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RESUMO GERAL

Alimentos saudaveis tém sido alvo da industria no desenvolvimento de novos produtos. O
tempeh, fermentado de soja pelo fungo Rhizopus oligosporus, possui excelente qualidade
nutricional, podendo ser produzido com feijdo depreciado. Este trabalho tem o objetivo de
elaborar tempeh de feijdo carioca armazenado cv. Pérola, produzindo o indculo, verificando a
evolucdo da fermentacdo e estabelecendo o procedimento de preparo do tempeh que obedeca
aos padres microbiologicos. Também, determinar e relacionar as propriedades nutricionais,
teor de substancias bioativas, cor e textura instrumental e posteriormente, avaliar a aceitacdo e
intencdo de compra de hambdrguer elaborado com tempeh de feijdo comum, comparando com
o tempeh tradicional de soja. A cepa do Rhizopus oligosporus foi multiplicada e o in6culo
produzido com arroz. Foram produzidos tempehs de feijdo sem casca nas proporces 50%
soja/feijdo (TFS) e 100% feijdo (TF) e comparados com tempeh comercial 100% soja (TS).
Os graos de feijdo foram armazenados e utilizados apresentando-se mais escurecidos no
momento do estudo. Primeiramente o tempeh foi confeccionado de forma tradicional e
posteriormente com modificacdo, utilizando acido acético (5%) e esterilizacdo dos graos.
Realizou-se avaliacdo de Coliformes a 45 °C, Estafilococos coagulase positiva e Salmonella
sp para se determinar qual método é mais eficiente na garantia da qualidade sanitaria. Na
analise centesimal, foram anélisados umidade, cinzas, atividade de &gua, pH, acidez titulavel,
extrato etéreo, proteina bruta, fibras, carboidratos, valor energético, minerais, vitamina Bz,
atividade antioxidante, taninos, oligossacarideos, cor e texura instrumentais. Na andlise
sensorial, os hamburgueres foram confeccionados do mesmo modo para ambas as amostras e
82 provadores avaliaram os tempehs quanto a aceitacdo dos atributos: aparéncia, aroma, sabor
e impressdo global, utilizando-se escala hedbnica de nove pontos e uma pergunta sobre
intencdo de compra. A concentragdo de células na suspensdo de esporos foi de 10°
células/mL, sendo suficiente para fermentar os tempehs. O melhor resultado foi TF, devido a
uniformidade do micélio e pelo tempo de fermentacdo (24 horas), aproximado ao tempo de
fermentacdo do tempeh tradicional de soja (20hs). Na pesquisa microbiolégica o método
modificado, ndo houve contaminacdo, diferentemente do método tradicional. Nos resultados
centesimais, entre TF e TS houve diferenca significativa para lipidios (1.555%), proteinas
(260%) e carboidratos (521%). O contetdo de fibras totais de TF é 34% menor que TS. O
molibdénio ultrapassa a recomendacdo diaria, TS possui maior concentracdo de minerais,
seguido pelo TFS e TF. A capacidade antioxidade do TF (14,77%) e TS (11,28%) no método
DPPH, no método ABTS, TF (31,62%) e TS (48,89%) apresentando as amostras capacidade
antioxidante relevante. Para o teor de vitamina B12, TF (0,38 ng/100 g) e TS (0,42 pug/100 g),
apresentam-se baixo, ja que na literatura sdo citadosvalores maiores, perda provavel durante o
tratamento térmico do tempeh. N&o houve diferenca significativa em relacdo a coesividade,
mastigabilidade e resisténcia das amostras. O brilho do TS é 1543% maior que TF,
provalvelmente devido ao maior teor de gordura presente na soja. J& a* do TS possui
tonalidade mais aproximada ao verde que TF e o TF apresentou valor de b* maior que TS. Ja
na avaliagdo sensorial os hamburgueres apresentaram formato firme, consistente e um tom
marrom com caracteristica crocante. O TS obteve nota maior que TF, apresentando melhor
desempenho em todos os atributos. Pode-se afirmar que o feijdo carioca comum cv. Pérola
pode ser utilizado como matéria-prima para o tempeh, tendo propriedades nutricionais
interessantes e sendo alternativa para o aproveitamento de graos de baixo valor comercial.

Palavras-chave: feijdao envelhecido; Rhizopus oligosporus, contaminagdo microbioldgica
andlise centesimal, bioativos, analise sensorial.



GENERAL ABSTRACT

Healthy foods have been targeted by the industry in developing new products. Tempeh,
fermented soybean by the fungus Rhizopus oligosporus and has excellent nutritional quality,
can be produced with depreciated beans. This work has the objective of elaborating tempeh of
carioca beans stored cv. Pérola, producing the inoculum, verifying the evolution of the
fermentation and establishing the preparation procedure of tempeh that obey the
microbiological standards. Also, determine and relate nutritional properties, bioactive
substance content, color and instrumental texture and later, evaluate the acceptance and
intention to buy hamburger prepared with common bean tempeh, comparing with traditional
soybean tempeh. The Rhizopus oligosporus strain was multiplied and the inoculum produced
with rice. 50% soybean / bean (TFS) and 100% bean (TF) were produced and compared to
commercial soybean (TS) tempehs. The bean grains were stored and used presenting darker at
the time of study. First the tempeh was made in a traditional way and later with modification,
using acetic acid (5%) and sterilization of the grains. Coliforms at 45 ° C, Staphylococcus
coagulase positive and Salmonella sp were evaluated to determine which method is most
efficient in sanitary quality assurance. In the centesimal analysis, moisture, ash, water activity,
pH, titratable acidity, ethereal extract, crude protein, fibers, carbohydrates, energy, minerals,
vitamin B12, antioxidant activity, tannins, oligosaccharides, color and textures were analyzed.
In the sensory analysis, the burgers were similarly made for both samples and 82 tasters
evaluated the tempehs regarding the acceptance of the attributes: appearance, aroma, flavor
and overall impression, using a nine-point hedonic scale and a question about intention of
purchase. The concentration of cells in the spore suspension was 106 cells / mL, being
sufficient to ferment the tempehs. The best result was TF due to mycelial uniformity and the
fermentation time (24 hours), approximate to the fermentation time of the traditional soybean
tempeh (20hs). In the microbiological research the modified method, there was no
contamination, unlike the traditional method. In the centesimal results, between TF and TS
there was a significant difference for lipids (1,555%), proteins (260%) and carbohydrates
(521%). The total fiber content of TF is 34% smaller than TS. Molybdenum exceeds the daily
recommendation, TS has higher concentration of minerals, followed by TFS and TF. The
antioxyd ability of TF (14.77%) and TS (11.28%) in the DPPH method, in the ABTS, TF
(31.62%) and TS (48.89%) method presented the relevant antioxidant capacity samples. For
the vitamin B12 content, TF (0.38 pg / 100 g) and TS (0.42 ng / 100 g) were low, as the
literature values showed higher values, a probable loss during the heat treatment Of tempeh.
There was no significant difference in relation to the cohesiveness, chewing and resistance of
the samples. The brightness of TS is 1543% greater than TF, probably due to the higher fat
content in soybean. Already the * of the TS has a shade closer to the green than TF and the TF
has a value of b * greater than TS. In the sensorial evaluation, the hamburgers presented a
firm, consistent shape and a brown tone with a crispy characteristic. TS had a higher score
than TF, presenting better performance in all attributes. One can consider the common bean
cv. Pearl can be used as raw material for tempeh, having interesting nutritional properties and
being an alternative for the use of grains of low commercial value.

Keywords: aged beans; Rhizopus oligosporus, microbiological contamination centesimal
analysis, bioactive, sensory analysis.
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1 INTRODUCAO GERAL

Alimentos saudaveis e diversificados tem sido o principal alvo da inddstria alimenticia
no desenvolvimento de novos produtos. A globalizacdo dos sabores, aliada a curiosidade por
novos tipos e disponibilidade de alimentos, além dos hébitos de consumo, torna atrativo o
desenvolvimento de produtos funcionais, mais saudaveis e saborosos, entre 0s quais, 0S
alimentos fermentados (CRUZ, 2014).

A fermentacdo € uma importante forma de preservacdo dos alimentos e, além de
acrescentar variabilidade, vem ganhando visibilidade por promover longevidade e aumento do
valor nutricional. Seguindo essa tendéncia, uma alternativa para os consumidores é o tempeh.
Alimento originario da ilha de Java, na Indonésia e tradicionalmente produzido pela via da
fermentacdo da soja pelo fungo Rhizopus oligosporus, normalmente € consumido frito, cozido
ou assado. E um produto atrativo pelo sabor, textura e propriedades nutricionais e consumido
como um substituto da carne devido sua riqueza protéica (CAMPOS-VEGA, 2013).

Além de ser excelente fonte protéica e de célcio, o tempeh tem um baixo teor de sédio
e gordura saturada e um elevado teor de &cidos graxos essenciais, vitaminas do complexo B,
nomeadamente vitamina B2 e fibra alimentar soltvel (BABU et al., 2009). Possui substancias
bioativas, alto teor de &cido félico, atividade antioxidante e vitamina B12, reduz os fatores
antinutricionais aumentando a digestibilidade das leguminosas. O tempeh pode ser produzido
por outros substratos, porém ndo é comum, no entanto, ha um interesse no tempeh alternativo
variando os substratos, como ervilhas, feijdo, milho, arroz, lentilha e cevada. O Brasil, sendo
um importante produtor e detentor de tecnologias para producéo de feijdo, torna-se um campo
propicio para o incentivo as pesquisas utilizando essa matéria-prima (KRISNAWATI, 2015).

Feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) é uma leguminosa consumida mundialmente,
considerada fonte de proteina, carboidratos, fibras alimentares, vitaminas e minerais. Feijoes
comuns séo ricos em muitos fitoquimicos, tais como os compostos polifendlicos, fibras,
lectinas e inibidores de tripsina. Apresentam atividade antioxidante e a concentracdo de
compostos fendlicos em gréos pode ser aumentada durante o processo de fermentacdo, além
de estar associado & reducéo do risco de doencas cronicas (LIMON, 2015; TOLEDO, 2008).

O género Phaseolus compreende todas as espécies conhecidas como feijdo, sendo
Phaseolus vulgaris L. a mais conhecida e a que possui inUmeras variedades tais como,
Carioca, Roxo, Mulatinho, Preto, Rosinha entre outras (PIRES et al., 2005). Embora exista

preferéncia regional por determinado tipo de gréos, feijdes do grupo carioca s&o 0s mais



20

cultivados no Brasil, representando 70% do consumo nacional e a cultivar Pérola sendo a
mais consumida atualmente (EMBRAPA, 2010; VANIER, 2012). Percebe-se também um
crescente potencial de mercado interno e externo para os tipos especiais de feijoes, que
possuem caracteristicas diferenciadas de cor, forma e tamanho, atraindo a gastronomia
gourmet e que poderdo, também, ser aproveitados em diferentes preparacdes culinérias e na
industria de alimentos, que ndo apenas na forma de gréos cozidos.

A 682 Assembléia Geral das Nacdes Unidas declarou 2016 o Ano Internacional dos
“Pulses” !, visando aumentar a consciéncia publica para os beneficios nutricionais, producéo
sustentavel, seguranca alimentar e nutricdo, criando oportunidade para incentivar a melhor
utilizacdo de proteinas vegetais, rotacGes de culturas e o comércio de “pulses” (FAO, 2013).
Nesse contexto, ha paises da Africa e Asia, como Indonésia e india, em que o tempeh, em
funcéo de suas propriedades nutricionais e sensoriais e versatilidade no preparo na forma pura
ou como ingrediente de uma série de outras preparacdes alimentares (hambdrgueres — “carne
vegetal”, produtos vegetarianos, farinha de tempeh liofilizado ou torrado para biscoitos), vem
sendo estimulado em politicas publicas, como alternativa nas multimisturas para combater a
desnutricdo de populagdes carentes, especialmente em maes e criangcas em fase de desmame
(SCRIMSHAW; WALLERSTEIN, 2012). Nos paises desenvolvidos, onde estes problemas se
colocam em menor grau, existem cada vez mais pessoas com necessidades alimentares
especificas, habitos alimentares particulares e problemas de salde derivados de uma
alimentacdo menos saudavel, sendo os alimentos fermentados ndo s6 uma fonte alimentar
variada e saudavel para a populagdo em geral, como também uma forma de aportar nutrientes
especificos a grupos populacionais singulares.

O presente trabalho tem o objetivo de desenvolver, por meio de fermentacdo sélida,
tempeh a partir de feijdo carioca sem casca e comparar suas propriedades nutricionais,
funcionais, tecnologicas e sensoriais com o tempeh tradicional de soja. Espera-se, desse
modo, contribuir com o avan¢o do conhecimento cientifico em relagcdo ao processo pioneiro
no pais de fabricagdo de tempeh & base de feijdo carioca e suas propriedades nutricionais,

funcionais e tecnolégicas, como uma alternativa ao consumidor que busca no alimento, além

1Segundo o Codex Alimentarius, “pulses” sdo sementes secas de plantas leguminosas que se distinguem das
sementes oleaginosas de vagem por seu baixo teor de gordura, como exemplos: feijdes (Phaseolus spp), lentilhas
(Lensculinaris Medic. Syn. Lensesculenta Moench), ervilhas (Pisumsativum L.), grdo de bico (Cicerarietinum
L.), feijoes (Vicia faba L.), ervilhas (Vigna unguiculata L.) Walp, syn. Vigna sesquipedalis Friihe., Vigna
sinensis (L.) Saviexd Hassk.
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da nutricdo e prazer sensorial, alguns beneficios & saude e fonte proteica de baixo custo,
oportunizando a ampliacdo de mercado e acesso ao alimento. Além disso, espera-se cada vez
mais fortalecer a cadeia produtiva do feijoeiro e aproximar os principais elos envolvidos na

producdo (produtores de grdos, pequena industria e consumidor).
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2 CAPITULO 1- REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alimentos Fermentados

A producdo de alimentos fermentados € uma das tecnologias de conservacdo de
alimentos mais antigas conhecidas pelo homem. Desde o inicio da civilizacdo, as matérias-
primas eram fermentadas e resultavam em produtos como queijo, iogurte, embutidos, bebidas
alcodlicas, molho de soja, chucrute e conservas. Os conhecimentos eram transmitidos de
geracdo em geracdo nas comunidades locais, mosteiros e propriedades feudais (CAPLICE,
1999).

De acordo com Tamang (2010), os alimentos e bebidas fermentadas s&o componentes
indispenséveis da cultura alimentar mundial. Cada produto fermentado é Unico e distinto,
devido & localizagdo geogréafica, fatores ambientais, preferéncia alimentar e da disponibilidade
de fontes vegetais ou animais. Cerca de 5000 variedades de alimentos fermentados sao
produzidas por diferentes etnias e comunidades em todo o0 mundo. Entre 50 e 400 g per capta
de alimentos e bebidas fermentadas sdo consumidos diariamente em todo o mundo,
representando de 5% a 40% da ingestdo diaria total de alimentos. O processo de fermentacéo
é importante, pois proporciona diversas vantagens, como: enriquecimento do valor nutricional
dos produtos; diversificacdo do sabor e textura; preservacdo dos alimentos; proporcionar o
consumo de aminoécidos essenciais, compostos bioativos, propriedades antioxidantes e
antimicrobianas, vitaminas e minerais; degradacdo dos compostos indesejaveis e fatores
antinutricionais além de melhorar a digestibilidade.

Também altera as propriedades sensoriais dos alimentos, tornando-as agradaveis ao
consumidor, levando este processo a ser utilizado para modificar estas propriedades com vista

a obtencdo de produtos com novas caracteristicas (CRUZ, 2014).

2.1.1 Tipos de Fermentagéo

As fermentagOes podem ser classificadas de acordo com o estado fisico do substrato:
fermentacOes em estado solido, estado liquido e em estado semissolido. As fermentacdes
podem ainda classificar-se com base no tipo de microbiota envolvida como sendo:
fermentacgdes naturais (matérias-primas fermentadas por micro-organismos nelas presentes ou

presentes no meio ambiente) e fermentacdes induzidas, onde sdo utilizadas culturas
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selecionadas (fermentacdo de monocultura, em que sé se utiliza uma s6 cultura de micro-
organismos e fermentacdo multicultural, em que se utiliza uma cultura de duas ou mais micro-
organismos) (TAMANG, 2010).

Segundo Steinkraus (1996), hd uma classificacdo das fermentacGes tambeém por
categorias, como: fermentacdes alcoolicas (vinho, cerveja e cachaga); fermentagdes aceticas
(vinagre); fermentacGes &cido-lacticas (iogurtes, chucrute, queijos e picles); fermentacéo de
substitutos de proteina animal a base de proteina vegetal texturizada (tempeh e ontjom);
fermentacOes a base de elevadas concentracdes de sal (molho de soja e missd); fermentacdes

alcalinas (natto); paes fermentados com leveduras e com fermento natural.

2.1.2 Fermentacdo Sélida

De acordo com Durand et al., (1988), a definicdo de fermentacéo solida é:

“Processo que refere-se & cultura de micro-organismo sobre ou dentro de
particulas em matriz sélida (substrato ou material inerte), onde o contetido
liquido (substrato ou meio umidificante) ligado a ela estd a um nivel de
atividade de agua que, por um lado, assegure o crescimento e metabolismo
das células e, por outro, ndo exceda & maxima capacidade de ligacdo da 4gua
com a matriz sélida.”

Algumas caracteristicas da fermentacdo sélida (FS) devem ser evidenciadas: necessita
de fonte de carbono e de nitrogénio, para o desenvolvimento microbiano; o oxigénio deve
atravessar 0s espacos vazios do meio; o substrato ndo deve apresentar aglomeracéo das suas
particulas individuais; o desenvolvimento microbiano ocorre em condi¢des proximas as dos
habitats naturais e 0 meio apresenta alta heterogeneidade. A agua apresenta-se em destaque na
FS, devido sua interacdo com as substancias que compGem o substrato, a agua esta
relacionada a dois parametros: umidade e atividade de &gua, sendo que a ultima afeta
diretamente o desenvolvimento microbiano e a sintese de metabdlitos. Além da agua, a
temperatura, pH, indculo e o substrato sdo variaveis que devem controladas durante o
processo de fermentagéo (PINTO, 2005).

A fermentacdo solida é capaz de gerar diversos produtos como: alcool etilico, acidos
organicos, enzimas, toxinas, antibioticos, biopesticidas, esporos, enriquecidos protéicos, além
dos produtos orientais. O objetivo principal da fermentagdo de cereais e de sementes ndo é

tanto a sua preservacdo, mas sim a alteracdo sensorial e nutricional, além da fermentagéo
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resultar em varios alimentos facilmente digeriveis, nutritivos e saudaveis (CARMIGNANI,
2014).

2.2 Substancias Bioativas

Segundo a Resolugcdo RDC n° 2, de 07 de janeiro de 2002, que aprova o Regulamento
Técnico de Substancias Bioativas e Probioticos Isolados com alegacdo de Propriedades
Funcionais e ou de Saude (BRASIL, 2002), sdo considerados alimentos funcionais aqueles
que, além de fornecerem a nutricdo basica, promovem a saude. Alimentos funcionais
apresentam substancias bioativas, que sdo além dos nutrientes, os ndo nutrientes que possuem
acdo metabdlica ou fisioldgica especifica, como exemplos: fibras, carotendides, fitoesterais,
flavondides, fosfolipidios, organosulfurados, polifendis e probidticos. Na Tabela 1
apresentam-se alguns exemplos de substancias bioativas, a¢fes e alimentos que possuem

essas substancias.

Tabela 1. Compostos funcionais, suas acoes e alimentos encontrados

Composto Acéo Alimento encontrado

Isoflavonas Acdo estrogénica (reduz sintomas da Soja e derivados
menopausa) e anti cancer

Proteinas de soja Reducdo dos niveis de colesterol Soja e derivados

Flavonoides Atividade anti cancer, vasodilatadora, anti- Soja, frutas citricas,
inflamatoria e antioxidante tomate, pimentdo,

alcachofra e cereja
Fibras soltveis e Reduz risco de cancer de colon, melhora o Cereais integrais como
Insollveis funcionamento intestinal. As sollveis aveia, centeio, cevada,

podem ajudar no controle da glicemia e no farelo de trigo;
tratamento da obesidade, pois ddo maior  leguminosas como soja,

saciedade feijdo e ervilha
Tanino Antioxidante, antisséptico, vasoconstritor Macd, sorgo, manjericdo,
manjerona, salvia, uva,
caju, soja
Estandis e esterodis Reduzem risco de doencas Extraidos de éleos
vegetais cardiovasculares vegetais como soja e de
madeiras

Fonte: Adaptado de MINISTERIO DA SAUDE (2015)

Ainda de acordo com a RDC n°2, a substancia bioativa deve estar presente em fontes
alimentares, podendo ser de origem natural ou sintética, desde que comprovada a seguranca

para 0 consumo humano, podendo ser direcionada a grupos populacionais especificos, ndo ter
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finalidade medicamentosa ou terapéutica, seguro para 0 consumo humano, sem necessidade
de orientagdo e ou acompanhamento médico.

O feijdo possui alto teor de fibras, devido seu valor estar acima do minimo
recomendado (6 g de fibras/100 g em alimentos). A fibra alimentar exerce um papel no
organismo que a torna alimento funcional, devido sua resisténcia a digestdo e absor¢do. Sdo
importantes, pois auxiliam na protecdo contra o cancer de mama, diminui¢do do risco de
constipacdo intestinal, doencas coronarianas e evitam o aumento dos niveis de glicose
(SOARES et al., 2008).

2.2.1 Propriedades Funcionais dos Alimentos Fermentados

Os micro-organismos do processo fermentativo sdo responsaveis pela mudanca das
propriedades sensoriais e bioldgicas dos alimentos, quando se comparam as matérias-primas
sem processo. Devido a fermentacdo, ha um aumento no poder de conservacgdo dos alimentos
melhorando sua seguranga microbioldgica. A oxidacdo de hidratos de carbono disponibiliza o
desenvolvimento dos micro-organismos e gera como produtos finais acidos (lactico ou
acético), alcool e diéxido de carbono, com acdo antimicrobiana, que irdo controlar o
crescimento de micro-organismos patogénicos e de alteracdo dos alimentos (CAPLICE,
1999).

Existem numerosas evidéncias sobre o papel do processo fermentativo no aumento do
valor nutricional, da digestibilidade e da funcionalidade dos alimentos, e, consequentemente,
na sua importancia para a saide humana, como por exemplo: intolerantes a lactose podem
consumir iogurte, produto obtido a partir da fermentacdo de leite, com uma reducdo dos
sintomas desagradaveis, tendo, ao mesmo tempo, a possibilidade de obter os beneficios
nutricionais contidos no leite, como o calcio, proteinas de elevada qualidade e vitaminas do
complexo B (NAIA, 2015).

Durante o processo de fermentacdo sélida, a hidrolise enzimética dos substratos,
aumenta a quantidade de aminoacidos livres, podendo ser elevada a 25%, ativa 0s compostos
nitrogenados solUveis em agua, acidos graxos livres, diminui a quantidade de lipidios, sendo

um importante e significativo processo tecnolégico de leguminosas (JHAN, 2015).

2.2.2 Atividade antioxidante
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De acordo com Zago (2014), o interesse por antioxidantes vem crescendo devido as
descobertas sobre o efeito dos radicais sobre o organismo. A oxidagdo é natural na vida
aerobica e, radicais sdo produzidos espontaneamente e/ou por alguma disfungédo bioldgica,
bem como por fatores ambientais (poluicdo do ar, fumagca, radiacdo solar entre outros) e/ou
alimentos inadequados. Quando produzidos naturalmente, estes encontram-se na producédo de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de
substancias biologicamente importantes. Porém, quando em excesso, os radicais livres sdo
prejudiciais, uma vez que promovem a peroxidacao dos lipideos das membranas, agressdes as
proteinas dos tecidos, as enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS; DAVID, 2006).

Nestes radicais, o elétron desemparelhado encontra-se no atomo de oxigénio ou
nitrogénio, sendo, portanto, reativos ao oxigénio ou reativos ao nitrogénio (BARREIROS et
al., 2006).

Os antioxidantes séo divididos em duas classes: com atividade enzimética e sem essa
atividade. Na primeira, as enzimas que retiram as espécies reativas ao oxigénio, sendo
compostos capazes de bloquear a iniciacdo da oxidagdo. Na segunda classe, as moléculas
interagem com as espécies radicalares e sdo consumidas durante a reacdo (ANGELO;
JORGE, 2007).

No organismo, os radicais livres desempenham papéis, como producdo de energia,
fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo intercelular e sintese de substancias
bioldgicas importantes, entretanto, o excesso deles pode ser responsavel por peroxidacdo de
lipidios de membrana, agressdo as proteinas dos tecidos e das membranas, as enzimas,
carboidratos e DNA, cancer, envelhecimento precoce, doencgas cardiovasculares,
degenerativas e neuroldgicas, chogue hemorragico, catarata, entre outras. O excesso é
combatido por antioxidantes, destacam-se os compostos fendlicos, flavonoides, carotendides e
antocianinas (SA, 2012).

Existem inumeros fenois, destacam-se os flavonodides, acidos fenolicos, fenois
simples, cumarinas, taninos, ligninas e tocoferois. Os fendlicos sdo definidos, quimicamente,
como substancias que possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais. Por possuirem estrutura variavel, sdo multifuncionais. Os
antioxidantes fendlicos interagem, com o radical peroxil, por possuir menor energia do que
outros radicais e ser mais prevalente na etapa da autoxidacéo, fato que favorece a abstracéo do
seu hidrogénio (ANGELO; JORGE, 2007).
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2.2.3 Vitamina By

A vitamina B> é a mais complexa das vitaminas, contém um microelemento, o
cobalto (cobalamina), quando ligado a um grupo cianeto, confere a denominacdo de
cianocobalamina.

A cobalamina participa como co-fator para duas enzimas: a metilmalonil-Coa redutase
e a metionina sintetase. A primeira estd envolvida no metabolismo dos aminoacidos, do
colesterol, da timina e dos acidos graxos. A cianocobalamina estavel precisa ser convertida
em coenzimas ativas no organismo (VANNUCCHI, 2010).

A sintese da vitamina Bi2 ndo € realizada por animais ou plantas, somente certos
micro-organismos sdo capazes de sintetiza-la, como o Rhizopous oligosporus. No organismo
humano, a absor¢éo de vitamina B12 ja inicia na boca, por a¢éo da saliva e continua até o final
do intestino delgado. Em 60% dos casos de deficiéncia de vitamina Bi> resultam da ma-
absorcédo da cobalamina a partir da dieta, de 15% a 20% séo decorrentes de anemia perniciosa
e 0s demais estdo associados a dieta insuficiente e a doencas hereditarias. A caréncia de
vitamina B> causa anemia e alteragdes neurologicas, que reduzem a qualidade de vida do
individuo, doenca de Alzheimer, Glceras aftosas, depressdo, deméncia e declinio da funcéo
cognitiva estdo freqlientemente associados com deficiéncia de vitamina B, (FUTTERLEIB,
2005).

De acordo com Vannucchi (2010), o conteido corporal de cobalamina é estimado em
2,5 a 3,9 mg, e o figado, detém cerca de 50% a 90% do conteddo total. A vitamina é
armazenada ap0s degradacdo por proteases e transformacdo em suas coenzimas ativas
adenosil-cobalamina e metil-cobalamina. A excrecéo é feita pelo trato gastrointestinal, rins e
pele. Aproximadamente 3 mcg de cobalamina sdo secretados diariamente na bile, havendo

reabsorcédo de cerca de metade da quantidade secretada.

2.2.4 Oligossacarideos

De acordo com Silva Filho (2010), os oligossacarideos rafinose, verbascose e
estaquiose (Figura 1) sao agucares de baixo peso molecular que contém um ou mais grupos .-
D-galactopiranosil na sua estrutura. S&o considerados antinutricionais, pois séo causadores de
desconforto intestinal, sendo flatuléncias o sintoma mais comum. A rafinose é um
trissacarideo (C1sH32016) constituido por uma molécula de galactose, uma de glicose e outra
de frutose. A estaquiose (C24H42021) € um tetrassacarideo que contém duas moléculas de

galactose, uma de glicose e outra de frutose. J& a verbascose (C3OHs202), € um
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pentassacarideo constituido por trés moléculas de galactose, uma de glicose e uma de frutose.
Esses oligossacarideos sdo sintetizados e armazenados em sementes e tubérculos, durante o
processo de amadurecimento e variam de acordo com o grau de maturacdo da planta e de

condi¢cbes de cultivo como composicdo do solo e temperatura e estdo presentes em

quantidades relativamente altas (2-15% de peso seco) em sementes de leguminosas
(YAMAGUISHI, 2008).

= H
oH o_ H 08 o DHOH
T A
o CHAOH
O
Rafinose
CHOH
[="% o, H
oM o H
Qo
CHUOH [="
OH oH ou_0H
oH e
CHOH
e oH

Estaguiose

“erbascose

Figura 1- Representacéo estrutural da rafinose, estaquiose e verbascose.
Fonte: FILHO (2010)

2.3 Tempeh

Tempeh € um alimento tradicional da Indonésia, produzido por fermentacdo dos
feijoes de soja usando espécies Rhizopus e possui qualidades nutritivas significativas e
fungdes de regulacdo metabdlica (NAKAJIMA, 2005). Na fermentacdo, o fungo produz
micélio que se liga formando uma massa compactada e € o responsavel pelo sabor original,
desenvolvimento da textura desejavel e aroma do produto. E consumido normalmente frito,
podendo ser cozido ou assado, por todos 0s grupos econdmicos sendo utilizado como
substituto de carne, devido a quantidade de proteinas (JELEN, 2013).

A quantidade de proteinas, lipideos e as propriedades nutricionais tornam o tempeh
atraente (Tabela 2). Estudos afirmam que o tempeh é mais resistente a oxidacao lipidica que a
soja ndo fermentada e ha maior quantidade de isoflavonas em relagdo a grdos de soja.
Altamente nutritivo, de facil digestdo e boa aceitacdo sensorial, o tempeh atende uma

demanda crescente de consumidores que procuram substituir a carne. Por possuir elevado teor
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de proteinas é considerado um complemento protéico. Algumas das caracteristicas
nutricionais advém das alteragcdes promovidas pelo Rhizopus oligosporus (OWENS, 2015).

Tabela 2. Composicao nutricional do tempeh, em 100 g de produto comestivel.

Energia (Kcal) 157
«» Proteina (9) 19,5
o £ Lipidio () 75
s 3 Carboidrato (9) 9,9
S Fibra C)) 3,2
S Cinza (9) 1,6
°  Slidos soltveis C)) 28,0
Tiamina (Vit. By) (mg) 0,28
Riboflavina (Vit. B) (mg) 0,65
@ Niacina (Vit. Bs) (mg) 2,52
£ Acido pantoténico (mg) 0,52
£ Ppiridoxina (Vit. By) (mg) 0,83
S Biotina (1g) 53,0
Cianocobalamina (Vit. B1y) (1g) 0,1
Folacina (Vit. By) (ug) 3,9
" Ca (mg) 142,0
'S P (mg) 240,0
@ Fe (mg) 5,0
=

Fonte: KARYADI et al., (1995), citado por NAIA (2015)

O maior inconveniente do tempeh é sua vida util limitada, cerca de dez dias sob
refrigeracdo, pois depois de fermentado outros micro-organismos tendem a utilizar seus
nutrientes, além da atividade enzimatica microbiana. Como alternativa de armazenamento, o
tempeh pode ser congelado (JAGASIA, 2015).

O tempeh teve origem h& 2000 anos, trazido por comerciantes chineses, que
fermentavam a soja, produzindo o koji. A Indonésia, no final de 1600, conheceu o tempeh e
modificou sua producado, devido ao paladar dos javaneses e clima propicio para o Rhizopus,
que se adapta ao calor e a umidade dos tropicos (ROSA, 2009).

Gréos de soja ndo sdo consumidos apenas como tempeh, também fazem parte do
patrimdnio cultural. Na cerimbnia de casamento javanés, 0 noivo presenteia a noiva e sua
familia com alimentos, incluindo arroz, milho, soja e feijdo preto, como um simbolo de sua
responsabilidade para o bem-estar da familia (AOKI, 2003).

Segundo Owens (2015), os holandeses foram os primeiros a estudar tempeh no final de
1800 e um pesquisador norte-americano observou 0 micro-organismo utilizado para
fermentacdo, desenvolvendo um método de producdo que utilizava sacos plasticos ao invés

das tradicionais folhas de bananeira.
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Durante o inicio do século XIX, a sociedade javanesa, passando pela escassez de
alimentos tornou o consumo de tempeh uma realidade. Durante a segunda guerra mundial, os
prisioneiros de guerra sofriam com problemas intestinais por intolerdncia a soja, um
prisioneiro do campo de Cingapura, relatou que no fim de 1943, os japoneses, substituiram
parte da alimentagéo por soja e produziam o tempeh com forma de amenizar os desconfortos
(ROUBOS-VAN DEN HIL, 2011).

Na década de 1980, tempeh foi apontado como novo produto na América do Norte,
Europa e partes da Asia, mais notavelmente no Jap&o. Nos Estados Unidos, ha uma grande
tendéncia de substituicdo da carne por tempeh nos tradicionais hamburgueres americanos. Na
Indonésia, tempeh ainda é amplamente consumido por todas as classes econémicas da
sociedade, e era visto anteriormente como alimento de pessoas pobres, sendo hoje
orgulhosamente parte da cozinha indonésia (JAGASIA, 2015).

Segundo Shurtleff et al., (2011), na década de 1980, hamburgueres de tempeh de soja
foram utilizados para promover o consumo de tempeh. Eram vendidos na Europa e EUA, com

apelo de saudavel e como substituto de carne bovina, conforme Figura 2.
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Ready to Eat or Browr and Serve e L
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. * Free Pamphlets with Recipes
Date:
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NOW AVAILABLE !

SN
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Figura 2- Cards de propagandas promovendo os hambdrgueres de tempeh
Fonte: Shurtleff et al., (2011)

2.3.1 Diversidades do Tempeh
Outros substratos também podem ser utilizados para a fermentacdo: grdo de bico,
cevada, ervilha, tremogo e feijdo. Dependendo da matéria-prima, possui denominacdes

diferentes, demonstradas na Tabela 3.



Tabela 3. Diferentes tipos de tempeh e respectivas matérias-primas.
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Matéria-prima

Micro-organismo

Referencia

Leguminosas
Soja (Glycinemax)

Feijdo preto (Phaseolus mungo)

Cereais

R.oligosporus

R.oligosporus
R.oligosporus

Cevada (Hordeum vulgare)

Trigo (Triticum vulgare)

R.oligosporus

Sprouted Broken rice

Mistura de leguminosas e outros

graos
Gergelim e soja
Milho e soja
Milho e soja

R.oligosporus

R.oligosporus
R.oligosporus

Nout et al., (1987); Varzakas (1998)

Jha and Verma (1980)

Nout and Rombouts (1990); Hachmeister
and Fung (1993); Berg et al., (2001).
Hesseltine and Wang (1980); Nout and
Rombouts (1990); Hachmeister and Fung
(2002)

Dinesh (2009)

Shurtleff and Aoyagi (2001)

Nout and Kiers (2005)
Nout and Kiers

Fonte: Adaptado de BABU (2009)

2.3.2 Producdo e Consumo

O tempeh é um alimento interessante por sua producdo ser de tecnologia simples,

baixos custos, Unico ingrediente (soja ou graos), ideal em clima tropical, fermentacdo simples

e curta e também por ser um substituto da carne, saudavel e saboroso (FENG, 2005).

Tradicionalmente, as etapas da preparacdo do tempeh tradicional estdo demonstradas

na Figura 3:

Limpeza da soja

*

Hidratacdo/maceracdo

Retirada superficial da agua

I

Retirada do teaumento

Tratamento térmico

Adicéo de écido lético
(opcional)

Drenaaem

Inoculacdo

Incubacao

Embalacem

Refrigeracédo ou
congelamento

Figura 3 — Fluxograma: Producdo do tempeh de soja.
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Os grdos de soja sdo previamente selecionados e limpos, em seguida, maceracdo em
agua que cubra a superficie dos graos. A agua deve ser trocada a cada 6 horas. Depois deste
processo 0 grao é seco com pano ou papel absorvente para que o excesso de agua seja
retirado. Os grdos sdo descascados manualmente e cozidos em panela aberta cerca de 60
minutos. Os principais objetivos da cocg¢do sdo: destruicdo de bactérias contaminantes que
possam interferir na subseqiiente fermentagcdo fungica (HUTKINS, 2006; KUSWANTO,
2005) desnaturacdo do inibidor da tripsina, uma proteina da soja que atua como fator
antinutricional (HUTKINS, 2006); liberacdo de nutrientes necessarios ao crescimento do
fungo durante o passo seguinte (HUTKINS, 2006; KUSWANTO, 2004) melhoria da
producdo do flavour especifico do tempeh (KUSWANTO, 2004).

Apdbs a cocgdo, 0s grdos sdo drenados e inoculados com o Rhizopus oligosporus e
incubados por cerca de 24 horas em temperatura de 30 + 2 °C. Em seguida, o produto ja
fermentado € refrigerado e embalado. A tecnologia de processamento de tempeh ainda
necessita de melhorias, para uma producéo de escala industrial significativa (JAGASIA, 2015;
OWENS, 2015).

Na producdo rustica, artesanal, a soja ndo deve ser lavada para a producdo de &cido
latico por micro-organismos naturais. Na folha do hibisco (Hibiscus L.) est4 naturalmente
presente 0 Rhizopus. Uma camada dos grdos de soja é sobreposta ao hibisco, utilizado na
fermentacdo do produto, posteriormente sdo envolvidas nas folhas de bananeira e
armazenadas. A pilha de folhas é entdo enrolada e amarrada com palha de arroz, é colocado
num saco de juta ou cesto e deixado de 2 a 3 dias a temperatura ambiente. Estara pronto
quando o micélio do fungo branco aparece na superficie das folhas de bananeira (HAN WU,
2015).

2.4 Matérias-primas

Soja (Glycinemax L. Merrill) é uma oleaginosa importante que se destaca por fornecer
produtos diferentes para nutricdo humana e animal. Com alto valor econémico no mercado
nacional e internacional, a soja é rica em proteinas, contém isoflavonas (as quais sao
atribuidas funcdes similares as do estrégeno com efeito benéfico sobre os lipideos plasmaticos
e lipoproteinas), reduz o risco de doengas crénicas degenerativas, sintomas da menopausa,

osteoporose, alguns tipos de cancer e doengas cardiovasculares soja (PENHA, 2007).
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De acordo com a EMBRAPA SOJA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria),
“em média, a soja possui 40% de proteinas, 20% de lipidios, 5% de minerais e 34% de
carboidratos (acucares como glicose, frutose e sacarose, fibras e os oligossacarideos como
rafinose e estaquiose)”. Soja sem processamento possui um gosto desagradavel de feijdo cru,
devido a lipoxigenase, enquanto no tempeh fermentado por R. oligosporus tem um agradavel
sabor de cogumelo. Esta presente na soja consideravel quantidade de isoflavonas agliconas,
componente funcional, importante por suas funcdes similares ao hormdnio estrogénio que
apresenta efeito benéfico sobre os lipideos plasmaticos e lipoproteinas. As isoflavonas
presentes na soja sdo a genisteina, daidzeina e gliciteina (JAGASIA, 2015; KRISNAWATI,
2015; KUSWANTO, 2004).

De acordo com o Relatério de Acompanhamento da Safra Brasileira de Graos Safra
2015/2016, CONAB (Companhia Nacional de Abastecimento), representado na Tabela 4, a
producdo mundial de soja vem crescendo a cada ano, devendo ser destacada a posi¢do do
Brasil neste cenario, ocupando o segundo lugar no volume de producdo. Vale ressaltar a
importancia econdémica e comercial deste “pulse”, além da tecnologia que o pais detém no que

diz respeito a produtividade, qualidade e produtos de soja.

Tabela 4. Producéo mundial de soja em milh8es de toneladas por ano/pais.

Pais/ Safra 2011/12  2012/13  2013/14  2014/15 2015/16 2015/16
Novembro Dezembro

Estados Unidos 84,29 82,79 91,39 106,88 108,35 108,35

Brasil 66,50 82,00 86,70 96,20 100,00 100,00
Argentina 40,10 49,30 53,50 61,40 57,00 57,00
China 14,49 13,05 12,20 12,35 11,50 11,50
Paraguai 4,04 8,20 8,19 8,10 8,80 8,80
india 11,70 12,20 9,50 8,70 9,50 8,00
Canada 4,47 5,09 5,36 6,05 5,95 6,24
QOutros 14,84 16,20 16,28 19,32 19,91 20,22

Total 240,43 268,82 283,12 319,00 321,02 320,11

Fonte: Adaptado de CONAB 2015/2016

Segundo Pinto (2016), o feijoeiro comum é uma planta herbacea, pertencente a familia
Fabaceae, sub-familia Faboideae, género Phaseolus e espécie Phaseolus vulgaris L. Dentro
das cinco mais cultivadas do género é a espécie mais importante, por ser a mais antiga e a
mais cultivada nos cinco continentes (CEPEF, 2001). Essa leguminosa era cultivada no antigo
Egito e na Grécia, sendo também cultuada como simbolo da vida (EMBRAPA, 2010). Teve
origem na América Central e na América do Sul, de onde surgiram grdos de diferentes cores,

formas e tamanhos, sendo essas caracteristicas a base para a classificacdo das classes
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comerciais de feijdo. E considerada cultura de significativa importancia socioecondmica no
mundo todo (BROUGHTON et al., 2003). Muitas pessoas das regides tropicais e subtropicais
do planeta dependem deste grdo como principal alimento basico (YOKOYAMA, 2014).

O feijdo possui em média de 20 a 35% de proteina, dependendo do cultivar e apresenta
baixos valores de aminoacidos limitantes como: a metionina e a cistina, além do triptofano.
Também apresenta baixa digestibilidade, quando comparado as proteinas de origem animal.
Um dos fatores a interferir na baixa digestibilidade das proteinas do feijdo cru é a presenca
dos inibidores de proteases (SANTOS; GAVILANES, 2006).

Contém muitos grupos hidroxila, que permitem a formacdo de ligacBes cruzadas
estaveis com proteinas, o que reduz sua digestibilidade e consequente aproveitamento das
mesmas pelo organismo. Estes grdos sdo uma excelente fonte de minerais, apresentando
teores consideraveis de ferro, célcio, cobre, zinco, fosforo, potassio e magnésio. Quando
armazenados em ambiente de alta umidade e passando por longo tempo de cocgdo, por causa
do endurecimento pos-colheita, os grdos de feijdo apresentam reducdo do valor nutricional
(TOLEDO, 2008).

Apesar da producdo de “pulses” se elevar a cada safra, nos ltimos anos o consumo
vem regredindo, pois, esses produtos sdo transformados e utilizados como insumos em
produtos industrializados, com suas propriedades perdidas. A diminui¢cdo do consumo de
cereais e leguminosas é um fator preocupante, pois esses alimentos fornecem nutrientes
importantes, destacando seu papel funcional, por isso, a fermentacdo do feijdo representa uma
abordagem estratégica para a diversificacdo de produtos derivados de feijdo (CAMPOS-
VEGA, 2013).

De acordo com o Relatério de Acompanhamento da Safra Brasileira de Graos Safra
2015/2016, CONAB, na regido Centro-Sul, onde maior parte do volume da producgéo de feijao
primeira safra € produzida, volume da regido é quase 53,04% da producéo total, destacando-
se Parana, Minas Gerais, Goias, Santa Catarina e S&o Paulo, mesmo ocupando apenas 45,89%

das areas cultivadas com a cultura (Tabela 5).

Tabela 5. Producdo de feijao por regido , area e produgdo em milhdes de toneladas por ano.

Regido/UF Area (Em milh&o ha) Producéo (Em mil t)
Safra 15/16 Safra 15/16
Centro-oeste 72,4 165,6
MT 8,3 13,5
MS 0,7 15
GO 51,3 120,7

DF 12,1 29,9
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Sudeste 199,2 302,5
MG 148,0 192,4
ES 6,2 4,7
RJ 0,4 0,3
SP 44,6 105,1
Brasil 1.024,3 1.185,0

Fonte: Adaptado de CONAB 2015/2016.

2.4.1 Hard-to— cook

As condicbes desfavoraveis do armazenamento de feijdo reduzem sua capacidade de
absorcdo de agua durante a coccdo, o que dificulta a separacdo celular, a gelatinizacdo do
amido e promove desnaturacdo protéica. Além disso, a presenca de taninos também esta
associada e este defeito conhecido como hard-to-cook (HTC), que provoca reducdo da
qualidade nutricional e na baixa aceitagdo dos consumidores (VANIER, 2012).

Este problema tem algumas explicacGes: oxidacdo e/ou polimerizacdo lipidica,
formagdo de pectatos insoliveis, lignificagdo da lamela média, reagdo de B- eliminacdo da
pectina, desnaturacdo protéica, ligacdes cruzadas de proteinas desnaturadas e/ou de
polifendlicos. As enzimas também tém papel fundamental nesta transformacéo, conforme o

esquema demonstrado na Figura 4.
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Figura 4-Esquema da contribui¢do de enzimas no processo de endurecimento de leguminosas
Fonte: Shiga, 2009
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2.5 Microbiota do Tempeh

O fungo fermentador selvagem, Rhizopus oligosporus, é encontrado em flores de
hibisco (Hibiscus L.), abundante em Cingapura e na Indonésia. A composi¢do da microbiota
do tempeh inclui um grande ndmero de bactérias e leveduras para além dos fungos. As
interacdes microbianas sdo claramente importantes durante a fermentacdo do tempeh, embora
em fases distintas deste processo (KUSWANTO, 2005).

O pH da 4gua da etapa de maceracdo geralmente atinge pH 4,5 a 5,0 devido ao acido
lactico e misturas de fermentacdes acidas. Embora a producdo de tempeh dependa,
claramente, do crescimento de Rhizopus oligosporus, a fermentacdo que ocorre durante a
maceracdo é também essencial, sobretudo para controle de potenciais micro-organismos
patogénicos que possam existir no grdo incluindo a Salmonella typhimurium, Yersinia
enterocolitica, Staphylococcus aureus e Clostridium botulinum (CRUZ, 2014).

As propriedades do tempeh séo resultado da atividade do Rhizopus oligosporus, porém
outras cepas podem fermentar a soja e transforma-la em tempeh: Rhizopus formosaensis e
Rhizopus roryzae (NOUT, 2005).

2.5.1 Rhizopus oligosporus

A espécie Rhizopus oligosporus possui células filamentosas assetadas (células
continuas que ndo se dividem em compartimentos) designadas por hifas, que se caracterizam
pelo seu crescimento aéreo e rapido, formando uma estrutura ramificada e complexa, o
micélio aéreo forma-se a superficie do meio de cultura, crescendo em altura. As estruturas de
reproducédo assexuada, 0s esporangios, através da clivagem do seu citoplasma originam no seu
interior unidades reprodutoras, os esporos. A reproducdo sexuada ocorre quando hifas opostas
se fundem e formam um zigosporio, o qual, sob condicGes favoraveis, forma esporos que
germinam para desenvolver um novo individuo (NAIA, 2015).

Os fungos do género Rhizopus sp sdo classificados: filo: Zygomicota; classe:
Zygomicetes; ordem: Mucolares; familia: Mucolaceae; género: Rhizopus. Dentre as espécies
do género Rhizopus, encontram-se as espécies Rhizopus oligosporus, Rhizopus arrhizus,
Rhizopus circicans, Rhizopus delemar, Rhizopus oryzae, Rhizopus microsporus, Rhizopus
formosa, Rhizopus stolonifer (CRUZ, 2014).

Durante o periodo de incubacdo um terco da fracdo lipidica e um quarto da fracdo

protéica sdo degradados. Durante a fermentacéo, o Rhizopus induz mudancas na composicao
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nutricional do tempeh, nomeadamente a reducdo de fatores antinutricionais e producdo de
vitaminas. H& estudos sobre o efeito da fermentacdo por R. oligosporus nos fatores
antinutricionais presentes no feijdo-frade (Vigna unguiculata) e observaram que o inibidor de
tripsina e os oligossacarideos foram totalmente removidos e houve uma reducao significativa
no teor de acido fitico apos 48 h de fermentagdo (JIMENEZ-MARTINEZ, 2007).

Também avaliou-se o efeito da fermentacdo pelo mesmo fungo no teor de
oligossacarideos em duas espécies de tremoco (L. mutabilis e L. campestris) e em soja, tendo
demonstrado que, ao fim de 48 h, o teor de oligossacarideos diminuiu para valores
indeterminaveis na espécie L. campestris e na soja, e cerca de 93% na espécie L. mutabilis
(NAIA, 2015).

Fontes de carbono, nitrogénio e macro e micronutrientes (como sais minerais e
algumas vitaminas), sdo substratos que contém nutrientes que os fungos requerem e
geralmente necessitam da aeragdo (MIUAOKA, 2012).

As principais vantagens de se utilizar Rhizopus oligosporus (Figura 5), resultam do
fato de ser de facil manipulacdo, capaz de crescer rapidamente em diferentes substratos e
produzir vitamina B12 (KUSWANTO, 2005).

Uma das mais importantes fungdes que o fungo tem no processo de fermentacdo é a
sintese enzimatica, no qual hidrolisa o0s constituintes da soja e contribui para o
desenvolvimento de uma agradavel textura, flavor e aroma no produto (HACHMEISTER,;
FUNG, 1993).

Figura 5- Imagem do Rhizopus oligosporus no microscopio
Fonte: CRUZ, 2014

O fato de o tempeh ser submetido ao processo fermentativo, ele também pode fornecer
os beneficios de salde dos alimentos probioticos, que atualmente estdo em alta nos mercados
nacional e internacional. Nos Ultimos anos, produtos assim denominados ganharam as

prateleiras dos supermercados e as mesas dos consumidores que buscam dietas mais
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saudaveis. Um probiotico € um alimento ou suplemento alimentar contendo microrganismos
vivos que trazem beneficios ao consumidor. Diversos estudos mostram que manter uma
microbiota intestinal saudavel traz diversos beneficios a saide e podem ajudar a prevenir
algumas doencas cronicas, como diabetes e alguns tipos de cancer do trato digestorio. Devido
a isso, os probidticos ganharam importancia como alimentos que ajudam a equilibrar a flora
intestinal além de auxiliar na prevencdo de certos tipos de canceres, como o cancer de célon
(SA, 2015).

Os probidticos aumentam de maneira significativa o valor nutritivo e terapéutico dos
alimentos por incrementarem os niveis de vitaminas do complexo B e de aminoacidos,
ajudam a melhorar a absorcao de célcio e ferro. Além disso, colaboram com outros processos,
como a reducdo das taxas de colesterol e triglicérides e o fortalecimento do sistema
imunoldgico (por aumentar a producdo de células protetoras). Os probidticos também
protegem a mucosa intestinal metabolizando as fibras presentes e transformando-as em
acidos. Assim, ha uma diminuicdo na concentracdo de bactérias patogénicas, que provocam
doencas e gases (MACHADO, 2012).
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2.6 OBJETIVOS

2.6.1 Objetivo Geral

Elaborar tempeh de feijdo comum carioca cv. Pérola armazenado, caracterizar e

comparar suas propriedades nutricionais, bioativas e sensoriais ao tempeh tradicional de soja.

2.6.2 Objetivos Especificos

e Produzir in6culo para viabilizar o tempeh de feijdo comum cariocacv. Pérola
envelhecido, verificando a evolucdo da fermentacdo de acordo com as propor¢oes de
feijao: soja;

e Estabelecer o procedimento de preparo do tempeh, obedecendo a legislacdo em
relagdo a padres microbioldgicos de contaminacéo;

e Determinar e relacionar as propriedades nutricionais, teor de substancias bioativas, cor
e textura instrumental dos tempehs produzidos a partir de grdos de feijdo comum
carioca cv. Pérola sem tegumento e de soja;

e Avaliar a aceitacdo e intencdo de compra de hamburguer elaborado com tempeh de
feijdo comum carioca cv. Pérola, por analise sensorial, comparando com o tempeh

tradicional de soja.
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CAPITULO 2 - DESENVOLVIMENTO DE INOCULO DE Rhizopus
oligosporus PARA PRODUCAO DE TEMPEH DE FEIJAO CARIOCA
(Phaseolus vulgaris L) E TEMPEH DE FEIJAO CARIOCA (Phaseolus
vulgaris L.) COM SOJA AMARELA (Glycine max L.)

RESUMO

A alimentacdo saudavel, produtos praticos e a rapida alteracdo de gostos por parte do
consumidor, tornam possivel o consumo de produtos inovadores. Tempeh é um alimento
tradicional da Indonésia, produzido por fermentacéo da soja usando espécies Rhizopus. H& um
interesse no tempeh alternativo variando os substratos, como ervilhas, feijdo, milho, arroz,
lentilha e cevada. Este trabalho tem o objetivo de produzir in6culo para viabilizar o tempeh de
feijdo comum cv. Pérola envelhecido, verificando a evolucdo da fermentacdo de acordo com
as proporc¢oes de feijao: soja. A cepa do Rhizopus oligosporus foi multiplicada em placas de
petri e o inoculo foi produzido com arroz. Foram produzidos tempehs de feijdo sem casca em
diferentes proporcdes 50% soja/feijao (TFS) e 100% feijao (TF) e comparados visualmente
com tempeh comercial 100% soja (TS). A concentracdo de células na suspensao de esporos
foi de 10° células/mL, apresentando-se suficiente para fermentar os tempehs. O melhor
resultado foi TF, devido a uniformidade do micélio e pelo tempo de fermentacdo (24 horas),
aproximado ao tempo de fermentacdo do tempeh tradicional de soja (20hs). A amostra TFS
ndo obteve boa consisténcia, uniformidade do micélio, maior tempo de fermentacdo (30
horas), além de pontos pretos. A diferenca entre as matérias primas dos tempehs proporcia
tempos de fermentacdo diferentes, os polissacarideos do feijdo possuem peso molecular maior
que as da soja e provavelmente sdo mais dificeis de serem hidrolisados pelas enzimas
produzidas pelo Rhizopus oligosporus quando sdo apresentados juntos. O tempeh podera ser
uma alternativa interessante para o aproveitamento de gréos de baixo valor comercial e
agregacao de valor ao feijao.

Palavras-chave: fermentacdo; suspenséo de esporos; feijdo depreciado.
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INCULO DEVELOPMENT AND PRODUCTION OF COMMON BEAN
TEMPEH (Phaseolus vulgaris 1.) CV. PEARL AND SOYBEAN (Glycine

max L.)

ABSTRACT

Healthy eating, practical products and the rapid change of consumer tastes make it possible to
consume innovative products. Tempeh is a traditional Indonesian food, produced by
fermenting soybeans using Rhizopus species. There is an interest in alternative tempeh
varying substrates such as peas, beans, corn, rice, lentils and barley. This work has the
objective of producing inoculum to enable the tempeh of common bean cv. Aged pearl,
checking the evolution of the fermentation according to the proportions of beans: soybean.
The strain of Rhizopus oligosporus was multiplied in petri dishes and the inoculum was
produced with rice. 50% soybean / bean (TFS) and 100% bean (TF) were produced and
compared visually with commercial soybean (TS) tempehs. The concentration of cells in the
spore suspension was 106 cells / mL, being sufficient to ferment the tempehs. The best result
was TF due to mycelial uniformity and the fermentation time (24 hours), approximate to the
fermentation time of the traditional soybean tempeh (20hs). The TFS sample did not obtain
good consistency, mycelial uniformity, longer fermentation time (30 hours), and black spots.
The difference between tempehs raw materials provided different fertigation times, bean
polysaccharides have a higher molecular weight than soybeans and are probably more
difficult to hydrolyze by the enzymes produced by Rhizopus oligosporus when presented
together. The tempeh can be an interesting alternative for the use of grains of low commercial
value and aggregation of value to the beans.

Keywords: fermentation; spore suspension; beans depreciated.
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1 INTRODUCAO

As constantes evolucOes da indudstria alimentar vém revelando progressos tecnoldgicos
e cientificos no desenvolvimento de novos produtos. A alimentacdo saudavel, produtos
praticos e a réapida alteracdo de gostos por parte do consumidor, tornam possivel o consumo
de produtos inovadores. Seguindo esta tendéncia, o tempeh, alimento tradicional da Indonésia,
produzido por fermentacdo da soja usando espécies Rhizopus (NAKAJIMA, 2005), se
apresenta como alimento de fonte protéica, possui substancias bioativas, atividade
antioxidante, reduz os fatores antinutricionais aumentando a digestibilidade das leguminosas,
vitaminas do complexo B, vitamina B12 e fibra alimentar solGvel (BABU et al., 2009).

A soja (Glycine max L. Merrill) é rica em proteinas, contém isoflavonas, reduz o risco
de doencas cronicas degenerativas, sintomas da menopausa, osteoporose, alguns tipos de
cancer e doengas cardiovasculares . Estudos demonstram que, a ingestdo de proteina de soja
reduz a taxa do mau colesterol (LDL), pois as gorduras predominantes no grdo de soja séo as
poliinsaturadas e as monossaturadas, que nao provocam obstrucdo de artérias. Os
fitoestrogenos, semelhantes ao horménio feminino, reduzem o risco de cancer de mama e de
préstata e suas fibras ajudam no funcionamento do intestino e na reducdo dos niveis de
glicose no sangue de diabéticos (PENHA, 2007).

A gquantidade de proteinas, lipideos e as propriedades nutricionais tornam o tempeh
atraente. Estudos afirmam que o tempeh é mais resistente a oxidacédo lipidica que a soja nao
fermentada e ha maior quantidade de isoflavonas em relacdo a graos de soja. O tempeh pode
ser produzido por outros substratos, porém ndo é comum, no entanto, hd um interesse no
tempeh alternativo variando os substratos, como ervilhas, feijdo, milho, arroz, lentilha e
cevada (KRISNAWATI, 2015).

O Brasil, sendo um importante produtor e detentor de tecnologias para producdo de
feijao, torna-se propicio para pesquisas utilizando essa matéria-prima (KRISNAWATI, 2015).
O crescente potencial de mercado interno e externo para os tipos especiais de feijoes, atrai a
gastronomia gourmet, além ser aproveitados em diferentes preparagdes culinérias e na
industria de alimentos, que ndo apenas na forma de gréos cozidos.

Este trabalho tem o objetivo produzir indculo para viabilizar o tempeh de feijdo comum
cv. Pérola envelhecido, verificando a evolucgéo da fermentagdo de acordo com as proporgoes

de feijéo: soja;
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2 MATERIAL E METODOS

Os graos de feijdo carioca cv Pérola, considerada padrdo comercial, e de soja
convencional cv BRS 284 foram multiplicados na safra 2015/2015 na Fazenda Capivara, na
Embrapa Arroz e Feijdo, tendo sido colhidos para o experimento, 15 Kg de feijdo e 25 Kg de
soja. Os graos foram armazenados em temperatura ambiente e utilizados ap6s 18 meses da
colheita. Os gréos de feijao carioca apresentaram-se mais escurecidos no momento do estudo,
0 que € um indicativo de envelhecimento de gréo.

A cepa de Rhizopus oligosporus foi adquirida da Colecdo de Culturas Tropicais da
Fundacdo André Tosello Pesquisa e Tecnologia, em Campinas (SP).

Como amostras de referéncia de tempeh de soja, foram adquiridos produtos comerciais
(congelados) do mesmo lote junto ao fabricante em Rezende/RJ.

Apo6s colheita e beneficiamento (secagem natural e limpeza), os grdos foram
homogeinzados e submetidos a quarteamento manual antes da amostragem. Realizou-se uma
selecdo dos grdos, removendo aqueles que estavam danificados ou deteriorados. Os graos
sadios foram mantidos em camara fria até uso.

A confeccdo dos temphes seguir 0 método utilizado por Starzynska-Janiszewska et al.,
(2013).

2.1 Curva de absorc¢ao de agua

Apos lavagem dos graos em agua corrente, 200 g de feijdo Pérola e 200 g de soja BRS
284 foram colocados em béquer com 500mL de agua destilada em temperatura ambiente
(25°C). Com auxilio de uma peneira, os grdos foram retirados de cada recipiente em
intervalos de tempo de 30 minutos (0, 30, 60, 90, 120, 150, 180, 210 e 240 min.) e
posteriormente em intervalos de 4 horas (4, 8 e 16 horas) de maceragdo. Apos retirados da
maceracdo, os grdos foram secos em papel toalha e pesados em balanca analitica, onde a
absorcdo de &gua foi calculada em % considerando o ganho de peso dos grédos apos
hidratacdo. O teste foi realizado para estipular o tempo de hidratagéo, aquele no qual o grdo

atingiu o maximo de absorcao de agua.

2.2 Multiplicacéo do Rhizopus oligosporus

As cepas de Rhizopus sp. foram transferidas para placas de Petri com meio de PDA

(Potato Dextrose Agar) para maior producdo de esporos. Apds o crescimento do micélio e
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formacdo de esporos, a superficie de cada placa foi raspada com uma al¢a de platina e este micélio
transferido para um frasco Erlemmeyer contendo 100 mL de agua destilada esterilizada (Figura
7). Desta suspensdo foram realizadas contagens em camara de Neubauer, conforme relatado por

Miyaoka (2012) e demonstrado na Figura 8.

Figura 7- Suspenséo de fungos

J-=-_-

Reativacao Rhizopus cresci- Suspensao de Contagem na camara

das cepas mento em placa esporos de NMeubauer

Figura 8- Etapas do preparo do indculo e contagem
Fonte: Miyaoka (2012)

A fim de se determinar o0 meio de cultura ideal para producdo do in6culo, a cepa de
Rhizopus foi semeada em placas de Petri contendo os seguintes meios: PDA, PDA + farinha
de arroz (FA), PDA + farinha de feijdo (FF), PDA + 50% FA + 50% FF, conforme Figura 9.

Os meios de cultura ja autoclavados, foram inoculados em camara de fluxo laminar e
incubados em estufa a 30°C por 48 hs. O meio que apresentou melhor desenvolvimento do

fungo foi escolhido para a preparacédo do inéculo.
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D

Figura 9- Placas de Petri com diferentes meios de cultura. (A) PDA e farinha de feijao; (B) PDA e farinha de
arroz; (C) PDA, farinha de feijao e farinha de arroz e (D) PDA

2.3 Contagem de esporos

A contagem de esporos foi realizada utilizando a cdmara de Neubauer (Global Trade,
Dupla Melhorada — BSN 020) onde a suspensao foi homogeneizada e transferido 0,2 mL para
um tubo de ensaio. Adicionou-se 0,6 mL de corante azul de tripano 0,2% ao tubo, uma
aliquota de 0,5 mL foi depositada na laminula, para contagem no microscépio. Para o calculo

foi utilizada a equacéo 1:

Ne°de células/ml = __ nCtotal de celulas x fator de diluigdo x 10.000 (Eg. 1)
n° de quadrantes contados

2.4 Preparacdo do in6culo

Na producédo da farinha inéculo, triturou-se 100 g de arroz agulhinha tipo 1, tamizou-se
em agitador magnético BERTEL® utilizando peneiras 200 mesh.A farinha foi colocada em
recipientes de vidro com tampa metalica. Esterilizou-se e aguardou-se resfriar. Em cada
recipiente inoculou-se 20 mL do inéculo e incubou-se em estufa a 30 °C por 5 dias. Apos este

periodo os recipientes foram armazenados em refrigeragéo e utilizados em até 30 dias.

2.5 Producéo do tempeh

Apbs conclusdo de todas as etapas anteriores, foram inoculadas as matérias-primas
tendo como fator determinante a fermentacéo avaliada visualmente, ou seja, monitorando-se o
desenvolvimento do micélio produzido pelo Rhizopus oligosporus em funcdo dos tempos de
fermentacdo, até que toda a extensdo da matéria-prima estivesse ocupada pelo fungo.

Foram produzidas trés repeticdes de tempehs de feijdo sem casca em diferentes
proporcoes: 50% feijdo/50% soja (TFS) e 100% feijdo (TF) e os resultados encontrados foram

comparados com o tempeh comercial de 100% soja (TS).
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Os feijbes e a soja, cerca de 750 g e 250 g, respectivamente, foram lavados em agua
corrente. A hidratagdo/maceracdo dos gréos foi realizada de acordo com o tempo definido
anteriormente (item 2.2.2.1). Posteriormente, foram secos manualmente em papel tolha. A
retirada do tegumento foi realizada manualmente apds a maceragdo. O tegumento foi retirado
do feijdo e da soja, pois a casca é uma barreira fisica para a fermentacao

Em seguida, a matéria-prima foi submetida a cocgdo em &gua fervente (100 °C) em
panela aberta durante 30 minutos. Apds cocgédo, os grdos foram drenados. Foram pesados 100
g de feijdo para a amostra TF e 50 g de feijdo e 50 g de soja para amostras TFS. As
leguminosas secas, foram colocadas em sacos plasticos de polietileno, em seguida, inoculou-
se 20 g, em cada saco o in6culo produzido com a farinha de arroz.

Apds o acondicionamento, os sacos foram selados e pequenos furos foram feitos com
um garfo de modo a permitir o contato com oxigénio da cultura de Rhizopus oligosporus. Por
fim, os grdos foram incubados em estufa & 30 °C e monitorados nos tempos 0, 8, 16, 24, 32,
40 e 48 h, a fim de verificar visualmente o desenvolvimento do micélio. O tempeh depois de
pronto foi congelado para futuras anélises.

As amostras TFS, TF e TS foram desidratadas por liofilizacdo, em equipamento
Liofilizador L101, LIOTOP®, por 48 horas, até que todo material estivesse completamente
desidratado.

Neste trabalho, a condicdo de oxigénio ndo foi mensurada. Porém, durante o
desenvolvimento da pesquisa, observou-se que se houvessem excesso de furos nas
embalagens, os temphes apresentavam pontos pretos e a escassez de furos ndo havia
fermentacdo. Para o processo de fermentacdo, foi colocado um béquer com &gua destilada na
estufa a fim de aumentar a umidade relativa dentro da estufa, porém também ndo foi

mensurada por falta de equipamento com este recurso.

2.6 Anadlise Estatistica

Utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, com 3 repetices, o tratamento
estatistico dos resultados obtidos para os parametros de hidratacdo dos gréos de soja e feijdo
foram efetuados no programa Microsoft® Office Excel 2013, tendo-se efetuado os valores

médios e erro das médias.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Nas Figuras 10 e 11, pode-se observar que os grdos de feijdo e de soja apresentaram
diferentes curvas de absorcdo de agua. A soja absorve agua mais rapido que o feijdo. Nos
tempos 480 min. a 1200 min., pode-se considerar que a soja manteve 0 peso constante,
diferentemente do feijdo que continuou absorvendo agua até o tempo final. Este fenbmeno
pode ser explicado devido o tegumento do feijdo apresentar uma espessura maior que o da
soja, menos maleavel e mais aderente ao cotilédone (CAVARIANI, 2009; OLIVO, 2011)

Durante a maceracao, a agua é difundida para o interior do grdo de feijdo, promovendo
0 aumento do seu volume. Esta expansao volumétrica ocorre nas dire¢des radiais e axiais dos
grdos, sendo influenciada pela temperatura da maceracdo. A cinética de hidratacdo tem sido
estudada para diversos produtos agricolas como o milho, feijdo Kidney, soja, trigo e arroz. A
absorcdo de &gua dos grdos por maceracdo aumenta com a elevacdo da temperatura e do
tempo (RESENDE, 2007).

250 - Hidratacao do grao feijao
230 - T T
® 221,505 & 220,855
210 - . T + <
190 - 1318912 ¢ 104535 ¢ 19925
79718538 1
w170 - o0 174,4
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§150 - 3T 153,085
9130 TIJ' 139,91
¢l 12808
110 1 118,705
¢ 100,03
90 +
70 -
50 T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
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Figura 10-Curvas de absorcdo de agua dos graos de feijao a temperatura ambiente.
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Figura 11-Curvas de absorcdo de agua dos graos de soja a temperatura ambiente.

A hidratacdo é compreendida como um processo fisico coerente com as caracteristicas
de permeabilidade do tegumento e as propriedades dos coldides constituintes dos graos. A
velocidade de absorcdo de agua depende da composicdo quimica, permeabilidade do
tegumento e da presenca de agua nas formas liquida ou gasosa no meio em que 0 processo
esta ocorrendo (FRACASSO, 2011).

Cavariani et al., (2009) argumentam que a permeabilidade do tegumento afeta a
velocidade de hidratacdo da soja, devido a variacdes de espessura e composicdo, além da
cultivar e local de producédo, sendo a gelatinizacdo do amido uma das principais razdes da
hidratacao.

Abu-Ghannam et al., (1998), em seu estudo da cinética de hidratacdo do feijao,
observaram que a dureza do grdo atinge um certo equilibrio ap6s a umidade atingir um certo
nivel, mesmo que o grdo continue a absorver 4gua do meio e a forca de cisalhamento nos
gréos reduzir em funcdo do aumento de umidade.

No caso da soja, as proteinas séo as principais responsaveis pela hidratagcdo e aumento
de tamanho da celulose e substancias pecticas, o0 amido e os lipidios apresentam intervencao
reduzida no processo (BECKERT et al., 2000).

Coutinho et al., (2010) compararam estudos feitos sobre hidratacdo de grdos de soja e
observaram que a umidade de equilibrio independe da temperatura e o tempo requerido para o
equilibrio é influenciado pela temperatura, mas a cultivar de soja exerce influéncia sobre esse

sistema.
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De acordo com o observado na curva de hidratagéo, para a amostra de feijao, o tempo
de maceracdo foi definido em 20 horas e para os gréos de soja foi definido em 16 horas, pois
as amostras atingiram seu ponto maximo de hidratacéo.

Ap0s 48 hs de fermentacdo, por meio de andlise visual, pode-se observar que todos o0s
meios de cultura proporcionaram o desenvolvimento do fungo na placa de petri (Figura 12).
Porém, o meio de cultura que continha adi¢do de arroz (2) e o que continha somente PDA (4),
permitiram melhor desenvolvimento de micélio nas placas (Figura 13).

Figura 12— Desenvolvimento do Rhizopus oligosporus, em diferentes tempos e meios de cultura. A- 0 h; B- 08
hs; C- 16 hs; D- 24 hs; E- 32 hs e F- 40 hs. 1- Feijdo; 2- Arroz; 3- Arroz e Feijdo e 4- PDA

W'wﬂ- ~_—_.‘,

Figura 13- Desenvolvimento do Rhizopus oligosporus em fneio PDA e Arroz (A) e somente meio PDA (B)

Cruz (2014) pretendia em seu trabalho determinar o melhor meio de cultura para obter

um crescimento e esporulacdo abundantes de R. oligosporus e utilizaram PDA (Potato
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Dextrose Agar) e MEA (Malt Extract Agar). O resultado obtido foi 0 mesmo observado por
Ruiz-Teran e Owens (1996) e Nout (2005) que referem que 0 meio PDA permite crescimento
abundante do micélio, em virtude de ser um meio mais rico. Por outro lado, 0 meio MEA
sendo um meio menos rico favoreceu a esporulacéo.

Em seu estudo, Miyaoka (2012) fermentou grédo de soja com diferentes substratos,
onde pOde-se notar que os melhores resultados foram obtidos com o substrato misto de arroz e
soja.

Em 1974, Rusmini e Djien, descreveram um metodo de crescimento de Rhizopus
oligosporus em arroz cozido, como o in6culo para a fermentacdo de soja em tempeh. Os
resultados foram satisfatorios no que diz respeito a fermentacdo, sendo que 0S esporos
sobreviveram melhor a baixa temperatura e umidade intermediaria. A atividade do inoculo
ndo diminuiu quando armazenada seca, durante um ano a 4 °C.

Os célculos da quantidade de células do in6culo foram efetuados tendo em conta que o
volume de suspenséo na camara de Neubayer é de 0,1 mm?>. Apds observagdo em microscopio
e utilizagdo da equagdo, o resultado para a contagem de esporos foi de 10° células/mL.
Sabendo-se disto, foram inoculados 20 mL da suspensdo de esporos em 100 g de arroz
triturado e esterilizado.

A fermentacdo dos tempehs monitorados ao longo do tempo foi desenvolvida de forma
gradativa nos graos. Nas primeiras 8 horas, ndo houve desenvolvimento observado de forma
visual, nos dois tempehs. Porém, a partir das 12 horas, o TF apresentou formacdo de micélios
e nas 16 horas no TFS.

Os tempehs foram considerados ja prontos, com fermentacdo completa, onde todos os
grdos se apresentavam envolvidos no micélio, com 24 horas para TF e 30 horas para TFS
(Figura 14).

Segundo Naia (2015), a fermentacdo da soja na fabricacdo do tempeh exige cerca de
20 horas para ser realizada, tempo esse que pode variar conforme a concentragao do inoculo.
Indculos com baixa concentragdo de células viaveis eleva o tempo de fermentacdo e
proporciona a contaminagdo por outros microrganismos, outrora, a alta concentragdo de
esporos no indculo afeta a formagdo de compostos que formam o sabor do tempeh devido a

rapida fermentacdo.
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Figura 14- Fermentac&o inicial e final dos tempehs. Inicial: A- Tempeh de feijdo e soja e B- Tempeh de
feijdo. Final: C- Tempeh de feijdo e soja e D- Tempeh de feijéo.

O tempeh tradicional se apresenta de forma firme, consisténcia macia, totalmente
envolvido pelo micélio de cor branca. O tempeh que apresentou aparéncia similar ao produto
tradicional foi o TF, devido a uniformidade do micélio e pelo tempo de fermentacao.

A fermentacdo do TFS foi considerada insatisfatoria. 1sso por ndo ter apresentado boa
consisténcia (sem formacédo de bolo) e uniformidade do micélio (envolvimento do fungo em
todos os grdos). Houve formacGes de pontos pretos, o que indica a ultrapassagem do tempo de
fermentacdo. Este tempo, apesar de ter sido ultrapassado, ndo apresentou formacéo de micélio
branco caracteristico. A diferenca entre as matérias primas dos tempehs proporcia tempos de
fermentacdo diferentes, os polissacarideos do feijao possuem peso molecular maior que as da
soja e provavelmente sdo mais dificeis de serem hidrolisados pelas enzimas produzidas pelo
Rhizopus oligosporus quando sdo apresentados juntos. Devidoa isto, as amostras TSF foram
descartadas de algumas analises posteriores.

Steinkraus (1996) relatou que nas primeiras horas ap0s a inoculacdo ocorre
germinacdo de esporos, tornando o crescimento do fungo mais lento durante as primeiras
horas. Posteriormente, entre 4 — 5 horas, verifica-se um rapido crescimento do fungo e um
aumento continuo da temperatura. Quando o crescimento do fungo comeca a diminuir, 0S
grdos ligam-se a uma massa solida através do micélio, obtendo-se entéo o tempeh.

Durante a fermentacéo, o controle dos parametros de temperatura, umidade e oxigénio
séo determinantes na obtengdo do tempeh.

Temperatura baixa resulta em um crescimento lento do fungo enquanto temperatura

alta inibe o crescimento. Elevada umidade relativa favorece o crescimento de bactérias, mas
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umidade muito baixa inibe completamente o crescimento micelial e favorece a esporulacéo
prematura (o0 que torna o produto mais escuro e, por isso, menos atrativo para o consumidor).

A mesma situacdo pode ser observada na demanda de oxigénio, sendo insuficiente
inibe o crescimento do fungo e o excesso favorece uma esporulagdo prematura
(STEINKRAUS, 1996).

Pode-se observar que a soja € mais facilmente fermentada em comparagéo ao feijéo,
segundo Miyaoka (2012), os carboidratos da soja (estaquiose, rafinose e sacarose) ndo sao as
Unicas fontes de carbono consumidas pelo Rhizopus oligosporus. Analises com microscépico
eletronico de varredura indicam que enzimas sdo secretadas pelo fungo para facilitar a
degradacdo quimica dos compostos do substrato. O crescimento microbiano pode ser
acompanhado pelo consumo dos aglcares simples como glicose, frutose, maltose e xilose
(SORENSON; HESSELTINE, 1966).

Parte dos carboidratos do feijao esta na forma de amido e fibra, sendo que 17-23% sao
compostos basicamente por pectina, celulose e hemicelulose. O feijdo possui polissacarideos
com peso molecular maior que os de soja e provavelmente sdo mais dificeis de serem
hidrolisados pelas enzimas produzidas pelo Rhizopus oligosporus. Quando se misturam
matérias-primas diferentes, as enzimas amiloliticas tém dificuldades de atuar e a velocidade
de fermentacdo € alterada, diferentemente quando se utiliza uma Unica matéria prima
(SHIGA; CORDENUNSI; LAJOLO, 2009).

O fungo Rhizopus oligosporus possui alta atividade proteolitica, importante para seu
crescimento em substrato protéico, mas baixa atividade de enzimas amilase e pectinase
(WAGENKNECHT, 1961; WANG; HESSELTINE, 1965).

4 CONCLUSAO

A fabricacdo do tempeh utilizando o feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) cv. Pérola
sem tegumento é viavel quando se utilizam 10° esporos por mL na inoculagdo, por 24 horas a
temperatura de 30 °C. O uso de misturas de feijdo e soja ndo se mostrou adequada para a etapa
de fermentacdo. O tempeh poderé ser uma alternativa interessante para o aproveitamento de

gréos de baixo valor comercial e agregacao de valor ao feijéo.
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CAPITULO 3 - ERODU(}AO MICROBIOLOGICAMENTE SEGURA DE
TEMPEH DE FEIJAO COMUM (PHASEOLUS VULGARIS)

RESUMO

Cuidados higiénico-sanitarios no processamento de alimentos estdo entre as principais
medidas preventivas de contaminacdo microbioldgica e isso tem sido motivo de preocupacéo
por parte dos 6rgdos de inspecdo e saude publica. Todo alimento deve ter sua qualidade
microbiologica garantida atraves de testes que comprovem sua inocuidade, por isso este
trabalho tem como objetivo estabelecer o procedimento de preparo do tempeh, obedecendo a
legislacdo em relacdo a padrGes microbioldgicos de contaminagdo. Foram confeccionados
tempehs de feijdo sem casca em diferentes proporcdes: 50% feijao/50% soja (TFS) e 100%
feijdo (TF). Os grdos de feijdo carioca cv Pérola foram armazenados e utilizados
apresentando-se mais escurecidos no momento do estudo, sendo indicativo de envelhecimento
e soja convencional cv BRS 284. Primeiramente o tempeh foi confeccionado de forma
tradicional da Indonésia, onde a maceracdo é somente em agua esterilizada e o tratamento
térmico consiste em fervura por 30 min. Posteriormente o tempeh, foi produzido com
modificacdo do método tradicional, utilizando vinagre de alcool comercial contendo acido
acetico (5%) na agua da maceracao, sendo 20 mL para cada litro de agua esterilizada. Na fase
do tratamento térmico os grdos foram acondicionados em béquer e tampados com papel
laminado e esterilizados em autoclave por 15 min a 121 °C. Foi realizada avaliacéo
microbiolégica do tempeh pronto, contemplando analises de Coliformes a 45 °C,
Estafilococos coagulase positiva e Salmonella sp e avaliado de acordo com Regulamento
Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para Alimentos, RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001
— Anvisa. No método tradicional, pdde-se observar que as bactérias se desenvolveram acima
do permitido pela legislagdo. Os resultados na placa foram incontaveis, até a diluicdo 104,
para todos os tempehs, apesar de todos os requisitos de boas préaticas adotadas. Ja no método
modificado, onde foram acrescentados o &cido acético e a autoclavagem, ndo houve nenhum
desenvolvimento de col6nias tipicas de bactérias. A autoclavagem e acidificacdo do meio sdo
procedimentos eficientes na eliminacdo de agentes contaminantes do tempeh. O método
modificado pode ser utilizado pela inddstria a fim de garantir a qualidade sanitéaria do tempeh
e ofertar ao consumidor alimento seguro.

Palavras-chave: contaminagdo, qualidade microbiolégica, autoclavagem, acidificacao.
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MICROBIOLOGICALLY SAFE PRODUCTION OF COMMON BEAN
TEMPEH (PHASEOLUS VULGARIS)

ABSTRACT

Hygienic-sanitary care in food processing are among the main preventive measures of
microbiological contamination and this has been a cause of concern on the part of inspection
bodies and public health. All food must have its microbiological quality guaranteed through
tests that prove its innocuity, so this work aims to establish the preparation procedure of
tempeh, obeying the legislation in relation to microbiological standards of contamination. The
bean pea beans were stored and used to be darkened at the time of the study, in order to
evaluate the behavior of the bean pea beans in different proportions: 50% bean / 50% soybean
(TFS) and 100% Being indicative of aging and conventional soybean cv BRS 284. First the
tempeh was made in a traditional Indonesian way, where the maceration is only in sterilized
water and the heat treatment consists of boiling for 30 min. After the tempeh, it was produced
with modification of the traditional method, using commercial alcohol vinegar containing
acetic acid (5%) in the maceration water, with 20 mL for each liter of sterilized water. At the
heat treatment stage the beans were packed in beakers and capped with laminated paper and
autoclaved for 15 min at 121 ° C. A microbiological evaluation of prepared tempeh was
carried out, considering coliform analyzes at 45 ° C, coagulase positive Staphylococcus and
Salmonella sp and evaluated according to the Technical Regulation on Microbiological
Standards for Foods, RDC No. 12 of January 2, 2001 - Anvisa. In the traditional method, it
has been observed that the bacteria have developed above that allowed by the legislation. The
results on the plate were uncountable, up to the 10-4 dilution, for all tempehs, despite all good
practice requirements adopted. In the modified method, where acetic acid and autoclaving
were added, there was no development of colonies typical of bacteria. The autoclaving and
acidification of the medium are efficient procedures in the elimination of pollutants from
tempeh. The modified method can be used by industry to ensure the sanitary quality of
tempeh and to provide the consumer with safe food.

Keywords: contamination, microbiological quality, autoclaving, acidification.
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1 INTRODUCAO

O tempeh é um alimento fermentado, originalmente da Indonésia, produzido pela
fermentacao da soja pelo Rhizopus oligosporus. Este fungo é naturalmente obtido a partir das
folhas de hibisco usadas para envolver a soja assim como as folhas de bananeiras sé&o
utilizadas como embalagem primaria. Mesmo com a globalizacdo do tempeh com sua
industrializacdo, as etapas de producdo ainda sdo, em maioria, as mesmas da producéo caseira
(NAIA, 2015).

Este processo sofre contaminagdes com bactérias, fungos e leveduras que se desenvolvem
durante a fermentacdo. A prépria matéria-prima possui bactérias, incluindo Lactobacillus
casei, Enterococci; Staphylococci; Streptococci; Bacilli; Enterobacter, Klebsiella, entre
outros coliformes (HUTKINS, 2006). Por isso, cuidados higiénico-sanitarios no
processamento de alimentos estdo entre as principais medidas preventivas de contaminacéo
microbioldgica. Em 2012, 89 casos de gastroenterite causadas por salmonela na Carolina do
Norte, foram associados ao consumo de tempeh ndo pasteurizado (GRIESE, 2013).

O grupo dos coliformes totais envolve bactérias originarias do trato gastrintestinal que
fermentam a lactose produzindo gés. Os coliformes fecais sdo considerados como coliformes
totais e neste grupo sdo incluidas a E. coli, considerada melhor indicadora de contaminacao
fecal (GEUS; LIMA, 2006).

Atualmente o género Staphylococcus possui espécies frequentemente associadas a uma
ampla variedade de infec¢fes de carater oportunista, causa varios tipos de intoxicagdes e pode
ser encontrado em varias partes do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele. Em
alimentos destaca-se Staphylococcus aureus, que € coagulase positiva e possui a capacidade
de coagular o plasma sanguineo. As toxinas produzidas pelo Staphylococus apresentam
propriedade de termorresisténcia, 0 que constitui ponto crucial em controle de qualidade de
alimentos.

As salmonelas sdo micro-organismos mesofilos, com 6timo crescimento no intervalo de
35 a 37 °C. O pH minimo para o desenvolvimento varia com o sorotipo, temperatura de
incubacdo, tipo de acido, composicdo do substrato e tensdo de oxigénio, mas, de modo geral,
em valores de pH abaixo de 4,0 e acima de 9,0, as salmonelas sdo lentamente destruidas.
(BRASIL, 1990; FDA, 1998; GIOMBELLI e SILVA, 2001).

Como todo alimento precisa ser seguro, 0 tempeh de feijdo, por ser um alimento

inovador, de importancia econémica e contribui¢do cientifica, necessita de um método de
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producdo que assegure sua qualidade microbioldgica. O objetivo deste trabalho é avaliar o
tempeh de feijdo cv. Pérola e tempeh misto, 50%feijao/50% soja, produzidos por duas
metodologias diferentes, verificando se essas condicdes atendem as recomendacdes da RDC
N° 12 de 02 de janeiro de 2001 — ANVISA, apesar desta legislacdo ndo contemplar
especificamente o produto tempeh, porém toma-se como padrdo microbioldgico alimento

fermentado similar.

2 MATERIAL E METODOS

Os grdos de feijdo carioca cv Pérola, considerada padrdo comercial, e de soja
convencional cv BRS284 foram multiplicados na safra 2015/2015 na Fazenda Capivara, na
Embrapa Arroz e Feijdo. Os graos foram armazenados em temperatura ambiente e utilizados
apo6s 18 meses da colheita. Os gréos de feijao carioca apresentaram-se mais escurecidos no
momento do estudo, o que € um indicativo de envelhecimento de gréo.

A cepa de Rhizopus oligosporus foi adquirida da Colecdo de Culturas Tropicais da
Fundacdo André Tosello Pesquisa e Tecnologia, em Campinas (SP). A cepa foi desenvolvida
em meio PDA (Potato Dextrose Agar) e arroz em placas de Petri por 48 hs a 30 °C em estufa.
Apo6s a proliferacdo do fungo na placa, o mesmo foi raspado e transferido para um
Erlenmeyer contendo 100 mL de agua destilada estéril, formando assim a suspensao de
esporos. A contagem de esporos desta suspensdo foi realizada na camara de Neubayer,
obtendo resultado de 10° células /mL, sendo esta concentracéo suficiente para a fermentagio
dos grdos (observados em testes prévios). O indculo foi produzido com arroz triturado e
esterilizado, utilizando a cepa ja desenvolvida em meio de cultura.

Para o estudo, foram produzidos tempehs de feijdo sem tegumento em diferentes
proporcoes: 50% feijdo/50% soja (TFS) e 100% feijdo (TF). O tegumento foi retirado do
feijdo e da soja, pois a casca € uma barreira fisica para a fermentacdo. Todas as boas préaticas

de fabricacéo foram obedecidas.

2.1 Método Tradicional

Primeiramente, o tempeh foi confeccionado de forma tradicional da Indonésia, para
ambos 0s gréos, seguindo as etapas demonstradas na Figura 15, descrito por Kuswanto
(2004). Utilizaram-se 200 g de cada leguminosa, a limpeza foi em &gua corrente, na
hidratagdo/maceracdo os grdos foram submersos em 1000 mL de &gua (1000 mL/Erlenmeyer
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para soja e para feijdo) somente esterilizada, temperatura ambiente, 16 horas para a soja e 20
horas para o feijdo. Para a retirada da &gua superficial aos grdos foram escorridos e secos
manualmente em papel tolha. A retirada do tegumento foi realizada manualmente. O
tratamento térmico consiste em fervura por 30 min em panela aberta. Ambos foram drenados
e arrefecidos até temperatura ambiente. As leguminosas foram colocadas em sacos plasticos
de polietileno, em seguida, inoculou-se 20 g, em cada saco o indculo produzido com a farinha
de arroz. Apo6s o acondicionamento, os sacos foram selados e pequenos furos foram feitos
com um garfo de modo a permitir o contato com oxigénio da cultura de Rhizopus oligosporus.
Por fim, os grdos foram incubados em estufa a 30 °C e monitorados a fim de verificar
visualmente o desenvolvimento do micélio. O tempo de fermentacdo para as amostras foi
determinado previamente em outros experimentos, sendo o tempo ideal para TF de 24 he o

TFS de 30 hs. O tempeh depois de pronto foi congelado para futuras analises.

Limpeza dos gréos
.| 16 hs para soja

Hidratacdo/maceracéo | 20 hs para feijao
\

Retirada superficial da agua
!

Retirada do tequmento
|
Tratamento térmico
T
Drenagem
|
Arrefecimento
I
Inoculacao
|

Incubacéo
T

\ 4

Fervura por 30 mim

Embalagem
T

Congelamento

Figura 15. Fluxograma: Etapas da fabricacgéo tradicional do tempeh

2.2 Método Modificado
Em paralelo, o tempeh foi produzido com modificagdo do método tradicional,
conforme os autores: Starzynska-Janiszewska et al., (2013) e fluxograma da Figura 16. Neste

método, foi introduzido vinagre de alcool comercial contendo acido acético (5%) na agua da
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maceracdo, sendo 20 mL para cada litro de agua esterilizada. Na fase do tratamento térmico
os gréos foram acondicionados em béquer e tampados com papel laminado e esterilizados em

autoclave por 15 min a 121 °C. As etapas posteriores seguiram o método tradicional.

16 hs para soja
20 hs para feijao

20 mL por litro

Acido acético (5%) Limpeza dos graos

Hidratacdo/maceracéo
|
Retirada superficial da agua
T
Retirada do tegumento
l . Autoclavagem
Tratamento térmico "1 15° 121°C
|
Drenagem
I
Arrefecimento
|
Inoculacéo
|

Incubacédo
|

Embalagem

y

Congelamento

Figura 16. Fluxograma: Etapas da fabricacdo modificada do tempeh de soja ou feijao

2.3 Analises Microbiologicas

Foram realizadas analises microbioldgicas do tempeh pronto, contemplando analises
de Coliformes a 45 °C, Estafilococus coagulase positiva e Salmonella sp, de acordo com
Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbiolégicos para Alimentos, RDC n°12 de 02 de
janeiro de 2001 — Anvisa (BRASIL, 2001), demonstrado na Tabela 6. Nesta legislacdo, ndo é
contemplado especificamente o produto tempeh, porém pode-se tomar como padrdo
microbiologico alimento fermentado similar. Ap6s o descongelamento do produto, por 4
horas em geladeira na embalagem original, foi realizada analise microbiologica em triplicata

de maneira asséptica, no Laboratoério de Controle Higiénico-Sanitario de Alimentos, da
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Faculdade de Nutricdo da UFG — Goiania — GO e no Laboratério de Microbiologia da
Faculdade Fama — Anapolis GO, a fim de verificar se 0os métodos poderiam assegurar a
qualidade microbioldgica do produto. O protocolo microbiologico obedeceu a metodologia
estabelecida pelo Compedium of Methods for the Microbiological Examination of Foods
(APHA, 2001) e FDA (2002). Para todos os micro-organismos analisados, foi realizado teste
controle (incubagéo do meio de cultura em placa de petri, sem inoculagdo), para se verificar a

inocuidade do mesmo.

Tabela 6. Padrdo microbioldgico para tempeh

Pasta de soja fermentada (miss6) e similares, desengordurada ou ndo

Coliformes a 45 °Clg 10?UFC/g
Estaf.coag.positiva/g 102UFClg
Salmonella sp/25 g Ausénciaem 25 g

Fonte: Adaptado de RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001

Para o preparo das diluigdes decimais foi retirada uma aliquota de 25 g da amostra e
adicionados 225 mL de A&gua peptonada tamponada (0,1%) e homogeneizada em
homogeneizador de amostras, tipo stomacher modelo SP-190 — SPLABOR, utilizando sacos
plasticos esterilizados proprios para este equipamento. Desta diluicdo (101) foram realizadas

as outras diluices seriadas utilizando o mesmo diluente até 10,

2.3.1 Contagem de coliformes totais

Para analise de Coliformes a 45 °C, primeiramente deve-se realizar analise de
Coliforme Totais. Para isso, foi distribuido 1,0 mL de cada diluicdo no centro da placa de
Petri e adicionados 15 mL do Agar Vermelho Violeta Bile Lactose (VRBA), incubando as
placas invertidas a 35 °C por 48 horas. As caracteristicas das colonias sdo vermelhas purpuras
rodeadas por zonas de precipitacdo dos sais biliares de cor violeta. As coldnias tipicas foram
contadas e calculadas o niumero de UFC/grama.

Para o teste confirmativo de coliformes totais, foram selecionadas as placas com 10 a
150 coldnias e inoculando com alcga, 3-5 colénias em Caldo Verde Brilhante Bile 2% Lactose,

incubando os tubos a 35 °C por 48 horas, observando a presenca de gas nos tubos de Durhan.

2.3.2 Contagem de coliformes de origem fecal
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A partir das placas de VRBA utilizadas na contagem de Coliformes Totais, foram
selecionadas 3-5 coldnias tipicas, inoculadas no Caldo Escheria coli (EC), e incubadas a 45
°C por 24 horas. A partir do Caldo EC foram realizadas as provas bioquimica do IMViC
(Indol, vermelho de Metil, Voges-Proskauer e Citrato), transferindo uma alcada para os tubos
com Caldo Triptona, e Citrato de Simmons, incubadas a 35 °C por 48 horas e para 0s tubos
com caldo VM-VP (Vermelho de Metila/ Vogel Proskauer), incubados a 35 °C por 5 dias. As

colénias tipicas foram contadas e calculadas o nimero de UFC/grama.

2.3.3 Estafilococos coagulase positiva

Foram semeados sobre a superficie do agar Baird-Parker (BP), 0,1mL de cada dilui¢do
da amostra, e incubar as placas invertidas a 35 °C por 30 - 48 horas. As placas com colonias
foram contadas e de cada placa selecionada, 3 a 5 col6nias foram semeadas em tubos com
Brain Heart Infusion (BHI), e incubadas a 35 °C por 24 horas. A partir deste caldo procedeu-
se as provas de pesquisa da presenca de coagulase, pesquisa da presenca da DNase e
fermentacdo anaerdbica da glicose e manitol.

2.3.4 Salmonella sp

No pré-enriquecimento foram pesados 25 g da amostra, adicionados 225 mL de agua
peptonada a 1,0% tamponada e incubados a 35 °C por 24h. No enriquecimento seletivo,
pipetaram-se aliquotas de 1mL da cultura pré-enriquecida e transferiu-se para tubos contendo
10mL de Caldo Tetrationato e de Caldo Selenito Cistina. Incubaram-se ambos a 43 °C por 24
horas em banho-maria. No isolamento em agar seletivo, semeou-se, por estrias,em placas com
Agar Salmonella Shigella SS e Agar de Desoxicolato-Lisina-Xilose (XLD), e incubou-as a 35
°C por 24 horas. No isolamento em meio diferencial:selecionaram-se 3 a 5 colbnias tipicas
das placas com SS e XLD. Semeou-se nos tubos com Agar Triple Sugar Iron (TSI) e Agar
Motilidade, Indol e H>S (SIM) e incubou-se a 35 °C por 24 a 30 horas. Para as provas
bioquimicas foram realizados os testes de uréase, MIO, Caldo lisina descarboxilase, Caldo
Dulcitol, Caldo Lactose, Caldo sacarose, VM-VP, Citrato de Simmons, Caldo triptona e
Caldo malonato fenilalanina.
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3  RESULTADOS E DISCUSSAO

A investigacdo microbioldgica das amostras, produzidas por metodos diferentes, se faz
necessaria para que se possa comparar a efetividade dos métodos contra contaminacgao por
patdgenos.

O método tradicional possui algumas etapas que proporcionam o desenvolvimento de
micro-organismos, pois nao apresenta barreiras que eliminam ou impedem a proliferacdo de
micro-organismos. A qualidade do tempeh pode ser afetada devido a contaminagdes com
bactérias, fungos e leveduras que se desenvolvem durante o processo de fermentacdo
(MAZAS; PEREZ, 2003). A superficie dos feijdes crus contém uma grande variedade de
bactérias Gram positivas e Gram negativas (HUTKINS, 2006). Mazas e Pérez (2003),
concluiram que existe uma necessidade de manter um nivel alto de praticas sanitarias durante
a producdo e de refrigerar ou congelar adequadamente o produto uma vez terminada a
fermentacéo.

Ja no método modificado, a adicdo do acido acético é uma boa alternativa de
fabricacdo uma vez que a maioria das bactérias se desenvolve em pH perto do neutro
(OWENS, 2015).

Hutkins (2006), em sua pesquisa afirma que, apesar do limitado metabolismo das
proteinas e dos aminoacidos, ocorre uma acumulacdo de aménia durante a fermentacdo do
tempeh, que faz o pH se alterar de 5.0 para acima dos 7.0. Este aumento do pH durante a
fermentacdo fungica ressalva a importancia da acidificacdo durante a fase de maceragdo, pois
este processo é responsdvel pela inativacdo de potenciais patogénos que podem estar
presentes na matéria-prima. Bactérias lacticas que podem estar presentes nos graos, podem
impactar diretamente na proliferacdo e possivel formacédo de toxina de potenciais patogénicos
e bactérias toxinogénicas no tempeh por serem sinergéticas (KUSWANTO, 2004).

Segundo o método descrito por Starzynska-Janiszewska, Stodolak e Mickowska (2013),
que autoclavaram os graos no processo de fabricacdo de tempeh, pode-se afirmar que incluir
esta etapa (autoclavagem) e manter as boas praticas durante o processo sdo eficazes no
controle de patdgenos. Processos de fabricacdo de tempeh de soja que incluem autoclavagem
a 121 °C durante 10min em 0,1 mol L™ de &cido lactico para obter cotilédones estéreis e
acidificados (RUIZ-TERAN; OWENS, 1996) proporcionam um tempeh com boa fermentagéo
e com seguranca sanitaria. Em 2012, 89 casos de gastroenterite causada por salmonela na

Carolina do Norte foram associados ao consumo de tempeh de soja. Este fato foi investigado e
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descobriu-se que a contaminacdo advinha do indculo distribuido internacionalmente. Apesar
de ndo estar claro, a hipdtese é que, ao contrario de outros produtos comerciais de tempeh, o
produto do surto ndo era pasteurizado e, portanto, patdgenos permaneciam no produto final
(GRIESE, 2013).

No método tradicional, pdde-se observar que as bactérias se desenvolveram acima do
permitido pela legislagdo. Os resultados na placa foram incontaveis, até a diluicdo 10, para
todos os tempehs, apesar de todos os requisitos de boas praticas adotadas.

Ja no método modificado, onde foram acrescentados o acido acético e a autoclavagem,
ndo houve nenhum desenvolvimento de colénias tipicas de bactérias. Houve desenvolvimento
de fungos com as mesmas caracteristicas do Rhizopus oligosporus nos meios de cultura, estes
advindos do préprio indéculo, porém ndo foi identificado, sendo necessaria analise de
identificacdo de DNA por PCR (Polymerase Chain Reaction, em portugués Reacdo em
Cadeia da Polimerase) para confirmar se estes fungos eram realmente Rhizopus oligosporus
(FENG, 2006). N&o houve proliferacao na placa controle.

Contudo, apds os procedimentos realizados, os resultados das contaminagdes
microbiologicas dos tempehs referentes aos diferentes métodos, tradicional e modificado,

estdo expressos na Tabela 7 e Tabela 8, respectivamente.

Tabela 7. Resultados das analises microbiolégicas de tempeh produzidos pelo método tradicional

TFS (50% feijdo/soja) TS (100% feijdo)
Coliformes Totais >10*UFC/g Coliformes Totais >10*UFCl/g
Coliformes Fecais >10*UFC/g Coliformes Fecais >10*UFCl/g
Estafilococos coagulase positiva >10*UFC/g Estafilococos coagulase positiva >10*UFCl/g
Salmonella sp Ausénciaem 25 g  Salmonella sp Ausénciaem 25 g

Tabela 8. Resultados das analises microbiolégicas de tempeh produzidos pelo método modificado

TFS (50% feijdo/soja) TS (100% feijéo)
Coliformes Totais <10UFC Coliformes Totais <10UFC
Coliformes Fecais <10UFC Coliformes Fecais <10UFC
Estafilococos coagulase positiva <10UFC Estafilococos coagulase positiva <10UFC
Salmonella sp Ausénciaem 25 g Salmonella sp Ausénciaem 25 g

De acordo com Kuswanto (2004), existem varios métodos para produzir o tempeh
(Quadro 1) e essa variacao se da pela regido em que é produzida, porém algumas etapas séo

comuns entre os métodos: lavagem, descasque, fervura, drenagem e incubacdo. Pode-se
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observar que alguns métodos empregam a fervura dos grdos mais de uma vez, isso porque a

contaminacg&o do gréo é facilitada pela natureza de seus componentes.

Diferentes Métodos de Fabricacdo de Tempeh

Etapa 1 2 3 4 5 6 7

1 Descascar Ferver Demolha Ferver Ferver Demolha Demolha
2 Lavar Demolha Descascar Demolha Arrefecer Ferver Ferver
3 Ferver Descascar Lavar Descascar Descascar Lavar Arrefecer
4 Escorrer Lavar Ferver Lavar Lavar Ferver Descascar
5 Arrefecer Escorrer Escorrer Ferver Demolha Arrefecer Lavar

6 Inocular Inocular Arrefecer Escorrer Ferver Descascar Demolha
7 Embalar Embalar Inocular Arrefecer Escorrer Lavar Ferver
8 Incubar Incubar Embalar Inocular Arrefecer Escorrer Escorrer
9 Incubar Embalar Inocular Incubar Arrefecer
10 Incubar Embalar Embalar Inocular
11 Incubar Incubar Embalar
12 Incubar

Quadrol- Alguns métodos tradicionais de preparagdo comercial de tempeh a partir de soja

Fonte: KUSWANTO, 2004

Todas essas metodologias de fabricacdo do tempeh possuem em suas etapas variaveis
que podem contribuir para contaminacdo microbiologica, demonstrando a necessidade de

investigacao para que se conheca a eficiéncia do método em relacdo ao combate a patdgenos.

4. CONCLUSAO

A autoclavagem a 121°C por 15 minutos e acidificacdo com &cido acético a 5% na
fasede maceracdosdo metodologias eficientes no controle de agentes contaminantes do
tempeh. O método modificado pode ser utilizado pela industria a fim de garantir a qualidade
sanitaria do tempeh e proporcionar ao consumidor alimento seguro. Vale salientar que as boas
praticas de fabricagdo também contribuem para que bactérias patogénicas ndo estejam

presentes no produto, assim como seu armazenamento e temperatura de estocagem.
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CAPITULO 4 - CARACTERIZACAO NUTRICIONAL E DE
COMPOSTOS BIOATIVOS DE TEMPEHS DE FEIJAO CARIOCA
(Phaseolus vulgaris L.) E TEMPEH DE SOJA AMARELA (Glycine max L.)

RESUMO

O tempeh € um alimento com papel importante na alimentacdo de vegetarianos,
veganos e daqueles que o apreciam. Este trabalho foi desenvolvido para determinar e
relacionar as propriedades nutricionais, teor de substancias bioativas, cor e textura
instrumental dos tempehs produzidos a partir de grdos de feijdo carioca e de soja
convencional. Foram confeccionados tempehs de feijdo sem casca, armazenados e
escurecidos, em diferentes proporcdes: 50% feijao/50% soja (TFS), 100% feijao (TF) e as
amostras comerciais de 100% soja (TS) foram adquiridas em Rezende-RJ. Foram realizadas
analises de umidade, cinzas, atividade de &gua, pH, acidez titulavel, extrato etéreo, proteina
bruta, fibras, carboidratos, valor energético, minerais, vitamina B12, atividade antioxidante,
taninos, oligossacarideos, cor e texura instrumentais. Nos resultados, entre TF e TS onde
houve diferenca significativa principalmente em lipidios (1.555%), proteinas (260%) e
carboidratos (521%). O contetdo de fibras totais de TF é 34% menor que TS. Destaca-se 0
contedo de molibdénio, ultrapassando a recomendacdo didria em todas as amostras, TS
apresenta-se com a maior concentracdo de minerais, seguido pelo TFS e TF. A capacidade
antioxidade do TF (14,77%) e TS (11,28%) no método DPPH, no método ABTS, TF
(31,62%) e TS (48,89%) apresentando as amostras capacidade antioxidante relevante. Para o
teor de vitamina B12, TF (0,38 pug/100 g) e TS (0,42 pg/100 g), apresentam-se baixo, ja que 0s
valores de literatura demonstram valores maiores, perda provavel durante o tratamento
térmico do tempeh. N&o houve diferenca significativa em relagdo a coesividade,
mastigabilidade e resisténcia das amostras. O brilho do TS é 1543% maior que TF,
provalvelmente devido ao maior teor de gordura presente na soja. J& a* do TS possui
tonalidade mais aproximada ao verde que TF e o TF apresentou valor de b* maior que TS.
Pode-se considerar o tempeh de feijdo comum, um alimento com valor consideravel de
proteina, alto valor de carboidrato, baixo teor de lipidios, bom valor de fibras e alimento com
capacidade antioxidante relevante. A recomendacdo do consumo de tempeh deve ser baseada
em estudos cientificos que demonstrem seus efeitos benéficos a saude.

Palavras-chave: composigdo centesimal, capacidade antioxidante, cianocobalamina, cor,

textura.



78

NUTRITIONAL CHARACTERIZATION AND BIOATIVE
CHARACTERISTICS OF TEMPERATUS COMPOUNDS OF CARIOCA
BEAN (Phaseolus vulgaris L.) AND YELLOW SOYBEAN TEMPEH (Glycine
max L.)

ABSTRACT

Tempeh is a food with an important role in the diet of vegetarians, vegans and those who
appreciate it. This work was developed to determine and to relate the nutritional properties,
content of bioactive substances, color and instrumental texture of the tempehs produced from
carioca beans and conventional soybean. 50% soybean / 50% soybean (TFS), 100% soybean
(TF) and commercial samples of 100% soybean (TS) were obtained from Rezende-RJ .
Analyzes of moisture, ash, water activity, pH, titratable acidity, ethereal extract, crude protein,
fiber, carbohydrates, energy, minerals, vitamin B12, antioxidant activity, tannins,
oligosaccharides, color and textures were performed. In the results, between TF and TS where
there was a significant difference mainly in lipids (1,555%), proteins (260%) and
carbohydrates (521%). The total fiber content of TF is 34% smaller than TS. The content of
molybdenum is outstanding, exceeding the daily recommendation in all samples, TS presents
with the highest concentration of minerals, followed by TFS and TF. The antioxyd ability of
TF (14.77%) and TS (11.28%) in the DPPH method, in the ABTS, TF (31.62%) and TS
(48.89%) method presented the relevant antioxidant capacity samples. For the vitamin B12
content, TF (0.38 pg / 100 g) and TS (0.42 pg / 100 g) were low, as the literature values
showed higher values, a probable loss during the heat treatment Of tempeh. There was no
significant difference in relation to the cohesiveness, chewing and resistance of the samples.
The brightness of TS is 1543% greater than TF, probably due to the higher fat content in
soybean. Already the * of the TS has a shade closer to the green than TF and the TF has a
value of b * greater than TS. One can consider common bean tempeh, a food with
considerable protein value, high carbohydrate value, low lipid content, good fiber value and
food with relevant antioxidant capacity. The recommended consumption of tempeh should be
based on scientific studies demonstrating its beneficial effects on health.

Key words: centesimal composition, antioxidant capacity, cyanocobalamin, color, texture.
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1 INTRODUCAO

A busca por habitos de consumo mais saudaveis, produtos funcionais e saborosos vém
aumentando ao logo do tempo, podendo ser destacados os alimentos fermentados que
desempenham papel importante neste cenario (CRUZ, 2014).

O tempeh é um alimento de fermentacdo sélida, onde o fungo Rhizopus oligosporus
desempenha papel importante na composicdo nutricional deste alimento, reduzindo fatores
antinutricionais, produzindo vitaminas, compostos bioativos, enzimas e tornando
macronutrientes mais biodisponiveis (JIMENEZ-MARTINEZ, 2007).

Tradicionalmente o tempeh é produzido com soja, porém pode ser produzido com outros
substratos, ndo sendo comum, no entanto, ha um interesse no tempeh alternativo com ervilhas,
feijao, milho, arroz, lentilha e cevada (KRISNAWATI, 2015). Devido o Brasil ser um
detendor de tecnologias e grande produtor de feijdo, o desenvolvimento de tempeh a base de
feijdo torna-se atrativo tanto para a inddstria quanto para os consumidores.

O feijdo possui alto teor de fibras, auxiliam na protecdo contra o cancer de mama,
diminuicdo do risco de constipacdo, doengas coronarias e evitam o aumento dos niveis de
glicose (SOARES et al., 2008).

Pesquisas que desenvolvem novos produtos alimenticios exigem uma caracterizacdo
nutricional para que se possam identificar caracteristicas benéficas, a fim de promover
melhorias para a populacdo, de forma que a inovacdo traga desenvolvimento econémico,
nutricional e ambiental.

Contudo, este trabalho foi desenvolvido para determinar e relacionar as propriedades
nutricionais e teor de substancias bioativas dos tempehs produzidos a partir de grdos de feijao

comum carioca cv. Pérola e de soja;

2 MATERIAL E METODOS

Os tempehs utilizados foram produzidos no Laboratorio de Tecnologia de Alimentos da
Faculdade Metropolitana de Andapolis, Anapolis GO. Foram produzidos tempehs de feijao
comum cv. Pérola, sem casca em diferentes propor¢oes: 50% feijao/soja (TFS) e 100% feijdo
(TF) e o tempeh comercial de 100% soja (TS), foi adquirido de empresa em Rezende RJ.

Depois de elaborados os tempehs foram liofilizados e as analises realizadas no
Laboratorio de Grdos e Subprodutos da Embrapa Arroz e Feijao, localizado em Santo Antdnio



80

de Goias, GO. Todas as analises foram realizadas em triplicata, salvaguarda de fibras e
conforme métodos descritos nas normas da AOAC (1997).

2.1 Métodos da Anélise Centesimal

O teste de umidade foi realizado pelo método de secagem em estufa a 105 °C até peso
constante.

Determinacgéo de residuo por incineracdo (Cinzas) realizada pelo método gravimétrico de
incineracdo, em forno mufla a 550 °C.

A atividade de agua foi determinada, utilizando-se aparelno AQUALAB® (CX-2 -
DECAGON) a 25 °C.

A determinacdo do pH foi realizada, utilizando-se potenciémetro digital KASVI® (k39-
2014), leitura direta com imersdo do eletrodo no béquer contendo 100mL de agua destilada e
10 g de amostra macerada.

A acidez titulavel realizada em solucdo normal determinada em (hidroxido de sédio 0,1
N) utilizando fenolftaleina como indicador.

O Extrato Etéreo foi determinado pela extracdo continua em aparelho de Soxhlet,
usando éter de petréleo como solvente e posterior evaporacdo em estufa a 105 °C.

Proteina Bruta Total foi determinada pelo método de micro-Kjeldahl empregando-se o
fator 6,25 para conversao em proteina do teor de nitrogénio total.

A fibra alimentar total foi analisada pelo método gravimétrico-enzimatico estabelecido
pela AOAC (2005), adaptado pela Embrapa Agroindustria de Alimentos (EMBRAPA, 2008),
onde baseia-se na digestdao enzimatica da amostra com a-amilase termoresistente, protease e
amiloglucosidade, seguida de precipitacdo em etanol e filtracdo. Esta andlise foi realizada em
quadruplicata.

O teor de carboidratos foi calculado por diferencada soma dos teores dos componentes:
umidade, proteinas, lipideos, cinzas e fibras da totalidade do conjunto, previsto pela
Resolucéo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 360, 2 de dezembro de 2003 (ANVISA, 2003),
por meio da Equacéo 2.

%carboidratos = 100—(%umidade + %cinzas + %proteina+%extrato etéreo+%fibras (Eq.2)
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Valor Energético Total (VET) foi estimado utilizando-se os fatores para conversao
ATWATER: 4 kcal.g™ para proteinas, 4 kcal g™ para carboidratos e 9 kcal.g™ para lipidios.

A analise de minerais foi executada no Laboratério de Analises Agroambientais —
Embrapa Arroz e Feijdo, de acordo com a metodologia descrita pela AOAC (2006).
Quantificadas por espectrofotometria de absor¢do atdmica, que consiste na digestdo
nitropercldrica com a solucdo de HNOs: HCIOs. Um grama de amostra foi pesado e serdo
adicionados 10 mL de solucéo nitroperclérica 4:1 v/v destes acidos concentrados. As amostras
foram colocadas em bloco digestor com aquecimento e exaustdo, sendo mantidas nesta
condicédo até a formacdo de uma solucao limpida. Apos a digestdo, o material foi transferido
para balGes volumétricos de 25 mL e o volume, completado com &gua deionizada. Os
elementos foram determinados por espectrofotometria de absor¢do atbmica, em
espectrofotdmetro e 0 elemento potassio foi determinado por espectrofotometria de chama,
em fotdmetro de chama. Os teores dos minerais foram calculados utilizando-se uma curva
padréo com concentragdo conhecida para cada elemento analisado.

Vitamina B foi determinado pelo método de cromatografia liquida de ultra eficiéncia
(UPLC), segundo AOAC (2010) no laboratério Centro de Qualidade Analitica em Campinas
SP. O preparo do padrdo se da pela diluicdo de cianocobalamina em &gua e a determinacao
em coluna Acquity UPLC BEH C18. Como fase movel foi utilizada uma mistura de &gua e
metanol na proporcao de 80 para 20 a um fluxo de 0,5 mL/min e o comprimento de onda de
leitura das analises cromatograficas foi de 550,0 nm.

Para determinagdo do teor de tanino, foi utilizado o método descrito por Hagerman e
Butler (1978). O extrato da amostra foi obtido a partir da adi¢do de 10 mL de agua destilada
em 1 g de amostra, aquecido em banho-maria por 30 minutos a temperatura entre 80 °C e 90 °
C, e posteriormente centrifugada durante 5 minutos. Em seguida, foi misturado 1 mL do
extrato com 2 mL de solucdo de albumina sob agitacdo, e deixados em repouso por 15
minutos. A solucéo foi centrifugada por 15 minutos a 956 rpm, para desprezar o sobrenadante
e dissolver o precipitado em 4 mL da solu¢cdo SDS/Trietanolamina. A solucdo obtida foi
homogeneizada com 1 mL de FeCls, mantida em repouso por mais ou menos 20 minutos para
realizacdo da leitura em espectrofotdmetro a 510 nm, obtendo-se assim a concentracdo de
taninos a partir de uma curva padréo de acido tanico.

O potencial antioxidante foi determinado pelo método do DPPH (2,2 difenil-1-
picrilhidrazil), segundo Brand-Williams (1995). O grau de descolora¢do do radical DPPH, a
517 nm pela ac¢do dos antioxidantes, foi medido por espectrofotdbmetro nos extratos etéreo,



82

etandlico e aquoso, com concentracdo de 0,2 mg.mL™ e os resultados expressos em % de
descoloragdo. As leituras das absorbancias das amostras a 517 nm, em espectrofotdmetro,
foram realizadas apds 20 minutos de reacao.

A atividade antioxidante pelo método de reducdo do radical ABTS [2,2"-azinobis (3-
etilbenzotiazolina-6- &cido sulfénico)] foi feita conforme metodologia descrita pela
EMBRAPA (2007). A partir do extrato que foi obtido, em ambiente escuro, foi adicionado
aliquota em tubos de ensaio com 3,0 mL do radical ABTS-+, homogeneizado em agitador de
tubos. Leitura (734 nm) no espectrofotdmetro. Foi plotado a absorbancia no grafico. Em
seguida, foi determinada a equacdo da reta. Para calcular a AAT, foi substituida na equacao
da reta a absorbancia equivalente ao padréo trolox.

Para Rafinose, Verbascose e Estaquiose, 0s experimentos foram realizados por
ressonancia magnética nuclear no Instituto de Quimica da UFG segundo Filho (2010). A
quantificacdo da rafinose, estaquiose e verbascose, foi feita a partir da massa de TMSP-d4
utilizado como padréo interno nas analises. Conhecendo a quantidade de TMSP-d4 utilizada,
a integracdo de seu sinal e o valor da integral dos sinais de cada hidrogénio anomérico da
unidade glicose de cada uma das moléculas dos oligossacarideos, sendo calculadas por
proporcionalidade, as concentracdes destes agUcares.

A textura foi qualificada de acordo com Naia (2015) em texturdmetro Textura- TPA
Texture Profile Analysis®. As analises foram realizadas com o produto (tempeh) pronto,
utilizando-se 10 fatias (20 mm) de cada amostra para a analise de corte e 10 pedacos
cilindricos com 35 mm de didmetro para a analise de compressdo. Para a compressdo foi
utilizada carga: 30 kg, sonda 11 mm, velocidade de pré teste: 2 mm/s, velocidade teste: 1
mm/s, p6s: 2 mm/s.

A cor foi avaliada em colorimetro HUNTER LAB®, modelo Color Quest XE e 0s
resultados foram expressos pelos parametros L*, a*, b*. A luminosidade ou brilho (L*)
representa qudo claro ou escuro € o produto, variando de preto (0) ao branco (100). Os valores
das coordenadas de cromaticidade (a*) variam do verde (-60) ao vermelho (+60) e os valores

de croma b* variam do azul (-60) ao amarelo (+60). Analise foi em triplicata.

2.2 Andlise Estatistica

O tratamento estatistico foi inteiramente casualisado, utilizando-se 3 repeti¢cGes. Os

resultados obtidos para os parametros dos tempehs de feijdo sem casca, em diferentes
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proporcOes de grdos foi efetuado pelo uso do software SISVAR®, sendo os resultados
expressos em médiatdesvio-padrao, efetuando-se a andlise de variancia (ANOVA) e teste F
para comparacdo dos valores médios obtidos nos diferentes tratamentos segundo teste de
Tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados se apresentam nas tabelas de 9 a 16.

Tabela 9. Determinacdo de Umidade (%) antes liofilizagdo, Umidade (%) apds liofilizagdo,atividade de &gua
antes liofilizacdo, atividade de &gua apos liofilizagéo, determinacéo do pH e acidez titulavel.

ldentificacéo Umidade Umidade Aw antes Aw apos pH Acidez (°D)
(%) antes (%) apods liofilizagdo  liofilizagéo
liofilizag&o liofilizagéo
TES 59,572 2,957+0,102 0,73+0,05? 0,51+0,032 6,11 £0,19? 1,11 +0,172
TF 60,192 3,03+0,08? 0,60+0,06°2  0,45+0,05"2 5,960,082 1,21+0,10?
TS 60,922 2,56+0,12 0,51+0,03° 0,37+0,02° 6,12 +0,28* 1,14 +0,11°

* Médias aritméticas simples, de trés determinacdes + desvio padrdo, seguidas por letras mintsculas iguais na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

O percentual de umidade dos tempehs, observados no processo de liofilizagdo, nao
teve diferenca significativa entre as amostras, o que é compreendido, pois os grdos foram
hidratados até o nivel maximo de absorcdo de forma igualitaria. A atividade de &gua na
amostra TS foi menor em comparacdo a TFS, o que pode ser devido a fermentacdo dos
tempehs, uma vez que o TS fermentou mais rapidamente demonstrando que o fungo
desenvolve melhor nestas condi¢Ges. Os resultados sdo semelhantes aos encontrados por
Paredes — Lopez et al., (1987) na fermentacdo de feijdo preto, onde o pH variou de 5,81 a 7,13
e umidade em torno de 63,3%, assim como Reyes-Bastidas et al.,(2010) que em tempeh de
feijdo comum encontraram pH 6,34 e atividade de agua 0,58.

O conceito de atividade de agua é valorizado em estudos sobre alteragcBes dos
alimentos, por estar diretamente relacionado com o desenvolvimento e a atividade metabélica
dos microrganismos, principalmente bactérias. De acordo com Ordofiez et al., (2005)
alimentos com atividade de agua inferior a 0,60 sdo microbiologicamente estaveis, pois essa

atividade de agua é considerada limitante para o desenvolvimento bactérias patogénicas.
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Tabela 10. Determinacdo de Residuo por Incineragdo (Cinzas), Determinacdo de Extrato Etéreo, Proteina Bruta
Total, Carboidratos e Valor calérico.

Identificacdo Cinzas Lipidios Proteinas CHO

Kcal/100g
(9/1009) (9/1009) (9/1009) (9/1009)

TFS 2,83+0,032 11,36+0,63° 33,05+0,47° 52,75P 445,44°

TF 2,57+0,02° 1,6+0,20° 22,71+0,35°  73,11% 397,68°

TS 2,03+0,01° 24,89+0,30%  59,05+0,38°% 14,02¢ 516,292

* Médias aritméticas simples, de trés determinacdes + desvio padrio, seguidas por letras mindsculas iguais na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

As caracteristicas nutricionais dos TFS, TF e TS séo naturalmente diferentes devido
aos componentes de seus substratos. Levando em consideracdo essa questdo, vale ressaltar a
diferenca do contetdo de cinzas totais, lipidios, proteinas e carboidratos, principalmente entre
TF e TS. Todos os valores para TFS sdo medianos em relacdo a TF e TS, uma vez que o
tempeh é composto por 50% das matérias — primas.

Houve diferenca significativa em todas as amostras, porém vale ressaltar diferenca
entre lipidios de TF e TS (1.555%), proteinas (260%) e carboidratos (521%).

A amostra TF contém menos calorias que a amostra TFS, justificado principalmente
pelo teor de lipidios. No trabalho de Owens em 2015, foi descrito que teor de gordura do
tempeh de soja é cerca de 25%, podendo ser uma desvantagem, uma vez que ha a necessidade
de reducdo da ingestdo de calorias. Porém, os &cidos graxos presentes sdo principalmente
mono ou poli-insaturados, que sdo mais saudaveis que os acidos graxos saturados, podendo
destacar a presenca dos essenciais como o acido linolénico.

Benassi (2011) cita em seu trabalho que o FDA (Food and Drug Administration)
aprovou, em 1999, a alegacao de que em uma dieta pobre em gorduras insaturada, s6 o
consumo diario de 25 g de proteina de soja, pode reduzir o risco de doencas cardiovasculares.

Toledo (2008) analisou a composicéo do feijdo cozido e verificou valor de cinzas de
4,16% = 0,01, para proteinas: 20,35% + 0,71 e lipidios: 1,60% + 0,01. O valor de lipidio é
coerente com os de tempeh de feijdo, as proteinas do tempeh superam as do feijdo sem
fermentacao e a cinzas possuem menor valor no tempeh.

Gamboa-Gomez et al., (2015) que produziram farinha de tempeh com feijdo comum
das cultivares Bayo victoria (BV) e Pinto durango (PD) observaram umidade BV (8,10%) e
PD (7,70%), cinzas BV (4,40%) e PD (4,60%), proteinas BV (23,40%) e PD (22,70%),
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carboidratos BV (55,99%) e PD (57,10%), lipidios BV (0,79%) e PD (0,99%) e fibras BV
(3,50%) e PD (2,90%), resultados similares aos encontrados neste estudo.

De acordo com Astuti et al.,(2000), o teor de proteina de tempeh de soja e de grao de
soja sdo praticamente 0 mesmo. Devido a acdo da enzima protease produzida pelo fungo
durante a fermentacdo, o teor de proteina solivel aumenta acentuadamente. O teor de
nitrogénio solivel em soja ndo fermentada é de 3,5 mg/g, em comparagdo com 8,7 mg/g em
tempeh. O Rhizopus usa aminoacidos como fonte de nitrogénio para seu crescimento, por isso
0 contetdo total de amino&cidos diminui, mas 0s aminoacidos livres aumentam.

Ainda segundo Reyes-Bastidas et al.,(2010), que estudaram os efeitos da fermentacao
em estado solido (SSF) sobre as propriedades fisico - quimicas, nutricionais e antioxidantes
da farinha de feijdo, houve aumento do teor de proteinas (21,7%), diminuicéo dos lipideos (-
38,4%), carboidratos (-3,5%) e atividade antioxidante de (38%).

Paredez-Lopez et al.,(1987), produziram e analisaram tempeh a partir de feijdo preto
Querétaro 78, observando apenas pequenas alteracfes em proteina bruta total ao longo de
72hs de fermentacdo. No entanto, apesar das dificuldades em solubilizar as proteinas de
feijdo, as proteinas sollveis aumentaram de 1,1% no inicio para 11,8% ao final da
fermentacdo. Isto indica que a degradacdo extensiva de proteinas ocorreu durante o0 processo
de fermentacéo, solubilizando cerca de 41% da proteina bruta total.

Tabela 11. Determinagdo de Fibras Alimentares

Identificacéo fibra alimentar insolGvel fibra alimentar soltvel fibra alimentar total
(9/100g) (9/100g) (9/100g)
TFS 20,040 3,25 23.20"
TF 11,95¢ 4,14 16,09°
TS 22,39 2,69° 25,09
*Letras mindsculas iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia
(p<0,05).

Pode-se observar que o teor de fibras nos TFS e TS € relevante para uma dieta que
requer fibras, com praticamente 1/5 de fibras insolUveis e ¥ de fibras. A diferenca entre TS e
TF € de 34% para fibras totais.

De acordo com estudo realizado por Fabara (2011), o contetdo de fibras em tempeh de
soja fresco foi de 1,4%, tempeh de feijdo (Phaseolus vulgaris L.) teve uma percentagem de
6,15% e tempeh de quinoa e feijdo contém uma percentagem de 4,10%, o que demonstra um

aumento da quantidade percentual de fibra, assim como em TFS pela contribuicéo do feijao.
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De acordo com Zago (2014), as fibras sdo componentes agrupados em polimeros
sollveis (pectinas, gomas, mucilagens e algumas hemiceluloses) e insollveis (celulose,
hemicelulose e lignina), ndo amilaceos e ligninas de vegetais que ndo sdo digeriveis pelas
enzimas digestivas e sofrem fermentacdo completa ou parcial no intestino grosso. As fibras
soluveis elevam a excrecdo de &cidos biliares, diminuem as contracdes séricas da lipoproteina
de baixa densidade (LDL), removendo do figado o colesterol do sangue para sintetiza-los,
aumenta o transito intestinal diminuindo a absorcdo do colesterol. As fibras insolaveis
aumentam a sensacdo de saciedade, diminuindo a ingestdo calorica, retém agua e aumentam o
volume fecal, diminuindo o tempo de passagem do alimento pelo trato gastrointestinal.
Pesquisas indicam que as fibras sdo benéficas na reducdo do risco de Ulceras duodenais e no
tratamento dessas lesdes, além de reduzem as concentracdes séricas de estrogénio protegendo
contra o cancer de colon.

De acordo com a Resolugdo RDC n° 269, de 22 de setembro de 2005, que considera o
"Regulamento Técnico Sobre A Ingestdo Diaria Recomendada (IDR) de Proteina, Vitaminas
E Minerais" da ANVISA, segue a Tabela 12 que compara 0s minerais encontrados nos

tempehs com as necessidades diarias para individuo adulto.

Tabela 12. Determinacdo Minerais em Tempehs e Recomendacéao Diaria para Adulto

Identificacao TFS TF TS Ald[l)JTtO
N (g/kg) 59,13+1,59P 31,78+1,77° 85+1,39° -
P (g/kg) 4,40+0,17° 4,17+0,19¢ 5,57+0,042 700 mg
K (g/kg) 5,69+0,06° 6,99+1,432 1,58+0,01¢ -
Ca (g/kg) 1,36+0,02° 0,61+0,16¢ 2,170,002 1g
Mg (mg/kg) 1,44+0,052 1,36+0,12° 1,18+0,00¢ 260 mg
B (mg/kg) 9,50+0,30P 6,31+0,27¢ 11,87+0,15 -
Cu (mg/kg) 7,75+0,23° 5,69+0,14¢ 9,29+0,072 900 ug
Fe (mg/kg) 41,54+1,10°¢ 44,36+3,00 64,6+3,54% 14 mg
Mn (mg/kg) 17,21+0,17" 13,26+0,94¢ 23,78+0,20° 2,3mg
Zn (mg/kg) 32,26+0,88" 30,24+1,02¢ 53,69+0,73? 7mg
Mo (ug/kg) 1636,79+172,22%  499,08+79,82° 534,44+52,91° 45 ug

* Médias aritméticas simples, de trés determinages + desvio padréo, seguidas por letras mindsculas iguais na
mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

De acordo com a RDC n° 269, ndo ha referéncias para nitrogénio, potassio e borio. O
elemento fosforo apresentou concentragdo relativamente boa, assim como o cobre, para todas

as amostras. Destaca-se em todas as amostras de tempeh o conteddo de molibdénio,
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ultrapassando a recomendagdo diaria. Para os demais elementos h& presenca de minerais
importantes para a alimentagdo humana, porém o valor pode ser considerado baixo. Dentre as
amostras, 0 TS apresenta-se com a maior concentracdo de minerais, seguido pelo TFS e TF.

De acordo com Santana (2004), enzimas com molibdénio promovem a transferéncia
de oxigénio entre a 4gua e o substrato em uma reacdo de oxi-reducgdo, catalisa a remocao do
ferro da apoferritina num processo anaerdbio em presenca da enzima, 85% de uma dose oral
de molibdénio sdo absorvidos e € armazenado principalmente no figado. O molibdénio néo
apresenta toxicidade e pode ser eliminado pelo cobre. Altas doses podem causar sintomas de
gota.

Em um estudo com sementes de tremoco descascadas, observou-se que 0 potassio
adicional estimulou o crescimento de R. oligosporus (PENALOZA et al., 1991).

Apesar do conteudo de ferro em feijdo ser, pela literatura, maior que o da soja, de
acordo com Astuti et al., (2000), maior parte do ferro na soja estd presente como ferro
organico e estd ligado a proteinas e outros compostos organicos. A proteina é quebrada
resultando em aminoéacidos livres, peptideo ou proteinas simples. Como resultado, o ferro é
liberado do complexo de ferroproteinas, aumentando assim o ferro solivel. Os teores de
minerais, principalmente (ferro, célcio e cobre) ndo sdo influenciados pelo processo de
fermentacdo, porém sua solubilidade aumenta acentuadamente. O ferro sollvel total aumenta
de 24,29% na soja nao fermentada para 40,52% no tempeh, aumento de 66,51%. O teor de
calcio diminui durante a fermentacdo, mas ndo é claramente compreendido.

Segundo Almeida (2002), sabe-se que um grande nimero de elementos minerais é
essencial para a nutricdo humana, podendo-se mencionar, o célcio e 0 magnésio, que atuam na
formacdo de ossos, dentes e tecidos. O potassio, quando associado ao sédio, regulariza o
funcionamento do sistema muscular e os batimentos cardiacos. Alguns dos elementos
minerais sdo encontrados em quantidades relativamente baixas no corpo humano como é o
caso do zinco, ferro, cobalto e manganés.

Zinco e manganés servem como ativadores de reacdes metabolicas catalisadas por
enzimas, sendo, portanto, elementos importantes para a reproducéo e o crescimento. O ferro é
um componente das moléculas de hemoglobina, mioglobina, citocromo e de alguns sistemas
enzimaticos, desempenhando um papel essencial no transporte de oxigénio e respiracdo
celular.

Para o teor de vitamina B12, foram analisadas somente as amostras TF (0,38 pg/100 g)
e TS (0,42 pg/100 g), ndo havendo diferenca significativa entre as amostras. Esperava-se
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valor maior, ja que os valores de literatura demonstram valores acima dos obtidos nesta
pesquisa. A perda de vitamina B1> pode estar relacionada ao processamento térmico que foi
empregado no tempeh, pois segundo estudos realizados por Silva e Almeida (2000) a vitamina
B1> em leite foi moderadamente instavel a exposigdo a luz, calor e a perdas por lixiviacéo.
Davidek et al., (1990), observaram elevadas perdas de cobalamina, na faixa de 66,6 a 71,0%,
durante a esterilizacdo de carne de porco (bife) e no leite, esterilizado a 120 °C por 13 min,
foram observadas perdas que variaram de 77 a 95%.

O valor de vitamina B12 obtido nos tempehs analisados foi muito baixo ao preconizado
pela RDC 269, que recomenda ingestdo diaria de 2,4 g, sendo necessaria ingestdo de grande
quantidade de tempehs para se alcancar o nivel desejado, claro sem considerar outra fonte de
alimentacéo.

Areekul (1990) analisou tempeh de soja em Jacarta, Indonésia e encontrou valores
entre 0,18 e 4,1 ug de analogos de vitamina Bi> por 100 g. O USDA National Nutrient
Database for Standard Reference (2010) menciona um valor de 0,08 pg / 100 g de tempeh
fresco, o que é também muito baixo. De acordo com Nout (2005), usando métodos mais
especificos, os niveis de vitamina B12 no tempeh de soja sdo estimados na faixa de 0,2-4,0
Hg/100 g.

A vitamina Bi» é investigada em tempehs devido o Rhizopus oligosporus ser
sintetizador desta vitamina (subproduto de sua fermentacédo), assim como de outras vitaminas
do complexo B. Porém, ressalta-se o estudo da cianocobalamina por esta apresentar o maior
nivel de deficiéncia em pessoas que possuem restricbes alimentares com o consumo de carne,
do complexo B (VANNUCCHI, 2010). Sachdev (2005) indicou que com uma dose de
vitamina B12 de 0,02 a 1,0 mg /dias, os niveis de homocisteina podem ser reduzidos em cerca
de 7%. A vitamina B é essencial para sintese de DNA e criacdo de globulos vermelhos
(MOLINA, 2012). E componente principal do metabolismo de &cidos graxos, carboidratos e
acidos nucléicos, importante para o sistema nervoso central (GROBER et al., 2013). Em
estudos a vitamina B> converte a homocisteina em cisteina ou metionina, o que é importante,
pois alto nivel de homocisteina no sangue pode acarretar doenga vascular, atrofia cerebral,
comprometimento cognitivo, doenga de Alzheimer, depressdo e varias doencas
neuropsiquiatricas (JAGASIA, 2015).

Para a analise de taninos, o tempeh obteve resultado muito baixo TFS (0, 208%), TF
(0,052%) e TS (0,032%), sendo considerado indetectavel. Este resultado se da pelo fato da

fermentacdo e a retirada da casca do feijdo diminuiram significativamente o contetdo de
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fatores antinutricionais. Os taninos sdo fatores antinutricionais que prejudicam a
digestibilidade da proteina das leguminosas e estdo concentrados principalmente nos
tegumentos dos grdos (OLIVEIRA, 2010). O processo de producao de tempeh, principalmente
a fase de remocdo do tegumento e o cozimento, diminuem o teor de taninos, segundo
Starzynska-Janiszewska et al,.(2013). Estes autores verificaram que o conteldo de taninos

medidos em tempeh produzidos com feijao comum com casca foi, em média, 41%.

Tabela 13.- Atividade antioxidante dos tempehs
Identificacdo  Atividade Antioxidante ABTS  Atividade Antioxidante DPPH

(%) (%)
TFS 28,97° 13,40°
TF 31,62¢ 14,772
TS 48,892 11,28¢
*Letras mindsculas iguais na mesma coluna, ndo (dpii%r%rg)entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia

As amostras tiveram diferenca significativa entre si nos dois métodos analisados,
demonstrando o TF maior capacidade antioxidante no método DPPH e o TFS no método
ABTS. Essa discrepancia nos resultados se da, devido o método DPPH medir a descoloracédo
do reagente DPPH e 0 método ABTS medir a capacidade antioxidante baseada na habilidade
das substancias em inativar radicais, no caso o radical ABTS (ABTS¢) e seus valores serem
inversamente proporcionais.

Os processos oxidativos tém sido associados as doencas degenerativas,
envelhecimento, a cardiopatias e a depressdo do sistema imunoldgico. Antioxidantes sdo
substancias capazes de retardar estes, pois reagem com os radicais livres inibindo a etapa de
propagacao da reacdo de oxidagé&o.

De acordo com Owens (2015), o tempeh de feijdo preto possui maior teor de
antioxidantes do que o feito de soja convencional, sendo os de feijdo, com atividade
antioxidante de 14% de inibicao de radicais livres em comparacdo com graos de soja amarela
com apenas 11%, dados de Xu e Chang (2007). Ainda em Owens (2015), 0 mesmo cita que
Nurrahman et al., (2012), observaram niveis muito mais elevados, de 37% em tempeh de soja
preta e 25% em tempeh de soja amarelo.

As analises dos oligossacarideos rafinose, estaquiose e verbascose, por ressonancia

magnética nuclear foram comprometidas pela interferéncia de outras substancias que
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compdem os tempehs, fazendo com que houvesse uma superposi¢do de sinais, que ndo
permitiram o bom funcionamento dessa metodologia.

De acordo com Oliveira (2010), os oligossacarideos rafinose e estaquiose representam
cerca de 4 e 36%, respectivamente do total de acUcares encontrados na soja. Ja no feijdo
apresentam rafinose (0,30%), estaquiose (2,43%) e verbascose (0,07%).

A presenca desses oligossacarideos ndo redutores é a maior causa de flatuléncia
causada pelo consumo de leguminosas. Durante o processo de fabricacdo do tempeh esses
oligossacarideos sdo solubilizados na agua de maceracdo. Embora sejam considerados
antinutrientes, Morais e Silva (1996) afirmaram que eles promovem o desenvolvimento de
Bacillus bifidus no Iimen intestinal, reduzindo os riscos de cancer de c6lon. Rehms e Barz
(1995) observaram que o Rhizopus oligosporus produz enzimas, capazes de degradar rafinose
e estaquiose.

A necessidade de se comparar o tempeh de feijdo com o tempeh de soja se faz, a fim
de se identificar quais os requisitos nutricionais e tecnoldgicos se diferem entre eles. Por isso,
as analises de textura e cor, sdo importantes para que se estabeleca requisitos que possam
apresentar dados e estes auxiliem na comparacédo da eficiéncia da producao das amostras.

A determinacdo do perfil de textura é importante em avaliacfes de consisténcia e
estabilidade, fornecendo informacgdes sobre a estrutura do produto (SHOEMAKER et al.,
1992). Nas Tabelas 14 e 15, estdo apresentados os resultados de textura e cor. Pode-se
observar que ndo houve diferenca significativa em relacdo a coesividade, mastigabilidade e
resisténcia das amostras.

No resultado de dureza, adesividade e gomosidade das amostras, TS apresentou
resultado maior que TF, isso se deve ao maior teor de proteinas e lipidios de TS, pois

Naia (2015) analisou tempeh de soja, ervilha e tremogo. De acordo com sua pesquisa,
o tempeh de soja obteve coesividade de 0,25, para ervilha 0,26 e tremoco 0,31, valores estes
discrepantes em relacdo ao encontrados neste trabalho.

Claudino e Bertoloni (2013) avaliaram o perfil de amostras de hamburguer bovino e
observaram dureza (8983,14), mastigabilidade (5318,48), gomosidade (646,78) e elasticidade
(0,93), valores esses muito discrepantes dos temphes, o que é aceitavel pois se trata de
matérias — primas completamente diferentes.

As proteinas sdo as responsaveis pela estrutura fisica de muitos alimentos. E de grande

importancia, visto que d& corpo aos produtos elaborados, devido a separacdo de cadeias
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polipeptidicas das proteinas globulares e, posterior estabilizacdo dessas cadeias, mediante a
criacdo de ligaces intermoleculares (ORDONEZ et al., 2005)

Tabela 14. Determinacéo de Textura em N (Newtons)

Identificacdo Dureza Adesividade Elasticidade
TF 2,39+0,71° 68,31+22,50° 0,48+0,212
TS 13,42+1,872 524,94+82,23? 0,17+0,01°

Identificacdo Coesividade Gomosidade Mastigabilidade Resisténcia
TF 0,14+0,05% 0,35+0,18° 0,19+0,15% 0,01+0,012
TS 0,08+0,012 1,21+0,33? 0,20+0,062 0,01+0,00?

* Médias aritméticas simples, de trés determinagdes + desvio padrdo, seguidas por letras mintsculas
iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

Tabela 15. Determinagdo de cor L*, a*, b* dos tempeh

Identificacio L* a* b*
TF 4,28+0,05% -0,99+0,18° 21,81+0,15°
TS 66,01+0,01° -1,99+0,03? 17,20+0,06°

* Médias aritméticas simples, de trés determinagdes + desvio padrdo, seguidas por letras mintsculas
iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

A cor branca do micélio contribui com os resultados encontrados. O brilho do TS é
1543% maior que TF, provalvelmente devido ao maior teor de gordura presente na soja.

Em relacdo a a*, TS possui tonalidade mais aproximada ao verde que TF, ambos com
resultado distante do vermelho. O TF apresentou valor de b* maior que TS, ambos mais
aproximados da cor amarelo que azul. Apesar dos tempehs apresentarem pontos marrons
devido a preparo em frigideira, ndo foi observado no teste de cor tendéncia para o tom
vermelho, pois a cor amarela é predominando em toda a amostra.

Em seu trabalho, Srapinkornburee et al., (2009) desenvolveram tempeh de feijdo
vermelho e observaram L* (23,90), a* (7,65) e b* (7,80), valores esses diferentes do
encontrados nesta pesquisa, porem condizentes com o tipo de feijdo (vermelho) e com a

influéncia do branco do micélio.
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4 CONCLUSAO

De acordo com este estudo, pode-se considerar o tempeh de feijdo comum, um alimento
com valor consideravel de proteina, minerais, alto valor de carboidrato, baixo teor de lipidios,
bom valor de fibras e um alimento co capacidade antioxidante relevante. A recomendacéo do
consumo de tempeh deve ser baseada em estudos cientificos que demonstrem seus efeitos
benéficos a salde e a investigacdo cientifica continua proporciona uma melhor concepc¢éo e
uma maior ciéncia sobre a identificacdo dos componentes benéficos, mecanismos de acéo,

funcdo, aspectos nutricionais e de satde do tempeh.
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CAPITULO 5- AVALIACAO SENSORIAL DE TEMPEHS DE SOJA
(Glycine max L.) E FEIJAO COMUM (Phaseolus vulgaris L.)

RESUMO

O tempeh é um produto de fermentacao sélida dos grdos de soja através do Rhizopus
oligosporus, podendo ser preparado adicionando temperos ou em outras aplicagdes como
hambdrguer. Tempeh de diferentes matérias-primas vém chamando a atencdo de
pesquisadores e principalmente da industria. Este trabalho tem o objetivo de avaliar a
aceitacdo de hambdrguer elaborado com tempeh de feijdo comum, comparando com o tempeh
tradicional de soja. Os tempehs foram fabricados a partir de feijdo carioca cv Pérola, sem
tegumento (TF) armazenados e escurecidos e amostras comerciais de tempeh de soja (TS),
foram adquiridos em Resende-RJ. Na confec¢do dos hamburgueres, os ingredientes foram
utilizados na mesma quantidade para ambos os tempehs, assim como o modo de preparo
(grelhados). Para a avaliagdo sensorial foram recrutados 82 provadores que nunca haviam
consumido hamburguer de tempeh, os mesmos deveriam avaliar os tempehs quanto a
aceitacdo dos seguintes atributos (aparéncia, aroma, sabor e impresséo global), utilizando-se
escala heddnica de nove pontos e uma pergunta sobre intencdo de compra. As amostras foram
submetidas a andlise microbioldgica, Coliformes a 45 °C, Estafilococos coagulase positiva e
Salmonella sp, de acordo com RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001, mesmo essa legislacdo
ndo contemplando especificamente o produto tempeh. Os resultados das anélises
microbiologicas apresentam-se dentro do padrdo estabelecido pela legislacdo, estando o0s
tempehs, aptos para o consumo. Os hamburgueres apresentaram formato firme, consistente e
um tom marrom com caracteristica crocante. O TS obteve nota maior que TF, apresentando
melhor desempenho em todos os outros atributos. Tanto sabor quanto odor desagradavel (off
flavor) dos produtos sdo atribuidos a acdo das enzimas lipoxigenases que formam
hidroperdxidos dos &cidos graxos poliinsaturados. O armazenamento do feijdo pode ter
resultado na perda de qualidade (de sabores e odores) e outra hipdtese para a baixa aceita¢ao
dos hambugueres de tempeh é que possui um tempo de cozimento menor em rala¢do ao tempo
de feijdo e soja doméstico, ndo sendo hidrolisadas as isoflavonas que provocam amargor e
adstringéncia. A necessidade de aprimoramento da técnica de produgdo de tempeh para a
confeccao dos hambdrgueres é importante para obter maior aceitabilidade deste novo produto.

Palavras-chave: aceitacéo, intencdo de compra, tempeh de feijao, off flavor.
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SENSORY EVALUATION OF SOYBEAN TEMPEHS (Glycine max L.)
AND COMMON BEANS (Phaseolus vulgaris L.)

ABSTRACT

Tempeh is a solid fermentation product of soybeans through Rhizopus oligosporus, which can
be prepared by adding seasoning or in other applications such as hamburger. Tempeh's
different raw materials have come to catch the attention of researchers and especially the
industry. This work aims to evaluate the acceptance of burger prepared with common bean
tempeh, comparing with traditional soybean tempeh. The tempehs were manufactured from
carioca cv Pérola, without tegument (TF) stored and darkened and commercial samples of
soybean tempeh (TS), were purchased in Resende-RJ. In the making of the burgers, the
ingredients were used in the same amount for both tempehs, as well as the way of preparation
(grilled). For the sensory evaluation, 82 tasters who had never consumed tempeh hamburger
were recruited, they should evaluate tempehs regarding the acceptance of the following
attributes (appearance, aroma, taste and overall impression) using a nine-point hedonic scale
and a question About purchase intent. The samples were submitted to microbiological
analysis, Coliformes at 45 °C, Coagulase positive staphylococci and Salmonella sp, in
accordance with RDC No. 12 of January 2, 2001, even though this legislation did not
specifically contemplate the tempeh product. The results of the microbiological analyzes are
within the standard established by the legislation, and the tempehs are fit for consumption.
The burgers had a firm, consistent shape and crisp brown tone. TS had a higher score than TF,
presenting better performance in all other attributes. Both flavor and off-flavor of the products
are attributed to the action of lipoxygenase enzymes that form hydroperoxides of
polyunsaturated fatty acids. Beans storage may have resulted in loss of quality (of flavors and
odors) and another hypothesis for the low acceptance of tempeh hamburgers is that it has a
shorter cooking time in relation to the time of bean and domestic soybean, and the Isoflavones
that cause bitterness and astringency. The need to improve the technique of producing tempeh
for making hamburgers is important in order to obtain greater acceptability of this new
product.

Key words: acceptance, purchase intention, bean tempeh, off flavor.
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1 INTRODUCAO

O tempeh é um produto de fermentacdo soOlida de origem Indonésia, mais
especificamente da ilha de Java, fabricado originalmente por grdos de soja através do fungo
Rhizopus oligosporus, possui inumeras qualidades nutricionais, especialmente substancias
bioativas (OWENS, 2015). Ele pode ser preparado adicionando temperos para elaboracdo de
pratos culinarios ou pode ser consumido fresco. Possiveis aplicagdes do tempeh sdo recheio
de pizza, elaboracdo de estrogonofe, formulacdo de hamburguer, espetinho de tempeh, ou
substituicdo de proteinas nas mais diversas receitas, tornando os publicos veganos e
vegetarianos 0s que mais consomem tempeh (LOTUS, 2012).

Apesar de haver tempehs de diversos grdos, o tempeh de soja é o de maior producéo.
Estudos sobre tempeh de diferentes matérias-primas vém chamando a atencdo de
pesquisadores e principalmente da indUstria, uma vez que a diversificacdo e o aproveitamento
de subprodutos sdo de grande interesse cientifico, econdmico e social. O Brasil detém
tecnologia de producdo e € um importante produtor de feijdo, tornando grandiosas as
possibilidades de uso deste grdo na diversificacdo de novos produtos.

Para o desenvolvimento de novos alimentos é necessario compreender que 0 consumo
¢ um acontecimento complexo influenciado por varios fatores, onde as propriedades
sensoriais tém sido terminantes na selecdo de um produto pelo consumidor.

Segundo Dantas et al., (2010), a determinacdo da aceitacdo pelo consumidor é parte
crucial no desenvolvimento ou melhoramento de um produto e envolve uma série de
procedimentos. Entre os métodos mais empregados para medida da aceitacdo de produtos esta
a escala heddnica, onde o consumidor expressa sua aceitacdo pelo produto, seguindo uma
escala previamente estabelecida que varie gradativamente com base nos termos gosta e
desgosta (NUNES, 2015). A disposicao de comprar, leva em consideracdo atributos com a
aparéncia, aroma, sabor, uniformidade de cor e tamanho (DANTAS et al., 2005).

Diante da expectativa do aproveitamento do feijdo comum na obtencdo de produtos
para a alimentagdo humana, este trabalho tem o objetivo avaliar a aceitagdo de hambdrguer
elaborado com tempeh de feijdo comum, por anéalise sensorial, comparando com o tempeh

tradicional de soja.
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2 MATERIAL E METODOS

Foram produzidos tempehs de feijdo sem tegumento (TF), de grdos de feijdo carioca
cv Pérola, considerada padrdo comercial, que foram multiplicados na safra 2015/2015 na
Fazenda Capivara, na Embrapa Arroz e Feijao, tendo sido colhidos para o experimento 15 Kg.
Os gréos foram armazenados em temperatura ambiente e utilizados apds 18 meses da colheita.
Os gréos de feijao carioca apresentaram-se mais escurecidos no momento do estudo, o que é
um indicativo de envelhecimento de gréo.

A cepa de Rhizopus oligosporus foi adquirida da Colecdo de Culturas Tropicais da
Fundacdo André Tosello Pesquisa e Tecnologia, em Campinas (SP). Como amostras de
referéncia de tempeh de soja (TS), foram adquiridos produtos comerciais (congelados) do

mesmo lote junto ao fabricante Rezende/RJ.

2.1 Fabricagdo dos Tempehs

Os tempehs foram fabricados segundo o método utilizado por Starzynska-Janiszewska et
al., (2013) conforme Figura 17. Utilizou-se 200 g de feijdo, a limpeza foi em agua corrente, na
hidratacdo/maceracdo os grdos foram submersos em 1000 mL de &gua esterilizada na
temperatura ambiente com adicdo de 20 mL vinagre de alcool comercial contendo acido
acetico (5%) por 20 horas. Para a retirada da agua superficial aos grdos foram escorridos e
secos manualmente em papel tolha. A retirada do tegumento foi realizada manualmente. O
tratamento térmico os grdos foram acondicionados em béquer e tampados com papel
laminado e esterilizados em autoclave por 15 min a 121 °C. Os grdos foram drenados e
arrefecidos até temperatura ambiente. As leguminosas foram colocadas em sacos plasticos de
polietileno, em seguida, inoculou-se 20 g do indculo previamente produzido com a farinha de
arroz e cepa de Rhizopus oligosporus, em cada saco. Apos 0 acondicionamento, 0S sacos
foram selados e pequenos furos foram feitos com um garfo de modo a permitir o contato com
oxigénio do fungo. Por fim, os grdos foram incubados em estufa a 30 °C e monitorados a fim
de verificar visualmente o desenvolvimento do micélio (cerca de 30 hs). Depois do tempeh

pronto foram confeccionados os hambdrgueres.
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16 hs para soja
20 hs para feijao

Acido acético (5%)

Limpeza dos graos
20 mL para cada litro P J

Hidratacdo/maceracao
|
Retirada superficial da agua
|
Retirada do tegumento
|
Tratamento térmico
|
Drenagem
|
Arrefecimento
|
Inoculacéo
|

Incubacédo
|

Embalagem

»| Autoclavagem

Congelamento

Figura 17. Fluxograma: Etapas da fabricacdo do tempeh de feijéo

2.2 Confeccdo dos Hamburgueres

Para a analise sensorial, optou-se por confeccionar hamburgueres, pois este alimento é
de facil manuseio e de grande popularidade entre o publico pesquisado. Os ingredientes
(Tabela 16) foram utilizados na mesma quantidade e 0 mesmo modo de preparo para ambos
os tempehs, feijdo e soja. Todos os ingredientes foram homogeneizados em multiprocessador
culinario Mondial® e moldados manualmente. Os hamburgueres foram grelhados em
frigideira anti-aderente, untados com azeite até que ficassem dourados em ambos os lados.

Cada 100 g de tempeh renderam em média 11 hamburgueres.
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Tabela 16. Ingredientes do hamburguer de tempeh

Ingredientes Quantidade
Tempeh (soja ou feijao) 100 g
Sal 29
Pimenta 29
Cebola desidratada 39
Alho desidratado 39
Salsinha desidratada 49
Cebolinha desidratada 49
Azeite 50 mL

2.3 Analise Microbioldgica

Antes da analise sensorial, as amostras foram submetidas a analise microbioldgica para
garantir a inocuidade das amostras. Contemplaram-se analises de Coliformes a 45 °C,
Estafilococos coagulase positiva e Salmonella sp, de acordo com Regulamento Técnico sobre
Padrbes Microbioldgicos para Alimentos, RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001 — Anvisa
(BRASIL, 2001), Nesta legislacdo, ndo é contemplado especificamente o produto tempeh,

porém pode-se tomar como padréo microbiolégico alimento fermentado similar.

2.4 Anélise Sensorial

Os tempehs foram utilizados como ingredientes na preparagdo de “hamburgueres”, os
quais foram avaliados por provadores ndo treinados (82 pessoas) quanto a aceitacdo dos
seguintes atributos (aparéncia, aroma, sabor e impressdo global), utilizando-se escala
hedbnica de nove pontos (9- gostei muitissimo, 8- gostei muito, 7- gostei moderadamente, 6-
gostei ligeiramente, 5- nem gostei nem desgostei, 4- desgostei ligeiramente, 3- desgosteli
ligeiramente, 3- desgostei moderadamente, 2- desgostei muito e 1- desgostei muitissimo) e
uma pergunta sobre intencdo de compra (eu certamente compraria este produto; eu
provavelmente compraria este produto; tenho ddvidas se compraria ou ndo este produto; eu
provavelmente ndo compraria este produto; eu certamente ndo compraria este produto).

Os participantes foram estudantes do curso de Farmécia da Faculdade Metropolitana de
Anépolis, colaboradores da EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, estudantes da UFG ou qualquer
pessoa que desejasse participar. Foram recrutados de forma aleatéria, de ambos 0s sexos,
maiores de 18 anos, que ndo estejam consumindo medicamento, ndo fossem fumantes,

enfermos ou gestantes. Os provadores preencheram um TERMO DE LIVRE
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CONSENTIMENTO (ANEXO A) e o PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
(ANEXO B) e antes de receberem as amostras foram instruidos como deveriam realizar o
teste.

A andlise sensorial foi realizada na Faculdade Metropolitana de Anépolis, Laboratério
de Tecnologia de Alimentos e na EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, no Laboratdrio Cozinha
Experimental, localizado em Santo Ant6nio de Goias, GO. Os laboratdrios possuem cabines
proprias para a analise, assim como luz adequada e cozinha de apoio. Foram apresentadas 2
amostras, sendo a primeira de tempeh de feijao (TF) e a segunda de tempeh de soja (TS). Um
questionario e as amostras foram distribuidas, juntamente com um copo de 4gua e as amostras
servidas em pratos descartaveis.

Para cada resposta do atributo estipulou-se uma nota: gostei muitissimo: 10; gostei
muito: 8; gostei moderadamente: 7; gostei ligeiramente:6; nem gostei nem desgostei:5;
desgostei ligeiramente: 4; desgostei ligeiramente:3; desgostei moderadamente: 2; desgosteli
muito: 1 e desgostei muitissimo:0. Para esta nota foi calculada a média e atribuida ao
parametro analisado.

O projeto foi submetido & avaliacdo e aprovacdo do Comité de Etica da Universidade
Federal de Goias sob protocolo n° 60631116.6.0000.5083.

2.5 Analise Estatistica

O tratamento estatistico foi inteiramente casualisado, utilizando-se 3 repetices. Os
resultados obtidos para os parametros dos tempehs de feijdo sem casca e tempeh de soja foi
efetuado pelo uso do software SISVAR®, sendo 0s resultados expressos em médiatdesvio-
padrdo, efetuando-se a analise de variancia (ANOVA) e teste F para comparagdo dos valores
médios obtidos nos diferentes tratamentos segundo teste de Tukey (p<0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSOES
Os resultados das analises microbioldgicas apresentam-se dentro do padrdo estabelecido

pela legislagdo, conforme demonstrado na Tabela 17, estando os tempehs, aptos para o

consumao.
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Micro-organismos Tempeh de Feijao Tempeh de Soja Padrao microbiol4gico
Coliformes a 45 °Clg <10UFC <10UFC 10?UFCl/g
Estaf.coag.positiva/g <10UFC <10UFC 10°UFClg

Salmonella sp/25 g Auséncia em 25 g Auséncia em 25 g Ausénciaem 25 g

Fonte: Adaptado de RDC n°12 de 02 de janeiro de 2001

Os hamburgueres em ambas as amostras apresentaram formato firme, consistente e um

tom marrom com caracteristica crocante com formacéao de crosta, conforme Figural8.

Figura 18- Hambdrguer de tempeh de feijdo

Para os resultados de aparéncia demonstrados na Figura 19, do total de provadores,

75,60% gostaram da aparéncia do TF, em intensidades diferentes, sendo 24,39% dos

provadores gostaram muitissimo. Resultado semelhante ao TS, onde 74,39% gostaram da

aparéncia do produto em diferentes intensidades, sendo que 28% gostaram muitissimo. Deste

total de provadores, 10 desgostaram do TF e 8 do TS. A aparéncia é a primeira avaliacdo do

consumidor com um produto, geralmente, € com a apresentacdo visual que o provador, em seu

imaginario, seleciona os sabores que espera sentir. Todo produto possui uma aparéncia e uma

cor esperadas que sdo associadas as reacdes pessoais de aceitacdo, indiferenca ou rejeicdo. A

aparéncia dos hamburgueres de tempeh é agradavel e remete os hambdrgueres de carne de

frango.
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Figura 19 — Avaliacdo sensorial quanto a aparéncia dos hamburgueres de tempeh

Quanto a avaliacdo do aroma, 56,09% gostaram do aroma do TF, de modo geral,
sendo somente 8,53% dos provadores gostaram muitissimo. Resultado bem discrepante em
relacdo ao TS, onde 68,29% gostaram do aroma do produto em diferentes intensidades, sendo,
24,39% gostaram muitissimo. Do total de provadores, 24 desgostaram do TF e 17 do TS,
resultados esses que podem ser observados na Figura 20.

Este fato pode ser explicado pelo odor do feijdo ndo fazer parte da memdria olfativa
ligada ao aroma de hambdrguer ja experimentado pelo provador. Quando se imagina ou
visualiza um alimento, automaticamente o aroma e sabor sdo buscados no subconsciente e ao
prova-lo espera-se um aroma parecido com o ja conhecido (TEIXIRA, 2009).

Tanto sabor quanto odor desagradavel (off flavor) dos produtos da soja sdo atribuidos a agéo
das enzimas lipoxigenases que formam hidroperoxidos dos acidos graxos poliinsaturados
(RACKIS, 1979).

O armazenamento do feijdo pode ter resultado na perda de qualidade (de sabores e
odores), valor nutricional e funcionalidade. Lipidios insaturados tém alto poder de oxidacao e
dao origem a hidroperoxidos e, posteriormente, a aldeidos, cetonas, ésteres e acidos, torna-0s
susceptiveis ao desenvolvimento de off flavor durante a estocagem. A geracdo de off flavor,
apesar da inativacdo enzimatica pelo calor do processo, indica que a oxidacdo de acidos
graxos insaturados nos feijoes armazenados resultou da oxidagdo ndo enzimatica (PIRES,
2002).
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Figura 20 - Avaliagdo sensorial quanto ao aroma dos hamburgueres de tempeh

Quanto a avaliagdo do sabor, de acordo com a Figura 21, 39,02% gostaram do sabor
do TF, de modo geral, sendo somente 2,43% dos provadores gostaram muitissimo. Resultado
bem semelhante em relacdo ao TS, onde 64,63% gostaram do sabor do produto em diferentes
intensidades, sendo apenas 2,43% gostaram muitissimo. Do total de provadores, 35
desgostaram do TF e 17 do TS. A mesma explanacdo em relagdo ao aroma vale para o
atributo sabor, uma vez que este atributo é mistura de sensacdes olfativas, gustativas e tateis,
mesmo que essas evidéncias sejam de carater subjetivo. O sabor de feijdo € mais intenso e
presente que o da soja, além do provador ndo associar feijdo a hamburguer. Além disso, nos
comentérios deixados pelos provadores, foi destacado em 7 ocasides, um sabor amargo
residual nas amostras de TF e TS.

Outra hipdtese para a baixa aceitacdo dos hambugueres de tempeh é o seu processo de
fabricacéo, que possui um tempo de cozimento menor em relacdo ao tempo de feijdo e soja
domeéstico.

As técnicas de processamento afetam o tipo e o nivel de isoflavonas restantes no
produto final. Os produtos fermentados tradicionais (miss6, tempeh) contém altos niveis de
daidzeina e genisteina (aglucones). A amargura e a adstringéncia da soja sdo causadas por
saponinas e isoflavonas, respectivamente e a intensidade do sabor desagradavel em leite de
soja aumenta a medida que a concentracdo de genisteina e daidzeina aumenta devido a acéo
hidrolitica da B-glucosidase em precursores de isoflavonas glucosidicas (MATSUURA et al.,
1989).
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No estudo de Carrdo-panizz et al., (1999) o proposito foi determinar os efeitos dos
isoflavonoides sobre o sabor da soja. Diferencas no sabor de feijdo cru e na adstringéncia do
extrato hidrossollvel de soja e dos gréos inteiros de soja cozidos, com pré-maceracao e pré-
aquecimento dos graos, foram analisadas sensorialmente por escala heddnica. Pré-maceracédo
dos gréos intensificou o sabor de feijdo cru nos extratos de soja, reduzindo a percepgéo de
adstringéncia, que é causada por agliconas, que se desenvolveram em quantidades reduzidas.
Os gréos inteiros de soja cozidos sob pressio (1,5 kgf/cm? a 127 °C) ndo houve formagio de
agliconas, e, consequentemente, ndo se percebeu diferenca na adstringéncia. Os resultados
sugerem que tratamentos que envolvem pré-aquecimento dos graos favorecem a obtencdo de
produtos de soja com melhor sabor.

Os off-flavours sdo uma limitacdo na expansao do uso de produtos a base de soja, este
problema decorre da presenca de precursores ligados a proteinas da soja, sendo predominante
os fosfolipidos, que contém &cidos graxos poliinsaturados. A autoxidacdo destes acidos
graxos gera varias classes de compostos volateis que contribuem para o sabor de “grama” ou
“verde”. Além disso, varios compostos polifenolicos, como isoflavonas, saponinas, acidos

fenolicos, conferem gostos amargos e adstringentes a soja (DAMODARAN; ARORA, 2013).
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Figura 21 - Avaliacdo sensorial quanto ao sabor dos hamburgueres de tempeh

Nos resultados da impresséo global, exibidos da Figura 22, 51,21% optaram por gostei
muitissimo sobre a impressdo global do TF, de modo geral, sendo somente 8,53% dos
provadores gostaram muitissimo. Resultado bem discrepante em relagcdo ao TS, onde 68,29%
gostaram da impresséo global do produto em diferentes intensidades, sendo, 23,17% gostaram
muitissimo. Do total de provadores, 30 desgostaram do TF e 20 do TS. A impressao global
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retrata um apanhado de elementos pré julgados que define a apreciagdo do provador em
relacdo ao produto. Neste caso, o0 TS obteve nota maior que TF, apresentando melhor

desempenho em todos os outros atributos, como demonstrado na Tabela XVIII.
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Figura 22 - Avaliagdo sensorial quanto & impressao global dos hamburgueres de tempeh

Tabela XVII1- Pontuacdo geral da andlise sensorial de hamburgueres de tempeh de feijdo e de soja

Identificacio Aparéncia Aroma Sabor Impresséo Global
TF 6,84+0,012 5,84+0,02° 4,5+0,02° 5,28+0,01°
TS 6,93+0,012 6,54+0,012 6,35+0,012 6,400,022

* Médias aritméticas simples, de trés determinagdes + desvio padréo, seguidas por letras mindsculas
iguais na mesma coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de significancia (p<0,05).

Na avaliacdo geral para os tempehs, o TS obteve maior nota média em todos 0s
atributos, porém ndo houve diferenca significativa no atributo aparéncia, o que demostra que
os dois tempehs tém aparéncias semelhantes. Para que o tempeh fosse considerado com boa
aceitacdo, a nota deve ser de valor maior que 5 (cinco). Notas abaixo de 5, foram consideradas
insatisfatoria para considerar o tempeh aceito no julgamento dos provadores, sendo
reprovadas.

Honorio et al., (2017) elaboraram hamburguer de feijdo com frango e submeteram
este produto a avaliagdo sensorial, observaram que a média das notas variaram de 8,01 para
aroma e 8, 27 para textura e a avaliacdo da intengdo de consumo e compra do produto

apresentaram médias de 5,973 e 5,797 respectivamente.
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Figura 23 - Avaliagdo sensorial quanto intencdo de compra dos hamburgueres de tempeh

A intencdo de compra para 0 hamburguer de tempeh de soja € maior que o de feijao, o
gue € condizente com os resultados anteriores. 40,24% dos provadores comprariam o TS e
30,48% comprariam TF. Hambuarguer pode ser uma das possibilidades de aplicacdo do
tempeh, porém o fato da intencdo de compra ndo ter sido maior, se deve pelo fato dos
consumidores associarem o hambuguer a caracteristicas de suculéncia, odor de fritura e cor
mais escura. Ao se depararem com as amostras, a expectativa que se cria para 0 consumo
deste alimento é quebrada pela diferenca dos hamburgueres tradicionais e o de tempeh.

Segundo Shurtleff et al., (2011) na década de 1980, hamburguer de tempeh de soja
foram utilizados para promover o consumo de tempeh. Eram vendidos na Europa e EUA, com

apelo de saudavel e como substituto de carne bovina.
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3 CONCLUSAO

O tempeh de soja obteve resultado melhor em todos os atributos avaliados, porém a
necessidade de aprimoramento da técnica de producdo de tempeh e novos ingredientes para a
confeccdo dos hambdrgueres sdo importantes para obter maior aceitabilidade deste novo
produto. O tempeh de feijdo comum é um produto inovador que contribui para o
aproveitamento de feijoes depreciados, além de alternativa para o consumo de alimentos
saudaveis. O fomento aos novos produtos de feijdo promove a exposicao do tempeh e disperta

a curiosidade do consumidor em consumir produtos ndo convencionais.
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CONSIDERACOES FINAIS

O tempeh podera ser uma alternativa interessante para o aproveitamento de grdos de
baixo valor comercial sendo um produto inovador que contribui para o aproveitamento de
feijdes depreciados, além de alternativa para o consumo de alimentos saudaveis. A
recomendacdo do consumo de tempeh deve ser baseada em estudos cientificos que
demonstrem seus efeitos benéficos a salde e a investigacdo cientifica continua proporciona
uma melhor concepcéo e uma maior ciéncia sobre a identificagdo dos componentes benéficos,
mecanismos de acdo, funcdo, aspectos nutricionais e de saude do tempeh. O fomento aos
novos produtos de feijao promove a exposicdo do tempeh e disperta a curiosidade do

consumidor em consumir produtos ndo convencionais.
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TCLE - TERMO DE CONSSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Titulo da Pesquisa: UTILIZACAO DO FEIJAO COMUM (Phaseolus
vulgaris L.) NA ELABORACAO DE TEMPEH

Nome da Pesquisadora Orientadora: Priscila Zaczuk Bassinello

Nome da Pesquisadora assistentes/aluna: Aline Oliveira Colombo

Sra/ Sr. estad sendo convidada

(0) a participar desta pesquisa que tem como finalidade desenvolver tempeh de feijao.
Sempre que quiser podera pedir mais informagdes sobre a pesquisa através da
pesquisadora do projeto e, se necessario através do telefone do Comité de Etica em
Pesquisa. A participacdo nesta pesquisa nio traz complicagdes legais. Os procedimentos
adotados nesta pesquisa obedecem aos Critérios da Ftica em Pesquisa com Seres
Humanos conforme Resolug@o no. 466/12 do Conselho Nacional de Saude. Nenhum
dos procedimentos usados oferece riscos a sua dignidade.

E importante salientar que o produto é seguro, que no trara riscos a saude e nem
causara efeitos colaterais. Os riscos que podem estar associados a estas analises sdo o de
alergia a qualquer dos seus ingredientes: feijdo e produtos fermentados. Nao ha grupo
de risco especifico para restri¢do em relagdo ao consumo do produto, excluindo-se os
alérgicos, como citado anteriormente. Caso ocorra alguma reagdo adversa apds o
consumo do produto, o pesquisador responsavel assumira todos os danos provocados a
satde do individuo e tomara as providéncias necessarias, inclusive encaminhamento
para atendimento médico e este sera feito através do acionamento da equipe de

primeiros socorros especializada, o SAMU pelo telefone 192. Orienta-se que apos a

PPGCTA — Programa de Pés-Graduagao em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
Mestrado em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos
CNPJ: 01567601 — 0001/43. Campus Samambaia. CEP: 74690-900. Escola de Agronomia. Campus
Samambaia. Fone: 062 3521-1000. Goiania - Goids
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participagdo o individuo permaneca no local de aplicagdo da analise pelo periodo de 30
minutos decorridos a partir da ingestao do produto e nao realize atividades como dirigir,
para que em caso de reacdes adversas possa ser seguido o procedimento de socorro
descrito acima.

O (a) senhor(a) tem o direito de pleitear indenizagdo em caso de danos
decorrentes de sua participacdo na pesquisa.

Ao participar desta pesquisa o (a) senhor (a) colaborara para melhor
conhecimento dos atributos sensoriais deste produto. O (a) senhor (a) ndo tera nenhuma
despesa ao participar desta pesquisa bem como nada serd pago por sua participagdo. E
garantido o sigilo das informagdes prestadas, assegurando sua privacidade quanto aos
dados confidenciados na pesquisa. O resultado da avaliagdo dos provadores sera de uso
exclusivo nesta pesquisa e de acesso restrito aos pesquisadores. No curso da pesquisa o
senhor(a) tem os seguintes direitos:

a)Garantia de esclarecimento e resposta a qualquer pergunta;

b)Liberdade de abandonar a pesquisa a qualquer momento;

c)Garantia de que caso haja algum dano a sua pessoa, os prejuizos serdo
assumidos pelos pesquisadores ou pela instituicdo responsavel, inclusive
acompanhamento médico e hospitalar (se for o caso).

As informagdes serdo apresentadas no trabalho sem que haja a possibilidade de
vocé ser identificado. Os resultados deste estudo servirdo como subsidio para a
elaboragdo de trabalhos cientificos.

Caso haja, gastos adicionais, os mesmos serdo absorvidos pelos pesquisadores.
Nos casos de duvidas contate os pesquisadores, a fim de resolver o problema, podendo
as ligacoes ser feitas a cobrar (Pesquisador Principal: Dra. Priscila Zaczuk Bassinello -

Tel: (62) 3533-2103, demais pesquisadores: Aline Oliveira Colombo — Tel: (62) 99198-
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1226), ou caso se torne necessario podera ser contatado o Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Federal de Goias, pelo telefone (062-35211215). Apds estes

esclarecimentos, solicitamos o seu consentimento de forma livre para participar desta

pesquisa. Portanto preencha, por favor, os itens que se seguem.
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CNPJ: 01567601 — 0001/43. Campus Samambaia. CEP: 74690-900. Escola de Agronomia. Campus
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CONSSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Eu s
CPF/Matricula n° , apos ter recebido todos os

esclarecimentos e assinado o TCLE, confirmo recebimento de todos os esclarecimentos
necessarios, e concordo em participar desta pesquisa. Desta forma, assino este termo,
juntamente com o pesquisador, em duas vias de igual teor, ficando uma via sob meu

poder e outra em poder do pesquisador.

Goiania, de de 2017.

Impressdo Digital do Participante Assinatura do Participante

Assinatura do pesquisador
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Utilizagao do feijdo comum (Phaseolus vulgaris L.) na elaboragéo de tempeh
Pesquisador: Aline Oliveira Colombo

Area Tematica:

Versédo: 3

CAAE: 60631116.6.0000.5083

Instituicao Proponente: Escola de Agronomia e Engenharia de Alimentos

Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 1.978.775

Apresentacgao do Projeto:

Utilizagdo do feijao comum (Phaseolus vulgaris L.) na elaboragédo de tempeh.

Responsavel: Aline Oliveira Colombo. Equipe: Priscila Zaczuk Bassinello. N.CAAE: 60631116.6.0000.5083.
O presente projeto tem o objetivo de desenvolver, por meio de fermentagéo sdlida, tempeh a partir de feijao
carioca sem casca e comparar suas

propriedades nutricionais, funcionais, tecnolégicas e sensoriais ao tradicional tempeh elaborado com soja.
Importante também para promover a produgcdo de novos produtos elaborados com feijao, alimentos
funcionais, diversificando as opgdes de alimentos e ampliando o potencial de consumo de pulses.

Objetivo da Pesquisa:

presente projeto tem o objetivo de desenvolver, por meio de fermentagdo sélida, tempeh a partir de feijao
carioca sem casca e comparar suas propriedades nutricionais, funcionais, tecnolégicas e sensoriais ao
tradicional tempeh elaborado com soja.

O tempeh é um alimento fermentado com um fungo do género Rhizopus, a partir de sementes de soja
branca.

Avaliagao dos Riscos e Beneficios:

Como beneficios tem-se o desenvolvimento de novos produtos elaborados com feijdo,se

Endereco: Prédio da Reitoria Témreo Cx. Postal 131

Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep prpi.ufg@gmail.com
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constituindo em alimentos funcionais, diversificando as opg¢des de alimentos e ampliando o potencial de
consumo de pulses.

O produto que sera desenvolvido ja € consumido por populagdes orientais ha centenas de anos, a novidade
seria a matéria prima utilizada, porém, esta também ja faz parte da dieta da populacdo. Os riscos estao
diretamente relacionados a possibilidade de contaminagao microbiologica e presenca de alergénicos
oriundos da composi¢cdo da matéria prima e ingredientes de elaboragédo do tempeh.

Comentarios: garantem em caso de efeitos adversos o acompanhamento do participante até a unidade de

saude.

Comentarios e Consideragoes sobre a Pesquisa:

O projeto encontra-se muito bem estruturado, com metodologia clara e objetiva, porem, no que diz respeito
a analise sensorial, sera realizada na Faculdade de Nutricdo, Laboratério de Analise Sensorial da
Universidade Federal de Goias e na EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, no Laboratério Cozinha Experimental,
localizado em Santo Anténio de Goias, GO. Os laboratérios possuem cabines préprias para a analise, assim
como luz adequada e cozinha de apoio.”

Os participantes serdo colaboradores da EMBRAPA ARROZ E FEIJAO, estudantes da UFG ou qualquer
pessoa que deseje participar. Serdo recrutados de forma aleatdria, de ambos os sexos, maiores de 18 anos,
que nao estejam consumindo medicamento ou enfermos. Os provadores preencherdo um TERMO DE
LIVRE CONSENTIMENTO.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:
Foram apresentados todos os documentos exigidos.
TCLE: garante o sigilo do participante, o direito a indenizacao e a forma de acompanhamenbto

Conclusodes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Apos andlise dos documentos postados somos favoraveis a aprovagao do presente protocolo de pesquisa,
smj deste Comité.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Informamos que o Comité de Etica em Pesquisa/CEP-UFG considera o presente protocolo APROVADO, o
mesmo foi considerado em acordo com os principios éticos vigentes. Reiteramos a importancia deste
Parecer Consubstanciado, e lembramos que o(a) pesquisador(a) responsavel devera encaminhar ao CEP-
UFG o Relatério Final baseado na conclusdo do estudo e na incidéncia de publicagdes decorrentes deste,
de acordo com o disposto na Resolugdo CNS n. 466/12. O prazo para entrega do Relatério é de até 30 dias
apoés o encerramento da pesquisa, prevista para
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Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

UFG - UNIVERSIDADE
FEDERAL DE GOIAS

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Outros TCLE_FINALIZADO.pdf 23/03/2017 |Jo&o Batista de Aceito
08:13:25 | Souza

Informacgdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09/03/2017 Aceito

do Projeto ROJETO_771830.pdf 10:27:20

QOutros Carta_de_Encaminhamento.docx 03/03/2017 |Aline Oliveira Aceito
07:33:21 Colombo

TCLE / Termos de | Termo_de_consentimento_Tempeh.doc | 03/03/2017 |[Aline Oliveira Aceito

Assentimento / 07:31:30 | Colombo

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / |Projeto_Brochura.docx 03/03/2017 | Aline Oliveira Aceito

Brochura 07:31:15 | Colombo

Investigador

Outros ANUENCIA_TOTALE.pdf 03/10/2016 | Aline Oliveira Aceito
20:34:40 | Colombo

Outros ANUENCIA_EMBRAPA pdf 03/10/2016 | Aline Oliveira Aceito
20:34:19 | Colombo

Outros ANUENCIA_EA.pdf 03/10/2016 | Aline Oliveira Aceito
20:33:59 | Colombo

Outros Ficha_Sensorial pdf 03/10/2016 | Aline Qliveira Aceito
20:33:17 | Colombo

TCLE / Termos de | Termo_de_conssentimento_livre_e_escl| 03/10/2016 |[Aline Oliveira Aceito

Assentimento / arecido.pdf 20:32:54 | Colombo

Justificativa de

Auséncia

Orcamento ORCAMENTO.pdf 03/10/2016 | Aline Oliveira Aceito
20:32:29 | Colombo

Declaragéao de Termo_de_compromisso.pdf 03/10/2016 | Aline Oliveira Aceito

Pesquisadores 20:32:01 Colombo

Cronograma CRONOGRAMA .pdf 03/10/2016 |Aline Oliveira Aceito
20:31:37 | Colombo

Brochura Pesquisa |BROCHURA_PROJETO pdf 03/10/2016 | Aline Oliveira Aceito
20:31:25 | Colombo

Folha de Rosto Folha_de_rosto.pdf 03/10/2016 |Aline Qliveira Aceito
20:31:05 | Colombo

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
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GOIANIA, 23 de Margo de 2017

Assinado por:
Joao Batista de Souza

(Coordenador)
Enderego: Prédio da Reitoria Témreo Cx. Postal 131
Bairro: Campus Samambaia CEP: 74.001-970
UF: GO Municipio: GOIANIA
Telefone: (62)3521-1215 Fax: (62)3521-1163 E-mail: cep prpi.ufg@gmail com

Pagina 04 de 04



