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RESUMO

Dentre os alimentos ndo convencionais com uso potencial em dietas para
caes incluem-se as leveduras. Seu perfil nutricional, com alto teor de proteinas, vem
despertando interesse da industria, fazendo assim crescer o niumero de pesquisas
para determinar sua inclusdo como fonte proteica. Objetivou-se determinar, por meio
do método de regressdo, os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos
nutrientes presentes no extrato de levedura autolisada, bem como as caracteristicas
fecais e a preferéncia alimentar de dietas contendo levedura em caes. Foram
avaliadas quatro dietas contendo 0% (Controle), 4%, 8% e 12% de levedura, em
substituicdo a formula da dieta controle. Para digestibilidade e caracteristicas fecais,
foram utilizados 12 cdes adultos da raga beagle, distribuidos em blocos (periodos)
ao acaso. Os caes foram alimentados durante 10 dias com as dietas experimentais,
durante dois periodos, totalizando 6 repeticbes. No teste de preferéncia alimentar
foram utilizados 16 caes, sendo comparada as dietas: 0% vs. 4% levedura. O teste
foi realizado por um periodo de 2 dias, totalizando 32 repeti¢cdes. Como resultados, o
extrato de leveduras autolisada apresentou CDA da matéria seca de 77,3%, da
proteina bruta (PB) de 55,7%, do extrato etéreo (EE) de 73,8% e energia
metabolizavel (EM) de 4947,3 kcal/kg. Houve redugao linear no CDA da PB e EE
das dietas com a incluséo de levedura (P<0,05). Os demais CDA e a EM das dietas
nao diferiram (P>0,05). Houve aumento linear dos acidos graxos de cadeia curta
(AGCC) totais e redugéao linear no pH fecal com a inclusdo de levedura nas dietas
(P<0,05). Para a razao de ingestdo, os caes consumiram maior quantidade da dieta
com 4% de inclusdo de levedura (P<0,01). A inclusdo do extrato de levedura
autolisada nao altera os CDA e a EM das dietas e seus resultados de AGCC e pH
mostram um possivel efeito prebiotico, com potencial efeito benéfico a saude
intestinal. Além disso, sua inclusdo aumenta a palatabilidade da dieta. Entretanto, os
crescentes niveis de inclusdo reduzem a digestibilidade aparente da PB e EE.

Palavras-chave: Acido Glutamico. Acidos graxos de cadeia curta. Nucleotideos.
Proteina de origem microbiana.



ABSTRACT

Unconventional foods with potential use in diets for dogs include yeasts. Its
nutritional profile, with high protein content, has aroused interest in the industry, thus
increasing the number of researches to determine its inclusion as a protein source.
The objective of this study was to determine the apparent digestibility coefficients
(ADC) of the nutrients present in the autolysed yeast extract, as well as the fecal
characteristics and the food preference of diets containing yeast in dogs. Four diets
containing 0% (Control), 4%, 8% and 12% of yeast, in substitution to the control
formula. For digestibility and fecal characteristics, 12 beagle adult dogs were
randomly distributed in blocks (periods). The dogs were fed for 10 days with the
experimental diets, during two periods, totaling 6 replicates. In the food preference
test, 16 dogs were used, and the diets were compared: 0% vs. 4% yeast. The test
was performed for a period of 2 days, totaling 32 replicates. As a result, the
autolysed yeast extract presented dry matter CDA of 77.3%, crude protein (CP) of
55.7%, ether extract (EE) of 73.8% and metabolizable energy (ME) of 4947,3 kcal/kg.
There was a linear reduction in the CDA of PB and EE of the diets with the inclusion
of yeast (P <0.05). The other ADC and MS of the diets did not differ (P>0.05). There
was a linear increase of total short chain fatty acids (SCFA) and linear reduction in
fecal pH with the inclusion of yeast in the diets (P<0.05). For the intake ratio, dogs
consumed more of the diet with a 4% inclusion of yeast (P<0.01). The inclusion of the
autolysed yeast extract does not alter the CDA and ME of the diets and its results of
SCFA and pH show a possible prebiotic effect, with a potential beneficial effect on
intestinal health. In addition, its inclusion increases the palatability of the diet.
However, increasing inclusion levels reduce the apparent digestibility of CP and EE.

Key words: Glutamic Acid. Short-chain fatty acids. Nucleotides. Protein of microbial
origin.
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CAPITULO | - DIGESTIBILIDADE DO EXTRATO DE LEVEDURA AUTOLISADA
DE CERVEJARIA EM CAES

1 INTRODUGAO

1.1 CONTEXTO E PROBLEMA

O excedente de biomassa de levedura gerado, principalmente por industrias
de cerveja e etanol, acarreta na necessidade do desenvolvimento de metodologias
para o reaproveitamento deste coproduto. Nos ultimos anos, o uso de leveduras tem
se tornado cada vez mais frequente, devido as suas caracteristicas nutricionais,
como a presenga de enzimas, nucleotideos e metabdlitos de fermentagéo
(VALADARES, 2012). Além disso, esta é rica em lisina e treonina, o que permite a
combinagao com cereais (COSTA, 2004). Originam-se principalmente em destilarias
de alcool, a partir da fermentagao para produgao de etanol, e em cervejarias, onde
sao geradas células de levedura excedentes que, termicamente inativas ou nao,
podem ser utilizadas diretamente ou processadas para obter varios derivados, como
o autolisado e o extrato de levedura (VALADARES, 2012).

Na levedura autolisada ha apenas a hidrélise da célula, sem a remocao da
parede celular, portanto continua a conter componentes soluveis e insoluveis da
mesma (AMORIM e LOPES, 2009). Para obtencao do extrato de levedura, é
necessaria a separagao da parede celular por meio de centrifugagao (SGARBIERI et
al., 1999), resultando na separacéo da parte soluvel (conteudo celular) e insoluvel
(parede celular).

Em alimentos completos para caes e gatos, as leveduras tém sido utilizadas
por diferentes razées, incluindo maior palatabilidade, fonte de nutrientes, melhoria da
textura ou digestibilidade da dieta (SWANSON & FAHEY, 2006). Entretanto, é
necessario que pesquisas sejam feitas para que seu perfil nutricional e sua interagéo
com os nutrientes das dietas sejam estabelecidos, principalmente no que se refere a

digestibilidade isolada da levedura em caes.

1.2 OBJETIVOS

1.2.1Objetivo geral
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Avaliar dietas contendo niveis crescentes de extrato de levedura autolisada

para caes.

1.2.2 Objetivos especificos

e Avaliar a digestibilidade dos nutrientes, a energia metabolizavel e a
palatabilidade do extrato de levedura em caes.
e Avaliar as caracteristicas fecais e produtos de fermentacao intestinal em caes

alimentados com dietas contendo extrato de levedura.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1FONTES PROTEICAS

Os aminoacidos sao importantes nutrientes na alimentagcdo de céaes, pois
participam dos componentes orgéanicos essenciais das células. Cerca de 50% das
células sao constituidas por proteinas, € um céo possui cerca de 60% do seu peso
(em matéria seca) representado por estas, sendo a maioria localizada nos musculos
(SEIXAS et al., 2003).

Diferente dos animais de producdo, que visam melhores indices
zootécnicos, os estudos voltados para a nutricdo de caes e gatos, que buscam maior
qualidade no perfil de proteinas e maior digestibilidade das mesmas, se deve ao seu
maior aproveitamento, evitando assim a fermentagdo desses compostos no colon.
Uma vez que, quando isso ocorre, promove o crescimento da microbiota proteolitica,
ocasionando disturbios na funcionalidade e integridade intestinal e até mesmo
carcinomas.

Sendo assim, cédes sao exigentes quanto a quantidade e qualidade das
proteinas utilizadas em sua dieta. Alguns fatores como teor de proteina,
digestibilidade e sua composigéo ou perfil em aminoacidos essenciais biodisponiveis
sao determinantes na eficiéncia de utilizagao proteica da dieta (CASE et al., 2011).

As fontes de proteina podem ser classificadas em: origem animal,
provenientes coprodutos da industria de carnes de frango, bovinos, suinos, ovinos,

peixes, ovos, leite, etc., e origem vegetal, que incluem os graos e os farelos
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provenientes de coprodutos de processos industriais de graos e vegetais (SEIXAS et
al., 2003; ANFALPET, 2008).

As fontes proteicas de origem animal sdo matérias-primas importantes na
dieta. No entanto, deve-se considerar a variabilidade na sua composicdo e sua
qualidade nutricional, relacionadas com a origem das matérias-primas, o conteudo
de cinzas e a temperatura durante o processamento capaz de reduzir a
digestibilidade do alimento (CARCIOFI, 2008). Além disso, podem incluir propor¢des
de diferentes tipos de tecidos e visceras (YAMKA, et al.,, 2003; KAWACHI et al.,
2014), o que pode interferir diretamente na digestibilidade do produto.

As variagbes da composi¢cao quimica das fontes de origem vegetal existem,
mas sao relativamente menores quando comparadas as fontes de origem animal. No
entanto, estas podem possuir fatores antinutricionais como inibidores de enzimas,
lectinas, tanino, fitato, polissacarideos nao-amilaceos, entre outros que, quando
presentes, podem influenciar negativamente a disponibilidade de seus nutrientes.
Alguns recursos, tais como o tratamento térmico industrial a que sao submetidas, a
adicdo de algumas enzimas ou até mesmo a sele¢cdo de grdaos com baixo tanino
podem reduzir e/ou eliminar alguns destes fatores, melhorando significativamente a
qualidade dessas matérias-primas (BEDNAR et al., 2000; SEIXAS et al.,2003;
CARCIOFI, 2008).

As fontes protéicas de origem vegetal, uma vez associadas as farinhas de
origem animal, permitem fornecimento dos niveis de proteinas e aminoacidos
desejados, ao mesmo tempo em que moderam o0s niveis de macrominerais
(principalmente calcio) nas formulagdes, pois possuem alta relagdo proteina bruta:
matéria mineral (7:1 a 20:1), ao contrario dos coprodutos de origem animal. O
excesso de minerais resulta na diminuicdo da digestibilidade do alimento, interfere
na motilidade intestinal, acarretando em ressecamento das fezes e eleva o conteldo
de calcio, fosforo e magnésio do alimento, dificultando a formulagdo de dietas 23
nutricionalmente balanceadas. O excesso de calcio e fosforo predispde a desordens
Osseas classificadas genericamente como osteomegalias, que decorrem nao
somente de fatores nutricionais, mas também da relagao entre a genética e o meio
ambiente (Cowell et al., 2000).

2.2LEVEDURAS
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Além das fontes proteicas de origem animal e vegetal supracitadas,
proteinas de como as provenientes de leveduras, tem seu uso crescente na nutricao
animal. A industria pet esta crescendo rapidamente e isso esta gerando uma
demanda por pesquisa de fontes de proteinas alternativas nas dietas, que
preenchem o requerimento de aminoacidos pelo animal e sejam palataveis (DUST et
al., 2005).

Na nutricdo animal, as leveduras podem ser incluidas tanto ativas quanto
inativas. As leveduras secas ativas consistem de células vivas que foram
desidratadas para interromper o metabolismo, mas que mantém a habilidade de
restaurar a atividade fermentativa apos a rehidratagdo. Na forma ativa, ou seja, o
fornecimento de leveduras vivas favorece a saude do trato gastrointestinal dos
animais. Por ndo ser um hospedeiro natural do trato gastrointestinal, as células das
leveduras nao aderem ao epitélio intestinal, multiplicando-se muito pouco e
transitando juntamente com o bolo alimentar, atuando como probidticos, vindo a
diminuir a pressao exercida pelos microrganismos patogénicos (COSTA, 2004).

Na forma inativa podem ser utilizadas como células integras ou na forma de
derivados (BUTOLO, 2002) (Figura 1). Atualmente, a levedura integra e alguns
derivados do seu processamento, tais como levedura autolisada, polissacarideos da

parede celular e nucleotideos, estdo sendo suplementados em dietas.
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FIGURA 1. DIVISAO DAS FORMAS DE LEVEDURA UTILIZADAS NA INDUSTRIA.

Levedura
Cerveja ou Cana de agucar

\\
Ativa Inativa
Células Componentes
integras celulares
e
Parede Extrato
celular celular

FONTE: Adaptado de COSTA (2004).

2.2.1 DESCRICAO DA LEVEDURA

As leveduras sao organismos pertencentes ao grupo dos fungos, as quais se
apresentam predominantemente sob a forma unicelular, diferenciando-se dos fungos
verdadeiros (ou mofos) que s&o organismos geralmente multicelulares. Sua
reproducao vegetativa se faz, geralmente, por gemulagdo (brotamento) e, como
células simples, as leveduras crescem e se reproduzem mais rapidamente do que os
mofos. As espécies variam entre si segundo a morfologia, metabolismo com relagao
a diferentes substratos, modo de reproducdo e onde sdo encontrados (STONE &
MILLS, 2006).

O tamanho das leveduras varia de 2,5 a 10,5 ym de largura e de 4,5 a 21 um
de comprimento (REED e PEPPLER, 1973). Sua forma também é muito variavel,
indo desde elementos esféricos até células elipticas bastante alongadas, quase
filamentosas. Tem membrana citoplasmatica lipoproteica, cuja principal fungédo é
regular as trocas com o meio ambiente. Possuem também uma parede celular rigida,
constituida principalmente de dois polissacarideos: manana e glucana; além disso,

contém proteinas e lipideos. No citoplasma, encontram-se, além dos componentes
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usuais em solugdo, um ou mais vacuolos, delimitados por uma membrana
(DZIEZAK, 1987) (Figura 2).

FIGURA 2. CORTE LONGITUDINAL DE UMA CELULA DE LEVEDURA

E A
A F W B ® g W B
s m B omow -

L
. L e g

r

FONTE: Dziezak (1987).

A parede celular € uma estrutura exclusiva das leveduras, que nao ocorre
em células animais, situada em sua superficie exterior (OSUMI, 1998). A espessura
da parede pode variar entre 150 e 400 nm, dependendo da espécie e das condi¢cdes
de cultivo do microrganismo. Confere formato unico a célula por meio da sua
organizacdo macromolecular, sendo este controlado geneticamente (ROBINOW &
JOHNSON, 1991).

A parede celular possui varias enzimas associadas, responsaveis pela
hidrolise extracelular de nutrientes ou de macromoléculas durante a morfogénese
celular. Algumas macromoléculas da parede participam na reagdo de agregagao
celular que ocorre durante a reproducdo e floculagdo, servindo tanto como

receptores especificos e inespecificos para outras moléculas, como horménios de
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reproducgdo. Outras fungdes desta organela multifuncional incluem interagao celular,
recepcao, ligacao e atividade enzimatica especializada (FLEET, 1991).

Sua composicao inclui principalmente polissacarideos complexados as
proteinas. Os principais polissacarideos que a estruturam sao a glicose e a manose,
seguidos pela galactose, xilose, N-acetil-D-glucosamina, acidos urdnicos e outros
componentes secundarios. A composi¢cao quimica qualitativa da parede celular é
caracteristica de cada espécie, podendo ser empregada como marcador
taxonbmico. Ja as proporgcdes quantitativas dos componentes da parede celular
podem variar de acordo com as condi¢des de cultivo e idade das células (FARKAS,
1989).

Dentre as cepas de levedura, a Saccharomyces cerevisiae esta amplamente
distribuida no meio ambiente. Por isso, € um microrganismo muito estudado, sendo
0 primeiro genoma eucariético a ser completamente sequenciado, sendo que
apenas cerca de dois tercos das seis mil cepas de S. cerevisiae identificadas foram
caracterizadas (AA et al., 2006). E o agente microbiano responsavel pela
fermentagdo do vinho, cerveja e outras bebidas alcodlicas, além de ser utilizada
como fermento para pao, sendo o principal organismo utilizado pelas industrias de
fermentacao (VILELAet al., 2000).

2.2.2. OBTENGCAO DA LEVEDURA

A fermentagéo € o processo mais importante dentro da biotecnologia, sendo
um processo complexo de transformagdes bioquimicas, dependendo de fatores
microbiolégicos, quimicos, fisicos e mecéanicos (SANTIN, 1996). As células de
leveduras obtidas na fermentagao constituem um coléide hidrofilico apresentando
uma quantidade de agua que varia de 70 a 98% (STRUMILLO e ADAMIEC, 1991).

As células de leveduras podem ser propagadas pelo processo “fed-batch” ou
continuo. O processo fed-batch € o método principal de produgao de leveduras de
panificagdo, de algumas leveduras alimentares, e de biomassa para a extracado de
enzimas e para a producao de autolisados. O processo comeca com a escolha da
cepa especifica de levedura e o crescimento ocorre a 30°C em um pouco mais de 2
dias, durante o qual parametros como pH, temperatura e aeracédo sao estritamente
controlados (DZIEZAK, 1987).
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As leveduras resultantes dos processos exclusivamente destinados a sua
propagacao sido correntemente denominadas leveduras primarias, enquanto que as
leveduras obtidas como coprodutos de outras industrias fermentativas sao
denominadas leveduras secundarias (FALANGHE, 1975). Neste ultimo caso
encontram-se as leveduras recuperadas de cervejaria. As leveduras secas e
leveduras de crescimento primario podem ser posteriormente processadas para
produzir autolisados e extratos, enzimas e outros componentes bioquimicos.

A operagao de secagem € de grande importancia, devido a alta sensibilidade
dos produtos microbioldgicos as condigdes ambientes. A secagem deve impedir a
proliferagdo de microrganismos e a maior parte das reagdes enzimaticas e quimicas
de degradacdo (SANTIN, 1996). Segundo Josic (1982) durante a secagem de
biomassa para obtencdo de levedura seca ativa, a temperatura nao deve exceder
30°C.

Os procedimentos de secagem possiveis de serem aplicados as suspensdes
ou as massas de levedura sdo: atomizagao (spray-drying), secador a tambor (drum
dryier), leito-fluidizado, liofilizagdo e secador rotatério com recheio de inertes. A
obtencao de levedura seca inativa pode ser conseguida por termolisagcédo e posterior
secagem ou unicamente por secagem. A termolisagdo consiste na inativagdo das
células de leveduras pela acao do calor.

Na secagem em spray-drying, o material no estado liquido é atomizado por
meio de um aparelho especial na camara de secagem com introdugao simultéanea de
ar quente de secagem. A umidade evapora rapidamente das gotas dispersas e um
produto seco é obtido na forma de pd, granulos ou aglomerados (STRUMILLO e
KUDRA, 1986). Consiste na dispersao de um soluto mais ou menos concentrado em

goticulas extremamente finais cedendo sua agua a um gas seco e quente (figura 3).
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FIGURA 3. PRINCIPAIS COMPONENTES DO SISTEMA DE SECAGEM SPRAY-
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FONTE: Strumillo e Kudra (1986).

A secagem em tambor consiste na secagem por contato, de um fino filme de
solucdo ou suspensao, em um cilindro aquecido interiormente por vapor a uma
pressdo de 7 a 10 atm, girando em torno de seu eixo inclinado. O produto seco é
removido do cilindro sob a forma de pelicula por meio de uma faca (NONHEBEL e
MOSS, 1971).

O secador em leito fluizado é o método de secagem baseado na passagem
de ar quente através de um leito de material situado em uma grade de sustentagao
(distribuidor de gas) (SANTIN, 1996).

A secagem por liofilizacdo consiste em congelar o produto a ser seco e em
seguida o coloca em condigdes de temperatura e pressao tais que o gelo sublime,
ocorrendo a dessecacao primaria. No final desta fase, a temperatura do produto se
eleva permitindo a dessor¢do e a evaporacdo de uma parte de agua ligada
(SANTIN,1996).
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2.2.21. FRACIONAMENTO DOS COMPONENTES CELULARES

Considerando que a utilizacdo das células integras é limitada pela baixa
digestibilidade da parede celular (GALVEZ et al., 1990; VILELA et al., 2000), muitos
estudos vém explorando componentes isolados de leveduras como enzimas,
proteinas, polissacarideos e lipidios (BELEM, 1997; KOLLAR et al., 1992). Dessa
forma, varios métodos de processamento da biomassa de levedura foram
desenvolvidos para minimizar estes possiveis efeitos indesejaveis, originando
derivados, como os extratos (VILELA et al., 2000).0u seja, a partir do
processamento das células integras da levedura s&o originados os seus derivados

(figura 4).

FIGURA 4. ESQUEMA DA FABRICAGCAO DE PRODUTOS DERIVADOS DA
LEVEDURA SACCHAROMYCES CEREVISIAE.
I

CELULAS INTEGRAS

AUTOLISADO PASTEURIZADO

EXTRATO PAREDE CELULAR
{parte soluvel) (parte insoluwvel)

FONTE: Adaptado de Robak (2013) / Sgarbieri (1999).

Extratos de levedura representam concentrados de componentes soluveis
obtidos das células de levedura que passaram pelo processo de autolise, hidrélise
ou plasmolise (KNORR et al., 1979). Para esse processo pode utilizar acidos ou
enzimas para hidrolisar a célula (hidrolisados), ou por ruptura usando pressao

osmotica expondo as leveduras a uma solugdo com elevada concentracdo de sais
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(plasmolisados) (AMORIM & LOPES, 2009). Autolisados incluem todo o conteudo da
lise das células, abrangendo os componentes soluveis, proteinas solubilizadas e a
parede celular (DZIEZAK, 1987). Os componentes hidrolisados sao preparados
enzimaticamente ou pelo aquecimento controlado das leveduras em meio acido,
enquanto que, por plasmolise, ocorre extracdo dos materiais celulares devido ao
aumento da concentragdo de sal (NaCl), sacarose ou solventes organicos como
etanol, acetato de etila, cloroférmio e outros (KOLLAR et al., 1992).

A Association of American Feed Control Officials (AAFCQO), caracteriza oito
produtos derivados de leveduras que sao diferenciados de acordo com a cepa, a
fracao utilizada e caracteristicas, como concentracdo de proteina, umidade e
atividade fermentativa. Por este motivo, pode haver grande variagcdo entre os
produtos de diferentes empresas produtoras (SWANSON & FAHEY JUNIOR, 2006).
Atualmente, a obtencdo de produtos derivados de leveduras nao é apenas
proveniente do aproveitamento de processos industriais, mas € realizada por
industrias que se dedicam exclusivamente a producao de cepas especificas para

uso na alimentagdo humana e animal (ALLTECH, 2003).

2.2.2.1.1. PROCESSO DE AUTOLISE

Autdlise da levedura de cerveja geralmente acontece no periodo pés-
fermentacdo quando os nutrientes estdo esgotados e a concentracdo de etanol é
alta. Durante a autdlise, muitas enzimas hidroliticas sdo liberadas dos vacuolos, e
essas enzimas degradam as organelas e componentes da membrana celular para
formar buracos na membrana celular (XU et al. 2013), e uma variedade de
componentes intracelulares, incluindo proteinas, acidos graxos de cadeia curta e
polissacarideos sao basicamente liberados para o meio de cultura ao mesmo tempo,
através de processos de transporte passivos (ALEXANDRE & GUILLOUX-
BENATIER 2006).

Esse processo pode ser tanto induzido quanto natural. O processo de
autdlise induzida € amplamente utilizada em industrias de alimentos e cosméticos,
em que esta técnica é usada para extrair nucleotideos, aminoacidos e antioxidantes
de células de levedura (RAKOWSKA et al. 2017; ZAMBONELLI et al. 2000). A
autdlise natural geralmente acontece durante a fermentagao alcodlica e processo de
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envelhecimento (ALEXANDRE & GUILLOUX-BENATIER 2006; CHARPENTIER &
FEUILLAT 1993).

A autdlise natural também pode ser causada pela presenca de
microrganismos que contaminam a cultura, promovendo micrélises nas leveduras e
provocando a desestruturagcdo da parede celular, o que leva ao rompimento das
células. Terminando o processo de autélise das células, faz-se a centrifugagao para
a separacgao da fragcao soluvel (extrato de levedura) e insoluvel (parece celular).

Esse processo é uma alternativa para extragdo de proteinas de
microrganismos (HISANO et., 2008). Neste processo o microrganismo consome
suas reservas de glicogénio e, quando a glicose esgota, o citoplasma passa por
mudangas irreversiveis, iniciando protedlises que resultam em acumulo de
polipeptideos e aminoacidos. Durante a autdlise também ocorre aumento da
porosidade da parede celular e de sua permeabilidade, sendo este processo
mediado por enzimas enddgenas, que resulta em hidrélise de proteinas celulares e
liberagao de peptideos e aminoacidos para o ambiente extracelular (ZHAO & FLEET
2003; POZO-DENGRA et al., 2006).

Com o desenvolvimento de tecnologias de microscopia eletronica de
varredura e transmissao, somos capazes de observar as mudangas na estrutura da
parede celular da levedura durante a autdlise. E possivel ver claramente as duas
camadas da parede celular no inicio da autdlise (MARTINEZ-RODRIGUEZ et al.,
2001; TUDELA et al., 2012). O interior da camada de parede celular € composto
principalmente de B-glucanos e pode ser dividida em camada fibrosa e amorfa.
Manoproteinas sdo encontrados principalmente na camada externa mais densa da
parede celular (Osumi, 1998). No primeiro estagio da autdlise, a estrutura fibrosa
que consiste predominantemente de manoproteinas € visivel (YAMAGUCHIet al.,
2011), ao longo da autdlise essa estrutura desaparece lentamente tornando-se mais
difusa depois. Por outro lado, a matriz amorfa da camada interna parece ser
degradada, resultando na fusdo de ambas as camadas (TUDELA et al., 2012).

Para obter a levedura autolisada comercial, o processo pode ser induzido
por mecanismos fisicos, quimicos e enzimaticos (BABAYAN et al.,, 1981). Os
meétodos fisicos incluem aquecimento, radiagao ultravioleta, disrup¢cao mecanica
com homogeneizagdo em alta pressdo ou com contas de vidro. Quando realizada
por aquecimento, é necessaria a aplicacdo cuidadosa do calor, para matar as

células sem inativar as enzimas na levedura. Outra forma é a adigcado de indutores
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quimicos, que interrompem a estrutura da membrana por dissolugao de lipideos e
proteinas e/ou modificam o pH ativando as proteases. Os agentes quimicos podem
ser detergentes, compostos organicos, hidroxido de sodio, acido cloridrico ou sais
inorganicos. Alguns, além de induzir a autolise, previnem a deterioragdo por
microrganismos (OLIVEIRA & GOMEZ, 2005).

A parede celular é obtida a partir da producao de extrato de levedura. Apés a
autdlise das células, a fragdo insoluvel é separada por centrifugacdo e secada
(Figura 5).

FIGURA 5. OBTENCAO DO EXTRATO DE LEVEDURA APOS SEPARACAO DA
PAREDE CELULAR.

Mo i r-/

Parede Celular

FONTE: Alltech (2004).

2.2.2.1.2. PAREDE CELULAR

Como um eucariota unicelular, a parede celular da levedura € uma
importante estrutura subcelular que € necessaria para manter as atividades vitais. A
parede celular da levedura protege a célula do choque osmoético, tensdes mecanicas
e desempenha um papel importante ao estabelecer e manter a morfologia celular e a
integridade estrutural (LEVIN, 2011). A parede celular esta diretamente em contato
com o0 meio externo, percebe as mudangas das condicbes ambientais, causando
assim uma série de processos bioldgicos na célula para adaptar-se a essas
mudancas.

A parede celular € porosa, com inumeros poros distribuidos ao acaso. Estes
apresentam pequena dimensao, funcionando como um filtro por onde passam

apenas substancias de peso molecular inferior a 4.500 daltons. Por isso, moléculas
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de alto peso molecular, como proteinas, dextrana e outros polissacarideos, entre
outros, ndo séo absorvidos pelas leveduras (HORII, 1980). Tanto a porosidade como
a carga elétrica da parede podem regular o acesso de moléculas para o protoplasma
(FLEET, 1991).

Polissacarideos ocupam cerca de 90% das composi¢coes da parede celular e
sao esses componentes que fornecem as células de levedura elasticidade e ainda
rigidez contra autélise (HURTADO-GUERRERDO, et al. 2009;LATGE, 2007).

A parede celular de levedura é responsavel por 15 a 30% de seu peso seco,
dos quais 50-60% séo B-glucanos e 35-40% sao mananoproteinas (KLISet al. 2006),
unidos por ligagdes covalentes. A porgédo de glucanos consiste de cadeias 3(1,3)- e
3(1,6)-.

Os B3(1,3)-glucanos formam o esqueleto interno da célula, sendo os
principais componentes estruturais responsavel por sua forca mecénica. Esta
estrutura de glucanos € altamente ramificada e possui multiplas extremidades nao
redutiveis que funcionam como locais de ligacdo para outros componentes da
parede celular (KOLLAR et al., 1997). R(1,6)-glucanos encontram-se principalmente
fora da estrutura de sustentacdo e frequentemente estdo ligados por proteinas da
parede celular. Manano polissacarideos estdo unidos a proteinas para formar uma
camada de mananoproteinas localizada na superficie externa da parede celular da
levedura.

Robinow & Johnson (1991) realizaram levantamento de diversos estudos
sobre a composic¢ao da parede celular de leveduras e definiram que a parede celular
da Saccharomyces cerevisiae é composta por 29% de glucanos, 30% de mananos,
13% de proteinas, 8,5% de lipidios e 1% de quitina. Essas estruturas sao

demonstradas pela figura 6.
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FIGURA 6. REPRESENTACAO DA PAREDE CELULAR DE LEVEDURA E SEUS
PRINCIPAIS COMPONENTES.
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Fonte: Osumi (1998).

Os R-D-glucanos e a quitina sao responsaveis pela rigidez da parede celular
e definem sua forma, por sua vez, as mananoproteinas e sua por¢ao de carboidrato
a-D-manano sao responsaveis pelo reconhecimento e interagbes célula-célula,
interacbes com o meio-ambiente e determinam a especificidade imunolégica de
leveduras (GARCIA, 2008).

Segundo Fleet (1991), o conteudo de lipidios da Saccharomyces cerevisiae
€ de 2-14% da parede celular, os fosfolipidios e esterdis sdo ausentes e os glicerdis
estdo presentes com predominancia dos insaturados, como palmitico e oleico.
Proteinas representam aproximadamente 13% da parede celular da levedura e
representam um complexo de moléculas, podendo estar ligadas covalentemente a
manana ou polimeros da parede. Na composicdo de aminoacidos da parede ha
predominancia de acido glutdmico e aspartico, serina, treonina, glicina, alanina,
valina e prolina, com notavel deficiéncia de aminoacidos sulfurosos.

Ha um crescente interesse em derivados de levedura nas ultimas décadas,
e os polissacarideos das paredes celulares de levedura foram provados ter efeitos
saudaveis como alimentos funcionais e nutracéuticos (RAKOWSKA et al.2017).
Além disso, esses polissacarideos também podem ser aplicados na industria
cosmética devido as suas propriedades antioxidantes (BZDUCHA-WROBEL et al.
2014; Ll et al. 2015; TANG et al. 2017).
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Os polissacarideos presentes na parede celular da levedura podem servir
como fonte de fibra dietética (ABREU, 1994). Oligossacarideos de manose,
derivados de células de levedura (parede celular), tém proporcionado uma melhora
na saude e desempenho de animais monogastricos. Os mananoligossacarideos
podem bloquear a fixagcdo de certas bactérias patogénicas na parede intestinal
(NEWMAN, 1993).

As paredes celulares das leveduras podem agir também como substancias
sequestrantes de micotoxinas, que se ligam as toxinas, promovendo um processo de
detoxicacdo. Smith et al. (2004), estudando o efeito do uso de blends a base de
glucanos em dietas contaminadas com Fusarium no consumo de ragao e no ganho
de peso de frangos de corte, verificaram que a medida que se aumentava o nivel de

contaminacgao da dieta, o ganho de peso e o consumo de ragao cairam linearmente.

2.2.2.1.3. EXTRATO DE LEVEDURA

O extrato de leveduras é originado da autdlise da parede celular, liberando
assim o conteudo ou extrato celular (DAWSON, 2002). Portanto, é uma fonte
protéica derivada de leveduras vivas, tendo como aminoacido predominante o acido
glutdmico, usado como agente flavorizante, o qual € tradicionalmente utilizado na
alimentacdo humana e o inositol, um importante promotor de crescimento que
estimula a sintese da biotina, vitamina essa que participa de uma série de reagdes
de carboxilagao (TIBBETTS, 2002; COSTA, 2004), e nucleotideos.

O extrato de levedura, por ndo apresentar os componentes estruturais,
apresenta maior valor proteico € menor teor fibroso que suas outras formas de

utilizac&o na nutricdo animal (tabela 1).
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TABELA 1. VALORES NUTRICIONAIS (%) DAS PRINCIPAIS FORMAS DE LEVEDURA
UTILIZADAS NA NUTRICAO ANIMAL

COMPONENTE PRODUTOS

Células integras  Autolisado Extrato Parede
Proteina (%) 46,55 43,94 56,42 32,70
Nucleotideos (%) 5,70 7,90 6,90 1,83
Lipideos totais (%) 3,15 3,34 0,41 4,54
Cinzas 8,55 8,83 12,50 4,43
Fibra total 24,40 25,03 2,70 55,04
Fibra soluvel (%) 23,58 26,17 2,95 31,59
Fibra insoluvel (%) 1,99 0,29 0,00 23,45

FONTE: Adaptado de Vilela (2000) e Sgarbieri et al. (1999)

Vilela et al. (2000a), ao avaliarem a composi¢cao quimica do extrato de
leveduras de cervejaria, encontraram 56,42% de proteina bruta. No entanto, a
composi¢cado pode variar significativamente de acordo com as matérias-primas e os
métodos de industrializagdo na obtencdo do produto, uma vez que o extrato de
leveduras pode ser originario da industria cervejeira ou sucroalcooleira e pode

passar por processo de secagem spray dry ou rolo rotativo (ALBINO et al., 1992).

2.2.2.1.4. NUCLEOTIDEOS

Os nucleotideos consistem de uma base heterociclica purica ou pirimidica,
um acucar com cinco atomos de carbono e um ou mais grupos fosfato
(LEHNINGER, 1991), que exercem efeitos fisioldgicos importantes no organismo e
atuam em diversas fungcbes, como armazenamento de energia na forma de ATP,
componente de coenzimas (NAD, FAD), mensageiros de processos celulares
(AMPc), intermediarios de reagdes de sintese de glicogénio, glicoproteinas e acidos
graxos, dentre outras (VILELA et al., 2000b; FEGAN, 2006). Dessa forma, os
nucleotideos dietéticos podem trazer beneficios, como modular o sistema
imunoldgico, diminuindo assim a ocorréncia de infecgdes por virus e bactérias;
auxiliar no crescimento e na recuperacdo de tecidos pela sintese de DNA e
favorecer o crescimento e o desenvolvimento do intestino delgado (CARVER&
WALKER, 1995; FEGAN, 2006).

Segundo Fegan (2006), o extrato de levedura de cepa especifica apresenta,
em sua composic¢ao, cerca de 5% de nucleotideos, em sua maior parte na forma

soluvel (mais facilmente absorvidos que na forma insoluvel) como as



29

nucleoproteinas. Os nucleotideos, quando ligados, formam estruturas vitais como o
RNA e o DNA. Esses sdo componentes sintetizados no organismo, ndao sendo,
portanto, nutrientes essenciais. Na auséncia de um aporte exégeno de nucleotideos,
0 organismo ativa a rota de sintese de novo para garantir o suprimento adequado
deste componente (SANCHEZ-POZO & GIL, 2002).

Carver e Walker (1995) estudaram o papel dos nucleotideos na nutricdo
humana, avaliando os beneficios sobre o sistema imune, crescimento e
desenvolvimento do intestino delgado, metabolismo de lipidios e fungédo hepatica. A
importancia dos nucleotideos no metabolismo celular € indicada pela observagao de
que quase todas as células podem sintetiza-los de novo e a partir dos produtos de
degradacédo de acidos nucléicos, processo este denominado via de recuperagao
(VOET et al., 2000). As bases puricas e pirimidicas sao constantemente formadas
nas células durante a degradacdo metabdlica dos nucleotideos pela via de
recuperacao, sendo os aminoacidos importantes precursores (LEHNINGER, 1991).

Segundo Cosgrove (1998) e Schlimmeet al. (2000), a suplementagao da
dieta com nucleotideos aumentou a absorgao intestinal de ferro, influenciou
positivamente a lipoproteina e o metabolismo das gorduras poliinsaturadas de
cadeia longa, havendo efeito trofico na mucosa intestinal e figado, e reduziu a
incidéncia de diarreia em aves. A suplementacdo de nucleotideos promove o
desenvolvimento da vilosidade e da atividade enzimatica intestinal (UAUY et al.,
1990). Carver (1994) observou que uma dieta sem purina resultou na perda quase
total da mucosa, e uma dieta sem nucleotideos provocou redugdes do DNA e do
RNA do conteudo protéico e das enzimas da membrana da mucosa intestinal.

Alguns tecidos do organismo, como o tecido linfoide e o intestino, possuem
baixa capacidade biosintética, levando os nucleotideos a se tornarem essenciais em
situagdes especificas nas quais 0 organismo nao consegue produzi-los em
quantidades suficientes para a sua demanda. Como exemplo, podem-se citar fases
de rapido crescimento, ocorréncia de enfermidades, desafios vacinais, injurias
hepaticas e intestinais, entre outros (CARVER & WALKER, 1995; SANCHEZ-POZO
& GIL, 2002). O papel que os nucleotideos exercem sobre a imunidade ainda nao
esta totalmente elucidado. No entanto, dados sugerem que a suplementagédo de
nucleotideos exdgenos contribui para a producédo de leucdcitos devido ao pool de
nucleotideos disponiveis, com um rapido turnover celular. Outros dados sugerem

aumento da atividade de células natural killers, produgao de interleucina-2,
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proliferacdo linfocitica e influéncia na producdo de anticorpos, entre outros
(CARVER & WALKER, 1995).

Varios autores notaram o impacto potencial dos nucleotideos na imunidade. A
investigagdo com animais demonstrou que a suplementagao de nucleotideos na dieta
influenciou a funcdo imune (CARVER ET AL., 1991; CARVER, 1994). Outros estudos
fornecem informacgdes adicionais sobre como a suplementagdo de nucleotideos pode
beneficiar a saude. Carver (1994) sugeriu que uma fonte exdgena de nucleotideos via
dieta pode otimizar a fungdo dos tecidos de rapido crescimento. Metabolismo de

nitrogénio melhorado também foi demonstrado (CARVER et al., 1991).

2.2.2.1.5. ACIDO GLUTAMICO

O extrato de levedura de cepa especifica contém tanto peptideos de cadeia
curta e aminoacidos livres quanto o acido glutdmico. Durante o processo de
fabricagéo, o acido glutdmico é liberado das fragbes protéicas e reage com o sédio
formando o glutamato monossdédico. Tais caracteristicas do ingrediente Ihe fornecem
grande potencial no favorecimento da palatabilidade do alimento fabricado
(ALLTECH, 2004).

Extratos de leveduras apresentam um alto teor de acido glutdmico, sendo
capaz de gerar o efeito umami (do japonés, delicioso), uma das cinco categorias de
sensacgao de gosto, que propicia melhor palatabilidade do alimento aos animais. Os
nucleotideos acentuam os efeitos do acido glutdmico utilizado para realgar os
sabores (EURASYP, 2006).

Durante um estudo de ribonucleotideos produzidos pela degradagao
bioquimica do RNA da levedura, KUNINAKA identificou o guanilato como importante
substancia umami (KUNINAKA, 1960 e 1964, SAKAGUCHI et al. 1958).
YAMAGUCHI & NINOMIYA (2000) descreveram que a sensagao umami difere dos
demais sabores classicos: doce, azedo (acido), salgado e amargo. Entretanto, o
conceito de sabor umami é ainda controverso (HENDRIKS, 2002; KVAMME, 2003).
A seu favor registra-se: o sabor umami difere claramente de outros sabores basicos;
nao €& reproduzido por nenhuma associagao de estimulos basicos; € um gosto
universal induzido por componentes de varios alimentos e estudos indicam que ele
promove, em humanos e caes, estimulos eletrofisiolégios independentes dos outros
sabores (KURIHARA & KASHIWAYANAGI, 2000). Este sabor &€ promovido pelo
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glutamato e 5’-ribonucleotideos, como inosinato e guanilato. Glutamato e
nucleotideos estdo presentes em alguns alimentos e possuem importante fungdo no
sabor e aceitabilidade do alimento. Quando o glutamato e 5’-ribonucleotideos sao
misturados juntos, a sensagdo umami é intensificada. (YAMAGUCHI & TAKAHASHI,
1984 e YAMAGUCHI & NINOMIYA, 2000).

Acidos nucleicos polimerizados sdo uma fonte de 5’-nucleotideos, dentre os
quais guanosina-5-monofosfato (GMP) e inosina-5-monofosfato (IMP) que possuem
a capacidade de enaltecer o gosto e o aroma dos produtos alimentares (BEHALOVA
et al., 1991). O GMP e o IMP tém a capacidade de sinergismo com o glutamato
formado durante a autdlise das células, aumentando sua capacidade enaltecedora

de sabores e aromas, além de reduzir notas amargas no alimento.

2.2.3. COMPOSICAO QUIMICA

A composig¢ao quimica da biomassa de levedura depende de varios fatores
entre os quais a qualidade do substrato, concentracao de nutrientes e condi¢cdes de
cultivo. Outro fator importante, no caso de leveduras de fermentagéo, € o numero de
reciclos de produgao que pode afetar sua composigéo quimica devido as sucessivas
centrifugacdes e lavagens (HALASZ & LASZTITY, 1991).

A Tabela 2 mostra a composi¢aode leveduras de cerveja e de destilaria de

alcool.

TABELA 2. COMPOSICAO QUIMICA TiPICA DE LEVEDURAS DE CERVEJARIA E DESTILARIA.

Componente (%) Levedura de cerveja Levedura de destilaria
Proteina (Nx5,8) 48,74 39,6

Nucleotideos 7,6 9

Lipidios 3,33 0,5

Cinzas 8,55 4.6

Fibra total 24,4 31,4

Fibra soluvel 22,52 30,3

Fibra insoluvel 1,88 1,1

Fonte: Sgarbieri et al. (1999) e Yamada et al. (2003).

De forma geral estas apresentam cerca de 40 a 48% de proteinas sendo que
o teor de nitrogénio na biomassa de fermentagao alcodlica € mais baixo, em torno de
5 a 6%, em base seca (BUTOLO, 1996).
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Os carboidratos constituem cerca de 45 a 55% do peso seco da biomassa,
sendo representados, em média, por 33% de trealose, 27% de glucanas, 21% de
mananas e 12% de glicogénio. A fracdo de extrato etéreo é baixa e compreende,
aproximadamente, propor¢des iguais de trigliceridios e fosfatideos (SARWAR et al.,
1985).

Os acidos nucléicos séo constituidos, em sua maior parte, por RNA e variam
quantitativamente de acordo com género, espécie e condi¢gdes de crescimento. De
forma geral, situam-se entre de 8 a 12% (BUNKER, 1978).

As leveduras sédo pobres em vitamina A, mas ricas em vitaminas do complexo
B em proporgdes que variam em cada espécie e em fungcdo das condi¢cdes de
fermentacao (CAR, 1996).

O teor de minerais pode atingir até 10% do peso seco da célula, sendo os
principais componentes o fosforo, potassio, calcio, magnésio e selénio (HALASZ &
LASZTITY, 1991).

2.2.4. USO DA LEVEDURA

Todo o residuo proveniente de processos fermentativos contribui para a
elevagdo da carga organica do efluente. Por isso, o langamento direto ao ambiente,
sem o devido tratamento dos esgotos (domésticos ou industriais), causa uma série
de inconvenientes, tais como aumento da turbidez e pH das aguas, depodsitos de
areia no leito dos rios e contaminagdo da agua com substancias toxicas, virus e
bactérias patogénicas, odores nocivos a populagdo, mortandade de peixes,
contaminagao do lengol subterraneo e problemas de saude (MELO, 2010). Dessa
forma, houve o direcionamento de todo esse residuo para a nutricdo humana e
animal.

Atualmente, o aproveitamento de coprodutos agroindustriais na alimentagéo
animal tem-se mostrado uma alternativa economicamente viavel e que visa a
reducao do impacto ambiental, além de proporcionar maior variedade de opg¢des
para o nutricionista durante a formulacido de racdes, desenvolvendo dietas com
menor custo e/ou melhores balanceadas do ponto de vista nutricional
(VASCONCELLOS, 2010). No entanto, o uso destes ingredientes na alimentagao

animal depende basicamente do conhecimento sobre sua composi¢cdo quimica, dos
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fatores limitantes, beneficios a saude, entre outros, visando manter os niveis
adequados de inclusao na dieta.

Na alimentacdo de animais de producdo, assim como para animais de
companhia, busca-se promover efeitos benéficos com o uso de derivados de
levedura, como palatabilidade, servir como fonte de nutrientes, melhorar a
digestibilidade e a saude dos animais (SWANSON & FAHEY JUNIOR, 2006).

O papel das leveduras na nutrigdo animal, inicialmente, era servir como
suplemento nutricional, na propor¢éo de 0,5-1,5%, para fornecimento de vitaminas
do complexo B. Alguns estudos avaliaram a utilizagdo da levedura de cana-de-
acucar como fonte protéica na dieta de diferentes espécies de animais como suinos,
frangos de corte, novilhos, equinos, peixes e caes (MOREIRA et al, 2002;
CASTILHO, 2004; BOONNOP et al 2009, PRADO et al, 2000; PEREIRA, 2001;
FURTADO et al, 2010; PEZZATO, 2006; WATANABE et al, 2010; MARTINS, 2009).
Os resultados implicam em melhoramento do teor nutricional da racgao,
especialmente em proteinas, e reducdo de custos na producido da ragdo animal,
devido a substituicdo de alimentos base das dietas, como farelos de cereais.

As leveduras sao classificadas como alimento funcional por trazer beneficios
adicionais aos da nutricdo basica, pois s&o ricas em proteinas e carboidratos,
vitaminas do complexo B, enzimas, acidos graxos de cadeia curta e minerais
quelatados. Destacam-se pelo alto teor de lisina, riqueza em leucina e valina, teores
adequados de triptofano e treonina (SGARBIERI et al, 1999; FURUYA et al, 2000);
porém limitado quanto a aminoacidos sulfurados, metionina e cisteina, sendo estes
os fatores limitantes (FURUYA et al, 2000). No entanto, os estudos de Sgarbieri et al
(1999) e Yamada et al (2003) n&o evidenciaram deficiéncia em aminoacidos
sulfurados.Além disso, podem possuir propriedades prébioticas e probidticas,
oferecer beneficio ao sistema imunolégico e melhorar a palatabilidade dos alimentos
(FLEMMING, 2005), devido ao composto presente nas leveduras que caracteriza o
sabor umami.

Os oligossacarideos presentes nas leveduras sdo considerados como tendo
atividade prebidtica. A principal forma de acao dos prebidticos € sobre a modulagao
benéfica da microbiota nativa presente no hospedeiro (MACARI & MAIORKA, 2000),
estimulando o crescimento e/ou ativando o metabolismo de algum grupo de
bactérias do trato intestinal. A alteragcdo da microbiota intestinal consequente ao uso

de prebidticos, pode ocorrer basicamente por duas maneiras: pelo fornecimento de
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nutrientes para as bactérias desejaveis e por exclusdo competitiva. Para que as
bactérias indesejaveis consigam colonizar o trato intestinal e criar uma condigédo de
doenga precisam inicialmente aderir-se a superficie epitelial dos enterdcitos. Esta
adesao ocorre através das fimbrias bacterianas, que reconhecem determinados
agucares da superficie do epitélio intestinal. Portanto, se as bactérias se ligarem a
um agucar ou oligossacarideo dietético, e ndo a mucosa intestinal, irdo passar com a
digesta sem causar transtornos para os animais (SILVA, 2006).

Os mananoligossacarideos (MOS) sao capazes de induzir a ativagcao de
macrofagos, por ocupar sitios receptores de manose do macréfago nas
glicoprotéinas da superficie celular. Uma vez que trés ou mais destes sitios estejam
ocupados, inicia-se uma reagdo em cascata que resulta em ativacdo dos
macrofagos e liberagdo de citocinas, o que caracteriza ativagdo da resposta imune
adquiria (COLLET, 2000). O bloqueio dos sitios de ades&do de bactérias resulta em
melhora na imunidade por permitir que os patdgenos sejam apresentados as células
imunes como antigenos atenuados (FERKET, 2004). Outra forma de atuagdo do
MOS é através do aumento da uniformidade e altura das vilosidades, melhorando a
integridade intestinal e, portanto, a absorgdo dos nutrientes (LODDI, 2003).
Estimulam, também, o crescimento das bactérias produtoras de acido latico. Estas
populacdes bacterianas produzem substancias com propriedades imuno-
estimulatérias, por exemplo lipopolissacarideos, peptidoglicanas e acidos
lipoteicdicos. Tais substancias interagem com o sistema imune em varios niveis,
incluindo produgao de citoquinas, proliferagdao de células mononucleares, fagocitose
macrofagica e indugéo na sintese de grandes quantidades de imunoglobulinas, em
especial as imunoglobulinas de classe A (YASUI e OHWAKI, 1995; BRANDTZAEG,
1998; MACFARLANE e CUMMINGS, 1999).

Os estudos em ratos com leveduras e seus derivados foram feitos com o
intuito de verificar a viabilidade destes ingredientes na alimentagdo humana. Vilela et
al. (2000a) avaliaram a digestibilidade verdadeira da proteina em ratos alimentados
com dietas contendo, como fonte protéica a caseina, células integras de levedura,
hidrolisado total de levedura e extrato de levedura provenientes de cervejaria. Os
resultados encontrados foram uma semelhanca estatistica para as dietas de caseina
e extrato de levedura, com valores de 95,89% e 95,38%, respectivamente e
superiores as dietas de células integras (83,03%) e de hidrolisado total de levedura
(86,49%).
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Yamada et al. (2003) realizaram estudo semelhante em ratos, mas com
leveduras obtidas de destilarias de alcool e verificaram valores de digestibilidade
verdadeira da proteina para a levedura integra, hidrolisado total, extrato e caseina
de 68,0%, 76,6%, 91,0% e 93,5%, respectivamente. Observaram, dessa forma, em
comparagdo ao estudo de Vilela et al. (2000a), uma diferenga acentuada na
digestibilidade da proteina das células integras de levedura provenientes de
destilarias de alcool e cerveja, evidenciando a importancia do processamento no
perfil nutricional do ingrediente. Vilela et al. (2000b) trabalharam avaliando o efeito
de substituicdes de 4%, 8% e 12% de cada um dos ingredientes (células integras,
hidrolisado total e extrato de levedura) em relacdo a uma dieta padrdo a base de
caseina em ratos. Nao foi verificada diferengca estatistica para nenhum dos
parametros avaliados: consumo de alimento, proteina ingerida e ganho de peso. No
entanto, os autores relataram uma tendéncia de melhoria no ganho de peso dos
animais, a medida que a concentragdo do hidrolisado e do extrato de levedura
aumenta. Os autores sugerem que a existéncia de fatores funcionais, como os
nucleotideos e os peptideos nos ingredientes, pode promover um aumento na
eficiéncia da dieta.

A utilizacdo de fontes protéicas de alta digestibilidade em suinos tem
destaque, principalmente, para os animais na fase de desmama, pela necessidade
de ingredientes de alta digestibilidade e que atenuem a fase critica de adaptagéao
intestinal do leitdo a dieta. Dessa forma, trabalhos sao realizados para a avaliagao
de novas fontes protéicas, dentre elas o extrato de levedura (SCANDOLERAet al.,
2008). Tibbetts (2004) concluiu que o extrato de levedura de cepa especifica como
fonte de nucleotideos é uma alternativa promissora para sistemas de producéo,
melhorando o desempenho e a saude animal. Nos estagios iniciais de produgdo em
suinos sao evidenciadas melhoras no crescimento, no consumo de racido € na
eficiéncia alimentar, além de melhoras na morfologia intestinal e na saude animal, a
curto e a longo prazos.

Rutz et al. (2006) trabalharam, em aves de corte, com uma dieta basal e duas
dietas fornecendo extrato de levedura de cepa especifica, no periodo de 1 a 7 dias,
para um grupo de animais e nos periodos de 1 a 7 dias e de 38 a 42 dias, para o
outro grupo. Estes autores verificaram que a utilizagdo do extrato de levedura de
cepa especifica em aves nas fases de 1 a 7 dias promoveu maior consumo de racao

até os 14 dias de idade. Um dos motivos levantados pelos autores foi o incremento
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na palatabilidade, devido a existéncia de glutamato e de acidos nucléicos. Um maior
ganho de peso foi observado nas dietas contendo o extrato de levedura de cepa
especifica e maior peso final no grupo de animais que receberam o produto no inicio
e ao final do ciclo de vida. Tais fatores podem ser atribuidos a agcao de nucleotideos
no favorecimento da saude intestinal e a melhora na relacdo vilosidade:cripta,
acarretando aumento na capacidade de digestdo e absorcao de nutrientes.

Os estudos utilizando extrato de levedura para animais de companhia
abrangem caracteristicas de digestibilidade e, principalmente, de palatabilidade para
estas espécies (SWANSON & FAHEY JUNIOR, 2006). Estudo de digestibilidade em
caes utilizando o ingrediente extrato de levedura de cepa especifica, pela
metodologia de substituicio de Matterson et al. (1965), revelou valores de
coeficiente de digestibilidade aparente da matéria seca de 70,59%, matéria organica
de 71,49%, proteina bruta de 72,44% e energia bruta de 69,04%. A avaliagcdo da
qualidade fecal demonstrou que a inclusdo de 30% de extrato de levedura de cepa
especifica na dieta tornou as fezes enegrecidas e com pior escore fecal que a ragao
referéncia, indicando a necessidade de se caracterizar um limite de inclusdo
(TESHIMAet al., 2007). Teshima et al. (2007), também realizaram ensaio de
palatabilidade, avaliando uma dieta controle versus uma dieta com 2% de extrato de
levedura de cepa especifica em racdes extrusadas para caes. Os resultados
demonstraram haver preferéncia pela dieta contendo o extrato de levedura de cepa
especifica, em uma proporg¢ao de 67%:33%. O autor argumenta que tal preferéncia
pode ser atribuida a presenca de acido glutdmico no extrato de levedura de cepa
especifica que sensibiliza os receptores umami e torna a dieta mais palatavel. Em
um estudo realizado pelo Dr. Wouter Hendriks, na Universidade de Massey (Nova
Zelandia), o extrato de levedura de cepa especifica aumentou a palatabilidade para
felinos com a inclusao de 0,3% no leite e em snacks secos, com efeito positivo sobre
o consumo (p<0,0001) (ALLTECH, 2003).

2.2.5. LEVEDURA COMO INGREDIENTE PROTEICO

O valor nutritivo da levedura de cerveja depende de fatores como o substrato
utilizado, o tratamento da massa fluida, as concentracdes de sais e o meio de cultura
de onde provém a levedura (BUTOLO, 1996). A qualidade nutricional ou biolégica de

uma proteina reflete a biodisponibilidade de aminoacidos essenciais, e na presenca



37

destes, em quantidades necessarias ao crescimento e a manutengéo do organismo
(COZZOLINO, 2007). O valor nutritivo, ou biolégico, das proteinas da levedura é
considerado bom, representando de 70-85% (CABALLERO-CORDOBA et al.,
1997).Equiparando-se as melhores proteinas de origem vegetal, como a soja, e
constituindo-se em um excelente complemento para alimentos formulados a base de
cereais (KINSELLA, 1987).

O fator limitante sdo os aminoacidos sulfurados, metionina mais cistina
(KINSELLA & SHETTY, 1978). Entretanto, a quantidade equilibrada de aminoacidos
essenciais aproxima-se dos valores recomendados pelo padrao de referéncia da
FAO, destacando-se o fato de apresentar alto teor de lisina, treonina e triptofano
(HALASZ & LASZTITY, 1991).

A tabela 3 apresenta os valores de aminoacidos presentes no conteudo

celular de leveduras, encontrados por alguns autores.
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TABELA 3. VALORES DE AMINOACIDOS PRESENTES NO CONTEUDO CELULAR DE
LEVEDURAS (G/16G N) CITADOS NA LITERATURA.

Aminoacidos Padua Peppler NRC Miyada Embrapa

(g/16g N2) (1997) (1970) (1983) (1987) (1991)
Triptofano 1,40 - 0,55 0,81 0,52
Arginina 4,97 - 2,35 3,40 1,36
Isoleucina 5,08 - 2,37 419 1,48
Leucina 7,83 - 3,45 6,16 2,17
Lisina 8,29 - 3,33 5,72 2,07
Metionina 2,52 1,63 0,79 1,18 0,43
Cistina 0,85 1,60 0,53 0,84 0,39
Fenilalanina 4,81 - 1,96 3,16 1,18
Treonina 5,75 5,20 2,27 4,41 1,58
Valina 5,36 6,67 2,52 4,46 1,78
Histidina 2,47 - 1,17 - 0,69
Alanina 5,97 - - 5,56 2,00
Acido Aspartico 9,18 - - 9,31 3,21
Acido Glutamico 10,37 - - 11,68 3,42
Glicina 4,34 - 1,87 3,41 1,12
Prolina 3,57 - - 2,88 1,04
Serina 2,55 - - 4,59 1,68
Tirosina 3,56 4,87 1,60 - 0,88

FONTE: Adaptado de Padua (1997).

Peppler (1970) analisou, ainda, a composi¢gdo de nitrogénio da proteina de
levedura, verificando nesta 80% do nitrogénio como aminoacidos, 12% como acidos
nucléicos e 8% como amdnia e enzimas.

A maior parte das proteinas da levedura esta relacionada com os MOS, o que
forma o complexo mananoproteinas. O extrato de levedura € um ingrediente proteico
que apresenta peptideos e aminoacidos livres, decorrente da hidrélise sofrida pela
proteina durante o processo de fabricagao, o que pode favorecer a digestibilidade da
proteina.

As células de levedura apresentam teor proteico de 45% a 65%, sendo que
essa composi¢cao varia por diversos motivos, tais como a natureza do substrato e
espécie da levedura. Os aminoacidos encontrados em concentragdo mais elevada
séo o glutdmico, aspartico, leucina, alanina e lisina (SGARBIERI et al., 1999).
Porém, possuem menor quantidade de aminoacidos sulfurados, como metionina e a

cisteina (ROEPCKE, 2007). Por isso, os produtos de levedura podem ser utilizados
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para misturas com cereais, para completar aminoacidos essenciais que geralmente
sdo deficientes em graos de cereais utilizados na nutrigdo animal (SGARBIERI et al.,
1999).

Esse ingrediente proteico apresenta uma caracteristica peculiar em relagao
aos outros ingredientes. Apresenta, majoritariamente, peptideos e aminoacidos
livres, devido ao processamento que sofreu durante a fabricagdo, podendo este fator
trazer melhoras na digestibilidade da proteina. Devido ao trato intestinal curto e a
velocidade do transito intestinal dos carnivoros, a digestibilidade e a absorgao
podem ser aumentadas quando aminoacidos e peptideos prontamente disponiveis
séo oferecidos na dieta (ALLTECH, 2003).

Poucos sao os trabalhos que avaliaram a digestibilidade dos ingredientes e de
dietas contendo leveduras para cades. Martins (2009) encontrou coeficiente de
digestibilidade aparente (CDA) para a Proteina Bruta (PB) de 86,18% na levedura de
cervejaria autolisada e 81,45% na inclusdo de levedura de cana de agucar
autolisada. Por sua vez, Teshima et. al (2007), avaliando a levedura em dieta para
caes, encontrou CDA da PB inferior, 72,44%.

3 CONSIDERAGOES FINAIS

As leveduras, sejam elas provenientes do processamento da cana de agucar
ou da industria cervejeira, apresentam um perfil nutricional interessante para sua
inclusdo na formulacdo de dietas para caes. Sua parede celular apresenta
caracteristicas interessantes que beneficiam a microbiota intestinal, favorecendo a
integridade da mucosa intestinal, contribuindo para saude de todo o meio. Por sua
vez, o conteudo celular, tem propriedades nutricionais que permitem sua utilizacao

como fonte proteica, além de ser altamente palatavel.



40

CAPITULO II - AVALIAGAO DA DIGESTIBILIDADE APARENTE,
CARACTERISTICAS FECAIS E PALATABILIDADE DO EXTRATO DE LEVEDURA
AUTOLISADA EM DIETAS PARA CAES

RESUMO

Objetivou-se avaliar o coeficiente de digestibilidade aparente (CDA) dos
nutrientes e energia metabolizavel (EM) do extrato de levedura autolisada em dietas
para caes. Além disso, avaliou-se as caracteristicas fecais e a preferéncia alimentar
de dietas contendo levedura. Foram avaliadas quatro dietas contendo 0%; 4%, 8% e
12% de extrato de levedura autolisada, incluida na massa em substituicdo a formula
da dieta 0%. Para digestibilidade e caracteristicas fecais, foram utilizados 12 cées
adultos da raca Beagle, distribuidos em blocos (periodos) ao acaso. Os caes foram
alimentados durante 10 dias com as dietas experimentais, durante dois periodos,
totalizando 6 repeticdes. No teste de preferéncia alimentar foram utilizados 16 caes,
sendo comparada as dietas: 0% vs. 4% levedura. O teste foi realizado por um
periodo de 2 dias, totalizando 32 repeticbes. Como resultados, o extrato de levedura
autolisada apresentou CDA da matéria seca de 77,3% e da proteina bruta (PB) de
55,7%, do extrato etéreo (EE) de 73,8% e EM de 4947,3 kcal/kg. Houve redugéo
linear no CDA da PB e do EE das dietas com a inclusao de levedura (P<0,05). Os
demais CDA e a EM das dietas nao diferiram (P>0,05). Houve aumento linear dos
acidos graxos de cadeia curta (AGCC) totais e reducao linear no pH fecal com a
inclusdo de levedura nas dietas (P<0,05). Para a razdo de ingestdo, os caes
consumiram maior quantidade da dieta com 4% de inclusdo de levedura (P<0,01). A
inclusdo do extrato de levedura autolisada n&o altera a maioria dos CDA e a EM das
dietas e seus resultados de AGCC e pH mostram um possivel efeito prebiético, com
potencial efeito benéfico a saude intestinal. Além disso, sua inclusdo aumenta a
palatabilidade da dieta. Entretanto, os crescentes niveis de inclusdo reduzem a
digestibilidade aparente da PB.

Palavras-chave: Fonte proteica microbiana. Preferéncia alimentar. Funcionalidade
intestinal. Acidos graxos de cadeia curta.
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EVALUATION OF APPARENT DIGESTIBILITY, FAECAL CHARACTERISTICS
AND PALATABILITY OF BREWER’S AUTOLYSED YEAST EXTRACT IN DIETS
FOR DOGS

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the apparent digestibility
coefficient (ADC) of nutrients and metabolizable energy (ME) of the yeast extract
autolysed in diets for dogs. In addition, fecal characteristics and feed preference of
diets containing yeast were evaluated. Four diets were evaluated containing 0%, 4%,
8% and 12% of autolysed yeast extract, included in the body instead of the 0% diet
formula. For digestibility and fecal characteristics, 12 adult beagle dogs were
randomly distributed in blocks (periods). The dogs were fed for 10 days with the
experimental diets, during two periods, totaling 6 replicates. In the food preference
test, 16 dogs were used, and the diets were compared: 0% vs. 4% yeast. The test
was performed for a period of 2 days, totaling 32 replicates. As a result, the
autolysed yeast extract had dry matter CDA of 77.3% and crude protein (CP) of
55.7%, ether extract (EE) of 73.8% and ME of 4947.3 kcal/kg. There was a linear
reduction in the ADC of the CP and EE of the diets with the inclusion of yeast (P
<0.05). The other ADC and ME of the diets did not differ (P> 0.05). There was a
linear increase of total short chain fatty acids (SCFA) and linear reduction in fecal pH
with the inclusion of yeast in the diets (P <0.05). For the intake ratio, dogs consumed
more of the diet with a 4% inclusion of yeast (P <0.01). The inclusion of the autolysed
yeast extract does not alter the majority of the ADC and the ME of the diets and their
results of SCFA and pH show a possible prebiotic effect, with a potential beneficial
effect on the intestinal health. In addition, its inclusion increases the palatability of the
diet. However, increasing inclusion levels reduce the apparent digestibility of PB and
EE.

Keywords: Microbial protein source; Food Preference; Intestinal health; Short-chain

fatty acids
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1. INTRODUGAO

O mercado pet absorve ampla gama de ingredientes e coprodutos,
empregados na produgdo de alimentos variados, com densidades nutricionais e
digestibilidades distintas (Carciofi, 2008). Vé-se no mundo uma explosdo do numero
de marcas de dietas comerciais prontas para o consumo, com formulagbes cada vez
mais sofisticadas e especificas (Steiff & Bauer, 2001). Com isso, os nutricionistas
tém buscado fontes altamente biodisponiveis e, além disso, apresentem beneficios
sobre o animal ou dieta, como alternativas as fontes convencionais em dietas para
caes. Dentre elas, encontram-se as leveduras. Esse interesse se deve, também,
pelo crescimento continuo de industrias de fermentagcao que produzem a biomassa
de microrganismo como coproduto (FERREIRA et al., 2009), podendo substituir
proteinas convencionais de alto custo (YAMADA, 2010).

A partir da levedura, variadas formas, com diferentes finalidades, podem ser
incorporadas na dieta, seja ela viva ou inativa, de forma integra ou a separagao dos
seus componentes, como a utilizacdo da parede ou do extrato celular. Para obter
esses produtos, a levedura precisa passar por um processo de autdlise, onde ha o
rompimento da parede celular através de enzimas ou acidos liberando assim o
conteudo ou extrato celular (DAWSON, 2002).

O extrato celular € uma fonte protéica derivada de leveduras vivas, tendo
como aminoacido predominante o acido glutdmico, usado como agente flavorizante,
que possui efeito positivo sobre a palatabilidade da dieta (TIBBETTS, 2002, COSTA,
2004). Vilela, Sgarbieri e Alvim (2000) mostraram que a composi¢ao de aminoacidos
essenciais da proteina de levedura proveniente de cervejaria nao apresentou
nenhuma deficiéncia em relagdo ao padrao de referéncia da FAO/OMS (1985), e o
valor nutritivo das proteinas representaram de 80 a 85% do valor biolégico da
caseina, mostrando ser de boa qualidade nutricional.

Com base nessas informacgdes, o presente estudo tem o objetivo de avaliar a
digestibilidade aparente dos nutrientes e energia do extrato de levedura autolisada
em caes. Além disso, objetiva-se avaliar as caracteristicas fecais, produtos de
fermentacdo e preferéncia alimentar das dietas contendo o extrato de levedura

autolisada em caes.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi aprovado pela Comissao de ética no uso de animais do
setor de Ciéncias agrarias da Universidade Federal do Parana, Curitiba-PR, Brasil
(054/17).

2.1. DIETAS EXPERIMENTAIS

Foram avaliadas quatro dietas contendo crescentes niveis de inclusdo de
extrato de levedura autolisada: 0, 4, 8 e 12%, em substituicdo a formulacado da dieta
controle (0%). Os ingredientes das dietas e a composi¢céo quimica das dietas e do

extrato de levedura autolisado encontra-se na estdo apresentados na Tabela 4.
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TABELA 4. INGREDIENTES E COMPOSICAO QUIMICA ANALISADA DA LEVEDURA E DAS
DIETAS EXPERIMENTAIS

Ingredientes 0 4% 8% 12%
Milho 35,65 34,22 32,80 31,37
Farinha de Visceras de aves 27,65 26,54 25,44 24,33
Farelo de Soja 20,50 19,68 18,86 18,04
Oleo de visceras de aves 5,00 4,80 4,60 4,40
Palatabilizante liquido 1,00 0,96 0,92 0,88
Farelo de Gluten de milho 21% 3,56 3,42 3,28 3,13
Farinha de peixe 2,00 1,92 1,84 1,76
Farelo de trigo 2,00 1,92 1,84 1,76
Polpa de Beterraba 1,00 0,96 0,92 0,88
Cloreto de sodio 0,43 0,41 0,40 0,38
Premix 0,40 0,38 0,37 0,35
Acidificante 0,20 0,19 0,18 0,18
Acido propidnico 0,18 0,17 0,17 0,16
Hexametafosfato de sodio 0,10 0,10 0,09 0,09
Cloreto de Colina 0,10 0,10 0,09 0,09
DL- Metionina 0,10 0,10 0,09 0,09
Adsorvente de micotoxinas 0,05 0,05 0,05 0,04
Antioxidante 0,04 0,04 0,04 0,04
Suplemento mineral organico 0,04 0,04 0,04 0,04
Extrato de levedura 0,00 4,00 8,00 12,00

Composigao quimica

Dietas contendo levedura (%)

Item Levedura 0 7 3 12
Matéria Seca 93,17 89,06 91,26 92,18 92,99
Matéria mineral 7,53 8,34 8,13 8,02 7,97
Proteina Bruta 34,65 28,76 29,16 29,17 29,48
Extrato etéreo acido 3,44 14,91 15,03 14,49 13,98
Energia Bruta 5216,3 4868,7 4872,3 4952,3 5004
Fibra bruta 0,76 3,12 2,60 2,52 2,51
Nitrogénio Nao-Proteico 3,77 1,48 1,53 1,58 1,62
Ca 0,21 2,04 2,03 2,04 1,97
P 1,08 1,31 1,28 1,29 1,26

FONTE: O autor (2018).

2.2, EXTRATO DE LEVEDURA

O extrato de levedura utilizado apresenta forma de pd de coloragdo bege a

marrom claro, composto por extrato de levedura de cerveja autolisada. As leveduras



45

utilizadas foram obtidas de estabelecimento comercial. O teor dos aminoacidos do
extrato de leveduras autolisada estd apresentado na tabela 5, segundo dados

disponibilizados pelo fabricante do produto.

TABELA 5. PERFIL DE AMINOACIDOS DO EXTRATO DE LEVEDURA

Niveis de Aminoacidos (%)

Acido Aspartico 3,93
Acido Glutamico 5,13
Alanina 2,53
Arginina 2,35
Cistina 0,33
Fenilalanina 1,53
Glicina 2,11
Histidina 0,83
Isoleucina 1,61
Leucina 2,63
Lisina 2,60
Metionina 0,57
Prolina 1,78
Serina 2,09
Taurina 0,06
Tirosina 1,22
Treonina 1,72
Triptofano 0,42
Valina 1,90

Fonte: O autor (2018)

2.3. EXPERIMENTO I: DIGESTIBILIDADE APARENTE E
CARACTERISTICAS FECAIS

2.3.1. ANIMAIS E INSTALAGOES

Foram utilizados 12 caes adultos (seis machos e seis fémeas) da raca Beagle

com dois anos de idade, pesando 10,3 + 1,07 kg. Os animais foram alojados em
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baias de alvenaria com solario de 2 x 5 m. Os cdes foram vacinados, desverminados

e previamente submetidos a exames clinicos que atestaram seu estado de higidez.

2.3.2. ENSAIO DE DIGESTIBILIDADE

O ensaio de digestibilidade foi conduzido pelo método da coleta total de fezes,
considerando as recomendagdes da AAFCO (2003). As dietas foram oferecidas por
um periodo de adaptagcédo de cinco dias seguidos por cinco dias de coleta total de
fezes, durante cada periodo, totalizando dois periodos com 10 dias cada.

Os alimentos foram oferecidos duas vezes ao dia (8:30 e 16:00 horas), em
quantidade suficiente para atender as necessidades de energia metabolizavel (NEM)
de cada animal segundo o NRC (2006). A agua foi fornecida a vontade.

As fezes foram colhidas e pesadas duas vezes por dia e armazenadas em
potes plasticos individuais, previamente identificados, tampados e armazenados em
freezer a -21°C, para analises posteriores. Ao final de cada periodo de coleta, o
composto de fezes de cada animal foi seco em estufa a 55°C (320-SE, Fanem, Sao
Paulo, Brazil), por 72 horas. As fezes foram moidas com peneiras de crivos de 1 mm
em moinho de martelos Willey (Arthur H. Thomas Co., Philadelphia, PA).

Assim como as dietas, as fezes foram submetidas a analises quimicas de
matéria seca (MS), matéria organica (MO), proteina bruta (PB) e extrato etéreo em
hidrolise acida (EEA), segundo a AOAC (1995). A energia bruta foi determinada em
bomba calorimétrica. Com base nos resultados laboratoriais obtidos foram
calculados os coeficientes de digestibilidade aparente (CDA) dos nutrientes e

energia e a energia metabolizavel (EM) das dietas, segundo a AAFCO (2004):

CDA (%) = [(g nutriente ingerido — g nutriente excretado) / g nutriente ingerido]
x 100.
EM (kcal.g”) = {kcal.g™ EB ingerida — kcal.g”" EB excretada nas fezes — [(g

PB ingerida — g PB excretada nas fezes) x 1,25 kcal.g™"]} / g ragéo ingerida.

Para determinacdo da digestibilidade isolada dos nutrientes do extrato de
leveduras foi utilizada a equacéo:

CDADTi (%) = CDAT + (CDAB—CDAT) x CONTB, na qual:

CDADTi = CDA (%) do nutriente na dieta teste i;
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CDAB= CDA (%) do nutriente na dieta basal;
CDAT = CDA (%) do nutriente no ingrediente teste;
CONTB= contribuigédo (%/100) do nutriente da dieta basal na dieta teste.

2.3.3. CARACTERISTICAS FECAIS

As caracteristicas das fezes foram avaliadas pelo teor de matéria seca (MSf),
escore fecal, concentracdo de amodnia, pH fecal, acido sialico e acidos graxos de
cadeia curta (AGCC) e ramificada (AGCR).

O escore fecal foi avaliado sempre pelo mesmo pesquisador, atribuindo-se
notas de 1 a 5, sendo: 1 = fezes pastosas e sem forma; 2 = fezes macias e mal
formadas; 3 = fezes macias, formadas e umidas; 4 = fezes bem formadas e
consistentes; 5 = fezes bem formadas, duras e secas, de acordo com CARCIOFI et
al. (2009).

O pH fecal foi mensurado por meio de um pHmétro digital (331, Politeste
Instrumentos de Teste Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil) utilizando 3,0 g de fezes frescas
diluidas com 30 mL de agua destilada. A concentragdo de aménia nas fezes foi
determinada de acordo com Brito et al. (2010). Ambos mensurados em fezes
coletadas no maximo 15 minutos apds a defecacéo.

Para determinacdo dos AGCC e AGCR, as fezes dos animais foram coletadas
frescas, no maximo 15 minutos apds a defecacdo. Em um recipiente plastico
devidamente identificado e com tampa, 10 g de amostra de fezes foram pesadas e
misturadas com 30 mL de acido formico 16%. Esta mistura foi homogeneizada e
armazenada em geladeira a 4°C por um periodo de 3 a 5 dias. Apos, estas solugdes
foram centrifugadas a 5000 rotagbes por minuto em centrifuga (2K15, Sigma,
Osterodeam Hans, Alemanha) por 15 minutos. Ao final da centrifugacédo o
sobrenadante foi separado e submetido a nova centrifugagcdo. Cada amostra passou
por trés centrifugagdes e ao final da ultima, parte do sobrenadante foi transferida
para um eppendorff devidamente identificado para posterior congelamento.
Posteriormente, as amostras foram descongeladas e passaram por uma nova
centrifugagdo a 14000 rotagdes por minuto por 15 minutos (Rotanta 460 Robotic,
Hettich, Tuttlingen, Alemanha). Os AGCC e AGCR fecais foram analisados por
cromatografia gasosa (SHIMADZU, modelo GC-2014, Quioto, Japao). Utilizou-se
uma coluna de vidro (Agilent Technologies, HP INNO wax — 19091N, Santa Clara,
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EUA) de 30 m de comprimento e 0,32 mm de largura. O nitrogénio foi o gas
transportador, com uma taxa de fluxo de 3,18 ml / min. As temperaturas de trabalho
foram 200°C na injecgéo, 240°C na coluna (na velocidade de 20°C/min) e 250°C no
detector de ionizacdo de chama.

Para analise de acido sialico, as fezes foram secas em liofilizador (Alpha 1-4
LO plus, Christ, Osterodeam Hans, Alemanha) e a analise feita de acordo com
Jourdian et al. (1971).

2.3.4. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISES ESTATISTICAS

O experimento de digestibilidade foi analisado segundo delineamento em
blocos (periodos) ao acaso, sendo que cada trés cdes consumiram uma das dietas
em cada periodo (total de dois periodos), totalizando seis repetigdes por tratamento.
Foi realizada analise de regressao, em funcao dos niveis de inclusao de levedura e
os CDA e EM.

Os dados foram previamente analisados quanto a normalidade pelo teste
Shapiro-Wilk. Os dados com distribuicdo normal foram submetidos a analise de
regressdo. Quando os dados nao apresentaram distribuicdo normal, foram

analisados pelo teste Kruskal Wallis, a 5% de probabilidade.

2.4. EXPERIMENTO II: ENSAIO DE PALATABILIDADE
2.4.1. ANIMAIS E INSTALAGOES

Foram utilizados 16 caes adultos (oito machos e oito fémeas) da raca Beagle
com dois anos de idade, pesando 10,3 + 1,07 kg. Os animais foram alojados em
baias de alvenaria com solario de 2 x 5 m. Os caes foram vacinados, desverminados

e previamente submetidos a exames clinicos que atestaram seu estado de higidez.

2.4.2. ENSAIO DE PALATABILIDADE

Foram comparadas as dietas Controle vs. 4% incluséo de levedura. A cada
alimentagao, os animais receberam as necessidades energéticas diarias mais 30%,
com base na formula para caes adultos em manutencdo do NRC (2006),

assegurando assim a presencga de sobras.
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O teste de palatabilidade foi realizado durante dois dias consecutivos, nos
quais os alimentos foram fornecidos uma vez ao dia as 08h30min. Cada animal
recebeu dois potes, cada um contendo uma das dietas avaliadas. Assim que uma
das dietas era consumida completamente, ambos os potes eram retirados e as
sobras quantificadas. A posigao relativa dos comedouros foi alternada no segundo
dia de experimento para que nao houvesse o condicionamento do animal ao local de
alimentacao.

A primeira escolha foi definida pelo registro do primeiro pote que o animal se
aproximou durante a oferta simultdnea dos alimentos. A razdo de ingestdo foi
calculada pela seguinte formula:

Razao de ingestédo ( g/Kg ) = [g ingeridas da dieta A ou B/ g totais consumidas
(A +B)]x100

2.4.3. DELINEAMENTO EXPERIMENTAL E ANALISE ESTATISTICA

O delineamento adotado foi inteiramente casualizado. Foram utilizados 16
animais totalizando 32 repeti¢cdes (16 caes x 2 dias). Os dados de primeira escolha
foram submetidos ao teste de Qui-quadrado e a razdo de ingestdo ao teste t-

Student, ambos a 5% de probabilidade.

3. RESULTADOS

3.1. EXPERIMENTO I: DIGESTIBILIDADE APARENTE E
CARACTERISTICAS FECAIS

A inclusdo de niveis crescentes de extrato de levedura ndo alterou os CDA e
a EM das dietas (P>0,05), com excecdo do CDA da PB e EE, o qual diminui
linearmente (P<0,05) com a inclusdo de levedura. Para caracteristicas fecais, néo
houve alteracdo nos parametros avaliados, exceto no pH fecal, o qual também

diminuiu linearmente (P<0,05, tabela 6).



TABELA 6. MEDIAS DOS COEFICIENTES DE DIGESTIBILIDADE APARENTE (CDA, %) E
ENERGIA METABOLIZAVEL (EM, KCAL/KG) DE DIETAS CONTENDO CRESCENTES INCLUSOES
DE LEVEDURA E CARACTERISTICAS FECAIS DE CAES.
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Levedura (%)

Probabilidade?

ltem EPM’

0 4 8 12 L Q
CDA
Matéria Seca 794 798 808 792 03900 0,999 0,827
Matéria organica 84,5 84,9 846 84,2 0,2400 0,827 0,697
Proteina Bruta 83,7 823 808 795 05100 <0,001 0,982
Extrato etéreo 91,5 915 90,1 89,7 0,2000 <0,001 0,367
Energia Bruta 93,7 94,1 943 939 0,800 0,974 0,736
EM 4100,2 4109,4 4202,7 4194,5 18,6000 0,121 0,995
Caracteristicas fecais
pH 6,71 6,72 6,55 6,35 0,0690 0,021 0,351
MS (%) 34,1 334 332 31,8 03900 0,297 0,978
Producao fecal 0,61 0,61 0,58 0,64 0,0150 0,954 0,781
Amonia (%) 0,043 0,053 0,054 0,046 0,0024 0,963 0,074
Acido sidlico (mg) 1,471 1,468 1,331 1,474 10,0561 0,607 0,197
Escore Fecal 4 4 4 4 - - -

FONTE: O autor (2018)

NOTA: 'EPM = erro padrdo da média; “Probabilidades para efeitos linear (L) e Quadratico (Q);
*Producao fecal = g fezes produzidas na matéria natural/g matéria seca consumida/dia; *Medianas de
escore fecal analisado por Kruskal Wallis (P >0,05); CDAPB (%) = 83,635 — 0,333 x % inclusdo de
levedura (r>=0,657); pH = 6,770 — 0,031 x % inclusao levedura (r* = 0,86)

Os CDA, EM e teor de nutrientes digestiveis da levedura estdo apresentados

na tabela 7.
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TABELA 7. MEDIAS DOS COEFICIENTES DE DIGESTIBILIDADE APARENTE (CDA, %), ENERGIA
METABOLIZAVEL (EM, KCAL/KG) E NUTRIENTES DIGESTIVEIS DA LEVEDURA EM CAES.

ltem CDA Nutriente digestivel' (%)
Matéria Seca 77,3 77,3

Matéria organica 81,7 75,5

Proteina Bruta 55,7 19,3

Extrato etéreo 73,8 2,54

Energia Bruta 942 4913,7

EM 4947,3 -

FONTE: O autor (2018)
NOTA: "Nutriente digestivel=(Nutriente/100)*Coeficiente de digestibilidade do ingrediente teste

Houve aumento linear no acido propiénico e nos AGCC totais e reducéo linear
no acido isovalérico fecal com a inclusdo da levedura na dieta (P<0,05). O acido

butirico apresentou aumento quadratico a inclusédo de levedura (P<0,05, Tabela 9).

TABELA 8. MEDIAS (MMOL) DOS ACIDOS GRAXOS DE CADEIA CURTA (AGCC) E RAMIFICADA
(AGCR) DAS FEZES DE CAES ALIMENTADOS COM DIETAS CONTENDO EXTRATO DE
LEVEDURA.

Levedura (%) Probabildiade
ltem EPM

0 4 8 12 L Q
Acético 24,878 30,466 30,033 30,062 1,1339 0,152 0,251

Propidnico 14,670 17,876 17,662 18,441 0,4774 0,005 0,142
Isobutirico 0,654 0,626 0,674 0,576 0,0217 0,362 0,373

Butirico 3,546 4,396 4,375 4,313 0,1140 0,013 0,019
Isovalérico 1,035 1,074 0,992 0,569 0,0942 0,030 0,105
Valérico 0,573 0,556 0,481 0,427 0,1363 0,564 0,838

Total AGCC 43,225 52,902 52,147 53,022 1,5552 0,037 0,141
Total AGCR 2,432 2,335 2,366 1,685 0,2128 0,168 0,373

FONTE: O autor (2018)

NOTA: EPM: erro padrdo da média; L = linear; Q = quadratico; Acido propiénico (Mmol) = 15,601 +
0,275x (R? = 0,779); Acido butirico (Mmol) = 3,605 + 0,232x — 0,014x2 (R = 0,931); Isovalérico (Mmol)
=1,253 - 0,045x (R? = 0,662); Total AGCC (Mmol) = 46,522 + 0,699x (R? = 0,606).




52

3.2 EXPERIMENTO II: ENSAIO DE PALATABILIDADE

Para o teste de palatabilidade, a razdo de ingestdo foi maior para a dieta
contendo 4% de inclusdo de levedura, quando comparado ao tratamento controle

(P<0,001). Entretanto, ndo houve diferenga para a primeira escolha (Tabela 9).

TABELA 9. PRIMEIRA ESCOLHADA DIETA A (N) E RAZAO DE INGESTAO (RI + ERRO PADRAO)
DAS DIETAS CONTROLE (CO) E 4% DE EXTRATO DE LEVEDURA (EL).

Dieta Ax B n® Rl da dieta A? P

CO x 4%EL 17 0,39+0,29 <0,001

FONTE: O autor (2018)

NOTA: Primeira escolha analisada pelo teste de qui-quadrato e Rl teste t-Student; °Numero de visitas
ao pote com a dieta B é obtida é obtida como 36 — n; °RI: [g da dieta A ou B/g total da dieta oferecida
(A +B)]x10.

4. DISCUSSAO

4.1. EXPERIMENTO I: DIGESTIBILIDADE APARENTE E
CARACTERISTICAS FECAIS

O fato da inclusdo da levedura nao ter alterado a maioria dos CDA e a EM
das dietas permite inferir que a sua adicdo ndo alterou o aproveitamento dos
nutrientes da dieta padrao utilizada, independente dos niveis de substituicdo. Esses
resultados sdao semelhantes aos obtidos por Martins et al. (2014), também em
estudo com céaes, quando a substituicdo de até 15% da proteina alimentar por
levedura de cana-de-agucar ou de cerveja ndo alterou a digestibilidade dos
nutrientes.

O CDA da PB do extrato de levedura (55,7%) foi menor em relagdo a algumas
fontes proteicas de origem vegetal, como farelo de soja e o gluten de milho 60%
(84% e 92%, respectivamente), conforme demonstrado por Sa-Fortes (2005).
Teshima (2007) também encontrou em seu estudo menor digestibilidade aparente
da PB do extrato de leveduras em caes (72,4%). Isto pode ter ocorrido em virtude do
alto teor de acidos nucleicos (cerca de 5% a 7%), presente no ingrediente analisado,

pois esses compostos possuem nitrogénio em sua molécula (quantificado como PB
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pelo método de Kjeldhal). Uma vez que essa andlise determina o nitrogénio total das
fezes e ndo os aminoacidos, dessa forma o resultado pode ter sido mascarado.

Outros dados que evidenciam a influéncia dos acidos nucleicos sobre a
digestibilidade aparente da proteina sdo os resultados de ambnia e AGCR. A
fermentacdo de proteinas ndo digeridas no célon resulta na formagdo de AGCR
(formados a partir de aminoacidos de cadeia ramificada), amdnia, compostos
inddlicos e fendlicos, aminas biogénicas, sulfeto de hidrogénio e 6xido nitrico
(SMITH & MACFARLANE, 1997). Estes metabolitos de fermentagcédo proteica tém
sido associados com um possivel comprometimento da saude intestinal e piora do
odor fecal. Outro importante dado foi o encontrado por Russel et al. (2011), em que
humanos consumindo dieta com alto teor proteico apresentaram maiores
concentragdes fecais de AGCR isovalérico e isobutirico comparado com humanos
consumindo dieta com menor teor proteico. No presente estudo a inclusao do extrato
de levedura autolisada ndo aumentou os teores de aménia e a produgao de AGCR,
e inclusive reduziu a concentragao do acido isovalérico nas fezes dos caes. Esses
resultados mostram que, com o aumento dos niveis de inclusdo de extrato de
levedura autolisada, ndo houve um excesso de proteina indigestivel no célon e por
fim, sua fermentacéo e produgdo de compostos finais de fermentagcéo.Todas essas
informagdes dao suporte a hipdtese de que a baixa digestibilidade aparente da
proteina pode n&o representar corretamente a digestibilidade verdadeira dos
aminoacidos da levedura.

Em relacao as caracteristicas fecais, Teshima et al. (2007) relataram que a
inclusdo de 30% de extrato de levedura tornou as fezes enegrecidas e com pior
escore fecal que a ragdo controle em caes, indicando a necessidade de se
caracterizar um limite de inclusdo. No presente estudo, a inclusdo maxima de 12%
nao teve efeito sobre o escore e a matéria seca fecal, o qual manteve-se em 4,
estando, portanto, dentro da faixa considerada ideal (FELIX et al., 2009).

Os resultados de AGCR e AGCC, associados ao baixo pH encontrado,
podem ser indicativos de saude intestinal (ZENTEK et al., 2002; SWANSON et al.,
2002; FELIX et al., 2009; PINNA et al., 2017). O efeito se da por meio da reducéo do
pH intestinal. Essa reducdo auxilia na melhora da saude da mucosa intestinal,
reduzindo bactérias com potencial patogénico (ZENTEKet al., 2013). Além disso,
cria um ambiente favoravel para espécies microbianas nao patogénicas (MCQUAID,

2005) dos quais especialmente o butirato tem sido relacionado a melhoria da
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barreira epitelial (HAMERet al., 2008; HUANG et al., 2015) e reducdo no pH (CHEN
et al., 2015; PIEPER et al., 2014).

Varios estudos com ratos, caes e humanos citam outros beneficios dos AGCC
produzidos no intestino grosso, como a preservagao da integridade da mucosa,;
desempenham importante papel na manutencdo celular; reduzem o risco de
carcinomas colénicos (BERDANI & ROSSI, 2009); inducdo da diferenciagédo dos
colondcitos e enterdcitos; recuperagcdo do epitélio intestinal apds injuria; protecao
contra colonizagao por microrganismos patogénicos; aumento do fluxo sanguineo na
mucosa intestinal, producdo de mucina e reducdo da severidade de -colite
(CHAPMANEet al., 1994; SCHEPPACH et al., 1996; HAGUE et al., 1997).

A falta de alteragao na concentragao de acido sialico fecal é indicativa que a
levedura nao apresenta efeito irritante sobre a mucosa intestinal. A concentragao de
acido sialico no intestino tende a ser maior quando ha infecgbes bacterianas ou
fragilidade osmatica no intestino (PIRGOZLIEVet al., 2007). Desse modo, é possivel
inferir que a inclusdo de levedura nao alterou a producédo de mucina no intestino dos
caes.

Venturini (2016) demonstrou em seu estudo com extrato de levedura de cana-
de-agucar na dieta de caes e gatos, que um limite de inclusdo de 5% pode ser
utilizado como fonte proteica sem alterar a digestibilidade dos nutrientes. No
presente estudo, esta inclusdo seria de 4% de levedura, uma vez que inclusdes
superiores influenciam negativamente na digestibilidade da proteina. Além disso,
com essa inclusdo houve possivel efeito prebidtico, observado pela queda do pH
fecal e aumento dos AGCC totais. Assim como, efeito positivo sobre a preferéncia

alimentar dos caes.

4.2 EXPERIMENTO II: ENSAIO DE PALATABILIDADE

O resultado encontrado no ensaio de digestibilidade corroboram com Teshima
et al. (2007) utilizando uma dieta controle versus uma dieta com 2% de extrato de
levedura. Os autores encontraram preferéncia pela dieta contendo o extrato de
levedura, em uma proporcao de 67%:33%, em relagao a dieta controle. Martins et al.
(2014) também verificaram preferéncia por alimentos com 7,5% de incluséo de
levedura seca ou levedura autolizada de cana-de-acucar, sem diferenca entre estas

duas formas de apresentagdo. Os autores argumentam que tal preferéncia pode ser
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atribuida a presenca de acido glutdmico no extrato de levedura, que sensibiliza os

receptores umami e torna a dieta mais palatavel.

Além disso, durante o processo de fabricagéo, o acido glutdmico reage com o
soédio formando o glutamato monossddico que Ihe fornecem grande potencial no
favorecimento da palatabilidade do alimento fabricado (ALLTECH, 2004). Da mesma
forma, os nucleotideos presentes nesse ingrediente acentuam os efeitos do acido
glutdmico (EURASYP, 2006).

5. CONCLUSAO

A incluséo de niveis crescentes de extrato de levedura ndo altera a maioria
dos CDA das fracdes nutritivas e a EM da dieta, entretanto reduz o CDA da PB. A
limitagdo do método de mensuragdo de proteina fecal subestima a digestibilidade
isolada da proteina do extrato de levedura, evidenciada pelos resultados de amoénia
e AGCR. Para isso, a analise que quantifica os teores de nitrogénio nao proteico foi
realizada, mostrando assim que sua quantidade foi suficiente para mascarar os
resultados finais de PB. Em contrapartida, apresentam efeitos positivos sobre o
intestino e consumo, sendo eles o aumento dos AGCC totais produzidos e
importante efeito como palatabilizante, respectivamente. Esses resultados mostram

que o extrato de levedura apresenta beneficios quando incluido na dieta para caes.
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ANEXO 1 — CERTIFICADO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE FEDERAL DO'PARANA
SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

CERTIFICADO

Certificamos que o protocolo niimero 054/2017, referente ao projeto “AVALIACAO DA DIGESTIBILIDADE
DA LEVEDURA AUTOLISADA EM DIETAS PARA CAES”. sob a responsabilidade de Ananda Portella
Félix — que envolve a produgdo, manutengdo e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino — encontra-se de acordo com os preceitos
daLein® 11.794, de 8 de Outubro, de 2008, do Decreto n® 6.899. de 15 de julho de 2009. e com as normas editadas
pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagio Animal (CONCEA), ¢ foi aprovado pela COMISSAQ
DE ETICA NO USO DE ANIMAIS (CEUA) DO SETOR DE CIENCIAS AGRARIAS DA UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PARANA - BRASIL, com grau 1 de invasividade, em reunido de 07/07/2017.

Vigéneia do projeto Agosto/2017 até Setembro/2017

Espécie/Linhagem Canis lupus familiaris (cio)

Numero de animais 16

Peso/ldade 10kg/15al.6anos

Sexo Ambos (8 machos ¢ 8 fémeas)

Origem Laboratorio de Estudos em Nutrigdo Canina — LENUCAN no Setor de Ciéncias
Agririas da Universidade Federal do Parana

CERTIFICATE

We certify that the protocol number 054/2017. regarding the project “EVALUATION OF YEAST
DIGESTIBILILY IN DIETS FOR DOGS” under Ananda Portella Félix supervision — which mcludes the
production, maintenance and/or utilization of animals from Chordata phylum, Vertebrata subphylum (except
Humans). for scientific or teaching purposes — is in accordance with the precepts of Law n® 11.794, of 8 October,
2008. of Decree n® 6.899, of 15 July. 2009, and with the edited rules from Conselho Nacional de Controle da
Experimentagio Animal (CONCEA). and it was approved by the ANIMAL USE ETHICS COMMITTEE OF THE
AGRICULTURAL SCIENCES CAMPUS OF THE UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA (Federal

University of the State of Parand. Brazil). with degree 1 of invasiveness, in session of 07/07/2017.

Duration of the project

August/2017 until September/2017

Specie/Line

Canis lupus familiaris (dog)

Number of animals

16

Wheight/Age

10kg /1.5 to 1.6 years

Sex

Both (8 males and 8 females)

Origin

Laboratory of Canine Nutrition Studies — LENUCAN 1n the Agricultural Seiences
Sector of the Federal University of Parana

Curitiba, 7 de julho de 2017,

Chayane da Rocha
Coordenadora CEUA-SCA

Comissiio de Etica no Uso de Animais do Setor de Ciéncias Agrarias - UFPR
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