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RESUMO

Foram objetivos do presente trabalho o fracionamento, a caracterizagao quimica e o estudo das propriedades funcionais (tecnolégicas)
da fracdo parede celular (PC) de leveduras da fermentacéo alcéolica e das subfracées glicana, manana e glicoproteina. O fracionamento
foi realizado por processos fisico-quimicos de extragao, centrifugacao e secagem em spray dryer, a caracterizacao quimica
pela determinacao da composicao centesimal e as propriedades funcionais pelo uso de técnicas apropriadas. Os componentes
predominantes da parede celular (PC) foram proteina (19%) e fibra solavel (74%), da fracdo glicoproteina, foram as proteinas
(35,5%) e fibra soluvel (56%), nas fracoes manana (M) e glicana solavel (GS) predominaram as fibras soluveis (~70%) e na fracao
glicana insolavel (GI), as fibras insolaveis (70,7%). A solubilidade das varias fracoes em meio aquoso nao mostrou dependéncia
do pH e variou entre 40% e 100%. A fracao que apresentou maior capacidade de retencao de agua (CRA) foi a glicana solavel
(14,4 g H,O/g de amostra) e os maiores indices de solubilidade em agua (ISA) foram os das fracoes glicoproteina (83,8%) e manana
(60%). As fracoes glicana (GS e GI) apresentaram boas propriedades de geleificacao nas concentracoes de 12 e 14% de sélidos
solaveis. As fracoes glicoproteina, manana e glicana soliivel apresentaram excelente capacidade de emulsificaciao (1.500 a 2.000
mL 6leo/g amostra) e as emulsoes de glicoproteina e glicana solivel foram as mais estaveis. Adicdo de igual concentracao (0,2%)
de ovalbumina aumentou significativamente o poder de emulsificacao das fracoes PC e GS e contribuiu para a estabilidade das
emulsoes da manana e da glicoproteina (M e GP).

Palavras-chaves: propriedades funcionais, parede celular, levedura, glicoproteina, manana, glicana.

SUMMARY

FUNCTIONAL (TECHNOLOGICAL) PROPERTIES OF YEAST CELLULAR WALL OF ALCOHOLIC FERMENTATION AND ITS GLYCAN,
MANNAN, AND GLYCOPROTEIN FRACTIONS. The objectives of the present work were the fractionation, the chemical characterization
and the study of functional (technological) properties of the cell wall (CW) of yeast from alcohol fermentation and the subfractions
glycan, mannan and glycoprotein. Fractionation was realized by the physico-chemical processes of extraction, centrifugation and
spray drying; chemical characterization, by determination of centesimal composition and the functional properties through well-
known techniques. In the cellular wall (CW), predominated protein (19%) and soluble fiber (74%). Glycoprotein presented 35.5%
protein and 56% soluble fiber. In the mannnan (M) and soluble glycan (SG), the soluble fiber (70%) was predominant, whereas in
the insoluble glycan (IG) predominated the insoluble fiber (70.7%). Solubility of the various fractions in aqueous media ranged from
40% to 100% and was not pH dependent. Soluble glycan showed the highest water retention capacity (14.4 g H,O/g sample) and the
higher water solubility indices (WSI) were found for mannan (60%) and for glycoprotein (83.8%). The glycans (soluble and insoluble)
presented good gelling properties at 12 and 14% solid concentrations. Glycoprotein, mannan and soluble glycan presented excellent
emulsifying capacity (1,500 to 2,000 ml oil/g sample). The glycoprotein and soluble glycan emulsitions were the most stable. Addition
of ovalbumin (0.2%) in the emulsifying media increased significantly the cellular wall and soluble glycan emulsifying capacity. It also
contributed for the stabilization of the mannan (M) and glycans (IG and SG) emultions.

Keywords: functional properties, cell wall, glycoprotein, mannan, glycan.

1 - INTRODUCAO

A funcionalidade de um ingrediente esta relacionada

como substituto de gorduras em certos tipos de alimentos
dietéticos, tais como coberturas de saladas, sorvetes etc.,
em razao de seu flavor agradavel e textura suave [5].

com suas caracteristicas fisico-quimicas mais relevantes
que exercem grande influéncia nos processos de elaboracao,
estocagem, qualidade e aceitacao de um alimento [9].

Na area de alimentos, muitos polissacarideos de
origem microbiana tém sido largamente utilizados como
espessantes, devido a sua viscosidade em sistema aquo-
so. Outra aplicacao de grande interesse € a sua utilizacao
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Em relacao ao uso da levedura e seus derivados em
industrias de alimentos para producao de sopas desidra-
tadas e produtos carneos, KOLLAR et al. [24] ressaltam
a importancia de algumas propriedades funcionais es-
pecificas, a saber: solubilidade, absorc¢ao de agua e 6leo,
retencao de agua e capacidade emulsificante.

A solubilidade dos ingredientes de um alimento como a
sopa é 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 nas
faixas de pH mais comuns nos alimentos [37].

De acordo com DE KANTEREWICZ et al. [11], a ca-
pacidade de absorc¢ao de 6leo tem grande importancia na
formulacao de alimentos, podendo influenciar na ordem
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de adicao dos ingredientes secos na mistura, além de ser
usado para determinar os tempos de mistura utilizando
uma distribuicao uniforme do éleo ou gordura na mistu-
ra seca. OTERO et al. [31] observaram que a capacidade
de absorver 6leo do concentrado protéico de levedura foi
aproximadamente trés vezes o valor da absorcao de 6leo
do isolado protéico de soja.

A absorc¢ao de agua de um componente do alimento
determina nao somente a aceitabilidade do produto final
em termos de textura e suculéncia, mas também a sua
margem de lucro. Estes indices sao essenciais em alimen-
tos como a gelatina, na qual se obtém um produto com
aproximadamente 95% de agua [21].

De acordo com KINSELLA [23], a capacidade de
retencao de agua € de grande utilidade na fabricacao de
produtos carneos, impedindo a perda de 4gua no processo
de cozimento, em produtos de panificacao e em alimentos
viscosos como sopas. De acordo com NAGODAWITHANA
[30], os nucleotideos obtidos do RNA de levedura sao
atualmente empregados como enriquecedores do sabor a
carne ou queijo em industria de alimentos, o que indica
a necessidade de avaliagcao de absorcao de agua.

A capacidade de uma proteina de formar e estabilizar
emulsoes € fator critico para a producao de carnes moidas,
massas para bolos, cremes para café, maioneses, molhos
para saladas e sobremesas congeladas. MARQUES et al.
[28] afirmam que o uso da glicana de levedura como emul-
sificante se destaca por ser de origem biolégica. LEE [25],
ao analisar a glicana, extraida de uma fracao da parede
celular de levedura, avalia que a mesma podera ser utiliza-
da como emulsificante, estabilizante ou texturizante, além
de ser 1util na formulagao de alimentos com baixo teor de
gordura e de calorias.

Nesta pesquisa procurou-se extrair, a partir da parede
celular (PC) obtida por autélise da biomassa de levedura,
as fracoes glicanas, mananas e glicoproteinas e testa-las
em relacdo a algumas propriedades funcionais tecnolégicas
importantes no processamento de alimentos.

2 - MATERIAL E METODOS

2.1 - Material

2.1.1 - Processo de lavagem da biomassa
(levedura bruta)

A biomassa de levedura (Saccharomyces sp.) coletada
sem sofrer o processo de termélise foi recebida da usina
Sao José, Zillo Lorenzetti (Macatuba, SP), em suspensao
de aproximadamente 20% (p/v) de células. Essa suspensao
foi diluida (1:1) com agua e as células separadas em cen-
trifuga continua de pratos Alfa Laval, tipo BRPX 20739S60
(3.500g, fluxo de 150 Kg/h e descarga a cada 5 min), ob-
tendo-se um sedimento de biomassa e seu sobrenadante
(4gua de saida), recirculado na centrifuga para recuperar
as células arrastadas na agua de lavagem. A biomassa foi
entdo resuspensa em agua (30% p/v) e desidratada em spray
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dryer Niro Atomizer CB3 104D a 180°+£5°C na entrada da
camara e 80°+5°C na saida.

2.2 - Métodos

2.2.1 - Autdlise da biomassa desidratada
e fracionamento do autolisado para obtencao
da parede celular

A levedura integra desidratada foi ressuspensa em
agua (10% p/v) e adicionada de alguns agentes autolisantes
e plasmolizantes, a saber: 15% (p/p) de um pré-autolisado,
7% (p/p) de etanol e 2% (p/p) de NaCl. A mistura ajusta-
da ao pH 5,5 foi levada para fermentador de 250 L (New
Brunswick - IF250), onde foi mantida a temperatura de
55°C por 24 h, sob agitacao mecanica. A autdlise foi entao
interrompida por aquecimento a 85°C durante 15 min.
O autolisado, apds secagem em spray dryer, se transformou
no autolisado desidratado (AUT). Parte do autolisado foi
submetida a um fracionamento por centrifugacao (cen-
trifuga de pratos — 3.500g, fluxo de 150 Kg/h e descarga
a cada 5 min), para obtenc¢ao da fracao insoluvel (parede
celular bruta).

A fracao insolavel (parede celular), obtida pela centri-
fugacao do autolisado, foi ressuspensa em agua (10% p/v)
e em seguida desidratada em spray dryer (Niro Atomizer CB3
104D) para obtencao da parede celular bruta desidratada.

2.2.2 - Extracao da fracao lipidica da parede
celular desidratada

A fracao lipidica foi isolada da parede celular (desidra-
tada) com etanol 95% na proporcao de 1:2 (p/v) (2 extra-
coes) e n-hexano na proporcao de 1:2 (p/v) (4 extracoes).
A combinagao dos extratos obtidos com o etanol e com
n-hexano foi filtrada e concentrada em rotavapor, conforme
metodologia descrita por KOLLAR et al. [24]. Foram feitas
algumas modificacoes, como: extracoes com etanol 95%
(2 extragoes) e n-hexano (4 extragdes), utilizando rotacao
de 14.000 g, durante 20 min, a temperatura de 10°C.

2.2.3 Fracionamento da parede celular
desengordurada

O fracionamento da parede celular desengordurada
foi realizado de acordo com OTERO et al. [31]. A fracao
parede celular desengordurada foi resuspensa em NaOH
1% na proporgao (1:3), com homogeneizacao mecanica
e aquecida a 75°C durante 20 min, em banho com agitacao.
Ap6s resfriamento, foi centrifugada a 13.200 g por 30 min
a 5°C. O sobrenadante foi concentrado a vacuo até 100 mL,
adicionado de 300 mL de etanol a 95°GL, sob agitacao
e deixado 12 h a 4°C, para precipitacao da glicoproteina
que foi entdao recuperada por centrifugacao. A operacao
referente a extracao da glicoproteina e demais fracoes esta
mostrada no fluxograma da Figura 1. O residuo remanes-
cente (residuo A), apos a extracao das glicoproteinas, foi
submetido a extracdo com KOH 2% na proporcao de 1:2
(uma extracao) durante 3 h a 93°C com agitacao.
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Posteriormente, foi submetido a centrifugacao a
14.000g, 30 min a 5°C e lavado com agua destilada na
proporcao de 1:2 para obtencao da fracao glicana insolavel.
O sobrenadante da extracao com KOH 2% foi tratado com
trés volumes de etanol 95% sob agitacao durante 30 min
e levado para camara fria durante 12 h a 4°C. Apés esse
tempo foi homogeneizado, centrifugado a 14.000g por 30
min a 5°C e lavado com etanol 95% na proporcao de 1:3,
para obtencao da fracido manana.

2.2.4 - Procedimento para a solubilizacao

da fracao glicana (insoluvel)

O maior obstaculo para utilizagao da 3-1,3-D-glicana é
a sua insolubilidade em meio aquoso. A possibilidade de se
preparar uma glicana solavel, com atividade imunolégica,
a partir da glicana de levedura insoluvel ja foi demonstrada

por WILLIAMS et al. [42]. No presente estudo, a glicana
insoluvel foi transformada em glicana soluvel, segundo os
passos descritos no fluxograma da Figura 2.

2.2.5 - Dialise, desidratacao e calculo do
rendimento das fracoes

As fracoes obtidas em todo o processo de fraciona-
mento, realizado em triplicata, foram dialisadas com agua
destilada a 4°C, com agitacao e troca de agua trés vezes ao
dia (volume 10 L) durante trés dias. O objetivo da didlise
foi eliminar o NaCl e compostos de baixo peso molecular
(PM<8.000 Da). Em seguida, as amostras dialisadas foram
liofilizadas ou desidratadas em spray dryer, pesadas para
determinacao do rendimento e armazenadas a -18°C para
posterior realizacao dos estudos programados.

PAREDE CELULAR DESENGORDURADA

(centrifugagéo)

}

NaOH 1% (1:3 p/v)

suspensao

aquecida a 75°C, 20 min,
em banho com agitacdo

i

RESIDUO (A)

(Glicana + Manana)

Extragdo com KOH 2%

ressuspensa
em agua

“spray - dryer”
sobrenadante

i liofilizag&o ou

“spray drying”
descartar

precipitado

lavar com
etanol 95%

MANANA BRUTA

3 h/93 °C . _
(neutralizagdo/centrifugagéo) (centrifugagsio ) i
~ . ipi sobrenadante
fragdo insoltvel precipitado
soprenadante (GLICANA BRUTA) liofilizagéo ou i
etanol 95% (3 vol.) spray drying
12 h/4 °C lavar com agua
(centrifugagéo) descartado
GLICANA BRUTA

GLICANA INSOLUVEL

i

SOBRENADANTE (A)

3 volumes etanol 95%
12h/4%

GLICOPROTEINA (GP)

FIGURA 1 - Fluxograma de extracdo das fragoes glicoproteina, glicana insoltvel e manana, a partir da parede celular desengordurada
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10 g de particula de glicana insolivel em &gua + 20 mL de NaOH aquoso (200g/L) e 18
mL de etanol absoluto

l aglutinagdo por 30 min a 50 %c

Adicionar 8 g sal sédico do acido monocloroacético

em 20 mL de etanol 95%

l agitagdo por 6 h a 65° C

Excesso de NaOH neutralizado com acido
cloridrico concentrado

l

| Centrifugag&o e descarte do sobrenadante

l

Lavagem com etanol 80% (3x)

|

Secar a 37°C (estufa)

FIGURA 2 - Procedimento para a solubilizacao da glicana bruta
[42]

2.2.6 - Composicao centesimal

A composicao centesimal da parede celular (PC) e das
fracoes glicoproteina (GP), glicana solivel (GS), glicana
insoluvel (GI) e manana (M) foram determinadas a partir
de trés repeticoes analiticas.

Umidade e sélidos totais. Umidade e sélidos totais
foram determinados segundo a AOAC [3]. Os sdlidos totais
foram obtidos pela diferenca entre o peso total da amostra
e o conteido em umidade, apds secagem em estufa a 105°C
até peso constante.

Cinza. O teor de cinza foi determinado de acordo
com a metodologia descrita pela AOAC [3] que se baseia
no residuo que permanece apoés a incineracao da amostra
a 500-550°C, para destruicao da matéria organica.

Determinacao da fibra (soluvel e insolivel). Os
teores de fibra soltivel e insoluvel foram obtidos por mé-
todo enzimatico e gravimétrico [33], no qual a amostra
finalmente moida é ressuspensa e submetida primeiramente
a acao de protease (Sigma n° P-3930) e amiloglicosidase
(Sigma n° A-9913). A partir do hidrolisado assim obtido,
sdo determinados os teores de fibra insolavel, por lavagem
em um filtro com agua e acetona e de fibra solavel a partir
do filtrado por precipitacdo com etanol a 95% e filtracao
seguida de lavagem no proprio filtro com etanol e acetona.
A filtracao foi realizada com auxilio de 14 de vidro. Apés
secagem, o material foi pesado e corrigido para teores de
proteina e cinza. A fibra alimentar total é estimada pela
soma dos teores de fibra insolivel e solavel.
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Nitrogénio total (proteina bruta). O teor de
nitrogénio foi determinado pelo método de Kjeldahl
(semi-micro) [3], que é baseado na digestao acida da
amostra, formacao de amonia, destilagdo em meio basi-
co e titulacdo com solucao padrao de acido cloridrico.
Multiplicando-se o teor de N pelo fator 6,25 obtém-se
o conteudo estimado de proteina.

Lipidios totais. Os lipidios polares e apolares foram
determinados gravimetricamente apos extragao com uma
mistura dos solventes: cloroférmio, metanol e 4gua, na
proporcao de 10:20:0,8 e evaporacao dos solventes [6].

2.2.7 - Solubilidade (nitrogénio e sélidos solaveis)

As determinacoes foram feitas segundo o procedimento
descrito por MORR et al. [29], que é uma modificacao
do procedimento utilizado para a obtencao do indice de
solubilidade do nitrogénio. A solubilidade foi avaliada
na faixa de pH de 2,0 a 12,0 em solucao aquosa e salina
0,1 M, e os valores de pH ajustados com NaOH 0,1 N ou
HC1 0,1 N. As suspensoées foram deixadas em agitacao
por 1 h a temperatura ambiente, sendo o teor de proteina
no sobrenadante apds centrifugacao determinado pelo
método de Kjeldhal [3] e os sélidos soluveis, quantifi-
cados gravimetricamente ap6s evaporacao do solvente
até peso constante.

2.2.8 - Capacidade de retencao de agua (C.R.A.)
e indice de solubilidade em agua (I.S.A.)

Foram determinados segundo ANDERSON et al. [2].
Nesse sentido, uma mistura contendo 2,5 g das amostras
e 30 mL de agua, ap6s mantida sob agitacao por 30 min,
€ centrifugada a 1.611 g por 15 min a 20°C. O sedimento
é entao pesado e, no sobrenadante, determinado o residuo
seco (soélidos soluveis) apds evaporacao. Os indices sao
entao calculados de acordo com as Equacoes (1) e (2):
(1)

Peso do residuo de centrifugacao (g)

C.RA =
Peso de amostra (b.s) (g) — Peso do residuo de evaporacao

Peso do residuo de evaporagao (g) x 100 (2)

ILSA =

Peso de amostra (b.s) (g)

2.2.9 - Geleificacao

Inicialmente, foram preparadas dispersoes de amos-
tras em diferentes concentracoes, para determinar a con-
centracao minima de amostra onde ocorre geleificacao,
conforme metodologia de SATHE & SALUNKE [35], com
algumas modificacoes. Dispersoes de 2, 4, 6, 8 € 10% foram
preparadas em 10 mL de tampao fosfato 20 mM, pH 7,0,
e colocadas em tubos de ensaio. Os tubos foram aquecidos
por 1 h a temperatura de 90°C, resfriados rapidamente
e mantidos por 2 h a 4°C. A menor concentracao capaz de
promover geleificagdo foi aquela em que os tubos foram
invertidos e as amostras nao cairam ou deslizaram pela
parede do tubo.
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2.2.10 - Textura dos géis

As medidas de textura dos géis foram realizadas pelo
método de compressao, usando o analisador de textura
TA-XT,. Os parametros de dureza, fraturabilidade e ade-
sividade determinadas neste estudo correspondem ao pico
de forca durante a primeira compressao (programa return
to start) [7].

O diametro da sonda foi de 1 polegada, a velocida-
de de 1 mm/min, em temperatura ambiente, realizando
50% de compressao. Foram escolhidas as concentracoes
de 12 e 14% para realizar as medidas de forca do gel das
amostras glicana soluvel e glicana insolavel. Os géis para
analise de textura foram preparados em tampao fosfato
20 mM, pH 7,0.

As dispersodes foram pré-aquecidas por aproximadamen-
te 3 minutos a temperatura de 40°C, colocadas em tubos
com 11 mm de diametro e desaeradas por centrifugacao
a 400 g durante 10 min na temperatura de 20°C. A seguir,
os tubos foram colocados em banho de agua a 90°C por
30 min e, em seguida, resfriados rapidamente. Os géis
foram cortados em pedacos de 2 cm de altura para as
determinacoes no texturémetro, onde foram comprimidos
em 50% de sua altura original.

2.2.11 - Capacidade emulsificante (C.E.)

Para avaliagao prévia foi empregado o procedimento
descrito por DE KANTEREWICZ et al. [12], combinando-
se dispersoes de amostras a 1% e 6leo de soja refinado
comercial tipo 1 Tupa em volume final de 50 mL. Apés
3 min (em banho de gelo) em homogeneizador Ultra-Turrax
T,., a 1.000 rpm, o 6leo foi adicionado a partir de uma
bureta, com homogeneizacdo simultanea até a inversao
das fases.

Como a visualizacdo nao ¢ muito precisa, o ponto
de inversao das fases foi determinado de acordo com o
método descrito por DAGORN-SCAVINER et al. [10] com
algumas modificagoes, ou seja, preparava-se primeiro
a mistura de dispersoées de 6leo de soja em proporcao
préxima ao ponto de quebra determinado pelo método de
DE KANTEREWICZ et al. [12], homogeneizando-se por
1 min a 1.000 rpm em banho de gelo. A seguir, o 6leo era
adicionado gota a gota sobre a mistura em agitacao até
inversao das fases caracterizada pela quebra da emulsao
visualizada pela mudanca de coloracao e separacao das
fases. Para melhor visualizacao da quebra utilizava-se
sete gotas de uma solucao de sudan 3 (0,1 g de sudan
3, 50 mL de glicerina liquida e 50 mL de alcool etilico 95%).
O resultado final foi expresso em mL de 6leo adicionados
até o ponto de inversao, por g de amostra.

2.2.12 - Estabilidade da emulsao (E.E.)

Foi determinada de acordo com a metodologia descrita
por ACTON & SAFFLE [1], com algumas adaptacoes devi-
das as condicbes do laboratério. Assim, foi tomada uma
proporcao da dispersao/solucao no momento que ocorreu
a quebra da emulsao da mesma amostra quando estava
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sendo feita a capacidade de emulsificacao e em seguida
foi coletada uma aliquota de 5 mL para determinacao da
umidade. Aliquotas de 10 mL foram mantidas em tubos a
temperatura ambiente por 24 h, das quais foram coletadas
novas amostras, da parte inferior do tubo (5 mL), para
determinacao de umidade em triplicata (Equacdo 3).

100_U 24 horas
EE. (%) = ——  x 100 (3)
100-U .
original
Onde:
U,, hors = POrcentagem de umidade apos 24 h
original = porcentagem de umidade na emulsao recém
preparada.

2.2.13 - Capacidade de absorcao de agua (C.A.A.)

Foi determinada usando modificacdo do aparelho de
Baumann efetuada por TORGENSEN & TOLEDO [39]. O
aparelho consiste de um funil conectado a um capilar ho-
rizontal (pipeta de 1,0 a 2,0 mL, graduada em centésimos
de mL). A amostra (1 g) foi espalhada em um papel de
filtro Whatman n° 1, umedecido, colocado no topo de um
funil de Biichner com agua ao nivel da placa perfurada,
tomando-se o cuidado de retirar o excedente de 4gua, com
papel absorvente. O ensaio foi conduzido a temperatura
ambiente de 25°C. A absorcao de 4gua pela amostra, ao
longo de 35 min foi lida na pipeta, a intervalos de tempo
cronometrados, e expressa em mL de agua absorvida por
g de amostra. As determinacoes foram efetuadas em tri-
plicata, e quando necessario até em quintuplicata, devido
a variabilidade intrinseca do método.

2.2.14 - Capacidade de absorcao de 6leo (C.A.O.)

Foi realizada no mesmo equipamento descrito para absorcao
de 4gua, seguindo-se a metodologia de DE KANTEREWICZ et
al. [12] empregando filtro de microfibra de vidro Whatman
GF/C, e 6leo de soja tipo 1 Tupa, por um periodo de 10 min, a
intervalos de tempo cronometrados. O resultado foi expresso
em mL de 6leo absorvido por g de amostra.

2.2.15 - Analise estatistica

Os resultados experimentais foram comparados por
ANOVA e teste de Tukey para determinacao da diferenca
estatistica entre as médias (p<0,05) utilizando-se o pro-
grama Statistica_for Windows, versao 5.5 [38].

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 - Rendimento e composicao centesimal das
fracoes da parede celular (PC) semi-purificada
de levedura da fermentacao alcodlica obtida
pelo processo de autélise industrial

O rendimento das fragbes obtidas a partir da PC submetida
ao processo de autélise industrial é mostrado na Tabela 1.
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TABELA 1 - Fracionamento dos componentes da parede celular
de levedura (PC) semi-purificada, obtida pelo processo de
autdlise industrial

Componentes Quantidade (g) Rendimento (%)
Parede celular 1.000,0 100,0
Fragao lipidica 61,8 6,2
Glicoproteina 94,9 9,5
Mananas 251,3 251
Glicanas 429,2 42,9
Recuperagéo 837,2 83,7

As fracoes extraidas com maior rendimento correspon-
deram as mananas 25,1% e as glicanas 42,9%.

A literatura traz poucas referéncias a quantidade
e proporc¢ao de fracoes de polissacarideos na parede
celular de S. cerevisiae. Além disso, trés aspectos se
destacam: a) sao referéncias da década de 50 e 60; b)
foram analisadas células cultivadas em meio sintético
de laboratério, em condicoes de crescimento ideais; c)
os dados referem-se exclusivamente a duas fracdes de-
nominadas glicana e manana.

MACWILLIAM [27] relata que as glicanas representam
30 a 45% do peso seco da parede celular da levedura de
cervejaria; e as mananas representam também 30 a 45%
e ainda que o valor médio para cada uma dessas fracoes €
de 40%. ROSE [34] também cita que 60 a 90% da parede
celular sdo compostas por polissacarideos, apontando
para a existéncia de glicanas e mananas em proporgao
praticamente igual na parede celular de S. cerevisiae
e com teor total variando entre 60 e 90%.

A composicao centesimal da parede semi-purificada
e de suas respectivas fracoes, objeto desta pesquisa, esta
apresentada na Tabela 2. A composicao ¢ bastante seme-
lhante a relatada na literatura por varios pesquisadores
brasileiros e do exterior [14, 15, 22, 32]. Na fragao parede
celular (PC), o componente quantitativamente mais impor-
tante € a fibra (77,8%), com grande predominancia de fibra
soluvel (74%). Mesmo depois de lavada exaustivamente
com agua, permanece de 18 a 20% de proteina residual,
que sao as glicoproteinas estruturais [8, 18, 41].

O componente quantitativamente mais importante da
composicao centesimal média das fracdes extraidas da
PC semi-purificada € a fibra, com predominancia de fibra
soluvel (70,34%) para as mananas, fibra insolavel (75,2%)
para as glicanas insoluveis e fibra solavel (70,73%) para
as glicanas soluveis.

A fracao glicoproteina apresentou maior teor de proteina
que as demais (35,5%). Nas demais fracoes, os teores de
proteinas variaram entre 6,16% e 6,12% (glicana solavel
e insoluvel) e 5,57% para as mananas.

Os componentes nao determinados das glicanas so-
Iaveis que representam 12,72% poderao ser oligossaca-
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rideos ou monossacarideos que nao foram precipitados
pelo etanol 95% durante o processo de determinacao de
fibra solavel e insoluvel, além de residuos de reagentes
que foram utilizados no processo de solubilizacao da
glicana insoluavel.

TABELA 2 - Composicao centesimal da parede celular (PC)
semi-purificada de levedura da fermentacao alcoodlica obtida
pelo processo de autélise industrial e de suas respectivas
fracoes dialisadas

Componente

(% b.s.)' PC GP M Gl GS
Proteina (Nx6,25) 18,80 35,51 5,57 6,16 6,12
Fibra alimentar:

Total 77,80 56,84 83,88 84,40 76,38
Insoluvel 3,80 0,64 13,54 75,20 5,65
Solavel 74,00 56,20 70,34 9,20 70,73
Cinza 1,40 6,74 3,09 3,96 4,10
Lipidios totais 2,00 0,16 0,55 4,01 0,68
z‘(‘j?f";r‘(’;‘;;"i”ad"s 0 075 691 147 12,72

!Média de duas determinagoes

PC parede celular; GP glicoproteina; M Manana; GI- glicana insolavel; GS
glicana solavel

3.2 - Propriedades funcionais da parede celular
(PC) semi-purificada e fracoes da parede celular
de levedura

Cabe, inicialmente, destacar que varios fatores, como
polissacarideos, lipidios, tipo e composi¢ao de aminoacidos
que compodem as amostras e os varios métodos utilizados
para extracao e fracionamento podem ter influenciado
as propriedades funcionais da parede celular e de suas
respectivas fracoes.

3.2.1 - Solubilidade de nitrogénio e de
solidos totais

Os resultados de solubilidade de nitrogénio e de sélidos
soluveis totais sdo mostrados nas Figuras 3 e 4. Ao se
observar os dados de solubilidade da PC semi-purificada
e das fragdes da parede celular de levedura da fermen-
tacao alcodlica, observa-se pouca ou nenhuma depen-
déncia do pH, sugerindo que o nitrogénio se encontra
em forma nao protéica ou formando complexos soluveis
com outros materiais da parede celular na faixa de pH
estudada. Apenas a fragao glicana insolavel apresentou
variagoes na solubilidade do nitrogénio, em funcao
do pH. A glicana solavel foi a fracao que apresentou
maior solubilidade de nitrogénio em todos os valores
de pH, seguida da fracao glicoproteina e da fracao
manana (Figura 3).

Os resultados de solubilidade em relacao a por-
centagem de soélidos soliveis mostraram que a fracao
glicana soluvel foi o que apresentou maior solubilidade
e a fracao glicana insoltivel menor solubilidade como
era de se esperar (Figura 4). Da mesma forma que
para o nitrogénio a solubilidade dos sélidos totais nao
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apresentou dependéncia do pH, com excecao da glicana
insolavel, com alguma elevagao de solubilidade entre
pH 5,0 e 8,0.
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FIGURA 3 - Perfil de solubilidade de nitrogénio da parede celular
(PC) semi-purificada e das fracoes de parede celular de levedu-
ra da fermentacao alcodlica obtida pelo processo de autélise

industrial. PC - parede celular, GP - glicoproteina, M - manana,
GI - glicana insolavel, GS - glicana solavel
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FIGURA 4 - Perfil de solubilidade para sélidos soluveis na parede
celular (PC) semi-purificada e nas fracoes da parede celular
de levedura da fermentacao alcodlica obtida pelo processo de

autdlise industrial. PC - parede celular, GP - glicoproteina,
M - manana, GI - glicana insoluvel, GS - glicana soluavel

Observa-se que a mesma ordem de solubilidade encon-
trada para o nitrogénio é também observada nos soélidos
totais em relacao a PC e suas fracdes. A parede celular e a
glicana insolavel apresentam a menor solubilidade, glicana
soluvel e glicoproteina as mais altas solubilidades (préximo
de 100%) e a fragcdo manana, solubilidade intermediaria,
ao redor de 80%.

3.2.2 - Capacidade de absorcao de agua

A Figura 5 mostra o perfil de absorcao de agua pela
parede celular (PC) e suas respectivas fracoes. A fracao
glicana soluavel, seguida da fracao glicana insoluavel, foram
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FIGURA 5 - Capacidade de absor¢ao de 4gua pela parede celular
(PC) semi-purificada e pelas fracoes da parede celular de leve-
dura da fermentagao alcodlica obtida pelo processo de autélise

industrial. PC - parede celular, GP - glicoproteina, M - manana,
GI - glicana insolavel, GS - glicana solavel

as que apresentaram os maiores valores de absorcao de
agua, confirmados por grande niamero de repeticoes. Veri-
fica-se que a diferenca do menor para o maior valor para
absorcao de agua, 0,03 parede celular para 1,53 glicana
soluvel (mL de agua/g amostra) foi significativa, mostrando
existir uma atracao hidrofilica bastante forte que ¢ medida
pelo grau de hidratacao (g de agua/g de amostra) da fragao
glicana solavel e glicana insoluvel.

Observou-se também que a fracao glicana soltavel ab-
sorveu agua rapidamente e depois se estabilizou, provavel-
mente devido ao fato de sua estrutura ter maior facilidade
em capturar agua formando um gel (rede tridimensional).
A parede celular e as fracoes glicoproteina e manana foram
as que apresentaram menor atracao hidrofilica, provavel-
mente por apresentarem em sua superficie menor densidade
de grupos hidrofilicos.

Em relacao a capacidade de absorcao de 6leo, cons-
tatou-se o inverso. A fracao glicoproteina que apresen-
tou pouca atragao hidrofilica teve uma elevada atracao
lipofilica, provavelmente relacionada com seu carater
superficial hidrofébico e a glicana insoltuvel apresentou
comportamento hidrofilico/hidrofébico semelhante
sugerindo um certo balanco entre grupos hidrofilicos e
hidrofébicos superficiais.

As fracoes PC e glicana soluvel apresentaram baixissima
absorcao de 6leo. A parede celular, provavelmente devido a
sua baixa solubilidade e baixa densidade de grupos hidro-
filicos superficiais, e a glicana solivel, pela sua altissima
hidrofilicidade, nao apresentam nenhuma afinidade pelo
Oleo. A fracdo manana apresentou afinidade intermediaria
pelo 6leo e pela 4gua (melhor balanco hidrofilico/hidrofébi-
co) confirmando propriedade ja reconhecida de excelente
bioemulsificante [8].

Os tratamentos empregados para extrair ou fracionar
e também as diferentes estruturas das amostras analisadas
podem ter influenciado a absorcao de agua e de 6leo.
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FIGURA 6 - Capacidade de absorc¢ao de 6leo pela parede celular
semi-purificada e pelas fracdes da parede celular de levedura
da fermentacao alcodlica obtida pelo processo de autélise in-

dustrial. PC - parede celular, GP - glicoproteina, M - manana,
GI - glicana insolavel, GS - glicana solavel

3.2.3 - Capacidade de retencao de agua (C.R.A.)
e indice de solubilidade em agua (I.S.A.)

A fragao glicana soluvel que apresentou a maior capacida-
de de reter agua (14,36 g de agua/g de amostra), foi a que teve
o menor indice de solubilidade em agua (0,06%). Isto se deve
provavelmente ao fato da fragao glicana soldvel quando diluida
em agua formar um gel (tridimensional) capaz de reter sélidos
solaveis (Tabela 3).

A capacidade de retencao de 4gua da fracao glicana
insoluavel foi inferior a das demais amostras (1,66 g de
4agua/g de amostra), ja que sua estrutura apresenta baixa
capacidade de se ligar a 4gua, formando, assim, uma rede
de protecao. A fracao glicoproteina, apesar de apresentar
baixa capacidade de retencao de agua, apresentou o maior
indice de solubilidade em agua, pelo fato de ser facilmente
hidratada (solavel) em agua.

KINSELLA [23] observou que a retencao de agua
pode ser afetada por outras propriedades, como a
solubilidade e a viscosidade, o que deve ser também
considerado aqui.

TABELA 3 - Capacidade de retencgao de agua (g de agua/g de amostra)
e indice de solubilidade em 4gua na parede celular (PC) semi-
purificada e fracoes da parede celular de levedura da fermentacao
alcodlica obtida pelo processo de autélise industrial: relacao
sélido-liquido (S/L) 2,5 g:30 mL de agua

C.R.A
Amostra* (g de agual/g de 1.S.A. (%)
amostra)
Parede celular 4,60+0,15 ¢ 1,87+0,015¢
Glicoproteina 5,3310,01 ¢ 83,83+0.015 2
Mananas 9,83+0,01° 60,15+0,01
Glicana insoluvel 1,660,015 ¢ 1,260,015 °
Glicana soluvel 14,36+0,01 @ 0,06+0,015 ¢

*Os resultados (média + desvio padrao de trés determinacées) seguidos de mesma
letra (coluna) nao diferem ao nivel de 5% (p>0,05), avaliacao estatistica através do
teste de Tukey

C.R.A. - capacidade de retencao de 4gua; I.S.A. — indice de solubilidade em agua
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3.2.4 - Geleificacao: parametro de textura

A quantidade minima necessaria para formacao de
géis varia de acordo com a natureza do agente geleificante,
sendo necessario que o agente apresente solubilidade para
interagir com o solvente e capacidade de reter agua na
matriz tridimensional das macromoléculas [4].

Para a fragao glicana insoluvel, foi necessaria concentracao
de 6% para formar gel, e para fracao glicana soltvel, a concen-
tracao de 3,5% ja foi suficiente para a geleificacdo, sendo que
nestas concentragoes, invertendo-se os tubos, os géis forma-
dos nao desmanchavam, nem escorriam pelas paredes dos
tubos. No entanto, uma vez retirados do tubo, os géis fracos de
3,5% (glicana soluvel) e 4% (glicana insoltivel) nao apresentaram
consisténcia suficiente para manterem-se firmes.

No presente estudo, os testes de avaliacdo de textura
utilizaram géis preparados com 12 e 14% das fracoes glicana
soluvel e insolavel. Como estas fracoes apresentam apenas
6% de proteina, capacidade de retencao de 4gua muito grande
e absorcao de 4gua bastante rapida e elevada, as dispersoes
a 12 e 14% formavam uma pasta muito espessa, de dificil
homogeneizagao e manipulacao para serem colocadas nos
tubos de testes. Para contornar essa dificuldade, as dispersoes
ainda no béquer, foram aquecidas em banho de 4gua a 40°C
e desta maneira tornaram-se mais fluidas, permitiram melhor
homogeneizagao e escoamento para dentro dos tubos.

Os parametros de textura dos géis formados com 12
e 14% de amostra encontram-se na Tabela 4. De acor-
do com BOURNE [7], a fraturabilidade, corresponde a
resisténcia oferecida pelo gel até o momento de ruptura,
a dureza corresponde a resisténcia do gel a compressao
a uma dada profundidade, e a adesividade representa o
trabalho necessario para remover a sonda compressora
da amostra ap6s a compressao.

Os melhores resultados foram observados na fracao
glicana insoluvel (12 e 14%) que apresentou os melhores
parametros de dureza, ou seja, uma melhor resisténcia
do gel a compressao em uma dada profundidade. Em
relacao a fraturabilidade foram constatados resultados
semelhantes para ambas fracoes nas concentracoes
analisadas, demonstrando uma boa resisténcia a pe-
netracao da sonda, devido a consisténcia firme dos
géis formados, refletindo posteriormente na menor
adesividade, ou seja, pouca aderéncia do gel a sonda,
necessitando de menor esforgo para a sonda retornar
a posicao inicial.

TABELA 4 - Parametro de textura para as fragoes glicana solavel
e insoluvel em diferentes concentracoes

Parametro* GS12% GS14% Gl 12% Gl 14%

Dureza 17,02+0,34 ¢ 28,16+2,86 © 34,96+3,24 > 45,02+2,46 °
Fraturabilidade 2,67+0,96°> 3,59+1,33* 3,12+0,622° 3,96+0,26°
Adesividade -2,38+1,51°¢ 0,43+0,12° -4,13+1,76°* -6,19+1,19°

*Os resultados (média + desvio padrao de trés determinacées) seguidos de mesma letra
minuscula (linhas) nao diferem no nivel de 5% (p>0,05), avaliacdo estatistica através
do teste de Tukey GS - glicana soluvel: GI- glicana insoltvel
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No caso da parede celular e das fragoes, glicoproteina
€ manana, nao houve formacao de géis em nenhuma das
concentragoes testadas nas mesmas condicoes, observando-
se uma separacao de fases durante o periodo de transicao
de progel para gel, no resfriamento.

Baseado nos resultados obtidos da alta capacidade de
retencao de 4gua, onde evidenciou-se a presenca marcante
de interacoes do tipo agente geleificante-agua, poder-se-ia
supor como mecanismos de geleificagdo das amostras a
imobilizagao de 4gua por adsorcao. Este mecanismo, con-
tudo, talvez nao seja o inico responsavel pela geleificacao,
mas provavelmente exerce um efeito predominante, pois
algumas amostras da fragao parede celular e a prépria PC
nao formaram géis nas condicoes do teste.

Segundo SGARBIERI [37], a teoria de adsorcao de
solvente fundamenta-se na ocorréncia de um aumento
do volume das moléculas por adsorcao de agua durante
o resfriamento que acabam se tocando ou sobrepondo
de tal maneira que todo o sistema (solvente/soluto) tor-
na-se imobilizado e rijo. Provavelmente, o inchamento e
sobreposicao das moléculas do agente geleificante tenha
viabilizado a formacao de uma estrutura ordenada, com
interacoOes intermoleculares que refor¢caram a estrutura do
gel, durante o resfriamento.

FIORA et al. [17] observaram a existéncia de corre-
lacao positiva da dureza e fraturabilidade do gel com a
capacidade de absorcao e retencao de agua. Concluiram,
no entanto, que embora o mecanismo de geleificacao possa
estar baseado na imobilizacao de 4gua por adsorcao, deve
existir, adicionalmente, a formacao de uma rede tridimen-
sional através da desnaturacao de proteinas e formacao
de ligacoes cruzadas.

Em géis de isolado protéico de soja (IPS) a 20% de
concentracao, FURUKAWA & OTHA [19] observaram
também uma correlacao positiva da formacao de géis com
a capacidade de retencao de agua.

3.2.5 - Propriedades emulsificantes

Os valores da capacidade emulsificante (C.E.) e esta-
bilidade da emulsdo (E.E.) encontram-se na Figura 7 (A,
B). A quantidade maxima de 6leo que pode ser emulsifica-
da (mL de 6leo/g de amostra) pela dispersao em agua de
0,2% de amostra foi da glicoproteina, que se mostrou supe-
rior as demais amostras, enquanto a da parede celular foi
inferior a de todas as amostras. As diferencas na capacidade
emulsificante poderiam ser atribuidas a diferencas na com-
posicao das amostras, alteracoes provocadas pelo método
de extragdo na estrutura conformacional das moléculas e
mudancas na solubilidade e nas caracteristicas lipofilicas e
hidrofilicas, que conseqiientemente interferem no compor-
tamento interfacial do agente emulsificante (Figura 7A).

A capacidade de emulsificacao das fragoes glico-
proteina e manana nao aumentou mediante a adicao de
0,2% de ovalbumina a mistura emulsificante, o que com-
prova a excelente capacidade emulsificante (~2.000 mL
Oleo/g amostra) dessas duas fracoes. A parede celular (PC)
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*Resultados sao média + desvio padrao de trés determinacoes. Colunas com letras
diferentes indicam diferenca estatistica (p<0,05) pelo teste de Tukey

FIGURA 7 (A) (B) - Representacao grafica da capacidade emulsificante
(A) e da estabilidade das emulsoes (B) da parede celular (PC) e
das fragoes glicoproteina (GP), manana (M), glicana insolavel
(GI) e glicana solavel (GS), em suspensoes aquosas de 0,2% de
amostra ou 0,2% de amostra mais 0,2% de ovalbumina

e a glicana soluvel mostraram aumento significativo da
capacidade de emulsificacao com a adi¢do de igual con-
centracao de ovalbumina. A C.E. da glicana insoluavel (GI)
embora tenha melhorado com a adicao de ovalbumina, a
diferenca observada nao foi significativa (p>0,05).

De acordo com DICKSON & STAINSBY [13], as mo-
dificac6es quimicas geralmente ajudam a aumentar a
carga liquida negativa da proteina, ocasionando mudanca
na estrutura e na hidrofobicidade da molécula, afetando
assim sua atividade de superficie. Em preparacao da le-
vedura Candida utilis, foram encontrados os valores de
C.E. variando de 1.213,8 a 1.540,1 mL 6leo/g de proteina
e a estabilidade da emulsao obtida por aquecimento a
95°C / 30 min entre 79,1% a 87,5%, de acordo com o
procedimento de preparo dos concentrados [36]. Para dis-
persoes a 5% de proteina de soja, GENOVESE & LAJOLO
[20] encontraram o valor de 1.143 g de 6leo/g de proteina
para a capacidade emulsificante.
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Nesta pesquisa, a emulsao preparada com a fragao
glicana soluvel foi a que mostrou maior estabilidade e a
fracao glicana insoluvel, o que apresentou a menor estabi-
lidade (Figura 7B). Em geral, emulsificantes de diferentes
origens variam bastante em sua habilidade de estabilizar
emulsoes, refletindo diferencas na composicao e proprie-
dades estruturais.

Verificou-se, contudo, que a estabilidade da emulsao foi
melhorada em todas as fracées com a adi¢ao de ovalbumina
as preparacoes, com diferenca significativa para PC, M e
GI. Os resultados foram concordantes com ELIZALDE et
al. [16], que encontraram uma correlacgao significativa en-
tre o aumento da concentracao de proteina e de 6leo, com
a estabilidade da emulsao. De acordo com LEMAN & KIN-
SELLA [26], as proteinas formam uma pelicula viscoelastica
ao redor das goticulas de gordura, aumentando a pressao
superficial e reduzindo a tensao interfacial no sentido de
prevenir a coalescéncia. O aumento da concentracao de
proteina facilita a adsorcao de maior niimero de proteinas
nos glébulos de gordura, resultando em um aumento da
estabilidade da emulsao.

Acréscimo de ovalbumina (0,2%) a suspensao de parede
celular (PC) semipurificada e as suas respectivas fracgoes,
provocou um aumento significativo e estabilidade da emulsao
(%), ap6s repouso de 24 h, o que sugere a possibilidade
de uso da parede celular (PC) e suas respectivas fragoes
como agente flavorizante e estabilizante, em emulsoes do
tipo 6leo/agua. VILELA [40] verificou um aumento do vo-
lume de 6leo, necessario para que ocorresse a quebra da
emulsao ao adicionar amostras de levedura a solucao de
ovalbumina 0,2%.

Devido ao fato da parede celular (PC) e suas respecti-
vas fragoes conterem pequenas quantidades de proteina,
o calculo da capacidade de emulsificacao e da estabilidade
da emulsao é expresso por grama de amostra e nao por
grama de proteina.

4 - CONCLUSOES

A parede celular da levedura de fermentacao alcodlica
industrial e suas fracoes glicana, manana e glicoproteina
revelaram-se excelentes fontes de fibra alimentar (solu-
vel e insoluvel) com diferentes niveis de solubilidade em
solucbdes aquosas e pouco sensiveis as variacoes de pH.
As glicanas (solavel e insolivel) apresentaram elevados
indices de absorcao de 4gua enquanto as glicoproteinas
e a glicana insolavel apresentaram elevada absorcao de
6leo. A glicana soluvel apresentou a maior capacidade de
retencao de agua enquanto a glicoproteina e a manana
apresentaram elevados indices de solubilidade em agua.
As fragoes glicana soluvel e insolavel apresentaram boas
propriedades geleificantes nas concentracoes de 12 e 14%
(p/v) e as fragoes glicoproteina e manana apresentaram
excelentes propriedades emulsificantes.

Os resultados obtidos permitem concluir que a parede
celular de levedura, semipurificada, e suas fragoes (glicana,
manana e glicoproteina) poderao encontrar varias aplicacoes
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na formulacao e melhoria de propriedades funcionais de
varias linhas de produtos da industria de alimentos.
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