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RESUMO

A parede celular da levedura de cerveja é composta por uma grande quantidade de
polissacarideos. Estes ainda ndo foram estudados metabolicamente como fonte de
energia e de fibra alimentar. Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar,
através de ensaio bioldgico com ratos Wistar, o efeito da adicdo de 10% e 20% da
parede celular da levedura de cerveja (Saccharomyces cerevisae), sobre o valor
nutritivo da caseina, em termos de digestibilidade aparente ¢ quociente de eficiéncia
da dieta, como também o comprimento do intestino € o tempo de transito intestinal
nos ratos, € sobre os niveis séricos de colesterol, colesterol-HDL, colesterol-LDL,
lipidios totais e triacilgliceréis. A parede celular utilizada nesta pesquisa continha
33,2% de fibra soluvel, 22,9% de fibra insolavel, 56,1% de carboidratos totais,
32,8% de proteina, 4,5% de lipidios totais, 4,9% de cinzas e 1,7% de RNA. Antes do
uso a parede celular bruta, passou por um processo de purificagdo parcial, para
elevar os teores de polissacarideos atingindo a concentragdo de 69,3% em fibra total.
O experimento com ratos foi realizado em 60 dias, sendo dividido em fase A e fase
B. Foram utilizados 49 ratos machos Wistar, sendo que um grupo de 7 animais
foram sacrificados no inicio do experimento usados como valores de referéncia, os
demais foram divididos em 6 grupos com 7 animais. Na fase A (0-30 dias), os
animais receberam as dietas controle (AIN-93G) e hipercolesterolémica em que 7%
de 6leo de soja da AIN-93G foram substituidos por 2% de colesterol + 5% de
gordura de coco. O grupo | recebeu dieta controle € os outros 5 grupos a dieta
hipercolesterolémica. Na fase B (30-60 dias) os grupos 3, 4, 5 € 6 passaram a
receber dietas hipercolesterolémicas com 10 e 20% de parede celular e 10 e 20% de
celulose, respectivamente, e os grupos 1 € 2 continuaram recebendo a mesma dieta
da fase A. No final do experimento os ratos foram mantidos em jejum por 16 horas.
em seguida anestesiados e sacrificados sendo o sangue coletado por pungdo

cardiaca. O comprimento do intestino delgado foi medido (do esfincter pildrico a
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jun¢do ileo-ceco). A distancia percorrida pela dieta, 2,5g marcada com 10% de
carvdo vegetal foi registrada como a porcentagem do comprimento total do intestino
(% transito intestinal). Os resultados mostraram que a parede celular ¢ a celulose nido
reduziram os niveis de colesterol total, colesterol-HDL, colesterol-LDL e lipidios
totais, mas a dieta com 20% de parede celular reduziu de forma significativa
(p<0,05) os niveis de triacilglicer6is. Os ratos que ingeriram dietas com parede
celular apresentaram um aumento no comprimento do intestino delgado e uma
reducdo no tempo de transito intestinal (30% e 35%, respectivamente). A parede
celular de levedura diminuiu a digestibilidade aparente da proteina em 9% e 17%,
respectivamente, para as dietas contendo 10% e 20% de parede celular. Ocorreu uma
diminui¢do no quociente de eficiéncia da dieta para os animais que receberam dietas
com 10% e 20% de fibras (parede celular ou celulose), que afetou diferentemente o
ritmo de crescimento dos animais quando submetidos as diferentes dietas,

mostrando um crescimento mais lento e aumento na excregado fecal.

Palavras chaves: Saccharomyces cerevisae, fibras, dietas, proteinas, caseina,

lipidios, colesterol, ratos.
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ABSTRACT

The cell wall of the yeast is mainly composed of polysaccharides. These have not
been studied yet as a source of energy and food fiber. The objective of the present
paper was to evaluate, through a biological test experiment using Wistar rats, the
effect of the addition of 10% and 20% brewes’s yeast cell wall (Saccharomyces
cerevisiae) on the nutritional value of casein, in terms of apparent digestibility and
dietary efficiency ratio as well as the on intestinal length, food intestinal transit time,
total cholesterol, HDL- and LDL-cholesterol, total lipid and triacylglycerols. The
cell walls used in this investigation contained 33.2% of soluble fiber, 22.9% of
insoluble fiber, 56.1% of total carbohydrates, 32.8% of protein, 4.5% of total lipids,
4.9% of ashes and 1.7% of RNA. Before the use, the crude cell wall undergoed a
partial purification process to rise the levels at polysaccharides reaching the
concentration of 69.3% of total fiber. The experiment with rats was performed in 60
days, divided in two phases, A and B. Forty nine Wistar male rats were used, as na
group of seven animals it was sacrificed in the beginning of the experiment used as
reference value and other ones was divided in six groups of seven animals, were
utilized. In phase A (0-30 days), the animals received the control diets (AIN-93G)
and a hypercholesterolemic diet in which 7% of the soybean oil of AIN-93G diet
were replace by 2% of cholesterol + 5% of coconut fat. Group 1 received the control
diet and the other 5 groups received the hypercholesterolemic diet. In phase B (30-
60 days), groups 1 and 2 continued receiving the same diets of phase A, and the
groups 3, 4, 5 and 6 were fed the hypercholesterolemic diets containing 10% or 20%
of cell wall for groups 3 and 4, and 10% and 20% of cellulose for groups 5 and 6. At
the end of the experiment the rats were fasted for 16 hours and then anesthetised and
sacrificed for collection of blood by cardiac punction. Intestinal lengh was measured
from piloric sphincter to the ilium-cecum junction. Intestinal transit was evaluated

through feeding the animals with a 2.5g of diet marked with 10% vegetal charcoal.
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The distance reached by the marked diet was measuread, and expressed as
percentage of intestinal length (% intestinal transit). The results showed that cell
wall and cellulose did not reduce the total cholesterol, HDL or LDL - cholesterol,
and total lipids levels, but, the diet containing 20% of cell wall significant decreased
(p<0.05) the triacylglycerol level. The rats fed the cell wall containing diets
increased the small intestine length and reduced the intestinal transit by 30% and
35%, respectively. The cell wall, at 10% or 20% in the diet, decreased the apparent
protein digestibility to 9% and 17%, respectively. It was found that the rats fed 10%
and 20% fiber (cell wall or cellulose) showed a decrease in the dietary eficacy ratio

as well as a slow growth and an increase in fecal excretion.

Key words: Saccharomyces cerevisae, fiber, diets, protein, casein, lipids,

cholesterol, rat.
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1 INTRODUCAO

Como a estimativa € de que a populagdo mundial aumentara em 6 bilhdes no
século XXI, as dificuldades de aumento da produgdo de alimento, tém
despertado grande interesse na utilizagdo de microrganismos como fonte de
proteina. Proteinas de c€lulas microbianas, particularmente levedura, poderdo
suplementar significativamente aquelas produzidas por fontes convencionais,
que tornam-se limitadas pela reserva na industria alimentar no Brasil e na de
outros paises, energia e custo de producdo. Portanto, a levedura de cerveja
(Saccharomyces cerevisae) tem se tormado uma fonte segura, aceitavel e
econdmica de consumo humano e animal.

A quantidade de levedura produzida anualmente nas destilarias e cervejarias
é da ordem de centenas de milhdes de toneladas. No Brasil, anualmente sdo
produzidos cerca de 240 mil ton/ano para as industrias de alcool (FURCO,
1996), e 4 mil ton/ano para as industrias de cerveja (PEIXOTO, 1996). Ja nos
Estados Unidos da América a industria cervejeira, no inicio da ultima década,
produziu cerca de 1 bilhdo de ton/ano (CHAUDHARY & WEBER, 1990). O
Brasil apresenta um grande volume residual de biomassa de levedura de cerveja
(Saccharomyces cerevisae). Este subproduto tanto nas industrias de cerveja
como nas destilarias é descartado, gerando desta forma um produto usado na
industria de alimentos, como agente de fermentagdo, na fabricagdo de paes,
como suplemento nutritivo em produtos naturais, além do uso como matéria-
prima para produgio de autolisados e extrato de levedura (HALASZ &
LASZIITY, 1991).

A levedura de cerveja apresenta grande potencial como fonte de proteinas.
aminoacidos, vitaminas, acidos nucléicos e diversas enzimas, sendo considerada
importante como matéria-prima para obten¢@o de produtos de uso nas industrias

alimentares e farmacéuticas (BEHALOVA et al., 1991).
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Muitos estudos utilizam a levedura de cerveja para obter extratos de levedura
por meio de autdlise, o qual inclui todo o conteudo da lise das células. Este
processo apds centrifuga¢do origina uma fragdo contendo apenas os
componentes solaveis, além das proteinas solubilizadas e a parede celular
(DZIEZAK, 1987 b).

Os principais componentes da parede celular da levedura (Saccharomyces
cerevisae), tém sido isolados e purificados com algumas de suas propriedades
nutricionais estudadas (KOLLAR et al., 1992; ASSIS, 1996). A fracio referente
a parede celular integral da levedura de cerveja ¢ composta de polissacarideos
que podem servir como fonte de fibra dietética e serem considerados como
agentes hipocolesterolémicos (ABREU & MILLAN, 1994; ROSE, 1993).

Estudos experimentais e epidemioldgicos mostram que as fibras apresentam
entre outras a propriedade de atuar como um regulador intestinal, com efeito
laxante. As fibras também apresentam propriedades que ajudam no tratamento
de doengas como diabetes e hipercolesterolemia, e por estas caracteristicas
atuam na prevencdo de doengas corondrias e cancer de célon (SLAVIN, 1987).
A eficiéncia das fibras ndo depende somente da quantidade de fibras ingeridas,
mas também da natureza da fibra e do grau de refino na preparacdo dos
alimentos (FRANCO, 1992). No combate a hipercolesterolemia é importante
ndo apenas o tipo de fibra, mas também os niveis de colesterol dos pacientes
(BELL et al., 1989).

As fibras apresentam grande importdncia na alimentacdo e na manutencao
da satude. Por isso, faz-se necessario avaliar e pesquisar mais sobre este
componente alimentar e suas interagdes com outros compostos na dieta a nivel
metabolico. Tendo em vista que a parede celular € composta por carboidratos
que auxiliam na redugdo do colesterol, € de interesse deste trabalho estudar a
eficiéncia da parede celular como fonte de fibra no combate a
hipercolesterolemia. Na tentativa de elucidar estes efeitos da fibra contida na

parede celular, o presente trabalho teve como objetivos:
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Geral
Aproveitamento da parede celular obtida na extragdo de proteina de

levedura para fins alimentares.

Especificos

- quantificar o rendimento do processo da purificagdo da parede celular,

- determinar a composi¢do centesimal da fragdo parede celular
semipurificada (PC),

- preparo da dieta hipercolesterolémica com base na AIN-93G, pela
substitui¢ao do 6leo vegetal por 2% de colesterol dissolvidos em 5% de gordura
de coco em relagdo a dieta (p/p).

- verificar os efeitos da administragdo de 10% e 20% da parede celular
semipurificada sobre o valor nutritivo da caseina tais como: consumo de dieta
(CD). ganho de peso (GP), consumo de proteina (CP), digestibilidade aparente
(Da) e quociente de eficiéncia da dieta (QED),

- comparar 0 comprimento do intestino e tempo de transito intestinal dos
ratos alimentados com as dietas marcadas com carvdo vegetal, contendo 10% e
20% de parede celular ou celulose,

- verificar a influéncia da dieta hipercolesterolémica nos constituintes
sangiliineos do rato, em termos de colesterol, colesterol-HDL, colesterol-LDL,
triacilglicerdis e lipidios totais, bem como o efeito da adi¢do em quantidades
crescentes (10% e 20%) da parede celular ou celulose sobre os mesmos

constituintes sangiiineos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 AUTOLISE E ROMPIMENTO DA PAREDE CELULAR

Geralmente, as leveduras contém de 40-60% de proteinas que podem ser
isoladas por varios métodos. O método principal é a obten¢do do extrato de
levedura e parede celular, os quais sdo usados como suplementos em alimentos e
real¢adores de sabor em sopas e molhos (KOLLAR et al., 1992). Recentemente,
pesquisadores tém despertado grande interesse no isolamento e na purificac¢do
de componentes da levedura para usos especificos em formula¢des de produtos
com diferentes propriedades funcionais.

Extratos de levedura representam concentrados de componentes soliveis
obtidos das células de levedura incluindo autélise, hidrdlise e plasmolise
(KNORR et al., 1979). Autolisados incluem todo o conteudo da lise das células,
abrangendo os componentes soliveis, proteinas solubilizadas e a parede celular
(DZIEZAK, 1987b). Os componentes hidrolisados sdo preparados
enzimaticamente ou pelo aquecimento controlado das leveduras em meio acido,
enquanto que, por plasmolise ocorre extracdo dos materiais celulares devido ao
aumento da concentragdo de sal (NaCl), sacarose ou solventes orgénicos como
etanol, acetato de etila, cloroférmio e outros (KOLLAR et al., 1992).

O processo de autdlise € induzido por agitacdo das células em temperatura
entre 40-55°C, produzindo efeito sobre as células que influencia a atividade de
enzimas endégenas. Autolise geralmente requer de 12 a 36 horas para completar
o processo de hidrolise. O autolisado deve ser agitado constantemente e, para ser
seco em “‘spray drier”, a biomassa autolisada precisa estar com 70-80% dos
solidos totais soluveis (DZIEZAK, 1987b). A parede celular € obtida pela
centrifugagdo do autolisado inativado (BABAYAN et al., 1991).

20



Durante a autdlise, a levedura é submetida a mudangas morfologicas, onde
ocorre desintegra¢do ou desarranjo da camada de polissacarideos, possivelmente
associada com a hidrélise parcial de fragmentos protéicos incorporados na
parede celular (BABAYAN et al., 1991).

Varios métodos sao utilizados na obtengdo do extrato de levedura e da parede
celular os quais apresentam em comum a necessidade de um tratamento prévio
para o rompimento da parede celular (KINSELLA, 1987; PACHECO et al..
1997).

O fracionamento e caracterizagdo estrutural dos polissacarideos da parede
celular de S. cerevisae, refere-se ao material obtido por rompimento mecanico
ou enzimatico, de células cultivadas em meios otimizados em laboratorios. Sido
utilizadas enzimas exdgenas na lise enzimatica da parede celular de leveduras,
pois este tratamento ativa as proteases enddgenas e consequentemente ajudam
na rapida prepara¢do de leveduras autolisadas. A hidro6lise da parede celular
permite liberar os constituintes intracelulares para obtencdo do extrato e parede
celular (KNORR et al., 1979).

O método de ruptura mecanica tem sido muito utilizado, principalmente
quando se deseja obter produtos com boas propriedades funcionais. Esse
procedimento permite uma recuperacio eficiente das proteinas, pois evita a
exposicdo das mesmas a tratamentos drasticos de temperatura ¢ pH. A
desintegracdo mecénica pode ser conduzida por varios meios tais como:
homogeneizador convencional, desintegrador de alta pressdo, exposi¢do a ultra-
som e desintegrador tipo moinho de bolas (ENGLER, 1970).

Na hidrolise, sdo utilizadas enzimas comerciais de menor custo favorecendo o
processo. O periodo de incubagdo da enzima € menor, de aproximadamente 1
hora, que também reduz o problema de contaminagdo microbiana e outras

contamina¢des durante o periodo de incuba¢do (KNORR et al., 1979).



A autdlise ocorre no estagio final do crescimento celular, quando as
condigdes fisiologicas da célula apresentam-se satisfatorias. A autolise natural
também pode ser causada pela presenca de microrganismos que contaminam a
cultura, promovendo microlises nas leveduras e provocando a desestruturacdo
da parede celular o que leva ao rompimento das células. Terminado o processo
de autolise das células faz-se a centrifugacdo para a separacdo da fracdo soluvel

(extrato de levedura) da insoluvel (parede celular).

2.1.1 PURIFICAGCAO PARCIAL DA PAREDE CELULAR

A parede celular € obtida por centrifugacdo, apds autolise das células de
levedura de cerveja. A fragdo insoluvel de levedura, a parede celular, ¢
composta principalmente de B-glicanas (BEHALOVA et al., 1991).

O processo de purificacdo da parede celular foi iniciado de maneira muito
simples, come¢ando pela centrifugacdo da parede celular do autolisado.
Segundo a patente americana (ANHEUSER-BUSCH, 1978), a parede celular é
ressuspensa a 5% de solidos em 4gua e homogeinizada em moinho coloidal a pH
5,0 e a temperatura de 10°C a cada passagem. A parede celular lavada deve ser
ajustada para pH 9,5 pela adi¢do de NaOH e agitada lentamente por 60 minutos
a temperatura de 26°C. Os componentes da parede sdo submetidos novamente a
centrifugacdo com 9000g, ressuspendida em é4gua e centrifugada novamente
para obter a P-glicana parcialmente purificada, obtendo-se uma suspensdo de
B-glicana com rendimento, de 9,5 kg por 45 kg de levedura inicial (21% p/p),
cuja a composicao € de 73,7% carboidratos, 20,4% proteina, 2,4% acidos

nucléicos e 1,0% cinzas.
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O processo de purificagdo parcial da parede celular engloba virias etapas,
iniciando com a produgdo de células de levedura, ruptura das células, separacio
dos fragmentos da parede celular insoluvel da fragdo citoplasmatica soltvel,
purifica¢do parcial da B-glicana, concentragdo a vacuo e secagem (SUCHER et

al.; 1975).

2.12 COMPONENTES DA PAREDE CELULAR

A composi¢do da parede celular possivelmente esta relacionada com sua
morfologia. Nos estudos realizados sobre a morfogénese tém sido considerados
a biossintesse e estrutura dos componentes da parede celular. Com relagdo as
paredes celulares das leveduras e fungos, foi verificado que elas apresentam
estruturas complexas e dindmicas constituidas principalmente de multiplas
camadas de polissacarideos, proteinas e lipidios (GANDER, 1974).

A parede celular de S. cerevisae apresenta cerca de 18,3% de proteina
(SGARBIERI, 1996) e o seu teor varia de 15,6% a 28,6% para a parede celular
liofilizada rompida em moinho Dyno-Mill e parede celular residual seca do
processo industrial de autdlise da levedura, respectivamente (ASSIS, 1996).
Segundo HALASZ & LASZTIY (1991), a maioria desses dados ¢ baseado na
determinac¢do do nitrogénio total para obter o teor de proteina utilizando o fator
6,25, podendo, dessa forma apresentar erros devido a teores varidveis de
nitrogénio ndo protéico, como N-acetil-glucosamina, presentes nesse material
biologico.

Além das proteinas, a parede celular de levedura de cerveja é composta por
6,2% de lipidios, sendo este valor alto quando se trata de parede celular
SGARBIERI (1996). No estudo realizado por ROSE (1993), foi observado que,
durante o isolamento da parede celular de levedura de cerveja, podem ser

recuperados fragmentos de membrana celular que estdo ligados a parte interna
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da parede, o que demonstra a presenga de lipidios contaminantes na mesma. O
elevado teor de lipidios nas fragdes insoliveis (parede celular) pode ser
explicado pela presenca de componentes lipidicos na membrana celular.

Além disso, segundo ASSIS (1996), a composi¢do dos polissacarideos
presentes na parede celular pode sofrer alteragdes segundo a classe e familia a
que pertence o fungo ou a levedura. E também pode ser afetadas pelas condigdes
de cultivo, idade de cultura e sua linhagem (GANDER, 1974).

A parede celular de levedura de cerveja, ao final do processamento de
purificacdo, pode conter, cerca de 60 a 90% de carboidratos (ANHEUSER-
BUSH, 1978).

A fragdo insolivel da levedura, formada principalmente de parede celular
quando processada em “spray drier”, contém cerca de 87% de carboidratos, 11%
de proteinas, menos de 0,5% de 4cidos nucléicos, 1% de cinza e 6% de umidade.
Os polissacarideos da parede celular de levedura sdo constituidos de unidades de
glicana e manana, sendo a propor¢do glicana:manana de aproximadamente 2:1

(DZIEZAK, 1987a).

2.1.3 APLICACOES DA PAREDE CELULAR

A biomassa celular de levedura pode ser consumida como alimento ou aditivo
de alimento; porém, alguns problemas restringem o seu uso. A baixa
digestibilidade da parede celular reduz a biodisponibilidade das proteinas, em
c€lulas rompidas presenga de substancias fisiologicamente ativas e alergénicas,
podem apresentar fatores que causam ndusea e distirbio gastrointestinal
(flatuléncia e diarréia) em individuos sensiveis a estes componentes. A ingestio
de acidos nucléicos em niveis elevados, como nas leveduras, provocam aumento
indesejavel na concentragdo sangiiinea de acido trico (MILLAN & ABREU.
1996).
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Finalmente, o uso da biomassa integral € bastante limitado, por sua
influéncia sobre os atributos sensoriais de qualidade (odor, sabor, cor e textura)
e pela auséncia de propriedades funcionais conferidas pelas células secas e nédo
rompidas (KNORR et al., 1979; MILLAN & ABREU, 1996).

Por estas razdes e outros potenciais de aplicagdo das proteinas, ¢ desejavel
romper e separar a parede celular da levedura, fracionando os componentes
majoritarios da célula.

O uso de leveduras como fonte protéica, também tem sido limitado pela
percentagem de acidos nucléicos presentes; as leveduras contém de 6-12% de
acidos nucléicos (BEHALOVA et al.,, 1991). Torna-se importante reduzir a
quantidade de acidos nucléicos para utilizagdo em consumo humano (MILLAN
& ABREU, 1996).

Por outro lado, os acidos nucléicos sdo usados em cosméticos como
bioemulsificantes (BEHALOVA et al., 1991), enquanto que as B-glicanas da
parede celular podem ser utilizadas como estabilizantes, espessantes e

texturizantes em doces e sobremesas congeladas, coalhadas, pastas de queijo e

analogos (DZIEZAK, 1987a).

2.2 DEFINICAO E COMPOSICAO DAS FIBRAS ALIMENTARES

O reconhecimento do papel das fibras alimentares na dieta humana so foi
elucidado apos o trabalho de dois médicos ingleses, Dennis Burkitt e Hugh
Trowell, desenvolvido na década de 70 na Africa. Estes médicos observaram
que a dieta dos africanos rurais era baseada em alimentos ricos em fibras
(cereais integrais, verduras, frutas e leguminosas) e que nesta populagdo era
praticamente inexistentes as doengas gastrointestinais, tais como prisdo de
ventre, diverticulite, diabetes, hemorroidas, colesterolemia e cancer de colon. De

acordo com FRANCO (1992), dietas mais saudaveis sdo aquelas mais naturais e
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mais relacionadas com os habitos primitivos do homem. A fibra tem grande
importancia na alimenta¢do humana, tendo-se verificado, ap6s mais de duas
décadas de investigagOes, que a fragdo fibra dos alimentos desempenha papel
significativo na nutri¢do, dependendo, entretanto do tipo e da quantidade
presente na alimentagdo (FRIAS, 1996). As fibras alimentares sdo designadas
como a porg¢do residual dos vegetais resistente a hidrolise enzimatica no trato
gastrointestinal humano, que servem como alimento para as bactérias do cédlon
(YOUNES et al., 1996). Segundo ROBERFROID (1993), a fibra abrange uma
grande parte de substancias com diferentes propriedades fisicas e varios efeitos
fisiologicos. Do ponto de vista quimico, estas substancias pertencem a familia
dos carboidratos. Sendo assim, no sistema digestivo, todas elas resistem a
hidrolise pelas enzimas digestivas, mas podem ser hidrolisadas e fermentadas
pela microflora gastrointestinal.

As fibras sdo constituidas por uma associa¢do de polimeros de alto peso
molecular, que sdo macromoléculas compreendendo grupos quimicos divididos
em fracdes insoluveis e soluveis. Esta classificagdo apresenta importancia
quanto a sua acdo, pois muitos efeitos fisiolégicos das fibras soluveis sdo

diferentes dos efeitos das fibras insoluveis (SHINNICK et al., 1991).

2.2.1 PROPRIEDADES FISICAS E QUIMICAS DAS FIBRAS
ALIMENTARES

No trato gastrointestinal, as fibras alimentares ocasionam respostas
fisiologicas decorrentes das seguintes propriedades:

Degradacdo por acdo microbiana: as fibras alimentares ndao podem ser

degradadas pelas enzimas do trato digestivo humano; entretanto, sio
fermentadas e parcialmente degradadas pela microflora natural presente no
intestino grosso (ROBERFROID, 1993). Um dos efeitos do processo de

degradagdo microbiana da fibra alimentar € a produgdo de acidos graxos de
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cadeia curta, que podem ser usados pelas células do colon como fonte de
energia, podendo também influenciar no metabolismo lipidico e glicidico
(HUGHES, 1991; YOSHIDA, 1991)

Capacidade de hidratac¢do: a hidratagdo das fibras resulta na formacao de uma

matriz gelatinosa que provoca aumento na viscosidade do contetdo
gastrointestinal retardando, consequentemente, o esvaziamento gastrico e a

absor¢ao de nutrientes (SCHENEEMAN, 1989).

Absorcdo de moléculas organicas: esta relacionada com adsor¢ao de acidos

biliares “in vivo”, pelas fibras soluveis sendo medida pela excre¢do de acidos
biliares no bolo fecal. Diversos estudos sugerem que as fibras soluveis podem
diminuir a absor¢do de acidos graxos e colesterol no intestino devido a sua
viscosidade, ao formar um gel coloidal no limen intestinal. Ocasionam também
diminuic¢éo na absor¢do dos lipidios, o que leva consequentemente a inibi¢ido da
formag¢do da micela de gordura, devido a adsorga@o dos acidos biliares pela fibra
soluvel (SHINNICK et al., 1991).

Capacidade de troca catidnica: algumas dietas com alto teor de fibra

ocasionam a reducdo da absor¢d@o de minerais e eletrolitos pelo organismo,
dosados pelo aumento destes na excre¢do fecal. Esta adsor¢do de minerais
provocada pelas fibras deve-se a presenga de fitatos € compostos fendlicos,
presentes em determinados tipos de fibras, os quais formam complexos
insoliveis com minerais em pH fisiolégico (FROLICH & ASP, 1985;
SCHENNEEMAN, 1989).

Tamanho da particula: a propriedade de hidratacdo e a capacidade de

fermentacdo de um alimento fonte de fibra sdo diretamente influenciadas pelo
tamanho da particula (SCHENEEMAN, 1989). O grau de trituragcdo da fibra é
um importante fator capaz de produzir efeitos diferentes; por exemplo, fibras
com granulometria menor que 200 nm apresentam maior capacidade de
hidratagdo e fermentabilidade, pois possuem maior superficie de contato

(PARROTT & THRALL, 1978), fibras com granulometria de tamanho medio
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entre 200-500 nm possui capacidade de reter d4gua, enquanto que fibras com
granulometria maior que 800 nm, sdo mais eficazes na estimula¢do da

defecag¢do, aumentando o volume fecal e evitando a constipagdo (EASTWOOD
& MORRIS, 1992).

2.2.2 EFEITOS FISIOLOGICOS DAS FIBRAS

As fibras alimentares apresentam varios efeitos fisioldgicos, os quais
dependem das suas propriedades fisicas e quimicas e da sua fonte alimentar
original. As propriedades fisicas tém influéncia funcional no trato
gastrointestinal (EASTWOOD & MORRIS, 1992).

As fibras sdo classificadas em soliveis e insoliveis em dgua. Fibras
insoluveis, tais como celulose, algumas hemiloceluloses e ligninas estdo
presentes em cereais, verduras, hortali¢as e leguminosas. Esta fragdo exerce um
efeito fisico-mecanico, aumentando o volume do bolo alimentar e das fezes e
diminuindo o tempo de transito intestinal. Esses componentes, ao se hidratarem.
ligam ndo somente 4gua, mas também elementos minerais, vitaminas, sais
biliares, horménios e lipidios, dificultando a absor¢do e aumentando a excre¢do
dessas substincias (SGARBIERI & PACHECO, 1999).

Alguns componentes soluveis, como pectinas, gomas, mucilagens e certas
hemiloceluloses predominam em frutas, leguminosas e hortaligas (SHINNICK
et al., 1991). Estas fracdes soliveis absorvem muita dgua a partir do estomago,
formando sistemas viscosos de consisténcia gelatinosa que podem retardar o
esvaziamento gastrico € o transito intestinal. Esses polissacarideos tendem a
formar uma camada viscosa de protecdo & mucosa do estdmago e intestino
delgado, dificultando a absor¢@o, principalmente de aglucares e gorduras, sendo

este talvez, o mecanismo pelo qual, esses polissacarideos ajudam a baixar os
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niveis de lipidios € a concentra¢do de glicose no sangue (PAK & ARAYA,
1996; SGARBIERI & PACHECO, 1999).

As celuloses ndo sdo hidrolisadas pelas enzimas digestivas, mas sdo
degradadas pelos microorganismos; seu poder de absor¢do de dgua varia com as
diferentes espécies de celulose. Também aumentam o volume fecal e aumentam
a tolerancia a glicose (HUGHES, 1991).

As hemiloceluloses sofrem degradagdo no intestino delgado e grosso. sendo
que 70 — 90% sdo degradados pela agdo bacteriana (FRANCO, 1992).
Aumentam a viscosidade, podem se ligar a acidos biliares, aumentam acidos
graxos de cadeia curtas, aumentam o volume fecal, aumentam a tolerancia a
glicose, diminuem o colesterol sangiiineo e diminuem a incidéncia de cancer de
célon (HUGHES, 1991).

As ligninas sdo encontradas na parte lenhosa dos vegetais; elas ndo sdo
degradadas nos intestinos, porém sua presenca dificulta a a¢do de
polissacarideos celuldsicos e ndo celuldsicos, e quanto mais lignificada a
estrutura da parede celular, menor sera a sua degradagdo (FRANCO, 1992). Elas
diminuem o tempo de transito intestinal e formam liga¢des com acidos biliares
(HUGHES,1991).

As pectinas sdo transformadas pelas bactérias colonicas em metabolitos que
contribuem para a ac¢do laxativa, por aumentar a atividade osmética do fluido
luminal. Elas também contribuem para o crescimento das bactérias coldnicas,
aumentando assim, a massa fecal (FRANCO, 1992). Além disso, aumentam a
tolerancia a glicose e podem diminuir a concentra¢do sangiiinea de colesterol
(HUGHES, 1991).

As gomas apresentam efeito fisiolégico de aumentar a concentracdo de acidos
graxos de cadeias curtas e sao degradadas pelas bactérias colonicas (HUGHES,
1991). A propriedade mais importante das gomas € a capacidade de conferir
viscosidade a um sistema aquoso, atraveés da absorcdo da agua e interacdo

coloidal (ACTON et al., 1982).
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As mucilagens sdo polissacarideos neutros, muito parecidos com as gomas ¢
sofrem degradag¢do microbiana total no intestino (SCHENEEMAN, 1989).

Pelo exposto, verifica-se que as fibras apresentam efeitos fisiologicos no
organismo humano. Embora algumas dietas com fibras reduzam o tempo de
transito no intestino delgado, o efeito sobre a interacdo do complexo entre as
diferentes funcdes no intestino delgado na avaliagdo e absorcdo de nutrientes
ndo esta claramente estabelecida (ACTON et al., 1982).

As fibras soluveis retardam o esvaziamento gastrico e a velocidade do
transito intestinal, enquanto que as fibras insoluveis parecem acelerar a
velocidade do transito intestinal. As fibras soluveis sofrem fermentacdo quase
total no célon (MONGEAU et al., 1990) e as fibras insolveis praticamente ndo
sofrem a¢do das bactérias no intestino grosso, pois ndo sendo digeridas
completamente, sofrem reduzida fermentacdo das bactérias colonicas
(EASTWOOD & MORRIS, 1992). Pode-se dizer que a fermentagdo afeta as
propriedades fisiolégicas da fibra provocando flatuléncia, acidificagdo do pH

intestinal e producdo de acidos graxos de cadeias curtas (FRANCO, 1992).

2.2.3 REACOES ADVERSAS DA FIBRA ALIMENTAR

Estudos com humanos e animais tém mostrado que a quantidade de fibras
presentes na dieta pode provocar efeitos adversos. No entanto, os beneficios
atribuidos a fibra alimentar tém sido levados em conta para o aumento do
consumo de fibras. Todo ser humano que mudar seu habito alimentar
abruptamente, ou seja, passando de uma dieta pobre em fibra para uma rica em
fibra, podera aumentar a produgdo de gases e apresentar diarréia ou constipagao
intestinal (KANAUCHI & AGATA, 1997).

A dieta com fibra apresenta um efeito mais acentuado em relagdo a ligagdo de

cations no intestino delgado. A dieta rica em fibras pode causar uma diminui¢ao
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na absor¢do dos principais cations como calcio, magnésio, ferro e zinco.
FROLICH & ASP (1985), verificaram que a reduc¢do na absor¢do de minerais
provocado pela dieta rica em fibra, pode estar associada com as proteinas ou
fitatos. Contudo, o efeito da fibra, em relacdo & absor¢do de minerais, torna-se
importante quando as dietas sdo deficientes nesses nutrientes, como ocorre na
maioria dos paises latinoamericanos.

Sdo poucos os estudos que verificaram a agdo das fibras sobre o metabolismo
das proteinas; um aumento da ingestao de fibras alimentares, em populagdes que
ingerem quantidades insuficientes de proteinas, pode reduzir o balango de

nitrogénio, prejudicando o estado nutricional dos individuos (HEYDE, 1991).

2.2.4 FIBRAS ALIMENTARES E COLESTEROL

Diversos trabalhos tém sido realizados, sobre o uso de suplemento de fibras
alimentares na prevengdo e tratamentos de doencas como diabetes,
hipercolesterolemia, doenca cardiovalculares, doenga diverticular e cancér de
colén (SLAVIN, 1987).

A composi¢do quimica das fibras, seu estado fisico e sua concentracdo nos
alimentos pode exercer importante papel no metabolismo lipidico e glicidico em
humanos (SCHENEEMAN, 1989). As fibras insoliveis reduzem a reabsorgdo
de colesterol (HUGHES, 1991), enquanto que as fibras soluveis também tém
grande capacidade de reduzir a concentrag@o de colesterol sérico (JENKINS et
al., 1997). As fibras solaveis, além de diminuir a absor¢do de glicose, podem
diminuir os niveis de colesterol sérico e de triacilglicerdis, servem como
substrato para formagdo de éacidos graxos de cadeia curta e aumentam a
excrecdo de acidos biliares (SCHENEEMAN, 1989; JONES, 1994).

De acordo com (SGARBIERI & PACHECO, 1999), algumas suposicdes

procuram explicar a agdo preventiva da fibra alimentar sobre a incidéncia de
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cancer de colon, como: a) redugao da exposicdo a agentes carcinogénicos, pelo
aumento do bolo fecal ou diminui¢do do tempo de transito do bolo intestinal; b)
reducdo da producdo de acidos biliares secundarios (desoxicolico, litocdlico),
pela diminui¢do de bactérias produtoras de enzimas (7-a-dexidroxilases)
responsaveis pela conversdo dos 4cidos biliares primarios (colico e
quenodesoxicdlico) nos acidos secundarios, que sdo pro-carcinogénicos; c)
efeito ligante da fibra a horménios (estrogenos promotores de cincer de colon e
mama; d) produ¢do de acidos graxos de cadeias curtas, que contribuem para o
abaixamento do pH do bolo intestinal e desempenham papel fisiologico
importante em nivel de tecido epitelial e hepatico.

Varios animais de laboratério tem sido utilizados como modelos no estudo de
diversos problemas nutricionais. No entanto, para WADDELL & DESAI, 1981,
o rato ocupa uma posi¢do dominante devido as vantagens de sua utilizagdo
como tamanho, facil manejo, fecundidade, baixo consumo, resisténcia a doengas
e custo de manutengao.

Segundo MONGEAU et al. (1990), o metabolismo do colesterol em ratos tem
controle limitado, diferente daquele verificado em humanos, sendo mais dificil
de induzir mudancas nos niveis de colesterol no sangue do animal. HEXEBER
et al. (1993), relata que apesar disso, o rato ¢ ainda um modelo experimental
muito estudado para esta finalidade. FRIAS & SGARBIERI (1998 a, b),
verificaram o efeito da goma guar sobre os niveis séricos de lipidios e
concentragdo de glicose em ratos Wistar diabéticos. Os resultados desta
pesquisa, mostraram que a goma guar quando introduzida na dieta, em
concentracdes igual ou superior a 10%, reduzia significativamente a
concentracdo de glicose no sangue e também os niveis de colesterol total e
triacilgliceréis em ratos, podendo ser efetiva no tratamento da
hipercolesterolemia, diabetes e obesidade.

A inclusio de 5% de fibra (farelo de trigo, soja e milho) em dietas

hipercolesterolémicas contendo 1% de colesterol, reduziu os niveis de lipidios
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totais do plasma e do tecido hepatico e cardiaco de ratos machos Wistar durante
um periodo de 4 semanas de alimentagdo. Além disso, o colesterol total também
diminuiu. O efeito mais notavel ocorreu com a fibra de soja que reduziu em
25,65% os lipidios totais e em 43,2% o colesterol plasmatico. A reducdo do
colesterol foi devido, principalmente, a reducdo das fracdes LDL e VLDL. A
fragdo HDL ndo foi significativamente afetada (UBEROI et al., 1992).

Em estudo realizados por ROBBINS & SEELEY (1977), com 20 ratos
albinos (10 machos e 10 fémeas), que receberam dietas hipercolesterolémicas
(1% de colesterol) com adigdo de 5 e 20% de celulose, e 20% de parede celular

de levedura (B-glicana), por um periodo de 5 meses, foi constatado que a dieta

com 20% de parede celular (B-glicana) baixou os niveis de colesterol e
triacilglicerdis quando comparados com as dietas de 5 e 20% de celulose.

HUNNINGHAKE et al. (1994), submeteram grupos de homens e mulheres
entre 18-70 anos com hipercolesterolemia moderada, por um periodo de 9
semanas (periodo de estabiliza¢cdo) ao tratamento com 10 e 20g por dia de
suplemento com fibra onde um grupo foi mantido em fibra soluvel usando uma
mistura de goma guar e pectina, outro grupo em fibra insolivel usando soja,
ervilha e aveia e um grupo controle usando placebo. Quando completaram 15
semanas de tratamento, os individuos apresentaram uma redu¢do significativa
(p<0,05) nos niveis de colesterol-LDL, quando comparados com o grupo
placebo. Contudo, os suplementos com fibras nd3o apresentaram efeito
significativo para o colesterol-HDL e triacilglicerdis.

ABREU & MILLAN (1994), realizaram estudo com coelhos para verificar os
efeitos da proteina de soja e proteina de levedura nos niveis de colesterol. As
dietas continham 20% de proteina, 9% de 6leo de coco, 1% de 6leo de milho e
ndo continham colesterol. Observou-se uma diminuigédo significativa nos niveis
de colesterol-HDL e colesterol total nos coelhos alimentados com levedura.

Pesquisas com humanos, utilizando dietas com altos teores de fibras soluveis,

foram realizadas por TINKER et al. (1991), no estudo homens adultos entre
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29-79 anos, que receberam dietas rica em fibra, usando a ameixa como fonte de
fibra. Os homens receberam diariamente 6% de fibra de ameixa, por um periodo
de 8 semanas. Foram constatados uma diminui¢do nos niveis de colesterol sérico
e um aumento deste componente na excrecao fecal.

Considerando os diferentes estudos, pode ser observado que as fibras
alimentares influenciaram os niveis séricos de colesterol, tanto em humanos
como em animais. Tem sido demonstrado que as fibras soliveis reduzem a
absorgao de acidos graxos e os niveis de colesterol, através da sua capacidade de
hidratacdo que resulta na formagdo de uma matriz gel no lume intestinal,
interferindo na digestdo e absorcdo de lipidios (SCHENEEMAN., 1989). Por
outro lado, as fibras soluveis ao serem fermentadas no célon levam a formagao
de metabolitos, aos quais se tém dado caracteristicas hipocolesterolémicas.
Assim, os acidos graxos de cadeias curtas (acetato, propionato e butirato) sdo
produzidos pela degradagdo da fibra soltvel no intestino e podem, ou serem
utilizadas como substrato energético pelas células intestinais ou Sserem
absorvidos pela mucosa intestinal, passando para a corrente sanguinea
(HUGHES, 1991). ROBERFRAID (1993), propuseram que ambos, acetato e
propionato, afetariam o metabolismo dos lipidios. Porém, experimentos
mostram que o efeito da redugdo do colesterol, depende dos niveis de colesterol,
para verificar a influéncia das fibras alimentares como preventivo da

hipercolesterolemia.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENCAO DO MATERIAL

A levedura de cerveja (Saccharomyces cerevisae) foi fornecida pela empresa
PRODESA (Campinas - SP). Foram realizados diversos tratamentos para obter-
se a parede celular semipurificada utilizada como fonte de fibra. A parede
celular foi isolada a partir da fragdo insolivel da biomassa de levedura
autolisada e seca em “spray drier”. O processo foi realizado no Instituto de
Tecnologia de Alimentos (ITAL), de acordo com os fluxogramas das

figuras 1 e 2.

3.2 ANALISES QUIMICAS DA PAREDE CELULAR SEMIPURIFICADA

3.2.1 Cinzas: o teor de cinzas foi analisado de acordo com a metodologia
descrita pela AOAC (1990), que fundamenta-se no residuo que permanece apos
a incineracdo da amostra, a 500-550°C, com destrui¢do da matéria organica.

3.2.2 Lipidios totais: foi determinado segundo o método de BLIGH &

DYER (1959), usando a mistura de solventes: cloroférmio, metanol e dgua.
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SUSPENSAO DE CELULAS (LEVEDURA)

Centrifugacgdo (centrifuga de cesto)
3000 rpm
Fluxo: 1L/min.

: v

Células de levedura concentrada Sobrenadante=>descarte
(biomassa)

Ressuspensdo em agua destilada (1:1)
Centrifugagdo 3000 rpm

, ;

Sobrenadante=>descarte Biomassa lavada

Processo de Autolise

Adi¢a02% NaCl +15% pré-autolisado
Duracao: 24 horas

Tempo: 55°C

pH: 5,7

Agitagdo constante

Autolisado

Centrifugacao 3000 rpm 1L/min.

I

Fracao Insolivel (PC) Fracao soliuvel (EX)

Figura 1. Fluxograma de preparo de autdlise da biomassa de levedura e

obtencdo das fragdes insoluvel (parede celular) e soluvel (extrato).
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PAREDE CELULAR
Fra¢do insolavel (imida)

Resuspensdo em agua dest. (1:1)
Centrifugac¢do 3000 rpm 1L/min.

' l

Sobrenadante ( descarte) Precipitado

Resuspensdo em agua dest. (20%p/v)
Centrifugacéo 3000 rpm 1L/min.

. .

Precipitado Sobrenadante (descarte)
Agitacao lenta Resuspensdo em agua dest. (1:1)
60 min./26°C pH 9,5 (NaOH 3N)

Centrifuga¢do 3000 rpm 1L/min.

.

Sobrenadante (descarte) Precipitado

Resuspensdo em agua dest. (1:1)
Centrifugacgdo 3000 rpm 1L/min.

i '

PC Sobrenadante ( descarte)

Secagem em “spray drier”
Temp. de entrada 210°C e de saida 100°C
17,5g/ min.

Parede Celular semipurificada (seca)

Figura 2. Fluxograma de purifica¢do parcial, homogeneizacdo e secagem da

fragdo insoluvel da levedura (parede celular).
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3.2.3 Acidos nucléicos: o teor de acidos nucléicos na parede celular foi
determinado pela reagdo de orcinol para RNA. Apos extragdo do RNA com
acido perclorico 0,05M, a temperatura de 37°C por 2 horas, o mesmo foi
hidrolisado a 100°C por 15 minutos, para liberagdo da ribose. Em etapa
posterior, este complexa-se com o reagente de orcinol, resultando uma coloracao
esverdeada, cuja intensidade € medida por espectrofotometria (670nm). Foi
utilizado para quantifica¢do uma curva padrao realizada com RNA purificado de
levedura (HEBERT et al., 1971).

3.2.4 Proteina: o nitrogénio da amostra da parede celular foi determinado
pelo método de Kjeldahl para segundo AOAC (1990). Utilizou-se o sulfato de
potassio, sulfato de cobre e didéxido de titdnio como catalisadores (WILLIAMS,
1973). A proteina bruta foi calculada pelo produto entre a percentagem de
nitrogénio e o fator de conversao 6,25.

3.2.5 Carboidratos totais: o teor de carboidratos foi determinado por
diferenca, subtraindo-se de 100% a soma dos valores encontrados nas outras
determinacdes quimicas, incluindo o teor de fibras soltveis e insoluveis.

3.2.6 Fibra Solivel e Insoluvel: para determinacdo do teor de fibra utilizou-
se 0 método enzimatico/gravimétrico. Este método baseia-se na gelatinizacio e
hidrdlise parcial do amido com uma alfa-amilase termorresistente, seguida de
hidrélise do amido residual com uma amiloglicosidase (PROSKY et al., 1984).
Através deste método determinou-se as fragdes solivel e insoluvel da fibra

presentes na parede celular.

3.3 Avaliac¢ao biolégica: o ensaio bioldgico teve durag@o de 2 meses e
as dietas foram elaboradas seguindo-se as recomendacdes da AIN-93G

(REEVES et al., 1993), com algumas modifica¢des, descritas a seguir.
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3.3.1 Preparacoes das dietas

Para o ensaio biologico foram elaboradas as seguintes dietas: 1. Dieta
controle com caseina (AIN-93G), 2. Dieta hipercolesterolémica contendo como
fonte lipidica 2% de colesterol e 5% de gordura de coco, 3. Dieta
hipercolesterolémica + 10% de parede celular, 4. Dieta hipercolesterolémica +
20% de parede celular, 5. Dieta hipercolesterolémica + 10% de celulose e 6.
Dieta hipercolesterolémica + 20% de celulose. As dietas foram colocadas em
sacos plasticos e mantidas em freezer a -18°C, enquanto ndo usadas. As dietas
foram preparadas variando-se apenas o nivel de fibras e os outros nutrientes
corrigindo de acordo com a dieta controle (AIN 93-G) em detrimento do amido
de milho e utilizando a caseina como fonte protéica a 17%. A fragéo lipidica das
dietas do efeito das leveduras sobre a colesterolemia para o estudo esta baseada
em gordura de coco. Gordura de coco contem grande percentagem de acidos
graxos saturados e sdo freqiientemente usados em dietas experimentais
semipurificadas (MILLAN & ABREU, 1996). A tabela 1 mostra a composi¢ao
dessas dietas, e as tabelas 2 e 3 apresentam, respectivamente, a composi¢do das

misturas mineral e vitaminica acrescentadas as dietas.

3.3.2 Protocolo experimental

e Fase A: No primeiro més de ensaio, o grupo 1 recebeu dieta controle
(Dieta 1), enquanto que os outros 5 grupos receberam dieta
hipercolesterolémica contendo 2% de colesterol € 5% de gordura de coco.
Todos os grupos (tratamentos), foram formados por grupos de 7 animais.

e Fase B: No segundo més de ensaio, o grupo 1 (n=7) continuou recebendo
dieta controle, o grupo 2 (n=7) também continuou recebendo a mesma
dieta do primeiro més, ou seja. dieta hipercolesterolémica (Dieta 2). Para

os outros grupos houve alteragdo das dietas, com a incorporagio da parede
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celular e celulose em diferentes proporc¢des. O grupo 3 (n=7) recebeu a
dieta hipercolesterolémica + 10% de parede celular, o grupo 4 (n=7)
hipercolesterolémica + 20% de parede celular, o grupo 5 (n=7)

hipercolesterolémica + 10% de «celulose e o grupo 6 (n=7)

hipercolesterolémica + 20% de celulose, de acordo com a figura 3.

Fase A

0-30 / Dieta Controle (DC) Dieta Hipercolesterolémica (DH)
dias N\ n=7 n=35

Fase B "1 ¢ ¢ v ¢ $

2 3 4 5 6
30-60 /DC DH DH+10PC DH+20PC DH+10C DH+20C
dias \
Legenda

DC - Dieta controle.

DH - Dieta hipercolesterolémica (2% de colesterol + 5% de gordura de coco)
DH+10PC - Dieta hipercolesterolémica + 10% de parede celular.

DH + 20PC - Dieta hipercolesterolémica + 20% de parede celular.

DH + 10C - Dieta hipercolesterolémica + 10% de celulose.

DH + 20C - Dieta hipercolesterolémica + 20% de celulose.

n = numero de ratos Wistar.

Figura 3. Fluxograma do ensaio biologico com ratos machos Wistar, durante

60 dias de experimento.

40



Tabela 1 — Composi¢do da dieta controle e das dietas hipercolesterolémicas

suplementadas com diferentes percentagens de fibras (parede celular

e celulose) utilizadas no ensaio bioldgico (g/kg dieta).

Grupos de animais

Componentes Dietas Controle Dietas Experimentais (g)

1 2 3 4 5 6
Proteina (caseina) 170,00 170,00 110,66 51,32 170,00 170.00
Amido dextrinizado 132,00 132,00 132,00 132,00 132,00 132,00
Sacarose 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00
Oleo de soja 70,00 - : 3 & =
Colesterol (2%) - 20,00 20,00 20,00 20,00 20,00
Gordura de coco (5%) - 50,00 41,76 33,52 50,00 50,00
Fibra 50,00 50,00 - - 100,00 100.00
Parede Celular E - 181,48 362,96 - -
Mist. Mineral 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00 35,00
Mist. Vitaminica 10,00 10,00 10,00 10,00 10,00 10.00
L-Cistina 3,00 3,00 3,00 3.00 3,00 3,00
Bitartarato de colina 2,50 2,50 2,50 2.50 2,50 2,50
T. Butilhidroquinona 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014 0,014

Amido de Milho

42748 427,48

363,58 249,68 377.48 27748

REEVES etal., (1993).
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Tabela 2 — Composi¢do da mistura mineral utilizada na elaboragdo das dietas

experimentais.
Componentes g/kg mistura
Carbonato de calcio anidro — 40,04% Ca 357,00
Fosfato de potassio monobasico - 22,76% P; 28,73% K 196,00
Cloreto de sodio — 39,34% Na; 60,66% CI 74,00
Citrato de potassio, tri-K, monohidratado — 36,16% K 70,78
Sulfato de potassio — 44,87% K; 18,39% S 46,60
Oxido de magnésio — 60,32% Mg 24,00
Citrato de ferro — 16,5% Fe 6,06
Carbonato de zinco — 52,14% Zn 1.65
Carbonato de manganés — 47,79% Mn 0,63
Carbonato de cobre — 57,47% Cu 0,30
JIodato de potassio — 59,3% 1 0,01
Selenito de sodio anidro—41,79% Se 0,01025
Paramolibdato de amonio — 4H,0-54,34%Mo 0,00795
Meta-silicato de sodio — 9 H,O — 9,88% Si1 1.45
Sulfato de potassio cromico — 12 H,O —10,42% Cr 0,275
Cloreto de litio 16,38% Li 0,0174
Acido bérico —17,5% B 0,0815
Fluoreto de sddio —45,24% F 0,0635
Carbonato de niquel — 45% Ni 0,0318
Vanadato de amonio — 43,55% V 0,0066
Sacarose 221,0260
Paramolibdato de amonio — 4 H,O — 54,34% Mo 0,00795

REEVES et al., (1993).
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Tabela 3 — Composi¢do da mistura vitaminica utilizada na elaboragdo das dietas

experimentais.
Componentes mg/kg
Acido Nicotinico 3,000
Pantotenato de Calcio D 1.600
Tiamina — HCI 0,600
Riboflavina 0,600
Piridoxina — HCl 0,700
Acido Folico 0,200
Biotina D 0,030
Cianocobalamina — (vitamina By,) 2,500
Retinil Palmitato ou Acetato — (vitamina A - 500.000 Ul/g) 15,000
DI - o - Tocoferol Acetato — (vitamina E - 500 Ul/g) 0.800
Colecalciferol — (vitamina D5 - 400.000 Ul/g) 0,250
Menaquinona — (vitamina K) 0,750
Sacarose 974,655

REEVES et al., (1993).
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3.4 Animais experimentais

Foram utilizados para o estudo ratos machos Wistar fornecidos pelo Centro
de Bioterismo da UNICAMP, com idade de 21 dias, os quais foram inicialmente
pesados e separados em grupos. Cada grupo continha 7 animais, com pesos
médios de 62,08+7,34g.

Para a realizagdo do ensaio foram selecionados 49 animais, sendo que 7
animais foram sacrificados no inicio do experimento, apos jejum de 16 horas,
para coleta de sangue pela técnica de puncdo cardiaca. Este sangue foi analisado
e os valores considerados como de referéncia. Os demais foram distribuidos em

seis grupos de 7 animais, permanecendo por 2 meses nas dietas.

3.5 Acompanhamento nutricional

Acompanhamento nutricional em gaiolas metabélicas: os animais foram
colocados em gaiolas metabélicas individuais, onde receberam as dietas
experimentais e agua “ad libitum”. Durante o ensaio a temperatura do
laboratorio foi mantida a 22+2°C, sendo, que a iluminagdo foi controlada em
periodos alternados de luz e obscuridade de 12h. Concomitantemente foram
realizadas semanalmente as pesagens dos animais para acompanhamento da
evolucdo do crescimento. Durante o segundo més de experimento (Fase B)
depois de uma semana de adaptag@o a dieta, foram recolhidas as fezes por um
periodo de 7 dias, para determinagdo da digestibilidade aparente.

As fezes foram cuidadosamente coletadas, separando-as de possiveis
contaminantes (particulas de alimentos, pelos, etc.), secas em estufa a
temperatura (105°C), para moagem posterior. As fezes moidas foram analisadas

pelo método descrito no item 3.2.4.
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3.6 Métodos biolégicos

3.6.1 Digestibilidade aparente: representa a percentagem das proteinas da
dieta que sdo hidrolisadas pelas enzimas gastrointestinais e que serdo absorvidas
como compostos nitrogenados. O seu célculo pode ser representado pela
seguinte expressio:

Da=NI-NF /NI x 100
Onde: Da = Digestibilidade aparente
NI = Nitrogénio Ingerido

NF = Nitrogénio Fecal

3.6.2 Quociente de Eficiéncia da Dieta: ¢ usado para estimar a eficiéncia da
dieta, como um todo. A equagdo utilizada no calculo € a seguinte:
QED = GP(g) / DC(g)
| Onde: QED = Quociente de Eficiéncia da Dieta
| GP = Ganho de Peso (g)
DC = Dieta Consumida (g)

3.7 Tempo de Transito Intestinal e Comprimento Total do Intestino.

A técnica utilizada para determinagdo do tempo de transito intestinal foi
realizada no ultimo dia do experimento segundo BIANCHI et al., (1983). Foram
utilizados os mesmos animais do ensaio biologico, para este teste.

Os animais, apos jejum de 16 horas, receberam 2,5g de suas respectivas
J dietas, marcadas com 10% de carvdo vegetal; os animais foram sacrificados

apos 20 minutos da ingestdo da dieta, para retirada do intestino delgado. Foi
medido o comprimento de cada intestino (do esfincter pilérico a jungao ileo-
ceco) e a distdncia percorrida pela dieta marcada foi registrada como uma

percentagem do comprimento total (% de transito).
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3.8 Determinag¢des quimicas do material biolégico recolhido

3.8.1 Determinacdo de nitrogénio total das fezes dos grupos experimentais

de ratos de acordo com o item 3.2.4.

3.8.2 Indices séricos: 0 sangue dos animais foram coletados por pungao
cardiaca, no inicio e no final do experimento, apés jejum de 16 horas. As
amostras de sangue individuais foram deixadas em banho-maria a 37°C por 30
minutos, € a seguir centrifugadas a 2.500 rpm/15 minutos. Foram recolhidos os
soros sobrenadante, onde se realizaram as analises bioquimicas: lipidios totais,
triacilglicerdis, colesterol total, colestero-HDL e colesterol<LDL, foram dosados

através de “Kits” comerciais LABTEST, (Labcenter, Campinas — SP).

3.8.2.1 Determinacido de lipidios totais: O principio da metodologia
utilizada no teste baseia-se na reagdo dos lipidios do soro com reagentes, acido
sulfarico, formando o “ion carbonium”, que reage com o grupamento carbonil
ativado do reagente de cor, produzindo um complexo de cor rosea, que ¢

estabilizado por ressonancia e tem absor¢do maxima em torno de 535nm.

3.8.2.2 Determinacao de triacilgliceréis: Os triacilglicerdis sdo extraidos
com uma mistura de varsol, isopropanol e acido sulfirico, havendo separagao
em fases com recuperagdo total dos triacilglicer6is na fase ndo polar (superior),
ficando os fosfolipides, glicose e bilirrubina na fase polar (inferior) juntamente
com as proteinas. Os triacilglicerois extraidos sao saponificados a glicerol, que €
oxidado a formaldeido e este é medido através da formagdo de um complexo

dehidrolutidina amarelo (reagdo de Hantzch).
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3.8.2.3 Determinacido do colesterol total: A medida do colesterol foi
determinada pelo método enzimatico, utilizando uma reagdo de oxidagdo
catalisada pela colesterol oxidase, ap6s hidrolise dos ésteres de colesterol,
monitorada a 540nm. A 10ul de soro foi adicionado ImL de reagente,

incubando-se a 37°C por 10 minutos. Uma concentracio de colesterol de

200mg/dL foi usada como padrao.

3.8.2.4 Determinacio do colesterol HDL e LDL: As lipoproteinas de muito
baixa densidade (VLDL) e as lipoproteinas de baixa densidade (LDL) séo
quantitativamente precipitadas e, apds centrifuga¢do, o colesterol ligado as
lipoproteinas de alta densidade (colesterol-HDL) € determinado no
sobrenadante. O colesterol-LDL foi calculado segundo a formula de

FRIEDEWALD et al. (1972):

LDL colesterol = colesterol total — triacilglicerdis — HDL colesterol
5

3.9 Analises estatisticas

Os resultados experimentais foram comparados utilizando a média e desvio
padrao pelo método ANOVA e teste de Tukey para determinagdo da diferenca

estatistica ente médias, com probabilidade minima aceitavel de 95% (p<0.05).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Caracterizagio da Parede Celular de Levedura de Cerveja
Semipurificada

4.1.1 Composi¢iao quimica

A composigdo centesimal da parede celular de levedura de cerveja
(Saccharomyces  cerivisae) parcialmente purificada foi determinada,
apresentando os resultados obtidos na Tabela 4. Foi possivel demonstrar que as
duas maiores fracdes foram: proteina (32,8%) e fibra total (55%), sendo a maior
parte representada pela fibra solavel com 33,2%. Em relagdo aos lipidios foi
encontrado um valor de 4,5%, o qual estd dentro da faixa de 3 a 10% daquele
encontrado por MACWILLIAN (1970) para a parede celular de levedura de
cerveja. O teor de cinzas foi entre 4,9%, similar ao descrito por ASSIS (1996),
que encontrou teores de cinzas entre 4,3 a 4,8% para a parede celular residual
seca, onde a parede bruta foi obtida por processo industrial de autdlise de

levedura (rompida em moinho Dynomill).
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Tabela 4 - Composi¢do centesimal da parede celular semipurificada (PC) de

levedura de cerveja (Saccharomyces cerevisae).

Componente Quimico Percentagem™
Proteina (N x 6,25) 32,76+0,61
Lipidios 4,54+0,50
Cinzas 4.88+0,16
Carboidratos totais: 56,10+0,92
e Fibra soluvel 33.1640,72
e Fibra insoluvel 21,91+1,08
RNA 1,70£0,70

* valor médio de no minimo n = 3.

O teor encontrado de RNA na parede celular foi de 1,7%, um valor
relativamente baixo quando comparado aos valores descrito por ASSIS (1996),
que encontrou 3.0 e 3,5% de RNA na parede celular bruta, obida por
rompimento mecanico e na parede celular bruta do processo industrial de
autolise, respectivamente. Os resultados podem indicar contaminagao dos acidos
nucléicos na parede das células de levedura de cerveja indicando, assim, a

necessidade da lavagem desse material para eliminagdo dos RNA residual.
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4.1.2 Rendimento da semipurificacdo da Parede Celular

O rendimento do processo de purificacdo foi de 56% para os solidos totais e
69% em relag¢do ao teor de fibras presente na massa inicial de parede celular
bruta, contudo ocorreu uma elevacdo da percentagem de fibras em relagdo aos
solidos totais. Apesar do rendimento ser de 69% o produto seco apresentou um
acréscimo aproximadamente, de 10,4% em fibras. ROSE (1993) cita que 60 a
90% da parede celular ¢ composta de polissacarideos, sendo os outros
compostos proteina e lipidios; a maior parte dos polissacarideos sd@o -glicanas e

fosfomananas.

Tabela 5 - Rendimento do processo de semipurifica¢do da parede celular.

Variaveis Parede Celular Parede Celular
Bruta Semipurificada

Massa Solidos 13,89 7,81

Totais (Kg)

Massa Fibra 6,21 4,29

(Kg)

Fibra 44,71 55,07

(%)

Rendimento em 56,22

Solidos totais (%)

Rendimento em 69.26
Fibras (%)
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4.2 Avaliacio nutricional

4.2.1 Ensaio biolégico

Na Tabela 6, foi encontrado o valor médio referentes a Fase A do
experimento (0-30 dias), onde um grupo de ratos foram alimentados com dieta
controle de caseina (AIN-93G), e os demais grupos receberam dieta
hipercolesterolémica. No primeiro periodo ndo teve dietas com fibras, na
tentativa de conseguir dobrar o colesterol nos ratos. Ndo foram medidos os
indices de colesterol no final desta fase, pois o grupo 2 se manteve em dieta
hipercolesterolémica até o fim do experimento, considerada por nos como
controle referente a colesterolemia, nos proporcionando a compara¢dao em
rela¢do as fibras empregadas neste estudo. Verificou-se que neste periodo, ndo
houve diferenca estatistica significativa para o consumo de dieta (CD) entre os
tratamentos. Ao contrario, o quociente de eficiéncia da dieta (QED) e o ganho
de peso (GP) mostraram-se significativamente menores na dieta

hipercolesterolémica.

51



Tabela 6 - Consumo de dieta (CD), ganho de peso (GP), consumo de proteina (CP)
e quociente de eficiéncia da dieta (CED) para a Fase A experimento

(0 - 30 dias) de ratos Wistar submetidos as dietas controle e

hipercolesterolémica.
Determinac¢des Dietas
controle hipercolesterolémica
Consumo de dieta (g) 429,86+29,88° 452,32+29,92°
Ganho de peso (g) 142,56+ 6,36 128,06+ 9.87°
Quociente de eficiéncia da dieta 0,33 +0,03" 0,28+ 0,02

*Valores médios + desvio padrdo de 7 ratos por dieta,
a. b. Letras diferentes em linhas significam diferenca estatistica (p£0,03).

O efeito da ingestdo da parede celular sobre os varios indices relacionados
com o valor nutritivo das dietas utilizadas na Fase B do experimento
(30-60 dias) pode ser observado na Tabela 7. Verificou-se que os animais
alimentados com a dieta contendo 20% de parede celular de levedura de cerveja
apresentaram menor consumo diferindo estatistica quando comparadas as dietas
com fibras, consequentemente, o ganho de peso dos animais alimentados com
20% de PC foi também significativamente menor, demostrando talvez a
capacidade da fragdo PC de promover saciedade, resultando em perda de apetite
promovendo baixo consumo de dieta e do ganho de peso. Os animais em dietas
hipercolesterolémicas contendo celulose (10% e 20%) foram os que consumiram
maior quantidade de dieta em relacdo as demais, entretanto, quando se
comparou o ganho de peso dos animais alimentados com essas dietas, ndo se
observou diferenga estatistica significativa quando comparados as demais dietas.
Esses resultados estdo de acordo com FRIAS (1996), que trabalhou com fibras

(goma guar e celulose) em ratos, que também observou que as dietas contendo
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celulose (10% e 20%) aumentam o consumo de dieta quando comparadas com
as demais dietas do experimento, mas também néo altera o ganho de peso dos
animais.

Quanto ao QED, observou-se que as dietas controle (C) e
hipercolesterolémica (H) apresentaram os melhores indices, os quais ndo
diferiram da dieta H + 20% PC. O menor indice de QED foi do grupo em dieta
H+20% C, o qual ndo diferiu estatisticamente das dietas com H+10% PC e
H+10% C.

A Tabela 8 apresenta a digestibilidade aparente, a quantidade de nitrogénio
fecal e ingerido durante o periodo de 7 dias de balanco. Os dados de excrecdo
fecal de nitrogénio, mostraram que os animais alimentados em dieta
(H+20%PC) apresentaram aumento significante de nitrogénio nas fezes, quando
comparados com aquelas nas outras dietas; por outro lado, o nitrogénio ingerido
ndo foi diferente entre as dietas.

Observou-se que a digestibilidade aparente diminuiu significativamente para
o grupo 4 (H+20%PC), quando comparada com as demais dietas; por outro lado,
os grupos 3, 5 e 6 (H+10%PC; H+10%C e H+20%C) apresentaram menor
digestibilidade que o grupo controle (C). As fibras fazem com que o volume
fecal aumente, consequentemente, os animais perdem peso que leva a uma
menor digestibilidade aparente para os grupos que ingeriram as dietas com fibra.
Com relagdo as dietas 3 € 4 em que a percentagem de caseina fica diminuida em
fungdo do acerto dos nutrientes para que as dietas fiquem isoproteicas
(Tabela 1). SGARBIERI et al. (1999), PACHECO et al. (1997) e RUMSEY et
al. (1991), verificaram que a células de levedura como também os derivados:
autolisado total, extrato e parede celular sdo excelentes fontes de proteina.
Comparando-se os resultados obtidos com os dados da literatura, verificou-se,
que apesar de ser uma mistura de proteinas todos os indicativos sdo de que o que
realmente esta fazendo reduzir a digestibilidade da proteina ¢é a fibra adicionada

na dieta, seja solivel ou insoluvel (FRIAS et al., 1998 a, b).
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Tabela 7 - Consumo de dieta (CD), ganho de peso (GP), e quociente de eficiéncia

da dieta (QED) do segundo periodo de experimento

(30-60 dias — Fase B) de ratos Wistar submetidos as diferentes dietas

experimentais.
Dietas CD GP QED
¢ 362,60+38,28" 81,08+17,54° 0,22+0,04°
H 359,16+29,14"¢ 78,83+ 9,52° 0,22+0,04°
H+10%PC 396,16i32,95‘1‘b 64,13+12,54° 0,16+0,03%
H+20%PC 317,89+60,35° 61,95+20,51° 0,20i(}l,05“’b
H+10%C 438,85+43,07° 72,44+13,60° 0,16+0,02°¢
H+20%C 459,15+51,54° 62,39+17,19° 0,13+0,03¢
C=controle; ~ Hs=hipercolesterolémica;  H+10%PC=hipercolesterolémica  + 10% de  parede  celular:

H+20%PC=hipercolesterolémica + 20% de parede celular: H+10%C=hipercolesterolémica + 10% de celulose;
H+20%C=hipercolesterolémica + 20% celulose, do segundo periodo de experimento (30 - 60 dias).
*Valores medios + desvio padrao de 7 ratos por dieta.

a, b, c. Letras diferentes significam diferenga estatistica (p£0,05).
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Tabela 8 - Efeito da fragdo parede celular purificada de levedura de cerveja na

digestibilidade aparente (Da) da caseina, utilizando ratos Wistar em

crescimento submetidos as diferentes dietas experimentais.

Dietas Nitrogénio Digestibilidade aparente
Ingerido Fecal

C 5,7340,55" 0,42+0,073¢ 92,63+1,05

H 6,54+0,70™ 0,67+0.077% 89,51+1,79%

H+10%PC 6,08+0,84%° 0,92+0,121" 84,55 +3,09°

H+20%PC 5,80+1,61° 1,28+0,304° 76,89+5,30¢

H+10%C 7,56+1,50° 0,93+0,205> 87,46+2,38"

H+20%C 7,4240,97% 1,1140,192% 84,7743,01°
C=controle;  H=hipercolesterolémica; ~ H+10%PC=hipercolesterolémica  +  10%  de  parede  celular:

H+20%PC=hipercolesterolémica + 20% de parede celular; H+10%C=hipercolesterolémica + 10% de celulose:
H+20%C=hipercolesterolémica + 20% celulose, do segundo periodo de experimento (30 - 60 dias).
*Valores médios = desvio padrdo de 7 ratos por dieta.

a. b. c. d. Letras diferentes em colunas significam diferenca estatistica (p£0,05).

4.2.2 Transito Intestinal

Na Tabela 9 estdio demonstrados os dados de comprimento do intestino
delgado e a percentagem do tempo de transito intestinal dos ratos alimentados
com as dietas (C; H; H+10 e 20% PC; H+10 e 20% C). Observou-se que, as
dietas contendo parede celular nas concentragdes 10% e 20% proporcionaram

um aumento significativo (cerca de 30% no comprimento do intestino delgado)
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quando comparada com a dieta controle. Comparando com a dieta controle (C),
todas as dietas experimentais com fibras provocaram aumento significativo no
comprimento do intestino delgado.

O aumento do comprimento do intestino delgado dos animais alimentados
com a fragdo PC (grupo 3 e 4), pode estar relacionado com a fermentacdo de
fibras soluveis que, no caso das B-glicanas no intestino, estas agiriam como um
estimulo para secre¢do de um ou mais horménios gastrointestinais com
atividade trofica. Segundo FELIPPE et al. (1997), os acidos graxos de cadeia
curta tm efeito tréfico sob o intestino, sendo estimulos para as células e
controlam a proliferagdo de células epiteliais. O enteroglucagon é um horménio
conhecido como fator de crescimento da mucosa intestinal, sendo que um dos
mediadores para ativar esse mecanismo hormonal seria a presen¢a dos 4cidos
graxos de cadeia curta, produzido durante a fermentacdo da fibra. FELIPPE et
al. (1997) e ROBERFROID (1993) sugerem que o é4cido butirico, produto da
fermentagdo das fibras, seria também um importante componente do
metabolismo intermedidrio do epitélio colénico, responsavel pelas células
epiteliais, o que promoveria uma hiperplasia da mucosa intestinal, acelerando a
prolifera¢do dessas células. Nao foi encontrada na literatura uma explicacdo
coerente em relacdo ao tamanho do intestino delgado em ratos. quando
alimentados com dietas hipercolesterolémicas.

Em relacdo aos animais alimentados com a celulose, EASTWOOD &
MORRIS (1992) informam que a fibra insolivel, no caso a celulose, esta
relacionada com a variagdo da sua forma fisica com o tempo de trinsito
intestinal, aumento do peristaltismo das paredes intestinais e/ou alteracdo nas
condig¢des fisicas do alongamento do trato gastrointestinal; isso explica a
reduc¢do do tempo de transito intestinal em func¢do da fibra alimentar.

Sabe-se que a fibra soluvel retarda e a fibra insoltvel diminui o tempo de
transito intestinal (SGARBIERI & PACHECO, 1999), porém, neste

experimento a parede celular (que contém maior quantidade de fibra soluvel),
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reduziu significativamente o tempo de transito intestinal dos animais. Devido a
inexisténcia de outros trabalhos com parede celular de levedura, fica evidente a
necessidade de mais estudos sobre o verdadeiro efeito da parede celular no
tempo de transito intestinal. Verificou-se pela Tabela 9 que o tempo relativo de
transito intestinal, apresentou reducdo (p< 0.05) em todos os tratamentos,
quando comparados com a dieta controle, ndo ocorrendo diferenca entre as
dietas hipercolesterolémicas (H) com ou sem adigdo de fibra.

Na retirada do intestino foi possivel observar que o ceco dos animais
alimentados em dieta com 20% de parede celular apresentou-se intumescido,
diferindo dos demais grupos. Adicionalmente, os ratos deste grupo apresentaram
diarréia no decorrer do ensaio. Sabe-se através da literatura que alguns tipos de
fibras nas dietas podem melhorar a defecagdo, dependendo do tipo da fibra. Por
outro lado, a fibra pode provocar em algumas pessoas diarréia ou constipagio,
devido a indigestibilidade que as mesmas apresentam (KANAUCHI et al.,
1997). Segundo MONGEAU et al. (1990), os efeitos sobre o sistema
gastrointestinal proporcionados pelas fibras estdo relacionados com suas
caracteristicas fisico-quimicas, assim como sua fermenta¢do e capacidade de
reten¢do de agua. Desta forma, a alta concentrac@o de fibra soluvel na dieta com
20% de parede celular pode estar relacionada com a maior atividade

fermentativa nos cecos € consequentemente, os tornaram intumescidos.
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Tabela 9 - Comprimento total do intestino delgado e o tempo relativo de transito

intestinal de ratos Wistar alimentados as com diferentes dietas

experimentais.
Dietas Comprimento Total do % Transito®
Intestino Delgado Intestinal
(cm)

¢ 103 £ 11° 52 +05°

H 108 + 08" 72 £ 07°

H+10%PC 124 + 13° 73 + 06°

H+20%PC 142 £ 10° 67 = 10°

H+10%C 117 £11° 73 £07°

H+20%C 112 + 06° 65 £ 10°

* 9 que a dieta marcada com carvdo vegetal percorreu no intestino delgado.
* Valores médiostdesvio padrdo de 7 animais por dieta.

a b, ¢, d. Letras diferentes significam diferenca estatistica (p<0.05)

4.2.3 Ganho de peso corporal (Curvas de crescimento)

O ensaio biologico teve duragdo de 2 meses, sendo este dividido em Fase A
(0-30d) e Fase B (30-60d), devido a substitui¢do das dietas para os grupos 3, 4,

5 e 6, conforme Figura 4.
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Figura 4 — Curvas de crescimento para ratos Wistar mantidos em diferentes dietas por um

periodo total de 60 dias: Fase A, periodo de 0-30 dias e Fase B, periodo de 30-60 dias. ¢ -
controle (AIN-93G); ™ - hipercolesterolémica; A - hipercolesterolémica + 10% de parede
celular; X - hipercolesterolémica + 20% de parede celular; O - hipercolesterolémica + 10%

de celulose; ® - hipercolesterolémica + 20% de celulose.
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Na Fase A (0-30d) a comparagdo ¢ feita entre a dieta controle e a dieta
hipercolesterolémica; notou-se que os animais ganharam peso constantemente, ¢
praticamente no mesmo ritmo. Ja4 na Fase B (30-60d), observou-se que os
grupos apresentaram variagdes de peso, mostrando um ritmo mais lento no
ganho de peso, isto pode ter ocorrido em fun¢do da maior idade dos animais,
sendo que os animais que consumiram as dietas com fibras apresentaram
aumento na excrec¢do fecal. Além dos animais apresentarem peso corporeo mais
lento, na Fase B, observou-se que as dietas controle e hipercolesterolémica com
10% de PC, mostraram-se ligeiramente superiores que as demais dietas.
seguidas pelas curvas das dietas com 10% ou 20% de celulose. A dieta
hipercolesterolémica (H) e hipercolesterolémica com 20% de parede celular
(H+20%PC) resultaram em curvas de crescimento inferiores a todas as dietas
experimentais. A dieta com 10% de PC proporcionaram melhora no ganho de
peso dos animais (figura 4). O grupo de animais em dieta com 20% de PC se
mostrou inferior igualando a dieta hipercolesterolémica, podendo estar
relacionada com a diarréia que os animais apresentaram quando alimentados em

dieta com 20% de PC.

4.3 Determinag¢des sanguineas (soro)
Nas Figuras 5 e 6, sdo apresentados os resultados dos nivels sé€ricos de

lipidios totais, triacilglicerdis, colesterol, colesterol-HDL e colesterol-LDL nos

animais experimentais, durante todo o ensaio biologico.
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Na Figura 5 (A), observou-se os resultados dos niveis de lipidios totais de
ratos Wistar alimentados em dietas com fibras, apés um periodo prévio de 30
dias em dieta hipercolesterolémica, ndo apresentaram diferenca estatistica entre
os grupos. Contudo os grupos que receberam as dietas contendo parede celular
apresentaram niveis mais baixos de lipidios e apenas a dieta com 10% de
celulose conseguiu diferir de forma significante das demais dietas. Os resultados
obtidos para lipidios estdo de acordo com MONGEAU et al. (1990), que
mostram que a dieta com fibra insolivel no caso a celulose, em funcdo de seu
efeito gastrointestinal, apresenta um aumento de sais biliares no volume fecal,
dificultando a absor¢dao e aumentando a excre¢do de lipidios no sangue.
Contudo, nada foi encontrado na literatura sobre os efeitos da fracdo da PC de
levedura sobre os niveis de lipidios no soro sangiiineo de ratos.

Na Figura 5 (B) verificou-se que a dieta contendo 20% de PC reduziu
significantemente ( p<0,05) os niveis de triacilglicerois, diferindo deste modo
das demais dietas. Entretanto, observou-se que ndo houve diferenca entre a dieta
controle e a hipercolesterolémica que também nao diferiram das demais dietas.

Na Figura 6 (A, B, C) s@o apresentados os resultados dos niveis de
colesterol sérico, colesterol-HDL e colesterol-LDL. Observou-se que a fragdo
PC ndo conseguiu influir de forma significante e positiva nos niveis séricos de
colesterol e colesterol-HDL. Quanto ao colesterol-LDL n@o houve diferenca
entre as dietas controle (1), hipercolesterolémica (2) e H + 10% PC (3). que
promoveram  niveis  significantemente  inferiores que as  dietas

hipercolesterolémicas com 20% PC e 10% ou 20% C.
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Figura 5 (A, B) — Niveis séricos de lipidios totais (A) e triacilgliceréis (B) em ratos machos Wistar
alimentados com as seguintes dietas: 1. Controle (AIN-93G); 2. Hipercolesterolémica (substituicdo do 6leo de
soja por 5% de gordura de coco € 2% de colesterol); 3 e 4. Hipercolesterolémica adicionada, respectivamente,
de 10 e 20% da fragdo parede celular (PC); 5 e 6. Hipercolesterolémica adicionada, respectivamente, de 10 e
20% de celulose, Letras diferentes a,b,c (colunas) indicam diferengas estatisticas entre tratamentos. * valores
de referéncia para lipidios totais e triacilgliceréis, (105,29 mg/dL e 15,06 mg/dL, respectivamente).
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Figura 6 (A, B, C) - Niveis séricos de colesterol total, HDL colesterol ¢ LDL colesterol em ratos machos Wistar,
alimentados com as seguintes dietas: 1. Controle (AIN-93G); 2. Hipercolesterolémica (substitui¢do do 6leo de soja
por 5% de gordura de coco e 2% de colesterol), 3 e 4. Hipercolesterolémica, adicionada de 10% e 20%,
respectivamente, da frag@o parede celular (PC); 5 e 6. Hipercolesterolémica adicionada, respectivamente, de 10% e
20% de celulose. Letras diferentes a, b, ¢ (colunas) indicam diferengas estatisticas entre tratamentos. * valores de
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referéncia para colesterol total, HDL e LDL (35,50mg/dL; 25,08mg/dL e 8.27mg/dL, respectivamente).
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Na figura 6 (B) ndo houve diferenga significativa entre as dietas, e para o
colesterol-LDL representado na figura 6 (C) as dietas 4, 5 e 6 apresentaram
valores significativamente maiores que as demais dietas. Alguns estudos com
aveia mostram também redugbes favoraveis de colesterol-HDL e colesterol-
LDL (KIRBY et al, 1981; TURNBULL et al., 1987), enquanto outros,
confirmando nossos resultados mostram um aumento, também favoravel da
relacdo de colesterol-HDL e colesterol-LDL (HOAGLAND, 1989; NISHINA et
al., 1991).

Os resultados deste estudo, utilizando a fragdo parede celular de levedura
como fonte de fibra ndo confirmaram as expectativas, em reduzir
significativamente os niveis de colesterol total no soro de ratos Wistar
submetidos a dietas supostamente hipercolesterolémicas, como se tem
observado para outos tipos de fibra solivel como a goma guar (FRIAS &
SGARBIERI, 1998 a,b), farelinho de aveia e aveia integral (KIRBY et al, 1981;
SHINNICK et al., 1991) e outras formas de fibra soluvel como pectina e
Psyllium (KRITCHEUSKY, 1997).

Sendo a PC de levedura, formada principalmente de p-glicanas e de
fosfomananas (ROSE, 1993), na fibra aveia também predomina a [-glicanas
(DE SA et al., 1998), na goma guar predominam as galactomananas (FRIAS,
1996), apresentando, portanto, uma semelhan¢a na composi¢do dessas fibras
dietéticas. Através da semelhan¢a de composicdo € de comportamento fisico-
quimico, era de se esperar maior aspecto funcional entre essas varias fontes de
fibra alimentar.

Com relacdo as experiéncias aqui descrita, a gordura de coco adicionada de
colesterol parece ndo ter sido suficiente para promover a colesterolemia € a
trigliceridemia nos ratos. Pode-se observar que apenas lipidios totais
apresentaram indice mais elevado na dieta considerada por nos
hipercolesterolémica, comparados com a dieta controle. Para triacilglicerois e

colesterol total, colesterol-HDL e colesterol-LDL, n3o houve diferenga
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significativa entre o grupo em dieta controle (7% de 6leo vegetal) e 0 grupo em
dieta hipercolesterolémica (5% de gordura de coco mais 2% de colesterol)
considerado como fonte lipidica, onde a gordura de coco contém 92% de acidos
graxos saturados, sendo principalmente 4cido laurico e miristico, que sio
considerados os principais 4cidos graxos saturados com atividade
hiperlipidémica (MILLAN & ABREU, 1996).

Um fator que possa ter interferido na interpretagdo dos resultados
encontrados nesta pesquisa, pode estar relacionado com a fraca resposta para
hiperlipidemia causada pela dieta hipercolesterolémica.

E possivel que, o isolamento e uma purificagdo parcial dos outros
componentes da fibra parede celular (glicomananas) poderiam melhorar a sua
acao anticolesterolémica e modificar seu modo de a¢do sobre a lipidemia em
ratos.

Com os dados reportados neste estudo, chegou-se a conclusdo que ¢
necessaria maior informagdes sobre o protocolo utilizado. Pois levando-se em

consideracdo que mesmo sendo um animal resistente a hipercolesterolemia, o
rato sempre foi utilizado em experimentos similares (FRIAS & SGARBIERI,
1998 a, b; UBEROI et al., 1992; ROBBINS SEELEY, 1977). WADDELL &
DESAI (1981), afirmam que o modelo animal mais adequado nas pesquisas de
nutricdo humana, € o rato, pois ele ocupa uma posi¢do dominante devido a sua
fisiologia semelhante ao homem e suas vantagens de utilizacdo como facil
manejo, baixo consumo, tamanho e fator econdmico de manuteng@o. Por estes
motivos € que optamos por trabalhar com ratos, na tentativa de obter bons
resultados, considerando que este animal ja foi utilizado em experimentos

anteriores.
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5 CONCLUSAO

Com os resultados do presente trabalho, pdde-se concluir que a fibra
semipurificada da parede celular de levedura de cerveja, usada nas concentragdes

de 10 e 20% em dietas para ratos Wistar, ocasionou os seguintes efeitos:

- com relagdo ao valor nutritivo da caseina, ocorreu uma reducio na
digestibilidade aparente para as dietas experimentais com concentra¢des de
10 e 20% de parede celular semipurificada, respectivamente de 9 e 17%; e

para as dietas com 10 e 20% de celulose, respectivamente de 5,5 e 8,5%.

- a fragdo parede celular semipurificada aumentou significativamente o
comprimento do intestino delgado dos ratos em cerca de 30% e reduziu o

tempo de transito intestinal em 35%, quando comparado com a dieta controle.

- com relagdo aos niveis sangiiineos, observou-se que no grupo de ratos
alimentados com 20% de parede celular semipurificada, diminuiram
significativamente os niveis séricos de triacilglicerdis, quando comparados
com todos os outros grupos experimentais; a adi¢cdo de 10% de parede celular
semipurificada ou de 10 e 20% de celulose ndo ocasionaram redugdes nos

niveis séricos de lipidios totais, colesterol total e colesterol LDL.
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