COMPOSICAO QUIMICA DA BIOMASSA DE LEVEDURA
INTEGRAL (Saccharomyces sp.) E DETEHMINA(}AO DO
VALOR NUTRITIVO DA PROTEINA EM CELULAS INTEGRAS
OU ROMPIDAS MECANICAMENTE!

CABALLERO-CORDOBA, Glenys M.%, PACHECO, Maria Teresa B.2 & SGARBIERI, Valdemiro C.2

RESUMO

Levedura de cerveja foi submetida a estudos analiticos para deter-
minagéo de sua composigdo quimica e a ensaios biolégicos em
ratos para determinagéo de seu valor protéico, na forma de células
integras e com as paredes celulares rompidas mecanicamente,
atraves de um moinho com esferas de vidro (Dynomill). Na compo-
sicio da biomassa predominam as proteinas (48,52%), os carboi-
dratos (32,92%), minerais (8,32%), RNA (7,52%) e lipides totais
(3,4%). O perfil de aminodcidos da proteina é adequado para
nutrico humana, superando as recomendagdes da
FAO/WHO/UNU de aminodcidos essenciais, sendo particularmente
rica em lisina, podendo ser indicada para complementar a proteina
de cereais. O valor protéico determinado através de ensaios biold-
gicos (PER e NPUa) representou 70-80% dos valores para caseina,
utilizada como referéncia.
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SUMMARY

CHEMICAL COMPOSITION OF YEAST BIOMASS (Saccha-
romyces sp.) AND PROTEIN NUTRITIVE VALUE OF INTEGRAL
OR MECHANICALLY RUPTURED CELLS Brewer's yeast was sub-
mitted to analytical studies to determine its chemical composition
and through biological assays with rats to determine its protein value
in the form of integral cells and after mechanical rupture of the cell
walls in a dynomill with glass spheres. The main components of the
biomass was protein (48.5%), carbohydrate (32.9%), minerals
(8.3%), RNA (7.5%) and total lipids (3.4%). The protein amino acids
profile is adequate for human nutrition, supplying all the essencial
amino acids recommended by FAO/WHO/UNU, being particularly
rich in lysine and could be indicated for complementation of cereals
protein. The protein value established by biological assays (PER,
NPUa) represented 70 to 80% of casein, utilized in this study as
reference.

Key words: Brewer's yeast, biomass, chemical composition, protein
value.

1— INTRODUGAO

A biomassa de levedura constitui um subproduto impor-
tante das industrias de cerveja e de &lcool etilico. Como o
Brasil € um dos maiores produtores mundiais desses dois
produtos, a quantidade de biomassa de levedura produzida
é muito grande.
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Estudos com leveduras tém merecido destaque, ndo s6
pelo fato de estarem tradicionalmente associadas a prepa-
ragédo de alimentos e bebidas fermentadas, mas também
pela versatilidade e habilidade de crescerem rapidamente
em uma ampla variedade de substratos (11, 13, 19, 28, 30).
As leveduras como fonte de proteinas tdm sido estudadas,
principalmente, a partir dos anos 60, sendo que até o mo-
mento néo se dispoe de tecnologia abrangente e adequada
para sua ampla utilizagao.

A producéo de isolados e concentrados protéicos a
partir de microorganismos, tais como leveduras, algas e
bactérias, tem recebido consideravel atengéo nas Ultimas
décadas. Devido ao teor elevado de proteinas (45-65%) séo
considerados 6tima fonte protéica ndo-convencional (15).

As leveduras mais utilizadas como fonte de nutrientes
tém sido Saccharomyces cerevisiae, S. fragilis, Kluyve-
romyces fragilis, Candida utilis e C. tropicalis. Até 1970, a
levedura Saccharomyces carlsbergensis foi considerada
uma espécie e, por este motivo, até hoje esta variedade
utilizada na industria cervejeira é denominada desta manei-
ra. De acordo com uma classificagéo mais atualizada (4),
dentre as quatro variedades de Saccharomyces carlsber-
gensis, trés sao classificadas como Saccharomyces cerevi-
siae e apenas uma variedade como Saccharomyces pasto-
riana. Embora a espécie Saccharomyces cerevisiae seja
muito usada para estudos cientificos e em panificagéo, no
Brasil existem muitos estudos do emprego desta levedura
no processo de fabricagdo de etanol e o seu aproveitamento
em ragbes para animais (1, 26).

A levedura de cervejaria tem sido pouco estudada para
fins nutricionais, talvez pelo seu sabor amargo que resulta
do processo de fermentagéo da cerveja. Alguns trabalhos
realizados com levedura excedente da produgéo de cerveja
utilizaram as células inativas intactas, para testes de funcio-
nalidade, sem abordar o aspecto nutritivo (20, 23, 27). Os
dois principais fatores citados como limitantes do aproveita-
mento biolégico dos nutrientes da levedura sdo o seu alto
teor em &cido nucléico (RNA) e a parede celular muito
espessa e resistente que interfere com a sua digestibilidade
(19).

Neste trabalho, explorou-se a influéncia do rompimento
mecanico das paredes celulares no aproveitamento bioldgi-
co da proteina da biomassa.
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2 — MATERIAL E METODOS

2.1 - Levedura

Levedura Saccharomyces sp., procedente da industria
cervejeira, foi obtida na forma de células frescas ja desa-
margadas, em suspensao aquosa.

2.2 - Ruptura da parede celular

O rompimento das paredes celulares foi conseguido em
moinho Dynomill com 70% da cdmara preenchida com
esferas de vidro de didmetro entre 0,6 a 1,0 mm (18).

Ap6s otimizagéo, as condicdes fixadas para a operacao
foram: suspenséo de levedura (40% v/v) em agua, ajustan-
do-se pH 8,0 com solugédo a 10% de carbonato de sadio;
fluxo de 80 mL/min; velocidade do moinho de 2.400 rpm.

A temperatura da massa foi mantida a mais baixa
possivel (15°C) com o auxilio de liquido refrigerante
(agua/etilenoglicol), circulando pela camisa dupla ao redor
da camara do moinho. A eficiéncia do rompimento foi deter-
minada pela dosagem de nitrogénio soltvel na suspenséo
inicial e no sobrenadante da suspensao de células rompi-
das, obtida por centrifugagéo, apés passagem pelo moinho.
O rendimento de células rompidas foi acima de 95%.

2.3 - Métodos analiticos

Composigcdo centesimal - Proteina total, umidade e
cinzas foram determinadas de acordo com os procedimen-
tos da AOAC (2). Carboidratos totais, pelo método colorimé-
trico de DUBOIS et al. (8). Lipidios totais foram extraidos
pelo procedimento de BLIGHT & DYER (5) e determinado
gravimetricamente. Fibras soltveis e insoltveis foram quan-
tificadas pelo método de ASP et al. (3).

Acido nucléico (RNA) - Os 4cidos nucléicos em leve-
dura, que consistem, principalmente, de RNA, foram deter-
minados pelo método de HEBERT et al. (17). O RNA foi
extraido com 4cido perclérico 0,5M a temperatura de 37°C,
por 2 horas. Em seguida, foi hidrolisado com acido perclérico
0,5M a 100°C, 15 minutos. Fez-se a quantificacéo da ribose
pelo reagente orcinol que produz uma coloragdo esverdea-
da e absorve a 870 nm. As leituras foram comparadas com
as da curva padréo feita com RNA purificado de levedura
(Sigma).

Elementos minerais - As amostras foram inicialmente
carbonizadas e deixadas na mufla a 450°C por varios dias,
até ficarem totalmente brancas. Em seguida, dissolvidas em
acido nitrico a 5%. Aliquotas foram injetadas no espectrofo-
tdmetro de plasma de argdnio (ICT 2000 BAIRD) verséo
simultanea. As condicbes de operagédo foram: gerador de
radio freqliéncia, 40,68 mhz; nebulizador pneumatico con-
céntrico; fluxo de entrada da amostra a ser nebulizada, 4
mL/min; fluxo de gas de refrigeragdo, 70 mL/min; posi¢do
da tocha vertical, 9,8 mm; poténcia aplicada, 100W.

A guantificagdo dos minerais foi realizada através de
curva padréo construida a partir de uma solugéo (100ug/mL)
do padrao analitico BAIRD (solugéo #2) em &cido nitrico a
5%.

Aminoacidos - Determinados em autoanalisador com
coluna de troca catidnica e derivatizagdo pés-coluna com
ninidrina. As amostras foram previamente hidrolisadas com
HCI 6N a 110°C por 22h, com excecéo do triptofano, para o

qual a hidrolise foi feita com LIOH 4N por 24h, & mesma
temperatura.

Acidos graxos - A composigdo em &cidos graxos foi
determinada por cromatografia gasosa dos ésteres metili-
cos dos acidos graxos, obtidos de acordo com o método
descrito por HARTMAN & LAGO (16). Foi utilizado um
cromatégrafo VARIAM 3400/3300, com detector de ioniza-
c¢do de chama (FID), coluna QV 275-15% Carbowax
(1/8" x 2m). Os acidos graxos foram identificados por com-
paracéo do tempo de retengdo com os padrdes (Sigma) e
quantificados por célculo automatico de area pelo integrador
Perkin-Elmer-100.

2.4 - Ensaios bioldgicos e calculo dos indices de
valor protéico

O valor protéico da biomassa de levedura foi determi-
nado através do PER (quociente de eficiéncia protéica) e
dos indices calculados pelo balango de nitrogénio, a saber:
digestibilidade aparente (Da); valor bioldgico aparente
(VBa); utilizagao liquida aparente da proteina (NPUa).

O preparo das dietas e a execugdo dos testes foi, em
linhas gerais, como descrito em SGARBIERI (30). Foram
utilizados ratos machos com 21 dias da linhagem Wistar,
livres de patégenos especificos (SPF), fornecidos pelo Cen-
tro de Animais de Laboratdrio da UNICAMP. Dietas foram
preparadas com 10% de proteina proveniente de células de
levedura integras ou rompidas mecanicamente, além da
dieta controle com 10% de caseina. As dietas continham
ainda 8% de lipidios, misturas vitaminicas e minerais, se-
gundo AIN-93G-MX e AIN-93-VX (25), respectivamente,
fibras e uma mistura de carboidratos (3:1 amido de milho e
sacarose) para completar 100%. Os animais, grupos de oito
ratos por ensaio, tiveram livre acesso a dgua e as dietas e
as condigbées de temperatura e luminosidade foram de
21+2°C e 12 h de claro-escuro, respectivamente. A duragio
do experimento foi de quatro semanas (PER), sendo que na
segunda semana foram coletadas fezes e urina para o
balango de nitrogénio e calculo dos indices nutricionais.

2.5 - Andlise estatistica

Foi realizada pelo programa SANEST (Sistema de Ana-
lise Estatistica), submetendo os resultados experimentais a
analise de variancia e ao teste de Tukey ao nivel de 95% de
confiabilidade (12).

3 — RESULTADOS E DISCUSSAO

A composigdo centesimal da biomassa de levedura de
cervejaria Saccharomyces sp., € mostrada na Tabela 1.
Para o calculo da proteina bruta (48,5%), utilizou-se o fator
de converséo 5,8, calculado ap6s a subtragéo do nitrogénio
néo-protéico correspondente ao RNA da biomassa. A com-
posicéo se caracteriza pelos elevados teores de proteina,
de cinzas, de RNA e de fibra soltvel. O teor de lipidios totais
é baixo e o de carboidratos totais representa aproximada-
mente um terco da biomassa.

Para efeito de comparagdo, na mesma Tabela 1 sédo
apresentados os resultados de dois outros autores FAR-
NUN & CLELAND (10) e GUZMAN-JUAREZ (13). Os resul-
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tados dos dois trabalhos se aproximam bastante dos encon-
trados no estudo aqui apresentado.

TABELA 1. Composicdo centesimal da biomassa integral
de levedura de cervejaria (Saccharomyces sp.).

Componentes Saom:};riamyoe i L;v:g;:a Levedura®
Proteina 48,51 49,80 45-49
RNA 7,52 8,40 8-12
Lipidios 3,44 4,91 4-7
Cinzas 8,33 5,10 5-10
sl 32,86 S 26.27
Fibra soltvel 9,59 - -
Fibra insoltvel 2,60 - -

TSKANQV et al. (23) encontrou para a Saccharomyces
cerevisiae 211, um valor bioldgico de 71,4% e um escore
quimico para os amino&cidos sulfurados (metionina + cisti-
na) de 63% e para o triptofano de 69%, em relagdo ao
padrao de referéncia da FAO.

O perfil de acidos graxos da fragéo lipidica da biomassa
de Saccharomyces sp. é ilustrado na Tabela 3. Foram
identificados 11 &cidos graxos (C8 - C18), entre os quais os
acidos palmitico (31,4%), oléico (10,7%), esteérico (9,2%),
caprico (6,1%), linoléico (4,4%) e palmitoléico (3,8%), por-
tanto, acidos graxos saturados e mono-insaturados. O teor
de acido linoléico (C18:3) foi baixo.

TABELA 3. Composigéo de 4cidos graxos dos lipidios totais
da biomassa integral de levedura de cervejaria (Saccha-
romyces sp.).

a) Fator de convencéo do N para proteina = 5, 8; b) Farnum e Cleland (10);
c) Guzmén-Juarez (13).

Na Tabela 2 estéo apresentados os dados da composi-
¢do em aminoacidos da biomassa de levedura comparada
com o padréo de referéncia da FAO/WHO/UNU (9). Pode-se
notar que o perfil de aminoacidos essenciais das células de
levedura supera em todos os aminoacidos as quantidades
recomendadas pelas trés organizagdes das Nagdes Unidas,
exceto pelo triptofano, em que a quantidade por 100g de
proteina é idéntica & do padrdo de referéncia. Deve-se
destacar que as concentragdes elevadas de lisina (Lys) e
de treonina (Thr) na biomassa de levedura, a torna um
material excepcional para a complementagio de cereais,
uma vez que as proteinas dos cereais sdo comumente
deficientes nestes dois aminoacidos e também em triptofa-
no.

TABELA 2. Composigéo de aminodcidos (g de aminoacido/
100g de proteina) da biomassa integral de levedura de
cervejaria (Saccharomyces sp.).

o o Bl Essenciais Bl PR
Cys 0,34 Lys 7,13 58
Tyr 4,868 Leu 8,84 6,6
Glu 13,15 lle 5,64 2.8
Asp 11,98 Thr 6,16 34
Ser 6,13 Try 1,10 1
Pro 4,45 Val 6,20 34
Ala 7,07 Met+Cys 2,84 2.5
Gly 493 Phe+Tyr 9,98 63
Arg 411 His 2,06 1.9
Phe 5,30 Met 2,50

Bl = biomassa intregral; PR = Padréo de referéncia da FAO/WHOJUNU (9).

Apesar de nossos resultados néo terem mostrado ne-
nhuma deficiéncia em relagéo ao padrdo da FAO, LYU-

Acidos graxos Estrutura ngze;:;at:l;ao

Caprilico Cc8:.0 0,28
Caprico C10:0 6,13
Laurico ci12:0 1,29
Meristico C14:.0 0,88
Meristoléico C14:.0 0,44
Palmitico c16:0 31,37
Palmitoléico C186:1 3,78
Estedrico ci8:0 9,24
Oléico ci8:1 10,69
Linoléico c18:2 4,42
Linolénico Cc18:3 0,57

Segundo HALASZ & LASZTITY (14), o contetdo de
lipidios das leveduras variade 7a15% e a composicdo dos
acidos graxos é caracterizada por um alto contetido de
acidos graxos insaturados, sendo que o fluxo de oxigénio
durante o cultivo das células é o parametro que mais influ-
encia a composigao em &cidos graxos.

Os resultados reportados no presente trabalho estio
em desacordo com as afirmagdes de HALASZ & LASTITY
(14), tanto sob o aspecto quantitativo como qualitativo. Na
Tabela 1, o teor de lipidios totais é de 3,44% inferior & faixa
de 7-15%, por outro lado, na Tabela 3, predominam acidos
graxos saturados e mono-insaturados e néo os poli-insatu-
rados. E provével que esta diferenca reflita as diferentes
condigdes fisioldgicas e nutricionais das diferentes biomas-
sas. No caso dos resultados reportados neste trabalho,
tem-se uma biomassa mais exaurida, depois de varias
reciclagens no processo fermentativo. No exemplo da lite-
ratura, trata-se de biomassa cultivada em condigdes ideais
de concentragéo de nutrientes no meio e de suprimento de
oxigénio.

A composicao mineral da biomassa é apresentada na
Tabela 4. Considerando o elevado teor de acido nucléico da
levedura (Tabela 1), o que limita sua ingestédo didria a um
maximo de 20-30g de levedura seca por dia, a levedura nio
podera contribuir com quantidades muito significativas de
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macroelementos. Com relagdo aos microelementos, ela
pode ser considerada uma fonte excelente de selénio, cro-
mo, niquel e litio.

TABELA 4. Composigdo mineral (macro e microelementos)
da biomassa integral de levedura de cervejaria (Saccha-
romyces sp.).

eleh'::;otos gy eleh:'::‘r?tos mg/100g
Fosforo 16,94 Selénio 24,21
Potassio 13,56 Manganés 15,91
Sadio 8,95 Chumbo 9,69
Magnésio 2,10 Cromo 9,63
Aluminio 0,95 Niquel 7.22
Célcio 0,73 Litio 5,89
Ferro 0,10 Zinco 4,56
Cobre 4,54
Vanadio 0,63
Cadmio 0,29

Alevedura de cerveja é considerada excelente fonte de
selénio e cromo, sendo sua ingestdo recomendada como
suplemento alimentar para prevenir estados carenciais des-
ses elementos, caracterizados por queda de cabelos, retar-
do de crescimento, deficiéncia reprodutiva, cardiopatias,
necrose e degeneracéo do figado e do pancreas (22).

Os indices indicativos do valor protéico da biomassa de
levedura Saccharomyces sp., com as células integras (CLI)
ou células com paredes celulares rompidas mecanicamente
(CLR), séo apresentados na Tabela 5. Pode-se notar que
para o PER néo houve diferenga entre as duas preparagdes
de levedura, que apresentaram indices entre 65-70% da
caseina. O balango de nitrogénio (BN) também néo diferiu
entre CLI e CLR, sendo que para CLI foi estatisticamente
inferior ao da caseina, enquanto que CLR e caseina nio
diferiram estatisticamente (p < 0,05). A digestibilidade da
proteina em CLR foi superior 2 da CLI, e ambas preparagdes
foram inferiores & caseina. O valor biolégico néo diferiu
estatisticamente entre as duas preparagdes de levedura,
tendo sido ambos inferiores a caseina. O indice de utilizagio
liquida aparente da proteina (NPUa) foi superior para a
biomassa com células rompidas, porém, tanto CLI como
CLR foram inferiores a caseina. Em relagdo a caseina, a
utilizag&o bioldgica da CLR foi da ordem de 88%.

O quociente de eficiéncia protéica (PER) de células de
levedura pode ser elevado de 2,02 para 2,5 com a adigéo
de 0,5% de metionina & proteina da dieta (7).

De acordo com a “Food and Drug Administration” (FDA),
somente células secas das leveduras Saccharomyces ce-
revisiae e Candida utilis podem ser utilizadas como aditivos
em alimentos para consumo humano, por ja terem sido
submetidas aos testes de toxicidade e de seguranca exigi-
dos por este 6rgéo (6).

As curvas de crescimento (ganho de peso) para ratos
em dietas contendo 10% de caseina e de proteina de células
de levedura, integras ou rompidas, aparecem na Figura 1.

Pode-se notar que os grupos de ratos em dietas contendo
biomassa de levedura, células integras ou rompidas, cres-
ceram na mesma velocidade e proporgédo e representou
80% do crescimento dos ratos em dieta de caseina.

TABELA 5. Balango nitrogenado (BN), digestibilidade apa-
rente (Da), valor biolégico aparente (VBa), utilizacéo
liquida aparente da proteina (NPUa) e quociente de
eficiéncia protéica (PER) de ratos alimentados com die-
tas & base de levedura.

indices cu CLR CAS Eﬂ:;i
BN (g) 160b  194ab  2,08a 9,55
Da(%)  8266c  8537b  9213a 0,86
VBa(%) 85290  8802b  92.47a 2,86
NPUa(%) 693dc  7510b  8518a 333
PER 2,14b 2,16b 327a 5,89

Médias seguidas por letras distintas diferem entre si ao nivel de 5% de
significancia. CLI = células de levedura integras; CLR = células de levedura
rompidas @ CAS = caseina,
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FIGURA 1. Curvas do ganho de peso de ratos alimentados
com dietas contendo 10% de proteina proveniente de
células de levedura rompidas (CLR), células de levedura
integras (CLI) e caseina (CAS).

4 — CONCLUSOES

— Conclui-se que a biomassa da levedura de cervejaria
Saccharomyces sp. constitui uma fonte abundante de
proteina de bom valor nutritivo (70 a 80%) em relacéao
a caseina, levando-se em consideragdo os vérios indi-
ces de avaliagao bioldgica.

- Por apresentar elevado contetdo de lisina, essa fonte
protéica apresenta interesse especial como comple-
mento para proteinas de cereais.

— O rompimento mecéanico da parede celular melhorou
significativamente a digestibilidade e a utilizag&o liquida
da proteina da biomassa.

- A levedura revelou-se ainda uma excelente fonte de
alguns microelementos como selénio, cromo, niquel e
litio.

— Constitui ainda boa fonte de fibra alimentar, particular-
mente de fibras soltveis.
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O contetido de lipidios revelou-se baixo, com predomi-
néncia de 4cidos graxos saturados e mono-insaturados
com 10, 16 e 18 dtomos de carbono.
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