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Obtencao e caracterizacao de manoproteinas da parede celular de

leveduras de descarte em cervejaria

Ariane Gaspar Costa, Marciane Magnani* e Raul Jorge Hernan Castro-Gomez

Departamento Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, Rod. Celso Garcia Cid, PR-445, Km 380, Cx. Postal 6001,
86051-980, Londrina, Parana, Brasil. *Autor para correspondéncia. E-mail: magnani2@gmail.com.br

RESUMO. A biomassa de levedura resultante da produgio de cerveja é météria-prima para extragio de
componentes celulares, incluindo manoprotefnas. O presente trabalho avaliou a possibilidade da utilizagio da
levedura Saccharomyces sp. descartada em cervejaria, para obtencio de extrato com manoproteinas. A extragio foi
conduzida segundo delineamento fatorial incompleto, Box-Behnken 3%, para as varidveis temperaturas (75, 85 e
95°C), tempo de extracio (5, 7 ¢ 9h) e concentracio da suspensio de parede celular (10, 15 ¢ 20%). O etanol
residual da fermentacio nio interfere na obtencio do extrato contendo manoproteinas. O maior indice de
extragio foi 4,08%, observado para temperatura de 95°C na concentragio de 10% por 7h e 15% por Sh. A
validagio experimental do maior indice predito resultou em 4,50% de extrato, confirmando a capacidade preditiva
do modelo. A manoproteina obtida, a partir de 10% de parede celular (95°C, 9h), apresentou 51,39% de
proteinas, com 58 e 64 kDa, e 25,89% de carboidratos, distribuidos entre manose e glicose. A atividade
emulsificante foi de 62,50 = 0,88% e a estabilidade da emulsio foi de 96,00 = 1,40%. Estes resultados evidenciam
o potencial bioemulsificante do extrato e a viabilidade de utilizagio da levedura descartada em cervejarias para
obtengio de compostos com propriedades industriais interessantes.

Palavras-chave: Saccharomyces sp., bioemulsificante, levedura cervejeira.

Obtainment and characterization of mannoproteins from brewer’s yeast cell wall

ABSTRACT. The biomass of yeast after beer production is a raw-material for cell components extraction,
including mannoproteins. The present study evaluated the using viability of spent brewer’s yeast Saccharomyces sp.
for obtainment of extract containing mannoprotein. The extraction was conducted by Box-Behnken 3’
incomplete design, for the variables temperature (75, 85 and 95°C), time of extraction (5, 7 and Sh) and
concentration of cell wall in suspension (10, 15 and 20%). The residual ethanol of fermentation doesn’t have
interference in the obtaining of extract containing mannoproteins. The highest rate of extraction was 4.08%,
obtained at 95°C, with 10% cell wall by 7h and with 15% of cell wall during 9h. The experimental validation for
obtaining of the maximum predicted resulted in 4.50% of extract, confirming the model predictable capacity.
The extract containing mannoprotein obtained from 10% of cell wall (95°C, 9h) had 51.39% of proteins, with 58
and 64 kDa, and 25.89% of carbohydrates, distributed in mannose and glucose. The emulsification activity was
62.50 = 0.88% and the emulsion stability was 96.00 = 1.4%. These results evidence the bioemulsifier potential of
the extract and the viability of using spent yeast from brewery for obtainment of compounds with industrial
interesting properties.

Keywords: Saccharomyces sp., bioemulsifier, brewery yeast.

Introducao

Leveduras sio fungos unicelulares utilizados como
ferramenta biotecnoldgica em virios setores industriais.
As leveduras do género Saccharomyces sio as que
apresentam maior valor industrial e comercial
(VILELA et al, 2000) como agentes bioldgicos de
transformagio em industrias de bebidas fermentadas,
de panificagio e destilarias de etanol. O excedente de
biomassa de levedura gerado, principalmente por
inddstrias de cerveja e etanol, impde a necessidade do
desenvolvimento ~ de  metodologias  para o
reaproveitamento deste subproduto.

Considerando que a utilizagio das células integras é
limitada pela baixa digestibilidade da parede celular
(GALVEZ et al., 1990; VILELA et al., 2000) e pelo alto
conteido de dcidos nucléicos (LYUTSKANOV et al.,
1990), muitos estudos vém explorando componentes
isolados de leveduras como enzimas, proteinas,
polissacarideos e lipidios (BELEM; LEE, 1997,
KOLLAR et al., 1992). Dentre estes compostos, as
manoproteinas  destacam-se  pelas  propriedades
imunoestimulantes (KRIZKOVA et al, 2001;
PIETRELLA et al.,, 2001; PITZURRA et al., 2000;
WANG et al., 1998) e bioemulsificantes (BARRIGA
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et al, 1999; CAMERON et al,
TORABIZADEH et al., 1996).

As manoproteinas representam de 20 a 23% do
peso seco da parede celular (KLIS, 1994) e sio
compostas por cadeias curtas de manose ou cadeias
longas com alta concentragio de manoses fosforiladas,
unidas a proteinas por ligagdes tipo O ou tipo N,
respectivamente (KITAGI et al., 1997). Metodologias
descritas para extra¢io de manoproteinas, geralmente,
empregam altas temperaturas (FREIMUND et al.,
2003; TORABIZADEH et al., 1996) combinadas a
compostos que atuam como “detergentes” nas ligagdes
covalentes (KITAGI et al., 1997; PARASCANDOLA
et al, 1997) e¢/ou enzimas do tipo P-glucanase
(ALEXANDRE et al., 2000; MAGNELLI et al., 2002).

O presente estudo teve como objetivo
desenvolver uma metodologia de baixo custo para
extracio de manoproteinas de leveduras, utilizando

1988;

um subproduto descartado em cervejarias, com
aplicacio de tratamentos térmicos mais amenos do
que os ji descritos (FREIMUND et al, 2003;
TORABIZADEH et al., 1996). Foi também avaliada
a viabilidade do reaproveitamento da biomassa de
levedura, descartada apds o processo fermentativo,
sem a retirada do etanol residual.

Material e métodos

Material bioldgico: apés processo de produgio de

cerveja por baixa fermentagio, a levedura
Saccharomyces  sp. foi coletada em suspensio
denominada creme de levedura, contendo

concentragdes de sélidos totais de 20 = 0,7% ¢ teor
alcodlico em torno de 7% de etanol.

Preparo do creme de levedura para
processamento: o creme de levedura adicionado de
20% (p v') de 4gua destilada foi tamisado
sequencialmente em malhas de 0,59; 0,50 ¢ 0,18
mm. Posteriormente, foi lavado novamente em dgua
destilada e centrifugado a 5.000 g, (10°C, 5 min.)
para redugio do etanol residual do processo
fermentativo (até concentragio de etanol inferior a
0,1% no sobrenadante). O teor de etanol foi
monitorado no sobrenadante de cada centrifugagio
por meio da metodologia adaptada de Kaye e Haag
(1954), que se baseia na redugio do dicromato de
potissio pelo etanol, sendo este mensurado em
espectrofotdbmetro a 605 nm. As amostras de creme
de levedura submetidas 4 lavagem foram designadas
como “sem etanol” e aquelas somente diluidas e
tamizadas receberam a denominagio “com etanol”.

Autdlise ¢ obtencio da parede celular: em
concentragio de 20% em base seca (p p'), a
suspensio de creme de levedura foi ajustada para pH
5,0 utilizando solucdes de NaOH ou HCI 1 M ¢
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mantida a 50°C, sob agitacio, durante 24h,
conforme Chaud e Sgarbieri (2006). Decorrido este
tempo, a suspensio foi centrifugada nas condigdes
descritas  anteriormente ¢ o  precipitado,
correspondente A parede celular, ressuspendido em
dgua destilada (p p'). A parede celular obtida foi
lavada duas vezes com 4dgua destilada (p p'). A taxa
de autdlise foi determinada por meio da férmula:

%A = X, x100
X (1)

em que:

A = Taxa de autdlise percentual,

X, = Massa de parede celular obtida (base seca);

X, = Massa de células utilizada no processo (base
seca).

Obtengio de extrato contendo manoproteinas e
interferéncia do etanol no processo: a parede celular
em suspensio de 15% em base seca foi tratada
termicamente a 85°C durante 7h, sob agitacio de
100 rpm. Feito isso, foi resfriada até 45°C e
centrifugada a 5.000 g, 4°C, 10 min. O sobrenadante
recuperado foi adicionado de trés volumes de etanol
absoluto ¢ incubado a 4°C por 12h para precipitagio
do extrato contendo manoproteinas. O material foi
lavado duas vezes com etanol absoluto por
centrifugagio a 5.000 g, 10°C, 5 min. O precipitado
foi liofilizado e o indice de extragio determinado
pela equagio:

%E =Y, x100
v @)

em que:

E = indice percentual de extragio;

Y, = Massa de extrato obtido (base seca);

Y, = Massa de parede celular empregada na
extragio (base seca).

Para avaliagio de possiveis interferéncias do
etanol residual no processo de extracio proposto,
amostras de creme de levedura com etanol e sem
etanol foram submetidas ao processo de autélise e
obten¢io de parede celular. O teor de etanol foi
monitorado por anilises pré e pods-autdlise. As
porgoes de parede celular, com e sem etanol, obtidas
foram processadas para obtencio de manoproteinas
pelas condicoes descritas anteriormente. Todos os
ensaios foram realizados em triplicata ¢ as médias
dos indices de extracio de cada tratamento comparadas
pelo teste ¢ com auxilio do programa Statistica 6.0
(STATSOFT, 2001).

Delineamento para condigdes de extragio de
manoproteinas: o delineamento foi realizado no
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programa Statistica 6.0 (STATSOFT, 2001)
utilizando fatorial Box-Behnken 3%, desenho
experimental construido pela combinagio de

delineamento fatorial de dois niveis com desenho de
blocos incompletos, gerando um total de 15
experimentos com trés repeti¢des do ponto central.
As varidveis independentes avaliadas foram 2
temperatura: 75; 85 ¢ 95°C, tempo de processo: 5, 7
e 9h, e concentragio da suspensio de parede celular em
base seca: 10, 15 e 20%. A definicio das varidveis e dos
niveis de variacio foi baseada na literatura e em
experimentos preliminares.

Métodos analiticos: as fracoes utilizadas para a
avaliacio da interferéncia do etanol e obteng¢io do
extrato contendo manoproteina (creme de levedura
com e sem etanol, parede celular com e sem etanol)
foram analisadas quanto 2 umidade em estufa a
105°C, residuo mineral fixo (cinzas) em mufla a
550°C, teor de proteina bruta por Micro-Kjeldahl
(%N x 6,25) ¢ lipidios por Soxhlet, utilizando
metodologias descritas pela Association of Official
Agricultural Chemists (AOAC) (HOROWITZ, 1997).
O teor de carboidratos das diferentes fracoes foi
calculado por diferenca de peso entre os sélidos totais e
os outros componentes determinados. Todas as
andlises foram realizadas em duplicata e submetidas ao
teste .

Composigio do extrato contendo manoproteinas: o
extrato obtido foi igualmente caracterizado quanto 2
composicio centesimal por meio das técnicas descritas
pela. AOAC (HOROWITZ, 1997). O teor de
carboidratos totais foi determinado pelo método fenol-
sulfiirico (DUBOIS et al., 1956) ¢ o teor de lipidios foi
calculado por diferenca de peso entre os sélidos totais e
os outros componentes determinados. Andlises de
macro ¢ micronutrientes foram realizadas pelo
Instituto Agrondmico do Paranid (IAPAR), utilizando
espectrofotometria de emissio de plasma e fotometria
de chama.

Para a anidlise qualitativa dos carboidratos
constituintes foi realizada cromatografia de camada
delgada, segundo Moreira et al. (1998), empregando-
se solugio eluente composta por
cloroférmio:metanol:dcido acético:igua [4:4:1:1
' v' v' v)] e revelador de anisaldeido, 4cido
sulftirico e 4cido acético [1:2:100 (v'' v'' v')]. A placa
revelada foi mantida em estufa a 110°C durante 10
min. e visualizada sob luz ultravioleta de onda curta
(365 nm).

A fracio proteica foi analisada pelo método de
Biureto (GORNALL et al, 1949) de forma
qualitativa, utilizando suspensio do extrato em
concentragio 50 mg mL". O peso molecular desta
fragio foi determinado em gel desnaturante de
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poliacrilamida  (SDS-PAGE), segundo Laemmli
(1970), revelado em solugio de nitrato de prata.
Foram utilizadas solugdes de extrato em
concentragdes de 10 e 50 wg mL' e o perfil
eletroforético obtido foi comparado ao padrio de
peso molecular 220-10 kDa (Invitrogen®).

Verificagio das propriedades emulsificantes: a
atividade emulsificante foi verificada conforme
descrito por Martinez-Checa et al. (2007). Uma
mistura contendo 5 mL de dgua, 5 mL de 6leo de
soja (Soya®) e 0,5 g do extrato foi agitada a 9.500 g
durante 1 min. em agitador de haste (Heidolf). A
emulsio obtida foi centrifugada a 2.500 g, 25°C,
5 min. O indice de atividade emulsificante foi
determinado pela equagio:

% LA.E. = Ve x 100

Vi )
em que:
IAE. = Indice percentual de atividade
emulsificante;
Ve = Volume de emulsio (mL);
Vt = Volume total da solugio (mL).
A emulsio obtida foi avaliada quanto 2a

estabilidade pelo tratamento a 80°C durante 30 min.,
seguido de resfriamento em 4dgua corrente por 10 min.
A emulsio foi novamente centrifugada ¢ o volume
de emulsio remanescente foi verificado. O indice de
estabilidade da emulsio foi calculado de acordo com
a férmula:

% L.E.E. = Vef x100
Vel (#)

em que:
E.E = Indice percentual estabilidade da emulsio;
Vef = Volume de emulsio final (mL);
Vei = Volume de emulsio inicial (mL).
Considerando que o extrato que contém
manoproteina obtido nio foi purificado, as
propriedades emulsificantes de uma lecitina de soja
nio-purificada, disponivel comercialmente em casa
de produtos naturais, foram também analisadas para
efeito de comparagio.

Resultados e discussao

Interferéncia do etanol no indice de extragio de
extrato bruto contendo manoproteina: para analisar a
influéncia do etanol residual na extragio, o
procedimento de limpeza do creme de levedura foi
padronizado. A concentragio de etanol no
sobrenadante de cada lavagem estd apresentada na
Figura 1.
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Tabela 1. Composi¢gio centesimal referente s suspensdes de
creme de levedura de cervejaria e parede celular com e sem
etanol, expressas em base seca.

Fragoes Componentes Com etanol Sem etanol
Cinzas 6,98 + 0,46" 6,88 = 0,11*
Creme de Proteinas 51,13 + 0,05° 54,48 = 0,69°
levedura Lipidios 6,74 £ 1,21° 6,27 £ 223*
Carboidratos 35,11 £ 0,75° 32,36 +2,82°

Cinzas 6,65 + 0,37° 1,62 £ 0,43°
Parede celular Proteinas 16,95 = 0,16" 17,18 = 2,86"
Lipidios 7,95 % 0,24* 7,94 £ 1,33°
Carboidratos 68,43 +0,28° 73,25 * 4,64°

Lavagens apds centrifugagio

Figura 1. Concentragio de etanol no sobrenadante de cada
lavagem com dgua destilada apds sucessivas centrifugagdes do
creme de levedura de cervejaria.

A limpeza do creme de levedura mostrou-se
eficiente para a redugio do teor de etanol, que foi de
6,51 para 0,06% por mL de sobrenadante apés sete
lavagens. Apés o processo de autdlise, o teor de
etanol do creme de levedura “com etanol” passou de
6,51 para 1,03% por mL de sobrenadante. Em
contrapartida, como previsto, nio foi detectado
etanol na porgio “sem etanol”. O elevado teor de
etanol detectado no creme de levedura concorda
com a literatura. Conforme Vilela et al. (2000), a
levedura resultante do processo de produgio de
cerveja contém elevada concentragio de dlcool e de
outros componentes do mosto de fermentagio, que
podem ser eliminados por lavagens com é4gua e
separados por centrifugagio.

As taxas de autdlise do creme de levedura com
etanol e¢ sem ectanol nio apresentaram diferencas
significativas, sendo 52,99 * 7,08% para o creme
com etanol e 52,57 * 5,20% creme sem etanol,
embora o etanol seja descrito como agente
autolisante (CHAUD; SGARBIERI, 2006). Nas
concentragdes presentes no creme de levedura, o
etanol nio promoveu alteracdes na autdlise,
concordando com relatos de que o grau alcodlico em
torno de 11% nio é considerado inibidor deste
processo (REVILLION et al., 1996). Ao contririo do
observado para a taxa da autdlise, houve diferenga
entre os indices da extracio de manoproteinas da
parede celular com etanol e sem etanol (p < 0,05),
sendo 2,39 = 0,11% a taxa para a fragio com ctanol e
1,31 = 0,13% para aquela sem etanol. Supostamente,
esta diferenca estd relacionada i perda de proteinas
hidrossolaveis, durante as sucessivas lavagens da
parede celular para retirada do etanol.

Anilises referentes 3 composi¢gio centesimal
foram realizadas utilizando as mesmas suspensoes
nos processos de autdlise ¢ extragio. Os resultados
em base seca estio apresentados na Tabela 1.

*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (p < 0,05).

Segundo Caballero-Cérdoba et al. (1997), a
composi¢io centesimal da biomassa da levedura
Saccharomyces sp., empregada em cervejaria, apresenta
48,51% de proteinas (%N x 5,8), 8,33% de cinzas,
3,44% de lipidios e 32,86% de carboidratos totais.
Neste contexto, Sgarbieri et al. (1999) relataram
48,74% de proteinas (%N x 5,8), 8,55% de cinzas,
3,33% de lipidios ¢ 35,00% de carboidratos para as
células integras. Para a parede celular, os mesmos
pesquisadores encontraram 32,70% de proteinas,
4,43% de cinzas, 4,54% de lipidios e 56,50% de
carboidratos. Em estudo semelhante a este relatado,
Thammakiti et al. (2004) definiram a composig¢io de
células da levedura cervejeira Saccharomyces uvarum
em base seca como 59,61% de carboidratos, 43,47%
de proteinas (%N x 6,25), 10,31% de cinzas ¢ 1,20%
de lipidios. A composi¢gio da parede celular foi
determinada como 44,11% de carboidratos, 40,92%
de proteinas, 4,74% de cinzas e 1,54% de lipidios.
Os dados da composig¢io centesimal para o creme de
levedura do presente estudo sio semelhantes aos
descritos na literatura. Contudo, em relacio 2
composi¢io da parede celular foram constatadas
maiores variagdes. Segundo Parascandola et al.
(1997), a presenga do etanol promove uma situagio
de  estresse  celular, induzindo  alteracdes
quantitativas e organizacionais na composi¢io da
parede celular. As manoproteinas, componentes da
camada externa da parede celular, sio amplamente
afetadas e podem organizar-se de modo distinto,
alterando inclusive propriedades da parede celular
como solubilidade e biodisponibilidade.

Quanto ao teor de proteinas, a composigio
centesimal do creme de levedura com e sem etanol
apresentou diferenca que nio permanece para a
parede celular oriunda destas fragdes. No entanto, hi
uma diferenca quanto ao teor de residuos minerais
fixos, que é menor na parede celular sem etanol. A
perda de minerais pode estar relacionada ao aumento
da solubilidade dos mesmos durante as lavagens,
intensificada no tratamento térmico da autdlise.

A fragio de parede celular com etanol resultou
em um indice maior de extragio e foi utilizada nos
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ensaios de avaliacio das condigdes de extragio. A
possibilidade de utilizar o creme de levedura sem
pré-tratamento  aumenta a  viabilidade de
aproveitamento deste subproduto descartado em
grandes quantidades pelas cervejarias.

Delineamento das condi¢des de extragio de
manoproteina: o delineamento fatorial com as
varidveis codificadas e reais ¢ o respectivo indice de
manoproteina obtida estio apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Varidveis reais e codificadas (cod.) correspondentes a
cada tratamento para extragio de manoproteinas de creme de
levedura de cervejaria com o indice de extragio correspondente.

Temperatura Tempo Concentragao fndice
Ensaios (°C) (horas) (%) )

Real Cod.x; Real Cod.x, Real Cod.x;
1 75 -1 5 -1 15 0 1,14
2 95 1 5 -1 15 0 2,13
3 75 -1 9 1 15 0 1,90
4 95 1 9 1 15 0 4,08
5 75 -1 7 0 10 -1 1,36
6 95 1 7 0 10 -1 4,08
7 75 -1 7 0 20 1 0,92
8 95 1 7 0 20 1 1,13
9 85 0 5 -1 10 -1 1,68
10 85 0 9 1 10 -1 2,18
11 85 0 5 -1 20 1 1,35
12 85 0 9 1 20 1 1,58
13 85 0 7 0 15 0 1,89
14 85 0 7 0 15 0 3,01
15 85 0 7 0 15 0 1,99

Como pode ser observado na Tabela 2, os
tratamentos das suspensdes 10% de parede celular
com 7h de extracio e 15% com %h, ambos a 95°C,
permitiram o indice de extragio,
correspondente a 4,08% de extrato contendo
manoproteina. O menor indice observado, de
0,92%, foi para o tratamento da suspensao de 20% de
parede celular, a 75°C e 7h. O maior indice de
extra¢io observado no presente estudo ¢ inferior ao
de Freimund et al. (2003), que obtiveram 14% de

N

manoproteina em relacio a parede celular seca da

maior

levedura de panificacio Saccharomyces cerevisiae, em
extracio a 125°C durante 5h. Em contrapartida,
Torabizadeh et al. (1996) relataram indice em torno
de 4% de manoprotefna para extragio a 121°C
durante 15 min. E importante considerar que a
levedura utilizada no processo de extragio aqui
descrito foi coletada apds desgaste promovido por
varios processos de fermentagio.

O indice de correlagio (R?) ajustado, observado
na Anova, foi de 0,73 e o desvio de regressio 0,75,
indicando que o modelo se aplica para ajuste dos
dados experimentais estudados. O célculo dos
coeficientes permitiu definir a equacio simplificada
do modelo, para o indice de extragio do extrato
contendo manoproteina:

81

Y = 1,96 + 0,76(x,) + 0,43(x,) - 0,54(x;) + 5)
+ 0,26(x5)* + 0,30(x;)(x,) - 0,63 () (x5)

As anilises dos efeitos demonstraram

significincia para o efeito positivo do tempo de
extragio (x,) ¢ para o efeito negativo da concentragio
(x5), sendo p = 0,05). O efeito negativo da
concentragio indica maior indice de extragio para
menores concentracoes da suspensio de parede
celular. Conforme o esperado, maior concentra¢io
de solvente nas suspensdes proporciona maior taxa
de extragio de manoproteina.

A temperatura (x;) apresentou efeito positivo
(p = 0,01) e a interagio temperatura-concentragio
(2c;*x;) apresentou efeito negativo (p < 0,05). A
interacio entre estas varidveis ¢é explicada pela
concentragio da suspensio, decorrente da elevagio
da temperatura. A suspensio fica mais concentrada
pela evaporagio e dificulta a agitagio e a distribui¢io
do calor durante o processo de extragio. O processo
de obtengio por centrifugagio também é dificultado
conforme a suspensio se torna mais densa durante o
processo de extracio.

Os demais efeitos, embora nio-significativos em
nivel de 95%, influenciam no ajuste do modelo aos
indices observados e, portanto, seus coeficientes
foram mantidos na equacio.

Considerando as limitagdes experimentais, a
partir da equacio definida para o modelo, os valores
das wvaridveis para obter o indice miximo de
manoproteina foram preditos. O maior indice
predito foi 4,44%, para extracio a 95°C por 9h, com
uma suspensio de 10% de parede celular. Esses
dados foram validados experimentalmente em
ensaios conduzidos em duplicata, e foi observado
indice de extracio de 4,50 = 0,05%, confirmando a
previsdo descrita pelo modelo.

Composi¢io do extrato contendo manoproteina:
a composi¢io centesimal do extrato com
manoproteina, extraida a 95°C por Sh, a partir de
suspensio contendo 10% de parede celular,
apresentou 51,39 * 1,2% de proteinas, 25,89 * 0,1%
de carboidratos, 12,21 + 0,5% de lipidios ¢ 10,51 +
0,4% de residuo mineral fixo.

Conforme Kitagi et al. (1997), manoproteinas sio
glicoproteinas formadas por proteinas unidas a
oligomanoses por ligacdes tipo O ou N. O alto teor de
protefna em relacio ao teor de carboidratos indica a
origem glicoproteica da fragio extraida. Segundo
Barriga et al. (1999), manoproteinas contendo 30 a 50%
de proteinas correspondem 2 classe de manoproteinas
com fungdes enzimdticas, que apresentam mananas
curtas, nio-fosforiladas, ligadas i proteina por ligagdes
tipo O com residuos de serina ou treonina.
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A composi¢io de macronutrientes determinada
no presente estudo para o extrato de manoproteina
foi de 2,22 g% de fésforo, 1,2 g% de potissio,
0,19 g% de cilcio, 0,45 g% de magnésio e 0,28 g% de
enxofre. A andlise de micronutrientes revelou
0,69 mg% de cobre, 3,17 mg% de zinco, 0,79 mg%
de boro, 5,69 mg% de ferro, 2,94 mg% de manganés
e 160 mg% de sédio. A grande diversidade de
nutrientes  encontrada para o extrato de
manoproteina obtida concorda com a afirmagio de
Yamada et al. (2003), que descrevem os derivados de
levedura como produtos ricos em minerais, macro e
microelementos, além de vitaminas do complexo B e
os altos teores de proteinas e fibras dietéticas,
representadas pelos carboidratos.

Na anilise qualitativa dos carboidratos, em
cromatografia de camada delgada, foram observados
monossacarideos com fatores de retengio (Rf) de
0,45 e 0,43, referentes a2 manose ¢ glicose,
respectivamente. Os  mesmos  fatores  foram
encontrados por Moreira et al. (1998) para a xantana,
composta por glicose, manose ¢ icido glicurénico.
Neste aspecto, Krizkovi et al. (2001) relatam que as
mananas  de  leveduras  sio  constituidas
principalmente por manoses, porém podem conter
residuos de glicose, galactose e xilose.

A caracterizagio das ligagOes peptidicas pela reagio
de Biureto apresentou resultado positivo, observado
pela alteracio da coloragio azul para violeta, indicando
a presenga de ligacdes peptidicas (ZAIA et al., 1998). A
presenca das ligagdes peptidicas indica que os
tratamentos térmicos aplicados no processo de autdlise
e extragio nio afetam a integridade da fragio proteica
das manoproteinas obtidas. O perfil eletroforético de
SDS-PAGE da manoproteina revelou protefnas com
peso molecular de aproximadamente 58 e¢ 64 Kb.
Segundo Rosenberg e Ron (1999), proteinas de baixo
peso molecular atuam na tensio superficial enquanto
aquelas de alto peso molecular estabilizam emulsdes. O
peso intermedidrio observado para fragio proteica
sugere que o extrato obtido é capaz de reduzir a tensio
superficial formando emulsdes com boa estabilidade.

Propriedades emulsificantes: o extrato contendo
manoproteina, obtido no presente estudo a partir da
levedura Saccharomyces sp. descartada em cervejaria,
apresentou boas propriedades emulsificantes, com
indices de 62,5 * 0,88% de atividade emulsificante e
96 = 1,4% de estabilidade da emulsio. Em
comparagio 2 lecitina de soja nao-purificada, I.A.E.
73,00 = 0,78% e LEE. 99,6 = 0,53%, o extrato
apresentou atividade emulsificante inferior, porém
valores préximos para estabilidade da emulsio.

Conforme Barriga et al. (1999), que fracionaram
um bioemulsificante extraido de S. cerevisiae, a
por¢io proteica é responsivel pelas propriedades
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emulsificantes, enquanto os carboidratos, em cadeias
curtas, aumentam a solubilidade do composto ¢ a
estabilidade da emulsio. De acordo com esses dados,
os teores de proteinas e carboidratos encontrados
para o extrato obtido no presente estudo justificam
as propriedades emulsificantes observadas.

Bioemulsificantes tém como  vantagens
biodegradabilidade, baixa toxicidade, seletividade e
biocompatibilidade quando comparados a compostos
sintéticos. Estas propriedades conferem possibilidade
de aplicagbes em inddstrias de alimentos ¢
farmacéuticas (BANAT et al., 2000). Além disso, a
obteng¢io de um bioemulsificante, a partir de leveduras
descartadas em processos industriais, é
economicamente favordvel, porque converte um
residuo de baixo valor em um produto rentivel
(BARRIGA et al., 1999).

Conclusao

A utiliza¢io da biomassa de levedura descartada pela
inddstria cervejeira para extragio de uma fragio
contendo manoproteinas nio requer tratamento para
retirada do etanol residual do processo fermentativo,
facilitando o aproveitamento deste subproduto. As
condi¢bes Stimas para extragio de manoproteina, na
faixa experimental estudada, foram de Sh a 95°C para
suspensio de 10% de parede celular. O extrato obtido
nessas condicdes apresentou alto teor de proteinas e
carboidratos, grande diversidade de nutrientes, além de
boas propriedades emulsificantes, o torna um produto
com excelente potencial para aplicagio na inddstria
alimenticia e farmacéutica.
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