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RESUMO

Tempeh é um alimento fermentado a base de soja, tradicional produto da Indonésia, seu
processamento se dar pela Fermentacdo em estado sélido do fungo, Rhizopus oligosporus.
Produto apreciado pelos vegetarianos, por ser uma grande fonte de proteinas. A Fermentag¢do
semi-sdlida € um processo no qual o crescimento do micro-organismo e a formacdo dos
produtos ocorrem na superficie do substrato sélido préximo a auséncia de 4gua livre.
Objetivou-se neste trabalho o cultivo semi-sélido do fungo filamentoso, em soja, para
determinagdo de uma formulacdo adequada do tempeh. Pelos resultados obtidos, observou-se
que a melhor condi¢do de preparo do tempeh foi de volume de inéculo de 4mL/100 g de
substrato incubado em sacos plésticos perfurados, durante 24 horas a 30°C, resultando em
uma massa branca compacta, envolvida de micélios do fungo Rhizopus oligosporus, obtendo-

se um alimento rico em nutrientes, com altos niveis de atividade enzimdtica, proteinas e

lipidios.

PALAVRAS-CHAYVE: Fermentacdo semi-solida; soja; Rhizopus oligosporus; determinagdes

analiticas.



ABSTRACT

Tempeh is a fermented food based on soy, traditional product of Indonesia, its processing
occur by solid state fermentation of the fungus, Rhizopus oligosporus. Product appreciated by
vegetarians, for being a great source of protein. The solid state fermentation is a process in
which growth of the microorganism and the formation of products occur on the surface of the
solid substrate near absence of free water. The objective of this work semisolid cultivation of
filamentous fungi in soybean for determining a suitable formulation of tempeh. From the
results, it was observed quean best condition for preparation of tempeh was inoculum volume:
4mL/100 g of substrate incubated in perforated plastic bags for 24 hours at 30 ° C, resulting in
a compact white mass, involved in Rhizopus oligosporus mycelia of the fungus, obtaining a

food rich in nutrients, with high levels of enzyme activity, protein and lipids.

KEY-WORDS: Solid state fermentation, soy, Rhizopus oligosporus; analytical

determinations.
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1. INTRODUCAO

A soja é uma das culturas de grande importancia na econdmica. Apresenta-se
como a oleaginosa mais cultivada em escala mundial, sendo o Brasil o segundo maior
produtor. Porém, apesar do Brasil ser um grande produtor desta oleaginosa, esta é pouco
utilizada como alimento pela populacdo brasileira, provavelmente decorrente da falta de
habito e/ou de informacdo em relacdo aos beneficios que o seu consumo proporcionaria ao
organismo. Nos paises orientais, a produ¢do de alimentos a base de soja é um segmento que

apresenta um forte crescimento (HIRAOKA, 2008).

O nimero de caracteristicas da soja tem feito desta oleaginosa uma cultura
agricola atrativa no contexto globalizado. A soja tem baixo conteido de dgua, alto valor
nutritivo e a capacidade de produzir uma grande variedade de produtos para alimentacao
humana e animal, assim como 6leo e derivados industriais. Estas caracteristicas reduzem sua
vulnerabilidade as flutuagdes de mercado, reduz os custos de estocagem e transporte, o que
tem contribuido para sua rdpida expansdo. Além disso, o aumento na demanda mundial por
soja tem resultado em aumento no investimento em pesquisa cientifica e desenvolvimento de
tecnologias e novos produtos (ROSA et al, 2009).

A fermentacdo € considerada como um dos mais antigos e mais econdmicos
métodos para a produgdo e preservacdo de alimentos. O processo de fermentacdo de vegetais
pode apresentar: 1) aumento da digestibilidade e biodisponibilidade de proteinas,
carboidratos, lipidios e minerais, 2) aumento do valor nutricional, quanto ao teor de vitaminas
(FENG, 2006).

A fermentacdo de alimentos por diferentes micro-organismos € responsavel pela
sintese de enzimas, que hidrolisam os componentes do substrato. O processo fermentativo da
soja utilizando os fungos como agentes de fermentacdo contribuem para o desenvolvimento
de uma desejdvel textura, aroma e sabor. A hidrdlise enzimatica, também pode diminuir ou
eliminar componentes antinutricionais e, consequentemente, melhorar a qualidade nutricional
do produto fermentado (AZEKE et al, 2007).

O tempeh € um alimento originédrio da Indonésia, produto feito a partir dos graos
de soja cozidos fermentada, utilizando o fungo Rhizopus oligosporus. Desta fermentagao
nasce a pasta chamada tempeh. No processo de fabricagdo nao se perde nenhum nutriente do
grdo, o que o torna um alimento mais rico se comparados e outros derivados da soja. O
fermentado € uma Otima fonte de proteinas, ndo possui gorduras saturadas e ndo possui

colesterol (GUIMARAES, 2011). Tais propriedades fazem do tempeh um alimento apreciado
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pelos vegetarianos, que buscam uma fonte alternativa de proteinas ao excluirem a carne da
alimentacao.

O tempeh pode ser preparado com adi¢do de temperos para elaboracdo de pratos
culindrios ou pode ser consumido no seu estado bruto. Possiveis aplicagdes do tempeh sdo:
recheio de pizza, elaboracio de estrogonofe, formulacdo de hamburguer, espetinho de tempeh,
ou substituir as proteinas nas mais diversas receitas. Sendo utilizado cortado em tiras ou

cubinhos, cozido, tostado na chapa ou refogado (LOTUS, 2012).
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2. OBJETIVOS

2.1 O objetivo geral

Estudo de diferentes formulagdes de meio para producdo de tempeh por

Fermentacdo semi-sélida da soja por Rhizopus oligosporus NRRL 1526.
2.2 Objetivos especificos foram:

e Testar diferentes formulagdes de meio para producao do Tempeh;

e Avaliar a influéncia da quantidade de in6culo;

e Avaliar o tempo de fermentacdo na elaboracdo do tempeh;

e Avaliar a influéncia da quantidade de matéria prima na elaboragdo do tempeh;
e Realizar a Caracterizacao fisico-quimica do tempeh;

e Determinar a atividade proteolitica do fermentado.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Alimentos ricos em proteinas

As proteinas sdo compostos orgadnicos complexos, essenciais aos organismos
animal e humano. Exercem importantes papéis no organismo, como carreadores de fons e
moléculas, hormodnios, células de defesa, fonte energética e estrutural. Fornecem ao
organismo quantidades adequadas de aminodcidos para a sintese € manuten¢do dos tecidos
corporais. A qualidade protéica € um aspecto importante de grande consideracdo de
necessidade humana. Portanto, torna-se importante nao somente a quantidade, como o tipo de

proteina ingerida, a matriz alimentar em que a proteina é consumida e o estado fisiologico do

individuo que a recebe (MENDES et al, 2009) .

A soja constitui excelente fonte de proteina para a alimentacdo humana e animal.
Os grdos se caracterizam por conter muito pouco ou nenhum amido, cerca de 20% de dleo e
40% de proteina, que sdo de elevado valor nutritivo. Varios estudos t€m demonstrado que o
consumo dos grdos ou produtos derivados de soja estd frequentemente associado com a
reducdo do risco de inimeras doencas, tais como cancer de esdfago, pulmao, prdstata, mama e
cOlon/reto, doencas cardiovasculares, osteoporose, diabetes e sintomas da menopausa € iSso
fez com que o consumo da soja na alimentacdo humana quadruplicasse nos ultimos cinco
anos atingindo hoje 4% do total produzido no Brasil (TOLEDO et al., 2007).

Dessa forma, ha evidéncias de que nos ltimos anos vem intensificando a inclusao
de produtos a base de soja na alimentagdo humana, visto que esse grao é um dos alimentos
mais completos em relacdo as proteinas. A soja é considerada um alimento funcional, fornece
nutrientes ao organismo, trazendo beneficios para a satide quando consumida como parte de
uma dieta sauddvel. Hoje se encontra no mercado uma razodvel quantidade de produtos feitos
a base de soja, como por exemplo, extratos de soja utilizados em bebidas e substitutos de
produtos carneos, tais como hamburgueres e empanados (BERNO et al., 2007).

A proteina de soja, contendo todos os aminodcidos essenciais em adequada
propor¢do, € a tunica do reino vegetal, produzida em grande escala, que pode substituir
razoavelmente bem as proteinas animais sob o ponto de vista nutricional. Os problemas de
saude causados pela md nutricdo constituem a realidade do dia a dia para boa parte da

populagdo brasileira (CANTO e TURATTI, 1989).
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3.1.1 Vegetarianos

Segundo a Sociedade Vegetariana Brasileira, é considerado vegetariano todo
aquele que exclui de sua alimentacdo todos os tipos de carne, aves e peixes e seus derivados,
podendo ou ndo utilizar laticinios ou ovos. O vegetarianismo inclui o veganismo, que é a
pratica de ndo utilizar produtos oriundos do reino animal para nenhum fim (alimentar,

higi€nico, de vestudrio etc.) (SBV, 2012).

Existe uma série de fatores que levam uma pessoa a ser vegetariana, desde o
simples fato de ndo simpatizarem com o sabor das carnes até a sensibilidade da pessoa para
com 0s animais, que acabam sendo contra a morte dos animais para seu consumo. Para uma
pessoa se tornar vegetariana € necessario ter um cuidado a mais com sua alimentagdo, pois ha
alguns nutrientes que estdo presentes na carne como Ferro e Proteina principalmente que se
nao forem retirados de outros alimentos, pode ter um efeito negativo na saude do individuo
(PEREIRA, 2012).

As dietas vegetarianas sdo dietas principalmente com base no consumo de
vegetais, no entanto, alguns adeptos a esse tipo de alimentagdo consomem produtos de origem
animal como, ovos e leite.

Alimentos a base de soja podem ser fermentados, que em geral, sdo alimentos
tradicionais orientais como o missO, shoyu, tempeh, natto ou ndo fermentado, entre os quais
os mais populares sdo leite de soja e tofu. Tem sido consumido por vegetarianos € nao
vegetarianos para substituir o consumo de carne (BAVIA et al., 2012).

Se considerarmos que uma dieta nutricionalmente vegetariana ela pode ser
caracterizada por aumento da ingestdo de hidratos de carbono complexos, fibras, proteinas
vegetais, gorduras poli-insaturadas, antioxidantes e dcido félico, com uma diminui¢do na
ingestdo de calorias totais de proteina, animais, purinas, gordura total, gordura saturada,
acucares, sddio, colesterol e refinado, poderia melhorar prevenir o aparecimento ou reduzir os

sintomas de doencgas (ROMAN e CASTANO, 2007).

3.2 Soja

A soja chegou ao Brasil via Estados Unidos, em 1882. Gustavo Dutra, entio
professor da Escola de Agronomia da Bahia, realizou os primeiros estudos de avaliagdo de
cultivares introduzidas daquele pais. Em 1891, testes de adaptacdo de cultivares semelhantes

aos conduzidos por Dutra na Bahia foram realizados no Instituto Agrondmico de Campinas,
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Estado de Sao Paulo (SP). Assim como nos EUA, a soja no Brasil dessa época era estudada
mais como cultura forrageira - eventualmente também produzindo griaos para consumo de
animais da propriedade - do que como planta produtora de grios para a inddstria de farelos e

6leos vegetais (EMBRAPA, 2013).

E uma leguminosa herbacea anual cujo alto teor protéico de seusgrios (38%) e sua
facil adaptacdo aos diversos tipos de clima e fotoperiodo, devido a suas inimeras variedades a
colocam entre as principais oleaginosas do mundo, sendo entre elas a mais cultivada.
(BARRETO, 2003).

A exploragdo dessa oleaginosa iniciou-se no sul do pais e hoje ja € encontrada nos
mais diferentes ambientes, retratado pelo avanco do cultivo em dreas de Cerrado. Nos anos
80, a soja liderou a implantagdo de uma nova civilizacdo no Brasil Central (principalmente
nos estados de Goids e Mato Grosso), levando o progresso e o desenvolvimento para regides
despovoadas e desvalorizadas. A expansdo continua em novos territérios do bioma cerrado,
estabelecendo uma nova fronteira agricola chamada de Mapitoba — Maranhdo, Piaui,
Tocantins e Bahia, no Norte e Nordeste do pais (FREITAS, 2011).

O valor nutricional da soja (Glycinemax (L.) Merril), prende-se ao seu alto teor de
proteinas de facil digestdo, rica em aminodcidos essenciais, € ao seu teor de 6leo. A soja
contém aproximadamente 40% de proteinas, 20% de lipideos, 17% de celulose e
hemicelulose, 7% de acticares, 5% de fibras e 6% de cinza (matéria seca) (VIEIRA, 2007).

Como o consumo de soja enfrenta dificuldades por varios segmentos
populacionais, a fermentacdo € uma alternativa que pode tornar o produto mais aceito, com
vantagens como: hidrolise de lipideos, proteinas, aumento de vitaminas do complexo B,

producdo de enzimas desejaveis, etc (TAVARES e KIYAN, 2002).

3.3. Fermentacio semi-sélida (FSS)

A FSS € definida como qualquer processo de fermentagcdo realizada sobre um
material ndo soluvel, que atua como o suporte fisico e fonte de nutrientes, na auséncia de
liquido de fluxo livre. O baixo teor de umidade significa que a fermentacao pode ser efetuada
apenas por um ndmero limitado de micro-organismos, principalmente de leveduras e fungos,

embora algumas bactérias também t€m sido utilizadas (PANDEY, 1992).

A natureza do substrato sélido utilizado € um fator muito importante, que afeta os

processos de FSS e sua selecdo depende de vdrios fatores, principalmente relacionados com
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custo e disponibilidade e, portanto, pode envolver a triagem de vérios residuos
agroindustriais. No processo FSS o substrato sélido, ndo s6 fornece os nutrientes para da
cultura, mas também serve como um ponto de ancoragem para as células microbianas. Entre
os varios fatores, que sdo importantes para o crescimento microbiano e da atividade de um
substrato especial, a umidade e atividade de dgua sdo os mais criticos (SANTOS, 2007).

A Fermentagdo Semi-Soélida € definida como sendo uma fermentagdo envolvendo
substratos sélidos com teor de umidade suficiente para o crescimento e metabolismo dos
micro-organismos. No estudo de processos fermentativos, a otimizagdo das varidveis,
principalmente parametros fisicos e quimicos, sdo de extrema importancia devido ao seu
impacto na economia e viabilidade técnica do processo (SANTOS, 2006).

De um modo geral a FSS é um processo microbiano que se desenvolve na
superficie de materiais solidos, que apresentam a propriedade de absorver ou de conter dgua,
com ou sem nutrientes soldveis. Estes materiais s6lidos podem ser biodegraddveis ou nao.
Para a FSS, € necessdrio que os micro-organismos crescam com nutrientes difusiveis sob ou

sobre a interface liquido-solido (SANTOS ET AL., 2006).

3.3.1 Micro-organismos

Os micro-organismos vém desempenhando um papel importante na produgdo de
alimentos. Os vérios produtos de fermentacdo microbiana também sdo incorporados em
alimentos como aditivos e suplementos (antioxidantes, sabores, corantes, conservantes,

adocantes) (COUTO e SANROMAN, 2006).

Muitas vezes os fungos foram comparados a vegetais, no entanto, sdo organismos
que ndo possuem clorofila em suas células e, portanto nao realizam fotossintese. Todos os
fungos s@o eucariontes e podem ser unicelulares (leveduras, quitridias), ou multicelulares.
Normalmente possuem dois nicleos em suas células os quais podem ser visualizados pelo
microscopio optico empregando-se técnicas de coloracdo apropriadas.

Estima-se que hoje existam cerca de 1,5 milhdes de espécies de fungos, e desse
nimero sdo conhecidas pelos micologistas somente cerca de 69.000 espécies. Infelizmente,
devido a acdo predatéria do meio ambiente varias espécies de fungos estdo sendo extintas
antes mesmo de serem conhecidas, causando prejuizo imensurdvel para o equilibrio
ecoldgico, além de ndo se obter conhecimento do potencial biotecnoldgico dessas espécies.
Foram agrupados em um reino a parte - Reino Fungi — por apresentarem caracteristicas

peculiares que os diferem tanto de animais como de vegetais, além do grande ndmero de
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espécies encontradas por todo o planeta. Os fungos utilizam uma variedade de substratos
como fontes de carbono, entretanto, alguns grupos se especializaram em degradar substratos
particulares, tornando-se mais competitivos perante outros micro-organismos. Por essa razio
os fungos sdo encontrados em praticamente todos os ambientes no planeta. (SILVA e
COELHO, 2006).

A fermentacdo de micro-organismos € uma atividade multidisciplinar que envolve
a participag¢do de microbiologistas, bioquimicos, organica quimicos, técnicos de enzimologia
e engenheiros com especializacdo em quimica, bioquimica, mecanica, civil e ambiental. O
desenvolvimento de processos de fermenta¢do microbiana envolve muitos passos, que foram
agrupados em seis atividades: (a) o isolamento, rastreamento e selecdo apropriada do micro-
organismo, (b) a otimizacdo das propriedades fisico-quimicas e os pardmetros nutricionais,
bem como a padronizacdo de operagdes unitarias de processos em um laboratorio, (c) a escala
de estudos de acompanhamento e, se necessdrio, 0 concepcao e o estabelecimento da planta
piloto, (d) geracdo de dados de engenharia e design e layout da planta comercial; (e)
constru¢do da usina e da resolucdo de dificuldades na operacdo da planta durante a etapa de
incubacdo; (f) a operacdo regular da planta para a producdo de metabolitos microbianos.
Aumento de escala, por conseguinte, o elo crucial na transferéncia de escala de laboratério
processar a producdo em escala comercial (LONSANE et al., 1992).

O objetivo principal da fermentacdo de cereais e sementes ndo € tanto a sua
preservacdo, mas a modificacdo das suas propriedades organolépticas e nutricionais. No
Oriente, a tradicional arte de processamento da por fermenta¢do resultou em varios alimentos
deliciosos, faceis de digerir, nutritivos e sauddveis.

As principais vantagens da fermentacdo de alimentos em relagdo a outros
processos sdo a formacgdo de flavor, especialmente importante em dietas vegetarianas a base
de arroz, e a prevencdo de contaminagdes microbianas indesejaveis (ROSA et al, 2009).
Qualquer material vegetal disponivel pode ser utilizado como um substrato, desde que se
possa apoiar o crescimento de Rhizopus spp. e ser adequada para consumo humano apds a

fermentacdo (FENG, 2006).
3.4 Tempeh

Trata-se de um alimento ndo convencional, origindrio da Indonésia, produzido a
partir da fermentacdo de graos de soja descascados, cozidos e inoculados com o fungo

Rhizopus oligosporus (TAVARES e KIYAN, 2002).
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O tempeh é um fermentado que torna o grao mais leve e nutritivo produzido a
partir da utilizacdo dos fungos Rhizopus oligosporus, R.oryzae, R. arrhyzus ou R. stolonifer, e
também com a participagdo, com menor relevancia, de bactérias e outros fungos. O Tofu,
também chamado de queijo de soja, é preparado a partir da fermentacio da soja utilizando-se
outros zigomicetos, como Actinomucorelegans ou outras espécies do género Mucor e de
Rhizopus. O oncom, uma comida tipica da Indonésia, trata-se de uma pasta de amendoim
fermentada pela espécie Rhizopus oligosporus (SILVA e COELHO, 2006).

A transformacdo da soja em tempeh através da fermentacio com o fungo
Rhizopus oligosporus que melhora a textura, sabor e aroma do produto. O tempeh tem uma
textura macia, devido a a¢do do fungo e a matriz intercelular entre células vegetais. Um aroma
leve de cogumelo € evidente no tempeh, como resultado da acdo do micélio flingico em
proteinas e lipidios da soja (FEREEIRA et al, 2011).

A fermentacdo de alimentos visa acentuar o sabor e aroma e € muito apreciado
pelos povos orientais, 0os quais t€tm como costume promover a fermentacdo de soja, arroz,
trigo e outros cereais. Além da acentuagdo no sabor dos alimentos, tem-se a liberacdo de
substancias benéficas para o organismo humano, como muitas enzimas e polissacarideos.

O tempeh € um alimento feito principalmente de soja, no entanto, pode ser feito a
partir de uma variedade de leguminosas e sementes sendo que seu nome é dado a partir da
matéria-prima utilizada. Este produto € distribuido em quatro etapas do processo de
fabricacdo, imersdo, fervura, inoculacdo microbiana e incubacao. Produzido principalmente
por industrias de pequeno porte com uma produgdo de 10 kg 4 4 toneladas por dia. Estima-se
que ha mais de 100 000 produtores de tempeh espalhados nas provincias da Indonésia.
Populagcdes urbanas e rurais, especialmente em Java, geralmente consomem tempeh como
uma parte da sua alimenta¢do didria. Devido sua grande quantidade de proteinas (ASTUTI et
al., 2000).

Os fatores antinutricionais existentes nos alimentos podem desencadear efeitos
fisiolégicos nao desejados, ou ainda, reduzir a biodisponibilidade e absor¢do de alguns
nutrientes (SILVA e SILVA, 2000).

Os graos de cereais contem varias fontes antinutricionais, tais como: 1) o acido
fitico, 2) taminos, e 3) os polifenois( SANDGERG e SVANGERG, 1991; SVANBERG et al,
1993; MATUSCHEK et al, 2001). Durante o processo de fermentacdo para obtencdo do
tempeh com R. oligosporus pode reduzir ou eliminar estes fatores anti-nutricionais

(HACHMEISTER e FUNG, 1993; RODRIGUEZ-BURGER et al., 1998).
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Com a produgdo do tempeh, a partir da fermentacdo semi-sélida da soja, pode-se
aumentar a biodisponibilidade de proteinas, lipidos, hidratos de carbono e minerais, tais como
ferro e zinco (STEINKRAUS et al, 1983;. NOUT & ROMBOUTS, 1990; HACHMEISTER
& FUNG, 1993; RODRIGUEZ-BURGER et al, 1998; ASTUTI et al, 2000).

Vitaminas, tais como a niacina (B3), riboflavina (B2), piridoxina (B6), acido
pantoténico e tiamina, também podem ser produzidos pelo fungo R. oligosporus, durante a
fermenta¢do do tempeh (NOUT & ROMBOUTS, 1990; MUGULA, 1992; SHURTLEFF &
AOYAGI, 2001; NOUT & KIERS, 2005).

O consumo de soja enfrenta dificuldades por varios seguimentos populacionais, a
fermentacdo € uma alternativa que pode tornar o produto mais aceito, com vantagens como:
hidrolise de lipideos, proteinas, aumento no conteudo de algumas proteinas do complexo B,
producdo de enzimas desejaveis etc. H4 autores que dizem que a hidrolise de proteinas
fornece 85% de aminodcidos livres, o que torna o tempeh um alimento favoravel a individuos

com alguma disfuncdo do trato gastrointestinal (TAVARES e KIAN, 2002).
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4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL
Este trabalho foi realizado nos Laboratérios de ensino e pesquisa na Universidade
Federal do Maranhdo, Campus II, no Centro de Ciéncia Sociais Saide e Tecnologia,

Imperatriz- MA.

4.1. Matéria-Prima

Utilizou-se a soja como matéria-prima para realizar as fermentagdes, adquirida no

comércio da cidade de Imperatriz, Maranhao.
4.2. Micro-organismo

O micro-organismo utilizado com agente de fermentacao foi a linhagem do fungo
filamentoso Rhizopus oligosporus NRRL 1526, que foi gentilmente cedido da cole¢do de

micro-organismos de Northern Regional Research Laboratory (NRRL) dos Estados Unidos.
4.2.1 Conservagdo e ativacdo da linhagem

Os esporos de Rhizopus oligosporus NRRL 1526 liofilizados vieram armazenados
em capsulas de vidro até a Universidade Federal do Maranhdo, apds o recebimento dos
esporos, os mesmo foram reativados em duas etapas. Na primeira etapa realizou-se a
transferéncia destes para tubo de ensaio rosqueados com meio dgar inclinado batata dextrose,
cuja composic¢ao encontra-se detalhada no anexo A e incubada a 30 °C por 10 dias em estufa e
posteriormente conservados a 4°C. A segunda etapa consistiu-se na transferéncia dos esporos
do 4gar da primeira etapa para novo agar em placas de petri e incubada a 30 °C por 10 dias em

estufa (Figura.la).
4.2.2 Preparo do inéculo em arroz

Os esporos da segunda etapa de ativagcdo foram suspensos mediante a adi¢do de
10 mL de 4gua destilada estéril. O volume de ImL da suspencdo de esporos foi utilizado
como in6culo em 20 g de meio de arroz em frascos Erlenmeyers de 125 mL, o meio inoculado

foi incubado a 30 °C por 10 dias em estufa (Figura 1b).

Durante o periodo de incubacdo foram observados aspectos de coloracao,
esporulacdo e formacdo de micélio aéreo, sendo esta um indicativo de condi¢cdes ambientais

adversas, escassez de nutrientes, de dgua e temperaturas ndo favoraveis ao desenvolvimento
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fingico. Posteriormente, os frascos foram armazenados sob refrigeracio a 4 °C por, no
maximo trés meses, para serem utilizados como indculo das fermentacdes.
Figura 1 - a) Etapa de ativacdo do Rhizopus oligosporus; b) Etapa de esporulagao

Rhizopus oligosporus.

Fonte: BRITO, 2013

4.3 Inéculo para fermentacao semi-sélida

Foram adicionados 40 mL de dgua destilada estéril em cada Erlenmeyers
contendo o arroz com os esporos. Com o auxilio de um bastdo de vidro foi realizada a
agitacdo manual dos frascos para promover a liberacdo dos esporos. Em seguida, a suspensao

foi filtrada com gaze estéril e transferida para recipiente também estéril.
4.4 Meio de fermentacio para obtencao do tempeh

O meio para a fermentacdo semi-sdlida constiuiu-se basicamente de soja. Foi
necessdrio a realizac@o de etapas de pré-tratamento para a utilizagao da soja nas fermentagdes.
As etapas de preparacdo da soja foram: hidrata¢do dos graos, acidifica¢do, coccao, retirada da

casca, drenagem e arrefecimento, de acordo com o Fluxograma (Figura 2).
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Figura 2 - Fluxograma das etapas para preparagdo da soja.

Soja

1

Hidratagio dos grios

! 1

Adicio de Acido Acético

! ]

Cozimento

!

Descascado

! ]

Drenagem

! 1

Arrefecido

Fonte: BRITO, 2013

As etapas empregadas na preparacdo da soja foram:

Etapa 1: Pesou-se a quantidade de soja a ser fermentada, levando em consideracdo
que os graos absorverao grande quantidade de dgua.

Etapa 2: Os grio de soja foram submetidos a uma hidratacdo por imersdo em agua
fria durante um periodo de 8 a 12 horas.

Etapa 3: O 4cido acético foi adicionado a 2 litros de dgua, sdo utilizados 25 mL
desse. Este passo € executado para evitar o crescimento de indesejados micro-organismos.

Etapa 4: Todo o contetido foi transferido para uma panela, onde haverd o
cozimento durante 30 minutos. Se necessario, adiciona-se dgua até que possa cobrir 0s graos.

Etapa 5: Apds o cozimento, as peles do grao foram removidos para promover uma
melhor crescimento do micro-organismo. Este passo pode ser feito, friccionando os graos
juntos com as maos, apertando-os com um movimento de amassar. Deve-se mexer

delicadamente fazendo com que as cascas subam a superficie, em seguida jogar fora a dgua e
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cascas em uma peneira. Adiciona-se dgua limpa e repete-se até que a maioria das cascas
sejam removidas.
Etapa 6: Drenou-se toda dgua depois de executar a Etapa 5, com uma peneira.
Etapa 7: Os grao foram submetidos ao arrefecimento, procedimento em que a soja
€ levada para secagem em estufa ou deixar os grdos na panela em fogo brando, ambos até que

os graos fiquem secos.

4.4.1 Parametros avaliados

4.4.1.1 Avaliagao de diferentes formulacdes para obtengdo do tempeh

Condicao 1: adaptada de Babu etal., (2009)

e Os griao de soja secos foram hidratados por imersdao em dgua fria durante a
noite, aproximadamente 12 horas;

e Adicionou-se SmL de &cido acético;

e Friccionou-se os graos juntos com as maos, para que as cascas Se
desprendessem;

e Tempo de cozimento dos graos de 90 minutos;

e Os graos foram secos em temperatura de 60 °C durante 10 minutos;

e ApOds a secagem, os graos foram deixados em descanso até que estejam a uma
temperatura de 37-38 © C, momento ideal para iniciar a inoculacdo;

e Volume de indculo de 1,5 mL para 40g de soja, cozida e descascada em
Erlemeyers de 250 mL;

e ApOds a adi¢do do indculo realizou-se a homogeneizacao com bastio de vidro,
para aumentar a superficie de contato do micro-organismo com o substrato, em seguida o
meio foi incubado a uma temperatura de 30 ° C por 5 dias;

Condicao 2: adaptada de Ferreira et al., (2011)

e Tempo de cozimento de 10 minutos;

¢ Em seguida foram descascados;

e Depois os graos de soja descascadas foram embebidos em dgua e deixados em
repouso durante 17 horas a temperatura ambiente;

e Em seguida a dgua foi descartada e os cotilédones foram hidratados novamente
para o cozimento durante 30 minutos;

e Apds a coccdo a dgua foi drenada e os cotilédones cozidos foram arrefecidos a

temperatura ambiente;
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e Em seguida adicionou-se volumes de diferentes quantidades de esporos do
fungo Rhizophus oligosporus NRRL 1526, aos cotilédones cozidos e arrefecidos;

Avaliacdo de diferentes concentra¢des de inoculo: 0,5 mL ; 1,0 mL e 1,5 mL de
Rhizophus oligosporus para 100 g de soja.

e Foram embalados em sacos de plasticos perfurados a uma temperatura de 30

°C.

e A cada 24 horas de incubac¢do amostra foram retiras para andlise durante 72
horas;

Condicao 3:

e Pesou-se 250 g de soja;

e Os graos foram embebidos de 2 litros de dgua e deixados descansar durante 10
horas;

e A soja foi friccionada com a ajuda das maios, para que os graos fossem
divididos com um movimento de amassar;

e Agitou-se suavemente para que as cascas subissem para superficie, em seguida
decantar a d4gua e 0s cascos em uma peneira;

e Em uma panela, a soja foi coberta de dgua e adicionando-a o vinagre, 25mL, e
colocada para cozinhar durante 30 min;

e Retirou-se a dgua e continuou aquecendo-a na panela em fogo baixo até a
secagem dos graos;

e Volume de indculo testados: 2mL, 4 mL e 6 mL/100 g e incubados a 30 °C
em, em sacos plasticos perfurados por 24 horas.

Condicao 4:

e Os graos foram embebidos em dgua corrente durante 10 horas;

e Adicionou-se acido 25 mL de acido acético;

e Em seguida realizou-se a coc¢do da soja por 40 min;

e Os graos foram colocados para descansar;

e Transferiu-se a soja para uma panela de aluminio, em fogo brando, mexendo-a
com uma colher durante 10 minutos para a secagem da agua;

e Logo apds inoculou-se o micro-organismo nos graos em um béquer de 500 mL;
agitou-se com um bastdo de vidro e transferiu-se a soja para sacos pldsticos perfurados;

e Variagdo da quantidade de substrato em relacdo ao volume de indculo:

4mL/100 g de substrato; 4 mL/ 200 g de substrato;
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Amostras retiradas a cada 24 horas, durante 48 horas;
Incubou-se a 30 °C
Condicao 5:

Nesta condi¢do o micro-organismo foi inoculado, na soja, na sua forma

vegetativa, utilizou-se o fungo com apenas cinco dias de incubagdo antes da esporulagdo do

micro-organismo;

Os graos foram embebidos em dgua corrente durante 10 horas em seguida

cozinhou-se a soja por 40 min;

Descascou-se os graos, colocou-se a soja em uma panela de aluminio, em fogo

brando, mexendo-a com uma colher durante 10 minutos para a secagem da agua;

Logo apds inoculou-se 0 micro-organimo nos graos em um béquer de 500 mL,

agitou-se com um bastdo de vidro e transferiu-se a soja para sacos plésticos perfurados;

Variacdo do volume de indculo e quantidade de substrato: 4mL/100 g de

substrato, 8 mL/200 g de substrato e 12 mL/300 g de substrato;

Incubou-se a 30 °C por 24 horas.

Condicao 6

Nesta condicdo ndo adicionou-se o acido acético;

Cozinhou-se a soja em panela de pressao.

A soja foi embebida em dgua por 12 horas;

Cocc¢ao da soja por 10 min em panela de pressao;

Friccionou-se os griaos juntos com as maos, para que as cascas se desprendam;

Variacdo do volume de indculo e quantidade de substrato: 4mL/100 g de

substrato, 8 mL/200 g de substrato e 12 mL/300 g de substrato por 24 horas.

Condicao 7

Nesta condicao o acido acético foi adicionado;

Cozinhou-se a soja em panela de pressao.

A soja foi embebida em dgua por 12 horas;

Coccio da soja por 10 min em panela de pressao;

Friccionou-se os graos juntos com as maos, para que as cascas se desprendam;

Variacdo do volume de inéculo e quantidade de substrato: 4mL/100 g de

substrato, 8 mL/200 g de substrato e 12 mL/300 g de substrato por 24 horas.
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Condicao 8

e Os grios foram embebidos de 2 litros de d4gua e deixados descansar durante 10
horas;

e A soja foi friccionada com a ajuda das maos, para que os grdos fossem
divididos com um movimento de amassar;

e Agitou-se suavemente para que as cascas subissem para superficie, em seguida
decantar a 4gua e os cascos em uma peneira;

e Na panela, a soja foi coberta de dgua e adicionou-se 25 mL de vinagre;

e Colocou-se para cozinhar durante 30 min;

e A soja entdo foi levada para estufa a 60 °C por 10 minutos;

e Variagdo do volume de indculo e quantidade de substrato: 3mL/100 g de
substrato, 4 mL/100 g de substrato e 6 mL/200 g de substrato;

e Inoculou-se com micro-organismo Rhizopus oligosporus a soja, em sacos
plasticos perfurados;

e E encubado a 30 °C por 24 horas.
4.4.1.3 Caracterizacao fisico-quimica do tempeh

Com o objetivo de determinar as caracteristicas fisico-quimicas da melhor
condi¢do encontrada do tempeh, foram determinados os teores de , proteinas, lipideos, fibras,

cinzas, carboidratos, umidade e atividade de dgua (Aw).

e Umidade

A umidade foi determinada pela balanca de umidade, modelo MAC 210. Com
base na determinacdo de volateis a 105 °C. Pesou-se aproximadamente 1 g da amostra em um
vidro- relégio previamente tarado. Entdo o equipamento estabelece a umidade.

o Atividade de dgua (Aw)

A atividade de 4gua foi determinada através do medidor digital de Aw utilizando
o equipamento AQUALAB Dew point waterctivilymite 4tl, a temperatura de (25 °C = 4 °C).

e Determinacdo do pH

Para a determinacdo do valor de pH pesou-se 10 g do tempeh, a amostra foi
triturada em liquidificado industrial; colocou-se em um béquer de 15 mL e adicionou-se 10
mL de 4gua destilada em agitacio pro 30 minutos. Mediu-se o pH com auxilio de

potencidmetro devidamente calibrado com solu¢des tampao de pH 4,0 e 7,0.
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e Lipideos

Os lipideos foram extraidos através do equipamento soxhletde acordo com o
método descrito nas Normas Analiticas do IAL (2008).

e C(Cinzas

As cinzas foram determinadas, segundo o método recomendado pelo IAL (2008).
Pesou-se em cadinho de porcelana, previamente tarado, cerca de 3 g de tempeh dessecada.
Levou-se a amostra para a carboniza¢do em temperatura de 200 °C e em seguida, incinerou-se
a amostra em mufla a temperatura de 550°C. Deixou-se reduzir a temperatura da mufla até
aproximadamente 80 °C e transferiu-se o cadinho para um dessecador. A quantidade de cinzas
foi estabelecida como a razdo entre a diferenca dos valores final e inicial pelo valor inicial da
amostra, multiplicando esta por 100 expressando um valor percentual da mesma.

e Carboidratos

Método da diferenca de 100 (subtraindo o teor de proteinas, fibras, lipideos,
cinzas e umidade) descrito nas Normas Analiticas do IAL (2008).

e Proteina

Fracao protéica foi determinada pelo Método sugerido na esalq de piracicaba-
departamento de zootecnia- ruminantes. O Principio do método no fato de as proteinas terem
porcentagem de nitrogénio quase constante, em torno de 16%, o que se faz € determinar o
nitrogénio e por meio de um fator de conversao, transformar o resultado em proteina bruta.
Inicialmente faz-se a digestdao da amostra, onde o nitrogénio organico € transformado em
amonia, e 0s compostos organicos sdo convertidos em CO,, H,O etc. Pela titulagcdo, faz-se a
determina¢do quantitativa da amonia contida na solugdo receptora, transformando o valor para
% de proteina bruta.

o Fibras

A determinacdo do teor de fibras foi realizada utilizando 1 g da amostra
previamente realizada da extracdo de lipideos, em seguida colocou-se em um baldo de fundo
chato esmerilado (250 mL), adicionou-se 100 mL de solucdo 4cida preparada de acordo com o
método do TAL (2008) para fibra bruta. Levou-se a amostra ao aquecimento por 40 min a 105
°C, com auxilio do condensador e banho refrigerado a 20 °C. Em seguida a amostra foi
filtrada e lavada com 4gua destilada quente ate pH neutro, entdo a amostra foi levada a estufa
por 1 hora a 105 °C, esperou-se esfriar. Logo apds pesou-se subtraindo a massa do papel de

filtro utilizado durante a filtracdo.

Determinacao enzimdtica
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o Atividade enzimadtica de protease

Conforme Charney e Tomarelli (1947), a mistura de reag¢do constituiu de 1mL de
solucdo 0,5% de azocaseina em tampdo acetato 50 mM e pH 5,0 e 1 mL do extrato
enzimdtico. A mistura reacional foi incubada a 37 °C durante 40 minutos. Apds os 40
minutos, a reacdo foi parada com adicao de 1mL de solug¢do de acido tricloroacético 10% ,
objetivando a precipitacdo do substrato ndo digerido pelas enzimas proteoliticas. Em seguida
as amostras foram submetidas a centrifugacao a 3.600 rpm por 15 minutos. Transferiu-se 2mL
do sobrenadante contendo aminodcidos e oligopeptideos de baixo peso molecular para um
tubo de ensaio, e adicionou-se 2 mL de KOH 5 N, formando um composto com cor
caracteristica que foram quantificados por espectrofotometrocom comprimento de onda de
428 nm, contra um branco preparado em condi¢des idénticas, mas utilizando ImL de dgua
destilada em substituicdo a amostra.

Para obtencdo do branco de cada amostra, adicionou-se 1mL de solucdo de acido
tricloroacético logo apds a formagdo da mistura reacional (1 mL de solugdo de azocaseina e
ImL do extrato enzimatico).

Uma unidade de atividade proteolitica (U) foi definida como a quantidade de
enzima que produz uma diferenca de 0,01 na absorbéncia entre o branco e a amostra, por
minuto, nas condi¢des de reacdo estabelecidas. A atividade enzimatica foi expressa através da
diferenga de absorvancia entre as amostras enzimadticas analisadas com seus respectivos
brancos, sendo 1 unidade = Absorvancia - 0,01/ tempo de reacdo por mL do extrato

enzimatico.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao das condicoes estudadas

5.1.1 Condigado 1

Testou-se nesta condi¢do o volume de inéculo de 1,5 mL para 40 g de soja, em

Erlemeyer de 250 mL, por 120 horas de processo fermentativo.

N3do foi observado o crescimento denso do micélio, formando uma massa branca
caracteristica do tempeh, de 24 a 120 horas de processo fermentativo. A formulacdo do
tempeh avaliado neste processo fermentativo resultou em um produto de odor e coloracdo nao
caracteristicos (Figura 3). O tempo de fermentacdo e o reator utilizado no processo nio
propiciaram condi¢des necessdrias para que a fermentacdo da soja fosse realizada pelo micro-
organismo e obter as caracteristicas do tempeh com os graos ligados a massa sélida por

crescimento dos micélios dos fungos (NOUT e ROMBOUTS, 1990).

Figura 3 - Condi¢dol: Soja fermentada com volume de in6culo de 1,5 mL para 40
g de soja, em Erlemeyer de 250 mL, por 120 horas.

Fonte: BRITO, (2013).

5.1.2 Condi¢do 2

Nesta condi¢do avaliou-se diferentes concentragdes de indculo: 0,5 mL; 1,0 mL e
1,5 mL de Rhizophus oligosporus para 100 g de soja, sem adi¢do de acido acético e o tipo de
reator utilizado foi saco plastico perfurado durante 72 horas de processo fermentativo.
Observou-se que as amostras retiradas a cada 24 horas de incubacio apresentavam coloracao

escura e odor ndo caracteristico e a cada 24 horas que se passaou estas caracteristicas
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intensificaram-se. N@o observou a forma¢do da massa branca compacta desejada que é uma
caracteristica do produto fermentado obtido pelo crescimento do micélio do fungo. Isso pode
ter ocorrido devido a ndo acidificacio do meio, uma vez que, o acido acético ndo foi
adicionado ndo proporcionando a condi¢do ideal de pH para o crescimento do micro-

organismo.

A fermentacdo para a producdo do tempeh é considerada completa quando os
graos sao ligados firmemente e compactados em bolos brancos pela acdo do micélio do fungo
(RUSMIN e KO, 1974). Porém, as amostras retiradas com 24 h, 48 h e 72h ndo obtiveram
estas caracteristicas, apresentando um escurecimento dos graos de soja, ndo desejada (Figura
4,5¢0).

Observou-se que a adicdo de acido acético € necessdrio para evitar o crescimento
de micro-organismos indesejdveis, principalmente de bactérias patogénicas, além de o
crescimento do Rhizopus oligosporus ser pouco afetado pela ambiente 4cido, por ser um
micro-organismo acidéfilo. A taxa de crescimento de bolores mantem-se, enquanto o pH ¢é
igual ou superior a 3,5 e é ligeiramente mais lenta quando os graos foram mais 4dcido (BABU
et al., 2009), Segundo Felipe et al., (1995) o 4cido acético € um dos principais inibidores do

metabolismo microbiano.

Figura 4 - Soja fermentada nas concentracdes de 0,5 mL/100 g de substrato; b) 1,0
mL/100 g de substrato; ¢) 1,5ml/ 100 g de substrato — amostras avaliadas com 24 h de
incubados.

Fonte: BRITO, (2013).
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Figura 5 - a) Soja fermentada nas de concentragdes de 0,5 mL/100 g de substrato;
b) 1,0 mL/100 g de substrato; c) 1,5 mL/ 100 g de substrato — amostras retiradas com 48h de
incubados.

Fonte: BRITO, (2013).

Figura 6 - a) Soja fermentada nas de concentragdes 0,5 mL/100 g de substrato; b)
1,0 mL/100 g de substrato; ¢) 1,5 mL/ 100 g de substrato — amostras retiradas com 72 h de
incubados.

Fonte: BRITO, (2013).
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5.1.3 Condigdo 3

Os volumes de indculo testados nesta condicdo foram: 2mL, 4 mL e 6 mL/100 g
de substrato, em sacos pldsticos perfurados durante 24 h de processo fermentativo,

adicionando-se acido acético.

A fermentacio do tempeh foi fortemente influenciada pelos volumes de
inoculacdo de R.oligosporus. Quando R.oligosporus foi inoculado no volume de 2 mL
observou-se a obten¢do de massa compacta formada pela interacdo dos micélios com a soja,
graos ligados em uma massa sélida por crescimento dos micélios dos fungos (Figura 7- a).
Essas caracteristicas também foram encontradas no trabalho de Rosa et al, (2009) obtendo
uma massa branca compacta, envolvida pelos micélios do fungo.

O mesmo foi observado nos volumes 4mL e 6 mL, no entanto, apresentaram
pontos escuros nio caracteristicos do produto final, mostrando que os micélios ndo aderiram

toda a superficie da soja ( Figura 7-b e Figura 7-c).

Figura 7 - Soja fermentada nas concentracdes de a) 2mL/100 g de substrato ; b) 4
mL/100 g de substrato; ¢) 6 mL/100 g de substrato - amostras retiradas com 24 h de
incubados.

Fonte: BRITO, (2013).
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5.1.4 Condigdo 4

Nesta condicdo foram produzidos tempeh com volumes de inoculo de: 4mL/100
g, em sacos pldsticos perfurados com amostra sendo retiradas a cada 24 horas durante 48

horas. Para que fosse avaliado o melhor tempo de fermentacdo.

Observou-se na (Figura 8-a) que o tempeh retirado com 24 horas de incubagdo
apresentou graos ligados firmemente e compactados em bolos brancos pela acdo do micélio
do fungo, como cita Feng, (2006), em seu trabalho. No entanto, o tempeh retirado com 48
horas apresentou cor escura ndo caracteristica, em meio aos grdos de soja, cor ndo

caracteristica da soja fermentada. (Figura 8- b).

Figura 8 - a) Soja fermentada incubada por 24 horas em concentracdo de 4mL/100
g de substrato; b) Soja fermentada, incubado por 48 horas, em concentracdo de 4 mL/100 g de
substrato.

Fonte: BRITO, (2013).

5.1.5 Condigdo 5

A variacdo da quantidade de substrato em relagdo ao volume de inoculo observada
foi de: 4mL/100 g de substrato; 4 mL/ 200 g de substrato.

Nesta condicdo adicionou-se 4cido acético e utilizaram-se como reator sacos
plasticos perfurados, no entanto, o micro-organismo foi inoculado na sua forma vegetativa,
inoculou-se o fungo com apenas cinco dias de incubacgdo (Figura 1). Esta condicdo foi
realizada para andlise do poder fermentativo do fungo na produgao do tempeh.

A produgdo do tempeh ocorreu com 24 horas de incubag¢do produzindo odor
desagradédvel e cor escura (Figura 9). Nao se obteve a forma esperada com, graos ligados
firmemente e compactados em bolos brancos (RUSMIN e KO, 1974), se comparada ao

tempeh quando inoculado com Rhizopus oligosporus esporulado.
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Figura 9 - Soja fermentada incubado por 24 horas em concentracdo de: a) 4mL/100 g de
substrato; b) 4 mL/ 200 g de substrato.

Fonte: BRITO, (2013).

5.1.6 Condicdo 6

Nesta condi¢do o acido acético também ndo foi adicionado. As variagdes do
volume de inéculo e quantidade de substrato: 4mL/100 g de substrato, 8 mL/200 g de
substrato e 12 mL/300 g de substrato; os reatores utilizados foram sacos plasticos perfurados
para serem retirados apds 24.

A producdo do tempeh é considerada completa quando o desenvolvimento do
fungo compacta a soja, dando ao produto o aspecto de uma massa branca (ROSA et al, 2009).
Porém as amostras da (Figura 10-a, 10-b e 10-c) ndo obtiveram estas caracteristicas,

apresentando um escurecimento dos graos de soja, aspecto nao desejado para o produto.
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Figura 10 - a) Soja fermentada, incubado por 24 horas em concentracdo de:
4mlL/100 g de substrato; b) 8 mL/200 g de substrato; c) 12 mL/300 g de substrato.

Fonte: BRITO, (2013).

5.1.7 Condigcdo 7

A condi¢do 7 apresentou-se com a variagdo do volume de indculo e quantidade de

substrato: 4 mL/100 g de substrato, 8 mL/200 g de substrato e 12 mL/300 g de substrato.

O produto fermentado apresentou grdos unidos em uma massa compacta,
apresentado na Figura 11 e exalando um cheiro agraddvel, devido a a¢do desejada dos micro-
organismos, o tempo necessdrio para fermentacdo de 24 horas, proporcionada pelo tipo de
reator utilizado, permitindo a oxigenacao suficiente para respiracao do fungo, semelhante ao

produto descrito por Feng (2006) (Figura 13).

Figura 11 - a) Soja fermentada, incubado por 24 horas em concentragido de:
4mL/100 g de substrato; b) 8 mL/200 g de substrato; ¢) 12 mL/300 g de substrato.
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Fonte: BRITO, (2013).

Figura 12 - Soja fermentada, cortada na transversal: a) 4mL/100 g de substrato; b)
8 mL/200 g de substrato; ¢) 12 mL/300 g de substrato.

o IE . — AT
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Fonte: BRITO, (2013).

Figura 13 - Tlustracdo de tempeh refrigerados pronto para o consumo.

Fonte: BRITO, (2013).

5.1.8 Condigdo 8

Nesta condicdo o volume de inéculo e a quantidade de substrato: 3mL/100 g de

substrato, 4 mL/100 g de substrato e 6 mL/200 g de substrato.



39

O produto apresentou caracteristicas desejadas, de odor agradadvel e caracteristico
e uma massa branca compacta (Figura 14). Com o desenvolvimento do fungo, o micélio se
desenvolve envolvendo o grdo, dando ao produto o aspecto de uma massa branca compacta

(ROSA et al, 2009).

Figura 14 - a) Soja fermentada, incubado por 24 horas em concentracdo de
3mL/100 g de substrato;b) 4 mL/100 g de substrato; ¢) 6 mL/200 g de substrato.

Fonte: BRITO, (2013).

5.2 Caracterizacao fisico-quimica - Condic¢ao 7

De acordo com as condicdes testadas, escolheu-se a condicao 7 que foi a que mais
se aproximou dos resultados da literatura pesquisada, portanto, fez-se as caracterizacao fisico-

quimica e determina¢do da atividade proteolitica.
5.2.3 Determinagoes fisico-quimicas

A Tabela 1 reporta as analises fisico-quimicas da melhor condicdo encontrada,
com resultados de proteinas, umidade, lipidios, cinzas e carboidratos em porcentagem para

100 g de tempeh.
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Tabela 1 — Composicdo quimica do tempeh — valores convertidos para 100 g de

tempeh.
Amostra Proteinas Umidade Lipideos Cinzas Carboidratos
% % % %0 %
Tempeh — Condicao 7 28,90 51,64 1,67 0,06 17,73

Fonte: BRITO (2013).

Verifica-se com base na composi¢cdo quimica, que o tempeh apresentou um alto
teor de proteina, o que € evidenciado pela porcentagem de 28,90%. Observando um valor
menos do que Tavares e Kiyan, (2002) cita em seu trabalho, uma porcentagem de 43,6% de
proteina para 100 g de farinha de tempeh.

A primeira estimativa do valor nutricional de um alimento ou de uma dieta deve
ser feita com base no conhecimento da composi¢do quimica, portanto da propor¢cao em que 0s
diferentes nutrientes estdo presentes (SHAMBURY et al., 1992). Comprovadamente as fontes
proteicas de alto valor nutricional sdo de origem animal, no entanto a soja, um alimento de
origem vegetal, apresenta proteina com considerdvel valor nutricional (SARWAR, 1989).

Os dados obtidos experimentalmente da umidade, apresentado na Tabela 1,
mostra um alto valor, indicando 51,64%, sendo este obtido de parte da amostra (1 g) da
matéria imida. No entanto, ndo se obteve um valor proximo ao de Tavares e Kiyan, (2002),
que detecta em 9,3% de umidade na farinha do tempeh.

O teor de lipideos na soja fermentada encontramos o valor de 1,57% de tempeh.
Comparado com outros cereais € graos, a soja contém uma maior quantidade de gordura. Em
cada 100 g do grao de soja, encontra-se 17,7 g (PAULETTO e FOGACA, 2012).

Segundo Paris, (2008) o valor de cinzas na soja integral apresenta um valor de
4,9 %. No tempeh produzido encontrou-se o indice de 0,06 %, de cinzas (Tabela 1).
Observando que nao h4 alteracdes significativas, na soja, quando a mesma € fermentada.

Observou-se que o teor de carboidratos, 17,73 %, do tempeh, obtido através da
subtragdo de 100 a soma dos demais componentes, apresentou um valor alto, préximo ao que

fala Tavares e Kiyan, (2002) em seu trabalho, obtendo neste um valor de 22,5 %.

5.2.4 Determinagoes analiticas e enzimdtica
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A Tabela 2 apresenta os resultados de pH, Atividade de dgua (Aw), e Atividade

proteolitica (U/g), da melhor condi¢@o encontrada.

Tabela 2 - pH, Atividade de dgua (Aw), Umidade e atividade proteolitica (U/g) do
Tempeh de que mais se enquadrou nas perspectivas esperadas.

Amostra pH Aw Atividade proteolitica (U/g)
Tempeh — 6,84 £0,17 0,9854 + 0,003 50,4 £ 0,034
Concicado7

Fonte: BRITO (2013).

O valor de pH determinado foi de 6,84, proximo a neutralidade, revela o aumento
significativo de pH 5, antes do micro-organismo ser inoculado, a pH 7, devido a libertacao de
amoniaco no produto final, afirma Sparringa e Owens, (1999).

Apesar de possuirem defini¢Oes distintas, o teor de atividade de dgua se relaciona
com o teor de umidade. Do ponto de vista microbioldgico, a atividade de dgua (Aw) € um
parametro crucial, definido como sendo a dgua disponivel ou acessivel ao micro-organismo
(SOUSA, 2009). Obteve-se no produto fermentado uma atividade de dgua de 0,9854 Aw.

Durante a fermentacdo do tempeh, o substrato é degradado por enzimas
produzidas pelo R.oligosporus, tais como (poligalacturonasecarbohydratases, endocelulase,
xilanase, arabinanase, lipases, proteases e fitases (NOUT e ROMBOUTS, 1990). Neste estudo
determinou-se a atividade de protease que resultou na classificacdo do tempeh com altos
niveis de atividade enzimadtica. Os resultados de atividade de protease aqui apresentados sao
real incrementos de atividade de proteases durante a FSS.

WANG et al., (1974), utilizando o fungo Rhizopus oligosporus NRRL 2710 e o
substrato de soja produziu 25 U/g de substrato, enquanto neste trabalho foi produzido

50,4U/g com mesmo substrato e com Rhizopus oligosporus NRRL 1526.

6. CONCLUSOES

e Foi possivel avaliar diferentes formula¢des para obten¢do do tempeh;
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e No estudo de variagdo de concentragdao de inoculo foi possivel obter a melhor
concentragdo para producdo do tempeh, que foi de 4mL/100 g de substrato.

e No estudo da variacdo de tempo de fermentacdo foi possivel observar que o
melhor tempo de fermentagdo foi de 24 horas;

e Diante dos resultados conseguiu-se chegar a uma formulagdo com
caracteristicas de crescimento microbiano que se assemelha ao produto comercializado em
paises ocidentais;

e Concluiu-se que existe alta atividade enzimética proteolitica na fermentagdo da

soja.



43

7. SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Apresentar o trabalho ao comité de ética para que este possa ser aprovado para
analises sensoriais;

e Realizar analises microbioldgicas,

e Realizar analises sensoriais;

e Aplicagdo para elaborag@o de novos produtos como hamburgers.
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ANEXO

ANEXO A - Composi¢ao dos meios de cultura

1. Agar Batata Dextrose (HiMedia)]Tabela 7.1 — Ingredientes do meio Agar Batata

Dextrose

Ingredientes g/L

Infusao de batatas 200,00
Dextrose 20,00
Agar 15,00

pH final (a 25°C): 5,6 + 0,2



