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AESUMO: A levedura Kluyveromyces fragilis 71-78, foi cultivada em soro de leite 150 g/| suplementado com 5 g/
|de KH PO, e 5 g/lde (NH ),SO, durante 17 horas a 34°C, a um pH inicial de 5,3 e freqliéncia do agitador igual a 300
rom. Durante o processo fermentativo seis parametros foram avaliados: pH, teor de lactose, teor de proteina total,
teor de etanol, nimero de células de leveduras e o teor de matéria seca. Ao final do processo, na avaliagdo do
produio fermentado, os resultados definiram auséncia de lactose, 25,46 g/l de etanol; 39,63% de proteina (b.s.) e
6,21% de matéria seca. O pH final foi de 4,49 e o niimero de células de leveduras por grama foi de 1,17 x 10°. Esta
fermentacdo apresentou-se como um possivel meio para reduzir o potericial poluente do soro de leite.

PALAVRAS-CHAVE: Kluyveromyces fragilis; soro de leite; levedura.

1 - INTRODUCAO volumes excedentes no processamento do queijo e pela

alta demanda bioquimica de oxigénio dada a presenga
A utilizagdo do soro de leite constitui um grande pro- principalmente da lactose e proteinas (BEAUSEJOUR
blema para a indistria de lacticinios pelos elevados et al., 1981; MAIORELLA & CASTILLO, 1984;
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PONSANO, 1992).

Diante desse quadro, algumas indlstrias laticinistas
acreditam ser preferivel o aproveitamento do soro de
leite através de algum método de recuperagio dos nu-
trientes ao contrario de destina-los diretamente aos
efluentes (SINGH et al., 1983), ou, através de um exa-
me mais critico, promover seu enriquecimento protéico
através de sua utilizagdo na producdoc de proteinas
unic&ulares que conduzem paralelamente também a
diminuicdo de sua capacidade poluente (MAHMOUD &
KOSIKOWSKI, 1982).

O elevado contelido de lactose do soro garante sua
condi¢ao de ser utilizado como fonte de carbono por
certos microrganismos, tais como: Saccharomyces
rhermophr!us Lactobacillus bulgaricus e outros. A fer-
mentagao continua, usando a levedura Kluyveromyces
fragilis, tem levado a producéo de levedura para consu-
mo humano e também a conversao de lactose em etanol
(DZIEZAK, 1987).

DZIEZAK (1987) relata que somente 3 géneros tém
sido comercialmente cultivados com essa finalidade,
Saccharomyces, Candida e Kluyveromyces. Particular-
mente, quanto a produgao de biomassa, a levedura K.
fragilis tem merecido grande destaque (SHAY &
WEGNER, 1986).

Basicamente, apds o processo fermentativo, o soro
de leite, que a principio apresenta a caracteristica de
ser um produto energético (pelo alto contelido de
lactose), passaria a ter um elevado teor de proteina,
. decorrente da utilizagao de sua lactose pelo K. fragilis,
‘0 que o caracterizaria como de ordem protéico-calérico
(BEAUSEJOUR et al.,, 1981), e, possivelmente com
menores poderes poluentes dado pela redugao da DBO
(PONSANO, 1992).

Neste sentido, o objetivo deste trabalho foi verificar o
comportamento da levedura Kluyveromyces fragilis no
meio caldo soro de leite sob condigoes de cultivo
estabelecidas num modelo piloto de producéo.

2 - MATERIAL E METODOS

A levedura Kluyveromyces fragilis n° 71-78, proveni-

ente do Centro de Ciéncias de Salde do Instituto de
Microbiologia da UFRJ, foi utilizada no processo
fermentativo tendo o soro de leite como substrato.

O processo de produgao do soro de leite fermentado,
no modelo piloto, foi realizado num tanque de ago inoxi-
davel encamisado com capacidade para 100 litros con-
tendo 60 litros de substrato pasteurizado a 85°C duran-
te 30 minutos. Dois ensaios foram realizados, sendo
que as condigdes de cultivo e composicao do substrato
foram: pH inicial 5,3; temperatura de 34°C e soro de
leite 150 g/l suplementado com 5 g/l de K,PO, (p/v.) e 5
g/l de NH SO (p/v.). Para a condugdo do processo foi
necessana a adicdao de 0,33% de antiespumante
(SIGMA, A 5633) sendo a agitacdo realizada por um

agitador de hélice a uma freqiiéncia de 300 rpm. O
nivel de inéculo foi de 7% (v/v.), correspondendo a
uma concentragao de 5 x 107 células de Kluyveromyces
fragilis por mililitro de substrato.

Durante a fermentagdo, foram tomadas
assepticamente aliquotas em  duplicata do  meio
(nostempos: 0, 3,7, 11,15 e 17 horas) para deter-
minar o nimero de células de levedura, a concentra-
¢ao de lactose, o pH, a produgado de proteina total, a
producdo de etanol e o teor de matéria seca, definidos,
respectivamente, pelas técnicas de contagem em ca-
mara (SUSSMAN, 1974), Metilamina (NICKERSON et
al., 1976), potenciémetro ALPHALAB modelo PA 200,
Kjeldahl (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL
CHEMIST, 1984), Raye e Rag modificado (CASTRO-
GOMEZ, 1985), e pela secagem em estufa a vacuo
62°C (LARA et al., 1976).

3 - RESULTADOS

A partir de uma série de amostragens realizadas no
decorrer do processo fermentativo, foi possivel acom-
panhar o comportamento do Kluyveromyces fragilis (au-
mento ou hao no nlimero de microrganismos) verifican-
do as modificagdes no pH, e nos teores de lactose, pro-
teina total, nitrogénio ndo protéico, etanol e matéria seca
do substrato. Os resultados dessas observagdes po-
dem ser vistos na Tabela 1.

TABELA 1 - RESULTADOS DA FERMENTACAO DO SORO DE LEITE PELO Kluyveromyces fragilis

PARAMETROS TEMPO DE FERMENTACAQ (Horas)
0 3 7 11 15 17

Lactose (%b.s.) 73.1 58,8 32,72 5,13 0 0
pH 15.3 5,02 4,48 4,50 4,38 4,49
Prot. total (%b.s.) 15,87 16,31 26,75 37,15 38,56 39,63

- Nitrogénio néo protéico (%b.s.) 341 2,89 4,62 7.24 6,65 6,65
Etanol {(mg/mil) 0 1,16 24,58 28,53 26,40 2546
Matéria seca (%) 148 14,4 8,60 6,96 6,56 6,21
N2 de células de leveduras (UFC/g) 5,0 x 107 1,78x108 5,75 x 108 7.8 x 108 1,23x10% 1,17 x 109
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4 - DISCUSSAO

O processo fermentativo se estendeu por 17 horas e
6 medidas foram realizadas sob intervalos variados.
Partindo de um pH inicial de 5,3, temperaturade 34°C e
uma frequéncia do agitador igual a 300 rpm, foi possi-
vel obter um bom rendimento em matéria seca, com-
provando os relatos de varios pesquisadores
(BEAUSEJOUR et al., 1981; VANANUVAT &
KINSELLA, 1975; VIEIRA, 1992).

A duragao do processo foi semelhante as fermenta-
¢oes conduzidas por BEAUSEJOUR et al. (1981); por
SHAY & WEGNER (1986) e por VIEIRA (1992), e mais
rapida que o processo desenvolvido por GILLIAND &
STEWART (1980). VANANUVAT & KINSELLA (1975)
citam que o fato de uma fermentacgao ser mais eficiente
que outra deve-se as diferengas na vazao de ar deter-
minadas pelos diferentes modelos de fermentadores
utilizados.

Quanto ao monitoramento do pH, ao longo do pro-
cesso registrou-se uma consideravel queda nos seus
valores. Embora, partindo de um pH inicial menor (4,0),
a mesma observacao foi registrada por BEAUSEJOUR
et al. (1981). Também sao importantes as observagoes
de MAHMOUD & KOSIKOWSKI (1982), além de
BEAUSEJOUR et al. (1981) que, respectivamente, con-
sideram o pH na faixa de 5 como otimo para produgao
de biomassa em sistemas aerados e também seguro
quanto a riscos de contaminagao.

Quanto a concentragao de lactose, verificou-se que
até as 3 primeiras horas houve um consumo corres-
pondente a 20% do total deste carboidrato. A medida
tomada apds 7 horas de processo, registrou uma mai-
or utilizagao da lactose, sendo os valores subsequen-
tes significativamente baixos, indicando o esgotamento
deste carboidrato.

Analisando a cinética do processo verificou-se que o
consumo de lactose foi semelhante aos resultados ob-
tidos por VANANUVAT & KINSELLA (1975), por
BEAUSEJOUR et al. (1981) e por VIEIRA (1992), que
também trabalharam com soro de leite e
Kluyveromyces.

Os niveis protéicos na matéria seca aumentaram a
partir de 7 horas de fermentacdo. Valores finais de
39,63% (b.s.) foram registrados, semelhantes aos ni-
veis obtidos por VANANUVAT & KINSELLA (1975); por
SHAY & WEGNER (1986) e por VIEIRA (1992). Valo-
res superiores, entretanto, foram encontrados por
BEAUSEJOUR et al. (1981) e por' GILLIAND &
STEWART (1980), respectivamente, 57,4 e 57%, pos-
sivelmente pela eficiéncia dos fermentadores que
garantiram uma melhor incorporagéo de ar ao sistema.

Quanto a presenca de etanol, sua detecgcao num ni-
vel significativo ocorreu entre 3 e 7 horas e a maior
concentragao foi verificada com 11 horas de
fermentagdo.Ao contrario do que previamos, as duas
ultimas verificagbes registraram teores menores que a
antipentiitima medida (de maior valor no processo). A

possivel explicagdo € que com a faita de lactose, o al-
cool, através de sua cadeia de carbono, serviu como
fonte deste elemento para a manutengao do K. fragilis,
além da sua propria volatilizagao.

De acordo com MAHMOUD & KOSIKOWISKI (1982)
e VIEIRA (1992), o etanol tem aparecido com freqén-
cia em processos fermentativos aerdbicos e
anaercdbicos.

A teor de matéria seca, semelhante ao que foi en-
contrado por VIEIRA (1992), foi diminuindo a medida
que o tempo de fermentagao foi aumentando como cau-
sa da volatilizacio do alcool e do gas carbdnico.

Do inicio da fermentacgao até a 3® hora as mudangas
nos valores das variaveis analisadas foram de uma
maneira geral menores que as mudangas compreendi-
das entre a 3* e a 11° hora, o que sugere que inicial-
mente a levedura passou por um possivel periodo de
adaptacao. O nimero de células de levedura no meio,
até a 3° hora do processo aumentou de 5 x 107/g para
1,17 x 10%g. Entre o inicio da fermentacao até a 3°
hora, pode-se constatar que o teor real de proteina no
meio praticamente se manteve igual, aumentando um
pouco apenas entre a 7° e a 11* hora do experimento,
apesar do contetido de matéria seca ter diminuido com
o decorrer do experimento.

A fase seguinte & marcada pelo elevado aumento do
namero do K. fragilis. Assim, as préoximas 3 medidas
(com 7, 11 e 15 horas de fermentac¢ao) registraram gran-
des incrementos no nimero de microrganismos. Um
elevado consumo de lactose e também a producgédo de
alcool ocorreram nesta fase. VIEIRA (1992) salienta
gque apos as 3 primeiras horas de cultivo, o consumo de
lactose é extremamente rapido, sendo que, em aproxi-
madamente B horas, 90% deste elemento é utilizado.
Apds 15 horas de fermentagao os pardmetros apresen-
taram pouca modificagdo, sendo encontrada, pratica-
mente a auséncia de lactose.

Basicamente, no experimento de BEAUSEJOUR et
al (1981) diferiram deste teste o pH inicial (4,0), a tem-
peratura de fermentagao (em torno de 30°C), a concen-
tragdo do substrato (7%) e a fonte de potassio, que foi
reduzida a metade (25 g/l). A efici@éncia do fermentador
utilizado no experimento de BEAUSEJOUR et al. (1981)
pode explicar a superioridade dos valores encontrados
na fermentagcao desenvolvida naquele trabalho. O nivel
de inoculagao nao foi indicado no experimento de
BEAUSEJOUR et al. (1981), deixando também divi-
das sobre seu efeito nos resultados obtidos.

Quanto aoc modelo proposto por SHAY & WEGNER
(19886), o pH inicial foi de 4,6, a temperatura de 37°C, a
concentragao do meio de 10% de soro de leite e fontes
de nitrogénio e potassio como suplementos foram adi-
cionados.

Percebeu-se, neste Gltimo caso, discordancias quan-
to as condigbes basicas da fermentacgao utilizadas nes-
te experimento, ndo obstante existir também desconhe-
cimento da qualidade do fermentador, do nivel de.
inoculagio e da aeragao do meio.
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WASSERMAN & HAMPSON (1960) verificaram em
seu estudo a influéncia de diferentes agitadores e da
aeraca@o no crescimento do K. fragilis, e, concluiram
haver uma grande dependéncia da freqii€ncia e do tipo
de agitador e da vazao de ar sobre a produgao da leve-
dura.

O rendimento final do produto, apresentou uma im-
portante redugédo, ou seja inicialmente o teor de maté-
ria seca do substrato era de 15% e ao final, no produto,
o teor foi de 6,21%. Este mesmo resultado foi encon-
trado por VIEIRA (1992). Pode-se crer que este quadro
tenha ocorrido pela produgac de alcool e sua
volatilizagao, somado a perda de outros gases.

O esgotamento da lactose neste processo
fermentativo, semelhante ao observado por PONSANO
(1992), resultou possivelmente numa redugao da DBO
do soro de leite, sem, contudo, o mesmo autor ter cita-
do que a otimizagao da despoluigdo do soro sera maior

caso se eliminem também o etanol e as células produ-
Zidas na fermentagdo.

5 - CONCLUSOES

- Ao longo da fermentagao o pH apresentou uma que-

da de 5,30 para 4,49.

- Uma maior utilizagao da lactose ocorreu apés 7

horas de fermentagao. Com 3 horas de fermentacao
o consumo de lactose foi em torno de 20% do total.

- Quanto a presencga de etanol, um nivel significativo

ocorreu entre 3 e 7 horas de fermentacao, sendo
que a maior concentragao foi verificada com 11
horas.

- O teor de matéria seca diminuiu durante a fermenta-

cao.

- O numero de células de levedura no meio foi

crescente. Iniciou com 5 x 107 células/g e atingiu
1,17 x 10° células/g com 17 horas de fermentac3o.

- O teor de proteina total na matéria seca aumentou

durante o processo.

SILVA, Caio Abércio; CASTRO-GOMEZ, Raul J.H. Kinetic evaluation of a fermentation process of whey through
Kluyveromyces fragilis. Semina: Ci. Agr., Londrina, v. 16, n.1, p. 17-21, Mar. 1995.

ABSTRACT: The yeast Kluyveromyces fragilis, 71-78, was cultived in whey 15% (w/v) suplemented with 0.5%
(w/v) of KH,PO, and 0.5% (w/v) of (NH ),SO, during 17 hours at 34°C, pH 5.3 and agitation rate of 300 rom. During
the fermentation process six parameters were evaluated: pH, lactose level, total protein, ethanol, total yeast and dry
matter. At the end of the process, there was no lactose left, 25.46 g/l of ethanol, 39.63% protein (d.b.) and 6.21% dry
matter was produced. pH was 4.49 and yeast cell count was 1.17 x 10°/g. This fermentation was found to be an
acceptable process for reduction of the polluting potential of whey.

KEY WORDS: Kluyveromyces fragilis; food yeast; whey.
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CONDUTIVIDADE ELETRICA DOS EXSUDATOS DE GRAOS DE CAFE (Coffea arabical.).
I. DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA

CASSIO EGIDIO CAVENAGHI PRETE!
JAIRO TEIXEIRA MENDES ABRAHAO?

PRETE, C.E.C; ABRAHAO, J.T.M. Condutividade elétrica dos exsudatos de grios de café (Coffea arabicalL.).
I. Desenvolvimento da metodologia. Semina: Ci. Agr., Londrina, v.16, n.1, p. 21-27, mar. 1995.

RESUMO: Com o objetivo de ampliar os procedimentos usuais para determinacdo da qualidade do cafe, estu-
dou-se a relagdo entre a condutividade elétrica do exsudato de grdos de café e sua qualidade. A metodologia
para avaliagdo da condutividade elétrica foi desenvolvida no Laboratério de Sementes do Departamento de
Agricultura da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” em Piracicaba-SP; podendo-se recomendar a
utilizagdo de quatro amostras de 50 gréos de café, pesadas, imersas em 75ml de égua destilada (no interior de
copos de pléstico de 180ml de capacidade) colocadas em ambiente a 25°C por 3,5 horas, seguida de agitacéo e
leitura em condutivimetro elétrico, expressando os resultados em uS/g/amostra. Os resultados indicaram que o
ion lixiviado em maior quantidade pelos grios de café foi o potéssio que se correlacionou diretamerite r*=99% com a
_condutividade elétrica. A evolugdo da condutividade elétrica segue a marcha de lixiviagdo de ions potassio e a de
absor¢do de dgua pelos grédos.

PALAVRAS CHAVES: café, exsudatos do grdo, condutividade eléfrica, qualidade.

1.INTRODUGAO verde com a deterioragdo da qualidade, muito contribu-

iram para o entendimento de que a perda da
permeabilidade e estrutura das membranas celulares
conduz a deteriorizacdo do café, pois verificou haver
maior lixiviacio de potassio nos gréos dos cafés quali-

Os atuais procedimentos de avaliagao comercial
da qualidade da bebida do café estido baseados em
pardmetros empiricos e subjetivos pois dependem de

sensacdes e habilidades pessoais, adquiridas com
muitos anos de experiéncia. Assim, a complementacio
dos procedimentos em uso com a adogio de métodos
fisicos e quimicos tornaria prescisa a determinacfo da
qualidade da bebida do café.

Trabalhos de AMORIM (1978), relacionando as-
pectos bioquimicos e histoguimicos do grio de café

tativamente inferiores. A deterioracdo das membranas
celulares e a subseqiiente perda do controle da
permeabilidade foi proposta, por HEYDECKER (1972) e
HARRINGTON (1973), como o passo inicial no proces-
so de deterioracdo de sementes.

O teste de condutividade elétrica consta da
imersédo de sementes em agua para que, durante o pro-
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