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RESUMO

A primeira etapa na produ¢do de molho de soja é chamada de
koji. Nesta etapa ocorre o crescimento do microorganismo Aspergillus
oryzae e/ou Aspergillus sojae sobre a mistura de soja e trigo
produzindo diferentes tipos de enzimas. Estas hidrolisam as
proteinas e polissacarideos das matérias-primas. No Brasil, quase a
totalidade da produgéo de koji utiliza como mistura soja e milho em
vez da mistura soja e trigo que € utilizada milenarmente pelos paises
asiaticos. Na literatura ha poucos dados sobre a produgdo de koji
com a mistura soja e milho, assim o presente trabalho foi realizado
visando a contribuicao para as industrias produtoras de molho de
soja. No trabalho, estudou-se a influéncia da concentracgao inicial de
in6culo, da matéria-prima , da temperatura e tempo de fermentacao.

As concentracgdes de inéculo ensaiadas foram limitadas entre
104 e 1010 esporos/grama de matéria seca (gms); as matérias-primas
utilizadas foram soja e trigo nas propor¢does 50:50 e 60:40, e idem
para soja e milho; os efeitos das temperaturas de fermentagao
estudadas foram 25 °C, 30 °C, 35 °C em um tempo de 56 horas.
Também, foram realizados dois ensaios em duas etapas de
temperaturas na seqUéncia. O primeiro ensaio foi realizado na
condicdo de temperatura de 30 °C durante 24 horas seguidas por
25 °C por mais 32 horas e o segundo a 35 °C por 24 horas seguidas
por 25 °C por mais 32 horas.

Os resultados obtidos mostram que a produgido das enzimas
proteoliticas e amiloliticas sdo dependentes da quantidade de inéculo
inicial e da temperatura quando se fixa o tempo de fermentag¢ao de 48
horas. O melhor resultado obtido foi com inéculo inicial de 1010
esporos/gms e quando se utilizou a condi¢do de temperatura de

30 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais 24 horas A mudanga












FIGURA 6.1.4 Variacao da umidade, agucares redutores, pH com o
tempo de fermentagdo. Resultados do ensaio no. 2, onde a
concentracao de inéculo foi de 108 esporos/gms em temperatura

de 30 °C em meio de cultura soja e milho na proporg¢ao 50:50.

FIGURA 6.1.5 Variacao das atividades enzimaticas; protease, o-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacio.
Resultados do ensaio no.3, onde a concentragao de inéculo foi de
106 esporos/gms em temperatura de 30 °C em meio de cultura

soja e milho na proporgao 50:50.

FIGURA 6.1.6 Variagdo da umidade, agucares redutores, pH com o
tempo de fermentacdo. Resultados do ensaio no. 3, onde a
concentracgao de inéculo foi de 106 esporos/gms em temperatura

de 30 °C em meio de cultura soja e milho na proporg¢ao 50:50.

FIGURA 6.1.7 Variagdo das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagao.
Resultados do ensaio no. 4, onde a concentracao de inoéculo foi de
104 esporos/gms em temperatura de 30 °C em meio de cultura

soja e milho na proporg¢ao 50:50.

FIGURA 6.1.8 Variacdo da umidade, agucares redutores, pH com
o tempo de fermentagao. Resultados do ensaio no. 4, onde a
concentracao de inéculo foi de 10% esporos/gms em temperatura

de 30 °C em meio de cultura soja e milho na proporg¢ao 50:50.
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FIGURA 6.2.1 Variagdo das atividades enzimaticas; protease, o-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacéo.
Resultados do ensaio no. S em temperatura de 35 °C em meio de

cultura soja e milho na proporg¢ao 50:50 e concentragdo de

inéculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.2 Variagao da umidade, agiicares redutores , pH com
o tempo de fermentagdo. Resultados do ensaio no. 5 em
temperatura de 35 °C em meio de cultura soja e milho na

proporgao 50:50 e concentragao de inéculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.3 Variagao das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagao.
Resultados do ensaio no. 6 em temperatura de 35 °C em meio de
cultura soja e milho na proporgdo 60:40 e concentragao de

inéculo de 101¢ esporos/gms.

FIGURA 6.2.4 Variagao da umidade, agucares redutores, pH com
o tempo de fermentagdo. Resultados do ensaioc no. 6 em
temperatura de 35 °C em meio de cultura soja e milho na

proporcédo 60:40 e concentragdo de in6culo de 100 esporos/gms.

FIGURA 6.2.5 Variacdo das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagao.
Resultados do ensaio no. 7 em temperatura de 35 °C em meio de
cultura soja e trigo na proporgao 50:50 e concentragéo de inéculo

de 1010 esporos/gms.
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FIGURA 6.2.11 Variagao das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacao.
Resultados do ensaio no. 10 em temperatura de 30 °C em meio

de cultura soja e milho na propor¢do 60:40 e concentraciao de

inéculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.12 Variagdo da umidade, aguiicares redutores, pH
com o tempo de fermentagido. Resultados do ensaio no. 10 em
temperatura de 30 °C em meio de cultura soja e milho na

propor¢ao 60:40 e concentragao de inéculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.13 Variacao das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagao.
Resultados do ensaio no. 11 em temperatura de 30 °C em meio
de cultura soja e trigo na proporgao 50:50 e concentragiao de

inéculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.14 Variagcao da umidade, agucares redutores, pH
com o tempo de fermentagao. Resultados do ensaio no. 11 em
temperatura de 30 °C em meio de cultura soja e trigo na

proporgao 50:50 e concentragao de inéculo de 1019 esporos/gms.

FIGURA 6.2.15 Variacao das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagao.
Resultados do ensaio no. 12 em temperatura de 30 °C em meio
de cultura soja e trigo na proporcao 60:40 e concentragdo de

inéculo de 1010 esporos/gms.
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FIGURA 6.2.16 Variagdao da umidade, agucares redutores, pH
com o tempo de fermentagdo. Resultados do ensaio no. 12 em
temperatura de 30°C em meio de cultura soja e trigo na

proporgao 60:40 e concentragao de inéculo de 1019 esporos/gms.

FIGURA 6.2.17 Variagdo das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacao.
Resultados do ensaio no. 13 em temperatura de 25 °C em meio
de cultura soja € milho na proporcao 50:50 e concentracido de

inoculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.18 Variagcao da umidade, ag¢ucares redutores, pH
com o tempo de fermentacdo. Resultados do ensaio no. 13 em
temperatura de 25 °C em meio de cultura soja e milho na

propor¢ao 50:50 e concentragédo de in6culo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.19 Variacao das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacao.
Resultados do ensaio no. 14 em temperatura de 25 °C em meio
de cultura soja e milho na propor¢aoc 60:40 e concentragao de

inéculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.20 Variagao da umidade, agucares redutores, pH
com o tempo de fermentacdo. Resultados do ensaio no. 14 em
temperatura de 25 °C em meio de cultura soja e milho na

proporc¢ao 60:40 e concentragéo de inéculo de 1010 esporos/gms.
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FIGURA 6.2.21 Variagdo das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagéo.
Resultados do ensaio no. 15 em temperatura de 25 °C em meio

de cultura soja e trigo na proporg¢ao 50:50 e concentragido de

in6culo de 101° esporos/gms.

FIGURA 6.2.22 Variagdo da umidade, ag¢ucares redutores, pH
com o tempo de fermentagdo. Resultados do ensaio no. 15 em
temperatura de 25 °C em meio de cultura soja e trigo na

proporg¢ao 50:50 e concentragao de inéculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.23 Variagao das atividades enzimaticas; protease, o-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacao.
Resultados do ensaio no. 16 em temperatura de 25 °C em meio
de cultura soja e trigo na proporgao 60:40 e concentragao de

inoéculo de 1010 esporos/gms.

FIGURA 6.2.24 Variagao da umidade, ag¢ucares redutores, pH
com o tempo de fermentagdo. Resultados do ensaio no. 16 em
temperatura de 25 °C em meio de cultura soja e trigo na

proporg¢do 60:40 e concentragao de inéculo de 1019 esporos/gms.

FIGURA 6.2.25 Variagao das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagao.
Resultados do ensaio no. 17 em temperatura de 35 °C por 24
horas seguidas por 25°C por mais 32 horas em meio de cultura
soja e milho na proporgao 50:50 e concentragao de inéculo de 10"

esporos /gms.
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FIGURA 6.2.26 Variagado da umidade, agticares redutores, pH com
o tempo de fermentagdo. Resultados do ensaio no. 17 em
temperatura de 35 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas em meio de cultura soja e milho na proporgio 50:50 e

concentrac¢ao de inéculo de 10'°esporos /gms.

FIGURA 6.2.27 Variagdo das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacgéao.
Resultados do ensaio no. 18 em temperatura de 35 °C por 24
horas seguidas por 25 °C por mais 32 horas em meio de cultura
soja e milho na proporgédo 60:40 e concentracio de indculo de 10"

esporos /gms.

FIGURA 6.2.28 Variagdo da umidade, aglcares redutores, pH
com o tempo de fermentagao. Resultados do ensaio no. 18 em
temperatura de 35 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas em meio de cultura soja e milho na proporg¢ido 60:40 e

concentracgao de inéculo de 10'° esporos /gms.

FIGURA 6.2.29 Variagido das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagao.
Resultados do ensaio no. em temperatura de 35 °C por 24 horas
seguidas por 25 °C por mais 32 horas em meio de cultura soja e
trigo na proporgdo 50:50 e concentracdo de inéculo de 10"

esporos /gms.

FIGURA 6.2.30 Variagdo da umidade, agucares redutores, pH
com o tempo de fermentagdo. Resultados do ensaio no. 19 em
temperatura de 35 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas em meio de cultura soja e trigo na proporgédc 50:50 e

concentracio de inéculo de 10'° esporos /gms.

Xi

74

76

76

78

78



FIGURA 6.2.31 Variagéo das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagio.
Resultados do ensaio no. 20 em temperatura de 35 °C por 24
horas seguidas por 25 °C por mais 32 horas em meio de cultura
soja e trigo na proporgao 60:40 e concentra¢ao de inéculo de 10'°

esporos /gms.

FIGURA 6.2.32 Variagdo da umidade, agucares redutores, pH
com o tempec de fermentagao. Resultados do ensaio no. 20 em
temperatura de 35 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas meio de cultura soja e trigo na proporgao 60:40 e

concentragao de inéculo de 10'° esporos /gms.

FIGURA 6.2.33 Variagao das atividades enzimaticas; protease, a-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacao.
Resultados do ensaio no. 21 em temperatura de 30 °C por 24
horas seguidas por 25 °C por mais 32 horas em meio de cultura
soja e milho na proporgdo 50:50 e concentragdo de inéculo de 10"

esporos /gms..

FIGURA 6.2.34 Variacao da umidade, agucares redutores, pH
com o tempo de fermentag¢ido. Resultados do ensaio no. 21 em
temperatura de 30 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas em meio de cultura soja € milho na proporg¢ido 50:50 e

concentracao de inéculo de 10'° esporos /gms.
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FIGURA 6.2.35 Variacdo das atividades enzimaticas; protease, a- 84
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacéo.
Resultados do ensaio no. 22 em temperatura de 30 °C por 24
horas seguidas por 25 °C por mais 32 horas em meio de cultura

soja e milho na proporgao 60:40 e concentragdo de inéculo de 10"

esporos /gms.

FIGURA 6.2.36 Variacao da umidade, agucares redutores, pH 84
com o tempo de fermentagao. Resultados do ensaio no. 22 em
temperatura de 30 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas em meio de cultura soja e milho na proporcao 60:40 e

concentragio de inéculo de 10' esporos /gms.

FIGURA 6.2.37 Variagao das atividades enzimaticas; protease, o- 86
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentagao.
Resultados do ensaio no. 23 em temperatura de 30 °C por 24
horas seguidas por 25 °C por mais 32 horas em meio de cultura
soja e trigo na proporc¢do 50:50 e concentragdo de inéculo de 10'

esporos /gms.

FIGURA 6.2.38 Variag¢ao da umidade, a¢icares redutores, pH 86
com o tempo de fermentacao. Resultados do ensaio no. 23 em
temperatura de 30 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas em meio de cultura soja e trigo na proporgao 50:50 e

concentracéo de inéculo de 10" esporos /gms.
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FIGURA 6.2.39 Variagado das atividades enzimaticas; protease, o-
amilase e crescimento micelial com o tempo de fermentacio.
Resultados do ensaio no. 24 em temperatura de 30 °C por 24
horas seguidas por 25 °C por mais 32 horas em meio de cultura
soja e trigo na proporg¢do 60:40 e concentragio de inéculo de 10"

esporos /gms.

FIGURA 6.2.40 Variagdo da umidade, aguicares redutores, pH
com o tempo de fermentagdao. Resultados do ensaio no. 24 em
temperatura de 30 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas em meio de cultura soja e trigo na proporgao 60:40 e

concentragao de inéculo de 10" esporos /gms.

FIGURA 7.1.1 Variagao da produtividade enzimatica de protease
com o tempo de fermentagdo e concentragao de inicial de indéculo
de 10!¢ esporos/gms, 108 esporos/gms, 10% esporos/gms, 10%
esporos/gms. Temperatura de 30 °C em meio de cultura soja e

milho na proporc¢ao 50:50.

FIGURA 7.1.2 Variagao da produtividade enzimatica de a-amilase
com o tempo de fermentagao e concentragao de inicial de indéculo
de 10190 esporos/gms, 108 esporos/gms, 10% esporos/gms, 104
esporos/gms . Temperatura de 30 °C em meio de cultura soja e

milho na proporgao 50:50.

FIGURA 7.1.1.1 Variagao do crescimento micelial utilizando
concentracao inicial de inéculo de 10!° esporos/gms, 108
esporos/gms, 106 esporos/gms , 10*% esporos/gms com o tempo
de fermentacgdo. Meio de cultura soja e milho na proporgao 50:50

e temperatura de 30 °C.
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FIGURA 7.1.2.1 Variagdo da formagao de agucares redutores
utilizando concentragdo inicial de inoculo de 10!0 esporos/gms
108 esporos/gms, 106 esporos/gms, 10* esporos/gms com o
tempo de fermentagao. Meio de cultura soja e milho na proporgao

50:50 e temperatura de 30 °C

FIGURA 7.2.1.1 Efeito da temperatura e do meio de cultura na
produtividade enzimatica média (Pm) de protease. Meios de
cultivos, soja e milho 50:50, soja e milho 60:40, soja e trigo

50:50, soja e trigo 60:40.

FIGURA 7.2.1.2 Efeito da temperatura e do meio de cultura na
produtividade enzimatica média (Pm) de a-amilase. Meios de
cultivos, soja e milho 50:50, soja e milho 60:40, soja e trigo
50:50, soja e trigo 60:40.

FIGURA 7.2.2.1 Efeito da temperatura e do meio de cultura no
crescimento micelial. Meios de cultivos, soja e milho 50:50, soja e

milho 60:40, soja e trigo 50:50, soja e trigo 60:40.

FIGURA 7.2.3.1 Efeito da temperatura e do meio de cultura sobre
a producao de agucares redutores. Meios de cultivos, soja € milho

50:50, soja e milho 60:40, soja e trigo 50:50, soja e trigo 60:40.
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obtidos em tempos diferentes no ensaio do efeito da
concentragao inicial de inéculo de 104 esporos em temperatura
de 30 °C em meio de cultura soja e milho na proporgédo 50:50.

Ensaio 4.
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proporcdo S0:50 e concentragdo de indéculo de 1010

esporos/gms. Ensaio 5.

TABELA 6.2.2 Média das réplicas dos resultados experimentais
obtidos em tempos diferentes no ensaio realizado a
temperatura de 35 °C com meio de cultura soja e milho na
proporgdo 60:40 e concentragdo de inéculo de 1010

esporos/gms. Ensaio 6.
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temperatura de 35 °C com meio de cultura soja e trigo na
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TABELA 6.2.9 Média das réplicas dos resultados experimentais
obtidos em tempos diferentes no ensaio realizado a
temperatura de 25 °C com meio de cultura soja e milho na
proporg¢dao 50:50 e concentragao de indculo de 1010

esporos/gms. Ensaio 13.

TABELA 6.2.10 Meédia das réplicas dos resultados
experimentais obtidos no experimento realizado a temperatura
de 25 °C com meio de cultura soja e milho na proporcéao 60:40
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esporos/gms. Ensaio 15.
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esporos/gms. Ensaio 16.

TABELA 6.2.13 Meédia das réplicas dos resultados
experimentais obtidos em tempos diferentes no ensaio continuo
realizado a temperatura de 35 °C por 24 horas seguidas por 25
°C por mais 32 horas com meio de cultura soja e milho na
propor¢ao 50:50 e concentracdo de indéculo de 101

esporos/gms. Ensaio 17.
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TABELA 6.2.14 Meédia das réplicas dos resultados
experimentais obtidos em tempos diferentes no ensaio continuo
realizado a temperatura de 35 °C por 24 horas seguidas por
25 °C por mais 32 horas com meio de cultura soja e milho na
proporgdo 60:40 e concentracdo de indéculo de 1010

esporos/gms. Ensaio 18.
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realizado a temperatura de 35 °C por 24 horas seguidas por
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proporcdo 50:50 e concentragcao de indéculo de 1019

esporos/gms. Ensaio 19.
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esporos/gms. Ensaio 20.

TABELA 6.2.17 Média das réplicas dos resultados
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realizado a temperatura de 30 °C por 24 horas seguidas por
25 °C por mais 32 horas com meio de cultura soja e milho na
propor¢do 50:50 e concentragdo de inéculo de 101

esporos/gms. Ensaio 21.
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TABELA 6.2.18 Média das réplicas dos resultados
experimentais obtidos em tempos diferentes no ensaio continuo
realizado a temperatura de 30 °C por 24 horas seguidas por
25 °C por mais 32 horas com meio de cultura soja e milho na
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 PRODUCAO CONVENCIONAL DO MOLHO DE SOJA

A produgdo do molho de soja € um processo de duas etapas
principais. Na primeira etapa da fermentagdo chamada de koji ocorre
o crescimento do microorganismo, Aspergillus oryzae ou sojae , sobre
a mistura de soja e trigo produzindo diferentes enzimas, tais como
proteases, amilases, celulases e glutaminases. As enzimas produzidas
hidrolisam as proteinas e polissacarideos da matéria-prima. Quando
o crescimento do fungo chega a um nivel desejado, a mistura de soja
e trigo coberta pelos micélios € colocada dentro de uma solugao de
cloreto de s6dio a 23%. Esta mistura, constituindo a segunda etapa,
é chamada de moromi, e nesta etapa fermentativa ocorre o inicio do
crescimento de bactérias lacticas haldfilas. Este crescimento provoca
a reducao do pH pela produgao de acido lactico. O decréscimo do pH
permite o crescimento de leveduras produzindo 4&alcool. Apds a
completa fermentagdo da segunda etapa, o molho é filtrado,
pasteurizado e colocado a venda. O fluxograma de produgéao

convencional do molho de soja é descrito na figura 2.1.1 na pagina 3.
2.2 MATERIAS-PRIMAS
2.2.1 SOJA

A soja conhecida botanicamente como Glicine max, € nativa da
Asia oriental. Ha poucas diferen¢as na composigao dos graos de soja
produzidas em diferentes paises, como mostra a tabela 2.2.1.1
adaptada de YOKOTSUKA, (1960).



Soja em grio e/ou
soja Trigo
desengordurada (50%) Sal
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FIGURA 2.1.1: Processo convencional de produgido de molho de soja
FONTE: FUKUSHIMA, (1985).



TABELA 2.2.1.1: Dados comparativos da composi¢do da soja

provenientes de paises diferentes.

Pais Umidade  Nitrogénio  Gordura Agucares
% Total bruta invertidos
(%) (o) (%)
Japao 13 6 16 15
China 11 6 19 19
U.S.A 10 6 20 17

A soja € um dos principais produtos de exportacdao da
agricultura brasileira. Os maiores produtores mundiais de soja sao os
Estados Unidos em primeiro lugar, o Brasil em segundo e a Argentina
em terceiro. A produgao nos Estados Unidos na safra 2001 /01 foi de
75,38 milhdes de toneladas contra 35,5 milhdes de toneladas no
Brasil. Contudo, em relacdo a produtividade, o Brasil superou os
Estados Unidos em torno de 50 kg/hectare (EMBRAPA/SOJA, 2002).

Soja em grao ou soja desengordurada podem ser usadas na
manufatura do molho. Quando graos de soja sao utilizados, a fragéo
oleosa deve ser retirada do moromi (disperséo de soja + trigo torrado e
moido fermentado em salmoura). Esta fragido conhecida como “dleo
de molho de soja” serve para fabricagao de sabao de baixa qualidade
e como fonte de acido linoleico. Este 6leo contém etil ésteres de
acidos graxos superiores produzidos durante a fermentagao, acidos
graxos livres e triésteres do glicerol de origem (KUBO, 1947). O “6leo
de molho de soja” contém 30%-40% de acidos graxos livres
(YOKOTSUKA, 1964).

A soja desengordurada tem sido utilizada para substituir a soja
em graos em cerca de 75% da produgao de molho de soja no Japao,
porém no Brasil quase 90% da produgéo é feita com soja em grdo. A
principal razao para o uso de soja em grao no Brasil é pela facilidade
e abundéancia na obtengao da matéria-prima.
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2.2.3 MILHO

O milho ha séculos vem sendo utilizado na alimentagdo
humana e de animais domésticos, devido ao seu alto contetido de
carboidratos, principalmente amido, e de outros componentes tais
como proteinas, 6leo e vitaminas.

O milho, em funcdo de sua composi¢cdo e valor nutritivo,
constitui-se em um dos mais importantes cereais cultivados no
mundo, sendo suplantado apenas pelo trigo e arroz. O grao de milho
€ constituido basicamente de carboidratos (60%), proteina (10%) e
6leo (4%), que nao se encontram igualmente distribuidos. O
endosperma € praticamente constituido de carboidrato, ao passo que
0 germe concentra maior porcentagem de oleo, proteina e sais
minerais e ainda pode conter quantidades significativas de acido
nicotinico, riboflavina, acido pantoténico e vitamina E (FANCELLI &
LIMA, 1991).

2.2.4 SAL

O cloreto de sédio atua como conservante e age comoc agente
seletivo de microorganismos que crescem na fermentacido. Se o sal
n&o estiver presente, fermentacdes anaerébicas perigosas poderiam
ocorrer. A funcao do sal ndo € somente de inibir microorganismos
perigosos para saude humana, mas também € necessario para um
desenvolvimento de um sabor exclusivo que é formado a partir de

leveduras e bactérias lacticas.



2.3 PROPORCAO DE SOJA PARA TRIGO

O uso de trigo diminui o conteudo de nitrogénio total do molho
de soja, mas contribui para o aroma, sabor e aumentando o teor de
acido glutamico (YONG & WOOD, 1974). Segundo estes autores, o
melhor molho de soja é geralmente manufaturado com  soja
desengordurada e trigo na proporgao de 350:50 em peso. A proporgao
de matéria-prima também ira depender do tipo de molho de soja que
se deseja obter.

O JAPANESE AGRICULTURAL STANDARD (1999) classifica o
molho de soja emn cinco variedades :

e Koikuchi: € o molho de soja regular, feito de partes iguais
de soja e trigo com coloragdo marrom avermelhada.

e Usukuchi: € o molho de soja contendo arroz, menos trigo
e mais soja do que o tipo Koikuchi, mais suave no sabor e
com baixo teor de nitrogénio.

e Tamari: € produzido principalmente com soja e uma
pequena quantidade de trigo cerca de (90:10), alto teor de
nitrogénio, baixo teor de alcool, e sabor forte.

e Shiré: possui coloragdo muito clara e é feito com trigo e
uma pequena quantidade de soja.

e Saishikomi: o saishikomi-shoyu é obtido pela dupla
fermentac¢ao do molho de soja Koikuchi tendo alto teor de

nitrogénio.

Estes cinco tipos de molho de soja sdo reconhecidos pelo
governo japonés e cada tipo € classificado em trés graus que sao
Especial, Maior e Padrdo. Cada grau é determinado por avaliagéo
organocléptica, contetdo total de nitrogénio, alcool, sélidos solaveis e

outros como teor de cloretos e cor.



2.4 SUBSTITUICAO DA MATERIA PRIMA

Houve varias tentativas de manufatura de molho de soja
usando outros materiais sem ser soja e trigo, mas todas foram
comercialmente mal sucedidas (YONG & WOOD, 1974).
Experimentou-se torta de amendoim prensado ao invés da mistura
soja e trigo. O molho obtido foi chamado molho de amendoim. A
fermentacdo da torta de amendoim prensado em escala industrial
nao € um processo facil e o controle do crescimento microbiano é
muito dificil.

MEEI & CHENG, (1996) em seus estudos investigaram os
efeitos de substitui¢do das matérias primas tradicionais por material
extrudado de soja desengordurada e farinha de trigo, obtendo-se alta
atividade enzimatica e demonstrando o potencial e os beneficios do
uso de materiais extrudados para o pré-tratamento das matérias
primas.

No Brasil devido ao prego e a dificuldade de importagédo do trigo
na década de 40, imigrantes japoneses utilizaram o milho no lugar do
trigo obtendo resultados organolépticos e fisico-quimicos similares,
porém nao foram feitos estudos sobre as diferencas das
concentracgdes enzimaticas obtidas durante a fermentagao.

A composigao do trigo € milho € similar como pode ser visto na
tabela 2.4.1 de composicdo quimica dos alimentos (FRANCO, 1999) e
complementada na tabela 2.4.2 da composi¢cdo em aminoacidos do

gérmen de trigo e de milho (BALDINI, et al., 1981) abaixo:



TABELA 2.4.1: Composi¢ao Quimica de Trigo e Milho.

Composicio Trigo Milho

. (100 g) (100 g)
Glicidios 68,85 g 70,10 g
Proteinas 14,22 g 9,80¢g
Lipidios 1,81g 492 g
Calcio 28,00 mg 9,00 mg
Ferro 6,47 mg 0,53 mg
Fosforo 204 mg 165 mg

TABELA 2.4.2: Composi¢do em aminoacidos (g AA/16g N) do gérmen

de trigo e de milho

Aminoacidos Gérmen Trigo Gérmen de Milho
Lisina 6,49 4,81
Histidina 2,54 2,71
Amoénia 2,65 1,60
Arginina 7,99 6,36
Acido aspartico 9,07 9,01
Treonina 4,27 4,53
Serina 4,52 5,07
Acido Glutamico 15,59 11,19
Prolina 5,63 7,49
Glicina 6,88 6,63
Alanina 8,06 9,39
Valina 7,13 7,43
Metionina 2,26 2,20
Isoleucina 3,30 4,10
Leucina 5,73 10,24
Tirosina 3,26 2,57

Fenilalanina 4,26 4,57
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2.5 TRATAMENTO DA MATERIA PRIMA

2.5.1 SOJA

A proteina na soja crua esta presente em um estado nao
desnaturado e n&o € hidrolisada pelas enzimas do fungo do koji. Por
isso, € necessaria uma desnaturagédo das proteinas da soja para que
ela possa ser digerida pelas enzimas do fungo do koji para
manufatura do molho de soja.

A digestibilidade das proteinas da soja e trigo pelas enzimas é
marcadamente influenciada pelas condi¢bes do tratamento térmico
dos graos de soja. A proteina nativa € muito resistente a protedlise
devido a sua conformag¢ido compacta. A taxa de hidrélise é
dependente do grau de desdobramento do substrato das moléculas
de proteina. Consequentemente, quando as proteinas da soja sio
usadas como substrato para proteases, as moléculas de proteina
devermn estar desdobradas por algum tratamento, preferencialmente
pelo aquecimento. Contudo, o tratamento térmico extenso das
proteinas pode diminuir a razao de protedlise por modificar sua
estrutura (YOKOTSUKA, 1986). Os fatores que afetamn a proporcao e

a extensdo da hidrdlise enzimatica das proteinas no koji incluem:

a) a especificidade do substrato da enzima;
b) a modificagdo da cadeia de aminoacidos do substrato
protéico;

c) a estrutura tridimensional do substrato protéico.

E essencial que o centro ativo da enzima seja capaz de se ligar a
residuos de aminoacidos do substrato das proteinas. Na proteina
nativa da soja, as moléculas sao completamente compactadas € por
isso os residuos de aminoacidos requeridos pelas enzimas nao estao

disponiveis. Ao contrario, quando a proteina esta desnaturada pelo
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tratamento térmico, a hidrélise enzimatica ira se processar
rapidamente visto que os residuos dos aminoacidos especificos ficam
disponiveis como mostra a figura 2.5.1.1 (FUKUSHIMA, 1985).

O cozimento por vapor tem sido o método mais empregado para
desnaturagao das proteinas. Até 25 anos atras, os graos de soja eram
cozidos a uma pressao de 0,8 kg/cm? por varias horas. Desde entao,

o tempo tem sido diminuido para menos de 1 hora a mesma pressao.

Hidroélise Enzimatica da Molécula Dobrada (Proteina Nativa)

A
. Enzima  Sitio ativo
7 N0 =
Centro ativo
0 _ 85
b ‘ 3

e = ¢ """'
— P
“l

Sitio de jun¢do

Hidrolise Enzimatica da Molécula Desdobrada (Proteina Desnaturada)

FIGURA 2.5.1.1: Esquema de hidrélise enziméatica de proteinas
desnaturadas. FONTE: FUKUSHIMA, (1985).

A digestibilidade da proteina na fabricagao do molho de soja € a
razdo entre o nitrogénio total do molho de soja e o da matéria prima.
Esta digestibilidade tem aumentado de 69% para 73% pelo método de
cozimento NK. O método NK consiste no cozimento da soja por
pressdo de vapor em cozedor rotatério e resfriamento rapido a

temperatura de 40 °C extraindo o vapor por um sistema Venturi.
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YOKOTSUKA, (1966) encontrou melhores condi¢des para aumentar a
digestibilidade enzimatica pelo cozimento a pressdo de vapor e curto
tempo com o método NK, como exposto na tabela 2.5.1.1. Este
meétodo indica a possibilidade de ter de 92% a 94% de digestibilidade
da proteina na producao de shoyu, e um produto final com melhores

qualidades organolépticas (YASUDA et. al. 1973 a, b).

TABELA 2.5.1.1: Efeito das condi¢des de cozimento da soja sobre a

digestibilidade enzimatica da proteina.

Pressao de vapor Tempo de Cozimento Digestibilidade da
(kg/cm?) (min) proteina em solucao

enzimatica (sal 0%,

37 °C, 7 dias)
0.9 45 86%
1.2 10 91%
1.8 8 91%
2.0 5 92%
3.0 3 93%
4.0 2 94%
5.0 1 95%
6.0 0.5 95%
7.0 0.25 95%

Uma digestibilidade da proteina de 87,80% foi obtida
cozinhando graos de soja a 1,7kg/cm? por 8 minutos, usando o
cozedor NK, comparada com 81,80% pelos métodos convencionais de
cozimento nas condig¢des de 0,9kg/cm? por 40 minutos (IIJIMA et al.
1973).
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aroma € sabor para o molho de soja. Esta afirmag¢ao poderia implicar
que o fungo € responsavel parcialmente pelo sabor e aroma. O koji do
molho de soja cultivado com Aspergillus oryzae apresenta um valor
de pH baixo, baixo conteudo de carboidratos, alta atividade de a-
amilase, alta atividade de protease acida, alta atividade de
carboxipeptidase acida e baixa atividade de poligalacturonase se
comparado com o koji cultivado com Aspergillus sojae (TERADA et al.,
1980, 1981). Adicionalmente, HAYASHI et al., (1981) relataram que o
koji cultivado com A. sojae tem valor de pH mais alto porque produz
menos acido citrico e mais carboidratos por causa do seu baixo
consumo durante o cultivo do koji.

A espécie de fungos usada para a fermentagido € selecionada

com base nas seguintes caracteristicas:

a) Produzir um bom aroma ao produto final,;

b) Facil e rapido crescimento;

c) Alta atividade enzimatica, especialmente a atividade
proteolitica e hidrolitica para decompor a soja e o trigo;

d) Ter conideos curtos, o qual permite o cultivo mecanico dos
materiais com maior espessura facilitando a aeragao;

e) Alta estabilidade genética;

f) Produzir produtos finais com a cor desejada;

g) Consumir uma pequena quantidade de carboidratos das
matérias primas durante o cultivo do koji, para um melhor
rendimento de alcool no moromi;

h) Nao produzir substancias toéxicas, tais como aflatoxinas,
acido aspergilico e outros tipos das chamadas micotoxinas;

i) Promover alto rendimento na prensagem do moromi.
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2.7 FABRICACAO DO KOJI

A palavra koji € uma abreviagdo da palavra “kabi-tachi” que
significa um “florescer de fungos”. O koji € uma preparagao para
produgédo de enzimas pelo crescimento do Aspergillus oryzae ou
Aspergillus sojae sobre soja, cereais ou outro material cozidos.

O principal propésito do koji é a utilizagdo das suas enzimas
amiloliticas e proteoliticas. Na fermentagédo do saque, o koji é usado
como o malte na fabricagdo de cerveja ou whiskey para converter o
amido em agucares fermentesciveis. Na produgao de missé e molho
de soja, contudo, o koji ndo € usado somente para a conversao do
amido, mas também para hidrélise dos polipeptidios das proteinas
transformando-os em aminoacidos. A fabricagcdo do koji tem uma
tecnologia WUnica que utiliza microorganismos cultivados em meio
s6lido de cereais para produgao de enzimas.

Como anteriormente comentado, o koji tradicional é preparado
com soja cozida e trigo torrado e moido onde sao misturados esporos
ou uma cultura pura do microorganismo Aspergillus oryzae e/ou
Aspergillus sojae. Na produgao industrial, a mistura & distribuida em
bandejas, e empilhadas separadas uma das outras com um
espagamento de aproximadamente 10 cm (YONG & WOOD, 1974). O
koji é resfriado duas vezes misturando o material manualmente
quando a temperatura se eleva a 35 °C ou acima causada pelo
crescimento dos fungos. YAMAMOTO, (1957) estudando a influéncia
do crescimento do fungo concluiu que as temperaturas entre 30 °C e
35 °C tem sido indicadas, preferencialmente, para crescimento do
micélio e prevengao contra o crescimento do Bacillus, um
contaminante no inicio de estagio de cultura do koji. Uma menor
temperatura, 20 °C-25 °C, é necessaria antes e durante a produgao
de esporos quando a protease &€ produzida no koji (OHARA et al,,
1959). A mudanga de temperatura € preferida durante o cultivo do

koji, mas é muito dificil manter esta alteragcdo de temperatura em
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processos manuais de fabricagdo. Com o desenvolvimento de um
equipamento automatizado de cultivo de koji, ja é possivel cultivar o
fungo em condigdes ideais desejadas, reduzindo o tempo de cultivo de
72 horas para 48 horas, aumentando a atividade enzimatica e

reduzindo a contamina¢do no koji.

As diretrizes basicas para o cultivo de koji sdo as seguintes:

1) Produzir o maximo possivel de micélio e enzimas
fungicas;

2) Evitar a inativagao das enzimas produzidas;

3) Minimizar o consumo de carboidratos nas matérias
primas durante o cultivo do fungo;

4) Evitar o maximo a contaminag¢do microbiolégica nos
materiais iniciais e durante o cultivo do fungo;

5) Diminuir o tempo de cultivo com o uso minimo de agua,

eletricidade e combustivel.

O estagio de fermentacgao do koji leva a ruptura enzimatica das
proteinas para peptideos e aminoacidos pelas enzimas proteoliticas,
especialmente as neutras e alcalinas. Amidos sdo hidrolisados para
dissacarideos e monossacarideos pela o-amilase produzida pelo
fungo. A maxima atividade proteolitica € a degradagcao maxima das
proteinas insoluveis em soluveis transformando-as em polipeptidios,
peptideos e aminoacidos no koji, € alcangadas com a mistura de
partes iguais de trigo e soja (YAMAMOTO, 1957). HA também, um
rapido aumento nos agucares redutores durante os estagios iniciais
do crescimento do fungo. Isto € devido a atividade da invertase
extracelular hidrolisando quantidades consideraveis de sacarose

presentes nos graos (YAMAMOTO, 1957},
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A fungdo das enzimas proteoliticas do koji durante a

degradagédo das proteinas para aminoacidos é sumarizada na figura
2.7.1.

Proteinas

Proteases afcalina
Proteases semi alcalina
Proteases Neutras
Proteases acidas

4

Peptideos
Carboxipepetidase
« 1 Aminopepetidases
Aminoacidos — Glutamina

Acido piroglutamico

Acido Glutamico J‘_

Glutaminase

FIGURA 2.7.1.: Fungao das enzimas proteoliticas do fungo do koji na
liberagao de aminoacidos de proteinas. FONTE: STEINKRAUS, 1989.

O nivel de contaminagao no koji chega a um valor alto, cerca de
107 — 109 ufc/g, este nivel ndo constitui perigo a saude. A principal
bactéria contaminante do koji cultivado em bandejas de madeira,
anos atras, era do género Bacillus por causa da dificuldade em
resfriar os materiais rapidamente. Embora, atualmente com os
modernos equipamentos com sistemas automatizados de cultivo, a
contaminagao predominante seja a da bactéria do género
Micrococcus, o qual € mais aerdbio e cresce a temperaturas inferiores
a do Bacillus. Uma contaminagao alta com Bacillus no koji ndo reduz
somente a atividade proteolitica, mas também prejudica o sabor € o
aroma. A presenca de concentragées altas de Micrococcus abaixa o
valor do pH, o que leva a digestdo deficiente no moromj

adicionalmente, se as células mortas do Micrococcus permanecerem
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no molho de soja, a sua filtragao € dificultada. Ha a possibilidade da
redugdo da contaminagdo microbiana para 106 ufc/g, quando no
inicio do cultivo de koji houver uma contagem bacteriana de 102
ufc/g ou menos nas matérias primas. Para evitar a contaminagao
bacteriana durante o cultivo do koji, os niveis de umidade dos
materiais iniciais devemn ser de 40%-50%, no maximo. Pela mesma
razdo, € aconselhavel reduzir o nivel de umidade da superficie dos
graos de soja cozido com o uso do trigo torrado e moido.

Ha varios avangos na tecnologia de fermentag¢ao no Japio e as
mais importantes foram o meétodo de tratamento da soja e a
automagdo do processo, particularmente na produgdao do koji. Os
melhoramentos no método de tratamento sdo baseados no grau de
hidrolise das proteinas da soja produzidos pelas proteases da espécie
Aspergillus. O desenvolvimento de equipamentos automaticos de
produgao de koji deu condigdes para a produgdo maxima de enzima.
No passado, o koji era produzido em bandejas de madeira, onde nao
se podia realizar o controle de temperatura e umidade para
maximizar a produgao de enzimas. O desenvolvimento do
equipamento de cultivo automatico do koji, ndo aumenta somente a
producao de enzimas, mas também previne a contaminag¢ido por
microorganismos indesejaveis que dao ac molho de soja um odor
desagradavel (FUKUSHIMA, 1985}); além disto, diminui o tempo de
cultivo de 72 horas para 48 horas. O controle de temperatura do
equipamento de cultivo automatico € realizado através de sistemas de
ar refrigerado com umidificadores para manter o koji com a umidade

ideal para o crescimento do fungo e a produgao de enzimas.
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2.8 PRINCIPAIS ENZIMAS PRODUZIDAS DURANTE A
FABRICACAO DO KOJI.

2.8.1 PROTEASES

As enzimas proteoliticas ocorrem em abundancia na natureza e
podem ser de origem animal (pepsina, renina, tripsina,
quimiotripisina), vegetal (papaina, bromelina, ficina) ou microbiana
(fingica, bacteriana) (KLING, et al., 1982); (YAMAMOTO, 1975);
(WHITAKER, 1994).

As enzimas proteoliticas sao essenciais na fabricagao de molho
de soja, uma vez que degradam as proteinas das matérias primas em
peptideos e aminoacidos (NAKADA], et al. 1972 a, b).

As proteases microbianas, de acorde com sua faixa de pH 6timo
de atuagdo sao divididas em alcalinas, neutras e dcidas (BERGKVIST,
1963); (FORGATY & GRIFFIN, 1974); (KEAY, 1971).

As proteases alcalinas sao amplamente obtidas a partir de
fungos e bactérias, sdo estaveis na faixa de pH de 5,0 a 10,0 e
apresentam atuagao 6tima na faixa de pH de 9,5 a 10,5. Sao inibidas
por diisopropilfluorfosfato (DFP) e ndo sao inibidas pelo inibidor de
tripsina da soja, agentes quelantes e sulfidrilas (FORGATY &
GRIFFIN, 1974); (KEAY, 1971); (KELLY & FORGATY, 1976).

As proteases neutras tém pH 6timo de atuagao entre 7,0 e 8,0 e
sdo sensiveis a agentes quelantes, tais como EDTA e a o-fenantrolina,
mas nao sdo inibidas por DFP ou sulfidrilas. A estabilidade situa-se
na faixa de pH entre 6,0 a 9,0 decrescendo rapidamente fora dela
(FORGATY & GRIFFIN, 1974). SEKINE, (1972) mostrou que a
inativacdo térmica destas enzimas ocorre a 55 °C sendo
termicamente estaveis até 45 °C.

As proteases acidas apresentam melhor atividade a valores
baixos de pH entre 2,0 a 5,0 e sido estaveis a agdo de sulfidrilas,

agentes quelantes, metais pesados e ao DFP. A estabilidade de
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atuacgao esta situada, na maior parte dos casos na faixa de 2,0 a 6,0
sendo rapidamente inativadas a valores maiores.

As principais aplicagdes das enzimas proteoliticas, na industria
de alimentos estdo relacionadas a sua utilizagdo na producgao de
molho de soja e outros produtos orientais fermentados, na producgao

de biscoitos, na melhoria da consisténcia da massa de pao, etc.

2.8.2 AMILASES

As amilases sao enzimas que hidrolisam o amido e séao
classificadas em trés grupos, considerando-se as formas de agao e
diferentes produtos obtidos do amido, como a a-amilase, a B-amilase
e a glicoamilase (YAMAMOTO, 1995). As amilases podem ser obtidas
de animais, vegetais e microorganismos.

As amilases, de um modo geral, hidrolisam as liga¢gdes do tipo
a-1,4 existentes no amido; as mais importantes sido a-amilase, B-
amilase e glicoamilase.

A o-amilase (a-1,4 glucan-4-gluconohidrolase), hidrolisa o
amido de modo aleatdrio a partir das posi¢des mais internas da
cadeia polimérica. A a-amilase atua sobre a amilose do amido em
duas etapas. A primeira consiste no ataque aleatério e rapido do
substrato, resultando em maltose e maltotriose, enquanto a segunda
permite a formagdo de glicose e maltose. A hidrdlise da amilopectina
do amido pela a-amilase resulta em glicose, maltose e a-dextrinas
limites. O pH de atividade maxima desta enzima situa-se entre 4,5 e
7,0, sendo que a estabilidade da mesma frente a este parametro &

aumentada pela presenga de Ca*2 no meio da reagao (VITOLO, 2001).
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3. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho foi verificar a influéncia da concentracao
inicial de inéculo, da propor¢dao do meio de cultura soja:milho e
soja:trigo, da temperatura e tempo de fermentagido no crescimento
microbiano e na atividade enzimatica da primeira etapa de obtencao
de molho de soja, koji.

Adicionalmente, realizou-se uma analise de custo parcial do

molho de soja com base nos resultados obtidos nos experimentos.






23

milho e o trigo foram resfriados até a temperatura ambiente e
triturado em moinho de disco. A granulometria foi controlada pelos
tamises de 20 e 30 mesh de modo que foi obtida uma amostra de 0%
de retido em tamis de 20 mesh e 55% de retido em tamis 30 mesh. A
amostra total foi utilizada nos ensaios (FUJITA, et al., 1977). O milho
ou o trigo torrado e moido foi colocado em béquer de 250 ml e

esterilizado em autoclave por 20 minutos a 121 °C,

4.2 MICROORGANISMO

Neste trabalho foi empregada uma cultura de Aspergillus
oryzae de uma cepa comercial.
A cultura de Aspergillus oryzae foi conservada em meio de

cultura Potato Dextrose Agar (PDA) que tem a seguinte composicgio:

Infusao de batata 200,0g
Dextrose 20,0 g
Agar 15,0 g
Agua destilada gsp 1000,0 ml

No momento do uso, fundiu-se o agar, resfriou-se a 45-50 °C e
adicionou-se uma quantidade suficiente de solugao aquosa de acido
tartarico a 10 % esterilizada para obter pH final 3,5 (SILVA, et al.,
1997).

Para conservagac das culturas puras, foram realizados
repiques de dois em dois meses, colocando-se 8 ml de meio de
cultura acima descrito, em tubos de ensaio de 180 mm x 15 mm. Os
tubos foram esterilizados a 121 °C por 20 minutos e resfriados
inclinados para completa solidificacdo do meio de cultura. Apés a
solidificagao a inoculagao foi realizada com auxilio de uma alga
metalica de platina. Uma vez inoculados, os tubos foram incubados a

30 °C por 5 dias e em seguida guardados em geladeira.
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a) A aliquota coletada foi diluida em tubo de ensaio na
proporg¢ao 1:4 com agua destilada,;

b) A amostra diluida foi homogeneizada por agitacao em vértice;

c) Preparou-se a amostra em camara de Neubauer 1/400 mm?2,
composta por 2 reticulados;

d) A camara foi levada ao microscopio 6ptico e procedeu-se a
contagem, utilizando-se uma lente de aumento de 400 vezes;

e) A contagem foi realizada em 8 campos uniformemente
distribuida por um dos reticulados da camara,

f) Repetiu-se a contagem para o segundo reticulado da camara.

Dessa forma, foi contado um total de 16 campos, procurando-

se manter o numero total de esporos contados superior a 500, para

se ter uma boa precisdao nos resultados conforme recomendacao de

(DACIE & LEWIS, 1995). Cada campo possui uma area de 1/25 mm?2

e é composto por 16 campos maiores de 1/400 mm?

O calculo de concentragiao de esporos na suspensdo foi

realizado da seguinte forma:

C susp

Onde:

. DaxN Equacao 1

Vca.mpo

Csusp = concentragao de esporos na suspensao (esporos/ml)

Da = Fator de diluigao (Da=5)

N = nimero médio de esporos nos campos de 1/25 mm?

Vcampo =

volume do campo da area de 1/25 mm? e espessura de 0,1

mm de filme liquido (Vcampo = 4,0 x 10-¢ ml}
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4.3 MEIOS DE CULTIVO PARA A FERMENTAGCAO

Para a realizagdo dos ensaios de fermentagéo, foram empregados os

meios de cultivo com a seguinte composigéo:

TABELA 4.3.1: Meios de cultivo para fermentagao (a)

Proporcgao
Matéria Prima
50:50 60:40
Soja 10,0 g 12,0 g
Milho 10,0 g 8,0g

TABELA 4.3.2: Meios de cultivo para fermentagao (b)

Proporgao
Mateéria Prima
50:50 60:40
Soja 10,0 g 12,0 g
Trigo 10,0 g 80¢g

4.4 METODOS ANALITICOS DO KOJI

4.4.1 PREPARO DA AMOSTRA

Apbs o tempo de fermentagao, trés erlenmeyers com cerca de
20,0 g da amostra cada foram retirados da estufa Fabbe-Primar
modelo 219 e a massa total individual foi triturada em liquidificador

em velocidade média por um tempo de 30 segundos.

4.4.2 DETERMINAGCAO DE UMIDADE DA AMOSTRA

Cerca de 1,0 g da amostra foi pesada em pesa-filtro de 44 mm
de diametro e 45 mm de altura e colocado em estufa a 104 °C por 4

horas, apés os quais, o pesa-filtro foi fechado ainda dentro da estufa
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e transferido para um dessecador. Esperou-se atingir a temperatura
ambiente e realizou-se uma pesagem. Novamente, a amostra foi
colocada a temperatura de 104 °C por 1 hora para confirmar a
estabilidade das pesagens. O pesa-filtro fc;i fechado ainda dentro da
estufa e transferido para um dessecador. Esperou-se atingir a
temperatura ambiente e realizou-se uma nova pesagem. Realizou-se o
procedimento acima até atingir a estabilidade de peso das amostras.

Calculou-se a porcentagem de umidade.
4.4.3 DETERMINAGCAO DO pH DO KOJI

Cerca de 5,0 g da amostra foi pesada e colocada em béquer de
250 ml. Adicionou-se 100,0 ml de agua destilada e aqueceu-se até a
fervura em bico de Bunsen por 2 minutos. Resfriou-se e filtrou-se em
papel (MEEI Y.L., & CHENG, C.C 1996) . Entdao o pH foi medido a
20 °C diretamente em pHmetro digital Digimed Mod. DM20.

4.4.4 DETERMINACAO DO CRESCIMENTO MICELIAL

A determinag¢ao da massa micelial na cultura foi estimada pela

determinagao da quantidade de glucosamina (SAKURAI et al ., 1977).
4.4.4.1 REAGENTES
a) Solucao de acido sulfirico a 60% (18,46N)
Diluiu-se 342,0 ml de acido sulfuirico concentrado em

cerca de 500 ml agua destilada, resfriou-se e entéao

completou-se o volume para 1000,0 ml com agua destilada.
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Solucao de Hidroxido de Sédio 1,0N

Pesou-se 40,0 g de hidréxido de sdédio e dissolveu-se
em 500 ml de agua destilada isenta de gas carbénico,
resfriou-se e completou-se o volume para 1000,0 ml com
agua destilada isenta de gas carbénico em baldo

volumeétrico.
Reagente de Ehrlich

Dissolveu-se 0,8 g de p-dimetilaminobenzaldeido em
30,0 m! de etanol e 30,0 ml de HCI concentrado em béquer

de 100 ml e armazenou-se em geladeira.
Solucao de acetilacetona a 2% (v/v)

Esta solugdo fol preparada momentos antes de ser
utilizada. Em balio volumétrico de 100 ml, adicionou-se 2,0
ml de acetilacetona e completou-se o volume com solugao
de carbonato de sédio O,5N para 100,0 ml em balao

volumetrico.

e) Solugao de Carbonato de Sédio O,5N.

Pesou-se cerca de 26,5 g de carbonato de sddio,
dissolveu-se e completou-se o volume com agua destilada

para 1000,0 ml em balado volumétrico .

4.4.4.2 PROCEDIMENTO

Pesou-se 0,5 g de amostra seca triturada em liquidificador, em

um tubo de ensaio de 200 mm x 18 mm, adicionou-se 2,0 ml de acido



29

sulfurico a 60% e deixou-se em repouso por 24 horas a 25 °C. Apés
este periodo o tubo foi fechado com 4 camadas de “parafilm” e
autoclavado a 1,0 kg/cm? por lhora. O tubo foi resfriado e a solucao
foi transferida quantitativamente para um erlenmeyer de 125 ml e
diluida cuidadosamente em cerca de 18,5 vezes com agua destilada.
O erlenmeyer foi fechado com 4 camadas de “parafilm” e uma rolha
de borracha e autoclavado a 1,0 kg/cm? por 1 hora. Resfriou-se a
solugao, neutralizou-se com solug¢éo de hidréxido de sédio 1,0 N (até
pH=7,0), filtrou-se e diluiu-se para 100,0 ml em baldo volumétrico.
Pipetou-se volumetricamente 2,0 ml da solucao diluida, colocou-se
em tubo de Thurnberg e adicionou-se volumetricamente 2,0 ml de
acetilacetona a 2% preparada momentos antes do uso. Aqueceu-se a
96 °C por 20 minutos, resfriou-se a temperatura ambiente,
adicionou-se 20,0 ml de alcool etilico 96 °GL e 2,0 ml de reagente de
Ehrlich. Deixou-se em repouso por 45-60 minutos e leu-se a
absorbancia a 530 nm contra um branco.

Uma curva de calibragcdo com glucosamina foi feita para

converter as leituras de absorbancia em concentragao.

4.4.5 DETERMINACAO DE ACUCARES REDUTORES (AR)
PRESENTES NO MEIO DE CULTURA

Para esta determinacdo adaptou-se o método proposto por
BITTMAN (1974), resultando no procedimento abaixo. Optou-se por
esta metodologia para facilitar o controle do processo nas industrias

pois é um meétodo relativamente rapido.
4.4.5.1 PREPARO DA AMOSTRA

Cerca de 10,0 g da amostra preparada no item 4.4.1 foi pesada

em erlenmeyer de 500 ml e adicionou-se 200,0 ml de solugao salina
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a 1,0%. Deixou-se por 2 horas em agitador orbital a 100 rpm a 20 °C.
Filtrou-se em papel Whatman n ° 1, transferiu-se e completou-se o
volume com agua destilada para 250,0 ml em baldo volumétrico
(CHENG & JIN, 1995). A partir de 1,0 ml da solugiao obtida mediu-se
o teor de agucares redutores expressos em teor de glicose. O
resultado foi expresso em miligramas de glicose por grama de matéria
seca (gms). O restante da solugao foi usada para analisar a atividade

enzimatica das proteases e a-amilase.
4.4.5.2 REAGENTES

a) Reagente de Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)

Pesou-se 10,0 g de acido 3,5 dinitrosalicilico, e dissolveu-
se em 200,0 ml de solugdo de hidréxido de sédio 2,0N. Em
cerca de 500,0 ml de agua destilada, dissolveu-se 300,0 g de
sal de Rochelle (tartarato duplo de s6dio e potassio). Misturou-
se as duas solugdes e ajustou-se o volume com agua destilada

para 1000,0 ml em balado volumétrico.

4.4.5.3 PROCEDIMENTO DETERMINACAO DE ACUCARES
REDUTORES

Adicionou-se 1,0 ml da amostra obtida em 4.4.5.1 em tubo
de ensaio 200 mm X 18 mm, 1,0 ml do reagente DNS e colocou-se
em banho-maria em ebuligdo durante 5 minutos. Apds este tempo
resfriou-se rapidamente o tubo em banho de gelo, adicionou-se 10,0
ml de agua destilada e leu-se a absorbancia a 540 nm contra um
branco.

A curva de calibragao foi construida com solugédo de glicose
aplicando-se o procedimento acima descrito. A solugdo de glicose

padrao foi preparada a partir de glicose p.a. seca.
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banho-maria a 70 °C por 10 minutos. Apds este tempo
resfriou-se a 20 °C, transferiu-se quantitativamente para um

balao volumétrico de 100 ml e completou-se o volume com

agua destilada.
c) Reagente de Acido 3,5 dinitrosalicilico (DNS)

Pesou-se 10,0 g de acido 3,5 dinitrosalicilico, e dissolveu-
se em 200,0 ml de solugdo de hidroxido de sédio 2,0N. Em
cerca de 500,0 ml de agua destilada, dissolveu-se 300,0 g de
sal de Rochelle (tartarato duplo de sédio e potassio). Misturou-
se as duas solugdes e ajustou-se o volume com agua destilada

para 1000,0 ml em balao volumeétrico.
4.4.7.2 PROCEDIMENTO PARA DETERMINAGAO DE o-AMILASE

A 0,5 ml de amostra, adicionou-se 0,5 ml de solugdo de amido
solavel a 1% e incubou-se a 25 °C durante 3 minutos. Adicionou-se
1,0 ml de reagente DNS e deixou-se em banho-maria em ebuligao
durante 5 minutos e resfriou-se a 25°C rapidamente em banho de
gelo. Acrescentou-se 10,0 ml de agua destilada e leu-se a
absorbancia a 540 nm contra um branco para cada amostra.

A curva de calibragao foi construida com solugdo de maltose
aplicando-se o procedimento acima descrito. A solucgdo de maltose foi
preparada a partir de maltose p.a. seca.

Uma unidade de atividade € definida com a atividade da enzima
que libera 1pmol de grupos redutores, calculados como maltose, por

minuto, a 25 °C.
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d) Solug¢ao Tampéio Mcllvaine

Acertou-se o pH de 100 ml da solugcdo de fosfato

dissédico 0,2M para pH 7,0 com solugio de acido citrico 0,1M.
e) Acido Tricloroacético 0,4M (TCA)

Pesou-se 65,4 g de acido tricloroacético, dissolveu-se e

completou-se o volume em baldo volumétrico para 1000 ml.
f) Solucdo Padrao de Tirosina

Pesou-se 200,0 mg de L-Tirosina pura, dissolveu-se em
baldao volumeétrico de 1000 ml com HCI 0,05M. Pipetou-se
volumétricamente 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, 5,0 ml desta solugéo,
colocou-se em respectivos baldées volumeétricos de 10,0 ml,
completou-se o volume com HCI 0,05M. As concentragdes das

solugdes padrodes ficaram 20,0, 40,0, 60,0, 80,0 e 100,0 ug/ml.

4.4.8.2 PROCEDIMENTO DA DETERMINAGAO DA ATIVIDADE
ENZIMATICA DE PROTEASES

Adicionou-se volumétricamente 1,0 ml de solugao de caseina a
1,5% e 1,0 ml de agua destilada a um tubo de ensaio de 200 mm x 18
mm e levou-se a um banho-maria a 35 °C. Apdés S minutos adicionou-
se volumétricamente 1,0 ml de solugao enzimatica. Apés 10 minutos,
adicionou-se 3,0 ml de acido tricloroacético (TCA) 0,4M para cessar a
reacdo. Deixou-se em repouso por 30 minutos e filtrou-se em papel
Whatman 42. Fez-se um branco para cada amostra adicionando o TCA
antes da solucdo enzimatica e fez —se a leitura da absorbancia a 280
nm. Uma curva de calibragdo com tirosina foi feita para converter as

leituras em unidades de atividade.



35

Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a
quantidade de enzima capaz de formar lpg de tirosina nas condi¢des

especificadas.
4.5 PLANEJAMENTO DOS EXPERIMENTOS

Para um melhor entendimento das condigbées dos ensaios,
apresentamos na tabela 4.5.1, um resumo dos ensaios que foram

realizados em replicas de trés.

Tabela 4.5.1: Condigdes dos experimentos

Ensaio Inéculo Quantidade de Matéria Prima (g) Temperatura
No. Esporos/gms Soja Milho Trigo {°C)
1 1010 10,0 10,0 0 30
2 108 10,0 10,0 0 30
3 108 10,0 10,0 0 30
4 104 10,0 10,0 0 30
5 1010 10,0 10,0 0 35
6 1010 12,0 8,0 0 35
7 101 10,0 0 10,0 35
8 101 12,0 0 8,0 35
9 107 10,0 10,0 0 30
10 10% 12,0 8,0 0 30
11 10t 10,0 0 10,0 30
12 10t 12,0 0 8,0 30
13 107 10,0 10,0 0 25
14 10% 12,0 8,0 0 25
15 101 10,0 0 10,0 25
16 101 12,0 0 8,0 25

17 1010 10,0 10,0 0 35/25
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Continuacao
‘ scul . L - .
Ensaio In6culo Quantidade de Matéria Prima (g) Temperatura
No. °
Esporos/gms Soja Milho Trigo C)
10
18 10 12,0 8,0 0 35/25
10
19 10 10,0 0 10,0 35/25
1010
20 12,0 o 8,0 35/25
1010
21 10,0 10,0 0] 30/25
10
02 10 12,0 8,0 0 30/25
10
23 10 10,0 0 10,0 30/25
1010
24 12,0 0 8,0 30/25

4.5.1 COMENTARIOS SOBRE AS CONDIGCOES DOS ENSAIOS DA
TABELA 4.5.1

Nos ensaios de numeros 1 a 4 utilizamos somente o meio com
soja e milho na proporgao de 50:50 uma vez que o estudo visou a
utilizacdo destas matérias primas na fabricagdo do koji. A
temperatura utilizada foi a de 30 °C devido orientagdo do fornecedor
da cepa para uma melhor produgio das enzimas. Nas tabelas 6.1.1 a
6.1.4 e figuras 6.1.1 a 6.1.8 estdo expostos os resultados

experimentais destes ensaios.

Nos ensaios numeros 5 a 16 Iinclusive, variamos as
concentragbes das matérias primas e a temperatura, mantendo-se
fixa a concentragéao de indculo e o tempo de fermentagédo de 56 horas.
As matérias primas utilizadas foram soja e milho e soja e trigo nas
proporgdes 50:50 e 60:40. As temperaturas estudadas foram de
35 °C, 30 °C, 25 °C Nas tabelas 6.2.1 a 6.2.12 e figuras de 6.2.1 a

6.2.24 estado expostos os resultados experimentais destes ensaios.
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Nos ensaios 17 a 24 estudou-se a fermentagdo em duas etapas

continuas de temperaturas na seqiiéncia:
a} 35 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais 32 horas.
b) 30 °C por 24 horas seguidas 25 °C por mais 32 horas.

As matérias primas e suas proporgdes foram as mesmas
utilizadas nos ensaios de 5 a 16. Nas tabelas 6.2.13 a 6.2.20 e

figuras 6.2.25 a 6.2.40 estao expostos os resultados experimentais

destes ensaios.

4.6 ANALISE DE PRODUCAO DE ENZIMAS

Para realizagao dos ensaios escolheu-se um Aspergillus
oryzae para produgao de koji em 48 horas segundo o fornecedor da
cepa. Contudo, para verificar se a informag¢édo do fornecedor estava
correta, a fermentacao foi realizada em 56 horas.

Para analisar a influéncia da concentragdo de indculo de
Aspergillus oryzae sobre a produgao de protease e a-amilase em meio
de cultura com soja e milho na proporgdo 50:50 foi elaborada a
tabela 7.1.1 na pag. 90 . Os dados das atividades enzimaticas foram
convertidos em produtividade. A produtividade média (Pm) obtida em
cada ensaio deu uma idéia de velocidade média de formacao de um

dado produto ou produtos e foi calculada pela expressao descrita

abaixo:
Pm= _Et-Ei (U/gms.h) Equagao 2
tt - ti
onde:

Pm = Produtividade média

Ei = Atividade enzimatica na hora zero

Et = Atividade enzimatica na hora da amostragem
ti = tempo inicial de fermentagao

tt = tempo de fermentagao na hora da amostragem
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5. ENSAIO PADRAO DE FERMENTACAO

Os ensaios de fermentagcdo foram realizados conforme o

esquema apresentado na figura 5.1.

O preparo do meio de cultivo foi realizado em erlenmeyer de
250 ml. Adicionou-se o milho ou trigo & scja cozida nas proporcdes
descritas nas tabelas 4.3.1 e 4.3.2 e misturou-se vigorosamente. A
cada frasco inoculou-se 1ml de solugao de esporos conforme obtido no
item 4.2.1. Os frascos entao foram colocados em estufa em

temperatura controlada (vide 5.1.1, 5.1.2 € 5.1.3).

Dentro das propor¢des de soja e trigo ou soja e milho, foi

escolhida a 60:40 para compensar o fato de se utilizar soja em grao.

O andamento das fermentag¢des foi seguido através de
determinacdes da variagdo da atividade enzimatica de proteases e a-
amilase, concentracdo de agUcares redutores, teor de umidade, pH e
crescimento micelial em fung¢ao do tempo de fermentagédo. Os ensaios

foram feitos em réplicas de trés em um total de 24 frascos por ensaio.
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Cozimento e Torrefacao e

. . . Cultura pura em
resfriamento da soja moagem do trigo ou tubo de ensaio
(erlenmeyer 250 ml) milho

A
Cultura pura em

Padronizag¢éo da
erlenmeyer de

granulometria

250 ml
b
Mistura da soja
com o trigo ou Suspensao de
milho €sporos

h

Inoculagao da suspenséo
de esporos na mistura
soja e trigo ou soja e milho

Incubacgao em
estufa

Retirada periddica
das amostras

L
Determinacéo de:

- Umidade do meio;

- pH;

- Ag¢Gcares redutores;

- Crescimento micelial;
- Atividade enzimatica.

FIGURA 5.1. Fluxograma de ensaio padrao de fermentagao

_~BIBLIOTECA
Faculdade de Ciéncias Farmacéutic
Universidade de Sao Pavic
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FIGURA 6.2.35: Variacao das atividades enzimaticas; protease, a-amilase
€ crescimento micelial com o tempo de fermentagiao. Resultados do ensaio
no. 22 em temperatura de 30 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais
32 horas em meio de cultura soja e milho na proporgdo 60:40 e

concentragio de inéculo de 10" esporos /gms.
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tempo de fermentacdo. Resultados do ensaio no. 22 em temperatura de
30 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais 32 horas em meio de
cultura soja e milho na proporcao 60:40 e concentragédo de inoculo de 10"

esporos /gms.
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7.1.2 ANALISE DA PRODUCAO DE ACUCARES REDUTORES

A preoducao de agucares redutores no processo de fabricagdo de
koji € resultante de duas etapas. Na primeira, o complexo enzimatico
produzido pelo Aspergillus oryzae , hidrolisa o amido gelatinizado (a-
amido) proveniente do milho ou trigo, sendo o produto desta reacéo
0os agucares redutores. Na segunda etapa, os agldcares
fermentesciveis formados sdo consumidos pelo microorganismo para

a formacdo de material celular, metabélitos e para sua subsisténcia.
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FIGURI_\_ 7.1.2.1: Variagdo da formagado de agucares redutores
utilizando concentracao inicial de inoculo de 1010 esporos/gms, 108
esporos/gms, 10% esporos/gms, 10% esporos/gms com o tempo de
fermentacao. Meio de cultura soja e milho na proporgao 50:50 e

temperatura de 30 °C .

Na etapa inicial da fermentagao ha uma rapida produgao de
acucares redutores no meio de cultura, devido a velocidade de
hidrélise do amido gelatinizado ser maior que a velocidade do
consumo de agucares. No grafico 7.1.2.1, mostra que apés 36 horas
de fermentagdo a producdo de agucares chega ao maximo seguido de
uma pequena queda, enquanto que nas outras concentracdes de

esporos os valores sao menores. Este fato é coerente com o grafico
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7.1.1.1 em que foram observados um maior e mais uniforme
crescimento micelial.

A formagéao dos agucares fermentesciveis na etapa do koji €
importante para que eles sejam metabolizados por lactobacillus na
etapa do moromi produzindo cerca de 1% de acido lactico e outros
acidos organicos. Estes aglUcares também serdo consumidos pelas
leveduras para a produgao de 2%-4% de etanol e compostos menores
(SATO, S., 2001). Além da agao antimicrobiana dos acidos e do etanol
teremos a produgdo futura de ésteres responsaveis pelo aroma e
sabor no molho de soja.

Tomando-se por base o processo de produgaoc de koji de 48
horas escolheu-se a concentragdo de inéculo inicial de 1010
esporos/gms para dar continuidade aos ensaios referentes ao efeito
da temperatura tempe e do meic de cultura na predugao do koji. Esta
escolha esta relacionada a maior produtividade média de a-amilase e
de protease, assim como a maior quantidade de agucares redutores

formados.
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proteoliticas e amiloliticas quando comparadas com as outras
temperaturas em todos os meios de cultivo. Na temperatura dos
ensaios 17 a 20, o meio de cultivo soja e trigo influenciou a
produtividade enzimatica média das proteases. Segundo MAIORANO,
(1982) €& importante que a quantidade de energia fornecida ao
microorganismo esteja em um certo intervalo para que ¢ mesmo
possa crescer e se reproduzir adequadamente e que as
macromoléculas que compde as células nao sejam inativadas ou
destruidas por exceder a quantidade de calor necessaria. Os
resultados das temperaturas estudadas nos ensaios 17 a 20 e 13 a
16 indicam que se esta trabalhando em temperaturas nao ideais para
a atividade metabdlica no processo.

As melhores temperaturas para a produtividade enzimatica
meédia de protease foram as dos ensaios 9 a 12 e 21 a 24 sendo que
os meios de cultivo nao influenciaram na produtividade média.

Para a produtividade enzimatica média da a-amilase a melhor
temperatura foi a dos ensaios 21 a 24 com os meios de cultivo
contendo trigo. Este resultado esta de acordo com TAZAKI &
WATANABE, (1969) e OHARA, et al. (1959). MERCIER & FEILLET,
(1975) mostrou que apds tratamento térmico do trigo a 170°C, o
indice de gelatinizagao foi 2% maior que a do milho devido ao fato das
diferencas de porosidade dos graos. O maior indice de gelatinizacao,
torna o trigo mais suscetivel a agao da a-amilase e isto pode explicar
a maior produtividade enzimatica média da o-amilase e uma maior
formacao de agucares redutores como pode ser vista na figuras
7.2.1.2 e 7.2.3.1. Outro fator que contribui para a melhor produgao
de amilases fingicas sdo os fosfatos (WINDISH & MAHTRE, 1965) e
estes estdo em maior quantidade na matéria prima trigo, cerca de
204 mg/100g contra 165 mg/100g de milho.

Na temperatura dos ensaios 17 a 20, o meio de cultivo, soja e

trigo, influenciou a produtividade enzimatica média das proteases.
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TABELA 7.2.1.1: Efeito da temperatura e meio de cultura na

produtividade no tempo de fermentagao de 48 horas .

Meio de Temperatura CMas AR PAPas PAAM4s
Cultura (°C) (mg mg/gms (U/gms.h) (U/gms.h)
glucosamina/gms)
35/25 6,64 51,20 27,82 5,11
35 16,12 73,67 27, ,1
Soja:Milho 6 83 8,13
30/25 7,07 57,34 0,61 13,1
50:50 / 30,6 3,19
30 8,42 62,91 31,03 10,99
25 0,77 22,84 10,71 3,30
35/25 8,63 52,57 21,13 6,11
. . 35 15,96 51,12 26,40 12,14
Soja:Milho
30/25 6,31 56,58 31,41 13,12
60:40
30 9,69 48,90 32,36 10,37
25 3,57 34,43 13,35 3,79
35/25 12,08 76,42 10,52 10,12
. . 35 19,74 82,70 22,71 11,19
Soja:Trigo
30/25 10,38 82,23 30,48 17,74
50:50
30 12,46 74,23 26,65 12,02
25 1,93 45,77 10,44 6,32
35/25 11,67 63,75 10,18 10,28
. 35 23,79 64,45 25,44 10,66
Soja:Trigo
30/25 12,01 75,23 31,45 18,64
60:40
30 12,29 61,40 29,74 6,71
25 2,63 44,50 11,43 5,78
Onde:
PAPas Produtividade de Protease em 48 horas

PAAMgs Produtividade de a-Amilase em 48 horas

CMas Crescimento micelial em 48 horas
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7.2.2 ANALISE DO CRESCIMENTO MICELIAL

Em processos industrias para a produgao de koji as condigées
de temperatura de crescimento micelial € muito importante para
evitar a contaminacdo do koji por Bacillus, Streptococcus,
Micrococcus etc. A contaminagdo por Bacillus provoca o alto
consumo de carboidratos formando-se acido butirico e aménia
produzindo mau cheiro. Esta contaminacdo afeta também o
crescimento do Aspergillus oryzae. A contaminag¢do do koji por
Streptococcus e Micrococcus causa um abaixamento de pH anormal,
sendo que o pH normal é de 6,2 a 7,0 (MORIl, 1993). Para a
diminui¢do da contaminacédo bacteriana o controle da temperatura é
essencial. Quando a temperatura de fabricagao do koji € de 25 °C e
constante, torna-se perigoso o crescimento do Micrococcus
especialmente se a umidade da soja cozida for alta. Se a temperatura
for 35 °C havera maior velocidade de crescimento do Aspergillus
oryzae, porém se a umidade inicial do koji for alta, esta temperatura
causa uma contaminagao, principalmente por Bacillus (MORI, 1993).

No experimento, a melhor temperatura de crescimento micelial
foi a de 35 °C, com os meios de cultivo contendo trigo como pode ser
observado na figura 7.2.2.1, porém a melhor temperatura de
producdo de protease e amilase foi de 30 °C e as temperaturas
combinadas de 30 °C por 24 horas seguidas por 25 °C por mais 24
horas durante o periodo de fermentagdo. A temperatura menos
favoravel para o crescimento micelial e de produtividade enzimatica

meédia foi a de temperatura de 25 °C
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FIGURA 7.2.2.1 Efeito da temperatura e do meio de cultura no
crescimento micelial.. Meios de cultivos, soja € milho 50:50, soja e

milho 60:40, soja e trigo 50:50, soja e trigo 60:40.
7.2.3 ANALISE DA PRODUGCAO DE AGUCARES REDUTORES

A melhor producgao de agucares redutores foi obtida no ensaio
que se combincu a temperatura de 30 °C por 24 horas seguidas por
25 °C por mais 24 horas em meios de cultivo contendo trigo como
pode ser visto na figura 7.2.3.1. MAJORANO, (1982), MARTINS,
(1973), MEE]l & CHENG, (1996) verificaram que a produgao de
agucares redutores chega a um maxime em torno de 24 horas de
fermentacdao e entdo declinam rapidamente durante o passar do
tempo. Nos nossos ensaios, os agUcares redutores chegam ao
maximo em 36 horas, mas entre o tempo de fermentacao de 12 horas
e 24 horas observou-se uma produgao significativa destes agucares.
O rapido declinio dos aglicares redutores nao foi observado neste
trabalho e provavelmente este fato esta ligado ao metabolismo da

espécie de Asperygillus oryzae utilizado nos ensaios.
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TABELA 7.2.4.1 : Composi¢cao quimica média da soja

Pais Umidade Proteina Gordura Aglcares Cinzas
Estados Unidos* 12,0% 36,1% 19,0% 17,4% 4,7%
Brasil** 11,0% 38,0% 19,0% 23,0% 5,0%

* FONTE: MORI, 1993;

** www.cnpso.embrapa.br/progmesa.htm

TABELA 7.2.4.2 : Composi¢ao quimica média do trigo

Pais Umidade Proteina Gordura Carboidratos Cinzas
Estados Unidos* - 12,8% 2,5% 70,0% 2,0
Brasil** - 14,2% 1,8% 68,8% -

* FONTE: MORI, 1993
** FONTE: BALDINI, 1981

TABELA 7.2.4.3 : Composigaoc quimica meédia do milho

Pais Umidade Proteina Gordura Carboidratos Cinzas

Brasil* - 9,8% 4,9% 70,1% -

* FONTE: BALDINI, 1981

7.2.4.2 Analises

Segundo MORI (1993), o maior crescimento micelial se da a
uma temperatura de 35 °C seguido do crescimento na temperatura
de 30 °C; a atividade de protease e pH utilizando como matéria prima
soja ou soja desengordurada e trigo na proporcao 50:50, temperatura
de 30°C e tempo de fermentac¢aoc de 48 horas foram em torno de 1100
U/gms e pH entre 6,2 € 7,0. Nos ensaios realizados a atividade de
protease e pH utilizando as matérias primas soja:trigo e soja:mitho na
propor¢ao 50:50 foram 1279,12 U/gms e 1489,41 U/gms

respectivamente e pH entre 6,23 e 7,45. Segundo o autor acima
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TABELA 7.3.1: Resultados das analises de proteina total dos molhos

de soja obtidos no experimento.

Proporcao de Nitrogénio Total Proteina*
Matéria Prima

Matéria Prima (%) (%)
50:50 1,25 7,19

Soja € Milho
60:40 1,30 7,48
_ . 50:50 1,40 8,05

Soja e Trigo
60:40 1,44 8,28

* A quantidade de proteina foi obtida multiplicando o nitrogénio total
(T.N) pelo fator 5,75 (fator utilizado pela Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria para proteinas de soja). O teor de T.N foi obtido
por Kjedhal.

A analise de proteina foi escolhida, pois é um dos fatores
primordiais para avaliar a qualidade do molho de soja. Um molho de
soja de boa qualidade contém 1,5-1,8% (gramas/volume) de
nitrogénio total, 3,0-5,0% de agucares redutores (principalmente
glicose), 2,0-2,5% de etanol, 1,0-1,5% de glicerol, 1,0-2,0% de acidos
orgéanicos (predominantemente acido lactico), pH de 4,7-4,8, e 17,0-
18,0% de sal (YOKOTSUKA, 1986).

7.3.1 PRECOS MEDIOS DAS MATERIAS PRIMAS

Para a determinacgao do custo parcial de produg¢ao do molho de
soja foram considerados apenas os custos das matérias primas
utilizadas na produgdo do koji. Fatores como mao de obra, encargos
sociais, agua, sal, energia elétrica, material de embalagem etc, néo
foram considerados neste estudo, pois o objetivo principal foi na area

de produgéo de koji.
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Para realizar os custos envolvidos, uma média de pre¢os de 12
meses {de junho de 2001 a junho de 2002) das matérias primas foi
tomada (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO, 2001). Os

precos da soja e do trigo foram baseados no mercado do Estado do

Parana e o milho no mercado de Sao Paulo.

TABELA 7.3.1.1: Tabela de custo de preparagdo do koji utilizando

uma proporg¢ao de soja e milho 50:50

Matéria Prima Quantidade Prego/kg R$/lote

(kg) *
Soja em grao 500,00 0,44 220,00
Milho em grao 500,00 0,21 105,00
Aspergillus oryzae 0,2 500,00 100,00
1000,20 425,00

TABELA 7.3.1.2: Tabela de custo de preparacdo do koji utilizando

uma proporg¢ao de soja e milho 60:40

Matéria Prima Quantidade Precgo/kg R$/lote
(kg) *
Soja em grao 600,00 0,44 264,00
Milho em gréo 400,00 0,21 84,00
Aspergillus oryzae 0,20 500,00 100,00
1000,20 448,00

* US$ Comercial (R$/USS$) em maio de 2003: 2,9656. Fonte Guia

Financeiro v.15, n..26.
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TABELA 7.3.1.3: Tabela de custo de preparagdao do koji utilizando

uma proporc¢ao de soja e trigo 50:50

Matéria Prima Quantidade Precgo/kg R$/lote

(kg)
Soja em grao 500,00 0,44 220,00
Trigo em gréao 500,00 0,28 140,00
Aspergillus oryzae 0,20 500,00 100,00
1000,20 460,00

TABELA 7.3.1.4: Tabela de custo de preparacao do Koji utilizando

uma proporc¢ao de soja e trigo 60:40

Matéria Prima Quantidade Preco/kg R$/lote

(kg)
Soja em grao 600,00 0,44 264,00
Trigo em grao 400,00 0,28 112,00
Aspergillus oryzae 0,20 500,00 100,00
1000,20 476,00

7.3.2 CUSTO DO MOLHO DE SOJA BASEADO NO PRESENTE
ESTUDO

Baseados em dados obtidos da industria, Sakura-Nakaya
Alimentos Ltda (2000), de uma produgéo de 1000 kg de koji obtém-se
1500 litros de molho de soja. A partir da andlise de proteina foi
calculada a quantidade de proteina contida no volume de 1500 litros

molho de soja e seu custo por quilo, sendo os dados mostrados na
tabela 7.3.2.1.
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TABELA 7.3.2.1: Custo de Produgao de Molho de Soja

Custo da
Quantidade Custo
Matéria Matéria
. Proporg¢do  Proteina . Proteina
Prima (Kg) Prima/ton RS /K
g (R$/ton) (R®/Ke)
. 107,85
Soja/Milho 50:50 425,00 3,94
60:40 112,20 448,00 4,00
. 120,75
Soja/Trigo 50:50 460,00 3,83
60:40 124,20 476,00 3,83

Analisando os dados da tabela 7.3.2.1, verificou-se que o
melhor custo para produgao de molho de soja foi com o meio de

cultivo soja e trigo na proporgao 50:50. Este dado esta de acordo

com todas as literaturas consultadas.

BIBLIOTECA
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
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8. CONCLUSOES

que:

1)

2)

3)

4)

S)

Os resultados obtidos no presente trabalho permitem concluir

A melhor concentragao inicial de inoéculo para a produtividade

de proteases e a-amilase foi a de 1010 esporos/gms.

A produtividade enzimatica média das proteases e a-amilase foi
influenciada pela concentragido inicial de inéculo quando se

fixa um tempo de fermentac¢ao de 48 horas.

A melhor temperatura de produgao de proteases, a-amilase e
agucares redutores foi a de 30 °C por 24 horas seguidas por
25 °C por 24 horas.

Nao houve interferéncia na produtividade média da protease
substituindo trigo pelo milho no meio de cultivo. Na producgéo
de a-amilase a substituicao do trigo pelo milho causou redugéao
de 5,52 U/gms.h.

O melhor custo parcial de producao de molho de soja foi com o
koji correspondente ao cultivo utilizando soja e trigo na
propor¢do 50:50 sendo 2,80% mais barato que o molho

produzido com soja e milho nas mesmas proporgoes.
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