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RESUMO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi avaliar as propriedades funcionais e
nutritivas do autolisado e extrato de levedura apos a otimizagdo do processamento da
biomassa para a obteng@o dos produtos a serem avaliados (levedura integra seca — LI,
autolisado total — AT e extrato de levedura — Ex). A levedura integra utilizada foi a do
género Saccharomyces sp. proveniente de cervejarias (residuo) que possui um sabor
acentuadamente amargo. O trabalho consistiu em quatro etapas, sendo que na primeira
procurou-se otimizar os processos de obtencdo de autolisado e extrato que foram
analisados para composi¢do centesimal, perfil de aminoéacidos, composi¢ao mineral e
perfil de acidos graxos. Na composicéo centesimal os resultados foram: proteinas (46%
- 61%), sendo o maior valor para o extrato e 0 menor para o autolisado; fibra total (2.7
— 25%). sendo o menor valor para o extrato e 0 maior para o autolisado; minerais ( 6,8
~ 12.5%), sendo o menor valor para o autolisado € o maior para o extrato. O perfil de
aminoéacidos essenciais apresentou concentragdes superiores ao padrdo de referéncia da
FAO/WHO para o extrato e levedura integra, sendo que para o autolisado os
aminoacidos sulfurados totais representaram 85% do padrio de referéncia. A
composi¢do em minerais revelou que o autolisado e o extrato atendem, em boa parte
ou no todo, as recomendacdes de ingestdo diaria. Os derivados de levedura
apresentaram um bom perfil de 4cidos graxos essenciais sem grandes variagbes nas
concentragdes de acidos graxos saturados e insaturados, comparados com a levedura
integra. Na segunda etapa realizou-se o primeiro ensaio com ratos cujo objetivo foi
determinar o valor nutritivo da proteina na levedura ¢ seus derivados. Ndo houve
diferenca estatistica quanto aos indices PER e NPR quando a comparagdo foi feita
entre os produtos de levedura, sendo que todos apresentaram valores inferiores ao da
caseina. Quanto a capacidade de promover crescimento, os resultados foram: LI > Ex >

AT, sendo que a caseina apresentou o maior valor. Para a utilizagao liquida da proteina
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(NPU) o melhor resultado foi para a caseina seguido das outras trés fontes protéicas
que ndo diferiram entre si. De uma maneira geral o valor nutritivo da proteina de
levedura foi 80 — 85% do valor da caseina. Na terceira etapa determinou-se o valor
nutritivo global dos derivados de levedura. Todas as dietas preparadas com adigéo de
4, 8 e 12% de produtos de levedura na dieta padrdo, mantendo-se isoprotéicas e
isocaloricas, promoveram um crescimento ligeiramente superior nos ratos quando
comparados com a dieta de caseina. O ritmo de crescimento aumentou
proporcionalmente ao aumento dos produtos de levedura nas dietas. Os indices séricos
avaliados (&cido urico, uréia e atividade das transaminases TGO e TGP), nio
indicaram sintomas de intoxicagdo pelos produtos de levedura. Na quarta etapa do
trabalho os produtos foram avaliados para algumas propriedades funcionais. O indice
de solubilidade do nitrogénio apresentou-se 17% inferior para o autolisado e 33%
superior para o extrato, comparados com a levedura integra. Observou-se que o
processamento produziu uma queda significativa nos valores de absor¢do exponténea
de 6leo, tendo ocorrido uma redug@o de 43% para o autolisado e de 59% para o extrato,
comparados com a da levedura integra. O processo provocou um aumento relativo na
capacidade de retengdo de dgua do autolisado, sendo 43% superior a da levedura
integra. A adigdo de 0,5 a 4,0% de autolisado ou de extrato de levedura em solugao de
ovalbumina 0,2%, promoveu um aumento na capacidade de incorpora¢do de oleo de
até 2,4 vezes para o autolisado e de até 1,7 vezes para o extrato.

A anadlise global da pesquisa permite concluir: a) foi possivel desenvolver
processos de producdo de autolisado e de extrato de levedura que representaram
excelentes fontes de proteinas, minerais e fibra dietética (exceto extrato), apresentando
composicdo adequada em aminoécidos essenciais, sendo que somente o autolisado se
mostrou ligeiramente limitante em aminoacidos sulfurados totais; apresentaram ainda
um bom perfil de acidos graxos e de minerais essenciais; b) Quanto ao valor protéico

(PER, NPR e NPU), os compostos de levedura apresentaram um resultado equivalente
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a 80-85% do valor da caseina, sendo que a parede celular diminuiu significativamente
o indice de digestibilidade para a levedura integra e para o autolisado, embora nio
tenha afetado a utilizagéo liquida da proteina (NPU); os produtos de levedura ndo
provocaram elevagdo nos niveis sangiiineos de acido trico acima da faixa considerada
normal; ¢) A levedura e seus derivados se mostraram eficientes na substituicdo de uma
dieta completa em 4, 8 e 12%, permitindo aos ratos um ganho de peso ligeiramente
superior ao da dieta padrdo de caseina, além de ndo afetarem os indices de 4cido urico,
uréia e transaminases, sugerindo ndo ter havido nenhum tipo de lesdo hepatica e/ou
renal; d) Quanto as propriedades funcionais (solubilidade, reten¢do de agua, absor¢ao
de 4dgua e de dleo) observou-se que o processamento provocou alteragcdes de forma
diferenciada em cada fra¢@o; o uso dos produtos de levedura (autolisado e extrato) em
emulsdes aumentou o volume de dleo incorporado ao sistema bem como a sua

viscosidade e a consisténcia.
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GENERAL SUMMARY

The general objective of this investigation was to evaluate the functional and
nutritive properties of the yeast autolysate and yeast extract after processing of the
yeast biomass to obtain the products (dehydrated yeast cells — LI, total autolysate —
AT, and yeast extract — Ex). The yeast cells utilized was a Saccharomyces sp.
originated in breweries as a residue and possessing a strong bitter flavor. Practically
the work was divided in four phases. The first phase consisted in the optimization of
the processes for obtaining autolysate and extract from dehydrated yeast cells which
were characterized for proximate percent composition, amino acids, minerals and fatty
acids profiles. Percent composition was as follows: proteins (46 — 61%), the highest
value for the éxtract and the lowest for the autolysate; total fiber (2.7 — 25%), the
lowest value for the extract and the highest for the autolysate; minerals (6.8 — 12.5%),
the lowest value for the autolysate and the highest for the extract. The essential amino
acids profile showed concentrations higher than the FAO/WHO reference pattern for
the extract and yeast unbroken cells; for the autolysate total sulfur amino acids was
85% of the reference standard. Mineral composition revealed that the autolysate and
the extract fulfill, in a whole or in part, the recommendations of daily intake. The yeast
derivatives presented good essential fatty acids profiles and no great variations were
detected between saturated and unsatured acids, compared with the whole yeast cells.
In the second phase the first rat assay was performed for determining the protein
nutritive value for the whole yeast cells and derivatives. No statistical differences were
found for the PER and NPR among the yeast products which produced lower values
than the casein values. Regarding growth promoting power the results were: LI > Ex >
AT, all inferior to casein. For net protein utilization (NPU) better result was found for
casein followed by the yeast products which did not differ among themselves. Overall

the yeast protein nutritive value was 80-85% the casein value. In the third phase the
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nutritive value of the whole yeast products was determined, on diets in which 4, 8 and
12% yeast products were introduced in a standard rat diet. The yeast enriched diet
promoted slightely superior growth to the rats than the standard casein diet. Uric acid,
urea and the transaminases (TGO and TGP) activities determined in the rat serum
revealed no symptoms of intoxication by the yeast and yeast products. In a fourth
phase some functional properties were evaluated in the yeast cells and yeast
derivatives. Compared to the yeast cells, nitrogen solubility was 17% lower in the
autolysate and 33% higher in the extract. Processing decreased significantly
expontaneous oil absorption (43%) for the autolysate and (59%) for the extract,
compared with the whole yeast cells. Processing promoted a relative increase in the
water retention capacity of the autolysate of 43% in relation to the whole yeast cells.
Addition of 0.5% to 4.0% autolysate or extract to a 0.2% ovalbumin solution increased
oil incorporantion (emulsification) up to 2.4 fold for the autolysate and 1.7 fold for the
yeast extract.

The overall appreciation of the results permit to conclude: a) processes were
developed to produce yeast autolysate and extract which are good sources of proteins,
mineral and dietary fiber (except for extract), presenting adequate essential amino acid
composition; only the autolysate presented slight limitation of total sulfur amino acids;
b) protein values (PER, NPR and NPU) for the yeast and yeast derivatives were
equivalent to 80-85% of the casein values. Cellular wall interfered negatively with
digestibility of the whole yeast cells and autolysate protein; although NPU were not
affected. Yeast products did not cause elevation of uric acid above normal range for
the rat; c) replacement of 4, & and 12% of nutrients of a complete rat diet for equivalent
amounts of yeast cells or yeast derivatives improved rat growth without significantly
increase blood levels of uric acid, urea, and transaminases, suggesting that no liver or
kidney lesions had occured; d) as to functional properties (solubility, water retention,

water and oil absorption) differential processing effects were observed for each
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fraction. The use of yeast products (autolysate or extract) in O/W emulsions, increased

the volume of oil incorporated into the system as well as its viscosity and consistency.
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CAPITULO 1

LEVEDURA E PRODUTOS DE LEVEDURA:
ESTADO DA ARTE

1.1.Introducao

A producdo insuficiente de alimentos com alto teor de proteinas e o
agravamento da contaminag¢do ambiental tem impulsionado a procura de novos
recursos ¢ metodologias para enfrentar e solucionar o problema da escassez

alimentar e deterioracdo do ambiente.

CHEFTEL (1989) afirmou que, segundo dados da ONU, no ano 2000 haveria
deficiéncia de 400 milhdes de toneladas em cereais, tendo em vista o aumento da
populagdo. Tem-se, com isto, a oportunidade do uso de fontes ndo convencionais de
proteina, especialmente a levedura. As leveduras sdo organismos unicelulares
classificadas como fungos. Elas tém sido grandemente utilizadas na indudstria de
cerveja por sua capacidade fermentativa tanto com o objetivo da producdo de alcool

quanto da produgdo de didéxido de carbono.

Pode-se obter 226.8g de solidos de levedura Saccharomyces cerevisiae por
barril de cerveja produzido. Segundo DZIEZAK (1987b) os Estados Unidos da
América do Norte produzem sozinhos, em um ano, cerca de 3,4 x 10'° gramas de
solidos de levedura usadas na fabricagdo de cerveja da qual somente uma pequena

quantidade € reciclada.



Além de seu uso na industria cervejeira, a levedura e seus derivados sdo
frequentemente adicionados ao processo de produgdo de alimentos com o fim de
enriquecimento de seu valor nutritivo aumentando o teor de proteinas e o contetdo

vitaminico.

O extrato de levedura obtido por autdlise é composto de proteinas,
polipeptidios de baixo peso molecular e outros materiais intracelulares que tém sido
grandemente utilizados como aditivos para a producdo de sopas, molhos,
flavorizantes com sabor a carne, temperos e produtos com sabor de queijo. Estes
extratos sdo preparados por autdlise, plasmolise e hidrélise. A autdlise, cuja fungédo
principal € a ruptura das paredes celulares e hidrolise das proteinas em moléculas
menores, € considerada um processo irreversivel pois resulta na morte das células. A
autolise das células de qualquer idade pode ser induzida pelo aumento da
temperatura, adi¢do de substancias plasmolizantes, ruptura mecéanica e outros fatores
que facilitem o rompimento da parede celular e ativa¢do das enzimas da propria

célula.

A biomassa de levedura, utilizada para a produgdo do autolisado, tem um
contetido de proteinas de cerca de 50% com um perfil aceitavel de aminoécidos.
Contudo, apesar do valor nutritivo de suas proteinas, € necessario a remocdo de seus
acidos nucleicos devido a baixa capacidade do organismo humano de metaboliza-

los.

b2



1.2.Revisdo da Literatura

1.2.1. Levedura como matéria-prima para as indistrias de alimentos e

farmaceéutica

As leveduras sdo fungos unicelulares empregados, em sua maior parte, na
fabricagdo de cerveja e na panificagdo. As leveduras sdo classificadas em duas
formas: ativas e inativas. As leveduras ativas sdo aquelas utilizadas em fermentacéo,
enquanto que as inativas, também chamadas leveduras secas, sdo substincias nio
fermentativas, utilizadas principalmente como flavorizantes ou suplemento
nutricional (LEE, 1996). Ainda quanto a sua classificagdo em nivel de importancia
industrial, pode-se dizer que existem as leveduras verdadeiras (que tém a capacidade
de formar esporos) e as leveduras assexuadas, conhecidas como falsas leveduras

(DZIEZAK, 1987Db).

Neste trabalho, serd avaliado o uso da Saccharomyces cerevisiae, uma
levedura pertencente a classe das verdadeiras obtida como subproduto do processo

de fabricagéo de cerveja (DZIEZAK, 1987b).

MARQUES et alii (1998), afirmaram que, segundo o Instituto Cubano de
Investigagdo sobre Derivados de Cana de Agucar - ICIDCA (1988), de todas as
leveduras a Saccharomyces cerevisiae é a que tem maior valor industrial e comercial

devido ao seu elevado teor de lisina.

A maior produgdo de biomassa de levedura do Brasil é derivada da industria
cervejeira e de alcool, sendo seu produto de descarte um sério problema de poluicio
ambiental (PACHECO et alii, 1997).
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Segundo PEIXOTO (1996) a biomassa de levedura (Saccharomyces sp.) tem
sido produzida no Brasil, no setor cervejeiro, em quantidade aproximada de 3500

ton/ano.

A levedura Saccharomyces cerevisiae, quando utilizada como suplemento
alimentar para animais, provou ser uma boa fonte de nutrientes produzindo uma
melhora em ganho de peso, um aumento no tamanho dos ovos € uma maior

resisténcia as doengas das aves (UMA & POLASA, 1990).

Atualmente tem-se reconhecido os usos da levedura em diversas areas como
em substitui¢do aos extratos de carne, produgdo esta viabilizada pelo fato das
leveduras possuirem flavorizantes como glutamato de sédio e potenciadores de
flavor como os 5’ nucleotideos (guanosina-5’-monofosfato, GMP e inosina-5’-
monofosfato, IMP). Em estudos feitos para avaliagdo do uso destes nucleotideos na
area de saude, observou-se a fun¢do dos mesmos na recuperagdo do trato gastro-
intestinal de animais submetidos a uma diarréia cronica. Sabe-se que a diarréia
produz, entre outros efeitos, a perda do tecido epitelial do intestino. Observou-se os
efeitos benéficos da dieta de nucleotidios para a recuperagdo deste tecido epitelial,
uma vez que se obteve um aumento nos conteudos de DNA e a atividade das
enzimas lactase, maltase e sacarase, havendo uma recuperagdo rapida do tecido.
Além da recuperagdo intestinal, observou-se também a melhora de ratos com
problemas hepéaticos ao se fornecer uma dieta intravenosa com 70% de nucleotideos,
havendo uma melhora na recuperagdo do figado (BEHELOVA et alii, 1991;
OTERO et alii, 1996; WILLIS. 1993; CARVER et alii, 1990; ALBRECHT &
DEINDOERFER, 1966).



Em estudo realizado por CARIAS & MILLAN (1996), observou-se que o
residuo de cervejaria poderia ser utilizado como fonte protéica complementar em
dietas para frango, sendo que, com a substituicdo de 20% de proteina de soja por
proteina do residuo de cervejaria na dieta, ndo houve diferenca signifcativa no
crescimento e ingestdo de alimento dos frangos quando comparados com frangos
alimentados com dieta preparada com proteina de soja. Os valores de PER e NPR

foram muito similares para as dietas contendo somente proteina de soja.

NEKLYUDOV et alii (1998), ao utilizarem a levedura de cervejaria
Saccharomyces Carlsbergensis, em uma hidrolise de sangue bovino, conseguiram
um aumento do rendimento da hidrélise de 11% para 55%. Além desta melhoria no
rendimento, os autores obtiveram um produto final com nivel de composigdo
aminoacidica balanceado adicionando pancreatina na mistura reativa contendo

levedura.

Apesar de todos esses possiveis usos da levedura, sabe-se que a maior parte
do residuo de cervejaria tem sido utilizada para a fabricagdo de racdo animal,
havendo a necessidade de mais estudos para a elaboragdo de derivados para uso em
alimentacdo humana, uma vez que se trata de um material rico em proteinas,
vitaminas e minerais (BENASSI et alii, 1990;: BEHELOVA et alii, 1991; BELEM et
alii, 1997).

A levedura Saccharomyces cerevisiae derivada de cervejaria é considerada fonte
alimentar para consumo humano, segundo a American Pharmaceutical Association,
apos ter sido liberta de seu sabor amargo caracteristico. A composi¢do desta

levedura, segundo essa mesma associagdo, ndo deve ser inferior a 45% de proteina



(N x 6,25), 120 pg/g de tiamina, 40 pg/g de riboflavina e 30 pg/g de niacina
(MARQUES et alii, 1998).

1.2.2. Processamento da levedura: produtos de levedura

A levedura Saccharomyces cerevisiae pode ser utilizada como fonte de
alimentacdo humana ndo somente por suas boas caracteristicas de fermenta¢do mas
também por seu elevado valor nutritivo e propriedades funcionais tecnologicas de
sua proteina, sendo que o fator limitante de seu uso como fonte protéica € a
necessidade de redugdo de seu teor de RNA para diminuir a toxidez, bem como 0
rompimento da parede celular para aumentar sua digestibilidade. Com relagdo ao
elevado conteido de écidos nucleicos (principalmente RNA) sabe-se que os
humanos ndo possuem algumas das enzimas necessarias para metaboliza-lo (enzima
uricase), provocando um aumento no indice de &cido urico no sangue ¢ em alguns
tecidos (MARQUES et alii, 1998; HALASZ et alii, 1988; ALVAREZ &
ENRIQUEZ, 1988).

O teor de acidos nucleicos na levedura varia de 8 a 25g por 100g de proteina,
sendo a maior parte de RNA (4cido ribonucleico). Do ponto de vista nutricional, a
ingestdo de acido nucleico acima de 2g/dia causa desordens como: uricemia, gota €
formacdo de pedra nos rins. Deve-se, portanto, reduzir o teor de acidos nucleicos a

niveis mais seguros (MARQUES et alii, 1998).

ALVAREZ & ENRIQUEZ (1988), testaram a reducdo do nivel de acidos
nucleicos da levedura Saccharomyces cerevisiae proveniente da fabricagdo de
cerveja através de um tratamento alcalino com hidréxido de amdnio de onde

obtiveram bons resultados, com uma redugdo a menos de 2% para 0s extratos.



BENASSI et alii (1990), obtiveram uma redu¢do no teor de RNA em levedura
proveniente da produg¢@o de élcool de cana através de tratamento enzimatico.
Conseguiram uma redugio de 28% no teor de RNA, mas houve redugdo no teor de

vitaminas e minerais em cerca de 70%.

Para se obter o valor nutritivo desejavel das proteinas de microorganismos
como a levedura deve-se prosseguir com o rompimento da parede celular e a
liberagdo dos componentes da célula, além da complementagdo com os aminoécidos
limitantes. Pode-se conseguir a ruptura da parede celular através de varios processos
como autdlise, hidrélise, a¢do enzimadtica, a¢do quimica e acdo mecédnica. O
processo de hidrélise € feito com um acido forte, tendo como maior inconveniente a
necessidade de neutralizacdo do acido utilizado, o que produz um elevado teor de
sais, podendo chegar a 40%. No uso de métodos quimicos os principais problemas
estdo relacionados a posterior eliminagdo dos reagentes, sua recuperagdo e possivel
formagdo de residuos toxicos provenientes das reagdes. O processo de autdlise
utiliza a a¢do de enzimas da propria célula para o rompimento da parede celular.
Este processo sera tratado mais profundamente, uma vez que nele ndo hd o
inconveniente da produ¢do de sais como no caso da hidrélise acida e ndo tem o
problema de formacdo e/ou contaminacdo por residuos toxicos como no caso do uso

de métodos quimicos (SGARBIERI, 1996).

Pode-se preparar o material que ird sofrer autélise (chamado pré-autolisado)
por meio de um rompimento da parede celular, onde ocorre a libera¢do de enzimas
da propria célula, o que auxilia o inicio do processo de autolise (OTERO et alii,
1996; SGARBIERI, 1996).



Para o processo de rompimento mecédnico observou-se a necessidade de
homogeneizadores eficientes especialmente adaptados para a quebra da parede
celular da levedura Saccharomyces cerevisiae, visto que ela possui uma estrutura

bastante rigida (BEHELOVA et alii, 1991).

LINDBLOM & MOGREN (1974), adicionaram 3% de NaCl a uma solugdo
de células homogeneizadas e observaram que a 50°C, com o pH de 5,6 e 5% do
material seco de levedura ocorreu uma redugdo de RNA para 1,4%, equivalente a
uma reducdo de 85% em relac¢@o ao teor inicial, e chegaram a conclusdo de que o

NaCl melhora a degradagdo dos 4cidos nucleicos pelas RNases endogenas.

NAUMENKO & GORDIENKO (1985), testaram varios solventes para a
redu¢io do tempo de autdlise e observaram que o cloroférmio e o toluol
proporcionaram um menor tempo mas que haveria maior vantagem no uso de etanol,
uma vez que, apesar de ser menos efetivo na reducdo do tempo, obteve-se a
formac¢do de um produto com melhor qualidade sem a contaminagdo de solventes

prejudiciais a saude.

KOLLAR et alii (1992), desenvolveram um método para fracionamento
completo da levedura Saccharomyces cerevisiae, onde efetuaram a desintegragdo
das células por autdlise a 50°C induzida com NaCl e etanol além de um material
anteriormente autolisado, chamado pré-autolisado. Apds a autélise procederam a
secagem em spray dryer. Os produtos obtidos foram um extrato € uma parede
celular que foram testados em diferentes aplicagdes nas industrias farmac€uticas e
de alimentos apresentando resultados satisfatérios. Com este tratamento

conseguiram uma reducdo de aproximadamente 28% no teor de RNA.



Autolise

E um processo lento, requerendo de 2 a 24 horas, podendo ser induzido pelo
aquecimento da levedura a uma temperatura na qual a parede celular é destruida (40-
50°C), em que ocorre a morte celular, promovendo a atividade das enzimas
proteoliticas intracelulares como as proteases, carboidrases e nucleases. A morte das
células resulta na acdo indiscriminada das enzimas proteoliticas sobre os
constituintes celulares. As enzimas proteoliticas intracelulares degradam as
proteinas em peptidios e aminodcidos, e as nucleases atuam sobre os acidos
nucleicos para produzir nucleotideos ¢ nucleosideos. O rendimento em geral ndo é
superior & 50-60% e requer assepsia durante o processo (CRUEGER & CRUEGER,
1984; GERALD & HENRY, 1973; LINDBLOM & MOGREN, 1974; SGARBIERI,
1996).

O andamento da auto6lise pode ser avaliado pela variagdo da viscosidade da
suspensao das células de levedura, e pela medida quantitativa dos produtos
acumulados da hidrolise no espago extracelular como proteinas e acidos nucleicos.
Em um experimento realizado por BABAYAN et alii (1981), observou-se que, logo
ap6s uma queda excessiva de viscosidade durante os primeiros 30 minutos de
autolise, ocorre um rapido aumento na concentragdo de nitrogénio aminico e
componentes dos acidos nucleicos, indicando que a queda de viscosidade pode nos

auxiliar na avaliagdo do grau de autdlise.

« Ativadores de Autolise

O processo autolitico pode ser acelerado através da variagdo de suas etapas

como alteragdes de temperatura e utilizagdo de ativadores de autdlise como



plasmolizantes, acertos de pH e até mesmo a adicdo de enzimas externas
(BABAYAN et alii, 1981; LINDBLOM & MOGREN, 1974, NAUMENKO &
GORDIEKO, 1985).

Sal. De acordo com LINDBLOM & MOGREN (1974), o cloreto de sodio € um
composto que pode acelerar o processo de autélise ji que funciona como
plasmolizante, contribuindo para a decomposi¢do da parede celular, o que facilita a
liberacdo de enzimas intracelulares como a RNase promovendo, assim, uma redugao
no teor de acidos nucleicos o que torna o material mais aceitdvel ao organismo
humano, (BABAYAN et alii, 1981; GERALD & HENRY, 1973; LINDBLOM &
MOGREN, 1974; NAUMENKO & GORDIENKO, 1985). O possivel inconveniente
do uso do cloreto de sédio no processo é o fato de o material final possuir uma
quantidade muito elevada de sal (NAUMENKO & GORDIENKO, 1985;
BEHELOVA et alii, 1991; LEE, 1996).

Etanol. O etanol produz uma aceleragdo do processo de autélise por ser um aditivo
membranotréfico facilitando a retengdo e a atividade das enzimas intracelulares da

levedura.

NAUMENKO & GORDIENKO (1985), testaram o uso dos seguintes
solventes como ativadores de autdlise: cloroférmio, tolueno, etanol e formalina, a
uma concentra¢io de 1% do peso de levedura diluida em agua a 75% da mistura

total. Os melhores rendimentos obtidos foram os seguintes:

e Com etanol: liberagdo de 37% de nitrogénio aminico em 40h de autdlise.

e Com tolueno: liberagdo de 44,7% de nitrogénio aminico em 40h de aut6lise.
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e Com cloroférmio: liberagdo de 35,7% de nitrogénio aminico em 40h de

autolise.

® Com formalina: liberagdo de 21% de nitrogénio aminico em 30h de autélise.

Pode-se observar que o tolueno como plasmolizante liderou a extra¢do do
nitrogénio aminico. Embora haja esta diferenca de 8% a mais de extracdo ao se
comparar tolueno e etanol, tem-se preferido o uso de etanol para a industria
alimenticia, devido ao efeito téxico do tolueno. Para que se possa conseguir a
redugdo do tempo de autolise pode-se aumentar o conteido de etanol. Segundo
estudos feitos por KOLLAR et alii (1992), obteve-se uma redugéo para 24 horas,

utilizando juntamente com outros meios de aceleracio, 5% de etanol em peso.

Temperatura. LINDBLON & MOGREN (1974), testando a redugdo enzimatica do
RNA em células de levedura desintegradas, propuseram que a fungdo do choque
térmico € iniciar a autélise. Durante a incubagdo o RNA € degradado pelas RNases e
os nucleotideos saem de dentro das células. Estes autores testaram diversas
temperaturas e chegaram a conclusdo de que o melhor resultado é obtido entre 50 e
60°C, onde se constata uma forte redu¢do do teor de acidos nucleicos e o melhor

rendimento em extragdo de nitrogénio.

pH. BELEM et alii (1997) constataram que, para extracdo de nucleotideos do
autolisado de Kluyveromyces marxianus, os resultados mais efetivos foram obtidos
na faixa de pH entre 6,5 e 7,5. Avaliando a interacdo entre pH e temperatura,

observou-se que a melhor interagao estd em pH 6.5 a uma temperatura de 50°C .

Pré-autolisado. O pré-autolizado € constituido do material obtido da ruptura

mecanica e autélise o que ocasiona a liberagdo das enzimas enddgenas da célula



para auxiliar na ruptura de novas células. Para o uso deste autolisado torna-se
necessario uma temperatura entre 40 a 55°C, o que promove a atividade das enzimas
intracelulares (CARVER et alii, 1990; KOLLAR et alii, 1992; MOHAMED et alii,
1995).

Enzimas. O processo de autélise, como mencionado, utiliza as enzimas da propria

célula para obtenc¢do do autolizado (GRIMBLE, 1996).

Existe a possibilidade de se prosseguir a uma autélise induzida, onde se faz a
adi¢do de enzimas extracelulares. Com o uso destas enzimas tem-se a vantagem da
reducio do tempo para obtengdo do mesmo rendimento, além destas enzimas
auxiliarem no rompimento da parede celular da levedura, podendo inclusive,
aumentar o rendimento da autélise. KNNOR et alii (1979), utilizaram duas enzimas,
zimolase/lisozima, para extra¢do de proteinas de levedura e conseguiram a redugdo

do tempo de autdlise de 35 horas para lhora.

1.2.3.Composi¢io e valor nutritivo da levedura integra e dos derivados de

levedura.

Ao se avaliar uma alimentac@o ou dieta deve-se levar em conta os nutrientes
essenciais a vida, que podem ser distribuidos nas seguintes categorias: hidratos de
carbono ou glicidios, lipidios, proteinas, vitaminas, dgua e minerais. Dada a
importancia das fibras, também podem ser classificadas como nutrientes. Os
nutrientes energéticos (glicidios, lipidios e proteinas) s@do encontrados nos alimentos
na forma de moléculas complexas, ndo sendo imediatamente aproveitdveis pelo

organismo. E no tubo digestivo que acontece a fragmentagdo molecular desses

12



nutrientes, tornando-os facilmente absorvidos pela mucosa do trato gastrointestinal

de onde passam para a corrente sanguinea e tecido hepatico.

A biomassa de levedura possui um elevado contetido de proteinas (= 50%)
com um perfil de aminodcidos compativel com as necessidades humanas, precisando
de suplementagdo, em geral, somente em aminoacidos sulfurados (metionina e
cisteina). O teor de lipidios varia entre 2 e 7%, os glicidios de 26 a 36% e cinza entre
5 e 10%. E a maior fonte de vitaminas do complexo B, exceto B12 (MARIATH &
ZUCAS, 1983; OTERO et alii, 1996; SARWAR et alii, 1985). A levedura é uma
boa fonte auxiliar de nutrientes para dietas deficientes em determinados
micronutrientes. A suplementacdo com levedura tem melhorado total ou
parcialmente as dietas deficientes em cromo, selénio e molibdénio (REED &

NAGODAWITHANA, 1991).

Lin et alii, em 1986, citados por MARQUES et alii (1998) avaliaram o perfil
de aminoacidos da célula integra de cervejaria e compararam com o isolado protéico
de soja e 0 padrdo de referéncia da FAO/WHO/UNU, observando que este perfil se
iguala ao da proteina de soja, considerada uma das melhores proteinas de origem
vegetal, indicando que as proteinas de levedura na forma de concentrado, constituem
otimos complementos para produtos elaborados com cereais, onde existe caréncia de

determinados aminoacidos como lisina e treonina.

As proteinas devem estar presentes na alimenta¢do humana em quantidades
adequadas, sendo que, para haver um balanceamento da alimenta¢do a nivel de
proteinas deve-se considerar o valor nutritivo das mesmas, o qual ira depender de

quatro fatores, que sdo: 1) composi¢do em aminoacidos, 2) digestibilidade, 3)



biodisponibilidade dos aminoacidos essenciais e 4) auséncia de toxicidade e/ou

propriedades antinutricionais (SGARBIERI, 1996).

A avaliacdo da digestibilidade, bem como de indices relativos a nutri¢do, a
saber, Balango de Nitrogénio (BN), Quociente de Eficiéncia Protéica (PER),
Quociente de Eficiéncia Liquida da Proteina (NPR) e indice de Utilizagdo Liquida
da Proteina (NPU) devem ser determinados preferencialmente por ensaios
biolégicos, uma vez que através destes podemos obter valores mais proximos a
realidade humana, conseguindo uma estimativa do valor nutritivo sem a necessidade
de estudos mais detalhados sobre biodisponibilidade, além de nos fornecer uma

avaliagdo sobre toxidez por meio da andlise do sangue dos animais.

Para uma avalia¢@o eficaz do valor nutritivo de uma proteina de levedura
deve-se prosseguir com a avaliagdo do balanco de aminoacidos essenciais €
posterior comparagdo com tabelas que nos indicam a necessidade de ingestdo diaria
para seres humanos, juntamente com a digestibilidade e a biodisponibilidade da
proteina (HALASZ & LASZTITY, 1991; YOUNG & PELLETT, 1991).

O uso da levedura in natura como fonte protéica ndo € indicado porque ira
apresentar baixa digestibilidade devido a presenca de parede celular, ocorrendo uma

reducdo de seu valor nutritivo (MOURA, 1986).

PACHECO et alii (1997), utilizaram os métodos de balango nitrogenado e
quociente de eficiéncia protéica (PER) para determinar o valor nutritivo da biomassa
de levedura Saccharomyces sp., bem como de concentrados protéicos obtidos a
partir desta biomassa e observaram que a biomassa de levedura tem a capacidade de

promover crescimento, além de fornecer uma retengdo de nitrogénio estatisticamente
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1dénticas a caseina, podendo-se concluir que a levedura de cerveja € uma excelente

fonte protéica.

Em um estudo do valor nutritivo da proteina isolada de levedura proveniente
do residuo de cervejaria, MARIATH & ZUCCAS (1983), observaram que a
utilizagdo liquida da proteina (NPU) em dietas com levedura aumentou de 49,52%
para 71,90% com o acréscimo de metionina, chegando a ser maior do que o do

grupo alimentado com a dieta controle de caseina (67,30%)

COZZOLINO & ZUCAS (1984), ao estudarem o valor nutritivo de uma
biomassa protéica obtida a partir de Saccharomyces cerevisiae desenvolvida em
melago de cana, observaram que a biomassa possui um valor nutritivo levemente
inferior ao da caseina e que o coeficiente de digestibilidade foi 10% inferior ao da

caseina, além de ndo se observar efeitos téxicos provenientes de sua ingestao.

De acordo com a “Food and Drug Administration” (FDA), somente células
secas de levedura Saccharomyces cerevisiae, Candida utilis e Kluyveromyces
Jragilis podem ser utilizadas como aditivos em géneros alimenticios porque ja foram

submetidas aos testes toxicologicos exigidos por este orgao (BOZE et alii, 1992).

Ao avaliar os dados das referéncias bibliograficas, pode-se dizer que, se
houver um tratamento prévio na levedura in natura para retirada de seu amargor
(melhoria do sabor), quebra de sua parede celular (melhoria de sua digestibilidade) e
redu¢do do teor de RNA (redugido de sua toxidez) podemos utilizar a levedura

processada com éxito.
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1.2.4.Propriedades funcionais tecnologicas: levedura integra e derivados

O termo propriedade funcional tecnologica aplicado a ingredientes
alimenticios pode ser definido como toda a propriedade ndo nutricional que influi na
produgio de um determinado alimento. A maior parte das propriedades funcionais
influem no carater sensorial (principalmente a textura) mas também podem ter um
importante papel no comportamento fisico dos alimentos, bem como dos
ingredientes usados nestes alimentos durante sua preparagdo, transformacdo e

armezenamento (CHEFTEL et alii, 1989).

Os produtos protéicos sdo importantes ingredientes funcionais para grande
niimero de produtos alimenticios formulados. Normalmente esses produtos sdo secos

e na maioria dos casos possuem um alto grau de solubilidade (MORR et alii, 1985).

As proteinas podem ser adicionadas aos alimentos como ingrediente
funcional para ligar 4gua ou gordura, para formar géis ou espuma, emulsificar e
alterar o sabor, a aparéncia e dar textura. As propriedades funcionais das proteinas
podem ser modificadas por agentes fisicos, quimicos e bioldgicos, nos processos de
obtenc¢do ou isolamento, com o tipo de extragdo empregada, a temperatura, a forga
iobnica, o pH e as condigdes de secagem e estocagem da proteina isolada

(SGARBIERI, 1996; GIESE, 1994).

A levedura e seus extratos sdo bons exemplos de ingredientes
multifuncionais, sendo que suas propriedades sdo obtidas de acordo com o produto
final de seu tratamento. Pode-se utilizar suas propriedades nutricionais de forma a se
obter um suplemento alimentar e, a0 mesmo tempo, promover certas propriedades

funcionais como, por exemplo, formagdo de géis e espumas. A levedura possui



proteinas e carboidratos que, ao serem hidrolisados enzimaticamente, fornecem
aminodcidos e aglicares que podem reagir mais adiante para fornecer flavorizantes
com sabor a carne ou queijo. Algumas das propriedades funcionais da levedura
dependem da estrutura de seus polimeros na parede celular. Os atributos funcionais
da levedura podem ser manipulados pela modificacdo da estrutura da parede celular
de forma a alcangar as propriedades desejadas. A levedura tem sido conhecida
principalmente por suas propriedades como agente flavorizante em sopas €
enlatados, molhos para carnes e para doces (PENY, 1991; BATT & SINSKEY,
1984; WILLIS, 1993).

VAN IERSEL et alii (1999), ao estudarem o uso das caracteristicas da
levedura Saccharomyces cerevisiae para formagdo do flavor em cerveja sem alcool,
conseguiram um Otimo perfil de flavor trabalhando com periodos aerdbicos

regulares para estimular o crescimento da levedura.

A utilizagdo da levedura de cervejaria e seus derivados na formulacdo de
alimentos como ingrediente funcional pode ser feita em proporgdes reduzidas, o que
ird evitar a ingestdo de grandes quantidades de RNA. Para este fim, além de
conhecermos suas propriedades nutritivas, devemos também avaliar sua

funcionalidade.

Na Tabela 1 pode-se ver as propriedades funcionais das proteinas que sdo
relevantes ao sistema alimenticio. Ao avaliar esta tabela observa-se que a

funcionalidade de uma proteina esta diretamente ligada ao sistema em que a mesma

€ incorporada e a sua fonte protéica (HETTIARACHCHY & ZIEGLER, 1994).



Tabela 1- Papel da funcionalidade das proteinas em sistemas alimenticios

Propriedade Mecanismo Sistema de Alimentos Fonte Protéica
1. Solubilidade Hidrofilicidade. Bebidas Soro protéico
2. Viscosidade Ligagdo com  4gua, | Sopas, molhos, temperos
hidrodinamicidade, de saladas.

. Ligacdo com agua

[¥S

NN

. Gelatinizagao

Ln

. Coesdo/Adesio

6. Elasticidade

-]

. Emulsificag¢do

8. Formacdo de

Espumas

9. Gordura e Ligagdo

de Aroma

formato (configuracio).

Ligagéo de hidrogénio.

Aprisionamento da agua

pela  molécula de
proteina, formacdo de
rede.

Ligacdo  hidrofébica,

16nica e de hidrogénio.

Liga¢des hidrofdbicas e

pontes dissulfeto.

Adsor¢do nas interfaces,

formacgdo de filmes.

Adsor¢do nas interfaces

e formagcéo de filmes.

Ligacdo hidrofébica e
aprisionamento do

“flavor”.

Embutidos de carne,
bolos e paes.
bolos,

Carnes, géis,

assados e queijos.

Carnes, embutidos,
pastas, materiais de
panificagdo.
Carnes, massa de
panificagao.
Embutidos, mortadelas,

sopas, bolos, temperos.

Coberturas em forma
de espumas, sorvetes,
bolos, sobremesas.

Materiais de panificagéo,
com

roscas, produtos

flavor de carne.

Proteinas de musculo
Proteinas de ovo
Proteinas de musculo
Proteinas do ovo

Proteinas do leite

Proteinas do musculo
Proteinas do ovo
Proteinas do soro
Proteinas do musculo

Proteinas do trigo

Proteinas de musculo
Proteinas do ovo

Proteinas do leite

Proteinas do leite
Proteinas do ovo
Proteinas do leite

Proteinas do ovo

Fonte: HETTIARACHCHY et alii (1994)
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De acordo com os possiveis usos dos produtos de levedura, pode-se
considerar a importancia da avaliagdo das seguintes propriedades funcionais:
solubilidade, propriedades emulsificantes, absorgdo de agua, retencdo de agua e

absor¢ao de oleo.

Solubilidade

A solubilidade € uma propriedade fisico-quimica das proteinas também
avaliada como propriedade funcional devido a sua forte influéncia sobre a
funcionalidade das proteinas nos alimentos (SGARBIERI, 1996). A solubilidade de
uma proteina pode ser alterada de acordo com o estado fisico-quimico de suas
moléculas. A variagdo de estado de uma molécula pode alterar tanto positiva quanto
negativamente a sua solubilidade. Alteragdes em seu processo de secagem,
aquecimento e outros tratamentos durante o processo de manufatura e estocagem
provocam uma variagdo de estado da molécula com consequente alteragdo em sua

solubilidade (MORR et alii, 1985).

As alteragdes fisico-quimicas do meio podem modificar a solubilidade de
uma proteina porque podem provocar mudanga (ou mudangas) em sua estrutura
quaterndria, tercedria ou secunddria o que se costuma denominar desnaturagio
protéica. Os meios fisico-quimicos de desnaturagdo s3o aqueles que perturbam as
ligagOes fisico-quimicas, provocando alteragbes nas estruturas. Dentre estes meios
podemos citar o calor, o tipo de solvente e o pH. Por exemplo, 2 medida em que a
temperatura aumenta e as condigdes do pH se afastam do p.I. (pH isoelétrico), tem-
se um aumento da solubilidade (FARFAN, 1994).
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Normalmente os testes mais utilizados para o estudo de solubilidade s@o: 1) a
proporgdo de solubilidade do nitrogénio e 2) o perfil de solubilidade em fun¢@o do

pH, da for¢a idnica e do tratamento térmico.

PACHECO & SGARBIERI (1998), testaram a solubilidade de concentrados
protéicos de levedura preparados por precipitagdo isoelétrica, extragdo com
perclorato de sodio e extragdo com trimetafosfato de sodio. Os trés extratos
protéicos apresentaram uma curva de solubilidade que varia consideravelmente em
fun¢do do pH, sendo que a solubilidade foi maior para a proteina extraida com
trimetafosfato de sodio em todos os pH’s, exceto para o pH 4,0. O mesmo ocorreu
para a proteina extraida com perclorato de sodio, sendo que a proteina extraida por

precipitagdo isoelétrica foi a menos solavel.

Em estudo da composigdo de fragdes do hidrolisado protéico de levedura do
género Candida, SOBOLEVA & POPOVA (1986) concluiram que a desnatura¢éo,
causada principalmente pelos métodos de secagem, fez com que a solubilidade

aumentasse consideravelmente em pH’s alcalinos.

Na Figura 1 observa-se um perfil tipico da solubilidade das proteinas da
levedura, onde podemos detectar uma solubilidade minima no pH entre 4,0 e 4,5 ¢

uma maior solubilidade obtida a pH alcalino.
HUANG & KINSELLA (1986), prepararam uma amostra de levedura

fosforilada e observaram que a proteina de levedura apresentou um aumento de

solubilidade na faixa de pH entre 5,0 e 7,0 em relagao a levedura integral.
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HASSAN et alii (1981), prepararam isolados protéicos de levedura por meio
da extragdo alcalina de diferentes fontes de levedura e determinaram suas
propriedades funcionais, sendo que o perfil de solubilidade dos preparados foram

similares e o volume de espuma produzido pelos mesmos foi significativamente

menor do que o produzido pela levedura integra.
100
80
60

L0

SOLUBILIDADE (%)

20

2 4 6 8 10 12
pH

Figura 1 — Perfil tipico da solubilidade das proteinas de levedura
Fonte: HALASZ & LASZTITY (1991)

A solubilidade das proteinas de levedura, principalmente em pH’s mais
comuns nos alimentos, ¢ muitas vezes inferior ao de outras proteinas como a soja.
Contudo, de acordo com o processo de extracdo, precipitagdo e secagem, pode-se

alterar esta propriedade (HALASZ & LASZTITY, 1991).

O teor de nitrogénio soluvel da biomassa de levedura Saccharomyces
cerevisiae obtida por precipita¢do isoelétrica € superior a 75% proximo do pH 9,0 e
a solubilidade minima ocorre na faixa de pH entre 3,0 ¢ 5,0 (SCHWENKE et alii,
1980).
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Propriedade Emulsificante

Pode-se definir emulsdo como uma mistura de dois liquidos imisciveis, sendo
que um € disperso na forma de glébulos no outro liquido. Existem basicamente dois
tipos de emulsdo: a) de 6leo em dgua (O/A), por exemplo, salsichas, leite, maionese
e b) de agua em oleo (A/O), por exemplo, manteiga e margarina (SGARBIERI,
1998).

Como a 4agua e o o6leo sdo imisciveis, hd necessidade de uma agitacdo
mecanica para que se forme uma dispersdo homogénea dos dois liquidos. Contudo,
esta dispersdo ndo constituird uma emulsdo em virtude da tendéncia natural de
separacdo dos dois liquidos. Pode-se obter uma emulsdo estavel adicionando ao
sistema um agente emulsificante, como, por exemplo, uma proteina. As proteinas
funcionam como agente emulsificante devido a sua capacidade de reduzir a tensdo
interfacial entre as duas fases (6leo/dgua), pelo fato de possuir em sua molécula
partes hidrofilicas e hidrofébicas com localiza¢des distintas em sua estrutura

(SGARBIERI, 1998; HALLING, 1981).

Na formagdo da emulsdo as moléculas de proteina se difundem e sdo
adsorvidas na interface Oleo/agua. A migragdo da proteina para a interface é
termodinamicamente favoravel porque uma certa energia conformacional de
hidratacao da proteina ¢ perdida na interface. Atingida a interface, a maioria das
proteinas sofre um desdobramento, se reorienta e se espalha para formar um filme
continuo e coeso. O lado hidrofobico da proteina se orienta para a face apolar (6leo)
enquanto que as cargas e/ou seguimentos polares se orientam para contactar a fase
aquosa ¢ a maior parte das moléculas ocupa a interface, interagindo com as

moléculas vizinhas e conferindo forg¢a e viscoelasticidade ao filme (SGARBIERI,
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1998). O principio de formacdo da emulsdo com o uso de um agente emulsificante

pode ser visto na Figura 2.

(A) ! GOTICULA DE
OLEQ OU

GORDURA

MOLECULAS DE AGENTE
EMULSIFICANTE

UMA MOLECULA DE AGENTE EMULSIFICANTE

Porgao ‘] Porgao
hidrofili hidrofébica

Figura 2. Principio fundamental da emulsificacdo (sistema Oleo/agua): (A)
formagdo da pelicula continua de emulsificante, estabilizando as
goticulas de 6leo ou gordura liquida; (B) caracteristicas da molécula do

agente emulsificante mostrando suas porgdes hidrofilicas e hidrofobicas.

Para se comparar as propriedades emulsificantes das proteinas pode-se
utilizar a anélise da capacidade de emulsificagdo (CE), dada pela relagdo entre o
volume de éleo que se pode emulsionar (mL) e a massa de amostra ou de proteina
(g) até que se obtenha uma inversdo de fases. A inversdo de fases pode ser
observada pela quebra da viscosidade, mudanga de cor (normalmente utilizando-se

um corante lipossoluvel) ou pelo aumento de resisténcia elétrica.



De KANTEREWICZ et alii (1987) estudaram a relagdo entre a capacidade de
absorcdo espontdnea de agua (WAC) e de o6leo (OAC) e a capacidade de
emulsificacdo e chegaram a conclusdo que a capacidade emulsificante (CE) esta
diretamente relacionada com a razdo entre a absor¢do de dgua e a de 6leo (WOALI),
expressa em mL de 4gua absorvida/ mL de o6leo absorvido. Utilizando duas
proteinas de soja os autores mostraram que houve uma relagdo direta entre o balango
hidrofilico/lipofilico (WOAI) e a capacidade emulsificante (CE), sendo que a
melhor capacidade emulsificante obtida foi a da soja desnaturada, em condigdes na
qual houve um aumento excessivo da capacidade de absor¢do expontinea de dgua
(WAC). Desta forma, pode-se predizer a capacidade emulsificante pelo céalculo do
balang¢o hidrofilico/lipofilico(WOALI).

Sdo muitos os fatores que influem nas caracteristicas das emulsdes € nos
resultados dos ensaios, a saber: tipo ¢ desenho do equipamento, intensidade do porte
energético, velocidade de adig¢do do 6leo, volume da fase lipidica, temperatura, pH,
forca ibnica, presenca de agucares, presenga de surfactantes de baixo peso
molecular, exposi¢do ao oxigénio, caracteristicas do Oleo (ponto de fusdo),
concentragdo em proteina solivel e propriedades emulsificantes da proteina. Estes
fatores explicam a dificuldade na comparagdo de dados obtidos pelos pesquisadores

devido a ndo padroniza¢do das condi¢Ges de determinagao (KINSELLA, 1976).

Robbins & Selley, em 1978, citados por MARQUES (1998), observaram a
importancia do uso da glicana extraida da levedura como agente emulsificante
devido ao aumento na preferéncia do publico pelo consumo de produtos naturais,
além da oportunidade de se utilizar um subproduto da fermentagdo da cerveja que

normalmente seria descartado.
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OTERO et alii (1996), observaram um elevado poder na capacidade
emulsificante do isolado protéico de levedura e da parede celular de levedura

quando comparados com o isolado protéico de soja em diversas faixas de pH.

Capacidade de Absor¢cao Espontinea de f\gua (CAA) e Capacidade de
Retencio de Agua (CRA)

Os termos mais frequentemente encontrados para se referir a capacidade de
retencdo e de absorgdo de 4gua sdo: capacidade de reter agua (water holding
capacity - WHC) e capacidade de absorver d4gua (water absorption capacity - WAC).
A capacidade de retengdo de dgua € muito importante em produtos carneos porque

influi em atributos como textura, suculéncia ¢ maciez (SGARBIERI, 1996).

A capacidade de ligar 4gua varia com o tipo de proteina, concentragdo, pH,
presenga de sais, carboidratos, lipidios e pode ser influenciada por condigdes prévias
de processamento, como, por exemplo, aquecimento e tratamento com alcali. Muitas
vezes a desnaturagdo parcial melhora a capacidade de retengdo de A4gua,
principalmente em proteinas com estrutura muito compacta, onde o desdobramento
parcial da estrutura leva a superficie ligagdes peptidicas e grupos polares que

apresentavam-se ocultos (CHEFTEL et alii, 1989).

De acordo com HUMPHRIES (1982) a propriedade de absorver agua pode
variar conforme o método de obtengdo do material protéico e concluiu que os
tratamentos com solventes orgédnicos para extrair ou fracionar uma proteina resultam

num acréscimo da capacidade de absorver agua.

Para que exista a propriedade de absorc¢do ou retengdo de agua deve haver a

atragdo hidrofilica que pode ser medida como o grau de hidratagdo (mL agua / g de
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proteina) e como a habilidade do produto em captar agua espontaneamente
(esponjamento). Relaciona-se também com a quantidade de 4gua que permanece na
proteina ou alimento protéico, apos exposi¢cdo a um excesso de dgua e aplicagdo de
uma forga centrifuga ou pressdo (capacidade de retengdo de agua) (SGARBIERI,
1996).

A alteragdo de uma estrutura molecular em forma globular compacta para
uma conformac¢do “random coil”, causada por desnaturacdo proveniente de
aquecimento bem como por tratamentos com reagentes pode capacitar a molécula
protéica a ligar mais dgua do que a conformagdo nativa (GIESE, 1994; CHOU e
MORR, 1979). De acordo com HUMPHRIES (1982), a propriedade de absorver
agua pode variar de acordo com o método de obtencio do material protéico e
conclui que os tratamentos com solventes organicos para extrair ou fracionar as

proteinas resultam num acréscimo da capacidade de absorver dgua.

HALL (1996), utilizou como método para determinag¢do da capacidade de
retencdo de agua, a incubacdo de 5g de amostra com 8mL de agua por 30 minutos,
com posterior centrifugacdo. O teor de dgua retida na amostra (CRA) consistiu em:
(volume de 4gua adicionada — volume de agua retirada apds a centrifugagdo) x

100/peso da amostra.

A absor¢do de agua de concentrados e isolados protéicos de levedura varia
entre 3,0 e 4,0 mL/g de amostra. Estes valores sao comparaveis ou inferiores a
capacidade de absor¢do de agua da proteina de soja ndo aquecida (KINSELLA,
1976; HALASZ & LASZTITY, 1991).
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SCHACHTEL (1981), estudando diferentes preparagdes para a Candida
utilis, observou que diferentes processos refletem na capacidade de retengdo da dgua
de seus preparados. As técnicas usadas para reduzir o teor de RNA néo afetaram na
capacidade de retengdo de agua. Observaram-se varios fatores envolvidos com
retencdo de dgua como o pH, grau de desnaturagdo das proteinas, o tamanho € a

forma das particulas nas diferentes preparagdes.

A capacidade de retengdo de 4gua da levedura fosforilada foi amplamente
estudada por HUANG & KINSELLA (1986), onde se observou que para todos 0s
valores de pH estudados (5,0 a 8,0) a capacidade de reten¢do de agua ia

aumentando a medida que se intensificava o processo de fosforilagao.

OTERO et alii (1996), observaram que a capacidade de retengdo de agua do
concentrado protéico de levedura e da proteina da parede celular foram superiores a

capacidade de retencdo de agua do isolado protéico de soja.

PACHECO & SGARBIERI (1998), ao produzirem um concentrado protéico
de levedura de cerveja através de precipitagao isoelétrica, outro por extragdo com
perclorato de sodio e outro por extracdo com trimetafosfato de sodio, mostraram que
o ltimo produto apresentou maior capacidade de retencdo de agua do que os dois
primeiros, 0 que pode ter ocorrido devido a introdugdo de grupos fosfato na cadeia

polipeptidica, causando mudanga estrutural ¢ conformacional, facilitando as ligagoes

com a molécula de agua.
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Capacidade de Absorcio Espontinea de Oleo (CAO)

A capacidade da proteina em interagir com materiais lipidicos é importante
na formulagio e processamento dos alimentos. Esta capacidade influi em muitas
outras propriedades, como por exemplo, emulsio e absorgdo do “flavor” (De
KANTEREWICZ et alii, 1989).

A propriedade fisico-quimica que melhor descreve a afinidade da proteina por
oleo devido a interagoes lipofilicas € determinada pela absorgo espontanea de 6leo.
Esta propriedade tem grande importancia na avaliacio de uma amostra quanto as
caracteristicas emulsificantes, uma vez que para avaliar a capacidade de formagdo de
uma emulsdo pode-se utilizar o balango de propriedades hidrofilicas e lipofilicas da
proteina (HLB), (De KANTEREWICZ et alii, 1987).

A capacidade de absorver éleo é uma importante propriedade funcional no
que se refere ao uso do concentrado protéico em alimentos que poderdo sofrer
fritura, sendo que o excesso de absorcdo ira reduzir a aceitabilidade e a vida de

prateleira do produto.

Em seu estudo para fracionamento completo da levedura de cerveja, OTERO
et alii (1996), observaram que a capacidade de absor¢io de 6leo do concentrado
protéico de levedura e da parede celular da levedura € bastante superior a do isolado

protéico de soja.
MOHAMED et alii ( 1995), realizaram um estudo com diferentes fontes de
proteina como o soro de leite, leite em po desnatado, isolado protéico de soja, clara

de ovo e ovo integral, em diversas formulagdes de sonhos e chegaram a conclusio
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de que o uso de clara de ovo com o isolado protéico de soja e o leite em po
desnatado ou soro de leite, resultaram em sonhos fritos com reduzido teor de
gordura. Observaram um decréscimo na absorgdo de 6leo com a substituicdo do ovo
integral pela clara de ovo, provavelmente em fungdo do carater hidrofilico/lipofilico

da ovalbumina.

1.2.5.Propriedades funcionais fisiologicas de alguns componentes da

levedura

Alimentos que possuem propriedades funcionais fisioldgicas, também
chamados alimentos funcionais ou nutracéuticos, sdo aqueles que promovem
beneficios a saide além de suas caracteristicas nutritivas, podendo ser utilizados na
preven¢do ou tratamento de doengas. Em 1980 observou-se o inicio de uma
revolugdo nutracéutica com a descorberta dos beneficios clinicos do célcio (De

FELICE, 1995)

Também conhecidos como alimentos nutracéuticos, temos os alimentos
probioticos, que sdo definidos como microorganismos capazes de persistir vidveis
do comeg¢o ao fim de seu transito através do trato gastro-intestinal. Alimentos
conhecidos como leites fermentados que contém atividade probidtica tém sido
propostos para aumentar o bem-estar do organismo, além de serem indicados na
prevengdo de infec¢des intestinais € no tratamento ou prevencdo de diarréias em

crian¢as (BRASSART & SCHIFFRIN, 1997).
De FELICE (1995), afirmou que, em uma pesquisa do New York Times,

descobriu-se que 40% dos alimentos dos americanos s@o produzidos também com o

intuito de introduzir caracteristicas nutracéuticas.
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Kelloggs, Nestlé e Monsanto sdo alguns exemplos de grandes companhias de
alimentos que tém criado unidades exclusivas para o desenvolvimento de alimentos

nutracéuticos (HASLER. 1998).

Como exemplos de alimentos nutracéuticos temos uma pasta desenvolvida no
Japao pela Otsuka que possui alto valor protéico e deve ser consumida antes, durante
e apos os exercicios. O uso de probidticos e/ou prebidticos na prevengdo de
infec¢des pode diminuir a necessidade do uso de antibidticos em populagdes com
alto risco de infecgdes como pacientes hospitalizados. O produto probidtico mais
conhecido no Japdo € o yakult, que contém a bactéria Lactobacillus casei, de
importante fungdo na prevencdo de infecgdes intestinais. A mais conhecida bebida
funcional dos Estados Unidos é um suco de laranja fortificado com célcio langado
em 1995. A grande vantagem do uso deste suco produzido pela Procter & Gamble €
o fato de possuir calcio de facil absorg¢do pelo organismo (35% a mais do que o
calcio do leite), auxiliando na prevengdo da osteoporose (HASLER, 1998;
BRASSART & SCHIFFRIN, 1997).

A companhia americana de sopa Campbell produziu um alimento € langou
um programa terapéutico com a Associa¢do Americana do Coragdo e a Associagao
Americana do Diabetes. Apods cinco anos de experimentos em oito clinicas
universitarias envolvendo mais de quinhentos pacientes observou-se uma redugao de
actcar no sangue de 62%, um decréscimo de 73% de colesterol no sangue e uma

reducdo de pressdo sangiiinea em 75% (HASLLER. 1998).

PICKERING et alii (1998), observaram que a ingestdao de leite fortificado

com nucleotidios diminui substancialmente a ocorréncia de diarréia em recém-
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nascidos, resultado bastante consistente, uma vez que estudos prévios demonstraram

que o consumo de leite humano (rico em nucleotidios) previne a diarréia.

NUNEZ et alli, (1990), observaram os efeitos dos nucleotideos (AMP, GMP,
CMP, UMP e IMP) na dieta, no que diz respeito ao reparo do intestino de ratos
submetidos a uma diarréia cronica e concluiram que estes nucleotideos tém um
papel importante na recuperagdo do trato gastro-intestinal. GRIMBLE (1996),
verificou que a ocorréncia de diarréia cronica em criangas de baixa renda do Chile
foi reduzido de 68% para 52% através do uso de leite com suplementagio em

nucleotidios.

Os nucleotidios e nucleosidios extraidos por hidrolise de RNA de levedura
podem ser utilizados também com propdsitos terapéuticos, sendo que a purina e
analogos tém efeito antibidtico eficaz no tratamento de clncer por quimioterapia
(CRUEGER & CRUEGER, 1984). Outro efeito importante dos nucleotideos que
podem ser extraidos da levedura € demonstrado no uso dos mesmos como fator de
crescimento do neonato (GYORGY, 1971). McMILLAN et alli (1977), sugeriram
que a existéncia de nucleotideos no leite humano pode contribuir para uma maior

absorg¢do do ferro do leite.

De acordo com HALASZ & LASZTITY (1991), a glicana da levedura pode
ser utilizada como fibra dietética. Existe grande interesse atualmente no uso da fibra
alimentar devido ao efeito benéfico da fibra soluvel como agente

hipocolesterolémico.

MARQUES et alli (1998), ao citar Robbins & Selley (1978), afirma que €

interessante utilizar a glicana da levedura como agente emulsificante por ser de
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origem bioldgica e por permitir uma redugdo no teor de gorduras de certos tipos de

alimentos dietéticos como sorvetes.

PEPPLER (1970), afirma que a levedura pode ser oferecida em forma de po,
capsulas e tabletes como complemento nutricional, sendo uma forma de se fornecer
vitaminas do complexo B e proteinas, podendo ser utilizada, até mesmo em

hospitais, como complemento alimentar.

De acordo com Burmeiter & Rainsford, em 1991, citados por BELEM et alii
(1997), a suplementagdo alimentar utilizando purinas e pirimidinas extraidas de
RNA proveniente de extrato de levedura de cerveja promove protegdo contra

infec¢do bacteriana e melhora as fungdes imunologicas

BERRIO et alii (1992), observaram que o extrato de levedura de cerveja pode
ser indicado como potencializador da atividade da insulina, uma vez que ocorre um
aumento na oxidacdo da glicose a cada nivel de insulina testado com o auxilio do

extrato.

Em estudo realizado por PACHECO et alii (1999), foram realizados testes de
capacidade de ligagdo de ions célcio com isolado protéico de levedura de cerveja
apos tratamento com trimetafosfato de sodio, de forma que se observou grande
nimero de sitios de ligagdes para interagirem com os ions obtendo um produto final
que, além de possuir boas caracteristicas nutritivas, poderia contribuir na absor¢ao

de ions calcio da dieta.
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CAPITULO 2

PRODUCAO DE DERIVADOS DE LEVEDURA
(Saccharomyces sp.) EM NIVEL PILOTO E
CARACTERIZACAO QUIMICA DA BIOMASSA E DOS
DERIVADOS OBTIDOS*

RESUMO

Este capitulo teve como objetivos: melhoria dos processos de produgio da
levedura integra seca (LI), do autolisado de levedura (AT) e do extrato de levedura
(Ex), para obtencdo de produtos com boas qualidades sensoriais e de um alto
rendimento de processo. O processo consistiu basicamente de quatro etapas:
limpeza, desamargamento, autdlise e fracionamento da levedura de cervejaria.
Quantitativamente, os componentes mais importantes foram as proteinas (46-
61%), sendo o teor mais baixo do autolisado e o mais alto do extrato; fibra total
(2,7-25%), que teve o teor mais baixo no extrato e o mais elevado no autolisado:;
minerais (6,8-12,5%) com o teor mais baixo no autolisado e mais elevado no
extrato. Os perfis de aminoacidos forneceram escores quimicos superiores a
referéncia da FAO/WHO, exceto para o autolisado, cujo escore foi de 85% do

padrdo de referéncia, com base nos aminoacidos sulfurados totais.

*Parte deste capitulo foi publicado na revista Brazilian Journal of Food

Technology. Vide anexo 1.



2.1.Introducio

A biomassa de levedura (Saccharomyces sp.) tem sido produzida no Brasil
em trés setores industriais importantes: o setor sucro-alcooleiro, com uma produg¢do
de aproximadamente 240 mil ton/ano, como subproduto da produgdo de etanol
(FURCO, 1996); o setor cervejeiro, contribuindo com cerca de 3500 ton/ano € o

setor de panificagdo, com uma produgdo brasileira de 120 mil ton/ano (PEIXOTO,
1996).

As leveduras sdo muito utilizadas na formula¢do de produtos alimenticios,
sendo que o propodsito de uso varia de acordo com o seu processamento. Tem-se,
portanto, o uso da levedura em diferentes formas, a saber: levedura ativa, utilizada
como catalisador bioldgico nas industrias de cerveja, vinhos e alcool; levedura de
panificagdo, utilizada na fermentagdo de pdes na industria de panificacdo; levedura
inativa, como fonte de nutrientes em alimentos naturais ou ingredientes nutritivos
em alimentagdo humana e animal; derivados de levedura, usados como ingredientes

nutritivos e funcionais (DZIEZAK, 1987a, b; OTERO et alii, 1996; LEE, 1996).

A biomassa de levedura possui um conteudo de proteinas em torno de 50%
com um perfil de aminoacidos compativel com as necessidades humanas, devendo
haver somente uma suplementacdo em aminodcidos sulfurados (metionina e
cisteina) e triptofano (MARIATH & ZUCAS,1983; OTERO, 1996; SARWAR et
alii, 1985).

O teor de lipidios varia de 2 a 7%, os glicideos de 26 a 36% ¢ cinzas de 5 a
10%. Sdo as maiores fontes de vitaminas do complexo B, exceto B12 (MARIATH
& ZUCAS,1983).
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Além da deficiéncia em aminoacidos sulfurados a levedura apresenta
problemas no que se refere ao teor de acido ribonucléico (RNA), sendo que, de
acordo com SARWAR et alii (1985), 12-16% do nitrogénio total da levedura é
procedente do acido nucleico. Sabendo que a ingestio maxima recomendada de
acido nucleico, para o organismo humano, ¢ da ordem de 2g/dia, & importante
avaliar uma forma de se reduzir a sua ingestdo (SARWAR et alii, 1985). Além de
possuir um elevado teor de dcidos nucleicos as células integras da levedura possuem
uma digestibilidade baixa devido a sua espessa parede celular, sendo este mais um

fator limitante de seu uso (WALSIEN et alii, 1970, SHETTY & KINSELLA, 1982).

A autélise de levedura ¢ considerada um processo irreversivel, resultando na
morte da c€lula. Durante o decorrer da autdlise a atividade das enzimas respiratorias
diminui enquanto que a atividade das hidrolases aumenta. Tem-se, entdo, uma
hidrolise gradual do material citoplasmatico e os produtos decompostos s3o

liberados no espago extracelular (BABAYAN et alii, 1981).

A autolise da levedura pode ser induzida por fatores como temperatura,
adigdo de plasmolizantes, intervengdo mecanica € outros que facilitem o
rompimento da membrana citoplasmatica e ativem as enzimas intracelulares
(BABAYAN et alii, 1981). A temperatura auxilia no processo de autélise, desde que
se trabalhe com a faixa de melhor atividade das enzimas hidroliticas intracelulares
que irdo auxiliar o rompimento da parede celular. Esta temperatura esta em torno de
40-55°C (LEE, 1996). Os agentes plasmolizantes (etanol e cloreto de s6dio)
auxiliam no processo de autélise desde que ndo alterem a atividade das enzimas
intracelulares. O uso de élcool etilico como plasmolizante permite um rendimento de
autolise consideravelmente alto, sendo que o maior rendimento obtido foi quando se

utilizou a concentragdo de 5% p/p, em relagdo ao total de biomassa mais agua e 1%



de cloreto de sodio p/p. Além de usar alcool etilico e cloreto de sédio, KOLLAR et
alii (1992), utilizaram como ativador de autdlise uma suspensdo de material pré-
autolisado na concentragio de 10% p/p, 0 que também aumentou o rendimento de
autolise, visto que as enzimas intracelulares do pré-autolisado ja estavam liberadas e

auxiliaram no rompimento de novas c€lulas.

O objetivo das pesquisas descritas neste capitulo foi desenvolver uma
metodologia em nivel piloto para os pré-tratamentos (limpeza e desamargamento), a
autdlise, o fracionamento e a caracterizagdo quimica da biomassa (células integras

de levedura), do autolisado total e do extrato de levedura.
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2.2.Material e métodos

Matéria-prima. A levedura (Saccharomyces sp.) utilizada na pesquisa foi
proveniente de cervejarias e gentilmente cedida pela empresa Prodesa, Produtos
Especiais para Alimentos Ltda., com sede em Campinas, S.P. O material foi
recebido em suspensdo (~30% de células). A levedura residual do processo de
produgdo de cerveja apresenta gosto acentuadamente amargo devido a adsor¢do
superficial de componentes amargos (taninos, resinas, etc), provenientes do lapulo,

usado na fabricacdo de cerveja.

Recuperagio e desamargamento da biomassa. A suspensio de células foi
submetida inicialmente a uma centrifugacdo (centrifuga Gedr Heind mod. 2250),
para recuperacdo de células. A massa de c€lulas (biomassa) foi, em seguida,
submetida a uma série de lavagens e centrifugacdo para, finalmente, se obter a
biomassa limpa e desamargada (Figura 1 ¢ Tabela 1). Devido a elevada perda do

material neste processo, procurou-se aprimora-lo (Figura 2 e Tabela 2)

Tabela 1. Rendimento do primeiro processo de lavagem de levedura proveniente de

cervejaria.
: gz — Proteina i
Quantidade Solidos Massa Solida Proteina

Material i ¥ & (N x 5,8)
(Kg) (%) (Kg) %) (Kg)
Amostra | 159,25 10,67 16,99 48,54 8,25
Biomassa 1A 71,75 21,99 15,78 49,63 7,83
Biomassa 30,70 21,86 6,71 49,61 3,33

Limpa/desamargada 1

Rendimento (em so6lidos) = 39,50%
Rendimento (em proteinas) = 40,37%
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AMOSTRA 1
(bombonas de S0L)

Centrifugacdo 2750-3000 rpm, cesto de lona

\l/ | V

PERMEADO BIOMASSA 1A

- Ressuspensao em solugdo
de NaOH 0,2% 1:1 (p/v)

- Homogeneizagéo por 30 min.

- Centrifugacao (cesto de lona)
para eliminar o excesso de soda

v v

J BIOMASSA 1B PERMEADO

PERMEADO | - Ressuspensdo em agua 1:1 (p/v)

- Homogeneizacao

- Centrifugagao (cesto de lona)
para eliminar o excesso de soda

V

BIOMASSA LIMPA
DESAMARGADA 1

Figura 1. Primeiro processo de limpeza (lavagens) e desamargamento da biomassa
de levedura (Saccharomyces sp.) proveniente de cervejarias
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AMOSTRA 2
(bombonas de 50L)

Centrifugacdo (2750-3000 rpm) em cesto de
lona para eliminagao do excesso de agua

! !

PERMEADO BIOMASSA 2A
(recolhido) N

- Centrifugacédo para - Ressuspensao em solugédo

recuperacdo de células de NaOHO0,2% 1:1 (p/v)

em cesto metalico - Homogeneizagédo por 30 min.

\b Células recuperadas - Centrifugagdo (cesto de lona)
l{ para eliminar o excesso de soda

SOBRENADANTE

(descartado)

V \L
BIOMASSA 2B PERMEADO
N

- Ressuspensdo em agua 1:1 (p/v) -centrifugagdo para
- Homogeneizacdo recuperacgdo de células
- Centrifugacdo para eliminar em cesto metalico

excesso de agua em cesto células recuperadas

metalico J/

SOBRENADANTE
vV (descartado)
SOBRENADANTE
(descartado)
v

BIOMASSA LIMPA
DESAMARGADA 2

Figura 2. Segundo processo de limpeza (lavagens) e desamargamento da biomassa
de levedura (Saccharomyces sp.) proveniente de cervejarias

49



Tabela 2. Rendimento do segundo processo de lavagem de levedura proveniente de

cervejaria.
D—— Quantidade Solidos :f::: P(;o:e;:)a Proteina
(Kg) (%) Kg) (%) (Kg)
Amostra 2 202,50 10,46 21,18 44,03 9,33
Biomassa 2A 76,50 23,36 17,87 45,99 8,22
Biomassa 51,50 23,28 11,99 46,77 5,61

Limpa/desamargada 2

Rendimento (em so6lidos) = 56,60%
Rendimento (em proteinas) = 60,12%

Autdlise e fracionamento da biomassa limpa e desamargada. A autdlise da
biomassa desamargada foi realizada em fermentador (Newbrunswick — IF 250) com
capacidade de 250 L, nas condi¢bes especificadas no fluxograma da Figura 3. Na
Figura 3 s@o descritos também os processos para obten¢do de c€lulas de levedura
integras desidratadas e, a partir do autolisado pasteurizado, a obtengdo de um
autolisado integral desidratado em “spray dryer” (Niro Atomizer — CB3 104 D), de

um extrato bruto e de uma fra¢do insoluvel, contendo a parede celular

Clarificacio e desidratacio do extrato de levedura. O extrato bruto, como obtido
no fluxograma da Figura 3, ainda contém certa quantidade de material insoluvel, em
suspensao, que lhe confere turbidez e gosto amargo. A Figura 4 mostra as operagdes
de clarificacdo, concentracdo ¢ desidratag@o do extrato clarificado em “spray dryer”.
Antes da secagem, fez-se a adigdo, ao extrato, de amido soluvel (5%) e de

maltodextrina (10%), com base nos soélidos totais. Essa formulagdo € feita para
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melhorar as caracteristicas de secagem e também as propriedades sensoriais do

extrato desidratado.

BIOMASSA LIMPA
DESAMARGADA
- Ressuspensdo em agua AUTOLISE
a 10% p/v - Preparagdo da mistura
- Pré aquecimento - Ressuspenséo da biomassa, 1:1 (p/v)
50°C/5min - adi¢d@o: etanol 7% (p/v)
- Secagem em Spray Dryer NaCl 2% (p/v)
pré-autolisado 15% (p/v)
Vv - Agitacdo por 24 h, 55°C
CELULAS INTEGRAS | |- Pasteurizagdo: 85°C, 15 min
v
AUTOLISADO
PASTEURIZADO
- Pré-aquecimento - Centrifugagéo para
50°C por 5min separacgdo da fracao
- Secagem em Spray solavel e insoluvel
Dryer em cesto de lona.
V
AUTOLISADO INTEGRAL
EXTRATO BRUTO PAREDE CELULAR
(parte solavel) (parte insolivel)

Figura 3. Fluxograma para obtengdo de células de levedura integras desidratadas,

autolisado integral e extrato bruto desidratados.
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EXTRATO BRUTO
(parte soluvel)

- Centrifuga¢do para purificagdo
do extrato em cesto metélico

i |

EXTRATO RESIDUO DE
CLARIFICADO PAREDE CELULAR

- Concentracdo em

)

tacho a vacuo Juntado a frag¢do
45-50°C/25 min parece celular
V
EXTRATO
CONCENTRADO
- Adigdo:

amido soluvel 5%
maltodextrina 10%
- pré-aquecimento 70°C/5min
- Secagem em Spray Dryer

\%

EXTRATO DE LEVEDURA
DESIDRATADO

Figura 4. Fluxograma seguido na purificag@o parcial (clarifica¢do) e desidratagdo

(Spray Dryer) do extrato de levedura.

52



Caracterizacdo quimica das células de levedura integras, do autolisado e do
extrato de levedura. As amostras de levedura integra (LI), autolisado total (AT) e

extrato de levedura (Ex) foram submetidas 4 caracterizagdo quimica, como segue:

Composicao centesimal. Os teores de proteina (N x 5,8), de umidade e de cinzas
foram determinados de acordo com os procedimentos descritos pela AOAC (1990);
lipidios totais, pelo método de BLIGH & DYER (1959); fibra alimentar solavel e
insolivel, segundo ASP et alii (1983); acido nucleico (RNA), de acordo com
HERBERT et alii (1971).

Determinacdo de aminodcidos. Feita no hidrolisado acido (HCI 6N, 110°C, 22h)
por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Dionex Dx 300), com separa¢do em
coluna de troca catidnica e rea¢do pos-coluna com ninidrina. A quantificacdo dos

aminoacidos foi realizada por padroniza¢do externa. Foram utilizados padroes

sigma.

Composicio mineral. Foi determinada por espectrometria de emissdo de plasma
(espectrometro ICP - 2000 - Baird, versdo simultdnea). Apds mineralizacdo da
amostra, por incinera¢do (450° C). Os minerais foram solubilizados em solugdo de
acido nitrico a 5% e diluidos com 4gua desionizada. Os procedimentos para o
preparo das amostras e quantificagdo dos minerais foram segundo ANGELUCCI &
MANTOVANI (1986) e IMO INDUSTRIES, INC. (1990).

Determina¢do de acidos graxos. A determinagdo de acidos graxos, nos lipidios
totais extraidos das amostras foi feita por cromatografia liquido-gasosa, apds
interesterificagdo acida com metanol, de acordo com os procedimentos da AOCS

(1990).



2.3.Resultados e discussao

Ao se avaliar os dois processos utilizados para o desamargamento (Figuras 1
e 2) e os dados de rendimento (Tabelas 1 e 2), observou-se um aumento de 20% no
rendimento para obtencdo de proteina em base seca no fluxograma da Figura 2. Com
isto percebeu-se a importancia de adicionar as etapas de centrifugagdo em cesto
metalico para melhorar aproveitamento das células, uma vez que havia uma perda

consideravel quando se utilizava apenas o cesto de lona.

A composi¢do centesimal da biomassa de levedura integra (LI), do autolisado

total (AT) e do extrato de levedura (Ex) é mostrada na Tabela 3.

As células integras e o autolisado total apresentaram composi¢do bastante
proxima, com um teor de proteinas na faixa de 48-46%, 4cidos nucleicos (RNA) de
6-8%, lipidios totais ao redor de 3,5%, cinzas entre 7-8%, fibra alimentar total de
24-25%, com uma predomindncia muito grande de componentes soliveis. O extrato
foi 0 que apresentou teor mais elevado de proteina (~62%), concentragdo um pouco
mais baixa de RNA (6,9%) e de lipidios (0,62%). A concentra¢do de minerais foi
mais elevada (12,3%) no extrato do que nas células integras e/ou autolisado total. O
teor de fibra no extrato foi bastante baixo (2,7%) ndo havendo presenca de fibra
insoluvel. Ndo ha uma explicagdo definitiva para o fato do RNA ter sido mais
elevado no autolisado total do que nas células integras. O que pode ter influenciado
¢ o aumento da solubilidade do RNA com a autdlise, uma vez que a extracdo de
RNA para analise foi feita por extratos, existindo uma variabilidade natural de uma

reagdo colorimétrica, ja que o RNA extraido se apresenta bastante impuro.

De um modo geral, a composi¢do apresentada na Tabela 3 para c€lulas

integras de levedura, autolisado total e extrato de levedura, € semelhante ao
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encontrado na literatura (HALASZ & LASTITY, 1991; CABALLERO-CORDOBA
et alii.,1997; PACHECO et alii., 1997).

Tabela 3. Composicao centesimal aproximada da biomassa de células integras de

levedura, do autolisado total, e do extrato de levedura, todos em base

seca.
Componente Células Integras  Autolisado total Extrato

(% b.s.) (L) (AT) (Ex)
Proteina (N x 5,8)* 48,41 +0,56" 46,44 £0,14° 61,88 +0,59°
Lipidios totais* 3,26 +0,02° 3,31 £0,06° 0,62 +0,02°
Cinzas* 7,99 +0,08" 7,06 £0,02° 12,31 +0,07°
RNA** 5,65 71.93 6,87
Fibra total 24,40 25,03 2,70
Fibra solavel 22.52 24,76 2,70
Fibra insoluvel 1,88 0,27 0,00
Nao determinado*** 10,29 10,23 15,62

* Resultados sdo média de 3 determinagdes analiticas + desvio padrdo, sendo a
avaliacdo estatistica feita através do teste de Tukey; ** Resultados sdao média de 2
determinagdes analiticas; Nao determinado = 100 — (proteina + lipidios totais +

cinzas + RNA + fibra total).

Na Tabela 4 observa-se a composi¢do em aminoéacidos de levedura integra
(LI), do autolisado total (AT) e do extrato de levedura (Ex). Os aminodacidos
glutdmico, aspartico, leucina, alanina e lisina foram os que se apresentaram em
concentragdes mais elevadas. A elevada concentragdo de acido glutdmico ¢é

importante, no autolisado e no extrato, porque o glutamato, juntamente com 0s
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nucleotideos, devem ser os principais responsaveis pelo sabor a carne desses
derivados, principalmente do extrato. O teor elevado de lisina e a concentragdo
adequada de triptofano sdo importantes porque tornam os produtos de levedura
ideais para misturas com cereais pois complementam os aminoacidos essenciais, que

sdo, normalmente, deficientes em gréos de cereais.

A proteina de levedura €, comumente, citada na literatura como deficiente em
aminoacidos sulfurados, metionina mais cistina (MARIATH, 1981; POO &
MILLAN, 1990). O perfil aminoacidico da Tabela 4 nao evidencia deficiéncia de
aminoacidos sulfurados totais em todos os materiais estudados. Embora a levedura
integra e o autolisado total tenham apresentado um teor baixo de cisteina, a soma,
metionina mais cisteina, supera o valor de referéncia da FAO/WHO (1989), que € de
2,5, exceto para o autolisado, que foi de 2,11. Com base no perfil de aminoéacidos
essenciais da FAO/WHO (1989) resultaram os seguintes escores quimicos, em %:
133,6; 84,4 e 102,4 para LI, AT e Ex, respectivamente, relativos aos aminoacidos
sulfurados totais. Pelo escore quimico, apenas o autolisado total (AT) apresentou-se

ligeiramente limitante em aminodacidos sulfurados.

Os resultados da analise de macroelementos e microelementos minerais sao
mostrados na Tabela 5. Pode-se observar que o extrato apresentou teores adequados
de zinco e um excesso de fosforo. A levedura integral e o autolisado apresentaram
valores desejaveis de ferro, embora o fosforo se apresente em excesso na levedura
integra. Observa-se que 100g da amostra ultrapassam as recomendagdes diarias
apenas para o fosforo na levedura integra e no extrato. Na Tabela 5, faz-se ainda
uma compara¢do dos valores encontrados na anélise dos derivados com a ingestdo
diaria (em miligramas) para os varios elementos segundo NAS (National Academy
of Science, 1989). A comparagdo dos valores encontrados com os indices

recomendados mostra que, com exce¢do de alguns elementos, os derivados de
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levedura nao devem ser considerados fontes muito ricas de minerais, mesmo porque
a ingestdo desses produtos deve ser limitada a 30g/dia, em virtude do elevado teor
de acidos nucleicos. A NAS ndo traz recomendagdo de cobalto, cuja necessidade é
muito baixa, uma vez que a tinica fungo nutricional conhecida para este elemento €
como parte estrutural da vitamina B,,, cujo requerimento bioquimico-nutricional é

muito pequeno.

A levedura € citada na literatura como rica fonte de selénio. Segundo
LEVANDER (1989), o consumo de levedura de cerveja ajuda a prevenir estados
carenciais de selénio, caracterizado por perda de cabelos, retardo no crescimento,
deficiéncias reprodutivas, cardiomiopatias, necrose e degeneragdo do figado e do

pancreas.

SARWAR et alii (1985), ao produzirem autolisado da levedura
Saccharomyces cerevisiae de cana de agucar, observaram que ocorreu uma reducdo
consideravel nos niveis de magnésio e manganés, o que consideraram ser em

decorréncia do processo de autélise.

Na Tabela 6 reporta-se a concentragdo de é4cidos graxos nas células de
levedura integra (LI), no autolisado total (AT) e no extrato de levedura (Ex). Os
acidos graxos predominantes nas trés amostras foram: palmitico (C16:0),
palmitoléico (C16:1), estedrico (C18:0), oléico (C18:1) e linoléico (C18:2), sendo o
palmitico e o palmitoléico os mais abundantes nas células integras (LI) e no
autolisado total (AT). No extrato (Ex) predominaram os 4cidos palmitico e oléico.
Somados, os dcidos graxos saturados variaram entre 40 e 51,8%, sendo o valor mais

baixo encontrado para a LI e o Ex e o mais elevado para o AT. Predominaram os
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acidos graxos insaturados (=59%) nas amostras de LI e Ex, sendo o valor mais baixo

(48%) para o autolisado total.

Tabela 4. Composi¢io em aminoacidos das células de levedura integra, do

autolisado e do Extrato.

Aminoacidos

(mg/100mg proteina) H Al EX
Acido aspartico 11,98 11,11 11,81
Treonina 6,16 5,84 5,19
Serina 6.13 6,44 5,57
Acido glutimico 13,15 12,53 13,40
Prolina 4,45 4,72 4,62
Glicina 493 4,99 5,14
Alanina 7.07 7,59 8,97
Y5 Cistina 0,84 0,90 1,30
Valina 6.20 5,87 6,76
Metionina 2,50 1,21 1,26
Isoleucina 5,64 4,87 5,69
Leucina 8,84 7.80 8,07
Tirosina 4,68 3.57 217
Fenilalanina 5,30 4,96 4,74
Lisina 7,13 9.54 8,58
Histidina 2,06 3,15 3,01
Arginina 4,11 2,40 1,01
Triptofano 1,45 .55 151

58



Tabela 5. Composi¢do mineral da levedura de cervejaria (Saccharomyces sp.): LI,

levedura integra; AT, autolisado total: Ex, extrato de levedura.

Resultados (mg/100 g)* Recomendacgio

Elementos diaria

u = B (Humanos)**
Sodio 338,8 £ 2,4 590+ 11 1921 + 56 2000
Calcio 510,8+6,2 4273+226 152.1 +6.1 1200
Magnésio 203.2+1.8 1597 £3.1 310,3 £ 13,7 350
Foésforo 1620 £ 20 1158 £17 2175+ 49 1200
Potassio 1742 + 14 1459 + 41 1655 £ 73 2500
Ferro 13404 10,2+0,1 3,7%0,3 10-15
Manganés 0,75 £ 0,01 0,68 + 0,04 0,89 £ 0,07 2-5
Zinco 4,4 £ 0,06 4,24 £ 0,33 10,23 £ 0,68 10-15
Cobre 0,70 £ 0,01 0,66 + 0,05 0,98 + 0,09 2-3
Cobalto 0,023 £ 0,05 NO#*s NQ***
Cromo NEyEx NQ*** o e 0,2

* Resultados sdo média de 3 determinagdes + desvios-padrio; ** Requerimento

didrio, conforme NAS (1989), para adultos jovens; ***Nio quantificado —

resultados abaixo do limite de quantificagdo do método (Cr < 0,010mg/ 100g; Co <

0,010 mg/100g)
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Tabela 6. Composi¢do de acidos graxos dos lipidios totais nas células integras de

levedura (LI), no autolisado total (AT) e no extrato de levedura (Ex).

, Concentracao (% do total de acidos graxos)
Acido Graxo

Ll AT Ex
Caprilico (C8:0) 0,4 0,3 N>
Caproico (C10:0) 3,8 2,3 0,6
Hundecandico (C11:0) 0.4 0.1 N.D.*
Léaurico (C12:0) 1,0 0,8 0,5
Miristico (C14:0) 0,6 0,5 1,4
Pentadecanoico (C15:0) 0.5 0,5 0,5
Palmitico (C16:0) 26,2 33,5 27,6
Palmitoléico (C16:1, w7) 40,5 245 8,2
Esteérico (C18:0) 7,4 13,3 10,0
Oléico (C18:1, w9) 12,2 9,5 35,1
Linoléico (C18:2, w6) 59 12,6 132
Linolénico (C18:3, w3) 0,6 1.4 1,3
Araquidico (C20:0) N.D.* 0,3 0,4
Saturados 40,3 51,8 41,0
Insaturados 59,2 48,0 58.8
N.D.* 0,5 0.4 1,2

*Nao detectado

Ao avaliarmos o perfil de acidos graxos percebemos um equilibrio no
conteudo de 4cidos graxos saturados e insaturados para os trés produtos de levedura,
indicando que o processamento da levedura integra ndo afetou o produto quanto a

composi¢do em 4cidos graxos. E interessante observar a presenga de varios acidos
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graxos insaturados de cadeias impares (C11:0, C15:0 e C19:0), caracteristica

encontrada apenas em microorganismos, particularmente na parede celular.

KOLLAR et alii (1992), seguindo uma metodologia de fracionamento
semelhante a adotada neste trabalho, obtiveram, a partir de 1000 Kg de
Saccharomyces cerevisiae com 28% de sdlidos totais, 156 Kg de extrato seco, 10,3
Kg de B-glicana, 0,8 Kg de fosfolipidios (70% de pureza) e 0,7 Kg de ergosterol
(97% de pureza)

Ao compararmos o teor dos acidos graxos palmitico, palmitoléico, esteérico,
oléico e linoléico de nosso trabalho com o teor dos retirados da biomassa de
levedura Saccharomyces cerevisiae por KOLLAR et alii (1992), percebemos valores
muito proéximos para os trés produtos obtidos. Segundo estes pesquisadores os
lipidios obtidos de levedura apresentam propriedades industriais interessantes,

particularmente como emulsificantes biodegradaveis.
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2.4.Conclusoes

Foi possivel desenvolver metodologias para limpeza, desamargamento €
producgdo de derivados de levedura (autolisado total e extrato ) em nivel piloto. O
rendimento do processo foi, em média, de 55-60 Kg de extrato bruto a partir de

100K g de autolisado, em base de sélidos totais.

A analise centesimal evidenciou que, tanto as c€lulas integras de levedura
como os derivados, autolisado total e extrato, sdo excelentes fontes de proteina,

minerais e fibra dietética (exceto o extrato).

A composicdo em aminoacidos mostrou-se muito adequada, quando
comparada ao padrao tedrico da FAO/WHO, exceto pelo autolisado total, que se

mostrou ligeiramente deficiente (limitante) em aminoéacidos sulfurados totais.

A determinacg@o de elementos minerais revelou que o fosforo se apresenta em
excesso, ultrapassando as recomendagdes didrias para ingestdo de 100g de amostra,
no extrato e na levedura integra. A levedura integra apresenta valores desejaveis

apenas para o ferro e o extrato apresenta somente para o Zinco.

O perfil de acidos graxos revelou equilibrio considerado adequado ao
organismo humano, bem como uma estabilidade dos acidos graxos insaturados no
decorrer do processo de producdo do autolisado e extrato. Dentre os acidos graxos

insaturados houve uma predominancia de monoinsaturados.
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CAPITULO 3

DETERMINACAO DO VALOR PROTEICO DE CELULAS
INTEGRAS, AUTOLISADO TOTAL E EXTRATO DE
LEVEDURA (Saccharomyces sp.) ORIGINARIA DE
CERVEJARIA *

RESUMO

Biomassa de células de levedura, limpas e desamargadas, bem como seus derivados,
autolisado total e extrato de levedura, apds desidratagdo em "spray dryer", foram
submetidos a ensaio biologico com ratos da linhagem Wistar, em crescimento, para
determinacdo do valor nutritivo da proteina. Células integras, autolisado total e extrato de
levedura ndo diferiram estatisticamente (p < 0.05) quanto aos indices PER e NPR, mas
foram significativamente inferiores aos da caseina. A capacidade de produzir crescimento
foi maior para a caseina, seguida das células integras, do extrato e do autolisado total, em
ordem decrescente. A utilizagdo liquida da proteina das dietas confirma os resultados de
PER e NPR, em que os produtos de levedura ndo diferiram entre si, mas foram inferiores a
caseina. No geral, o valor nutritivo da proteina de levedura variou na faixa de 80-85% da
caseina. Os niveis séricos de é4cido trico se elevaram nos ratos em dietas de levedura,
permanecendo porém na faixa considerada de normalidade. A dieta com autolisado total
produziu uma redug@o na concentragdo sangiiinea de triacilglicerdis, o que ndo ocorreu nas
demais dietas. Para o colesterol total e LDL-colesterol, todas as dietas de levedura se

comportaram semelhantemente. ndo diferindo entre si e do controle de caseina.

*Parte deste capitulo foi publicado: Revista de Nutrigdo. Vide anexo 2.
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3.1.Introducio

A levedura (Saccharomyces sp.) pode ser usada na alimentagdo humana e
animal, sob varias formas e para diversas finalidades (PEIXOTO, 1996). O uso mais
extenso € na panificagdo, com 120 ton/ano, no Brasil. E também largamente usada
como agente de fermentagdo, nas industrias de fabricagdo de cerveja, vinhos e
alcool. A levedura inativada, pela acdo do calor, é usada como fonte de nutrientes
em alimentacdo animal e humana, tanto na forma de levedura integra como de

derivados de levedura (DZIEZAK, 1987b; HALASZ & LASTITY, 1991).

A levedura € reconhecida mundialmente como excelente fonte de proteinas,
vitaminas do complexo B, minerais essenciais e fibra dietética (REED &
NAGODAWITHANA, 1991). Segundo ICIDCA (1988), de todas as leveduras, a do
género Saccharomyces € a de maior valor industrial e comercial, devido ao seu alto
teor de lisina. Entretanto, alguns fatores limitam seu uso, para o consumo humano, a
saber: presenca de parede celular espessa e rigida resistente 4 agdo de enzimas
digestivas (SNYDER, 1970; GALVEZ et alii., 1990) e alto conteudo de 4cidos
nucleicos. Ingestdo de altas quantidades de 4cidos nucleicos leva 4 acumulagdo de
acido trico, que pode cristalizar-se nos tecidos e 6rgios, causando a formagdo de
calculos no tecido urinario e deposicdo de calcio nos tecidos moles
(LYUTSKANOV et alii, 1990). Por estas razdes, é importante o desenvolvimento de
metodos de processamento da biomassa, que permitam minimizar os problemas
mencionados. Tem sido demonstrado que isolados protéicos obtidos a partir de
células de levedura podem ter melhor qualidade nutricional do que as células
integras, porque o seu contetido de 4cidos nucleicos, a presenca de componentes
ativos indesejaveis e o efeito deletério da parede celular sobre a biodisponibilidade

de nutrientes sdo atenuados (ROSALES, 1984).
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O uso e a importancia do uso de derivados de levedura, como ingrediente

flavorizante e complemento nutritivo dos alimentos, t€ém sido bastante enfatizados
na literatura (DZIEZAK, 1987a,b; ANONIMO, 1986; HALASZ & LASTITY, 1991,
CAMERON et alii, 1988; BELEM & LEE, 1997; BELEM & LEE, 1998).

O wvalor nutritivo, particularmente da proteina, de preparados de células

integras e rompidas mecanicamente ¢ de concentrados protéicos de Saccharomyces
sp., tem sido estudado e reportado (RUMSEY et alii, 1991; CABALLERO-
CORDOBA et alii, 1997; PACHECO et alii, 1997).

Neste trabalho, reporta-se sobre o valor protéico do autolisado total e extrato

de levedura (Saccharomyces sp.), comparativamente a biomassa formada de células

integras.
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3.2.Material e métodos

Material de estudo. As amostras de levedura foram gentilmente cedidas pela
empresa, PRODESA - Produtos Especiais para Alimentos, com sede em Campinas,
SP, e foram provenientes de cervejarias. A biomassa, recebida na forma de
suspensdo de células foi recuperada por centrifuga¢@o e submetida a tratamento para
0 desamargamento. Apos desamargamento, parte do lote foi secada em "spray
dryer", para obten¢do de biomassa desidratada, formada de células integras (LI).
Outra parte foi submetida a autdlise em fermentador de 250 L (Newbrunswick - IF
250), para se obter o autolisado total (AT), que apds secagem em "spray" se
transformou no autolisado desidratado. Parte do autolisado foi submetido a
fracionamento (centrifugacéo), originando o extrato de levedura (Ex) e uma fragdo
insoluvel, identificada como parede celular (Pc). Ambas as fra¢Ges foram obtidas na

forma de po, pela secagem em "spray dryer".

Detalnes das operagdes de limpeza, desamargamento, autdlise,
fracionamento, secagem e caracterizacdo quimica da levedura integra e dos
derivados foram descritos e publicados (SGARBIERI et alii, 1999), e apresentado

no capitulo 2 desta tese.

Determinacdo de aminodcidos. A determinacdo de aminoacidos, com exce¢do do
triptofano, foi feita apés hidrolise acida da proteina (HCI 6N, 110°C, 22h) por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (Dionex Dx 300), com separagdo em coluna
de troca catidnica e reagdo poés-coluna com ninidrina. A quantificagdo dos
aminoécidos foi realizada por padroniza¢do externa. Foram utilizados padrdes
sigma. O triptofano foi determinado apds hidrélise enzimatica com pronase (24h,

40°C) seguida de reacdo colorimétrica com solu¢do de 4-dimetilamino benzaldeido
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(DAB), em 4cido sulftrico 21,2N e leitura a 590 nm contra curva padrao de

triptofano (Spies, 1967).

Valor nutritivo da proteina. O valor nutritivo da proteina, dos varios produtos de
levedura, foi determinado, comparativamente a caseina, utilizando ratos machos da
linhagem Wistar, livres de patégenos (SPF), fornecidos pelo Centro de Animais de
Laboratorio (CEMIB), da Universidade Estadual de Campinas, Unicamp. Foram
utilizados 40 ratos, com idade entre 21-25 dias, no inicio do ensaio. Apds pesagem,
os animais foram distribuidos em cinco grupos de 8 ratos cada, sendo cada rato
mantido em gaiola individual, durante toda a dura¢do do experimento (28 dias), em
que receberam agua e dieta ad /ibitum. Durante o experimento, a temperatura do
laboratério de ensaio foi mantida em 21+£2°C, com alterndncia automatica de claro-

escuro de 12 horas.

A composi¢do basica da dieta controle (padrio de caseina) € mostrada na
Tabela 1, formulada segundo AIN-93 G (REEVES et alii, 1993), exceto pela
concentracdo de caseina, que foi mantida ao redor de 10% (p/p). Para a execugéo
dos ensaios, as seguintes dietas foram preparadas: I. dieta padrdo de caseina (CAS);
II. dieta isenta de proteina, aprotéica (AP); III. dieta contendo c€lulas integras de
levedura (LI), como Unica fonte de proteina; IV. dieta contendo autolisado total de
levedura (AT), como unica fonte de proteina; V. dieta contendo extrato de levedura

(Ex), como unica fonte de proteina.
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Tabela 1. Composicdo basica da dieta (AIN-93G) para ratos em crescimento.

Ingredientes gramas/Kg dieta
Amido de milho 479,839
Caseina (85% proteina) 117,647
Amido de milho dextrinizado

(90-94% tetrassacarideos) 132,000
Sacarose 100,000
Oleo de soja 70,000
Fibra (p6 de celulose) 50,000
Mistura mineral (AIN-93G-MX) 10,000
L-cistina 3,000
Bitartarato de Colina

(41,1% Colina) 2,500
Terc-butil-hidroquinona 0,014

O valor nutritivo da proteina foi estimado através de curvas de crescimento,
(PER e NPR) e de balango de nitrogénio, que permitiu o célculo da digestibilidade,
valor bioldgico e indice de utilizagdo liquida da proteina. O NPR (ganho de peso (g)
do grupo em dieta experimental + perda de peso (g) do grupo em dieta
aprotéica/proteina ingerida (g) pelo grupo em dieta experimental) foi determinado
apos 21 dias na dieta. O PER (ganho de peso (g)/proteina ingerida (g)) foi calculado
apos 28 dias na dieta. O balango de nitrogénio (nitrogénio ingerido - nitrogénio
excretado nas fezes mais urina) exigiu que os animais fossem mantidos em gaiolas
metabolicas durante 8 dias, durante os quais fezes e urina foram coletados para
andlise de nitrogénio e a ingestdo de nitrogénio avaliada, para o célculo da retencéo
de nitrogénio no organismo. Essas determinagdes foram feitas na segunda semana

do ensaio. Com os dados do balango de nitrogénio pode-se calcular: a)
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digestibilidade da proteina (nitrogénio ingerido/nitrogénio absorvido); b) valor
biolégico da proteina (nitrogénio retido no organismo/nitrogénio absorvido); c)
utilizagdo liquida da proteina (nitrogénio retido no organismo/nitrogénio ingerido).
Para o calculo dos indices verdadeiros de digestibilidade, valor bioldgico e
utilizacdo liquida da proteina, deve-se subtrair do nitrogénio excretado, tanto nas
fezes como na urina dos grupos experimentais, O nitrogénio excretado,
respectivamente, nas fezes e urina, do grupo de animais em dietas aprotéica

(nitrogénio endogeno).

Determinacdes no soro sangiiineo. Como um complemento da avaliagdo
nutricional da proteina, foram realizadas véarias determinagdes no soro sangiiineo

dos ratos, a saber: triacilglicerois, colesterol total, LDL-colesterol e 4cido urico.

Triacilgliceréis. Foi utilizado o método de BUCOLO & DAVID (1973). Os
triacilglicerois sdo extraidos com uma mistura de varsol (39%), isopropanol (60%) e
acido sulfurico (70 milimol/l), havendo separacdo em fases, com recuperagdo
quantitativa dos triacilglicerdis na fase ndo-polar (superior), juntamente com as
proteinas. Os triacilgliceréis extraidos sdo saponificados a glicerol e acidos graxos.
O glicerol é oxidado a formaldeido, que forma um complexo, (dihidrolutidina,
amarelo) através da reacdo de Hantzch, e leitura da absorbancia a 410nm. Utilizou-

se um Kit da Labtest (Labcenter, Campinas-S.P.).

Colesterol total. O método baseia-se na desesterificagdo enzimatica, pela colesterol
esterase, a oxidacdo do colesterol livre pela colesterol oxidase, com formagdo de
peroxido de hidrogénio (H,O;). O H,0O, reage com o reagente fenol-4-
aminoantipirina  produzindo, pela a¢do da peroxidase, o cromoforo

antipirilquinonimina, cuja cor vermelha absorve a 500 nm. A determinagdo se baseia
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na reacdo de Lieberman-Buchard e o método foi descrito por HUANG et alii (1961).

Utilizou-se kit Labtest (Labcenter, Campinas, SP).

HDL-colesterol. Utilizou-se o método de FRIEDWALD et alii (1972). As
lipoproteinas de baixa densidade sdo separadas do soro sangiiineo por precipitacdo,
mediante complexagdo com polimeros de alto peso molecular. Apo6s centrifugagao,
separam-se no sobrenadante as lipoproteinas de alta densidade (HDL) e as
lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL). O colesterol ligado @ HDL foi
determinado por reagdo colorimétrica do sobrenadante através do sistema
enzimatico, colesterol oxidase-peroxidase, utilizando-se kit Labtest (Labcenter,

Campinas, SP).

Acido udrico. O método de dosagem baseia-se na colora¢do azul, obtida pela a¢@o
redutora do 4cido urico sobre o reativo fosfotunsgstico, em pH basico € presenga de
alantoina e CO,. O azul de tungsténio formado absorve radiagdo no comprimento de
onda de 700 nm, segundo BERNDT & DAVIS (1989). Utilizou-se para a dosagem

kit labtest, fornecido pela Labcenter (Labcenter, Campinas, SP).
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3.3.Resultados e discussio

A Tabela 2 mostra os dados de consumo de dieta e de proteina, ganho de peso
e os indices calculados, PER e NPR, para grupos de 8 ratos, alimentados com dietas
contendo caseina, células de levedura integras (LI), autolisado total (AT) e extrato

de levedura (Ex), como fonte tinica de proteina.

Pode-se observar que nio houve diferenca estatistica, no consumo de dieta e
de proteina, para ratos mantidos em biomassa de células integras, extrato de
levedura e caseina, que apresentaram valores estatisticamente superiores aos
encontrados para o autolisado total. Quanto ao ganho de peso médio dos ratos,
verifica-se que a dieta de caseina promoveu o maior ganho de peso e a de autolisado
o menor (p < 0,05), enquanto que a levedura integra e o extrato produziram ganhos
intermediarios, iguais entre si, mas que diferiram estatisticamente, tanto da caseina
como do autolisado. Quanto aos valores de PER e de NPR, levedura integra,
autolisado total e extrato, nido diferem entre si, estatisticamente, sendo porém

inferiores (p < 0,05) aos indices fornecidos pela caseina.

O menor ganho de peso do grupo mantido em dieta com autolisado total
parece estar diretamente relacionado com a menor ingestdo de dieta e de proteina
por esse grupo e ndo a eficiéncia da proteina em promover crescimento, como

sugere os indices PER e NPR (Tabela 2).
Melhor visualizag¢do dos valores de PER e de NPR pode-se ter no grafico da

Figura 1, em que as trés dietas com proteina de levedura foram estatisticamente

iguais, diferindo porém da caseina (p < 0,05).
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Tabela 2. Consumo de dietas, ingestdo de proteinas e variagdo de peso de ratos
submetidos aos tratamentos: CAS, caseina (padrdo); LI, levedura

integra e Ex, extrato de levedura: 8 ratos por tratamento, duragdo 28

dias.

Tratamento/ Dieta Proteina Variagdo de PER NPR
Proteina (%) Consumida (g) Consumida (g) Peso (g)

Caseina 267,0° I8¢ 111,4° 4,0° 4.4°
(10,54) (10.3) (1,1) (9,4) (0.2) (0,2)
Levedura integra  264.3° 983" 89,8° 39 ;i
(10,70) (16.9) (1.8) (8,6) (0,2) (0,1)
Autolisado total 219,9° 20,8 65,3° 3. 3%
(9,46) (17.4) (1,7) (13,2) (0,6) (0.6)
Extrato 244,71 25.8° 80,1° 3,1° 3,6"
(10,53) (28.3) (3,0) (11,5) (0,2) (0,2)

() Valores entre parénteses representam desvios-padrdo das médias. * b- ¢ Letras
diferentes (colunas) indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre os tratamentos.

Na Figura 2 sdo apresentadas as curvas de variagdo de peso, para 0s grupos
de ratos mantidos nas varias dietas. Embora ndo tenha havido diferenga estatistica
nos valores de PER (Tabela 2 e Figura 1), entre as dietas com proteina de levedura,
houve um crescimento diferenciado, produzido pela biomassa de células integras
(LI), o extrato de levedura (Ex) e o autolisado total (AT). Dentre as dietas de
levedura, a LI provocou o maior crescimento ¢ o AT o menor, obtendo-se valores
intermediarios para o extrato. Essas diferencas podem ser atribuidas a diferengas na
ingestdo de dieta ¢ de proteina (Tabela 2), uma vez que 0 quociente de eficiéncia
protéica (PER) ndo variou entre as dietas contendo proteina de levedura. As dietas

com proteinas de levedura produziram crescimento inferior ao da caseina.
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Figura 1 — Representagdo grafica do PER (Quociente de Eficiéncia Protéica) e NPR
(Quociente de Eficiéncia Protéica Liquida) para ratos em dieta de

caseina (CAS); células integras de levedura (LI); autolisado total de
levedura (AT) e extrato de levedura (Ex).
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Figura 2 — Evolugdo do peso corporal de ratos submetidos durante 20 dias a dieta
contendo como tinica fonte de proteina: caseina (CAS); células integras de
levedura (LI); autolisado total de levedura (AT); extrato de levedura (Ex) e
dieta aprotéica (AP).

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do balango de nitrogénio (BN),
para os grupos de ratos submetidos as varias dietas contendo levedura,
comparativamente a dieta de caseina. Verifica-se ndo ter havido diferenga estatistica
(p £ 0,05) na ingestdo de nitrogénio para as dietas contendo LI e Ex de levedura,
comparadas com a caseina, tendo os ratos em dietas com autolisado ingerido
quantidade inferior de N (p < 0,05). A excregdo urinaria de nitrogénio foi maior no
grupo em dieta com extrato de levedura e estatisticamente diferente (p < 0,05) das

demais dietas, que ndo diferiram entre si. A excregdo fecal de nitrogénio foi
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estatisticamente mais elevada na dieta com levedura integra (p < 0,05), foi inferior
para a dieta de caseina e a dieta contendo extrato de levedura, que ndo diferiram
entre si (p < 0,05) e teve um valor intermedidrio, diferente da primeira e das Gltimas
para os ratos em dieta com autolisado total. Quanto a quantidade de nitrogénio retida
no organismo (BN), verifica-se que a menor retengdo de nitrogénio foi para a dieta
contendo autolisado total de levedura, como fonte de proteina. As demais dietas,
caseina, levedura integra e extrato de levedura, proporcionaram, estatisticamente, a

mesma reten¢do de nitrogénio, superior a do autolisado.

Tabela 3. Nitrogénio ingerido com as dietas (NI), nitrogénio excretado na urina
(NU), nitrogénio excretado nas fezes (NF) e nitrogénio retido (BN) nas
dietas de caseina (CAS), células integras de levedura (LI), autolisado

total de levedura (AT) e extrato de levedura (Ex). Balango de 8 dias.

Tratamentos NI NU NF BN

(8 ratos) (mg) (mg) (mg) (mg)
Caseina 1620 + 61° 143 +17° 93 +20° 1388 +70°
(10,54 prot.)

Ll 1798 + 139° 190 + 30° 314 £40* 1390 + 160°
(10,7% prot)
AT 1296 + 161° 136 + 56° 217 +70° 935+ 100°

(9,46% prot)

Ex 1633 + 250° 320 + 107° 101 +10° 1234 +200°

(10,53% prot)

o b ¢ [ otras diferentes (colunas) indicam diferen¢a estatistica (p < 0,05) entre
tratamentos.
NI = Nitrogénio Ingerido; NU = Nitrogénio Urindrio; NF = Nitrogénio Fecal; BN =

Balanco de Nitrogénio
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Os indices, digestibilidade, valor biologico e utilizagdo liquida, verdadeiros,
calculados para a proteina, a partir dos dados de balango de nitrogénio, sio
apresentados na Tabela 4. A digestibilidade verdadeira (Dv%) da proteina foi
significativamente maior e idéntica para a caseina e para o extrato de levedura. Os
valores para leveduras integras (LI) e autolisado total (AT) ndo diferiram
estatisticamente (p < 0,05) e foram inferiores a caseina e ao extrato de levedura. O
valor biologico verdadeiro (VBv%) ndo diferiu estatisticamente para caseina, células
integras e autolisado de levedura, e foi estatisticamente superior ao valor encontrado
para o extrato. Quanto ao indice de utilizagdo liquida da proteina (NPUv%), as trés
fontes protéicas de levedura ndo diferiram entre si, tendo sido inferiores ao da

caseina.

Tabela 4. Indices de valor protéico para a caseina (CAS), células integras de

levedura (LI), autolisado total (AT) e extrato de levedura (Ex).

Tratamento Dv VBv NPUv
(8 ratos) (%) (%) (%)
CAS 95,9 + 1,5° 90,4 + 1,4° 86,7 +2,2°
LI 83,0 £2,2° 86,3 + 3,1 71,7 +3,9°
AT 86,5 +4,2° 87,7 £4,5° 75,9 £ 6,9°
Ex 95,4 +0,9° 79,3 +5,3° 75,6 +4,7°

2% etras diferentes (colunas) indicam diferenca estatistica (p < 0,05) entre tratamentos.

Dv = Digestibilidade Verdadeira; VBv

Utilizagdo Liquida da Proteina Verdadeira
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A interpretacdo dos resultados da avaliagdo nutricional de proteinas pode ser
facilitada, a luz do perfil de aminoacidos essenciais, como ilustra a Tabela 5. Como
pode-se inferir da Tabela 5, o autolisado total foi a {inica preparag¢do cuja proteina
apresentou ligeira deficiéncia em relagdo ao padrio de referéncia oferecido pela
FAO/WHO (1989). E importante notar que essa deficiéncia relativa, apresentada
pela proteina do autolisado total, pode explicar, em grande parte, a inferioridade
observada para o autolisado em relagdo a reten¢do de nitrogénio (BN) e ao

crescimento dos ratos (Figura 2).

Tabela 5. Adequagdo de aminoacidos essenciais das células integras de levedura
(LI), autolisado total (AT) e extrato de levedura (Ex), tendo por base o
padrado de referéncia da FAO/WHO.

Aminoacidos Padrido Células Autolisado Extrato de
Essenciais FAO/WHO  Integras Total Levedura
(mg/100 mg prot) (1989) (LD (AT) (Ex)
Treonina 3.4 6,16 5,84 5,19
Metionina + cisteina 2,5 2,84 2,1.1% 3,56
Valina 3.5 6.20 5,87 6,76
Leucina 6.6 8,84 7,80 8,07
Isoleucina 2,8 5,64 4,87 5,69
Fenilalanina + Tirosina 6,3 9,98 8,53 6,91
Lisina 5.8 7,13 9,54 8,58
Histidina 1,9 2,06 3,15 3,01
Triptofano 1.1 1,45 55 1,31

* Aminoacido limitante (84% do recomendado) — Food... (1989).
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Dados da literatura (CALLOWAY, 1974) e SMITH & PALMER (1976)
indicam deficiéncia em aminoacidos sulfurados para Saccharomyces cerevisiae ¢
Torula. Resultados de valor biologico, reportados, estdo na faixa de 60 - 90%.
SMITH & PALMER (1976) reportaram valor de 47, 79 e 50% para NPU,
digestibilidade e valor biologico, respectivamente, valores que foram elevados para
58, 93 ¢ 67%, respectivamente, pela adig¢do de 0,18% de L-metionina mais 0,05% de

histidina.

Valores encontrados em nosso laboratdrio (CABALLERO—CORDOBA et
alii, 1997; PACHECO et alii, 1997, CABALLERO-CORDOBA & SGARBIERI,
2000), para os indices indicativos de valor nutritivo da proteina de levedura, em suas
varias formas, como células integras, autolisado, extrato e concentrados protéicos,
tém sido superiores aos reportados na literatura. Essa relativa melhoria no valor
nutritivo da proteina poderia ser explicado pelo preparo mais cuidadoso da biomassa

e ajustes do processamento para obtengdo dos vdrios derivados da levedura.

De um modo geral, as vérias preparagdes de levedura obtidas em nosso
laboratério tém apresentado valor protéico na faixa 75 - 90% da caseina,

dependendo do indice de avaliagdo considerado.

A concentra¢do de acido Urico, no soro sangiiineo dos ratos, elevou-se de
1,74 mg/dL nos ratos em dieta de caseina, para valores na faixa de 2,1 (Ex) a 2,4
(AT). Esses resultados estdo dentro da faixa de valores mencionados na literatura
(1,2 - 7,5 mg/dL) para ratos normais (MITRUKA & RAWNSLEY, 1981).
Considerando o valor 1,74 mg/dL encontrado para caseina, os valores de 2,1 a 2,4
ndo representam elevagdo muito grande e, portanto, ndo se deve esperar que possam

representar problema de toxicidade para os ratos.
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Na Figura 3, estdo representadas as concentragdes séricas de triacilglicerdis,
colesterol total e HDL-colesterol dos ratos submetidos durante 28 dias aos cinco
diferentes tratamentos. Observa-se uma pequena redugdo dos niveis de
triacilglicerdis no soro dos ratos em dieta de caseina, de células integras e de extrato
de levedura, em relagdo a dieta comercial, porém sem diferenga estatistica entre elas.
Por outro lado, houve consideravel diminuigdo dos triacilglicer6is no soro dos ratos
em dieta contendo autolisado total de levedura, significativamente inferior a dieta
comercial, porém ndo diferindo estatisticamente da dieta de caseina e das demais
dietas de levedura. Os niveis de colesterol total e de HDL-colesterol permaneceram

praticamente iguais na caseina e nas dietas contendo proteina de levedura.

Concentragdo (mg/dL)

cas L AT EX coM

Dieta
B Triacilglicerdis @ Colesterol Total @ HDL - Colesterol

Figura 3. Representa¢do grafica dos indices séricos de triacilglicerois, colesterol
total e HDL — colesterol em ratos alimentados com dietas contendo:
caseina (CAS); células integras de levedura (LI); autolisado total de
levedura (AT); extrato de levedura (EX) na base de 10% de proteina e uma
dieta comercial para ratos (COM).
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3.4. Conclusdes

Com base nos dados apresentados neste trabalho, pode-se concluir: a) a
composi¢ao em aminodcidos essenciais da proteina, nos produtos de levedura
estudados, ndo apresentou nenhuma deficiéncia em relagdo ao padrio de referéncia
da Food and Agriculture Organization/World Health Organization,, exceto pelo
autolisado total que apresentou escore quimico de 84% do padrdo, com base nos
aminoacidos sulfurados totais, metionina mais cisteina; b) quanto a capacidade de
produzir crescimento, em ratos recém-desmamados, as células integras foram
ligeiramente superiores ao extrato e este superior ao autolisado, e as trés fontes
protéicas foram inferiores a caseina, embora, do ponto de vista da eficiéncia protéica
(PER e NPR), os produtos de levedura nao diferiram entre si; c) a presenga de
parede celular (células integras, autolisado) diminuiu significativamente a
digestibilidade, embora néo tenha afetado a utilizagdo liquida da proteina; d)
dependendo do indice de avaliagdo adotado, o valor nutritivo da proteina de
levedura, nos varios produtos, representou R0 - 85% do valor da caseina; ) os niveis
de 4cido urico se elevaram no soro sangiiineo dos ratos em dieta de levedura,
permanecendo, porém, dentro da faixa considerada normal; f) a dieta com autolisado
total de levedura provocou uma diminuigao de triacilglicerdis no soro sangiiineo dos
ratos; g) conclui-se que os produtos de levedura contém proteina de boa qualidade

nutricional, podendo ser recomendados como parte da dieta humana, em suas varias

formas.
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CAPITULO 4

'VALOR NUTRITIVO GLOBAL DA BIOMASSA DE
CELULAS INTEGRAS, DO AUTOLISADO TOTAL E DO
EXTRATO DE LEVEDURA (SACCHAROMYCES SP.) *

RESUMO

Esta pesquisa teve como principal objetivo verificar a capacidade da levedura e
seus derivados, autolisado total e extrato, em manter o crescimento de ratos recém-
desmamados, quando usados em substitui¢@o parcial a uma dieta padrao ideal. Usou-se
substituicao de 10, 20 ou 30% da dieta padrdo (AIN-93G), por uma mistura (amido de
milho + produto de levedura + dleo de soja), mantendo as dietas modificadas com
caracteristica isoprotéica (20% proteina) e isocalérica. Nessa mistura os produtos de
levedura entraram na propor¢do de 4, 8 ou 12%, respectivamente. As dietas
substituidas, contendo diferentes proporcdes de produtos de levedura, provocaram
crescimento dos ratos ligeiramente superior ao da dieta de caseina. O ritmo de
crescimento aumentou, proporcionalmente ao aumento da participagdo dos produtos de
levedura. Os indices séricos de &cido urico, uréia e atividade de transaminases (TGO e

TGP) ndo evidenciaram sintomas de intoxicag¢ao pelo uso dos produtos de levedura.

Palavras-chave: Levedura, células integras, autolisado total, extrato, valor nutritivo.

*Parte deste capitulo foi publicado: Revista de Nutricdo. Vide anexo 3.
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4.1.Introducao

Biomassa formada de células integras de levedura, autolisado e extrato de
levedura, tém sido largamente utilizados como suplemento nutritivo e flavorizante,

em suas diversas formas.

A biomassa de células integras, inativadas, tem sido usada: a) como
complemento nutritivo na formulacdo de alimentos saudédveis (DZIEZAK, 1987;
HALASZ, 1988): b) como complemento flavorizante e funcional, em produtos como
macarrdao (McCORMICK, 1975), no enriquecimento de paes (CHING-MING et alii,
1986), em produtos tipo "snacks" (STEWART & GILLIAND, 1979; BOSTIAN et
alii, 1978), massa para pizza (KAMEL et alii, 1979), adicdo em salsichas e
almondegas (JUNILLA et alii, 1981).

Segundo ALIAN et alii (1983a, b), a adi¢do, no pdo, de 5% de levedura de
cerveja desamargada, a farinha de trigo com 70 e 90% de extragdo, elevou o valor

biolégico (BV) da proteina da massa de 31% para 76%.

Tem sido ainda reportado (SHACKELFORD & MURRAY, 1980), que a
biomassa de levedura exerce uma ac¢do antioxidante prolongando a vida-de-
prateleira, de alguns sistemas alimentares, quando estocados a temperatura de
refrigeracdo ou congelado, particularmente, em sistemas ricos em gorduras

insaturadas.

Autolisados e extratos de levedura encontram vasta aplicacdo na industria de
alimentos, como em salsichas, até 1,5% de concentra¢do; em produtos carneos, antes

do congelamento, para prevenir oxidagdo de lipidios e perda da solubilidade das
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proteinas cdrnicas, durante o armazenamento no estado congelado (LASZTITY,
1987; ANON, 1981); produtos como salsichas, presuntos, molhos, sopas, "snacks"
tém sido formulados com a adi¢@o de extratos e autolisados de levedura, com uma
sensivel melhoria de suas propriedades sensoriais, em que o gosto a carne € o que se

destaca (SCHMIDT, 1987; SOMMER, 1983).

Mais recentemente, tem havido uma forte tendéncia de explorar
comercialmente a levedura, através do isolamento de alguns de seus principais
constituintes como enzimas (invertase, lactase) nucleotidios, proteinas
(manoproteinas), polissacarideos (glicana, manana), além de lipidios, como
fosfolipidios e ergosterol (CAMERON et alii, 1988; KOLLAR et alii, 1992;
BELEM & LEE, 1997, BELEM & LEE, 1998). Esses componentes, quando
isolados, apresentam propriedades especificas de grande interesse em Ciéncia de

Alimentos e em Nutrigdo.

No presente trabalho, estudou-se o valor nutritivo global de células integras,
do autolisado e do extrato de levedura, quando utilizados, em diferentes proporgdes,
em substituicdo a uma dieta completa para ratos em crescimento, avaliando-se os
efeitos da substituicdo no ritmo de crescimento € no estado geral de satde dos

animais.



4.2.Material e métodos

Levedura. Levedura (Saccharomyces sp.) proveniente de cervejarias foi gentilmente
cedida pela empresa PRODESA - Produtos Especiais para Alimentos, na forma de

suspensdo com aproximadamente 20% de s6lidos, em base seca.

Preparo das células para o processamento. A suspensdo de células foi,
inicialmente, submetida a tratamentos, em planta piloto, para limpeza ¢
desamargamento (SGARBIERI et alii, 1999). Apos centrifugagdo para coleta das
células, a biomassa foi tratada com solug¢@o alcalina (0,2% NaOH, 1:1 p/v), seguida
de centrifugacdo e lavagens com agua para eliminagdo do hidréxido de sédio. A

biomassa assim tratada foi chamada de biomassa limpa e desamargada.

Processamento da biomassa limpa e desamargada. A biomassa foi submetida a
autolise (24h, 55°C, suspensdo a 20% de células) em fermentador Newbrunswick de
250L, seguindo-se a pasteurizagdo (85°C, 15 min) e centrifugacdo. As fracdes
(soluvel e insolivel) foram denominadas extrato bruto e parede celular,
respectivamente. O extrato bruto foi submetido a clarificacdo (centrifugagdo),
concentracdo (vacuo) e desidratacdo em "spray dryer". Parte do autolisado total e da
biomassa de células integras, limpas e desamargadas, também foi desidratada em
"spray", obtendo-se os seguintes materiais, na forma desidratada: c€lulas integras de
levedura (LI); autolisado total de levedura (AT) e extrato de levedura (Ex). Detalhes
e fluxogramas do processamento foram descritos em SGARBIERI et alii (1999), €

apresentados no capitulo 2.

Composicao centesimal. Os teores de proteina (N x 5,8), de umidade e de cinzas

foram determinados seguindo os procedimentos descritos no AOAC (1990); lipidios
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totais, pelo método de BLIGH & DYER (1959); fibra alimentar (soltvel e
insoluvel), pelo método de ASP et alii (1983); acido nucleico (RNA) foi
determinado pelo método de HEBERT et alii (1971).

Ensaio com ratos. O valor nutritivo global da biomassa formada de células integras,
do autolisado total e do extrato de levedura foi estudado através da substituicdo de
quantidades crescentes da dieta recomendada pelo AIN (AIN-93G) para ratos em
crescimento, segundo REEVES et alii (1993).

Para a realiza¢do do ensaio, foram preparadas 10 dietas: uma dieta padrao,
elaborada conforme AIN-93G, recomendada para ratos em crescimento, contendo
20% de proteina, proveniente de uma caseina comercial (85% proteina); nove
grupos, em que se fez substituigdes de 10, 20 ou 30% da dieta padrdo, por misturas
contendo (amido de milho + produto de levedura + 6leo de soja). Essas misturas
foram preparadas antes das substitui¢des, para que se pudesse manter, a dieta padréo
e as dietas substituidas, isoprotéicas (20% de proteina) e isocaldricas. Os niveis reais
de produtos de levedura, nas dietas substituidas foram de aproximadamente 4, § e

12% para 10, 20 e 30% de substitui¢do da dieta padrio, respectivamente.

Foram utilizados 150 ratos machos da linhagem Wistar, livres de patégenos
(SPF), provenientes do Centro de Animais de Laboratorio da Unicamp. Os animais,
com 28 dias de idade no inicio do experimento, foram distribuidos em 10 grupos de
15 ratos, que foram alojados em gaiolas individuais e mantidos no laboratério de
experimentagdo a 21 + 2°C, com alternincia claro-escuro de 12 horas. Cada grupo
de 15 ratos recebeu um dos seguintes tipos de dieta e dgua ad [ibitum: dieta padrao,
com 20% de caseina (CAS); dietas contendo biomassa de levedura integra (LI), com

10, 20 ou 30% de substitui¢do (LI 10, LI 20 ou LI 30%); dietas contendo autolisado
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total de levedura (AT), com 10, 20 ou 30% de substitui¢do (AT 10, AT 20 ou AT
30%); dietas contendo extrato de levedura (Ex), com 10, 20 ou 30% de substitui¢do

(Ex 10, Ex 20 ou Ex 30%).

Um organograma geral da execuc¢do dos experimentos € mostrado na Figura 1.

Numero de Tratamentos = 10

Ty, Ratos/Tratamento = 15

15 d na dieta

T,s, Ratos/Tratamento = 15

(05 Ratos sacrificados para coleta de sangue)

16d na dieta

T;;, Ratos/Tratamento = 10

(05 Ratos sacrificados)

19d na dieta

Ts0, Ratos/Tratamento = 05

(05 Ratos sacrificados)
Figura 1. Organograma geral de execu¢do dos experimentos; Tp = tempo zero
(inicio); T)s, T3; e Tsg, respectivamente 15, 31, ou 50 dias apds o inicio do

experimento.
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Determinacdes no soro sangiiineo. Como um complemento da avaliagdo
nutricional da proteina, foram realizadas vérias determinagdes no soro sangiiineo
dos ratos, a saber: acido urico, uréia, transaminase glutdmico-oxalacética (TGO) e

transaminase glutdmico-piravica (TGP)

Acido trico. O método de dosagem tem por base a obtengio de uma coloragdo azul
através da acdo redutora do acido trico sobre o reativo fosfotinsgstico a pH basico e
presenca de alantoina e CO,. Ocorreréd a formagédo de azul de tungsténio que absorve
radiagdo a 700 nm, segundo BERNDT & DAVIS (1989). Utilizou-se para a

dosagem Kit Labtest, fornecido pela Labcenter (Labcenter, Campinas, SP).

Uréia. O método baseia-se na hidrolise da uréia pela urease a ions amoénia e CO,. Os
ions amonia reagem em pH alcalino com salicilato e hipoclorito de sodio utilizando
como catalisador o nitroprussiato de sédio para formar o azul de indofenol, que

absorve luz a 600nm. Utilizou-se Kit Labtest (Labcenter, Campinas, S.P.).

Transaminase glutamico-oxalacética. A enzima transaminase glutdmico-
oxalacética promove a transferéncia de grupos amina de alfaminoécidos para
alfacetoacidos. O oxalacetato € medido por formag¢do de hidrazona que tem intensa
cor em meio alcalino, absorvendo luz a 505 nm. Efetuou-se a analise através de Kit
Labtest (Labcenter, Campinas — S.P.)

TGO
L-aspartato + alfacetoglutamato —— glutamato + oxalacetato
Transaminase glutamico-pirdvica. A enzima transaminase-pirivica promove a

transferéncia de grupamentos amina de alfaminoacidos para alfacetoacidos. O

piruvato ¢ medido através de formagdo de hidrazona que tem intensa cor em meio
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alcalino, absorvendo luz a 505 nm. Utilizou-se Kit Labtest (Labcenter, Campinas —

P
. TGP .
[-alanina + alfacetoglutarato ~———  glutamato + piruvato
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4.3.Resultados e discussao

A composi¢do centesimal dos trés produtos de levedura, utilizados neste
estudo ¢ mostrada na Tabela 1. Os componentes que aparecem em maior
concentragdo nas c€lulas integras (LI) e no autolisado (AT) sdo as proteinas,
seguidas da fibra solivel, de substancias minerais e do RNA. No extrato (Ex), pela
quase auséncia de fibra, predominaram as proteinas, as substdncias minerais e 0s
componentes ndo determinados, provavelmente com predomindncia de agucares
soluveis, incluindo oligossacarideos que ndo precipitaram em etanol, utilizado para

precipitar a fibra soluvel.

Tabela 1. Composi¢do centesimal aproximada da biomassa de cé€lulas integras de
levedura (LI), do autolisado total (AT), e do extrato de levedura (Ex),

todos em base seca.

Componente Células Integras  Autolisado total Extrato
(%b.s.) (LI) (AT) (Ex)
Proteina (N x 5,8)* 48,41 +0,56° 46,44 +0,14° 61,88 0,59
Lipidios totais* 3,26 +0,02° 3,31+£0,06° 0,62 +0,02°
Cinzas* 7,99 + 0,08 7,06 £0,02° 12,31 +0,07°
RNA** 5,65 7.93 6,87
Fibra total 24,40 25,03 2,70
Fibra soluvel 2250 24,76 2,70
Fibra insolavel 1,88 0,27 0,00
Nio determinado™*** 10,29 10,23 15,62

*Resultados sdo média de 3 determinagdes analiticas + desvio padrdo, sendo a avaliagdo
estatistica feita através do teste de Tukey; ** Resultados sdo média de 2 determinacdes
analiticas; ***N3o determinado = 100 — (proteina + lipidios totais + cinzas + RNA +
fibra total).
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Esse resultado de composicdo centesimal se aproxima muito de dados ja

reportados na literatura (HALASZ & LASTITY, 1991; GUZMAN-JUAREZ, 1983).

Os resultados relativos ao consumo de dietas, ingestdo de proteinas, ganho de
peso e PER operacional (PER,,) dos ratos nas varias dietas, com 20% de proteina,
sdo apresentados na Tabela 2. Ndo houve diferenga estatistica para os varios
tratamentos, em todos os indices determinados. Deve-se notar que o Per,,
encontrado (~ 1,5) € bem inferior ao PER encontrado na literatura para a caseina,
quando determinado com ratos de 21 dias de idade, utilizando dieta com 10% de
caseina. Tanto a idade como a concentragdo de proteinas na dieta influenciam no
valor de PER. Este indice diminui com a idade do rato e com o aumento da
concentra¢do de proteina, acima do nivel de manutengcdo do rato, que € de

aproximadamente 6% na dieta (SGARBIERI, 1996).

A Figura 2 (A, B, C) mostra a evoluc¢do ponderal, no periodo de 4 semanas,
para dietas com 10, 20 ou 30% de substitui¢do da dieta padrdo de caseina, por
misturas contendo aproximadamente 4, 8 ou 12% de produtos de levedura. E
interessante notar que, apesar da ndo-significancia estatistica, as dietas contendo
levedura, ou seus derivados, produziram crescimento ligeiramente maior que a dieta
padrdo de caseina. Essa diferenca foi notada particularmente nas dietas contendo o
autolisado ou o extrato de levedura, e essa diferenca mostrou tendéncia de aumentar,
com o aumento da introdugdo dos derivados de levedura na dieta. Como a dieta
padrdo utilizada neste experimento ¢ uma dieta nutricionalmente completa, indicada
para ratos em crescimento, era de se esperar que houvesse uma perda de eficiéncia
da dieta padrdo, com o aumento de introdug¢do de produtos de levedura, em
substituicdo a dieta padrdo. O comportamento inverso observado, ou seja, o relativo

aumento de eficiéncia da dieta com a substitui¢do, sugere a existéncia de agdo de um
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ou mais componentes funcionais especificos, particularmente no autolisado total e

no extrato de levedura.

Tabela 2. Consumo de dieta, ingestdo de proteina e variacdo de peso em ratos
submetidos as dietas de caseina (20% de proteina) e dietas em que 10, 20
e 30% da dieta padrdo foi substituida por misturas (amido de milho +
derivado de levedura + oleo) de forma tal que permanecessem

isoprotéicas e isocaloricas.

Proteina Ganho de Per,,
Tratamento* Dieta ingerida Ingerida Peso (28 dias)
(® (®) (2)

CAS 474,1 £394 948+ 7.9 141,7 + 8,1 1,5+0,08
LI 10% 498,5 £ 37,6 99.7+ 1.5 151,2 + 12,2 1340005
LI20% 484.4 +47.6 96.9 % 9.3 146,2 + 10,6 1,5+ 0,06
LI30% 485,7 + 41,3 972+ 83 1444 + 16,8 1,5+0,11
AT 10% 488.6 + 34,7 977+ 6.9 143,6 £ 15,6 1,540,110
AT 20% 486,8 + 18,2 974+ 3.6 141,5+4.9 1,5+0,08
AT 30% 507,5£51.4 1015103 1510 13,5 1,5+ 0,06
EX 10% 525,4 £ 46.4 105,1+ 93 161,5+20.1 1,5+0,06
EX 20% 482,2 £ 60,1 96,4 + 12,0 141,6 + 18,1 1,3:4:0,07
EX 30% 484,8 +£52,9 97,0+ 10,6 139.7 £ 18:1 1,4 10,12

CAS = Dieta de caseina; LI = Levedura integral; AT = Autolisado total; Ex =
Extrato; Per,, = Quociente de Eficiéncia Protéica operacional. *Néao houve diferenca

estatistica significativa entre os grupos (p < 0,05).
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Figura 2 A, B, C. Curvas de crescimento para ratos recém desmamados, mantidos em dieta-
padrdao (CAS 20%) e dietas em que 10, 20 ou 30% da dieta de caseina foi substituida por
misturas (amido de milho + produto de levedura + 6leo de soja) contendo, respectivamente,
4, 8, ou 12% de produto de levedura. A) dieta-padrdo e dietas substituidas contendo células
integras de levedura; B) dieta padrio e dietas contendo autolisado total de levedura; C)
padrao de caseina e dietas contendo extrato de levedura. As substitui¢bes foram feitas
mantendo as dietas isoprotéicas e isocaloricas.
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Uma série de investigagdes tém demonstrado que componentes da levedura
como nucleotideos e derivados (VAN BUREN et alii, 1983; VAN BUREN et alii,
1985; BURMEITER & RAINSFORD, 1991; NAIR & USSERY, 1992),
polissacarideos e oligossacarideos (CHERNYSHEVA et alii, 1991; CRITTENDEN
& PLAYNE, 1996; GOLDMAN & JAFFE, 1991) e peptidios bioativos (MILLS et
alii, 1992), exercem agdes fisiologicos muito importantes no organismo. Substincias
como nucleotidios e oligossacarideos atuam como moduladores do sistema
imunologico, estimulando o funcionamento tanto de células B como de células T, e
neste sentido, aumenta a resisténcia dos organismos as infec¢des causadas por
bactérias e virus. Os oligossacarideos podem funcionar como prebidticos inibindo,
no intestino, o desenvolvimento de bactérias patogénicas como Salmonella e
Escherichia coli e, ao mesmo tempo, estimulando o desenvolvimento de bactérias
lacticas e bactérias bifidas que sdo benéficas ao organismo. Os nucleotideos da
dieta podem ainda acelerar a sintese de DNA nas células, auxiliando na recuperagio
de tecidos € no crescimento, principalmente em condigdes de estresse fisiologico
(CARVER & WALKER, 1995; NUNES et alii, 1990). Um grande numero de
peptidios, originados na hidrolise das proteinas dos alimentos, apresentam atividades
funcionais como imunoestimuladora, hipotensora, opidide, inibidora de bactérias
patogénicas e facilitadora da absor¢do de certos nutrientes (MILLS et alii, 1992). Os
autolisados e extratos de levedura contém esses principios ativos, em elevada
concentragdo, portanto, € legitimo pensar que a a¢do combinada dos nucleotideos,
oligossacarideos e peptidios ativos do autolisado e do extrato de levedura
produziram um efeito sinérgico positivo e benéfico, ao se substituir parte da dieta
padrdo por esses produtos. Como o maior nivel de substitui¢do (30%) da dieta
padrdo, com cerca de 12% de solidos de levedura, produziu o melhor efeito de
crescimento, € de se supor que concentragdes maiores poderiam produzir efeitos

ainda mais positivos. Portanto, o efeito positivo observado na substituicdo de uma



dieta balanceada, para o rato em crescimento, por derivados de levedura, mantendo-
se a dieta modificada isoprotéica e isocalorica, devera ser melhor estudada, para se
determinar o nivel de introdugdo de derivados de levedura capaz de produzir os

melhores efeitos.

Os resultados das determinagdes dos niveis séricos de acido urico, apos 15,
31 e 50 dias na dieta, sdo mostrados na Tabela 3. Verifica-se que apds 15 dias nédo
houve diferenga estatistica para acido Urico, entre os tratamentos, exceto para 0 Ex a
20% de substitui¢do, que foi cerca de 3 vezes maior que para os demais tratamentos,
sugerindo a possibilidade de erro experimental. Ap6s 31 e 50 dias na dieta, apesar de
ter havido diferengas estatisticas (p < 0,05) entre alguns tratamentos, os valores
ficaram muito proximos dos encontrados para as dietas de caseina. Se for tomada
como referéncia a faixa de varia¢do, 1,2 - 7,5 mg/dL, reportada para rato normal
(MITRUKA & RAWNSLEY, 1981), conclui-se que os resultados encontrados neste

trabalho estdo todos dentro da faixa de normalidade.

Os niveis séricos de uréia sdo apresentados na Tabela 4. Da mesma forma que
para o acido turico, apenas em alguns casos foi constatada variag@o estatistica, entre
os tratamentos, para os niveis de uréia sangiiinea. De um modo geral, as dietas
contendo levedura ndo diferiram da dieta padrdo de caseina, com exce¢do da dieta
com 30% de substitui¢do (~ 12% de Ex) apos 15 dias, com uma elevacdo de 40%
em relagdo a caseina. Apos 50 dias de tratamento, somente duas dietas (AT 30% e
Ex 20%) apresentaram valores estatisticos diferentes, porém inferiores aos da
caseina. Ao se observar os valores nos trés intervalos de tempo (15, 31 e 50dias),
nota-se que apos 15 dias nas dietas os valores absolutos de todos os tratamentos

foram, em média, superiores aos da caseina, ao passo que depois de 31 e 50dias os
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valores foram, em geral, mais baixos que os da caseina, sugerindo ter havido uma

adaptac@o metabolica dos animais que receberam dietas contendo levedura.

Tabela 3. Resultados dos niveis séricos de 4cido trico em ratos Wistar apos serem
alimentados, durante 15, 31 e 50 dias, com dieta padrdo de caseina (20%
de proteina) e dietas em que 10%, 20% e 30% da dieta padrdo foi
substituida por misturas (amido de milho + derivado de levedura + 6leo)

de forma tal que permanecessem isoprotéicas e isocaldricas.

Tratamentos Concentracoes (mg/dL)
15 dias 31 dias 50 dias

CAS 1,68 + 0,23 1,77 + 0,30 1,83 + 0,42
LI 10% 2,03 +0,47° 2,09 + 0,26® 1,84 + 0,47
L120% 1,68 +0,31° 1,65 + 0,16 5,59 +0,71°
LI30% 1,85 £ 0,33 231 %037 1,61 + 0,19
AT 10% 1,59 + 0,23 2,07 £ 0,48% 1,35 +0,19¢
AT 20% 1,58 +£0,17° 1,73 £ 0,16 1,89 + 0,47
AT 30% 1,61+0,11° 1,39 +0,81° 2,35 + 0,69
EX 10% 1,62 +0.23° 2,02 +0,32% 2,93 +0,26°
EX 20% 590 +0,38° 152 0207 1,98 + 0,14
EX 30% 1,59 +0,31° 1,43 +0,13¢ 2,00 + 0,02%

&b, cpd

Letras diferentes (colunas) indicam diferencas estatisticas (p < 0,05) entre
tratamentos.

CAS = Dieta de caseina; LI = Levedura integral; AT = Autolisado total; Ex =
Extrato.
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Tabela 4. Resultados dos niveis séricos de uréia em ratos Wistar submetidos,
durante 15, 31 e 50 dias, a dieta padrdo de caseina (20% de proteina) e
dietas em que 10%, 20% e 30% da dieta padrdo foi substituida por
misturas (amido de milho + derivado de levedura + 6leo) de forma tal que

permanecessem isoprotéicas e isocaloricas.

Tratamentos Concentragodes (mg/dL)
15 dias 31 dias 50 dias

CAS 33,32 +5,31™ 52,47 £2,78° 46,09 + 7,57
LI 10% 39,24 + 9,27%¢ 50,68 + 7,24° 43,95 +2,67%
LI 20% 35,51 6,20 50,45 + 6,36° 45,57 + 2,55
LI30% 43,17 + 4,60° 47,85 + 3,96° 40,67 + 2,25%
AT 10% 34,52 + 7,09 49,81 + 7,28 40,28 +2,01*
AT 20% 40,22 + 7,33%° 45,66 +7,91° 40,75 + 2,44*
AT 30% 29,64 + 1,58° 51,76 + 3,84° 35,58 +2,56°
EX 10% 43,63 +6,20° 49,76 + 5,43 41,19 +2,55%
EX 20% 44,21 + 3,06 50,41 + 3,36 37,16 £ 6,83
EX 30% 48,20 +11,79° 42,23 +10,10° 40,92 + 2,74™

5.¢ T etras diferentes (colunas) indicam diferencas estatisticas (p < 0,05) entre tratamentos.
CAS = Dieta de caseina; LI = Levedura integral; AT = Autolisado total; Ex = Extrato.

Os niveis séricos de atividade da transaminase glutamico-oxalacética (TGO) e
da transaminase glutdmico-piravica (TGP) sdo apresentados na Tabela 5 € na Tabela

6, respectivamente.
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Tabela 5. Resultados dos niveis séricos de transaminase glutdmico-oxalacética

(TGO) em ratos Wistar submetidos, durante 15, 31 e 50 dias, a uma dieta

padrdo de caseina (20% de proteina) e dietas em que 10%, 20% e 30% da

dieta padrdo foi substituida por misturas (amido de milho + derivado de

levedura + Oleo) de forma tal que permanecessem isoprotéicas e

isocaloricas.
Tratamentos Concentracdes (mg/dL)
15 dias 31 dias 50 dias

CAS 112,85 + 11,96 106,36 + 17,99 127,93 £ 9,07

LI 10% 83,38 + 16,08 114,93 +2,44° 139,01 + 9,68°

LI20% 74,22 + 10,06° 103,12 +11,08° 138,76 + 11,03
LI30% 97,00 + 19,36 116,47 + 22,83 132,23 + 15,53%
AT 10% 89,65 + 19,26™° 102,64 + 19,78° 120,82 +9,16°
AT 20% 119,24 +22,98° 93,80 + 15,25° 141,40 + 9,60°
AT 30% 82,74 + 14,49™ 106,95 + 6,96° 142,56 +9,21°
EX 10% 86,78 + 11.36*° 102,32 + 14,96° 142,56 + 2,00
EX 20% 93,38 + 21,05 103,70 + 12,25° 131,07 + 8,45%
EX 30% 89,87 + 7,23%° 95,93 + 18,96 131,89 + 4,58%°

%P ¢ Jetras diferentes (colunas) indicam diferencas estatisticas (p < 0,05) entre

tratamentos.

CAS = Dieta de caseina; LI = Levedura integral; AT = Autolisado total; Ex =

Extrato.



Tabela 6. Resultados dos niveis séricos de transaminase glutdmico-piravica (TGP)

em ratos Wistar submetidos, durante 15, 31 e 50 dias, a dieta padrdo de

caseina (20% de proteina) e dietas em que 10%, 20% e 30% da dieta

padrdo foi substituida por misturas (amido de milho + derivado de

levedura + oleo) de forma tal que permanecessem isoprotéicas e

isocaloricas.

Tratamentos

15 dias

Concentracdes (mg/dL)

31 dias

50 dias

36,31 + 4,76

CAS 58,91 + 14,64° 38,89 + 7,73¢
LI 10% 40,75 + 10,07 49,50 + 5,34° 42,30 + 2,86™°
LI20% 26,51 + 6,48 47,87 + 8,02° 46,79 + 3,83%¢
LI 30% 35,49 + 1,55 55,19 + 8,73° 45,21 + 7,83%¢

AT 10% 18,93 +4.31¢ 51,79 + 8,57° 39,59 + 1,53

AT 20% 75,24 + 18,72° 45,32 +3,48° 51,59 +2,87°

AT 30% 44,54 +7,67° 46,24 + 10,78° 49,19 + 3,92°

EX 10% 35,88 +1,77% 45,65 + 4,35° 48,24 +7,33%

EX 20% 38,14 + 4,05 45,65 + 3,30° 42,30 + 3,50%°

EX 30% 4532 +6,31° 46,92 + 7,92° 47,93 + 1,39%¢
a, b, c d

fratamentos.

Letras diferentes (colunas) indicam diferencas estatisticas (p < 0,05) entre

CAS = Dieta de caseina; LI = Levedura integral; AT = Autolisado total; Ex =

Extrato.
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Apos 15 dias nas dietas, os niveis de atividade de TGO nio revelaram
nenhum valor estatisticamente superior ao da caseina. A Unica dieta que apresentou
diferenca estatistica em relagdo a caseina foi LI 20%, aproximadamente 34%
inferior. Diferencgas estatisticas ocorreram entre alguns tratamentos com produtos de
levedura nas dietas. De um modo geral, houve um aumento na atividade de TGO em
fungdo tempo. Niveis maiores de atividades foram registrados apos 50 dias nas

dietas, ndo tendo, entretanto, sido registradas diferencgas entre tratamentos.

Com relagdo a TGP, os resultados (Tabela 6), seguiram tendéncia muito
semelhante 8 TGO. Apés 15 dias na dieta, dois resultados diferiram estatisticamente
(p < 0,05) da caseina, AT 20% que foi praticamente o dobro da caseina e AT 10%
que foi inferior & caseina. Todos os demais resultados nédo diferiram estatisticamente
da caseina. Apds 31 dias ndo se registrou diferenca estatistica entre os tratamentos.
Apos 50 dias, apenas os resultados das dietas AT 20%, AT 30% e Ex 10% foram
estatisticamente superiores ao da caseina. Os demais resultados ndo diferiram da

caseina.

De acordo com LIMA et alii (1985), a TGP ocorre nos hepatdcitos em
concentracdes mais elevadas que a TGO. Portanto, a atividade de TGP no soro
sangiiineo podera ter maior significado clinico que a TGO, como diagnéstico de

lesdo hepatica.

Como os valores de atividade sérica para TGO e TGP em todos os
tratamentos que receberam produtos de levedura na dieta, quando avaliados
estatisticamente, ndo ultrapassaram o valor encontrado para a dieta padrdo de

caseina, conclui-se nd@o ter havido injuria do tecido hepético, nos animais que
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receberam dietas com produtos de levedura. Da mesma forma, como os niveis
séricos de uréia nas dietas experimentais ndo ultrapassaram os niveis registrados
para a dieta padr@o de caseina, conclui-se que a presenca de produtos de levedura

nas dietas experimentais ndo deve ter afetado a funcdo renal.
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4.4.Conclusoes

Substitui¢do da dieta padrdo AIN-93G, nos niveis de 10, 20 e 30%, por uma
mistura isoprotéica e isocaldrica, contendo respectivamente 4, 8 e 12% de produtos
de levedura, ndo afetou a ingestdo de dieta, o ganho de peso e o ganho de peso por
unidade de proteina ingerida (PER,,). Embora ndo tenha havido diferenca estatistica,
os animais em dietas com autolisado total ou extrato de levedura, evidenciaram uma
tendéncia de maior ganho de peso. Quando se faz a avalia¢do estatistica dos
resultados das analises de sangue, observa-se que embora tenha-se registrado
algumas variacdes nos indices séricos de dacido urico, uréia e atividade das
transaminases (TGO e TGP) entre alguns tratamentos contendo produtos de
levedura, esses indices foram iguais ou inferiores aos encontrados para a dieta
padrdo de caseina, permitindo concluir ndo ter havido lesdes hepaticas e/ou renais

em virtude da ingestao de dietas contendo produtos de levedura.
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CAPITULO 5

PROPRIEDADES FUNCIONAIS DA LEVEDURA
INTEGRAL, DO AUTOLISADO TOTAL E DO EXTRATO
DE LEVEDURA (Saccharomyces sp.)

RESUMO

Uma vez que os derivados de levedura sdo utilizados como aditivos em
alimentos, julgou-se necessario prosseguir com uma avaliagdo de suas qualificagdes
quanto as propriedades funcionais. O processamento da levedura alterou a
solubilidade da proteina de forma diferenciada, tendo ocorrido uma queda de
aproximadamente 17% na solubilidade do autolisado e um acréscimo de
aproximadamente 33% na solubilidade da proteina do extrato, quando comparados
com a levedura integral. Para absor¢do espontdnea de 6leo, o Unico produto que
apresentou valores inferiores a farinha de soja desengordurada foi o autolisado.
Houve uma diminuicdo considerdvel na absorg¢do espontdnea de Oleo com o
processo de produgdo do autolisado e extrato, que apresentaram redugdo de 59% e
de 43%, respectivamente, em relacdo as células integras. A absorg¢do espontanea de
agua se apresentou inferior para os trés produtos de levedura quando comparados
com a farinha de soja desengordurada, sendo que se percebe uma queda na
capacidade de absorver dgua a medida em que se intensifica o processamento, a
saber : Ex < AT < LI. O processamento provocou um aumento considerdvel na
capacidade de retencdo de 4gua (aproximadamente 43% para o autolisado) em
relagdo a levedura integra (LI) e valores nulos para a retengdo de dgua do extrato. Os

derivados de levedura ndo apresentaram poder emulsificante quando utilizados
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como Unico agente emulsificante, porém, quando usados em sistemas contendo
emulsificante, como por exemplo uma solu¢do a 0,2% de ovalbumina, foi possivel
observar um aumento de 2,4 vezes na capacidade emulsificante desta solu¢do em

presencga do autolisado e 1,7 vezes pela adi¢do de extrato de levedura.
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S.1. Introducao

A funcionalidade de uma proteina esta relacionada com as caracteristicas
fisico-quimicas mais relevantes da mesma, e que exercem grande influéncia nos
processos de elaboracdo, estocagem, qualidade e aceitacdo de um alimento como

produto final (CHOU & MORR, 1979).

No uso da levedura e seus derivados em industrias de alimentos para
produgéo de sopas desidratadas e produtos carneos, KOLLAR et alii (1992), ressalta
a importancia de propriedades funcionais especificas para estes produtos, a saber:

solubilidade, absor¢do de agua e dleo, retenc¢do de dgua e capacidade emulsificante.

A solubilidade dos ingredientes de um alimento como sopa € muito
importante, uma vez que podera influenciar no sabor e textura do alimento. As
proteinas de células isoladas de levedura possuem baixa solubilidade quando
comparadas a outras proteinas vegetais como a soja, principalmente a valores de pH
mais comuns nos alimentos (SCHACHTEL, 1981b).

De acordo com De KANTEREWICZ et alii (1989), a capacidade de absor¢ao
de 6leo tem grande importancia na formulagdo de alimentos, podendo influenciar na
ordem de adi¢do dos ingredientes secos na mistura, além de ser usado para
determinar os tempos de mistura de forma a se obter uma distribui¢do uniforme do
Oleo ou gordura na mistura seca. OTERO et alii (1996), observaram que a
capacidade de absorver o¢leo do concentrado protéico de levedura foi

aproximadamente 3 vezes o valor da absor¢do de 6leo do isolado protéico de soja.
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A absor¢@o de agua de um componente do alimento determina ndo somente a
aceitabilidade do produto final em termos de textura e suculéncia mas também a sua
margem de lucro. Estes indices sdo essenciais em alimentos como a gelatina, onde
se obtém um produto com aproximadamente 95% de agua (HALL, 1996). De acordo
com KINSELLA (1976), a capacidade de retenc@o de agua € de grande utilidade na
fabricacdo de produtos carneos, onde impedem a perda de dgua no processo de
cozimento, em produtos de panificagdo e em alimentos viscosos como sopas. De
acordo com NAGODAWITHANA (1992), os nucleotideos obtidos do RNA de
levedura s@o atualmente empregados como flavorizantes com sabor a carne ou
queijo em industrias de alimentos, o que indica a necessidade de avaliagdo da

absorg¢do de agua.

A capacidade de uma proteina em formar e estabilizar uma emulsdo € fator
critico para a produg¢do de carnes moidas, massas para bolo, cremes para café,
maioneses, molhos para saladas e sobremesas congeladas. MARQUES et alii
(1998), ao citar Robbins & Selley (1978), afirma que o uso da glicana de levedura
como emulsificante se destaca por ser de origem biologica, além de poder ser obtida
de um subproduto de fabricagdo de cerveja. LEE (1996), ao avaliar a glicana,
extraida de uma fracdo da parede celular de levedura, diz que a mesma podera ser
utilizada como emulsificante, estabilizante ou texturizante, além de ser 1til na

formulagdo de alimentos com baixo teor de gordura e baixas calorias.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar as possibilidades do uso da
levedura e seus derivados como agente funcional com o intuito de proporcionar

melhores caracteristicas ao alimento.



5.2. Material e Métodos

Material. Utilizou-se a levedura (Saccharomyces sp.) proveniente de cervejarias,
gentilmente cedida pela Prodesa — Produtos Especiais para Alimentos, continha

aproximadamente 20% de s6lidos em suspens3o.

Meétodos.

Desamargamento: A suspensio de células foi, a principio, submetida a
centrifugacdo para eliminar o excesso de dgua e um posterior tratamento com
solugdo alcalina (0,2% NaOH, 1:1 p/v), sendo em seguida, lavada com &gua para
eliminar o excesso de hidréxido de sodio. Esta biomassa resultante foi chamada de

biomassa limpa e desamargada (SGARBIERI et alii, 1999).

Processamento da Biomassa Limpa e Desamargada: A biomassa foi autolisada
(24h, 55°C, suspensdao com 20% de células) em fermentador Newbrunswiek de
250L, seguindo-se a pasteurizagdo e centrifugacdo. Parte do pasteurizado, ainda ndo
centrifugado, foi seco em spray dryer e denominado autolisado (AT). Apds a
centrifugacdo foram obtidas as fragdes solivel e insoluvel, chamadas extrato bruto e
parede celular, respectivamente. O extrato bruto foi submetido a clarificag¢do
(centrifugac@o), concentragdo (vacuo) e desidratagdo em spray dryer, sendo
denominado extrato (Ex). Parte da biomassa limpa e desamargada (antes da autdlise)
foi submetida a uma secagem em spray dryer, para obten¢do de levedura integra

desidratada (LI).



Composicao centesimal. Os teores de proteina (N x 5,8), de umidade e de cinzas
foram determinados seguindo os procedimentos descritos no AOAC (1990); lipidios
totais, pelo método de BLIGH & DYER (1959); fibra alimentar (solavel e
insoluvel), pelo método de ASP et alii (1983); acido nucleico (RNA) foi
determinado pelo método de HEBERT et alii. (1971).

Nitrogénio Solivel (NS): Foi determinado conforme método de MORR et alii
(1985), que € uma modificagdo do procedimento do indice de solubilidade de
nitrogénio. Foi avaliada variando-se o pH de uma solugdo a 1% de proteina (pH’s =
3,0; 6,0 € 9,0), a qual foi determinada utilizando-se 4gua como solvente e uma

temperatura de 30°C. A porcentagem de proteina soluvel (P.S.) foi determinada por:

concentragdo da proteina do filtrado (mg/mL) x 50 x 100

PS =
peso da amostra x conteudo de proteina da amostra (%)

100

Retencio de Agua (CRA): Thomas et alii (1974), citados por HALL (1996),
utilizaram este método para analise de proteinas de soja, o qual consiste em se
adicionar um excesso de agua em uma determinada massa de amostra, deixar a
mistura em descanso e, apds centrifugagdo, medir a quantidade de dgua que restou
da mistura (sobrenadante). A capacidade de retengdo de agua (CRA) sera fornecida

em mL de 4gua retida por g de amostra.

cra= VYol. H,O adicionado (mL) — vol. de solucao sobrenadante (mL) x 100

Peso da amostra (g)
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Capacidade de Absor¢do Espontinea de Agua (CAA): O método utilizado foi
empregado por TORGENSEN & TOLEDO (1977), o qual consiste em um aparelho
com um funil conectado a uma pipeta graduada (Figura 2). Uma massa conhecida de
amostra € espalhada sobre um papel de filtro Whatman n°1, imido, colocado no topo
do funil de Biichner, com 4gua ao nivel da placa perfurada. O ensaio foi conduzido a
temperatura do ambiente, sendo que as leituras de dgua absorvida foram feitas em
intervalos de 20 segundos, totalizando um tempo de 1800s. O resultado obtido foi

expresso em mL de 4gua absorvida por g de amostra:

volume de 4gua absorvida (mL)

CAA =
massa de amostra (g)

Capacidade de Absor¢io Espontinea de Oleo (CAO): Utilizou-se o método
sugerido por De KANTEREWICZ et alii (1989) que consiste na utilizacdo do
mesmo equipamento usado para a andlise da absor¢do espontanea de dgua (Figura
2), no qual substitui-se apenas o tipo de papel de filtro, que passa a ser o Whatman
com microfibras de vidro GF/C, agora umedecido com 6leo. O ensaio foi conduzido
a temperatura ambiente, sendo que as leituras do volume de 6leo absorvido foram
feitas em intervalos de 20s, totalizando um tempo de 1840s. O resultado foi expresso

em mL de 6leo absorvido por grama de amostra:

volume de 6leo absorvido (mL)

CAO=
massa de amostra (g)

Capacidade Emulsificante (CE): Feita conforme método dos autores De

KANTEREWICZ et alii (1987), com algumas modifica¢des, utilizando-se o

homogeneizador ultra turrax T-25 (Junkel & Kunkel), onde preparou-se varias
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combinagdes de 6leo + solugdo de ovalbumina (0,2% de proteina) em que se
adicionou autolisado e extrato de levedura em concentra¢des nas quais a proteina
variou de 0.4 a 2,0% na solugcdo de ovalbumina 0,2%. Submete-se esta mistura
inicial (20 mL de solucéo + 40 mL de 6leo) a agitacdo e vai-se adicionando 6leo até
que ocorra a quebra da emulsdo, identificada com o auxilio do corante Sudao III,

utilizado para tingimento de gordura. A capacidade emulsificante (CE) € dada por:

volume de 6leo (mL)

CE=
massa de proteina total (ovalbumina + amostra) (g)

Figura 1. Equipamento utilizado para medir a capacidade de absor¢do espontdnea

de agua (CAA) e capacidade de absor¢do espontanea de 6leo (CAO).
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5.3.Resultados e discussio

Na Tabela 1 estd demonstrada a composicdo centesimal dos trés produtos
preparados. Pode-se observar que o componente de maior concentracdo foi a
proteina para as trés amostras, seguidos de fibra total para a levedura integra e
autolisado, e cinza para o extrato e, em terceiro lugar, observa-se o teor de cinza

para a levedura integra e autolisado e 0 de RNA para o extrato.

Tabela 1. Composi¢do centesimal aproximada da biomassa de células integras de

levedura, do autolisado total, e do extrato de levedura, todos em base

seca.
Componente Células Integras  Autolisado total Extrato
(% b.s.) (LI) (AT) (Ex)
Proteina (N x 5,8)* 48,41 +0,56" 46,44 £0,14° 61,88 +0,59°
Lipidios totais* 3,26 + 0,02 3,31 £0,06 0,62 +0,02°
Cinzas* 7,99 + 0,08 7,06 £0,02° 12,31+0,07°
RNA** 5,65 7,93 6,87
Fibra total 24,40 25,03 2,70
Fibra soluvel 22,52 24,76 2,70
Fibra insoluvel 1,88 0,27 0,00
N3ao determinado*** 10,29 10,23 15,62

*Resultados sdo média de 3 determinacdes analiticas + desvio padrio, sendo a
avaliacdo estatistica feita através do teste de Tukey; ** Resultados sdo média de 2
determinagdes analiticas; ***Nao determinado = 100 — (proteina + lipidios totais +
cinzas + RNA + fibra total).



O teor de proteinas, de lipidios e de RNA dos trés produtos estdo muito
proximos dos valores apresentados por BENASSI et alii (1990), apés terem feito um
tratamento para reducdo de RNA. Os valores da composi¢do centesimal, de uma
forma mais global, estdo proximos dos valores citados por HALASZ & LASTITY
(1991). Os indices de RNA apresentam-se dentro de uma faixa aceitavel para uso da
levedura como ingrediente funcional em alimentos, de forma que a ingestdo seria
bastante reduzida devido as proporcdes utilizadas com o objetivo de melhorar as

caracteristicas funcionais.

Os resultados de solubilidade sdo mostrados na Figura 2. Pode-se observar
um aumento expressivo destes indices no extrato quando comparados com os
valores da levedura integral, o que € perfeitamente compreeensivel, uma vez que o
extrato € constituido da fragdo solivel do material apds ter sofrido autdlise. Ao se
avaliar os valores de solubilidade para o autolisado observa-se uma queda
consideravel (aproximadamente 17%) nos indices em relagdo a levedura integra. De
acordo com CHOU & MORR (1979), os primeiros sitios de interacdo do sistema
proteina/agua sdo os grupos funcionais dos aminoacidos polares, onde os grupos —
NH, e -COOH sdo os que ligam o maior nimero de moléculas de agua,
respectivamente. Para se avaliar o resultado da solubilidade do autolisado, pode-se
constatar que houve possiveis interagdes entre a parede celular e estes grupos
provenientes das moléculas protéicas hidrolisadas que se ligam com a 4gua,

diminuindo a solubilidade até¢ mesmo quando comparada com a levedura integra.
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Figura 2. Perfil de solubilidade protéica das amostras de levedura integra (LI),
autolisado total de levedura (AT), extrato de levedura (Ex) e da farinha de
soja desengordurada (FSD).

Ao se observar os dados de solubilidade dos produtos de levedura (AT e Ex)
percebemos que ndo apresentam curva caracteristica de uma proteina (com os
valores do ponto isoelétrico definido) como mostrado por PACHECO (1996), que
preparou isolados protéicos de levedura e observou que a solubilidade apresentava
valores inferiores a 10% quando o pH se apresentava entre 2,0 e 4,0. Isto pode ser

devido a uma hidrdlise protéica durante a autélise.

Ao se comparar a solubilidade dos produtos obtidos com o valor de
solubilidade da farinha de soja desengordurada a pH 6,0 (pH da maior parte dos
alimentos), observa-se que a levedura integra e o extrato de levedura apresentaram

maior solubilidade protéica que a farinha de soja desengordurada, o que facilita o
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uso dos mesmos na formulagdo de alimentos. A variagdo de pH ndo teve nenhuma

influéncia na solubilidade da proteina dos trés produtos de levedura.

A capacidade de absor¢do de dgua ¢ uma importante propriedade dos
alimentos uma vez que a agua absorvida em pequenas quantidades contribui para dar
corpo e aumentar a viscosidade. Neste ensaio ndo se estudou os efeito do pH na
absor¢@o da agua ja que o objetivo foi avaliar o efeito do processamento sobre esta

propriedade funcional. Todos os testes foram conduzidos no pH da amostra (=5.8).

A medida que progride o processo de autélise para obten¢do do extrato,
observa-se uma redu¢@o na capacidade de absor¢io de agua (Figura 3), sendo que o
extrato foi o que apresentou menor absor¢do de dgua, seguido do autolisado e da
levedura integra. Todos os produtos de levedura apresentaram uma absorg¢do de agua
menor que o da farinha de soja desengordurada. Podemos observar, como citado por
CHEFTEL et alii (1989), que nédo existe relagdo entre solubilidade e capacidade de

absor¢do de 4gua.

Nas trés curvas de absor¢do de dgua das amostras (LI > AT > EX), observa-se
um aumento lento ¢ gradual da absorgdo, inicialmente mais rapida, indicando uma
certa dificuldade de penetragdo da dgua no material. E provavel que possa ter
havido uma agrega¢do de particulas em fungdo da textura muito fina do material
séco por “spray dryer”, cujo fendmeno poderia aumentar do extrato (Ex) para a

levedura integra (LI).
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Na Figura 4, pode ser observada uma redugdo consideravel na absorgdo de
6leo do extrato e autolisado ao se comparar com a absor¢do de oleo da levedura
integra (59% e 43% do valor apresentado na levedura integra, respectivamente). Isto
pode ter ocorrido devido a uma exposi¢do dos grupos hidrofilicos da molécula de
proteina durante o processo de autdlise diminuindo a afinidade com o oleo. A
redugdo observada no teor de absorgdo de Oleo apds o tratamento das células
integras pode ser de grande importancia para o uso da levedura em alimentos que

poderdo sofrer frituras, como, por exemplo, em embutidos de carnes.

Na avaliagdo dos indices de retengdo de agua (Figura 5) observa-se um
aumento consideravel (= 43%) ao se comparar o autolisado com a levedura integra,
resultado esperado, uma vez que a hidrolise ocorrida no processo de autdlise pode

ter exposto os grupos hidrofilicos da molécula de proteina, como explicado por
CHEFTEL et alii (1989).
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Figura 5. Perfil da capacidade de reteng¢do de agua (CRA) em fungdo do pH para:
levedura integra (LI), autolisado de levedura (AT), extrato de levedura
(Ex) e da farinha de soja desengordurada (FSD).
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No caso da retengdo de agua obteve-se valores negativos para o extrato
devido ao seu alto indice de solubilidade, indicando que o produto ndo apresenta
nenhuma capacidade de reter agua, ocorrendo um aumento no volume extraido de
agua apos a centrifugacdo. KINSELLA (1976) observou que a retengdo de agua é

afetada por outras propriedades como a solubilidade e a viscosidade.

A Figura 6 mostra o efeito da capacidade emulsificante da mistura
(ovalbumina 0,2% + proteina de levedura). Observa-se que ao se utilizar a proteina
(N x 5,8) acrescida pela adigdo de amostra para calculo da capacidade emulsificante
obtivemos uma curva decrescente, indicando que a proteina do autolisado e extrato,
ja bastante transformada, apresenta baixa capacidade emulsificante. A proteina da
farinha de soja desengordurada também contribui para diminuir a capacidade
emulsificante da ovalbumina.

850
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Capacidade Emulsificante
{mL 6leol g prot.)

250

o

———— -
100 +—— i . . . : ; — . S
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Massa prot. total - (ovalb + proteina ,;,.4a (9))

—e— Autolisado —@—Extrato —a—Farinha de Soja Desengordurada

Figura 6. Representagdo grafica da capacidade emulsificante (C.E.) da mistura de
solugdo de ovalbumina 0,2% em concentragdes crescentes de autolisado de
levedura (AT), extrato de levedura (Ex) e da farinha de soja
desengordurada (FSD).
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Em virtude do grande namero de variaveis para a avaliagdo da capacidade
emulsificante, bem como da alteracdo da metodologia para avaliagdo do material
como um aditivo na melhoria desta propriedade, utilizou-se a farinha de soja

desengordurada (FSD) como referéncia.

A Figura 7 mostra a variacdo do volume de ¢leo incorporado a solugdo de
ovalbumina 0,2% em fun¢do da adi¢do de amostras de levedura. Observa-se que, a
medida que se adiciona quantidades crescentes de amostras (AT, Ex € FSD), tem-se
um aumento do volume de 6leo necessario para que ocorra a quebra da emulsdo, o
que torna possivel indicar o uso de material de levedura como agente flavorizante
em emulsdes do tipo maionese. Pode-se observar também que o autolisado apresenta
uma curva bastante similar a da farinha de soja desengordurada, sendo que, em
valores absolutos, o autolisado apresentou menor efeito quando comparado com a

farinha de soja.

O efeito do autolisado e do extrato sobre o volume adicional de 6leo para
forma¢do de emulsdo (Fig. 7) apresentou valores coerentes, ja que no processo de
autdlise tem-se o rompimento da parede celular e ativagdo das enzimas
intracelulares provocando a hidrolise da proteina em peptideos que contém menor
peso molecular, dificultando a agdo do extrato sobre o aumento da capacidade
emulsificante, sendo que o autolisado, que ainda contém parede celular, apresenta

maior efeito sobre esta propriedade.
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Figura 7. Variagdo do volume de 6leo incorporado a solugdo de ovalbumina 0,2%
em fung¢do da adigdo crescente de autolisado de levedura (AT), extrato de
levedura (Ex) e da farinha de soja desengordurada (FSD) para que ocorra

a quebra da emulsio.

Apesar da menor influéncia do autolisado e do extrato na capacidade
emulsificante da ovalbumina, quando comparada com a farinha de soja
desengordurada (Figura 7), observa-se um aumento consideravel na capacidade
emulsificante em relagdo a solugdo inicial de ovalbumina 0,2% ao se utilizar os
produtos de levedura como aditivo funcional. Ao se adicionar 700mg de amostra no
sistema contendo ovalbumina 0,2% + 6leo, observa-se um aumento de 2,4 vezes na
capacidade emulsificante no caso do acréscimo de autolisado € um aumento de 1,7
vezes no caso do acréscimo do extrato e de 3 vezes no caso da farinha de soja
desengordurada. Quando se compara estes resultados com os valores apresentados
pela relagdo entre absorgdo de agua e absorgdo de 6leo (WOAI) da Tabela 2, pode-

se perceber que estas propriedades estdo relacionadas, como citado por De
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se perceber que estas propriedades estdo relacionadas, como citado por De
KANTEREWICZ et alii (1987).Quanto maior for a relagdio CAA/CAO (WOAI)

tanto maior devera ser a capacidade de emulsificagdo do sistema.

Tabela 2. Razdo entre a capacidade de absor¢do agua (CAA) e a capacidade de
absor¢io de 6leo (CAO) para as amostras de levedura integra {L1),

autolisado total (AT), extrato de levedura (Ex) e farinha de soja

desengordurada (FSD).
WOAT*
Amostra
(mL agua absorvida/mL éleo absorvido)

Levedura fntegra 1.86
Autolisado 3.7
Extrato 1,97
Farinha de Soja Desengordurada 5.53

*WAOQI = CAA/CAO
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5.4. Conclusdes

O processamento da levedura alterou as propriedades funcionais de cada
fragdo de maneira diferente. Pode-se perceber estas alteragdes quando se compara
autolisado e extrato com a levedura integra. Observou-se um aumento consideravel
da solubilidade do nitrogénio no extrato (33% em comparagdo com a levedura
integra). Houve uma redu¢@o do indice de absor¢@o espontanea de 6leo no processo,
que diminuiu em 59% para o autolisado € em 43% para o extrato, quando se
compara com a levedura integra. Somente o autolisado possui este indice menor que
o da farinha de soja desengordurada. Quanto a absor¢do espontinea de agua,
observou-se uma redu¢do consideravel durante o processamento (17% para o
autolisado e 40% para o extrato). Ao se comparar 0s tré€s produtos de levedura com a
farinha de soja desengordurada, pode-se perceber que todos possuem uma absorgéo
espontdnea de dgua bastante inferior ao da farinha. O processo de autdlise resultou
em um aumento da capacidade de retengdo de dgua. A capacidade emulsificante de
uma solu¢do de ovalbumina 0,2% (815 mL 6leo/g proteina) aumentou de 2,4 vezes
apos a adi¢do de aproximadamente 700mg de autolisado e de 1,7 vezes apés a
adi¢do de igual massa de extrato de levedura, indicando que estes produtos poderdo
ser adicionados em emulsdes, como, por exemplo, maionese, com o objetivo de
aumentar a capacidade emulsificante, a viscosidade, a consisténcia e introduzir sabor

diferenciado.
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