmente o inchamento e sobreposicio das moléculas de
proteina tenha viabilizado a formacdo de uma estrutura ordenada, com figagOes

interprotéicas que reforcaram a estrutura do gel, durante o resfrismento.

Em géis de isolados protéicos de soja comerciais (15%) onde as condigles de
processamento incluem a aplicacdo de calor ou produtes quimicos, Fiora et alli (1920}
observaram, que existia uma correlagfo positiva da dureza e fracturabilidade do gel

com a capacidade de absorg8o e retengdo de dgua. Concluiram no entanto, que
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embora o mecanismo de gelelficacio possa estar baseado na imobilizag&o de agua por
absorgdo, existe adicionalmente, a formaco de uma rede tridimensional através da
desnaturagdo e ligagbes cruzadas das proteinas. Em géis de IPS a 20% de
concentragao, Furukawa e Otha (1982), observaram também uma correlagiio positiva
da formagéo de géis com a capacidade de retencdo de agua.

Na Figura 14 pode-se visualizar os tubos com as diferentes amostras na
concentracao de 10% de proteina. Observou-se que as amostras CP e CPP formaram

duas fases distintas, enquanto o IPS formou um gel muito fraco, sem consisténeia ao

ser retirado do tubo,

Figura 14. Capacidade de geleificacdo das amostras IPS, CPF, CPP e CP na

concentracao de 10%,
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O efeito da adiglo de NaCl a diferentes concentragbes de CPF a 10% pode ser
observado na Figura 15. Com a adicdo de 5, 10 e 30 mM de CaCl,, o gel tormou-se
pasioso, sem consisténcia para realizar as medicles de textura. A presenca 0,5M de
NaCi elevou tanto a dureza como, e principaimente, a fracturabilidade dos géis. Nas
outras concentragbes houve uma reducBo na dureza e fracturabilidade, sendo
ligeiramente mais acentuada para a adicéo de 0,4M de NaCl.

De acordo com Murvihill e Kinsella (1988) a influéncia dos sais nos géis é bem
variada, de acordo com & natureza da proteina. Géis de proteina de soro de leite
apresentaram forga méadima de compressdo na presenga de 0,2M de NaCie 10 mM de
CaCl; A dureza do gel de globulinas de arroz aumentou com a concentracdo de
proteinas ¢ forga ibnica {0,.24; 0.8 e 0,9M), foi atribuido a presenca de sais um efeito
positivo pela supresséio da repulsBo eleirostdtica, ocasionendo agregacio das
moléculas de proteina (Yuno-Otha, 1904).

B Durera
& Fraciurabilidade
CiAdesividade

Forga (gh

01}

Concentracio salina (M)

Figura 15. Efeito da forga ibnica {0,1; 0,4 & 0,6M NaCl) nos parémetros de durazs,
fraciurabilidade & gdesividade de géis com 10% de CPF.
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Verifica-se que para 0,1 e §,6M de NaCl, o valor da resisténcia do gel a
compresséao foi maijor que a dureza. Esses resuitados podem indicar um fortalecimento

das interagdes hidrofébicas e das pontes de hidrogénio intermoleculares.

4.6.5 Propriedades emulsificantes

Em razdo do grande numero de variaveis presentes na avaliagdo das
propriedades emulsificantes |, criando dificuldade em comparar-se 0s dados obtidos,
utilizou-se 0 isolado protéico de soja (IPS) como referéncia. Os valores da capacidade
emulsificante {C.E.), estabilidade da emuls8o (E.E.) e indice de atividade emulsificante

enconiram-se na Tabela 11.

Tabela 11. Resultados da capacidade emulsificante (C.E), estabilidade da emuiso
(E.E.} e indice de atividade emuisificante (1L A.E.} para dispersdes de proteina a 1% em
pH 7.

Amostras C.E. E.E. (%) LAE.

(mbLdleolg proteina) 2 horas 24 horas m’g”’

CP 312+£71° 86,00+3,17°  7626%231°  3667°
cpp 350+56°" 7502+2.34 " 64,70 £ 3,47 ° 52,16°
CPFE 492 +4,3° 7166 +2,80° 62,68 +1,73 73,70°
IPS 448 +£3,9° 72,00 £2,61° 61,23 +£278° 45,52°

45,28 3 otras diferentes na mesma coluna indicam diferengas estatisticas significativas (p < 0,05) entre
fratamentos,

A quantidade maxima de dleo que pode ser emuisificada pela dispersdo 1% da
proteina CPF foi superior as demais amostras, sendo mais proxima ao isolado protéico
de soja. Neste caso como o0s concentrados protéicos a base de levedura nao
mostraram diferencas marcantes na composi¢do centesimal e aminoacidica, as
variagbes na capacidade emulsificantes poderiam ser atribuidas as alteragbes

provocadas pelo método de extragdo na estrutura conformacional das moléculas,
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mudangas na solubilidade, nas caracteristicas lipofilicas e hidrofilicas, que

conseqguentemente interferem no comportamento interfacial da proteina.

De acordo com Dickinson e Stainsby (1987), as modificaces quimicas
geralmente gjudam a aumentar a carga liquida negativa da proteina, ocasionando
mudancas na estrutura e hidrofobicidade da molécula, afetando sua atividade de
superficie. Para disperses a 5% de proteina de soja, Genovese e Lajolo (1993},
encontraram o valor de 1143 g de dleo/g de proteina para a capacidade emulsificante e
baixa estabilidade ao calor e a forga centrifuga, conforme metodologia utilizada. Em
preparacdes com a levedura Candida ulilis, foram encontrados o3 valores de C.E.
variando de 1213,8 a 1540,1 mL dlgo/g de proteina e a estabilidade da emulséio obtida
por aquecimento a 85°C/30min entre 79,1% a 87 ,5%, de acordo com ¢ procedimento

de preparo dos concentrados {Schachtel, 1981y).

Apesar da capacidade emuisificante da proteina de levedura ter sido aumentada
pela adicdo de TMFS, ela perdeu em estabilidade (18%;), quando comparada a nucleo-
proteing de levedura (CP). Na avaliagdo da estabilidade da emulsdo apds dois
periodos de tempo, a emulséo preparada com a amostra CP mostrou maior habilidade
em permanecer inalterada. Em geral, proteinas de diferentes origens variam
imensamente em sua habilidade de estabilizar emulsdes, refletindo suas diferencas na

composicdo, conformacao e rigidez estrutural,

Pelos resultados obtides pode-se concluir gue houve uma pequena diferenca
entre os valores encontrados afravés da metodologia de Acton e Safle (1870) e
daqueles obtidos pelas modificagtes propostas por Mctiwain et alii (1975). A diferenca
foi de 11%, 14%, 13% e 15%, respectivamente, para as amostras CP, CPP, CPF & IPS.
Notou-se que dependendo da metodologia ulilizada para estabilidade da emuiséo o
resuliado estatistico diferiu. No tempo de 24 horas apenas a amostra CP diferiu
estatisticamente das demais (p < 0,08}, enquanto gue para o tempo de 2 horas,

somente as amostras CP e CPF foram semelhantes.
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A redug@o da estabilidade verificada para a amostra CPF pode ser devido ao
excesse de cargas negativas dos grupos fosforicos adicionades as proteinas
adsorvidas aos globulos de gordura. Como as cargas dos gidhulos de gordura também
séo negativas, ocorre provavelmente um desequilibrio de natureza hidrofobica da
proteina, causando reduglo da estabilidade. Fendmeno similar foi observado para
proteinas de levedura succinilada, onde um aumento da carga negativa provocou um

efeito indesejavel na estabilidade da emulséo (McElwain et alii, 1975).

O LAE. das amostras, que denota a érea interfacial coberta pela proteina,
refletiuv a grandeza dos valores obtidos para a capacidade emulsificante, com excecéo
do IPS. Os valores da proteina de levedura fosforilada, mostrados na Tabela 11, foram
diferentes aos descritos por Huang e Kinsella (19873, que obtiveram 108 m?g de
proteina fosforilada com POCl; e 34 mfg para o IPS. A grande dificuldade em
comparar os valores do 1AE entre trabalhos, consiste no fato deste indice n&o ser uma
propriedade s6 do material testado em si, mas uma propriedade do sistema como um
todo. C volume de emulsao, tipo de aparetho emulsificante, velocidade e duracéo desta
operagdo, tipo e quantidade de dleo séo fatores que podem afetam o grau de dispersdo

do Oleo (Pearce e Kinseilla, 1978).

Em outras publicacbes, as proteinas de levedura modificadas por succinilagéo
tiveram o [AE aumentado em fun¢do da extens&o da succinilagcdo. De acordo com
Pearce e Kinsella (1978), o IAE foi de 332 e 204 m’g” para 62% e 24% de succinilacdo
respectivamente, em pH 8 Qs valores elevados do [AE foram atribuidos ao fato das
proteinas modificadas serem completamente soltveis, ao contrario das proteinas néo
modificadas que apresentaram o valor de apenas SQmEQ" para o indice de atividade
emulsificante. Para proteinas de levedura fosforiladas Huang e Kinsella (1987),

enconiraram valores de 108 e 165 mg’, para os pHs de 8,5 & 8,0, respectivamente.

As curvas da capacidade e estabilidade da emulséo em fungdo da concentracdo .
padem ser observadas na Figura 16 . A curva do comportamento da C.E. em fungéo da

concentrac&o, tracada g partir dos dados experimentaig, pode ser descrito pela
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seguinte equacgio geral . CE. = a,¢°+ a,c® +a,¢c +2a,, onde o ajuste do poiindmio
foi feito pelo método dos minimos quadradoes, sendo o coeficidnte de corrglagdo de
03,9953,

A curva da variagdo de E.E. em fungdo da concentracdo, foi ajustada por
regressao linear, onde o coeficiente de correlaco obtido foi de 0,8714, indicando um

ajuste preciso dos dados experimentais.

Verificou-se que ocorreu uma diminuicdo da capacidade emulsificante com o
aumento da concentrago, provavelmente devido a um excesso de proteina, onde nem
toda proteina dispersa em agua tornou-se adsorvida na camada interfacial
subestimando desta maneira o valor da quantidade de dleo emulsionada por grama de
proteina. Numa avaliagdo da C.E. do proteinato de soja em pH 7, Pearson et alii
{1965), verificaram que a medida que se elevava o teor de nitrogénio protéico, nas
preparactes de emulsGes, o valor da capacidade de emulsificagso era reduzida. Em
testes com proteinas de células de levedura, a capacidade de emulsificacdo foi
reduzida em fungdo do aumento da concentragdo, e a estabilidade avaliada por

simples observagdo visual apds 12 horas de estocagem, foi de 55% (Hidalgo, 1978).

Verifica-se, contudo, que a estabilidade da emulséo foi afetada favoraveimente
com 0 aumento da concentracio, Os resuliados foram concordantes com Elizaide et alii
(19918), que encontraram wuma correlacdo significativa entre o aumenio da
concentragdo de proteina e de dleo, com a estabilidade da emulsdo. De acordo com
Leman e Kinsells (1989), as proteinas formam uma camada de cargas ao redor das
goticulas de gordura, causando uma repulso mitua, reduzindo a tensio interfacial e
prevenindo a coalescéncia. O aumento da conceniragdo de proteina facilita a adsorcéo
de maior numero de proteinas nos gldbulos de gordura, resuftando num aumento da

estabilidade da emuisdo

A variac8o da capacidade emulsificante em fungdo do pH pode ser observada na
Figura 17. Conforme o pH se distancia do ponto isoelélrico da proteina ocorreu uma

elevagio da capacidade emulsificante, sendo observado valores semethantes para o
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pHs 7 e 8. Esse comportamento fol verificado para proteinas de diversas origens, onde
o distanciamento do pl ocasiona um aumento na carga eléfrica e possivelmente
methora a solubilidade da proteina em 4gua (MacWatters e Holmes, 1979; Shahidi et
alii, 1984; Schachtel, 1981; Huang e Kinsella, 1987).

As propriedades emulsificantes da proteina de soja tem sido correlacionadas
com sua solubilidade e decresce a um nivel minimo na regifo isoelétrica, no mesmo
caminho que as outras proteinas (Acki et alii, 1981). A correlacdo da capacidade
emulsificante com a solubilidade esta sujeita a controvérsias, sendo a emulsificagao
mais relacionada a hidrofobicidade de superficie das moléculas. Proteinas mais
hidrofobicas ocasionam maior decréscimo na tensdo interfacial e conseguentemente

methoram as propriedades emulsificantes (Voutsmas et alii, 1883).

Em nossos estudos mesmo em pH 5, onde apenas 30% do nitrogénio
apresentaram-se soluveis, comparado a 81% de nitrogénio solivel em pH 8, a
capacidade de emulsificacido foi relativamente elevada. A amostra CP ndo formou
emulis&o no pH 4, provavelmente devido a carga liquida da proteina ser préxima a zero,
com a minima reatividade e solubilidade, ficando coaguladas na disperséo. O fato da
amostra CPF formar emuls&o a pHs mais dcidos favorece seu campo de aplicacéo,
uma vez gue grande ndmero de alimentos encontra-se nesia faixa de pH, como € o
caso de embutidos carneocs, onde a proteina adicionada precisa apresentar capacidade

de emuisificac@o na faixa de pH 5,1a 5,3,

O comportamento da capacidade de emulsificacdo de dispersées 0,25% e 1.0%
de concentrado protéico de levedura fosforilado, em fungéo da forga i6nica encontra-se
na Figura 18. As alteragBes das propriedades eletrovalentes da protgina, ocasionadas
por mudangas no meio idnico, tiveram maior influéncia nas dispersdes mais diluidas,
sendo a percentagem de redugdo da C.E. menor a concentrac@o de 1,0%. A
capacidade do sal em reduzir a capacidade emulsificante pode ter sido devido ao efeito
“salting out”, ocasionando interagfes entre proteinas, diminuindo conseguentemente

sua disponibilidade a interface 6leo-agua (Huang e Kinsella, 1987).
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4.6.8 Propriedades espumantes

A analise comparativa da capacidade de formacdo de espuma (FE.) e sua
habilidade em permanecer inalterada, detectada pela estabilidade da espuma (EE,)
apos o pericdo de 30 ¢ 60 minutos, encontram-se na Figura 19. Verificou-se que
apenas a amostra CPP diferiu-se das demais, em relagfio a formacio de espuma, ndo
sendo constatada diferenga significativa para as dispersfes a 1% em pH 7, das
amostras CP, CPF e PCO (proteina da clara do ovo). No entanto, para os valores da
gstabilidade da espuma apés 30 e 60 minutos, a amostra CP mostrou-se inferior as

demgis amostras.

A proteina da clara de ovo desidratada foi escothida como padrdo de referéncia
das condicbes experimentais, porque € a proteina mais utilizada pela inddstria de
alimentos, & consequentements redne um grande nomero de frabalhos publicados.
Devido suas caracteristicas fisico-quimicas, ela possui a capacidade de formar bolhas
uniformes de bom volume, assegurando a estabilidade da espuma na presenga de

oufros compostos e também sob aguecimento (Kinsella, 1881).

Geralmente sdo utilizados dois processos para caracterizar a estabilidade da
espuma; a drenagem do liquido e o colapso da coluna de espuma. Pelos dados
experimentais, obtidos da drenagem de liquido da espuma em fungdo do tempo,
utilizou-se modelo matematico proposto por Elizaide et alii (1981b), sendo que a
equacao permite descrever com precis@o a drenagem do soro para as diferentes

proteinas em estudo. Os valores obtidos encontram-se na Tabela 12 .

Embora as amostras CP e CPF tenham apresentado a mesma capacidade em
formar espuma (P < 0,05) difiram quanto a habilidade de manter a espuma inalterada
em fungdo do tempo. A meia-vida da espuma, que corresponde a0 fempo necesséario
para drenar metade do volume maximo de liquido (), serviu como parédmetro de

comparacio da estabilidade da espuma para as diferentes amostras.
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Tabela 12. Pardmetros que descrevem a drenagem do liquide da espuma de
disperstes a 1% e pH 7, de proteinas de levedura comparadas a proteina da clara de

OVO.

AMOSTRA V {mL} B (min.) Ri{mlimin) K (mL.min)’
cp 70 2.06 33,98 0,0071
CPP 75 4,50 16,67 0,0030
CPF 86 3,72 17.74 0,0041
PCO | 70 3,75 18,67 0,0039

V= volume maximo de soro drenado; B= tempo de mela-vida da espuma; K= constante de drenagem;
Ro= taxa de drenagem inicial; PCO= proteina da clara do ovo.

A meia-vida (B) da espuma CPF, registrada na Tabela 12 , foi superior a CP,
indicando que a amostra apresentou uma faxa media de drenagem inicial (R e

constante de drenagem ao longo do tempo {K ) inferiores a amostra CP.

A estabilidade superior, da espuma da proteina CPF em relagdo a CP, pode
astar relacionada com 0 aumento da capacidade de retencéo de agua e viscosidade
superficial da proteina modificada por fosforilag8o. Os grupos fosfatos adicionados aos
residucs serina podem ter facilitado a reteng@o de agua na lamela formada entre as
bothas de ar, com isso retardando a drenagem. De acordo com German et alli (1985),
uma vez formado o sistema de bolhas de espuma, sua estabilidade, ou seja, a
resisténcia das lamelas a drenagem forna-se dependente das propriedades reoldgicas

e adesivas do filme interfacial que circunda o gas.

Pelo fato da amostra CPP ter apresentado o perfil de solubilidade e capacidade
de retencdo de agua inferiores as amostras CP e CPF, acredita-se que as
caracteristicas espumantes do concentrade CPP foram relacionadas a alteragdes
esiruturais da proteina, provocadas pelo processo de extracdo com perclorato de
sodio. Apds a extrag@o dos acidos nucléicos, localizados no interior das moléculas de
proteina, e lavagens sucessivas para refirada do sal em excesso, os polipeptidios

podem ter adquirido uma conformagdo mais densa, enovelada, com ligactes
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intermoleculares. Por efeito da energia introduzida ao sistema, produzida pela forca
mecanica do agitador, as proteinas foram capacitadas a adsorver e orientar-se na
interface, onde as ligagdes intercadeias possibilitaram a formacio de filmes mais

coesos, com malor capacidade em aprisionar o ar introduzido ao meip fiquido.

O valor médio da constante inicial de drenagem (R.) para a proteina da clara de
ovo, foi BUperior aos valores citados na literatura. Elizalde et alii (1 991,}, encontraram o
valor médio de Ryde 0,11 para o volume de 10 mL de dispers&o, que corresponderia a
R,=1.1, para o volume de 100 mL, .como utilizado em nossos estudos. Como as
dispersdes da literatura foram preparadas na concentracdo de 3%, acredita-se que a
diferenga entre os valores, seja devido a estabilidade adicional proporcionada pela

concentrac@o mais elevada de proteina, refletindo numa taxa de drenagem menor.

Pela analise comparativa da amostra CPF em diferentes concentracées,
exposta na Tabela 13, percebeu-se que o valor da constante de drenagem inicial  foi
uma fungdo inversa da concentragio. A medida que as concentragbes utilizadas no
preparo das dispersdes aumentaram, ocorreu uma diminuicdo tanto dos valores médios
da taxa de drenagem inicial (R.) como das constantes de drenagem ao longo do tempo
{K ), refletindo um acrescimo no tempo de meia-vida e na estabilidade da espuma. Em
concentragbes mais elevadas ocorreu a formacao de filmes de proteinas mais densos,
gue facilitaram as interagbes entre proteinas, propiciando maior retengdo de liquido
entre as lamelas, aumentando a estabilidade das bolhas de ar tanto ao colapso quanto

a drenagem.

O aumento da concentragéo interferiu positivamente na capacidade de formacéo
de espuma e na estabilidade, indicando que houve difusdo de major numero de
proteinas a interface e consequentemente tornaram-se mais habeis a reter o soro, pela
formagéo de filmes mais coesos e elasticos. Como espumas mais estdveis apresentam
maiores valores de B e os valores de K mais baixos, a amostra de CPF 1,5% ficou com

a maior estabilidade,
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Tabela 13. Capacidade de formago de espuma (FEs) e parametros que descrevem a

drenagem do liquido da espuma para a amostra CPF em diferentes concentragbes.

CPF (%) FEs (%) B (min.) K{mLmin)? R, (mi/min.}
0,25 230+502° 215 0,008 32,09
0,50 268 +7,63° 2,60 0,006 26,92
1,00 258 +7.51° 3,72 0,004 17,74
1,50 328+6,18° 6,00 0,002 13,34

*5% letras diferentes na mesma coluna indicam resultados estatisticaments diferortos {p < 0,05);
B= lempo de meia-vida da espuma;R = taxa de drenagem inicial: K= constante de drenagem.

De acordo com Britten e Lavoie (1992), o indice B, pode ser o mais indicado
para comparar a estabilidade da espuma,' porgue ele ndo depende do volume inicial da
espuma. No trabalho realizado com atbumina de ovo, Murphy e Fox (1891) observaram
que tanto a formagdo de espuma como a estabilidade aumentaram com o aumento da
concentracdo de protefna. Uma vez formado o sistema de bolhas de aspuma, sua
estabilidade ou seja, a resisténcia da lamela & drenagem, torna-se dependente das
propriedades reoldgicas e adesivas do filme interfacial que circunda o gés. Entretanto,
alta viscosidade superficial ndo € o Gnico fator determinante da estabilidade do filme,
inclusive porque excessiva rigidez impede que a superficie do filme se adapte aos
chogues localizados. LigagBes de hidrogénio e interacbes eletrostdticas sao
importantes para formar uma associagdo forte interpolimeros, envolvendo a bolha de
gas. De maneira antagbnica,a superficie dos filmes voltados para a regigo aquosa
entre bolhas vizinhas, tendem a formar um ambiente eletrostatico de repulsdo entre
elas, ocasionando um efeito importante para evitar a unifo das bolhas (German et alii,
1985, Halling, 1981).

De acordo com Mohanty et alii (1988), a natureza anfifitica das proteinas,
originada da mistura de residuos de amino4cidos polares e apolares, capacitam-nas a

reduzir a tensdo interfacial e a energia mecanica necesséria para formar a aspuma.
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Esse carater anfifatico & influenciado pelo pH e natureza iénica do meio-ambiente da

proteina.

Os resultados da influéncia da variagdo do pH nas propriedades espumantes
estdo dispostos na Tabela 14. O pH exerce uma influéncia marcante nas propriedades
de espuma, particularmente na estabilidade, por seu efeito direto na carga liquida da
proteina. As amostras CPF apresentaram formagao de espuma, mesmo a pH 4, no
entanto a estabilidade da espuma foi inferior, provavelmente porque as proteinas
ficaram parcialmente coaguladas neste valor de pH. De acordo com a literatura, desde
que nac ocorra coagulagdo, as proteinas formam filmes mais compactos, fortes e
deformaveis, devido a maxima adesfo eleirostatica, onde as proteinas assumem uma
estrutura mais compacta, resultando numa redugdo maxima da tenséo interfacial. No
entanto, a presenga de proteinas coaguladas no filme reduz tanto a estabilidade como

a vida da espuma, devido a perda de elasticidade do filme (Kinsella, 1981).

Tabela 14. Capacidade de formacgéo de espuma (CFEs) e pardmetros de drenagem do

liquide da espuma para a amostra CPF 0,5% em func¢éo do pH.

pH CFEs (%) B (min ) R(mL/min) K (mL.min )
4 90 + 0,41° 1,50 60,00 0,05

5 240 + 5,00° 1,82 39,56 0,008

6 263 + 2,58° 3,30 22,12 0,004

7 268 +7,63™ 3,72 17.74 0,004

8 275 + 2,53° 4,07 17,65 0,003

3529 |atrag diferentes na mesma coluna indicam resultades estatisticamente diferentes (p £ 0,08},
B= tempo ds meia vida da espuma; R,~taxa de drenagem inicial; K = constante dg drenagem.

A capacidade de formagéo de espuma foi crescente com o aumento do pH, pois
proporcionoy através do aumento da solubilidade, que as proteinas se difundissem
rapidamente a superficie, desdobrando-se e orientando-se, ocasionando

consequentemente a reduclo da tenso interfacial e permitindo o aprisionamento de
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maior quantidade de gas pelo filme protéico. Os valores de meia-vida da espuma,
observados na Tabela 14 refletiram o aumento da capacidade de formacgdo de

espuma.

Os valores resultantes da estabilidade da espuma, tanto pela anélise da taxa de
arenagem como do colapso da coluna de espuma, foram concordantes, demonstrando
que ha uma elevagéo da estabilidade quando o pH se eleva. Em refacdo ao pH
verificou-se que os valores da formaglo e estabilidade da espuma foram superiores
para o pH 7, onde a formagdo de espuma ndo mostrou-se afetada pela presenca de
sais. No pH 4 observou-se menor formacdo de espuma e menor estabilidade,
ocorrendo ainda, uma drenagem rapida do excesso de liquido inter-lamelar, resultando

8m espumas mais secas e frageis.

A Figura 20 faz uma ilustragio da capacidade de formacgéo de espuma {FEs)en
estabilidade da espuma (EEs) apds 30 e 60 minutos, medidas pelo volume da coluna
de espuma paraos pH's4e 7 e na auséneia e presenca de NaCl (0,5 e 1 M).

Verificou-se que os ions que afetam a solubilidade e conformagédo das proteinas
também influenciam as propriedades espumantes, O aumento da forga idnica de
dispersdes em pH 7, nac alteraram significativamente (p< 0,05) a formacdo de
gaspumas, mas ocasionou acentuado decréscimo na estabilidade da espuma nos
intervalos de 30 e 60 minutos. Para o pH 7 a adicao de 0,5M de NaCl em relacgéo a
amostra ausente de sa, ocasionou uma redugdo de aproximadamente 33% e 28%,
respectivamente, para a EEs e EEg A dispersdo CPF 1,0M NaCl apresentou uma
redugao de 24% para a EE5 e 15% para a EEg , em relacdo ao controle (OM NaCl),

A perda de estabifidade no pH 7 pode estar relacionada com a reducdo na
viscosidade dos filmes protéicos, resuitando em filmes finos e menos resistentes. Os
resultados obtidos s@o concordantes com estudos realizados para véarias preparacdes
de levedura, onde a presenga de 3% de NaCl aumentou o volume percentual das

espumas, mas ocasionou decréscimo na estabilidade (Schahtel, 1987).
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De acordo com Cheftel et alii (1989), o cloreto de sédio aumenta a perda de
liquidos e reduz a estabilidade da espuma. No entanto, a confribuicdo do NaCl em
elevar a capacidade de formacdo de espuma no pH 4 foi notdvel. Dhservou-se um
aumento na formacdc de espuma de 81% e 42%, respectivaments, para as
conceniracbes de 0,.5M e 1M, em relacéc ao controle. Neste pH a presenca de 0.5M de
NaC! ocasionou um aumento de 79% para EEx & 60% para a EEg |, em relag@o a CPF
ausente de sal. No pH 4 ¢ comporlamento da espuma na presenca de sal ol oposto ao
observado para 0 pH 7. A slevagao da capacidade de formagfo de espuma para ¢ pH
4 pode ser devido ao aumento na taxa de difusdio, proporcionada pelo sal, de acordo
com Kinseila (1981),. para muitas prolsinas o aumento da {axa de difusdo, refletem na
formacdo de espumas melhores com bolhas grandes aumentando a quantidade de
spuma
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4.7 Capacidade de ligar calcio

As medidas de interacdo de fons calcic com as proteinas de levedura
fosforiladas, tiveram por objetivo avaliar o potencial das proteinas modificadas servirem
como veiculo deste ion. Observa-se na natureza, que os componentes da caseina
formadas pelas glanduias mamarias, s@o fosfoproteinas, o - B- € k- caseina,
contendo B, 5 e 1 residuos fosfoseril, respectivamente, cnde as micelas de caseina,
tem como componente essencial de estabilidade, os ions céicio (Yoshikawa et alii,
1981).

O estudo da interagéio de ions Ca®* com a proteina de levedura foi realizado no
concentrade protéico sem tratamento (CP); concentrado protéico fosforilado (CPF) e
concentrado protéico fosforilado dialisado (CPFd). Todas as preparacfes continham
enire 65-75% de proteina verdadeira e 0 CPF e CPFd niveis mais elevados de fdsforo,

26,5 e 21,9 mgl/g, respectivamente, em relagao a CP {18,9mg/g).

Este estudo ndo foi conduzido com proteinas purificadas porque o objetive
principal foi avaliar a capacidade de ligacdo de célcio com o concentrade como um
todo, considerando a proteina como a maior responsavel pela complexagao, pois
presume-se que a maior parte dos carboidratos se apresentam na forma de
glicoproteinas. A precipitagdo das proteinas, da amostra CPF dispersa em agua, com
TCA 10% e analise dos carboidratos presentes no sobrenadante, resultaram em 2% de

carboidratos solGveis.

A quantidade de caicio ligado pela proteina foi determinada medindo-se a
atividade do calcio livre, através do eletrodo de membrana seletiva para ions caicio.
Uma vez conhecida a quantidade fotal de ions calcic adicionada ao sistema, a
quantidade ligada foi obtida pela diferen¢a entre o célcio inicial total e o calcio livre,
ap0s homogeneizagéo por dois minutos na presenga da proteina, Utilizando os dados
experimentais contruiu-se o grafico de Scatchard, na Figura 21, onde compara-se as
curvas obtidas para o concentrado protéico sem modificagdo, concentrado protéico

fosforilado e concentrado protéico fosforilado dialisado.
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Afraveés do gréfico determinou-se o rumero de sitios de ligagiio (N) pela
intersecao da curva no eixo x & a constanie de associacéo (K}, pela inclinacio da reta
ajustada aos portos. A constante de assocciac8o é uma medida da forga de ligacdo e
da uma indicaco da afinidade dos fons célcio por seus sitios de ligac8o na molécula
de proteina. Portanto, quando os valores da constante de ligag8o aumenta, mais fortes
estes ions estdo ligados (Edsall & Wyman, 1866).

Para construir o grafico de Scaichard as medigles s80 realizadas a baixas
conceniraches de calcio {‘ifﬁ a 10, para evitar ligacBes sletrostaticas do fon ao
figante e interacles entre os sitios atives, Caso contrario os graficos ndo resuliam em
linhas refas, dificultando a exirapolacao do numero de sitios ativos e da constanie de
associacio (Edsall & Wyman, 1986},
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Figura 21. Grafico de Scaichard para dados de ligagdo de céicio ao concen-
trado protéico sem modificacio (CP), concentrado proteico fosforiiado (CPF) e
concentrado protéico fosforilado dializado (CPRd) na concertragdo de 1% e
pH 6.5
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A inclinagdo das retas demonstrou que a constante de associagdo é ligeiramente
superior para a amostra CP, podendo indicar que embora ocorresse um maior nimero
de sitios de ligagho nas amostras CPF e CPFd, as interacdes realizadas através dos
radicais fosforicos foram menos intensas do que aquelas realizadas com os grupos

funcionais dos aminoacidos desprotonados no pH 8,5,

Os valores numéricos apresentados na Tabela 15 para o concentrado protéico
fosforilado em diferentes concentragdes, foram obtidos a partir do grafico de Scatchard
representado na Figura 22. Utilizou-se nos calculos a expressdc moles de calcio por
10° g de proteina, conforme descrito por Carr (1953), para facilitar a comparagao entre

proteinas diferentes.

Tabela 15. Resultados dos valores de N e K obtidos do gréfico de Scatchard, em pH

8,5 e 0,02M de KCl, para concentrados protéicos de levedura..

AMOSTRA sitios de ligagao Constante associagido
N K x 10°
'''' CP 1,0% 29 3,16
CPFd 1,0% AQ 2,68
CPF 0,5% 44 2,64
CPF 1,0% 37 2,58
CPF 2,0% 36 2,68

CP= Concentrado protéico sem modificagdo; CPF= Concentrado protéico fosforifado;, CPFd=
Concentrado protéico fosforilado dializado,

O valor da constante de associagio foi a mesma para as amostras CPF e CPFd,
reforcando a influéncia dos grupos fosforicos na intensidade da associagdo. Embora a
dialise com EDTA, realizada na amostra CPF, contribui favoraveimente para aumentar
o nimero de sitios ligantes, a constante de associagdo foi a mesma obtida para o CPF
sem didlise, podendo indicar que os ions foram complexados pelos mesmos grupos

funcionais terminais das cadeias laterais das proteinas.
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Figura 22. Gréfico de Scatchard para os dados de ligacdo de caldio ao concan-
frado protéico fosforilado no pH 6,5 a diferentes concentracfies de ions Ca.

 concentrado protéico sem modificacdo (CF) axibiu um nimero de vinte sitios
gde ligacdo a menos gue ¢ concenirado protéice fosforilado. Esse fato pode ser
alribuido & auséncia dos grupos fasfatas figados ao terminal serina, que tambsém
realizam interagbes com o célcio. Em estudos com proteina de soja nativa, utilizando-
se ¢ elefrodo de membrana seletiva, Kroll (1884) encontrou-se o valor de 45 sitios de
ligacdo para 10° g de proteina e K= 2,07.10°, nos pHs entre 7 ¢ 8.

Variando a concentracdo da proteina do CPF em 0,5%, 1.0% e 20%, e
martendo as mesmas condicdes de pH, forga idnica & conceniracio de célcio, sra ds
s& esperar que 0§ resultados fossem similares, uma vez que a concentracdo da
proteina é extrapolada para 107 g. No entanto a amostra de CPF 0,5% apresentou um
numere maior de sitios de ligac8o em relagdo as demais. O falo da proteina estar
dispersa numa quantidade maior de solvente pode ter propiciado uma maior interagio

spluto-solvente, permitindo a8 exposicio de um maior numere de grupos funcionais

123



taterais. Talvez a interferéncia, nio considerada, da proteina a forga iGnica do meio,

também tenha influenciado os resuitados observados.

Os resultados das medidas experimentais para compara¢do da associacdo em
fun¢do da quantidade de calcio estao descritos na Tabela 16, Todas as medidas foram
realizadas em pH (6,5) e forca idnica constante (0,02M KCI}, variando apenas a
concentracéo de calcio. Verifica-se que o aumento da concentragdo em todos os casos
ocasionou um efeito positivo na ligagdo do ion a proteina. Observou-se que a ordem
decrescente de ligacao foi CPFd> CPF> CP. O concentrado protéico fosforilado (CPF)
foi capaz de ligar duas vezes mais ions calcio, nas duas concentragbes estudadas, do
que o concentrado nucleo-protéico (CP). Contudo, o CPFd ligou aproximadamente
quatro vezes mais ions célcio que o CP e duas vezes mais calicio que o CPF.

No primeiro caso, o aumento de ligagdo do calcio pela amostra CPF foi atribuido
a presenca do fosforo, pois de acordo com estudos da literatura realizados com as
proteinas de soja, lactoalbuminas e caseina, a presenga de fosforo interfere na
complexagéo proteina-célcio, elevando a medigdo do nimero de sitios ativos (Kroll,
1984; Yoshikawa et alii, 1981 Woo e Richardson, 1983).

Tabela 18. Ligacéo dos ions calcio ao CP, CPF e CPFd em diferentes concentragdes

de calcio ativo (pH=86,5).

Amostra Ca®* ativo Ca” ligado Ca”* ligado
mmoles/ L moles/ L moles/ 10° gProt

cP® 4,50 0,60 14,89
cp 0,42 0,26 | 6,45
CPF® 4,50 1,30 37,36
CPF 0,50 0,48 11,98
CPFd™ 5,00 2,20 63,22
CPFd 0,50 0,49 14,00

B Concentragio do CP = 4,0 (g/L); ©" concentragdo do CPF= 3,5 (g/L); " concentragdo do CPF
dializado = 3.5 (gfl.).
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Qutra questdo a ser fevantada, seria da conformacac protéica, uma vez gue o
nimero de ions calcio ligados A proteina depende tanio do grau de dissociacio
eletrovalente dos aminoacidos como & principalmente das mudancas conformacionais
que acompanham a dissociacdo (Edssal e Wyman, 1966). Como a amostra CP
apresentou um teor elevado de RNA, formando um complexo nacleo-proteina de
grande estabilidade, essa conformagdo esterioquimica pode ter dificultado a
associagio Ca-proteina. A fosforilaglio desestabilizou 0 complexo nicleo-protéico e
introduziu cargas negativas a proteina, resultando num afrouxamento da estrutura e
consequentemente possibilitando a exposigéo de um maior namero de residuos laterais

dos aminoacidos (Huang e Kinsella, 1987).

Os aminoacidos que compdem as proteinas podem ser divididos em trés tipos:
os basicos (NH:"), os hidroxilicos (OH) e os carboxilicos {COQ) de acordo com seu
grupo funcional predominante. Em proteinas de alte peso molecular ocorre tanto a
interagdo entre alguns grupos de cargas oposta como o ocultamento de outros, onde o
valor do pl sera o resultado da estruturagéo proteica. Portanto de acordo com o pH, 03
aminoacidos ionizaveis das cadeias laterais da molécula de proteina, dissociam seus
protons, sendo que o namero de cada grupo ligante pode ser medido através de uma
curva de titulacdo (Farfan, 1990). As interagbes do ion Ca"™ ocorrem com maior
- intensidade para valores de pH acima de 4, quando inicia a desprotonizagdo dos
grupos funcionais das cadeias laterais dos aminodcidos. Considera-se que em pH
acido (em torno de 4) estdo desprotonados os grupos carboxilicos, em neutro os

grupamentos imidazdlicos e no basico 0s aminos e fendlicos

A representacao grafica dos dados experimentais da variagéo de calcio ligado
em funcdo do pH encontra-se na Figura 23, e os valores obtidos através destas curvas
na Tabela 17.
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Figura 23. Grafico de Scatchard para os dados de ligacdo de cdicio ao concentrado
protéico fosforilado (CPF) 1% em diferentes pH's

Tabsla 17. Resultados dos valores de N e K obtlidos do gréfico de Scatchard, para
CPF(1%) em fungéo do pH.

N Kx10°
pht {sitios de ligag&o/10°® g proteina) {Cte associacio)
5% 33 391
8,5 a7 2,58
7.5 36 3,22
7,8 39 1,76

A variag8o no nimero de sitios de ligagBo fol pequena, sendo as maiores
alteracbes em relagdo a constante de dissociacdo. Para valores de pH acima de 7.8
ndo foi possivel realizar medictes, pelo falo de que todo célcio adicionado foi
precipitado, provavelmente na forma de hidrdxido de calcio, ndo ficando calcio livre
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para ser dosado. O maior valor da constante de associagdo ocorreu no pH ao redor de
7,5, onde tanto os grupos carboxilicos e imidazdlicos como os fosforicos encontram-se

desprotonados e portanto reativos a complexacdo com cations (Kuntz, 1971).

4.8 Propriedades nutritivas

4.8.1 Avaliagdo "in vitro"

Os resuitados das analises nutricionais “in vitro” encontram-se na Tabela 18. Os
valores da analise da lisina bicdisponivel para as diferentes amostras comparadas aos
valores da composi¢do amincacidica da Tabela 7, forneceram a porcentagem de

bicdisponibilidade da lisina em relagao ac contetido total,

TABELA 18. Teor de lisina disponivel, digestibilidade "in vitro®, utilizacdo liquida da
proteina (NPU-C) e valor bioldgico calculado (VB-C).

indices de avaliagao CLR cp CPF cep
(%)

Lisina disponivel | 6,39 5,69 7.07 5,06

Digestibilidade . 83,06 87,98 89,45 91,72

VB-C 86,22 86,85 83,59 83,83

NPU-C 71,61 76,42 75,76 76,89

CLR = levedura rompida: CP = concentrade protéico sem modificagdo; CPF = Concentrado protéico
fosforilado; CPP = Concentrado protéico extraido com perclorato.

Para as células rompidas 89% da lisina presente apresentou-se biodisponivel. A
amostra CPF apresentou 83% da lisina biodisponivel, indicando que apesar da reagao
de fosforilacdo com TMFS ter sido realizada em meio fortemente alcalino (pH 11) a
lisina fol pouco afetada. Portanto confirmou-se a hipdtese de Sung et alii (1983), de
que 08 grupos e-amino da lisina sdo protegidos durante o processe de fosforilaggo,
ficando biodisponiveis & medida que o pH é acidificado. O procedimento de extracdo

da proteina com perclorato de sédio embora seja realizada em condi¢bes mais brandas
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de pH (8) e a temperatura ambiente, ocasionou maior perda na biodisponibilidade da
lisina.

Os concentrados protéicos sem tratamento (CP), fosforilado (CPF) e extraido
com perclorato de sédio (CPP) apresentaramm digesfibilidade superiores a da proteina
de células rompidas, o que pode ser atribuido a possibilidade de parte das proteinas
permanecerem associadas a fragmentos de paredes celulares. Embora derivados do
TMFS permaneeram ligados a 35% dos residuos de aminoacido serina na proteina, o
aquecimento moderado & a auséncia de parede celular contribuiu para que a
digestibilidade da proteina fosse elevada. Foi observado por Giec et alii (1989) uma
reducdo de 10% na digestibilidade “in vitro”, quando a proteina foi submetida a 50% de
fosforilagdo. Os autores afribuiram essa redugdo tanto em consequéncia do tratamento
alcalino como ao namero de radicais fosfatos que permanecem ligado a proteina,

dificultando a agdo de enzimas.

O valor biolégico para as diferentes preparagdes calculado pelo meétodo de Oser
ficou na faixa de 82 a 88% em relagio a proteina padrée ovo. O VB-C diferiu pouco
entre as amostras, devido a composicdo semelhante em aminoacidos essenciais.
Como ¢ parametro NPU foi calculado em fungdo da digestibilidade, as células de

levedura rompidas mostraram a menor percentagem de utilizacéo liquida da proteina.

4.8.2 Ensaio biolégico

O registro do ganho de peso semanal dos grupos de animais utilizados no
ensaio, durante o periodo de 28 dias, foi utilizado para construgio de curvas de
crescimento médio, ilustradas na Figura 24. O grupo de animais alimentados com dieta
onde a proteina foi proveniente do concentrado protéico fosforilado e de células
rompidas, pesaram em média 38 e 35% respectivamente menos, do que G grupo
alimentado com dieta de caseina. O grupo tratado com caseina inicialmente destacou-
se menos, sendo a diferenca mais acentuada a partir da segunda semana de

tratamento.
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Figura 24. Ganho de peso de ratos alimentados por 28 dias com dietas conterdo
10 % de proteina  proveniente de caseina (CAS), células levedura rompida (CLR)
& concentrado protéico fosforilado (CPF).

Os dados referentes ao consumoe de proteina, ganho de peso e PER encontram-
se na Tabela 18. Embora o consumo de dieta tenha sido estatisticamenta menor para o
grupo que consumiu dieta a base de concentrado protéico fosforilade, a eficiéncia da
proteina em promover o crescimento foi semsthante (p< 0,05) ao grupo CLR. O valor
do PER para os fratamentos CPF e CLR revelaram que a proteina néo foi t8o eficients
guantc a caseina em promover o crescimento, embora 3 proteina de levedura
apresents um balanco quase perfeito de aminoacidos. Os valores de PER concordam
com os resultados de Seeley {1877), que obleve o PER de 2,2 para levedura de

panificacdo livres de acidos nucléicos.

A relacdio consumo de proteina/ganho de peso, na Figura 25, possibilita a
visualizagio da eficiéncia da profeina dos diferentes tratamentos no crescimento dos
ratos. Os tratamentos CLR e CPF no diferiram entre si {p<0.05), demonstrando que o
tratamento utilizado para fosforilacio ndo diminuiu a eficiéncia protéica em promover o

drescimento qguando comparada a CLR.
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Tabela 19. Resultados do consumo de proteina, ganho de peso e taxa de eficiéneia
protéica (PER) para os tratamentos CAS, CLR e CPF, durante 28 dias.

Tratamento Cons, Proteina Ganho de peso PER
{g} {g)
CAS 46,77 + 4,86° 142 59 + 17,21 3,058 +0,1¢°
CLR 43,45 + 4 08" 93,43 + 5,38 216+ 0,17
CPF 38,84 + 3.81° 87,43+ 429" 2,26 + 0,11

CAS= caseina, CLR= levedura rompida; CPF= Concentrado Protéico Fosforilado. ab.c letras diferentes
ng maesma colina indicam resultados estatisticamente difsrentes,

150
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Figura 25. Consumo de proteina & gantho de peso de ratos alimentados com 10%
de proteina de da cseina (CAS); de células de levedura rompidas (CLR) e
concentrado protéico fosforilado (CPF).

O balanco de nitrogénio foi realizado durante a segunda semana do ensaio
bickdgico, com a coleta de fezes e wina, para cdlculo do nitrogénioc excretado e
mostrou a reteng8o do nitrogénic proveniente da dista. O balango de nitrogénio (BN),
digestibilidade aparente (Da), valor bioidgico aparente (VBa) e ulilizacdo lguida
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aparente da proteina (NPUa), encontram-se na Tabela 20. Os valores médios
referentes ao nitrogénio ingerido, excretado e retido durante a semana de balango,
mostram um balange positivo, geralmente encontrado em fase de desenvovimento
saudavel, onde o nitrogénio proveniente da proteina alimentar é utilizado na sintese de

tecidos para crescimento.

A retengdo de nitrogénio para as dietas CLR e CPF foram respectivamente de
0,187 e 0,183 gN/dia, comparadas a 0,219 gN/dia para a dieta padrdo. A maior
excrecdo de nitrogénio urinario, nos grupos alimentados com dietas de levedura, foi
atribuido a a presenga de nitrogénio proveniente do catabolismo dos acidos nucléicos
como acido drico e alantoina, excretados principaimente na urina. O nitrogénio fecal da
amostra CLR apresentou-se elevado, provavelmente, devido a presenca de nitrogénio
proveniente de proteinas constituintes da estrutura da parede celular, que s$&o
indigeriveis pelo rato, e consequentemente excretadas nas fezes. Sarwar et alii (1986),
encontraram uma correlacio altamente positiva entre a quantidade de bases purinicas

ingeridas na dieta e os niveis ds acido Grico e alantoina dosados na urina.

Tabela 20. Nitrogénio retido (NR), Utilizagdo liquida aparente da proteina (NPUa},
Digestibilidade aparente(Da), Valor bioldgico aparente {Vba).

INDICES CAS CPF CLR
NUTRICIONAIS
N ingerido {(g) 1,83 +0,20° 163+0,18° 1,95 10,27
N urinario (g) 0,16 + 0,04 0,20 + 0,05 0,38 +0,07°
N fecal (g) 0,13 + 0.03" 0,15 + 0,02° 0,26 + 0,04°
NR (g) 1,54 + 0,14° 1,28 £ 0,11° 1,31+ 0,16°
NPUa (%) 83,36 +2,51° 78,43 + 3,75% 75,10 + 3,69°
Da (%) 92,98 + 1,01 90,86 + 1,18 85,36 + 1,41"
VBa (%) 89,64 +2,11° 86,26 + 3,59 87,96 + 4,93

CAS= Caseina, CPF= Concentrado Protéico Fosforitado, CLR= levedura rompida. ab.c Letras diferentes

na mesma linha indicam resultados estatisticamente diferentes (p<0.05).



O valor biolégico aparente ndo diferiu estatisticamente entre os tratamentos,
indicando que 0 pool de aminodcidos ingerido, que chegaram ao metabolismo dos
animais sdo equivalentes. Embora a quantidade absorvida pelo grupo CLR tenha sido
menor em funcdo da menor digestibilidade. Os resultados da digestibilidade aparente
{Da) foram idénticos para os tratamentos CAS e CPF, diferindo apenas para CLR a0
nivel de significancia de 0,05%. Isso pode indicar de que o processo de modificagao da
proteina, principalmente a etapa de aquecimento a 35°C por trés horas, pode ter
ocasionado algum grau de desnaturagdo na proteina methorando sua digestibilidade e
igualando-a ac controle caseina. A presenca da parede celular no concentrado de
células de levedura rompida pode ter contribuide para os valores menores de
digestibilidade. Com relagdo a utilizagho liquida aparente de proteina (NPUa), verifica-
se que os valores dos tratamentos apenas o grupo CLR diferiu estatisticamente da
CAS.

Comparando os indices nutricionais calculados pelo método de Oser com
aqueles obtidos em experimentos “in vivo”, verificou-se que tanto o VB-C como o NPU-
C resultaram em valores ligeiramente inferiores. Essa diferenca pode ser atribuida ao
elevado conteddo de aminodcidos da proteina do ovo, utilizada como padrio de
referéncia, que subestima as proteinas testes. Os resultados da digestibilidade “in

vitro” foi um pouco superior para o tratamento CLR e similar para o CPF.

O indice de avaliagao da qualidade da proteina, através do escore quimico dos
aminoacidos (FAQ/ WHO/ UNU 1985), corrigidos pela digestibilidade (Da) da proteina,
foi de 0,9 para o concentrado protéico fosforilado, sendo necessario a ingestdo de
134qg diarias de proteina para suprir as necessidades diarias de criangas com idade
superior a 4 anos e adultos. Esse indice de avaliagao foi inferior aocs obitidos para o
isolado protéico de soja e carne bovina (PDCAAS=1,0), sendo no entanto superior as

proteinas de origem vegetal (Henley e Kuster, 1994).

Pelas recomendacgdes do “Protein-Calorie Adivisory Group” (PAG, 1973}, a

ingestdo de quantidades superiores a 2 g/dia de RNA pode ser prejudicial 4 saude,
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consequentemente seria indicado somente a ingestao de 55g/dia de CPF. Muitas vezes
alimentos com elevados teores de acidos nucléicos podem conter quantidades
reduzidas de bases uricogénicas, tais como a adenina & hipoxantina. Foi encontrado
que valores até 0,1% de adenina néo pfovoca efeitos prejudiciais a satde em ratos
(Sarwar et alli, 1886). Como o nivel de 0,1% de adenina corresponde a 0,5% de RNA, o
nivel toleravel para a ingestdo diaria para um adulto de 70 quilos, pode ser de 3g RNA/
dia, um poucc superior ao limite estabelecido pela PAG (1973).

4.8.3 Avaliagdo toxicologica

Os estados doentios em animais experimentais sé@o acompanhados por
alteracbes de varios componentes bioguimicos do sangue, os quais por sua vez, estao
sujeitos a variagoes de espécie e alguns deles com a idade dos animais. Os resultados
das determinacgbes séricas de ratos com 7 semanas de vida, alimentados com as dietas
CPF e CLR, indicaram modificagdes em alguns componentes, quando comparados ao

grupo que recebeu dieta controle (CAS).

Os niveis séricos para os compostos transaminases glutdmico oxalacético
(TGO), transaminase glutamico piravica (TGP), creatinina, acido arico, uréia, calcio e
tasforo encontram-se ha Tabela 21. Em relagdo ao nivel de TGO, verificou-se que
apesar do teor encontrado ser ligeiramente superior para o grupo CPF em relagéo a
caseina, estatisticamente néo diferiram entre si. No caso da TGP houve uma diferenga
significante {p<0,05) do tratamento CPF em relacéo a CLR e Caseina, que poderia ser
o indicio da presenca de componente toxico na dieta CPF. Verificou-se, no entanto,
que o valor embora um pouco mais elevado que 0s demais grupos, situou-se dentro da
faixa de normalidade citada pela literatura, podendo sugerir apenas um estado de
adaptacgéo dos organismos aos teores ligeiramente mais efevados de fésforo e RNA na
dieta CPF.
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Tabela 21. Resultados dos niveis séricos de TGP, TGO, creatinina, acido rico, uréia,
fosforo e calcio de ratos wistar com 7 semanas de idade, alimentados contendo 10% de

proteina de levedura, comparados a valores da literatura.

INDICES SERICOS CAS CLR CPF CV.(%) VALORES

LITERATURA*
TGO (U/L) 67,10° 7353 7402 623 157 -80.8
TGP (U/L) 18,78 17,39 2477° 934 17.5-30,2
Creatinina(mg/dL) 1,08 1,41° 156" 7,29 0,20 - 0,80
Ag. Urico(mg/dL) 2,46° 3,22 3,0%° 8,49 1,2-75
Uréia (mg/dL) 16,33  1540° 18,66° 898 5,0-29,0
Fosforo (mg/dL) 10,46° nd 12,53 7,30 3.11-11,0
Calcio {mg/dL) 11,04° nd 10,71 3,30 7,2-13,9

CAG= caseina, CPE= Concentrado Protéico Fosforilado. a,b Letras diferentes na mesma linha indicam
resultados estatisticamente diferentes (p<0.08). * faixa de valores normais para ratos albinos sadios
{Mitruka e Rawnsley, 1881}, nd = ndo determinado,

O acido drico ¢ a creatinina, diferiram estatisticamente ac nivel de 95% de
confiabilidade, entre os tratamentos que receberam proteinas de levedura e o controle
caseina. Embora a creatinina esteja mais elevada no tratamento CPF ela foi
comparavel ao valor de 1,50 + 0,79 descrito por Ringler & Dabich (1879), para raios
Wistar sadios. Neste caso, os valores mais elevados de creatinina ndo indicaram um
quadro de disfungdo renal pois os niveis medidos de uréia no sangue foram normais.
Os valores médios de uréia foram semethantes para os trés tratamentos, situando-se
dentro da faixa de normatidade (15 a 22 mg/mL), descrita por Ringler e Dabich (1979).

A dosagem de acido Grico encontrou-se elevada para o tratamento CPF e CLR
como consequéncia da presenca de acido ribonucieico nas dietas. Embora o teor de
Acido ribonucleico se encontre bem mais elevado na dieta CLR (0.8 g de RNA/ 100 g
de dieta) em relacao & dieta CPF (0,38 g de RNA/ 100 g de dieta), os niveis séricos de
4cido Grico foram estatisticamnete semelhantes para 08 respectivos tratamentos e
superiores ao controle. As alteragfes de acido Urico no sangue n&o foram relacionadas

a disfungdo renal, uma vez que os teores de uréia encontram-se sem alteragao. No
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caso de ocorrer diminuigdo da filtragdo glomelular, outros compostos como creatinina e
uréia estariam presentes em concentragdes elevadas no sangue (Berndt e Davis,
1989).

Em estudos de toxidez de extratos de levedura (3,3% RNA), estimada com o
sistema teste Tetrahymena em comparagéo & caseina, foi observado que ocorna uma
adaptagdo dos organismos, onde o crescimento era lento nas primeiras 48 horas,
estabelecendo-se um fitmo normal apés 72 horas {Lyuiskanov, 1890). Embora os
dados dos indices séricos indiquem diferencas entre os tratamentos, acredita-se que
néo representam um guadro toxicolégico, mas sim uma adaptagao as dietas com niveis

mais elevados de acido ribonuciéico.

A determinagdo da concentragéo de calcio apontada na Tabela 21 indicou que
nao houve diferenca entre os tratamentos (p<0,05), ficando dentro da faixa de 53 a
13,0 mg/100L descrita para ratos em geral (Harkness, 1993). A concentragéo de
fosforo no sangue diferiu significativamente entre os tratamentos, ficando o tratamento
CPF acima dos valores médios citados pela literatura. Segundo Linder (1991), dietas
muito ricas em fosforo elevam a relagao P:Ca no sangue, desencadeando a liberacao
do paratorménio para elevar o teor de célcio @ a0 aumento na excrecado de fosfato via
urinaria e fecal. Embora os niveis de fésforo tenham sido ligeiramente mais elevados
nos animais tratados com CPF, em relag@o a caseina, n@o houve alteragaoc nos teores

de calcio, ndo diferindo estatisticamente entre os dois grupos.

Considerando a quantidade de dieta consumida durante a semana de balango e
o teor de fosforo presente nas mesmas, a ingestio de fosforo foi de 60 mg/dia e 49
mg/dia, para as dietas CPF e CAS, respectivamente, A excressdo de fosforo pelas
fezes foi 16,28 mgP/ dia para o grupo de animais alimentados com dieta CPF, superior
ao valor de 12,94 mgP/ dia excretado pelos animais que receberam digta padréo.
Portanto, o fosforo absorvido, sem considerar a excrecao urinaria, foi de
aproximadamente 73% para ambas dietas, indicando que a homeostase do fosforo

ocorre em parte via excregéo fecal.
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Acredita-se que as alteragbes de alguns parametros bioquimicos do sangue de
ratos tratados com a dieta CPF em relagdo ao controle, para o periodo de 30 dias de
ensaio, ndo representem um quadro toxicolégico, mas uma adaptagio a dieta com
niveis mais elevados de fésforo e acido ribonucléico. Apesar de alguns indices
medidos diferirem entre os grupos, eles se encontram dentro da faixa de normalidade

para ratos albinos sadios.
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5. CONCLUSOES

1. O processc de rompimento mecénico mostrou-se eficiente na ruptura celuiar
possibilitando um rendimento de extracéo de proteina em torno de 97%. A composigéo
centesimal, das células integras de levedura, revelaram um alto teor de carboidratos,

proteinas e acidos nucléicos, respectivamente.

2. A biomassa de levedura € uma boa fonte de proteina, tanto quantitativamente como
qualitativamente. O perfil aminoacidico é semelhante para as diferentes preparacdes
de levedura, atende basicamente o padrao de referéncia da FAQ, apresentando uma
deficiéncia marginal em metionina, teor adequado de triptofano e treonina e allo teor de

lisina.

3. Considerando o elevado teor de acido nucléico das células de levedura, o que limita
sua participacdo na dieta, a levedura ndo poderd contribuir com guantidades muito
significativas de macro-nutrientes. Com relagdo aos micro-elementos ela pode ser

cansiderada uma fonte excelente de selénio e cromo.

4. As proteinas tendem a interagir com os acidos nuciéicos, que se precipita na forma
de complexo nicleo-protéico no ponto iscelétrico. O processo de extragaoc com
perclorato de sédio ou trimetafosfato de sddio permite a obtencéo de concentrados

protéicos com teores reduzidos de RNA.

5. O processo de extragdo com perclorato de sdédio, embora seja o meétodo mais
eficiente para remover os acidos nucléicos, ocasiona perda de propriedades funcionais

das proteinas, exceto para as propriedades da espuma.

8. O uso de trimetafosfato de sédio resuitou em melhoria das propriedades funcionais
das proteinas, principaimente capacidade de retengdo de agua, viscosidade e
geleificacdo. Essas propriedades foram melhoradas principaimente na faixa de pH

ligeiramente acida.
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7. A eletroforese mostrou que a fosforilagio ndo ocasiona a formagdo de ligagOes
cruzadas intermoleculares nas proteinas. As proteinas fosforiladas apresentaram

elevada capacidade ligante para ions calcio,

8. Os métodos de obtengao.dos concentrados protéicos influenciaram diferentemente

as suas propriedades funcionais.

9. Ensaios bioldgicos com ratos mostraram que valor nutritivo das preparacdes de
levedura equivaleu a 73% da caseina relativo ao PER & 90% da caseina em relacao ao
NPUa.

10. Os ensaios toxicolégicos demonstraram que os indices séricos avaliados situaram-
se dentro da faixa de normalidade para ratos sadios e ndo revelaram quadro de

toxidez, para o periodo de 30 dias. .
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