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1. Introducédo

O extrato de levedura € um aditivo protéico amplamente utilizado para o
enaltecimento de sabores e complementagdo do valor nutricional de alimentos como sopas
desidratadas, bolachas, Snacks e outros (SGARBIERI, 1999). E constituido em maior parte
por proteinas, aminoacidos, fibras, lipidios, vitaminas do complexo B, acidos ribonucléicos,
nucleotideos e nucleosideos. E obtido industrial mente pelo processo de autdlise e secagem da
fracdo solivel por “spray drier” utilizando-se uma cultura pura de levedura ou biomassa
recuperada de processos fermentativos (CHAUD e SGARBIERI, 2006).

A levedura de panificac@o Saccharomyces cerevisiae € constituida por cercade
45 a 60% de proteina do extrato de levedura. A autélise € um processo irreversivel e ocorre
pela ativacdo de enzimas enddgenas, especialmente a glucanase, manase e quitinase que se
encarregam provocar o rompimento celular e que leva, consequientemente, a liberacdo dos

compostos intracel ulares solUveis denominados extrato de levedura (OLIVEIRA, 2005).

No processo digestivo humano ocorre que os &cidos nucleotideos, a0 serem
ingeridos, séo despolimerizados por nucleases do suco pancreatico e convertido a nucleosideos.
Os nucleosideos contém dois tipos de bases nitrogenadas, as pirimidinicas (citosinas e uracilas,
razoavelmente metabolizadas) e as purinicas (adenina e guanina), sendo oxidadas e
desaminadas a &cido Urico, aumentando sua concentragcdo no plasma (CLIFORD e STOY,
1976), provocando a doenca denominado “gota’ (TUSE, 1984). Desta forma o limite de
consumo de RNA por humanos € cerca de 2g/dia por adulto, o que limita o consumo de
levedura na ordem de 20g por dia (REED & NAGODAWIYHANA, 1991).

Por outro lado o0 RNA tem sido muito explorado pelas industrias produtoras de
extrato visando prover mediante sua hidrolise, atas concentraces de nucleotideos
potencializadores de sabor, o0 GMP (Guanosina-5- monofosfato) e IMP ( Inosina 5-
monofosfato). Esses subprodutos do RNA aém de promover o enaltecimento do sabor de

alimentos como sopas desidratadas, bolachas e Snacks, apresenta ato potencial para prevenir



0 sistemaimunolégico de humanos e animais, possibilitando assim a reducéo do uso excessivo
de antibiéticos principal mente em animais de corte como frangos, suinos e peixes de criadouro
(RUTZ, 2006, OLIVEIRA, 2008).

2. Objetivo

Otimizar a temperatura de ativagcdo da ribonuclease enddgena de levedura de
panificagdo Saccharomyces cerevisae visando a maxima extracdo e hidrélise do RNA a
nucleotideos, utilizando como ferramenta estaistica para a analise dos resultados a
metodologia da superficie de resposta segundo BOX & BENKEN (1989).

3. Metodologia

3.1. Material ereagentes

Biomassa fresca de levedura de panificagdo (fleschman Roya), banho-maria
(Tecnal), espectrofotdmetro UV (Fento), centrifuga (Tecnal), agitar mecanico e magnético
(Fisatom), balanca andlitica (Metler), vidrarias comuns de laboratério, cloreto de sodio (Synth),

&cido cloridrico (Synth), acido perclérico (Merck), cloreto férrico (Merck), orcinol (Sigma).

3.2. Procedimento experimental

A primeira etapa do trabalho consistiu na determinacéo do teor de RNA na
biomassa integra de levedura utilizando-se &cido perclérico e hidroxido de sodio.
Posteriormente fez-se a quantificacdo espectrofotométrica a 670nm utilizando-se como reativo

orcinol, &cido cloridrico e cloreto férrico.

Na autdlise, a biomassa de levedura foi submetida ao choque térmico a
temperatura de 68°C por 15, 30 e 45 segundos e em seguida submetida as temperaturas de 51,

53 e55°C por 1lhora, conforme niveis das variaveis independente mostrados natabela 1.



Tabela 1. Niveis das variaveis independentes

Variaveis independentes [ Niveis

_ (-1) (0) (+1)
X1: Temperatura de autolise 51 53 55
X2: Tempo de chogque térmico 15 30 45

Temperatura: (°C) Tempo de choque térmico: (segundos)

Os ensaios foram redizados em trés niveis equidistantes para 2 variaveis
independentes (temperatura de autdlise) e tempo de choque térmico, constituindo nove
experimentos como mostra atabela?.

Tabela 2. Delincamento experimental

Experimentos Temperatura {autolise) Tempo choque térmico
o1 53 45
o2 55 30
03 4 51 15
o4 . al 30
05 35 45
06 53 15
o7 55 15
o8 51 43
09 53 30

4. Resultados e discussao

A tabela 3, mostra os resultados para os rendimentos de hidrélise do RNA a
nucleotideos apds o chogue térmico seguido da autdlise. Para o cdlculo do grau ou rendimento
de hidrdlise do RNA (R%), considerou-se a razéo entre o teor de RNA solubilizado no
sobrenadante (nucleotideos) apds a centrifugacéo e o teor de RNA total determinado na

biomassa integra antes da autdlise, conforme a expressao:

Teor de nucleotideos no sobrenadante
Grau de hidrélise = (R%) = ----=====m==m = e oo x 100
Teor de RNA total nabiomassa



Tabela 3. Rendimento de extracao de RNA (R%4)

Experimentos T°C (autdlise) Tempo (chogue) R{%)
01 53 45 0,21
02 o9 30 2,64
a3 21 15 5,01
04 o1 30D 2.55
05 25 45 4,38
06 53 15 2,22
o7 55 15 4,38
08 51 45 2,71
09 _ 53 30 7,52

Observando-se os resultados da tabela 3, verifica-se que o melhor grau de
hidrolise ocorreu para o experimento 9 onde as temperaturas de autélise e de choque térmico

foram respectivamente de 53°C e 68°C por 30 segundos.

Embora trata-se de um dado interessante, salienta-se que este tipo de andlise
ndo tem validade estatistica uma vez que ndo ha nenhuma relagdo com as demais variaveis.
Neste caso optou-se pela andlise da superficie de resposta que relaciona a resposta do sistema

com todas as variaveis.

A figura 1, ilustra a correlacdo entre a variaveis independentes (tempo e
temperatura) e a resposta do sistema. Observa-se que a maximizagdo da hidrdlise ocorreu a
uma faixa de temperatura entre 53,2 € 53,5°C para um tempo de choque térmico entre 25 a 30

segundos.

Da mesma forma a figura 2 indica os mesmos resultados, entretanto,
correlacionase a0 rendimento em relacdo a producdo méxima de hidrolisado com as
respectivas variaveis. O rendimento maximo observado em ambas as figuras situou-se nafaixa
de 6%. O baixo rendimento deveu-se provavelmente ao pegqueno tempo de autdlise de uma
hora. Normalmente na indUstria esse tempo varia entre 16 a 24 horas, depende da idade da

levedura
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Figura 2. Corrdago entre as variaveis e rendimento de hidrolise (superficie de resposta)



5. Conclusdo

Os resultados indicaram uma faixa étima de autdlise entre 53,2 e 53,5°C, para
uma temperatura de choque térmico de 68°C por 25 a 30 segundos. O melhor rendimento de
extracdo de RNA para 1 hora de autdlise situou-se entre 6%. Pode-se concluir de maneira
genérica que a hidrdlise do RNA ndo depende exclusivamente do choque térmico, o baixo
rendimento obtido podera estar relacionado ao baixo tempo de autdlise. Uma sugestdo seria

avaliar este efeito.
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