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RESUMO

No mercado consumidor atual existe uma demanda crescente por produtos saudaveis e
diversificados. A sociedade esta mais ciente dos beneficios de alimentos fermentados, inclusive
daqueles a base de soja. A fermentacédo semissélida tem ganhado hovamente a aten¢éo, devido
aos maiores rendimentos na obtencao de produtos. Nesse trabalho foram analisadas estratégias
de producéo de fermentados tendo como substrato gréos de soja e leite de soja. Foi produzido
iogurte a partir da fermentacéo lactica do leite de soja com a flora microbiana (Streptococcus
thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus) obtida de iogurte natural por cerca de 6
horas em temperatura ambiente. Graos de soja, hidratados e triturados, foram utilizados como
meio na fermentacéo semissélida por Penicillium roqueforti. O meio com inéculo foi armazenado
em sete sacos plasticos em condi¢c6es microaerofilas por 7 dias a 30+5 °C. Na fermentacdo do
leite de soja para produc¢do do iogurte houve reducdo do pH de 7,6 para 5,0 e do °Brix de 12
para 8,2, indicando o consumo de acucares e producdo de &cidos lacticos. Os valores de
produtividade, fator de converséo do substrato em produto e rendimento foram 157,44 g.L1.h",
0,984 g/g e 96 %, respectivamente. Na fermentacdo semissdlida, o maior crescimento do P.
roqueforti ocorreu no meio contendo somente os gréos de soja hidratados e triturados. A adicdo
de sal ao meio atuou como inibidor. Obteve-se sucesso em ambos 0S processos, ja que houve
crescimento microbiano resultante do consumo do substrato.

Descritores: logurte de soja, Tempeh, Penicillium roqueforti, Bactérias lacticas.

FERMENTED PRODUCTS OBTAINED FROM SOYBEANS (Glycine max):
LACTIC FERMENTATION AND SOLID STATE FERMENTATION

ABSTRACT

In the current market there is a growing consumer demand for healthy and diversified products.
The society is more aware of the benefits of fermented foods, including those based on soy. The
solid state fermentation has gained attention again due to higher income in obtaining products. In
this work we analyzed the production strategies of fermented products having as substrate
soybeans and soy milk. Yogurt was produced from the lactic fermentation of soy milk with the
bacterial flora obtained from natural yogurt (Streptococcus thermophilus and Lactobacillus
delbrueckii ssp. bulgaricus) for about 6 hours at room temperature. Hydrated and crushed
soybeans were used as a medium for semisolid fermentation by Penicillium roqueforti. The
medium with the inoculum was stored in seven plastic bags under microaerophilic conditions for
7 days at 30£5 °C. In the production of yoghurt was observed during fermentation a pH reduction
from 7.6 to 5.0 and the °Brix from 12 to 8.2, indicating sugar consumption and lactic acid
production. The values of productivity, conversion factor of substrate to product and yield were
157.44 gL-1.h-1, 0.984 g/g and 96%, respectively. In solid state fermentation, the largest growth
of P. roqueforti occurred in medium containing only the soybeans crushed and hydrated. The salt
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added in the medium acted as an inhibitor. Success was achieved in both cases, since there was
microbial growth resulting from the consumption of the substrate.

Keywords: Soy yogurt, Tempeh, Penicillium roqueforti, Lactic acid bacteria.

INTRODUCAO

Atualmente, existe uma crescente solicitacdo por parte do consumidor, de
produtos saudaveis e diversificados. Neste sentido, nos ultimos anos a industria
alimentar tem dada a devida atencao ao desenvolvimento de alimentos funcionais, mais
saudaveis e saborosos, entre 0s quais se encontram muitos dos alimentos fermentados
(2).

Ha muito tempo, a producéo de bebidas e alimentos fermentados tem sido usada
como uma das maneiras de conservacao de matérias primas pereciveis, por aumentar
o tempo de vida util de prateleira (1). Os tipos de alimentos fermentados produzidos em
diferentes regides do mundo refletem a dieta de cada regido. Esses alimentos fornecem
uma grande contribuicdo a alimentagcao em todas as partes do mundo (2).

Asoja(Glycine maxMerrill L.) tem despertado a ateng&o de alguns consumidores
pelo seu valor nutricional, como fonte de proteinas de alta qualidade. Ha uma nova
tendéncia as pessoas estejam cada vez mais conscientes dos inimeros beneficios do
consumo de alimentos fermentados, inclusive daqueles a base de soja, e de uma dieta
baseada em vegetais e alimentos integrais (3).

A G. max é uma planta de consumo milenar, sendo consumida pela populagéo da
Asia oriental ha mais de 2 mil anos, na forma de alimentos tradicionais, como nimame
(soja integral cozida), edaname (soja verde e fresca), extrato hidrossollvel de soja, tofu,
kori-tofu (tofu desidratado a frio), abura-age (tofu frito), molho de soja, missé, natto e
tempeh (4).

Apesar do seu cultivo milenar no oriente, no Brasil, a G. max comecgou a ser
cultivada apenas no final do século 19 (5). Somente em 1919, que a oleaginosa passou
a ter um destaque efetivamente internacional, quando a cultura comegou a ganhar
espaco nos EUA (6).

Ap6s a década de 1970, a soja se consolidou como a principal cultura do
agronegocio brasileiro, passando de 1,5 milhdes de toneladas em 1970 para 86,12
milhdes de toneladas em 2014 (7). Esse crescimento € devido, ndo apenas ao aumento
da area cultivada, mas, também, ao expressivo incremento da produtividade (8).

A maior parte (cerca de 85%) da colheita mundial de soja é processada para

produzir o 6leo e os residuos da extracdo usados na preparacao de racdes para animais.
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Somente 10% da producdo sdo usados diretamente para alimentacdo humana,
principalmente na Asia (6).

Pesquisas tém sido realizadas para identificar as potencialidades deste alimento,
principalmente devido & quantidade e a qualidade da sua proteina, sendo considerada,
dentre os vegetais, o melhor substituto de produtos de origem animal. Além disso, a soja
€ importante fonte de outros compostos, como fibras, oligossacarideos com potencial
prebidtico, vitaminas e minerais (9,10).

No Brasil, tem aumentado a procura por alimentos a base de soja, com diversos
produtos sendo lancados no mercado. Paralelamente, nos ultimos 20 anos houve o
crescimento da utilizacdo de culturas lacticas na area alimenticia e farmacéutica. As
bebidas lacteas fermentadas que utilizam como substratos na fermentacéo os derivados
de soja possuem alta qualidade proteica, auséncia de colesterol e lactose, baixas
concentracdes de &cidos graxos saturados. Essas caracteristicas sdo vantajosas e 0s
produtos podem ser utilizados por individuos com deficiéncia no metabolismo da lactose
(11-14).

O processo de fermentacdo em meio semissolido (Solid State Fermentation -
SSF), comumente empregado em paises do Oriente e do continente Africano visando a
elaboracédo de alimentos, vem ganhando adeptos em sua utilizagéo, ano apés ano, entre
pesquisadores da Europa e do continente Americano. S&o citados exemplos de
alimentos que necessitavam, da fermentacdo em estado sélido ha milénios, como, por
exemplo, na China, a producéo de molho de soja em 1.000 a.C. J& no Ocidente, uma
das primeiras referencias que se tem sobre o processo em meio solido, foi a obtencao
de queijo roquefort em 100 d.C (15).

A SSF utiliza substratos sélidos, como farelo de trigo, bagaco de cana e polpa de
papel. Nesses processos, 0s substratos sdo utilizados muito lentamente e de forma
constante, havendo a liberacdo controlada de nutrientes, de modo que 0 mesmo
substrato pode ser utilizado para longos periodos de fermentacéo. A SSF é um processo
adequado quando envolve fungos e microrganismos que requerem pouca umidade.
Nesse sentido, destacam-se o0s fungos filamentosos por apresentarem melhor
capacidade de crescimento nestas condi¢cdes. Sdo exemplos, as culturas de Rhizopus,
Trichoderma, Penicillium ou Aspergillus para obtencdo de enriquecimento proteico e
producdo de enzimas. Assim, um vasto campo de estudos tem sido vislumbrado
utilizando estes microrganismos (15,16).

O Penicillium roqueforti € um fungo sapréfito comum, difundido na natureza

podendo ser isolados a partir do solo, decomposicao de substéncias organicas e partes
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de plantas. Os principais usos industriais deste fungo s@o para a producdo de queijo
Gorgonzola, aromatizantes, agentes antibacterianos, polissacarideos, proteases e
outras enzimas (17).

Entre os alimentos produzidos por meio da SSF estd o Tempeh, uma das formas
de melhorar a qualidade nutricional do gréo de soja. A fermentagéo origina um alimento
seguro, do ponto de vista microbioldgico, sendo uma alternativa ao consumo de carne
e fornecendo nutrientes essenciais como proteinas ou vitamina B. O Tempeh pode ser
visto como um produto com elevado potencial, por reunirem um sé tipo de alimento as
caracteristicas essenciais para ser aceito pelos consumidores que desejam ter uma
alimentacédo saudavel e variada (1).

De acordo com o exposto, nesse trabalho foram analisadas estratégias de
obtencdo de produtos fermentados tendo como substrato a soja (Glycine max) e seu
derivado (leite de soja). Para tal, visou-se a realiza¢éo de processos de: (a) fermentagéo
lactica do leite de soja e (b) fermentacdo em estado solido de grdos de soja por

Penicillium roqueforti.

MATERIAL E METODOS

Fermentacdo Lactica do Leite de Soja

Microrganismo: Nesse processo, foi utilizado como in6culo um pote de iogurte natural
produzido pela Lebom Alimentos S/A. No iogurte natural sdo encontrados os
microrganismos Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus.
Esses microrganismos pertencem ao grupo das bactérias lacticas, constituido por
espécies Gram positivas, catalase negativas, microaerdéfilas e produtoras de acidos
lacticos (18,19).

Substrato: Leite de soja comercializado da Mais Vita produzido por Yoki Alimentos S.A
(20).

In6culo e fermentacao: Foi aquecido 1L de leite de soja até atingir 45 °C , foram
acrescentados trés colheres de sopa de aculcar (aprox. 30g) e uma colher de sopa de
amido de milho (aprox. 9g). A sacarose é responsavel por potencializar a fermentacao
e 0 amido de milho por aumentar a consisténcia do iogurte. Em seguida foi acrescentado
o0 inéculo e misturado até obtengdo de uma mistura homogénea. A mistura foi despejada
em um recipiente plastico devidamente higienizado. O recipiente foi envolto em uma
toalha e deixado repousar em lugar quente durante seis horas. Apés a fermentacao, o

iogurte foi conservado em geladeira (aproximadamente 8 °C).
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Parametros analisados: Foram analisados valores de pH e grau Brix antes e apés a
fermentacgdo, a partir de uma pequena amostra com diluicdo 1:3 em agua destilada. Os
valores de produtividade e fator de conversdo de substrato em produto foram obtidos

pelas Equagbes 1 e 2, respectivamente.
R e ko

Pr= — (D
P = PO
YP/S = SO — g (2)
Volumedeiogurte (produto
Rendimento(%) = g (p ) X 100%

Volumedeleite (substrato)

Em que: Pp = Produtividade do produto
P = Concentracéo final de produto
Po = Concentracéo inicial de produto
S = Concentracao final de subtrato
So = Concentracgdo inicial de substrato
t = tempo de fermentagéo
Yp /o= Fator de converséo de substrato em produto

Fermentacdo em Estado Sélido dos Gréos de Soja

Microrganismo: Nesse trabalho, para o inéculo, foi extraido o Penicillium roqueforti
diretamente do queijo gorgonzola e suspenso em leite de soja (Figura 1).0 queijo do
tipo Gorgonzola, de origem italiana, € conhecido como queijo azul, pelo abundante
crescimento do fungo Penicillium roqueforti, de tonalidade azul-esverdeado (21). O P.
roqueforti apresenta bom crescinmento cultivado em meio de cultura sintético ou

complexo, cresce em temperaturas na faixa de 20 - 30 °C (22).

Figura 1. Fungo filamentoso Penicillium roqueforti. A: Imagem de microscopia eletrénica do P.
roqueforti; B: Queijo Gorgonzola, pode-se observar o crescimento do fungo. C: Fungo P.
roqueforti extraido de uma fatia de queijo Gorgonzola industrial.
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Hidratacdo e cozimento dos graos: Os grdos de soja inteiros foram colocados de
molho em &gua quente até as cascas comecarem a se soltar. Entédo, os gréos foram
peneirados até as cascas flutuarem na 4gua e em seguida foi feita a remocao das
mesmas. A soja foi hidratada por submersdo em agua durante aproximadamente trés
horas. Apés esse tempo foi colocado duas colheres grandes de sopa de vinagre na agua
do cozimento deixando a soja cozinhar por aproximadamente uma hora. Em seguida,
foi feito a trituragdo em um processador, seguida de um cozimento durante mais trinta
minutos. Desligada a chama, manteve-se a panela fechada por dez minutos.

Finalmente, a agua foi escorrida e os graos secaram em um tecido de algodao.

In6culo e fermentacgdo: A suspensao do leite de soja contendo o Penicillium roqueforti
foi misturada aos graos triturados e secos. A mistura foi divida em 7 ensaios, colocados
em sacos plasticos (10x20 cm) que foram lacrados e perfurados com um palito, para
permitir a passagem de ar (condicdo microaerdfila). Os ensaios receberam diferentes
tratamentos, descritos na Tabela 1.

Em seguida, foi feita a pesagem de cada saco plastico (Tabela 1), correspondente
aos ensaios. Depois, os grdos embalados foram colocados numa incubadora com

temperatura entre 25 e 30 °C durante sete dias.

Tabela 1. Meio de cultivo nos ensaios de fermentagdo em estado solido e suas respectivas
massas (gramas) antes da fermentacao.

Ensaio Meio Semi-sdlido Peso
1 Gréos de soja 155,60 g
2 Gréos de soja 116,45 g
3 Gréos de soja 116,72 g
4 Graos de soja + 1,7 % de sal (% peso/peso) 98,859
5 Graos de soja + 1,7 % de sal (% peso/peso) 108,39 g
6 Graos de soja + 2,9 % de sal (% peso/peso) 122,37 g
7 Graos de soja + 14,8 mL de leite de soja 124,38 g

RESULTADOS E DISCUSSAO

Fermentacdo Léactica do Leite de Soja
Foi obtido sucesso no processo fermentativo, sugerindo a possibilidade da

utilizacdo do leite de soja como uma alternativa ao leite de origem animal. Os
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microrganismos Streptococcus thermophilus e Lactobacillus delbrueckii ssp. Bulgaricus,
geralmente utilizados pela industria de laticinios, apresentaram a capacidade de
fermentar os acucares do leite de soja, como substrato alternativo. O produto gerado é
indicado principalmente para os consumidores com intoleréncia a lactose ou outros
componentes do leite de origem animal, ndo havendo nenhuma restricdo para aqueles
que néo apresentam intolerancia.

Na Figura 2A, visualiza-se o aspecto do iogurte obtido, que adquiriu uma textura
consistente que segundo a literatura é atribuida a adicdo de amido de milho. Podem ser
também utilizadas outras substancias como 4gar ou gomas para obter um produto com
essa caracteristica. O soro retirado totalizou um volume de 40 mL, podendo ser

observado na Figura 2B.

Figura 2. Imagens obtidas ap6s o término do processo de fermentagéo lactica. A: logurte; B:
Soro retirado.

Os dados obtidos de variacdo de pH e grau Brix, s&o mostrados na Figura 3. O
grau Brix € um indicativo do teor de aglcares no meio (23), sendo que 1°Bx corresponde
a aproximadamente 1% da massa em agucar. No grafico da Figura 4 observa-se que o
pH e o grau Brix diminuiram durante a fermentagdo. A diminui¢cdo do pH € decorrente
da formagdo de Acido Lactico durante o processo fermentativo e a reducéo do Brix
indica o consumo de acucar. Assim, como esperado, ocorreu 0 consumo de agucar para

producéo de Acido Léctico.
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Figura 3. Variacao do pH do meio e do grau Brix na fermentacdo do leite de soja para
producéo de iogurte. Os valores foram medidos a partir de uma amostra com diluicéo 1:3 em
agua destilada.

Para o processo fermentativo, foram calculados os parametros mostrados na
Tabela 2. Infere-se pelos valores de rendimento e produtividade, que em primeira
analise o processo pode ser considerado rentavel. A viabilidade econémica dependera

da aceitacdo pelo mercado consumidor.

Tabela 2. Parametros calculados como indicativo da viabilidade do processo

Parametro Valor calculado
Produtividade (Pr) 157,44 g.L1.h?
Fator de conversédo de substrato em produto (Yp/s) 0,984 g/g
Rendimento (%) 96 %

O Unico residuo produzido no processo é o soro, que podera ser aproveitado como
substrato para outros processos bem como na alimentacédo de suinos. Além disso, essa
producdo de residuo é em pequena quantidade mantendo a responsabilidade

ambiental, portanto um processo sustentavel.

Fermentacdo em Estado Solido dos Gréos de Soja
ApoGs os sete dias de fermentacdo pode-se observar o crescimento do fungo
Penicillium roqueforti no meio, como mostrado na Figura 4. "Alguns estudos tem sido

realizados visando determinar as cinéticas de crescimento do microrganismo, de
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consumo de substrato e de geracdo do produto. Contudo, é muito dificil estimar
diretamente a biomassa microbiana no processo em estado solido, assim como separar,
em muitos casos, o0 micélio do substrato” (15). Assim, optamos por analisar o
crescimento do P. roquefortipela visualizagéo.

Algumas opcdes de métodos indiretos para quantificacdo do crescimento da
biomassa podem ser: (a) extragdo alcalina da proteina micelial do complexo celulose-
fungo, (b) estimativa da quantidade de ATP ou glicosaminado microrganismo, (c)
estimativa da quantidade de proteinas por infravermelho, (d) determinacéo da atividade
da lacase extracelular, (e) determinacéo continua da quantidade de CO- e O; presentes
na atmosfera do fermentador por analisadores de gases ou (f) por absorcdo do CO; em
NaOH (15).

O maior crescimento foi obtido no meio contendo somente os grdos de soja
hidratados e triturados (Figura 4). Nesse caso, a adi¢cdo de sal atuou como inibidor de
crescimento devido a quanto maior a concentracdo de sal no meio houve um
crescimento visualmente menor (Figura 4). O aumento da umidade provocado pela
adicdo do leite de soja ao meio de cultivo semi-solido, aparentemente, dificultou o
acesso do microrganismo a maiores regides do meio, como observado na Figura 7

houve um crescimento mais localizado.
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Figura 4. Imagens obtidas apés sete dias de fermentacao semi-sélida utilizando como mosto
0s graos de soja hidratados e triturados. A: Ensaio 1; B: Ensaio 2; C: Ensaio 3; D: Ensaio 4
(Gréos de soja + 1,7 % de sal); E: Ensaio 5 (Gréos de soja + 1,7 % de sal); F: Ensaio 6 (Graos
de soja + 2,9 % de sal); G: Ensaio 7 (adicdo de 14,8 mL de leite de soja).

N&o foi encontrada uma relagéo para as variagdes nas massas ao inicio e final do
processo. Em alguns casos a massa foi reduzida, o que pode se dever ha uma

evaporacao de agua do meio.

Tabela 3. Massa medida ao inicio e ao final do processo fermentativo semi-solido.

Ensaio Peso inicial (gramas) Peso final (gramas) Variagado
1 155,60 152,48 -3,12
2 116,45 113,89 -2,56
3 116,72 117,10 0,38
4 98,85 101,51 2,66
5 108,39 106,87 -1,52
6 122,37 121,07 -1,3
7 124,38 121, 79 -2,59

O produto resultante do processo nao € atrativo ao consumo humano, no entanto
podem ser encontradas outras aplicagbes como consumo animal e utilizagdo do
processo de fermentacéo semi-solida para obter metabolitos e/ou enzimas.

O Penicillium roqueforti vem sendo pesquisado para estratégias de producgéo de
enzimas, como Lipases (22). Considerando que foi demonstrada a capacidade dessa

espécie de sintetizar lipases quando cultivada com diversas fontes de carbono.

CONCLUSAO

A partir do exposto pode-se concluir que, a FSS apresenta vantagens relevantes
como uso de substrato simples e aceleracdo da taxa de reagéo devido ao direto contato

entre 0 substrato e o microrganismo, dentre outras. Assim, 0 crescimento em
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fermentacdo semi-sdlida utilizando a soja como subtrato pode ser investigado para
producao de metabdlitos ou enzimas.

O processo de fabricacdo de iogurte se mostrou viavel, dados os valores de
rendimento e produtividade obtidos. Além de gerar um produto enriquecido
nutricionalmente, uma nova alternativa para o consumo de leite de soja e uma opgao
nos casos de intolerancia a produtos derivados de leite de origem animal. H4 ainda a
possibilidade de realizagcdo novos testes para otimizacdo desse processo. De modo

geral, obteve-se sucesso em ambos 0S processos.
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