ESTUDO DA TERMOLISE DE LEVEDURAS Saccharomyces cerevisiae
DE USINA DE ALCOOL USANDO ENERGIA DE MICROONDAS
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Estudou-se a termolise de leveduras
Saccharomyces cerevisiae, mediante tratamento
em microondas, variando-se os parametros de
temperatura e tempo de exposicdo. A resposta
pesquisada foi o efeito térmico (termdlise) sobre as
células, mediante verificacdo do rendimento de
extracdo da proteina, da sua avaliacdo nutricional
(digestibilidade) e da viabilidade celular. Conseguiu-
se valores de 38% de extracdo da proteina,
digestibilidade situada na faixa de 32 a 85% e zero
de viabilidade das células.

1 INTRODUCAO

Dentre os produtos que podem substituir os suplementos convencionais,
usados na alimentacdo animal, destacam-se os microorganismos (algas,
bactérias, fungos e leveduras), considerados como fontes de proteina
unicelular. O interesse na utilizagdo de microorganismos na alimentacao,
tanto humana como animal, deve-se, entre outros motivos, a sua

velocidade de crescimento, a possibilidade de cultivo em substratos
diversos e também ao seu elevado teor protéico.

O Brasil constitui-se no maior produtor mundial de alcool de cana-de-
acucar, com producdo estimada de 13,5 bilhdes de litros por ano. Desta
forma, assume posicdo privilegiada quanto a disponibilidade dos
subprodutos obtidos no processamento de cana-de-agucar, notadamente a
levedura, que pode ser utilizada na alimentacdo humana e animal
(CARVALHO, 2000).

Embora a levedura seca de alcool possa ser utilizada como fonte protéica,
0 material constituinte da parede das células é indesejavel, por reduzir o
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valor bioldgico da massa celular. Além disso, a ingestédo de células intactas
também pode provocar distirbios gastro-intestinais (MOURA, 1986).

Tornar-se imperativo portanto, o isolamento da proteina para melhorar sua
digestibilidade, a partir do desenvolvimento de métodos de processamento
da biomassa que visem a ruptura celular. Uma das possibilidades para sua
ruptura é a termolise, que consiste na inativacao das células de levedura
pela acdo do calor. A termodlise consiste em etapa anterior a secagem.
Poucas informacdes existem sobre as leveduras, quando submetidas a
acdo do calor, visando sua secagem e/ou inativagdo. Também nado foram
encontrados trabalhos anteriores sobre a termolise de leveduras usando a
energia de microondas.

A composicdo quimica das leveduras (Tabela 1) depende de diversos
fatores, tais como: natureza do substrato utilizado, grau de aeracdo do
substrato, espécie de levedura, tratamentos impostos ao meio de cultura e
concentragdo de sais (KRIDER et al. 1982). Dentre estes o substrato
utilizado é o mais importante, afetando tanto a taxa de crescimento, como
a composicao, principalmente em proteinas e lipidios (VANANUVAT &
KINSSELA, 1975).

TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA DE MICROORGANISMOS
UNICELULARES (BASE SECA)

Fungos Leveduras Bactérias
Proteina 31-50 47 — 56 72-93
Acidos nucléicos 9,2 6-15 8-16
Cinzas 9-14 5-95 3-7
Lipidios 2-8 2-6 15-3

Fonte: REED & NAGODAWITHANA (1991).

As leveduras contam com 50 a 70% de proteina bruta em base seca,
sendo que aproximadamente 20% desta contém nitrogénio ndo protéico,
representado basicamente por acidos nucléicos que apresentam de 8 a
12% do nitrogénio total (BRESSANI, 1968 e REED & PEPPLER, 1973).

As paredes das células sao resistentes as enzimas digestivas, tornando os
componentes intracelulares indisponiveis. Segundo KIHLBERG (1972) e
KINSELLA & SHETTY (1978), a autolise tem sido utilizada para romper a
parede celular pela acdo de enzimas enddgenas. A plasmdlise e a hidrdlise
tém sido empregadas para preparacdo de extratos usados como agentes
flavorizantes (KIHLBERG, 1972). Mediante combinacdo de tratamentos
mecanico e quimico, OKEZIE & KOSIKOWISKI (1981) obtiveram o
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rompimento de células de levedura Candida tropicalis com rendimento de
71% na extracdo de proteina celular.

O método de ruptura mecénica tem sido muito utilizado, principalmente
guando se deseja obter produtos (extratos protéicos) com boas
propriedades funcionais, permitindo recuperacao eficiente da proteina mais
préxima ao seu estado nativo, pois evita 0 uso de tratamentos térmicos
drésticos, ajustes de pH e adi¢do de reagentes quimicos (HEDENSKOG &
MOGREN, 1973). A desintegracdo mecanica pode ser conduzida por
varios meios, como homogeneizador convencional, desintegrador de alta
pressdo, exposicdo ao ultra-som e desintegrador tipo moinho de bolas
(ENGLER,1979).

As microondas sao caracterizadas como um tipo de onda eletromagnética
gue ocupa, no espectro de frequéncias, a posicao situada entre 300 MHz e
300 GHz. As microondas constituem forma de radiacdo eletromagnética
gue apresenta propriedades similares as da luz visivel, mas distinguem-se
pelo comprimento de onda que é aproximadamente 10> vezes maior. Tal
disparidade exige técnicas completamente diferentes para a geracéo,
transporte, deteccdo e uso dos campos de microondas em relagdo as
técnicas de optica (MARSAIOLI, 1991). As frequéncias de 915 MHz e
2450 MHz séo utilizadas para aplicacdes térmicas das microondas na
industria, ciéncia e medicina.

STARON et al. (1980) publicaram trabalho sobre a agao de microondas na
inativagdo de células de microorganismos, embora ndo tenham
mencionado a temperatura alcancada pelas amostras, nem a concentracao
inicial de células (Tabela 2).

TABELA2-ACAO DE MICROONDAS EM TRES TIPOS DE
MICROORGANISMOS (EM % DE GERMES INTACTOS)

TEMPO Trichoderma Geotrichum Saccharomyces
(segundos) album candidum cerevisiae
30 50 80 80
60 0 25 15
90 0 5 2
150 0 0 0

O objetivo do presente trabalho consistiu em verificar os efeitos de
microondas sobre a termdlise da levedura, obtida em usina de alcool,
usando a temperatura e o tempo do tratamento como parametros.
Estudou-se o efeito térmico sobre as células mediante verificacdo do
rendimento de extracdo da proteina, da sua avaliacdo nutricional
(digestibilidade) e da viabilidade das células.
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2 MATERIAL E METODOS
2.1 MATERIAL

Foi utilizado leite de levedura recuperado, fornecido por uma usina de
alcool, cujas amostras apresentavam 85% de umidade e pH entre 4,0 a
4,3.

Para o processamento das amostras, com 100 mL cada, usou-se forno
digestor de microondas, operando na frequéncia de 2450 MHz, poténcia
programavel de zero a maxima de 950 W, fabricado pela CEM Corporation,
modelo MDS-2100, para aquecimento rapido de até 12 amostras.

2.2 METODOS

O leite de levedura recebeu o tratamento térmico no forno de microondas.
As amostras, cujo volume variou entre 80 e 120 g, foram distribuidas em
quatro provetas, para cada ciclo de operacdo. Para os valores de
temperaturas (80, 90, 110, 120 e 125 °C) e tempos (15 e 30 minutos)
pesquisados, as poténcias de microondas aplicadas as amostras
permaneceram dentro da faixa de 25 a 40% da poténcia maxima (237,5 a
570 W). O tratamento térmico foi realizado mediante a programacao de
poténcia do forno, de tal modo que a temperatura desejada da amostra
fosse alcancada, apos tempo inicial (rampa), e mantida por tempo
determinado.

As 120 amostras tratadas foram analisadas quanto ao conteddo de
proteina bruta e umidade. Avaliou-se também a qualidade nutricional da

proteina e efetuou-se o teste microbioldgico de viabilidade, sendo as
analises efetuadas em triplicata.

2.3 CARACTERISTICAS FISICAS E QUIMICAS DO LEITE DE
LEVEDURA

o Teor de umidade

O teor de umidade foi determinado pelo método gravimétrico, por diferenca

de peso apoOs secagem em estufa a 105 °C, até peso constante - método

14.004 da AOAC (1984).

o Teor de proteina bruta

O teor de proteina bruta foi determinado pelo método micro-Kjeldahl,
segundo método 13.011 da AOAC (1984).
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. Teor de proteina solavel

ApoOs tratamento em microondas, a suspensdo foi separada por
centrifugacdo, com 10.000 rpm por 15 minutos, determinando-se no
sobrenadante a proteina soltvel pelo método de Kjeldahl, depois de lavar o
material insolUvel duas vezes com agua.

o Digestibilidade in vitro

A digestibilidade in vitro foi determinada de acordo com o procedimento de
AKESON & STAHMAN (1964), que emprega sistema enzimético composto
por pepsina/pancreatina. Aliquotas de 0,5 g de amostra foram incubadas
inicialmente com pepsina, concentracdo de 3 mg/mL (relagdo enzima e
substrato = 1:22) em &acido cloridrico 0,1 N, pH 1,5, por 3 horas a 37 °C,
sob agitacdo constante. A seguir, a reacéo foi interrompida pela adicao de
NaOHO0,1 N para correcao do pH em torno de 8,0 e as amostras incubadas
pelo periodo de 24 horas, com pancreatina (concentracdo de 4 mg/mL) em
tampdao fosfato 0,1 M, pH 8,0 e temperatura de 37 °C. As proteinas nao
hidrolisadas pelo sistema enzimatico foram precipitadas com acido
tricloroacético 30% e separadas por centrifugacdo (12.000 g/20 min). O
volume do sobrenadante foi aferido para 50 mL, determinando-se o
nitrogénio pelo método semi-micro Kjeldahl.

O valor da digestibilidade da proteina, expresso em porcentagem, foi
calculado pela relacdo entre as diferencas do nitrogénio contido no
hidrolisado e no sistema enzimatico (fornecido pelo branco), e a do
nitrogénio total na amostra original e no sistema enzimatico, segundo a
equacao (1):

(N, -N,)

% Digestibilidade=—"——= (N.-N,)
b

x 100 1)
Onde :

Nj, = nitrogénio no hidrolisado;
Ny = nitrogénio do branco (enzima);
N; = nitrogénio total.

. Viabilidade das células

Na determinacéo de viabilidade celular das leveduras foi utilizado o método
de azul de metileno, descrito por LEE et al. (1981). A determinacédo de
viabilidade para leveduras por este método € internacionalmente aceita
pela European Brewery Convention (EBC), apresentando como vantagem,
sua rapidez. A composicao da solucéo de azul de metileno utilizada consta
da Tabela 3.
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TABELA 3 — COMPOSICAO DA SOLUCAO DE AZUL DE METILENO

Discriminagéo Quantidade
NaCl 459
CaCl,.6H,0 0,24 ¢
NaHCO; 01g
Glicose 5049
Azul de metileno 0,125g
g.S.9. H20 destilada 500 mL

As suspensofes de células foram diluidas de modo a apresentar contagem
de cerca de 150 células por quadrado na camara de Newbauer. Misturou-
se 0,1 mL de suspensédo com 0,9 mL de solugcdo de azul de metileno,
sendo as amostras transferidas com pipeta de Pasteur para a camara. A
contagem de células foi realizada em microscépio com campo claro e
objetiva de imerséo (40 x). Para o calculo do valor da viabilidade, expresso
em porcentagem, utilizou-se a equacéo 2:

V(%) = , N 'decelulasmcolores, _x 100 ()
N° de células incolores + N° de células azuis

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO SOBRE A PROTEINA
SOLUVEL

Os valores do rendimento de extracdo de proteinas das células tratadas
em funcdo do tempo e da temperatura sdo apresentados na Figura 1.
Pode-se observar que o0s rendimentos aumentaram inicialmente,
alcancando valor maximo de 38,3% na temperatura de 110 °C, por 15
minutos, e de 38,4% a 110 °C por 30 minutos de aquecimento, a partir dos
quais diminuiram gradualmente.

PACHECO (1996), trabalhando com células de Saccharomyces
carslbergensis, tratadas por ruptura mecéanica em moinho Dyno-mill,
obteve entre 80 a 95% de rendimento. Porém o pH da solucéo foi ajustado
para 8 com o auxilio de solucdo de carbonato de sédio 10%. Conforme
SCHACHTEL (1981) a solubilidade das proteinas de levedura é baixa,
quando comparada com outras proteinas vegetais como por exemplo a
soja. A solubilidade é principalmente influenciada pelas etapas e condigfes
de processamento para obtencdo da proteina. Em trabalhos com células
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de levedura rompidas foi constatado que, na presenca de sal (0,5% NaCl)
0 comportamento da curva de solubilidade se altera, mudando o ponto
isoelétrico de pH 4,5 para 4,0, com solubilidade maxima ao redor de pH
6,0. Segundo HALASZ & LASZTITY (1991) e LINDBLOM (1974),0
tratamento térmico (80 °C) em meio alcalino causou diminuicdo da
solubilidade da proteina.

FIGURA 1- RENDIMENTO DE EXTRACAO DA PROTEINA DAS
CELULAS DE LEVEDURA TRATADAS COM
MICROONDAS EM FUNCAO DO TEMPO E DA
TEMPERATURA
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DZIMBA (1994) estudou a autblise de leveduras de panificagdo
(Saccharomyces cerevisiae) e de cervejaria  (Saccharomyces
carslbergensis), em temperaturas de 20, 45, 50, 55 e 60 °C. Verificou que
o rendimento de extracdo de proteina aumenta até os 55 °C, mas que a
60 °C ocorre queda significativa. Segundo este autor, o efeito da
temperatura a 60 °C pode desnaturar a proteina, provocando queda de
mais da metade do valor obtido a 55 °C.

Conforme patente americana (CHAO, 1980) a autolise de levedura em
geral ocorre em temperaturas entre 30 e 60 °C. O processo é muito lento
em baixas temperaturas, podendo requerer de 3 a 7 dias para se
completar. Entre 50-55 °C, a digestao total pode ocorrer em 3 dias. Neste
trabalho conseguiu-se extracdo por volta de 40%, em altas temperaturas
(90 a 120 °C) e tempo bem reduzido (15 a 30 minutos).
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3.2 EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO NA DIGESTIBILIDADE

O valor de digestibilidade da proteina obtido para o leite de levedura, antes
do tratamento foi de 29% e para a levedura seca comercial néo tratada de
52%. O valor encontrado para o produto comercial seco na usina foi
relativamente baixo (52%), em comparagdo com os obtidos por
COZZOLINO (1982) - (80%), FIALHO et al. (1983) - (70%) e CABALLERO
CORDOBA (1997) - (83%).

Os valores da digestibilidade da proteina apds o tratamento térmico com
microondas constam da Figura 2. Observa-se que houve aumento da
digestibilidade com aumento da temperatura, obtendo-se melhores
resultados no tempo de 30 minutos. Porém, na temperatura de 120 °C por
15 minutos alcangou-se o valor maximo de digestibilidade (85%).

FIGURA 2 - DIGESTIBILIDADE DA PROIEI'NA TRATADA POR
MICROONDAS EM FUNCAO DO TEMPO E
TEMPERATURA
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Segundo SGARBIERI (1996), praticamente, todas as proteinas sao
desnaturadas em temperatura acima de 40 °C. Tal afirmacao corrobora os
resultados de TANG et al. (1993), que estudaram a reologia de solugdes
de proteina concentrada.

O valor obtido (85%) mostrou-se maior que o encontrado por BATTISTI et
al. (1985) de 75,8%, que o determinado por ZANUTO (1997) em levedura
Saccharomyces sp. seca por atomizador ou por rolo rotativo (83,79%),
assim como o verificado por SOTO (1999) em leveduras secas (78,3%).
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3.3 EFEITO DO TRATAMENTO TERMICO NA VIABILIDADE CELULAR

A viabilidade do leite de levedura antes do tratamento era de 77%.
Observou-se que a viabilidade das células (Figura 3) decresceu com
aumento da temperatura, chegando-se a inativacdo total (viabilidade zero
%) na temperatura de 110 °C, o que significa o rompimento total das
células da levedura. Estes resultados sdo compativeis com o0s
apresentados por SANTIM (1996), trabalhando com leveduras de
Saccharomyces cerevisiae seca e ativa do tipo comercial para panificacao.
Este autor reportou que as células foram inativadas a 121 °C por 30 min,
com aquecimento convencional em autoclave.

Segundo GHIRALDINI & ROSSELL (1996), no processo usado pela
induUstria que trabalha com leveduras, a termdlise ocorre a 105 °C por 15
minutos, com vapor vivo em coluna de evaporacdo. O teor de

digestibilidade da amostra de levedura em p6 acusou valor relativamente
baixo de 52%.

FIGURA 3 - VIABILIDADE DE CELUL@S TRATADAS POR
MICROONDAS EM FUNCAO DO TEMPO E
TEMPERATURA
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4  CONCLUSAO

O tratamento térmico com microondas melhorou a digestibilidade da
proteina. A levedura que apresentou resultado inicial na faixa de 29% teve
este valor aumentado em 190% ap0s o tratamento térmico (85%).

Na extracdo da proteina soluvel obteve-se rendimento de extracdo de
apenas 38%, provavelmente, devido a desnaturacdo e precipitacdo de
proteina, junto com as paredes e fibras das células. No uso para ragao
animal e como fonte de proteinas celulares, o tratamento térmico em
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microondas pode ser usado com vantagem face ao tempo reduzido do
processo e a qualidade nutricional superior das proteinas em relagdo ao
sistema convencional. Entretanto, o0 método ndo € recomendavel para o
uso de proteinas em industria alimenticia com propriedades funcionais
ativas (tais como, propriedade emulsificante, espumante, solubilidade,
capacidade de geleificacdo), devido ao seu elevado percentual de
desnaturacao protéica.

Abstract

The thermolysis of yeasts Saccharomyces cerevisiae by using microwave oven were
applied, using temperatures and exposition times as variables. The thermal effect of the
cells (thermolysis) was the researched response, by verifying the protein extraction yield,
the nutritional evaluation (digestibility) and cell viability. Values of 38% protein extraction,
32-85% protein digestibility and zero cell viability were achieved.
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