UNIVERSIDADE REGIONAL INTEGRADA DO ALTO URUGUAI E DAS MISSOES
URI ERECHIM
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

GLACIELA CRISTINA RODRIGUES DA SILVA SCHERER

DESENVOLVIMENTO DE TOFUS ELABORADOS COM EXTRATO
HIDROSSOLUVEL DE SOJA DAS CULTIVARES BRS 267 E VMAX COM
COAGULANTE FLOR DO CARDO (CYNARA CARDUNCULUS L.)

ERECHIM, RS - BRASIL
ABRIL, 2021



UNIVERSIDADE REGIONAL INTEGRADA DO ALTO URUGUAI E DAS MISSOES
URI ERECHIM
DEPARTAMENTO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM ENGENHARIA DE ALIMENTOS

DESENVOLVIMENTO DE TOFUS ELABORADOS COM EXTRATO
HIDROSSOLUVEL DE SOJA DAS CULTIVARES BRS 267 E VMAX COM
COAGULANTE FLOR DO CARDO (CYNARA CARDUNCULUS L.)

Glaciela Cristina Rodrigues Da Silva Scherer

Tese de doutorado submetida ao Programa de
Pds-Graduacdo em Engenharia de Alimentos da
URI-Campus Erechim, como requisito parcial a
obtencdo do Grau de Doutor em Engenharia de
Alimentos, Area de concentracdo: Engenharia
de Alimentos, da Universidade Regional
Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI
Erechim.

ERECHIM, RS - BRASIL

ABRIL, 2021



DESENVOLVIMENTO DE TOFUS ELABORADOS COM EXTRATO
HIDROSSOLUVEL DE SOJA DAS CULTIVARES BRS 267 E VMAX COM
COAGULANTE FLOR DO CARDO (CYNARA CARDUNCULUS L.)

Glaciela Cristina Rodrigues Da Silva Scherer

Tese de doutorado submetida & Comissdo Julgadora do Programa de POs-Graduacdo em
Engenharia de Alimentos como parte dos requisitos necessarios a obtencao do Grau de Doutor
em Engenharia de Alimentos, Area de Concentraco: Engenharia de Alimentos.

Comissdo Julgadora:

Prof. Dra. Juliana Steffens
Orientadora (URI-Erechim)

Prof. Dra. Jamile Zeni
Orientadora (URI-Erechim)

Pesquisadora Dra. Mercedes Concordia Carrdo-Panizzi
Orientadora (Embrapa Trigo-Passo Fundo)

Prof. Dra. Darlene Cavalheiro
Banca (UDESC-Pinhalzinho)

Prof. Dra. Marlice Bonacina
Banca (IFRS-Erechim)

Prof. Dra. Rosicler Colet
Banca (URI-Erechim)

Prof. Dra. Eunice Valduga,
Banca (URI-Erechim)

Erechim, abril de 2021



S326d Scherer, Glaciela Cristina Rodrigues da Silva
Desenvolvimento de tofus elaborados com extrato hidrossoltvel de soja
das cultivares BRS 267 e Vmax com coagulante flor do cardo (Cynara
cardunculus L.) / Glaciela Cristina Rodrigues da Silva Scherer . — 2021.
122 f.

Tese (doutorado) — Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai
Uruguai e das MissGes, Erechim, 2021.

“Orientagdo: Profa. Dra Juliana Steffens, Profa Dra Jamile Zeni, Profa
Dra Mercedes Concordia Carrdo-Panizzi. ”

1. Queijo vegano 2. Coagulante natural 3. Bioatividade 4. Tofu I. Titulo

C.D.U.: 664

Catalogacéo na fonte: bibliotecaria Sandra Milbrath CRB 10/1278




AGRADECIMENTOS

A Deus, pela benco da vida, por possibilitar este momento e por colocar em meu
caminho pessoas especiais.

A minha familia, Edimar, Bruno e Tailine, que precisaram se adaptar a viver com a
minha distancia, que entenderam 0s meus sonhos, e que me apoiaram com amor e dedicacao.
Vocés que acompanharam as alegrias, as lutas, as buscas e a auséncia da mente, meu eterno
agradecimento.

A minha mée pelo exemplo de persisténcia e humildade, meu agradecimento.

A minha irma Fabiane, que em momentos de minha auséncia, fez a diferenca nos
cuidados com meus filhos, muito obrigada é pouco. Te agradego por proporcionar conviver
com a pequena Haiana, ela deixa os dias mais coloridos.

A minha amiga Janine, obrigada pela amizade, pelas conversas, pela companhia de
estudo e pelos momentos de descontracdo. Os verdadeiros amigos sdo revelados em
momentos dificeis e sdo como anjos que Deus coloca em nossa vida. Obrigada por tudo!

A minha orientadora Dra. Juliana Steffens, pela confianca, pelas sugestdes, pela
oportunidade de realizacdo deste trabalho, pela disponibilidade durante todo o doutorado e
principalmente pela amizade. Obrigada pelo sorriso e 0 apoio que transmitia em cada
encontro.

A Dra. Jamile Zeni, pela orientacdo, pelas sugestdes e pela ajuda de sempre.

A Dra. Mercedes Concoérdia Carrdo-Panizzi pela orientacdo e por disponibilizar
insumos para realizacao da tese.

Aos membros da banca, pelas valiosas sugestdes na concluséo deste trabalho. A Dra.
Clarisse Steffens, ao Dr. Rogério Cansian e a Dra. Eunice Valduga, pelo apoio no
desenvolvimento deste trabalho. A Dra. Rosicler Colet pelo auxilio nas anélises,
especialmente pela colaboragdo nas analises microbiolégicas. A Dra. Darlene Cavalheiro pela
colaboracgdo na avaliacdo do perfil de textura dos tofus. A Dra. Marlice Bonacina, pelos
ensinamentos, pelo exemplo de dedicacdo e pelas conversas motivadoras.

A Dra. llizandra Aparecida Fernandes pelas conversas, pelo auxilio com materiais e
anélises.

A todos os docentes do programa de p6s graducdo em engenharia de alimentos da Uri
Erechim.

As minhas eternas professoras, Dra. Fernanda, Dra. Danni e Dra. Divanilde, vocés sdo
muito importantes para mim e sempre serei grata pelas oportunidades que vocés me
proporcionaram ao logo da minha vida académica.

A minha amiga Ivete Hermann, pela aquisicdo e envio de insumos de Portugal, vocé
fez a diferenca nos cuidados e atencdo com minha encomenda.

A minhas amigas Daiane, Josiane e Karine, que além da companhia trouxeram alegria
e descontragéo aos longos dias.

Aos bolsistas, Mateus e Natalia, meu eterno agradecimento por toda a disposicéo e
dedicacdo na realizacdo das analises.

As minhas amigas do grupo “Jun¢do das gurias”: Djone, Giani, Jordana, Luana,
Maiara, Maria, Roberta e Taciana, pela descontracdo, pelas conversas produtivas e outras nem



sempre tdo produtivas. Vocés sdo especiais e tem o poder de curar a alma! Fazer parte deste
grupo é uma das maiores alegrias que sinto. Deus foi muito generoso em possibilitar que
nossos caminhos se cruzassem e mesmo com todas as diferencas que temos, aceitamos o jeito
de ser de cada uma e assim formamos um grupo maravilhoso. Simplesmente amo todas.

Aos funcionarios da Uri Erechim por todo bom atendimento e atencdo, em especial a
Vera, que por tantas vezes tirou, colocou e armazenou amostras em difentes equipamentos,
para diferentes andlises, obrigada por todo cuidado, por todo carinho e dedicacao.

A familia de Ademar e Marlene Bonato por toda atencdo e cuidados nos cinco anos que
fui sua inquilina. Obrigada pelas comidas, pelas boas conversas e por oportunizar conhecer
novos lugares.

A CAPES pela concesséo da bolsa.

A Uri Erechim por todo aporte para realizagio da pesquisa que possibilitou este trabalho.

Enfim, agradeco a todos que contribuiram para a realizacao deste trabalho.



“So6 eu conhego os planos que tenho
para vocés: prosperidade e ndo desgraca
e um futuro cheio de esperanga”.
(Jeremias 29:11)

“S6 ¢ verdadeiramente digno da
liberdade, bem como da vida, aquele
que se empenha em conquista-la”.
(Johann Goethe)



Resumo

A soja apresenta consideravel teor de proteinas, vitaminas, antioxidantes e minerais, sendo
considerada um alimento de alto valor nutritivo e fonte de energia. O tofu é um dos produtos a
base de soja, obtido a partir de coagulantes que podem ser quimicos ou naturais. A flor do
cardo € um coagulante de leites, sendo que uma das espécies mais utilizadas é o derivado da
Cynara cardunculus L. A aplicacdo deste coagulante permite a obtencdo de um queijo
amanteigado e macio com caracteristicas sensoriais diferenciadas devido a sua maior
capacidade proteolitica. O objetivo deste trabalho foi otimizar o processo de obtencdo do
extrato hidrossolivel de soja (EHS) a partir das cultivares de soja BRS 267 e Vmax, em
funcdo do teor de proteinas, e elaborar queijos tipo tofu, utilizando coagulante natural (flor do
cardo) e quimico (cloreto de magnésio-MgCl,) (padrdo). Para a extragdo do EHS e definicdo
das melhores caracteristicas quanto as proteinas, foram realizados ensaios a partir de um
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22, variando a temperatura de 30,90 °C
a 59,10 °C e tempo de 0,36 a 11,64 h. A maxima extracdo de proteinas, 3,40 e 3,05 %, para
BRS e Vmax, respectivamente, foi obtida a temperatura de 45 °C e tempo de 6 h de
maceracdo. A partir do EHS foram desenvolvidas quatro formulacdes de tofus: F1 - cultivar
BRS 267 e coagulante flor do cardo; F2 - cultivar Vmax e coagulante flor do cardo; F3 -
cultivar BRS 267 e coagulante MgCl»; e F4- cultivar Vmax e coagulante MgCl.. Na avaliagéo
sensorial, quanto a aceitabilidade os tofus apresentaram em média 5,28 = “Nao gostei/nem
desgostei”, porém os tofus desenvolvidos com flor do cardo apresentaram valores superiores,
5,52 e 6,00 para F1 e F2, respectivamente. Assim, estes resultados demostram que os tofus
coagulados com flor do cardo sdo promissores em relacdo aos tofus obtidos com coagulante
MgClz. Os resultados para intensdo de compra mostraram intengdo positiva, sendo que
provavelmente comprariam, especialmente para amostra de tofu F2. Outro parametro avaliado
foi a analise do perfil de textura (APT) dos tofus, em diferentes tempos de armazenamento
(1°, 7°, 14° dias), mostrando consideravel variabilidade entre as amostras, sendo que a dureza
e a gomosidade aumentaram com o passar dos dias de armazenamento e a elasticidade e a
coesividade diminuiram. Quanto aos padres microbioldgicos, os tofus apresentaram
resultados satisfatorios até o 14° dia de armazenamento, para a contagem de coliformes a 45
°C (NMP/g), Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g) e B. cereus/g ndo apresentaram
contagem, Salmonella sp. apresentou auséncia, o que atende a legislacdo vigente, para todos
os parametros avaliados. De acordo com a correlacdo de Pearson, houve discriminacao entre
as formulacGes de tofu, principalmente F3 e F4 (coagulante padrdo MgCl.), em relacdo as
formulacbes F1 e F2 coaguladas com flor do cardo. Portanto, é possivel se produzir tofu com
boas caracteriscas tecnologicas, utilizando a flor do cardo, a qual € um coagulante natural,
além do uso da variedade de soja BRS 267 que foi desenvolvidada para consumo humano,
com maiores teores de proteina, que se mantém em niveis maiores nos produtos (EHS e tofu).
Este produto novo desenvolvido com coagulante vegetal pode ser mais uma alternativa de
produto para os consumidores veganos, ja que o consumidor tem disponivel somente tofu com
cloreto de magnésio, também para intolerantes a lactose e individuos que buscam manter-se
saudaveis.



Palavras-chave: leguminosa, queijo vegano, coagulante natural, proteinas, nutricional,
sensorial.



Abstract

Soy has a considerable content of proteins, vitamins, antioxidants and minerals, being
considered a food of high nutritional value and source of energy. Tofu is one of the soy-based
products, obtained from coagulants that can be chemical or natural. The thistle flower is a
milk coagulant, and one of the most used species is that derived from Cynara cardunculus L.
The application of this coagulant allows to obtain a buttery and soft cheese with differentiated
sensory characteristics due to its greater proteolytic capacity. The objective of this work was
to optimize the process of obtaining the water-soluble soy extract (EHS) from the soybean
cultivars BRS 267 and Vmax, depending on the protein content, and to make tofu-type
cheeses, using natural coagulant (thistle flower) and chemical (magnesium chloride-MgClI2)
(standard). For the extraction of EHS and definition of the best characteristics regarding
proteins, assays were carried out from a Central Rotational Composite Design (DCCR) 22,
varying the temperature from 30,90 °C to 59,10 °C and time from 0,36 to 11,64 h. The
maximum extraction of proteins, 3,40 and 3,05 %, for BRS and Vmax, respectively, was
obtained at a temperature of 45 °C and a time of 6 h of maceration. From the EHS, four tofus
formulations were developed: F1 - cultivar BRS 267 and thistle flower coagulant; F2 -
cultivar Vmax and thistle flower coagulant; F3 - cultivar BRS 267 and coagulant MgCl2; and
F4- cultivate Vmax and MgCI2 coagulant. In the sensory evaluation, as for acceptability, the
tofus presented an average of 5.28 = "I did not like / dislike it", but the tofus developed with
thistle flower presented higher values, 5.52 and 6.00 for F1 and F2, respectively. Thus, these
results demonstrate that thofus coagulated with thistle flower are promising in relation to tofus
obtained with coagulant MgCI2. The results for purchase intent showed positive intention,
and they would probably buy, especially for the sample of F2 tofu. Another parameter
evaluated was the analysis of the texture profile (APT) of the tofus, in different storage times
(1st, 7th, 14th days), showing considerable variability between the samples, with the hardness
and guminess increasing over the days storage and elasticity and cohesiveness decreased. As
for microbiological patterns, the tofus showed satisfactory results until the 14th day of
storage, for coliform count at 45 °C (NMP / g), positive coagulase Staphylococcus (UFC / g)
and B. cereus / g did not count, Salmonella sp. showed absence, which complies with current
legislation, for all evaluated parameters. According to Pearson's correlation, there was
discrimination between the tofu formulations, mainly F3 and F4 (standard coagulant MgCI2),
in relation to the F1 and F2 formulations coagulated with thistle flower. Therefore, it is
possible to produce tofu with good technological characteristics, using the thistle flower,
which is a natural coagulant, in addition to the use of the BRS 267 soybean variety that was
developed for human consumption, with higher levels of protein, which remains at higher
levels in products (EHS and tofu). This new product developed with a vegetable coagulant
can be another product alternative for vegan consumers, since the consumer only has tofu
with magnesium chloride available, also for lactose intolerants and individuals looking to stay
healthy.

Keywords: legume, vegan cheese, natural coagulant, protein, nutritional, sensory.
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1 INTRODUCAO

A soja (Glycine max (L.) Merrill) é uma das mais importantes commodities
brasileiras. E a base de racdes para diversos animais e de muitos produtos alimenticios
para humanos, pois sua aplicacdo versatil garante o destaque econdmico nacional e
internacional.

No Brasil, a producdo aumenta a cada safra, ndo s6 pelo aumento da area de
plantio, mas também pela aplicacdo de novas tecnologias de cultivo. Neste sentido, a
EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) representa uma importante
fonte de pesquisa de desenvolvimento de tecnologia para a agricultura e, em especial
para soja, pois possibilita a obtencdo de cultivares modificadas que apresentam
resisténcia a doencas e pragas e com caracteristicas especificas para o consumo
humano.

A composicdo nutricional da soja, com alto teor de proteinas, é o que garante a
ela o papel de destaque entre os demais vegetais, pois pode ser utilizada como substituto
a alimentos de origem animal. Porém, essa oleaginosa apresenta sabor caracteristico,
sendo considerado um pouco desagradavel para alguns consumidores. As enzimas
lipoxigenases, presentes naturalmente na soja, sdo responsaveis pelo sabor adstringente
nos graos e em seus derivados. Todavia, pode-se minimizar este sabor utilizando
cultivares desenvolvidas para consumo humano, que apresentam auséncia deste
componente, ou utilizar tecnologias de processamento que inativam essas enzimas.

O consumo da soja, por humanos, também esta ligado aos beneficios a salde,
proporcionando a diminuigdo dos efeitos da menopausa nas mulheres, a prevencao de
problemas cardiovasculares, melhora nos indices glicémicos e retardamento do
envelhecimento precoce. Portanto, o desenvolvimento de diferentes produtos contendo
soja com boa qualidade pode proporcionar aumento da aceitacdo e da demanda dos
grdos desta cultura.

O tofu é um dos produtos a base de soja que apresenta possibilidade de
melhoramento tecnol6gico de suas caracteristicas sensoriais, para que tenha melhor
aceitacdo pelos consumidores. O tofu € um alimento proteico originario da China, que
apresenta sabor suave e textura porosa, considerado saudavel, pois € livre de colesterol e
pode substituir produtos de origem animal. Assim, o tofu apresenta-se como importante
fonte de proteinas para os individuos veganos, para intolerantes a lactose e para a
populacdo de modo geral que busca alimentos mais saudaveis.

O desenvolvimento do tofu passa por varias etapas, iniciando com a lavagem dos
grdos de soja, seguida de maceragdo e moagem, filtragdo do extrato hidrossoltvel (EHS)
e adigdo dos coagulantes apds o aquecimento. Os coagulantes podem ser de diferentes
fontes, natural, quimica e microbioldgica. O tipo de coagulante é um dos fatores que
influencia nas diferentes caracteristicas do tofu, porém, a qualidade do mesmo pode ser
influenciada por diversos outros fatores como: o tipo de processamento, tempo e
temperatura de maceracao, propriedades das sementes de soja, tipo e concentragdo de
coagulante, além de outros fatores.

Na busca por cultivares de soja com caracteristicas mais palataveis, visando
atender a demanda do mercado consumidor por produtos a base de soja, com sabor mais
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agradavel e com alto valor nutritivo, foi desenvolvida pela Embrapa a cultivar de soja
BRS 267 possui graos graudos e presenca de lipoxigenases (LOX), se apresenta como
matéria-prima adequada para consumo como hortalica (Edamame) ou para
processamento de tofu (CARRAO-PANIZZI et al., 2009). Essa cultivar apresenta
elevado teor protéico, maior teor do acido oléico, teor de agliconas, de agucares, dos
aminoacidos acido glutdmico e alanina, caracteristicas que podem resultar em sabor
mais agradavel em alimentos de soja, melhorando também o seu valor nutricional
(Silva, 2009). Proporcionando, neste estudo, realizar a comparacdo com a Vmax,
cultivar convencional também produzida pela Embrapa, que apresenta em sua
composicao as enzimas lipoxigenases (LOX). Em estudo de Rigo et al. (2015) a farinha
da cultivar Vmax sem branqueamento e sem casca apresentou valor de 29,5 g/100g e
essa caracteristica do teor de 6leo serve como indicativo para o uso tecnoldgico, pois o
elevado teor a cultivar Vmax pode ser usada para aumentar o contetdo lipidico no
processamento de alimentos ou nas industrias de extracdo de 6leo.

Visando atender o consumo de produtos nutritivos, por individuos veganos,
pode-se utilizar coagulantes de origem vegetal como op¢do de coagulacdo do tofu,
como kiwi, limdo, gengibre, maca, abacaxi, entre outros. Outro coagulante vegetal que
pode ser utilizado é a flor do cardo, que apresenta um bom potencial de coagulacéo de
leites e € uma das espécies mais utilizadas, sendo o mesmo derivada da Cynara
cardunculus, porém ainda ndo testado para coagulacdo de EHS, de acordo com a
literatura. O etato destaca-se que quando este coagulante é aplicado em leite de ovelha,
proporciona o desenvolvimento de queijos amanteigados, com caracteristicas sensoriais
unicas.

Neste sentido, a principal inovacdo deste trabalho é o uso da flor do cardo como
coagulante na obtencdo de tofu a partir do extrato hidrossolUvel das cultivares de soja
Vmax (convencional) e BRS 267 (convencional e especial para alimentacdo humana), e
avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas, reoldgicas, microbiolégias e sensoriais, em
comparacao ao tofu coagulado com o coagulante quimico tradicional, ou seja, o cloreto
de magnésio.

A estrutura da tese esta apresentada de acordo com os temas estudados, sendo
que os resultados obtidos estdo divididos em dois capitulos (capitulo 1 e 2).

1: Introducdo do trabalho, apontando as justificativas do estudo.

2: Objetivos, geral e especificos.

3: Revisdo da literatura referente a soja, composicdo, extrato hidrossolavel, tofu, tipos
de coagulante, textura e analise sensorial.

Capitulo 1: Estudo da influéncia do tempo e da temperatura na obtencdo de extrato
hidrossoluvel de soja das cultivares BRS 267 e Vmax.

Capitulo 2: Avaliacdo sensorial e caracterizagdo fisico-quimica de tofu desenvolvido a
partir das cultivares de soja BRS 267 e Vmax utilizando diferentes coagulantes.

4: Conclusdes.

5: Sugestdes de trabalhos futuros.

6: Apéndices.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver o queijo tipo tofu a partir do extrato hidrossoltvel de soja das
cultivares BRS 267 e Vmax utilizando flor do cardo e cloreto de magnésio como
coagulantes.

2.2 Objetivos especificos:

- Avaliar a influéncia do tempo e da temperatura no processo de obtencdo do extrato
hidrossolivel (EHS) com maior conteudo proteico, empregando metodologia
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR);

- Caracterizar as cultivares de soja e os EHS quanto a: umidade, pH, cinzas, lipidios,
proteina bruta, cor, indice de solubilidade proteica (ISN), indice de dispersibilidade
proteica (IDP), inibidor de tripsina Kunitz (ITK), atividade uredtica, acido fitico,
composicado mineral (Ca, Mg, K, Zn, Cu, Fe e Mn);

- Caracterizar o EHS quanto ao teor de solidos soluveis, acidez e rendimento;

- Elaboracdo de formulag6es de tofu com coagulantes flor do cardo e cloreto magnésio e
caracterizad-los quanto as caracteristicas fisicas e quimicas: umidade, pH, cinzas,
lipidios, proteina bruta, cor, inibidor de tripsina Kunitz (ITK), atividade ureética, acido
fitico, sélidos soluveis, acidez;

- Determinar as fragGes proteicas através de eletroforese (SDS-PAGE) dos EHS, da flor
do cardo e dos tofus;

- Avaliar a qualidade microbiol6gica (contagem de coliformes a 45 °C (NMP/g),
Staphylococcus coagulase positiva (UFC/g), B. cereus/g, Salmonella sp.) dos tofus no
1°, 7° e 14° dia de armazenamento;

- Realizar a anélise do perfil de textura (APT) dos tofus armazenados 1°, 7° e 14° dia;

- Caracterizar os tofus quanto a estrutura através de analise de microscopia eletronica de
varredura (MEV);

- Analisar os EHS, tofus e a flor do cardo quanto a atividade antioxidante;

- Caracterizar os tofus quanto ao rendimento e sinérese;

- Avaliar a vida util dos tofus no 1° 7° e 14° dia de armazenamento, quanto as
caracteristicas fisico-quimicas: umidade, pH, cinzas, lipidios, proteina bruta, cor, inibidor
de tripsina Kunitz (ITK), atividade ureética, acido fitico, acidez.

- Avaliar sensorialmente os tofus quanto a aceitabilidade e intencdo de compra.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item é apresentada uma breve revisdo da literatura sobre a soja, sua
composicdo e caracteristicas nutricionais, alem do extrato hidrossollvel da soja, tofus,
coagulantes, perfil de textura e analise sensorial.

3.1S0OJA

A soja € uma semente oleaginosa pertencente a familia Leguminoseae e
subfamilia Fabaceae e ao género [Glycine max (L.) Merrill] (MANDARINO, 2008). E
uma cultura cuja origem se atribui ao continente asiatico, da regido do rio Yangtse, na
China e que difere muito da soja que se conhece hoje, pois as plantas eram rasteiras e
foram sendo domesticadas a partir de cruzamentos naturais realizados por cientistas
chineses. A primeira referéncia como alimento data de mais de 5.000 anos atras, citado
e descrito pelo imperador chinés Shen-nung, “pai” da agricultura chinesa (APROSOJA,
2018). Considerada na China Antiga um dos cinco grdos sagrados, juntamente com
arroz, trigo, cevada e paingo, a soja € uma das culturas com maior rendimento e
desempenha papel muito importante na nutricdo de humanos e animais. As formas de
cultivo de soja e de preparacdo de alimentos com os grdos da mesma foram sendo
introduzidos gradativamente no Japao, Coreia e outros paises vizinhos hé cerca de 1100
anos (L1U, 2016).

Os chineses pouco a pouco desenvolveram grande variedade de alimentos
nutritivos a partir da soja, incluindo leite de soja, tofu, brotos de soja, pasta de soja
fermentada e molho de soja. Os habitantes do Japdo e Indonésia ndo apenas aceitaram o
modo chinés de preparar alimentos a base de soja, mas também desenvolveram novos
alimentos com esta espécie. Nasto japonés e o tempeh indonésio sdo dois bons
exemplos. Todos esses alimentos sdo agora conhecidos como alimentos tradicionais de
soja (L1U, 2016).

Com o passar dos tempos a soja foi introduzida nos demais continentes, porém
as primeiras experiéncias de producdo na Europa falharam, provavelmente, devido a
influéncia climatica, caréncia de informacdo sobre a cultura e suas necessidades
(EMBRAPA, 2004).

O cultivo comercial da soja iniciou nos Estados Unidos, nos primeiros anos do
século XX, e na segunda década do mesmo século, quando o teor de dleo e proteina do
grdo passou a chamar a atengdo, ocorrendo a expansdo da industrializacdo
(APROSOQJA, 2018).

Os primeiros registros historicos para cultivos experimentais de soja no Brasil
datam de 1882, na Bahia, entretanto, considera-se a introducdo da soja no Pais no ano
de 1901 quando iniciou seu cultivo na Estacdo Agropecuaria de Campinas e posterior
distribuicdo de sementes para produtores de Sdo Paulo. Em 1914, foi oficialmente
introduzida no Rio Grande do Sul, que tem o primeiro registro de cultivo de soja do
Brasil no municipio de Santa Rosa, 0 qual é considerado 0 “ber¢o nacional da soja”,
sendo que a mesma, neste periodo, era usada principalmente como fonte de alimento de
suinos (APROSOJA, 2018).
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A soja € a cultura agricola que mais cresceu nas Ultimas trés décadas,
respondendo pela metade da &rea nacional cultivada com grdos. A producdo da
oleaginosa, quanto ao agroneg6cio mundial, estd fortemente consolidada como uma
atividade econdmica das mais expressivas e crescentes, sendo que o Brasil possui
expressiva participagdo na oferta e na demanda de produtos do complexo agroindustrial
da soja (CAMPEAO et al. 2020).

A expansdo da cultura de soja no Brasil comecou nos anos de 1970,
estabelecendo-se como principal produto do agronegdcio nacional, com ampliacdo da
industria de oOleo, mediada pelo desenvolvimento de tecnologias e pesquisas e,
principalmente, pela demanda internacional do grdo. Inicialmente, a regido sul foi a
produtora majoritaria, porém, atualmente, a regido do cerrado estabeleceu-se como
maior produtora do pais, com o estado do Mato Grosso ocupando a posi¢do de maior
produtor nacional (APROSQOJA, 2018).

Na safra de 2019/2020, segundo o levantamento da CONAB (Companhia
Nacional de Abastecimento), a producdo de soja foi de 120,9 milhdes de toneladas do
grdo, com aumento de 5,1 % comparado com a safra anterior (CONAB, 2020).

A Embrapa é um dos mais importantes agentes do dinamismo e evolucdo da
sojicultura brasileira, pois tem desenvolvido novas cultivares com excelente potencial
de produtividade e adaptadas as condicbes edafoclimaticas das regides brasileiras
(CARRAO-PANIZZI et al., 2012; APROSOJA, 2018). Esta busca desenvolver
cultivares com alta produtividade, além de caracteristicas especiais para utilizacdo na
alimentacdo humana, tais como diminuicdo do sabor caracteristico da soja e fatores
antinutricionais (Inibidor de Tripsina Kunitz), auséncia de lipoxigenases, variacdo do
tamanho da semente, aumento do teor de proteinas e melhor valor nutricional (BRUNE
etal., 2010).

Devido ao alto teor de proteina e aos aminoacidos essénciais relativamente bem
equilibrados: isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treonina e triptofano.
Apresenta quantidade satisfatorias para suprir as necessidades do ser humano, a
soja é uma cultura versatil, altamente adaptavel, servindo de base alimentar em varias
cadeias produtivas (DOS SANTOS et al., 2005). O farelo de soja, principal produto
derivado, é fonte de proteinas na composicdo de ra¢bes para avicultura, suinocultura,
bovinocultura e aquicultura (SEO e CHO, 2016). A soja ainda € utilizada em todo o
mundo como uma fonte de proteina para consumo humano, pois possui proteina de alta
qualidade, além de outros beneficios nutricionais, como por exemplo auxiliar na
reducdo do colesterol sanguineo (WANG et al., 2014; TASSI et al., 2019).

Por ser rica em compostos biologicamente ativos como as isoflavonas, que agem
na prevencao e preservacdo da saude humana (CARRAO-PANIZZI, 2001; FANG et al.,
2012), a soja pode ser utilizada como ingrediente em diferentes formulagdes de
produtos alimenticios podendo melhorar e aumentar a fortificacdo nutricional da dieta
(AZEVEDO, 2011).

A soja apresenta-se como alimento com grande potencial para desempenhar um
papel importante em resposta a inseguranca alimentar global que resulta da crescente
demografia da populagdo. A populagdo mundial esta estimada para crescer acima de 10
bilhdes até 2100 (GERLAND et al., 2014), e grande parcela deste aumento acontece na
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Africa (CLELAND, 2013), onde a falta de alimentos é uma ameaca. Com altos indices
de proteina (40 %), o gréo de soja, que apresenta todos os aminoacidos em quantidades
suficientes para a salde humana e alto teor de dleo (20 %), pode auxiliar na alimentacao
humana. Para tanto, pesquisas sdo realizadas para a obtencdo de variedades com
caracteristicas especiais para diferentes usos, englobando a alimentacdo humana, racéo
animal e biocombustiveis (CHIBEBA et al., 2018).

Para o desenvolvimento de cultivares de soja para a alimentacdo humana, além
do rendimento elevado, também sdo consideradas as seguintes caracteristicas: melhor
sabor, aspecto fisico dos graos, aumento do teor de proteina, isoflavonas e carboidratos,
reducdo de lipidios e fatores antinutricionais (CARRAO-PANIZZI e SILVA, 2013).

A soja apresenta grande versatilidade na industria de alimentos e devido ao seu
alto teor de proteinas tem sido alvo de inimeras pesquisas quanto aos seus aspectos
tecnoldgicos e no desenvolvimento de novos produtos. Quando adequadamente
processada, a soja apresenta-se como uma excelente fonte proteica, apesar da pouca
aceitabilidade dos seus derivados. Porém, por ser um alimento de origem vegetal tem
suas limitacGes quanto aos aminoacidos sulfurados (metionina e cistina), 0 que tem
estimulado a combinacdo com fontes alimentares de origem animal, visando aumentar a
disponibilidade e a capacidade nutricional destes alimentos, melhorando também os
aspectos sensoriais (WEINGARTNER, 1987, CARRAO-PANIZZI e MANDARINO,
1998; CIABOTTI et al., 2009).

A soja pode ser utilizada na forma in natura, bem como, podem ser
desenvolvidos diversos produtos derivados da leguminosa, dentre os quais estdo o
extrato hidrossoltvel de soja e o tofu, que sdo alimentos ndo fermentados (PAULETTO
e FOGACA, 2012).

A cultivar de soja BRS 267 é convencional, com presenca de lipoxigenase
(LOX) e apresenta sementes grandes com 22 g por 100 sementes maduras, hilo claro e
melhor sabor foi desenvolvida para o consumo humano pela Embrapa. Além do
tamanho maior, sabe-se que os grdos da BRS 267 apresentam sabor superior, sendo
adequada para a producdo de “tofu” (queijo de soja) (CARRAO-PANIZZI et al., 2009;
SILVA et al., 2012, CARRAO-PANIZZI et al., 2018). Ja a cultivar de soja Vmax é
convencional, produzida pela Embrapa, que apresenta em sua composi¢do as enzimas
lipoxigenases (LOX) (RIGO et al., 2015), apresenta hilo marrom claro e peso de 18 ¢
por 100 sementes maduras. E importante salientar que a cor do hilo e o tamanho dos
grdos da soja, sdo fundamentais para obtencdo de leite e tofu, bem como tamanho dos
gréos, sendo preferidos os maiores, como hilo de coloragéo clara.

3.1.1 Composicao do grédo da soja

O gréo de soja “in natura” € constituido por 8 % de casca, 90 % de cotilédones e
2 % de hipocétilo. A composicao centesimal dos gréos de soja consiste basicamente de
20 % de bleo, 40 % de proteina, 35 % de carboidratos, 5 % de cinzas (FARIA et al.,
2018). De acordo com Liu (2016), a composigdo pode ser de 19 % de 6leo e 36 % de
proteinas, 19 % de carboidratos insolveis, 9 % de carboidratos soltveis, 13 % de
umidade e 4 % de cinzas. O conteudo expresso pelos grdos da soja, pode variar e
depende da interacdo com o meio ambiente (BARBOSA et al., 2011). Segundo Faria et
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al. (2018) apds estudos relacionados a diferentes épocas de plantio e composicéo
quimica do grdo, os mesmos concluiram que os fatores ambientais podem contribuir
fortemente para a concentragdo de dleo e proteina nos graos.

Ao avaliar a composigdo quimica e o rendimento entre as partes estruturais da
soja, estas sdo consideravelmente afetadas por uma série de fatores, tais como, a
genética das cultivares, condic@es climaticas (luz, umidade, intensidade e precipitacao),
locacdo, safra de producdo, época de plantio, regionalidade e também pelas condicbes
de colheita e armazenamento. Os componentes da soja que podem ser afetados séo as
isoflavonas, proteinas, lipidios e lipoxigenases (CARRAO-PANIZZI et al., 2009;
FREIRIA et al., 2016). A soja possui 0 maior teor de proteina entre as espécies de
cereais e outras leguminosas. O teor de proteina em outras leguminosas varia entre 20 e
30 %, enquanto em cereais varia entre 8 e 15 %. A soja também tem o segundo maior
teor de Oleo entre todas as leguminosas alimentares (depois do amendoim). Por isso,
esta é considerada uma oleaginosa (LIU, 2016).

Considerando sua composicao quimica, cerca de 60 % do peso seco do gréo €
formado pela soma entre as quantidades de 6leo e proteina (20 g de 6leo e 40 g de
proteina), 30 g de glicidios (com a presenca dos acidos graxos linoléico e linolénico), 13
g de agua e 5 g de minerais (CARRAO-PANIZZI e MANDARINO, 1998), com 8,8 mg
de ferro, 226 mg de célcio, 546 mg de fésforo e consideraveis teores de vitaminas do
complexo B, lecitinas (5 %) e saponinas (4 %), tocoferdis, inibidores de protease e
isoflavonas, sendo estas de grande interesse por suas propriedades funcionais
(AGUIAR, 2002; ZAKIR e FREITAS, 2015).

3.1.1.1 Proteinas

As proteinas sdo essenciais para a criacdo, funcionamento e manutencao da vida,
pois sdo elementos basicos de todas as células vivas e estdo envolvidas praticamente em
todas as funcdes fisioldgicas. Sdo indispensaveis na regeneracdo de tecidos; atuam
como catalisadores nas reagGes quimicas que ocorrem nos organismos Vivos e que
envolvem enzimas ou horménios; sdo necessarias nas reagdes imunoldgicas e, junto
com os acidos nucléicos, sdo fundamentais nos fenémenos de crescimento e reproducédo
(TRINDADE, 2014). Por estas razbes, proteinas alimentares completas, altamente
digeriveis e de alta qualidade sdo valorizadas e demandadas. No entanto, a
disponibilidade das proteinas depende de varios fatores, incluindo principalmete a fonte
proteica, e a sua aceitacao pelo consumidor (FAO, 2017).

As proteinas de soja sdo compostas por uma mistura de albuminas e globulinas,
90 % das quais sdo proteinas de armazenamento com estrutura globular. As proteinas de
soja contém 18 amino&cidos essenciais, incluindo aqueles que contém grupos funcionais
polares, tais como grupos carboxila, amina e hidroxila, que sdo capazes de reagir
quimicamente e fazer com que a proteina de soja seja facilmente modificada
(MATEOS-APARICIO et al., 2008; TIAN et al., 2018).

As caracteristicas tanto de desnaturagdo e agregacdo térmica das proteinas sdo
importantes formas de estrutura para a formacdo do isolado de proteina de soja (IPS),
que apresentam papéis significativos na aplicagdo do IPS na industria de alimentos.
Atender as especificacbes para tipos diferentes de alimentos promove o controle da
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agregacao térmica do IPS durante o desenvolvimento de alimentos (ZUO et al., 2016;
WANG et al., 2017).

3.1.1.1.1 Solubilidade proteica

A solubilidade de uma proteina é determinada como a porcentagem de proteina
que se conserva em solucdo ou dispersédo coloidal diante de condicdes especificas e que
ndo apresenta sedimentagdo com forcas centrifugas moderadas (ORDONEZ et al.,
2005). Possuir o conhecimento da solubilidade das proteinas é necessario para medir a
funcionalidade proteica e os tipos de interacdes quimicas ocorridas entre as mesmas.
Esta solubilidade esta diretamente relacionada com fatores intrinsecos (composicao e
sequéncia de aminodacidos) e extrinsecos (pH, for¢a idnica, temperatura e concentracéo
do solvente) (SATHE, 2012).

No caso da soja, a solubilidade das proteinas é uma caracteristica importante,
pois define a correta aplicacdo dos grdos no processamento de alimentos. As proteinas
da soja apresentam sensibilidade as diferentes condi¢cdes de desnaturacdo. A grande
maioria dos alimentos processados passam por tratamentos térmicos durante o seu
processamento, sendo a desnaturacdo pelo calor, especialmente o calor umido, de
importancia particular, pois reduz a solubilidade das proteinas. Deste modo, os indices
que quantificam a solubilidade das proteinas sdo de grande importancia para avaliar o
grau de tratamento térmico aplicado aos produtos proteicos de soja. Os mais comuns
sdo o indice de solubilidade de nitrogénio (ISN) e o indice de dispersibilidade de
proteina (IDP) (CARRAO-PANIZZI et al., 2006).

Assim, torna-se um dos critérios de qualidade mais utilizado na industria, pois
as propriedades funcionais, como formacdo de espuma, emulsificacdo e gelificacao, sdo
afetadas pela solubilidade da proteina (DAMODARAN et al., 2010). Os indices de
solubilidade de nitrogénio (ISN) e os indices de dispersibilidade proteica (IDP) devem
apresentar-se acima de 65 % o que ird demonstrar uma qualidade satisfatoria da proteina
da soja. Em estudo realizado por Oliveira et al. (2016) utilizando 450 amostras de soja
coletadas em nove Estados produtores na safra 2014/2015, e caracterizando a matéria-
prima soja em relacdo a esses atributos, verificaram que o IDP foi superior a 80 % em
todas as amostras avaliadas. Em relacdo ao ISN, somente as amostras dos estados de
Goias e Bahia apresentaram valores inferiores a 70 %, os estados do Centro-oeste e
Sudeste apresentaram valores intermediarios e os estados do Sul obtiveram os maiores
indices. Possivelmente o que causou as diferencas de resultados foram as condicdes
climaticas, estocagem dos gréos ou até mesmo as propriedades das cultivares avaliadas.

Os indices de solubilidade proteica sdo geralmente mensurados por métodos de
solubilidade do nitrogénio (ISN) ou, em inglés, nitrogen solubility index (NSI) e do
indice de dispersibilidade de proteina (IDP) ou, em inglés, protein dispersibility index
(PDI). O ISN apresenta os valores de nitrogénio soluvel em agua com percentual do
nitrogénio total e é usado em muitos casos como uma medida da dispersibilidade de
proteina. Logo, o IDP é medido pela agua de extracdo das proteinas, através da
centrifugacdo e analise das proteinas do sobrenadante e é apresentada como
percentagem de proteina dispersivel em agua dividida pelo percentual total de proteina.
A diferenca entre o ISN, simulando a fracdo percentual de componentes nitrogenados
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solGveis em agua sob condicbes especificas, e o IDP, encontra-se na velocidade de
agitacdo descrita em cada método. Normalmente o IDP é verificado com agitag&o forte,
em homogeneizadores, e 0 ISN, com agitagdo mais lenta. Os percentuais de IDP e ISN
sdo utilizados pela industria como uma medida de solubilidade de proteina depois do
tratamento térmico da soja (OETTERER et al., 2006).

Como a condicdo da estrutura da proteina estd diretamente ligada com a
solubilidade proteica, ela é normalmente usada como medida da intensidade do
tratamento térmico e do estado de desnaturacdo (JIDEANI, 2011). De maneira geral, a
solubilidade da proteina é aumentada quando submetida a temperatura entre 40 e 50 °C.
No entanto, em temperaturas mais altas, a proteina é desnaturada, acontecendo o
aumento na energia cinética térmica, que causa o desdobramento da proteina
(desnaturacdo), deixando em exposicdo 0s grupos ndo polares, que provocam a
agregacdo e precipitacdo, ou seja, diminuicdo da solubilidade da proteina quando
comparada com a estrutura nativa das proteinas e caracteriza-se por um estado
termodinamicamente estavel com pequena energia livre e estabilizacdo entre interacdes
atrativas e repulsivas (PELEGRINE e GASPARETTO, 2005; DAMODARAN, 2010).

3.1.1.2 Inibidor de Tripsina Kunitz

A presenca dos inibidores de protease ocorre naturalmente nas leguminosas,
estes sdo metabolitos importantes de defesa das plantas contra insetos e patdgenos, pela
sua capacidade de inibir enzimas do trato digestivo de insetos. Outra importante fungéo
das proteases esta associada a germinacdao de sementes, desenvolvimento vegetativo e
morte celular programada (ROSSI et al., 2010).

Os inibidores de protease estdo classificados em duas categorias fundamentais:
inibidor de tripsina Kunitz (ITK) com alta massa molecular, com aproximadamente
20.000 kDa, que possuem duas pontes dissulfeto, 181 residuos de aminoacidos e
possuem especificidade primaria para tripsina e o0 denominado de inibidor de Bowman-
Birk (IBB) de massa molecular entre 6.000 e 10.000 kDa, com elevada quantidade de
ligagBes dissulfeto, 71 residuos de aminoacidos e capacidade para inibir tripsina e
quimotripsina em sitios de ligacdo independentes (BRUNE et al., 2010). De acordo com
Benevides et al. (2011) em torno de 80 % da inibicdo da atividade triptica de grdos de
soja é ocasionada pela acdo do ITK. Este fator antinutricional liga-se a enzima tripsina,
que atua na digestdo de proteinas, evitando assim a absorcdo dessas proteinas,
provocando a reducdo no crescimento e desenvolvimento de humanos e de animais
(OLIVEIRA et al., 2008).

Como a soja possui componentes bioativos, como os inibidores de protease, que
tém sido associados as propriedades antinutricionais do consumo de soja, ha
necessidade de retirar ou inativar os inibidores de proteases, pois o valor nutritivo da
soja é afetado de forma negativa pela presenga dos mesmos, considerados como 32
fatores antinutricionais (MONTEIRO et al., 2004).

Para promover um aumento na qualidade nutricional da proteina de soja, é
necessaria a inativacdo térmica desses compostos (LIU, 2004). Os metodos mais
eficazes para a inativacdo de fatores antinutricionais em farelos de cereais incluem calor
seco e calor umido (KAUR et al., 2012). A alta temperatura é necessaria para inativar 0s
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inibidores de tripsina, por isso € preciso considerar as condi¢Ges de processamento de
soja entre a solubilidade da proteina e inativacdo de proteinas anti-nutricionais
(PREECE et al., 2017).

Segundo Rekha e Vijayalakshmi (2013) o emprego do calor aumenta a
digestibilidade das proteinas da soja, com o aumento do tempo de ebulicdo, a
digestibilidade do extrato hidrossoltvel de soja aumentou e atingiu um maximo de 97,3
% apds 15 min. Estes resultados corroboram com a teoria de que o tratamento térmico
adequado aumenta a digestibilidade das proteinas da soja devido a destruicdo de
inibidores de tripsina labeis ao calor e, possivelmente, outros componentes
biologicamente ativos.

3.1.1.3 Acido fitico

A soja apresenta excelente valor nutritivo e possui compostos bioativos, como
acido fitico (AF) que é um componente presente naturalmente nos graos de soja, que
pode ser benéfico, pois apresenta acdo antioxidante e deletérias ao organismo humano,
devido ao efeito quelante em relacdo aos minerais divalentes. Porém, as diferentes
cultivares de soja podem apresentar variacdo significativa no teor de acido fitico nos
grdos, em relacdo ao local de cultivo, aos tratos culturais, como a adubacdo com
fosfatos e os fatores climaticos. Os teores de cido fitico em grdos de soja das cultivares
podem variar de 1,131 a 2,435 g/100 g. (MOREIRA et al., 2012).

A estrutura quimica do é&cido fitico é composta por seis grupos fosfatos
anionicos, nos quais h4 atomos de oxigénio com elétrons livres. Esta estrutura facilita a
complexacdo do acido fitico com cations divalentes como cobre, zinco, ferro e célcio
(TEIXEIRA et al., 2013). Esta complexacdo pode resultar na menor biodisponibilidade
desses minerais no organismo, o que pode provocar efeito antinutricional (KUMAR et
al., 2010).

Quanto a funcdo antioxidante, possivelmente, esta seja responsavel pelos efeitos
anticarcinogénicos e antineoplasicos do é&cido fitico no organismo humano
(SHAMSUDDIN, 2002). Assim sendo, torna-se importante conhecer os mecanismos de
acdo do &cido fitico, pois é necessario conhecer os valores e 0s seus efeitos benéficos,
para que estes possam se sobrepor aos efeitos antinutricionais no organismo. Kumar et
al. (2005) observaram que a concentracdo do acido fitico € responsavel pelas diferencas
de funcéo e que a concentracao de acido fitico acima de 10 %, considerada alta, faz com
gue esse composto atue como substancia antinutricional. Porém, em concentra¢fes mais
baixas a a¢do funcional é a que prevalece.

3.1.1.4 Atividade ureética

A anélise de atividade ureatica pode ser utilizada como um bom indicativo de
um processo térmico eficiente ou ineficiente. A metodologia de atividade ureética se
baseia no principio de que o tratamento térmico, que for realizado adequadamente,
inativa a enzima urease presente no gréo de soja e, quando inativada, apresenta-se como
indicativo de que os inibidores de tripsina também foram inativados. De acordo com
Ramalho de Lima et al. (2011), a qualidade nutricional de alimentos esta diretamente
ligada a sua composicéo e a disponibilidade biologica de seus nutrientes, e da presenca
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de fatores tdxicos e antinutricionais, sendo que a maioria dos fatores sdo verificados
através da andlise da presenca de atividade ureatica, que € uma medida indireta da
presenca desses fatores. Essa medida de indicativo de desnaturacéo é possivel devido ao
fato de que a enzima urease é destruida por condigcdes térmicas idénticas a dos
inibidores de protease e lectina (SILVA, 2009).

De acordo com Ramalho de Lima et al. (2011), o adequado processamento da
soja integral é avaliado por metodologia de atividade da urease, com valores de 0,05 a
0,30. Porém, resultados acima ou abaixo sugerem processamento ineficiente. Os autores
ainda destacam que o gréo cru da soja possui atividade ureatica de 2,0 a 2,5.

3.2 EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA (EHS)

De acordo com a resolucdo da Comissdo Nacional de Normas e Padrdes para
Alimentos - CNNPA n° 14 de 28 de junho de 1978, o EHS pode ser caracterizado como
o0 produto obtido da emulsdo aquosa resultante da hidratacdo dos grédos de soja, limpos,
seguido de processamento tecnoldgico adequado, adicionado ou nao de ingredientes
opcionais permitidos, podendo ser submetido a desidratacdo, parcial ou total. Sua
composicao quimica deve ser de no maximo 93,0 % de umidade, minimo de 3,0 % de
proteinas, minimo de 2,8 % de carboidratos, minimo de 1,0 % de lipidios e maximo de
0,6 % de cinzas (BRASIL, 1978).

Considerado um dos produtos derivados ndo fermentados mais conhecidos da
soja, 0 EHS, elaborado pela primeira vez na China, durante o século 11 d.C., expandiu-se
com o decorrer do tempo para o resto do mundo (JACKSON et al., 2002). O EHS
apresenta consumo tradicional nos paises asiaticos, porém, no ocidente ainda se
encontra em fase de ampliacdo. Inicialmente, seu consumo era realizado por
vegetarianos, individuos com restricbes alimentares, ou de ordem religiosa e
intolerantes a lactose (UILIANA e VENTURINI FILHO, 2010).

No momento, 0 consumo e aceitacdo, estdo ligados as caracteristicas sensorias
do produto, pois os beneficios do consumo sdo considerados importantes. Popularmente
conhecido como “leite de soja”, a bebida de soja ¢ uma alternativa valiosa no mercado
de bebidas para o consumo de pessoas com intolerancia a lactose, alérgica a proteina do
leite de vaca, e que reduzem ou excluem alimentos de origem animal da dieta
(RODRIGUEZ-ROQUE et al., 2013; THEODOROPOQULOS et al., 2018). Além de ser
uma alternativa interessante aos lacteos, a mesma nao contém colesterol e nem lactose
(HATI et al., 2015).

As producOes de bebidas a partir de extratos hidrossoltveis de vegetais tém sido
estudadas principalmente com a finalidade de substituicdo de produtos de bases lacteas
(GRANATO et al., 2012; ZHAO et al., 2014; BAU et al., 2015; VIEIRA et al., 2018b).
Mas também, com o objetivo de melhorar as caracteristicas sensoriais e aceitacdo pelo
consumidor (SILVA et al., 2018). Portanto, uma das opgdes € a ote¢cdo de derivados que
apresentam caracteristicas sensoriais satisfatorias (ZAKIR e FREITAS, 2015; VIEIRA
et al., 2018b).

O EHS pode ser preparado de varias maneiras, sendo que a forma tradicional é
através de imersdo dos grdos de soja em agua por 24 h, etapa conhecida como
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maceracao, seguida pela trituracdo e filtracdo para obter o extrato hidrossoltvel de soja
e o residuo descartado (O’TOOLE, 2016; SILVA et al., 2018).

Nas diferentes etapas do processamento da soja (cozimento e moagem), para
obtencdo do EHS, a mesma é submetida a diferentes estagios de aquecimento (98, 87 a
90 °C, respectivamente) que afetam diretamente as proteinas, no entanto a intensidade
do tratamento térmico apresenta-se como um fator interferente na solubilidade de suas
proteinas, podendo atuar na desnaturacdo irreversivel das mesmas (BENASSI e
PRUDENCIO, 2013; HATI et al., 2015). No momento que as proteinas agregam e
sedimentam, tornam-se insolUveis e podem conferir textura indesejavel em bebidas e
causar sensacao de arenosidade ao paladar e afetar os indices de viscosidade. Outro
método utilizado para melhorar as caracteristicas do extrato hidrossoluvel de soja é a
fermentagdo que possibilita 0 aumento da digestibilidade, melhora a nutricdo e aumenta
o teor de isoflavonas (XU et al., 2015).

Embora se observe o aumento na procura de soja e de seus produtos, eles
normalmente sdo conhecidos por baixa aceitacdo sensorial (SILVA et al., 2018). A
baixa aceitabilidade do extrato hidrossoltivel de soja (EHS) esta relacionada com seu
sabor e aroma desagradavel ao consumidor brasileiro, principalmente, relacionado ao
sabor a “feijao cru”, adstringéncia e presenga de oligossacarideos ndo digeriveis como
estaquiose e rafinose. A a-galactosidase é uma enzima responsavel pela hidrolise destes
oligossacarideos contendo galactose. No entanto, os seres humanos sdo incapazes de
sintetizar a-galactosidase, e assim a presenca destes oligossacarideos pode dificultar a
digestdo e causar flatuléncia (CAREVIC et al., 2016; SINGH e V1J, 2018).

Para diminuicdo do sabor de “feijdo cru”, adstringéncia e do odor caracteristicos
da soja no EHS, podem ser aplicadas também técnicas de retirada completa da casca, a
moagem com agua quente, a adicdo de flavorizantes e a macera¢do dos grdos com
alcalis ou acidos (CASE et al., 2005) e através da maceracdo, moagem e aguecimento,
se objetiva a inativacdo térmica das enzimas lipoxigenases (SCHMIDT et al., 2017),
para melhorar as caracteristicas sensoriais.

No Brasil, o0 EHS industrializado pode ser encontrado na forma original (sem
aromatizacdo), aromatizado com diferentes sabores, adocado com sacarose ou
edulcorantes, combinado com frutas diversas e, ainda, suplementado com vitaminas,
acucar e minerais, melhorando, assim, seu valor nutricional e sua aceitacdo no mercado
(ZAKIR e FREITAS, 2015). Com extensa aplica¢do na industria de alimentos o EHS,
liqguido ou em po, pode ser consumido e acrescentado a uma grande variedade de
produtos lacteos, como iogurtes, doce de leite, formulados infantis, sorvetes e cremes
(WRIGLEY et al., 2016; VIEIRA et al., 2018a). Através da inclusédo do EHS em sucos
de frutas, tem-se uma mudanca da atitude dos consumidores em relacdo aos produtos
que, consumidos dessa maneira, lembram pouco o sabor original do EHS (NUNES et
al., 2014).

Muitos paises desenvolvidos e em desenvolvimento buscam a criagcdo de
métodos de produgdo em massa para alimentos tradicionais, a fim de alcancar lucros
para a sobrevivéncia da empresa. As alteracdes sensoriais entre produtos tradicionais e
comerciais ocorrem com facilidade e os consumidores as percebem, por isso as
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pesquisas focam no desenvolvimento de versdes comerciais de commodities alimentares
tradicionais que retém ou se assemelham a sabores tradicionais (KIM e LEE, 2014).

A fermentacdo é o método comumente usado para produzir varios produtos de
soja, pois é comprovado que a fermentacdo pode melhorar a qualidade fisico-quimica e
sensorial dos produtos de soja (JAYACHANDRAN e XU, 2019). Produtos como o leite
de soja, as bebidas a base de soja e o tofu sdo produzidos adicionando Vvarios
ingredientes a base de soja, tais como saborizantes, gomas, estabilizantes, minerais,
vitaminas, acucares, sucos de frutas e/ou agentes coagulantes em caso de tofu (PREECE
etal., 2017).

Um dos produtos mais consumidos no mundo e criado a partir do EHS é o tofu,
produto ndo fermentado, que quando consumido pode fornecer inumeros beneficios a
satde humana (KIM et al., 2007).

3.3TOFU

Tradicionalmente é consumido no oriente e paises do sudeste asiatico, incluindo
Japdo, China e Coreia, ha mais de 2000 anos. Isso se deve ao seu valor nutricional,
beneficios a salde e a tendéncia de reduzir a ingestdo de produtos de origem animal
(HSIEH et al., 2014). Foi introduzido na culinaria ocidental hd menos de 100 anos. A
fabricacdo de tofu com qualidade e rendimento consistentes € dificil, pois muitos fatores
podem afetar o resultado, como o tipo de coagunte, a cultivar de soja e 0 processo de
coagulacao (O'Toole, 2016).

O tofu pode ser desenvolvido através de varios procedimentos que diferem entre
0s paises. Um dos processos comumente usados para obtencdo do tofu é elaborar
primeiro o extrato hidrossoltvel de soja a partir de soja fresca, seguido de fervura e
coagulacdo usando sal de calcio ou magnésio (BELEN et al., 2012). De acordo com
Kamizake et al. (2016), o desenvolvimento do tofu ocorre em duas etapas principais. A
primeira € a obtencdo do extrato hidrossolivel por maceracdo e moagem da soja, que
apos esta etapa passa por aquecimento, onde ocorre a inativagdo térmica das enzimas
lipoxigenases. A segunda é a coagulacdo do extrato sollvel da soja, que é um passo
importante na obtencdo de uma textura adequada para o desenvolvimento do tofu
(KAMIZAKE et al., 2016). A coagulacdo do extrato de soja soltvel pode ser realizada a
partir de coagulantes animais, microbianos ou vegetais. Para o caso de atender ao
consumo de individuos veganos, pode-se utilizar coagulantes de origem vegetal como
opcao de coagulacdo (SCHMIDT et al., 2017).

As etapas para fabricacdo do tofu séo apresentadas na Figura 1. Todos os tipos
de tofu e extrato hidrossollivel de soja comecam com a producdo do extrato
hidrossoluvel de soja, enquanto o okara € um subproduto da producdo do extrato
hidrossoltvel de soja. Para desenvolver o tofu, o extrato hidrossoluvel de soja é fervido
por cerca de 10 min, e adicionado coagulante em suspenséo, para formar coalhada, que
é entdo pressionada para moldar o tofu (LIU et al., 2016).
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Figura 1: Etapas para obtencédo de Tofu.
Fonte: Adaptada de Liu (2016).

O tofu é um produto produzido a partir da soja, € macio e semelhante ao queijo,
produzido pela coagulacdo do Extrato HidrossolUvel de soja recém cozido com sulfato
de calcio ou cloreto de magnésio e/ou glucona-é-lactona (GDL) (CHUA et al., 2018).
De acordo com Benassi et al. (2011), o tofu também pode ser obtido a partir dos gréos
de soja e as principais etapas do processo sdo: maceracdo dos grdos em agua a
temperatura ambiente por 16 h; drenagem; trituracdo com cerca de 1 L de agua quente a
90 °C, moagem (liquidificador); filtracdo a vacuo, em funil de Buchner forrado com
tecido fino de nylon (“tunil”); aquecimento do extrato de soja em recipiente tampado,
sobre o fogo direto, até a fervura, seguido de mais 10 minutos, em banho-maria em
ebulicdo; homogeneizacdo (usando bastdo de vidro) de 760 mL de extrato com solucédo
de CaSOs4 (3 g em 40 mL de agua morna), adicionada de uma Unica vez; coagulacdo por
10 min a 75-76 °C; corte do coagulo; enformagem com uso de “tunil”; retirada da forma
e conservacdo em geladeira, em recipiente fechado, contendo agua até cobrir o tofu. O
EHS é utilizado para a fabricacdo do tofu, que € similar ao queijo produzido do leite,
apresentando também a mesma consisténcia. A partir do EHS acontece a precipitagédo
das proteinas atraves do calor e adi¢do de coagulante, que podem ser sais ou acidos,
proporcionando um gel que apresenta a formacéo de uma rede proteica com retencéo de
agua, lipidios e outros componentes, apresentando textura lisa, macia e elastica
(CIABOTTl et al., 2007; CIABOTTI et al., 2009).

Além de ser um produto alimenticio popular nos paises asiaticos, o tofu é cada
vez mais aceito pelos consumidores em todo o mundo e esta ganhando popularidade nos
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paises ocidentais, devido a seus beneficios associados a satde (BELEN et al., 2012;
CORZO-MARTINEZ et al., 2016).

No etanto nos paises ocidentais, ainda se tem a necessidade de adaptar a soja ao
gosto do consumidor ndo acostumado em utilizar a soja como alimento. O
melhoramento genético da soja € uma opgdo para realizar esta melhoria, pois é possivel
a obtencdo de cultivares especiais que sejam mais apropriadas a diferentes utilizacdes
(CARRAO-PANIZZI et al., 2012; CANTELLI et al., 2017). O gosto amargo e
adstringente da soja ou o chamado beany flavor é causado pela oxidacdo dos acidos
graxos poli-insaturados por enzimas lipoxigenases, porém pode ser evitado pelo
tratamento térmico dos gréos antes do processamento ou através do uso de variedades
sem a enzima, resultando em produtos com melhores caracteristicas sensoriais
(BENASSI et al., 2012).

De acordo com Rekha e Vijayalakshmi (2013) a quantidade de &gua utilizada na
obtencdo de extrato de soja afeta o teor de solidos, atuando diretamente na recuperagédo
das proteinas, e consequentemente na textura do tofu. Além disso, o aumento de sélidos
proporciona um maior rendimento na obtencdo dos tofus e 0 emprego do calor aumenta
a digestibilidade das proteinas da soja devido a destruicao pelo calor dos inibidores de
tripsina.

O tofu é uma importante fonte de proteina, vitaminas e minerais, apresenta baixa
proporcéo de gorduras saturadas e auséncia total de colesterol, considerado um alimento
saudavel, de alto valor nutritivo e de custo reduzido, utilizado em preparacoes
alimenticias, em substituicdo de ovos, queijos, carnes e outros alimentos de origem
animal, além disso, possui sabor suave e textura porosa (CIABOTTI et al., 2007;
REKHA e VIJAYALAKSHMI, 2013; SERRAZANETTI et al., 2013). De acordo com
Rekha e Vijayalakshmi (2013) o tofu é considerado um produto de baixo custo que
pode substituir de maneira nutritiva alimentos como carne e queijo, além disso € livre de
colesterol e apresenta-se como boa fonte de proteinas, minerais e acidos graxos poli-
insaturados (PUFA), principalmente o &cido linoleico encontrado nos fosfolipidios
(lecitina) da soja, assim sendo, é uma boa fonte de proteina alternativa, apresentando
caracteristica superior ao préprio grao de soja.

O tofu é um produto bastante versatil e pode ser usado para fazer muitos
alimentos de estilo ocidental, como por exemplo, cheesecake, molhos, tortas, cream
cheese, maionese, e almdndegas italianas (O'TOOLE, 2016).

Existem diferentes tipos de tofu no mercado, dependendo do tipo de coagulante
e do teor de umidade, os quais podem ser classificados como: macio, firme e extra firme
(LIU et al., 2013). A saber, o tofu silken é formado pela coagulacdo do EHS na prépria
embalagem de consumo, ja o tofu momen € obtido pela quebra do coégulo, seguida pela
pressdo em uma forma com remocéo de parte do soro. A textura do silken € muito macia
e homogénea, enquanto a do momen é mais firme e menos uniforme, uma vez que o
coagulo é quebrado e depois reformatado sob pressdo (BENASSI e PRUDENCIO,
2013).

Ha estudos que demonstram que a escolha da cultivar da soja afeta o rendimento
e a qualidade do tofu, de maneira especial no tofu tipo silken, no qual o rendimento esta
diretamente relacionado a capacidade do tofu reter agua. Alguns pesquisadores
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correlacionam as subunidades proteicas da soja (7S e 11S) com a textura do tofu,
contudo os resultados séo divergentes (YANG e JAMES, 2013). De acordo com Liu et
al. (2013), o tipo de cultivar de soja, a qualidade do gréo dependendo das condigdes de
cultivo da planta, o armazenamento dos gréos e as condi¢Oes de processamento do tofu
influenciam o rendimento, a textura e a qualidade do produto.

3.3.1 COAGULANTES

Ap0s a realizacdo da moagem da soja para a obtencdo do EHS, pode-se realizar
a coagulacdo, que é uma etapa importante na obtencdo de uma textura adequada para o
desenvolvimento do tofu (KAMIZAKE et al., 2016). A etapa de coagulacdo é a mais
importante no processamento de tofu, enquanto que os diferentes tipos de coagulante
podem influenciar o rendimento e a qualidade dos produtos (PRABHAKARAN et al.,
2016).

A coagulacdo do EHS pode ser realizada a partir de coagulantes de fontes de
origem animal, microbiana ou vegetal. Os coagulantes usados para solidificar o EHS
incluem cloreto de magnésio, sulfato de calcio e glucona-6-lactona (O'Toole, 2016).
Tradicionalmente, sdo usados os coagulantes de sal, como cloreto de célcio (CaCl,) e
cloreto de magnésio (MgCl2) (ZHANG et al., 2013) e usada nas duas Ultimas décadas, a
glucona-6-lactona é considerada um coagulante acido popular e resulta em um gel de
proteina de soja homogéneo (RINGGENBERG et al., 2013). A transglutaminase
microbiana (MTGase; EC 2.3.2.13) também é um coagulante que vem sendo utilizado
(JIANG e XIONG, 2013). A textura diferenciada e a qualidade do tofu resultante do
coagulante devem-se principalmente a existéncia de forcas variadas para estabilizar a
rede de gel (RINGGENBERG et al., 2013; HSIEH et al., 2014).

A coagulacdo do EHS pode ser realizada em presenca de proteases coagulantes,
estas enzimas sdo proteinas encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de
animais, vegetais e micro-organismos (RAO et al., 1998; SOARES et al., 2015). As
proteases apresentam capacidade de hidrolisar ligacfes peptidicas e sdo classificadas em
dois grandes grupos: exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases agem nas
proximidades das extremidades das cadeias polipeptidicas, enquanto as endopeptidases
agem em areas internas das cadeias polipeptidicas (PALMA et al., 2002; GONZALEZ-
RABADE et al., 2011). As endopeptidases ou proteinases, conforme seu mecanismo de
acao, podem ainda ser divididas em: cisteino, serino-, metalato- e asparato protease,
sendo que o nome representa uma das regides cataliticas no sitio ativo da enzima
(WHITAKER, 1994; RAWLINGS et al., 2010; GONZALEZ-RABADE et al., 2011).
As proteases compdem um dos grupos mais significativos de enzimas industriais, e uma
de suas fundamentais aplicacbes € o desenvolvimento de queijo da industria de
laticinios (MERHEB et al., 2007).

O uso de proteases vegetais como coagulantes € importante uma vez que sdo enzimas
naturais e seu uso para producdo de queijos é apropriado para consumidores
vegetarianos (PINO et al., 2009; SCHMIDT et al., 2017). O nimero de enzimas de
origem vegetal utilizadas industrialmente ainda é pequeno, embora 0s extratos das
plantas apresentem uso em processos industriais ha muito tempo (GONZALEZ-
RABADE et al., 2011). E podem ser adquiridas a partir de fontes como frutas (kiwi,
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limdo, meldo), raizes (rizomas de gengibre), latex (mamao, macd) e flores tais como a
flor do cardo (Cynara cardunculus) e cardo-estrelado (Centaurea -calcitrapa)
(FERNANDEZ-SALGUERO et al., 2002; ADETUNJI e SALAWU, 2008;
DOMSALLA e MELZIG, 2008; SCHMIDT et al., 2017). Além disso, as caracteristicas
funcionais que 0s extratos das proteases vegetais possuem S30 essenciais para
determinar o sabor e a textura dos produtos, permitindo aplicacdes inovadoras dessas
proteases (MAZORRA-MANZANO et al., 2013).

De acordo com Cao et al. (2017) que realizaram estudo objetivando melhorar as
caracteristicas do tofu através de diferentes coagulantes naturais, foram testados acido
citrico, &cido maélico e &cido tartarico e avaliados quanto ao armazenamento, dureza,
capacidade de retencdo de agua, teor de dgua ndo congelével e interacdes hidrofobicas
em gel. A acidificacdo mais lenta durante a gelatinizacdo promoveu interagdes proteina-
proteina hidrofébica, resultando em um moédulo de elasticidade mais elevado. Além
disso, os produtos de tofu apresentaram maior capacidade de retencdo de agua e teor de
agua ndo congelavel, além de microestruturas de gel mais compactas. Notadamente, o
tofu preparado com acido citrico quando comparado com 0s demais apresentou
melhores resultados demonstrando que tofu macio ou firme com propriedades fisico-
quimicas desejaveis pode ser preparado com &cidos organicos se a acidificacdo for
adequadamente controlada durante a gelificag&o.

A protedlise intensa em queijos produzidos com coagulantes vegetais rompe a
rede de caseina, originando uma estrutura mais homogénea, aumentando a cremosidade
e 0 amolecimento do queijo (TEJADA et al., 2007). Todavia, esta protedlise intensa
provoca também excesso de acido, sabores amargos e pode diminuir o rendimento dos
queijos, desvantagens inerentes que limitam a utilizacdo de coagulantes vegetais
(ROSEIRO et al.,, 2003; LLORENTE et al., 2014). Os queijos desenvolvidos com
coagulantes vegetais sdo encontrados especialmente no Mediterraneo, paises da Europa
Ocidental e do Sul Africano, porém, na Espanha e em Portugal ha a maior variedade e
producdo de queijos utilizando-se Cynara sp. como coagulante vegetal (ROSEIRO et
al., 2003). O interesse cientifico em utilizar proteases vegetais e seu modo de a¢do em
diversas proteinas dos alimentos pode resultar em melhores produtos e favorecer o
desenvolvimento de novas aplicacdes (MERHEB et al., 2007). Diferentes coagulantes
podem ser utilizados na producao de tofu de acordo com a literatura (Tabela 1).

Tabela 1 Diferentes coagulantes utilizados para desenvolvimento de tofu.

Desenvolvimento de tofu com diferentes coagulantes | Autor e ano

Sulfato de céacio Wang et al. (2017)
Sulfato de céacio Chua et al. (2017)
Sulfato de célcio ou cloreto de magnésio e/ou glucono- | Chua et al. (2018)
d-lactona (GDL)
Kiwi, gengibre e limao Schmidt et al. (2017)

Transglutaminase microbiana e adigdo de Lactobacillus | Goes-Favoni et al. (2019)
reuteri DSM 17938
Calice de flores secas de Roselle Fasoyiro (2014)
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3.3.1.1 Flor do cardo

Cardo, palavra que provéem do latim carduus, significa "fazer sinal com a
cabeca" (alusdo a flor de forma ovoéide apoiada no caule oscilante) (ALMEIDA et al.,
2010).

O coagulante de flor do cardo é um potencial coagulante de leites e uma das
espécieis mais utilizadas é derivada da Cynara cardunculus. A aplicacdo deste
coagulante permite a obtencdo de um queijo amanteigado com caracteristicas sensoriais
diferenciadas devido a sua maior capacidade proteolitica, que favorece a formagéo de
queijos com caracteristicas inigualdveis e amplamente aceitas pelos consumidores
(GARCIA et al., 2011).

A flor do cardo apresenta forma tubular e cor violacea (Figura 2), que possui a
enzima cinarase, também conhecida como cardosina, responsavel pela coagulacdo do
leite. A substancia coagulante estd na parte superior do estiolo, estando a atividade
coagulante restrita as pétalas e os pistilos (SAPIENTIA, 2019). Salienta-se que a
propriedade coagulante do leite da planta deve-se a presenca de trés proteases
(ciprozinas 1, 2 e 3) (ALMEIDA et al., 2010).

Figura 2: Imagem da flor do cardo (C. cardunculus L.)
Fonte: Martins (2009).

A utilizacdo da flor do cardo pode ser realizada por adi¢do direta da flor seca ao
leite quente, procedendo com agitacdo vigorosa e filtracdo do leite; maceracdo de
pequenas quantidades de flor do cardo, com agua e sal até se formar uma pasta, que é
dissolvida com mais agua (de modo a facilitar a extracdo das enzimas), filtrada e
adicionada diretamente no leite; ou ainda por maceracgéo da flor de cardo seca com agua
e sal, inserindo a pasta em embalagem porosa e submersa no leite (MACEDO et al.,
1996). De acordo com Almeida et al. (2010) a flor do cardo moida (parte lilas da planta)
em quantidades que podem variar consoante a forca ou o poder de coagulacéo da planta
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(1 a 2,5 g por litro de leite, o suficiente para coagular o leite em 45 a 60 min) e com
infuséo de sal (20 a 35 g por litro de leite).

A flor do cardo tem sido tradicionalmente utilizada, em Portugal, na fabricacéo
do queijo, pois é um coagulante vegetal utilizado na producdo de queijos de ovelha
internacionalmente reconhecidos e nos Ultimos anos, as industrias de queijo, em
especial as que possuem o selo DOP (Denominacdo de origem protegida), tém
destacado a importancia dos agentes coagulantes, presentes nos vegetais, para uso no
leite (SAPIENTIA, 2019).

A planta do cardo pode ser encontrada na forma selvagem ou cultivada e cresce
em locais rochosos, sendo esta espécie pertence a familia das Asteraceae (ALMEIDA et
al., 2010). Em Portugal a planta do cardo apresenta sua flor nos meses de junho, julho e
agosto, depois de colhidas, as flores devem ser secas a sombra e armazenadas em locais
secos, com o intuito de, posteriormente, serem utilizadas para coagulagéo do leite nos
demais periodos do ano. Porém, a flor do cardo vai perdendo qualidade com o passar do
tempo (ALMEIDA et al., 2010). Diferentes autores citam a flor do cardo como
coagulante de leite bovino, ovino e caprino de acordo com a Tabela 2.

Tabela 2. Aplicacdo de flor do cardo como coagulante de leite.

Coagulante flor do cardo usado em leite Autores e ano da publicacéo
Fogeiro et al. (2020)
Queijo de leite de ovino Correia et al. (2014)

Faion et al. (2020)

Folgado e Abranches (2019)

ueijo de leite bovino
Quel Gomes et al. (2019)

Queijo de leite de ovino e bovino Conceicao et al. (2018)

Almeida e Simdes (2018)

ijo de leite de ovino e de capri i
QuteO € Ielte de ovino € de caprino Almeida et a|_(2015)

A planta herbacea apresenta aspecto vivaz (planta perene que apresenta
crescimento anual), tem um caule ereto, pode atingir cerca de um metro e meio de
altura, densamente coberto por folhas basais grandes. Apresenta uma grande capacidade
de adaptacdo climatica e possui varios ciclos ao longo da sua existéncia. A planta do
cardo cresce espontaneamente, a germinacao de suas sementes inicia no final do verao,
as plantas crescem e formam uma roseta de folhas, e durante o inverno apresentam
estado vegetativo (SAPIENTIA, 2019).

A C. cardunculus é conhecida por muitos pelo seu nome comum, cardo-do-
coalho, é um recurso vegetal que apresenta uma cultura multifuncional e versatil, com
um amplo espectro de aplicacdes potenciais e, assim, é de extrema importancia sua
preservacao e conservacao. Apresenta caracteristica ligada ao conceito de Agricultura
Sustentavel e a conservacgao dos recursos genéticos vegetais. Pode, no futuro ser usada
em aplicagcbes inovadoras como nutricdo alimentar, na salde e em cosméticos
(BARRACOSA et al., 2018).

Ramos et al. (2016) enfatizam que é de grande importancia realizar a avaliacdo
da diversidade genética e a determinacdo da relagdo entre ecotipos, pois este
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conhecimento vem a ser importante para a conservacdo deste recurso genético e pode
aumentar a eficiéncia dos esforcos para a valorizagcdo da espécie. A C. cardunculus,
desde a antiguidade, € utilizada através de extrato na medicina popular para regulacdo
do sistema hepatobiliar devido as suas reconhecidas acBes hepatoprotetoras,
hipocolesterolémicas, coleréticas e anticolinestaticas.

Ferro et al. (2017) observaram a relacdo entre a composicdo fenologica e a
atividade biologica, com propriedades antibacterianas, antifungicas, antioxidantes,
hepatoprotetoras e anticancerigenas, sendo que um dos componentes de interesse, a
cinaropicrina € cada vez mais investigado. Pesquisadores do Centro de Biotecnologia
Agricola e Agro-Alimentar do Alentejo (CEBAL) identificaram, em uma populacdo
natural de C. cardunculus, associa¢des significativas entre o contedo em cinaropicrina
e a atividade antiproliferativa in vitro de células de cancer de mama (FERRO et al.,
2018). Outro estudo demonstrou, também, a potencialidade anticancerigena em cancer
de mama dos extratos lipofilicos, nos quais o principal componente € a cinaropicrina,
extinguindo a formacéo de colénias de células (RAMOS et al., 2016).

O género Cynara L. é usado em tratamentos medicinais, pelo fato de apresentar
consideravel teor de compostos fenolicos, o que lhe confere atividade antioxidante
(DETAILLE et al., 2008), possuindo assim, capacidade de combater o envelhecimento
celular (radicais livres) (GIADA e MANCINI-FILHO, 2006), prevenir doencas
cardiacas, cancer, oxidagdo lipidica e propagacdo de fungos, além de atuar em processos
responsaveis pela cor, adstringéncia e aroma em diferentes alimentos (SIMOES et al.,
2000).

Além do alto valor biolégico, as folhas de C. cardunculus apresentam um alto
potencial nutricional, pois estudos demostram que elas apresentam flavonoides e uma
quantidade muito significante de célcio, vitamina B2 e C, bem como outros
componentes nutricionais. Possui ainda um elevado teor nutritivo e um reduzido teor de
hidratos de carbono (BARRACOSA et al., 2018). Porém, de acordo com Barbosa et al.
(2020), mais estudos devem ser realizados para um melhor conhecimento da
composicdo total dos compostos fendlicos e demais componentes em diversas partes das
plantas do cardo.

3.3.1.2 Cloreto de magnésio

O cloreto magnésio é um coagulante utilizado na producéo de tofu e este afeta
diretamente as caracteristicas do produto. De acordo com Liu et al. (2013) foi o
primeiro coagulante a ser utilizado no processamento de tofu, e é considerado o mais
adequado para preservagdo do sabor natural da soja e obtencdo de tofu firme. Em paises
como a China, os consumidores preferem o sabor amargo caracteristico do cloreto de
magnésio, porém ele € um coagulante de reacdo rapida, e, sendo assim, dificil de
controlar, pois atua na formacdo de um tofu com caracteristica rigida, ndo uniforme e
com baixa retengdo de agua.

Deman et al. (1986) encontraram diferentes resultados para textura e
microestrutura de tofu desenvolvidos com diferentes coagulantes. A glucona-é-lactona e
o0 sulfato de célcio apresentaram um produto com uma textura mais fina e uniforme,
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com estrutura proteica no formato de “favo de mel”, quando comparado aos coagulantes
cloreto de célcio, cloreto de magnésio e sulfato de magnésio.

O cloreto de magnésio pode ser encontrado no nigari que € um tipo de cloreto de
sais que incluem nigari natural, e nigari refinado. Nigari natural é extraido da agua do
mar, do qual é removido a maioria ou todo o sal NaCl e &gua. Uma mistura de minerais
naturais do mar, consiste principalmente de cloreto de magnésio mais todos os outros
sais minerais da dgua do mar, ja o Nigari refinado € uma forma relativamente pura de
cristal (MgCl,6H20) (LIU, 1997).

3.4 CARACTERISTICAS DE TEXTURA E SENSORIAIS

Para o tofu, a principal caracteristica de aceitacdo e de qualidade sensorial é a
textura, que pode sofrer influéncia de vérios fatores como a cultivar da soja, 0s
processos tecnoldgicos empregados em sua obtencdo, tipos de coagulantes, entre outros.
Quanto aos fatores envolvidos na estruturacdo do tofu a proteina é o principal
componente para a formacdo do gel e deve passar por procedimento de desnaturacdo
térmica e coagulacdo por sais ou acidos. Os sais (cations) ou é&cidos (protons)
neutralizam a carga elétrica da proteina fazendo com que as interagcdes entre elas se
tornem mais fortes que as interacGes proteinas-solvente, levando a agregacdo de forma
aleatoria e ocorre a coagulagdo (BENASSI e PRUDENCIO, 2013; GOES-FAVONI et
al., 2016).

No tofu a textura adequada depende de varios fatores que interagem entre si
tornando a coagulacdo a etapa mais dificil do processo. A composi¢ao quimica da soja,
quantidade de sélidos, pH, tipo e concentracdo do coagulante, tempo e temperatura de
coagulacao sao alguns dos fatores que influenciam esta etapa (CIABOTTI et al., 2009;
BENASSI et al., 2011).

Conforme Dutcosky (2013), a qualidade do alimento envolve trés aspectos
fundamentais: nutricional, sensorial e microbiolégico. O aspecto qualidade sensorial é
com certeza 0 mais intimamente ligado a escolha do produto. Assim, o constante
desafio das industrias de derivados de soja e de pesquisadores consiste na criacdo de
produtos que sejam aceitos pelo consumidor. Para tanto, a avaliagdo sensorial de
produtos se faz necesséria para a identificacdo de provaveis atributos que afetam o seu
consumo (DUTCOSKY, 2013), bem como para detec¢do de suas caracteristicas que sdo
percebidas pelos 6rgdos da visdo, olfato, paladar, tato e audicdo (ABNT, 2017a).

3.4.1 Perfil de textura

A Associagdo Brasileira de Normas Técnicas — ABNT define a textura como o
conjunto de propriedades mecanicas, geométricas, de superficie e de corpo de um
produto, perceptiveis pelos receptores cinestésicos e somestésicos e, quando apropriado,
pelos receptores visuais e auditivos, a partir da primeira mordida até a degluticdo final
(ABNT, 2017b).

Os atributos de qualidade mais importantes, para alguns consumidores, quanto a
aceitacdo sensorial na caracterizacdo dos alimentos sdo: textura, aparéncia, aroma e
sabor. Entre eles, a textura é crucial e afeta a decisdo dos consumidores de comprar ou
ndo esses alimentos novamente (FELLOWS, 2019). Antes do processo de digestdo, 0s
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alimentos sélidos e semi-sélidos devem ser transformados, através da mastigagcdo, em
pasta possivel de degluticdo. Além disso na boca deve ocorrer um efeito sinérgico da
deformacdo mecénica via dentes e da alteracdo quimica através da interacdo com a
saliva (BOURNE, 2004).

A textura dos alimentos sera sentida como uma das formas de qualidade durante
a mastigacdo, por isso é importante desenvolver uma analise abrangente das
propriedades da textura, que pode ser usada como forma de verificacdo de qualidade
(FELLOWS, 2019). A textura dos alimentos também pode ser avaliada de forma instrumental
através da analise de perfil de textura (APT) que é um procedimento amplamente usado
para analisar quantitativamente texturas alimentares, demostrada pela primeira vez por
Friedman e posteriormente alterada por Bourne (Friedman et al., 1963; Bourne, 1978).
Na APT, as amostras sdo expostas a pelo menos duas rampas de compressdo sucessivas
que imitam as primeiras mastigagdes aplicadas em um alimento, e as forcas sentidas séo
registradas em funcdo do tempo (CHEN e OPARA, 2013).

Parametros Uteis para caracterizar a textura de alimentos semi-sélidos séo:
dureza, elasticidade, coesividade e gomosidade. A dureza é definida como a maior forca
necessaria para causar determinada deformacdo durante a primeira rampa de
compressdo. A elasticidade refere-se a quantidade que um material deformado é capaz
de recuperar a sua condic¢do original quando a forca é removida. Coesividade é definida
como o trabalho necessario para superar a ligacdo propria do material. Gomosidade é
definida como o produto de dureza e coesividade, que se refere a energia necessaria
para desintegrar alimentos semi-solidos em ponto de degluticio (YUAN e CHANG,
2007).

3.4.2 Caracterizagao sensorial de aceitabilidade e intenséo de compra

A anélise sensorial € um importante instrumento no desenvolvimento de
produtos. Abrange um conjunto de técnicas desenvolvidas com o intuito de avaliar um
alimento quanto a sua caracteristica sensorial, nas varias etapas de seu processo de
producdo. E uma ciéncia que objetiva estudar as percepcdes, sensacdes e reacdes do
consumidor sobre as caracteristicas dos produtos, incluindo sua aceitacdo ou rejeicdo
(DUTCOSKY, 2013).

A andlise sensorial é conduzida em funcdo das respostas transmitidas pelos
individuos em funcédo das diversas sensacfes que se originam de reac@es fisioldgicas e
sdo respostas de estimulos especificos, gerando resultados das propriedades intrinsecas
aos produtos. Para tanto é necessario que ocorra entre as partes, individuos e produtos,
contato e interacdo. As sensagdes sdao medidas por efeitos psicoldgicos e o estimulo por
processos fisicos e quimicos. As sensacBes ocasionadas podem dimensionar a
intensidade, extensdo, duracdo, qualidade, gosto ou desgosto em relagdo ao produto
analisado. Na avaliagdo sensorial, os individuos utilizam os sentidos da visdo, olfato,
audicao, tato e gosto, numa percepc¢do somato-sensorial (1AL, 2008).

A aceitacdo sesorial de alimentos depende, principalmente, dos habitos culturais
dos consumidores, por isso, quando um novo produto é desevolvido ou simplesmente
modificado € muito importante a realizagdo de uma avaliagdo com consumidores ou
potenciais consumidores, pois alguns atributos como sabor e textura sdo muito
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relevantes para a aceitacdo global dos produtos. A comercializacdo de diferentes
géneros alimenticios e 0 aumento das exigéncias do consumidor - que busca alimentos
com caracteristicas sensoriais satisfatorias e cada vez mais saudaveis (SIQUEIRA et al.,
2013), apresenta para a industria um cenario desafiador, pois esta precisa elaborar
produtos que além de nutricionalmente eficiente, sejam também saborosos, para
satisfazer o consumidor.

De acordo com a NBR5492, os métodos sensoriais dos alimentos e bebidas, séo
classificados em: discriminativos, descritivos e subjetivos (ABNT, 2017a). Os
discriminativos sao utilizados para diferenciacdo qualitativa e/ou quantitativa entre as
amostras e compreendem os testes de diferenca e sensibilidade. Os descritivos, s&o
utilizados para descrever as amostras qualitativamente e quantitativamente. No método
subjetivo ou afetivo, estima-se a opinido do consumidor em consenso com a sua
preferéncia e/ou aceitacdo de um produto (DUTCOSKY, 2013).

3.5 CONSIDERACOES FINAIS

A expansdo e diversificacdo na cadeia da soja, bem como o melhoramento
genético de cultivares, apresentam um cendario favoravel para a oferta de matérias-
primas com maior potencialidade de uso na alimentacdo humana. O desenvolvimento de
cultivares de soja, com esta finalidade, precisa proporcionar caracteristicas especiais,
resultando em produtos com caracteristicas nutricionais e sensoriais favoraveis para o
consumidor, pois 0 consumo da soja e seus derivados pelas popula¢des ocidentais é
limitado pelo gosto amargo, sabor ran¢oso e adstringente desses produtos, geralmente
caracterizados como sabor de feijdo cru (beany flavor). Nesse contexto, a aplicacdo de
cultivares melhoradas para o desenvolvimento de produtos a base de soja tem motivado
a producdo de derivados como o tofu. Ainda, a fim de manter o apelo vegano do
produto, 0 uso de coagulante de fonte vegetal vem de encontro a demanda de mercado
por alimentos inovadores. De acordo com o que foi exposto na revisdo da literatura
ainda n&o foi desenvolvido tofu com uso de flor do cardo.

A aceitacdo de um produto depende de atributos que podem ser avaliados
diretamente pelos sentidos humanos, através de testes sensoriais, como também pelo
uso de instrumentos que permitam medir, diferenciar e comparar algumas de suas
caracteristicas. Desta forma, o desenvolvimento de tofu utilizando a soja, que é um
importante alimento vegetal que contém altos teores de proteina e o coagulante natural
(flor do cardo) permitira a disponibilidade de um produto diferenciado no mercado.
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Capitulo 1

ESTUDO DA INFLUENCIA DO TEMPO E DA TEMPERATURA NA
OBTENCAO DO EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA DAS CULTIVARES
BRS 267 E VMAX.

Glaciela Cristina Rodrigues Da Silva Scherer, Natalia Ambrosio, Ilizandra Aparecida
Fernandes, Clarice Steffens, Eunice Valduga, Mercedes Concordia Carrdo-Panizzi,

Jamile Zeni, Juliana Steffens.

RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia da temperatura a fim de reduzir o
tempo de maceracdo no processo de obtencdo do extrato hidrossolUvel de soja (EHS)
das cultivares de soja BRS 267 e Vmax. Os grdos de soja e o extrato hidrossoluvel da
soja (EHS) foram caracterizados quanto a umidade, pH, cinzas, lipidios, proteina, cor,
indices de solubilidade proteica, indice de dispersibilidade proteica (IDP), inibidor de
tripsina Kunitz, atividade ureética, acido fitico e composicao mineral (Ca, Mg, K, Zn,
Cu, Fe, Mn). Além destes parametros, o EHS também foi avaliado quanto a sélidos
solGveis e acidez. A influéncia da temperatura (30,90 a 59,10 °C) e do tempo de
maceracao (0,36 a 11,64 h) na maceracdo dos graos de soja foi avaliada por meio de
Delineamento Composto Central Rotacional (DCCR) 22 tendo como resposta o teor de
proteina do EHS. Os grdos e 0 EHS da cultivar BRS 267 apresentaram maiores teores
de proteina, umidade, &cido fitico, IDP, Ca e Mn, quando comparada com a Vmax. Os
resultados do planejamento tornaram possivel maximizar as condi¢cdes de maceracdo
para 45 °C e 6 h, com teores de proteina de 3,5 % para a BRS 267 e 3,1 % para Vmax,
sendo estes teores similares a0 método de maceracgdo tradicional (16 h e 22 °C). Desta
forma, foi possivel reduzir em 10 h o0 tempo de maceracéo.

Palavras-chave: proteina, maceracdo tradicional, reducéo do tempo.

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the influence of temperature in order to
reduce the maceration time in the process of obtaining water-soluble soy extract (EHS)
from soybean cultivars BRS 267 and Vmax. Soy beans and water-soluble soybean
extract (EHS) were characterized for moisture, pH, ash, lipids, protein, color, protein
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solubility index, protein dispersibility index (PDI), Kunitz trypsin inhibitor, ureatic
activity, phytic acid and mineral composition (Ca, Mg, K, Zn, Cu, Fe, Mn). In addition
to these parameters, the EHS was also evaluated for soluble solids and acidity. The
influence of temperature (30.90 to 59.10 °C) and maceration time (0.36 to 11.64 h) on
the maceration of soybeans was evaluated using a 22 Central Composite Rotational
Design (DCCR) as answer the EHS protein content. The grains and EHS of cultivar
BRS 267 had higher levels of protein, moisture, phytic acid, IDP, Ca and Mn, when
compared to Vmax. The planning results made it possible to maximize the maceration
conditions for 45 °C and 6 h, with protein contents of 3,5 % for BRS 267 and 3,1 % for
Vmax, these contents being similar to the traditional maceration method (16 h, 22 °C).
In this way, it was possible to reduce the maceration time by 10 h.

Keywords: protein, traditional maceration, time reduction.

1 INTRODUCAO
A soja (Glycine max (L.) Merrill) é de grande interesse mundial devido a sua

aplicacdo em produtos na alimentagdo humana e animal (MELLO e BRUM, 2020). O
Brasil esta entre os maiores produtores desta commodity, cuja producdo foi 120,90
milhGes de toneladas, na safra 2019/2020 (CONAB). A soja é utilizada como fonte de
6leo e proteina, sendo matéria-prima para producdo de proteina texturizada (ZHANG et
al., 2016), extrato hidrossoltvel de soja (EHS), tofu (“queijo de soja”), shoyo (“molho
de soja”), missd, entre outros produtos alimenticios (SCHMIDT et al., 2017).

A Embrapa (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria) tem desenvolvido
cultivares com excelente potencial de produtividade, adaptadas as condicGes climéticas
das regibes brasileiras (APROSOJA, 2018). A Embrapa ainda visa desenvolver
cultivares que além da alta produtividade apresentem caracteristicas especiais para
utilizacdo na alimentacdo humana, tais como diminuicdo do sabor caracteristico da soja
e fatores antinutricionais. Como um exemplo tem-se a cultivar BRS 267, que apresenta
gréos graudos, coloracdo do hilo amarela igual ao tegumento das sementes e sabor
superior, e é indicada para processamento de EHS, tofu e farinha de soja. Ja a cultivar
de soja Vmax é convencional, também produzida pela Embrapa, que apresenta em sua
composigdo as enzimas lipoxigenases (LOX) (RIGO et al., 2015).

O EHS é um produto natural derivado da soja (ESLAMI e SHIDFAR, 2019) de
alto valor nutritivo, baixo custo e de facil obtencdo. Consideraveis variacdes séo

encontradas na composicdo do EHS, as quais podem ser atribuidas as diferencas
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genéticas entre as cultivares de soja, ao estagio de desenvolvimento em que 0s graos
foram colhidos e as condi¢des do ambiente de produgdo (SILVA et al., 2009).
Diferentes métodos de processamento, entre 0s quais 0 método de extracdo do EHS,
também colaboram com as variacGes observadas. Sua composicdo quimica deve ser de
no maximo 93,0 % de umidade, minimo de 3,0 % de proteinas, minimo de 2,8 % de
carboidratos, minimo de 1,0 % de lipidios e méaximo de 0,6 % de cinzas (BRASIL,
1978).

O método tradicional de producdo do EHS envolve a imersdo dos gréos para
reidrata-los, etapa conhecida como maceracdo (4 a 22+2 °C por 8 a 24 h), enxague,
ressuspensdo em agua e moagem dos graos (grads de soja em agua a 90 °C), seguido de
filtracdo para separar o residuo (okara) do extrato de soja (SILVA et al., 2018). Este
método apesar de simples apresenta elevado tempo de processamento na etapa de
maceracdo. Neste sentido, o objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia da
temperatura a fim de reduzir o tempo de maceragdo do processo de obtencdo EHS das
cultivares de soja BRS 267 e Vmax.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Soja
Os gréos de soja (Glycine max (L.) Merrill) das cultivares BRS 267 e Vmax,

oriundas da regido de Passo Fundo — RS, foram fornecidos pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria — Embrapa, Centro Nacional de Pesquisa Trigo, 0s quais foram
caracterizados em relacdo a umidade, pH, cinzas, lipidios, proteina, cor, indice de
solubilidade proteica (ISN), indice de dispersibilidade proteica (IDP), inibidor de
tripsina Kunitz (ITK), atividade ureética, &cido fitico, composi¢do mineral (Ca, Mg, K,
Zn, Cu, Fe, Mn).

2.2 Extrato Hidrossoluvel de Soja (EHS)
O EHS (tradicional) foi obtido pelo processamento dos gréos de soja (BRS 267 e

Vmax), de acordo com metodologia adaptada de Benassi et al. (2011). Os gréos de soja
(150 g) foram previamente selecionados, classificados, quantificados, lavados, foram
macerados (imersos) em 500 mL de agua destilada, a temperatura ambiente (22+2 °C)
por 16 h. Posteriormente, os grdos foram drenados e quantificados novamente para
avaliar a &gua absorvida (g de agua absorvida/100 g de gréos), conforme Equacéo 1. Em

seguida, adicionou-se a soja agua destilada a 90 °C, considerando a agua absorvida
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pelos graos para que completasse 1200 mL, com proporcao final de 1:8 (grdos: agua)
(m/v). Apos, foi realizada a trituracdo em processador industrial (M. Vitrory, modelo
HP 12), durante 3 min, em velocidade média-alta. O EHS foi separado do okara
(residuo) por filtracdo a vacuo (Tecnal, modelo TE-058) em frasco Kitasato de 2 L e
funil de Bichner (didmetro interno de 15 cm) forrado com tecido fino de nailon
(“tunil”) para reten¢do das particulas moidas dos graos de soja.

Absorciode Agua = gdeagua absc~)rv| da
100gdegréos

(Equacéo 1)

Os EHS (BRS 267 e Vmax) obtidos foram caracterizados quanto a umidade, pH,
cinzas, lipidios, proteina, cor, indices de solubilidade proteica (ISN), indice de
dispersibilidade proteica (IDP), inibidor de tripsina Kunitz (ITK), atividade ureética,
acido fitico, composicdo mineral (Ca, Mg, K, Zn, Cu, Fe, Mn), solidos sollveis e
acidez.

2.3 Influéncia do tempo e da temperatura na etapa de maceracdo na obtencao do
EHS
Visando a reducdo do tempo de maceracdo na obtencdo do EHS, foi realizado

um Delineamento Composto Central Rotacional 22 (DCCR), variando os niveis de
temperatura (30,90 a 59,10 °C) e tempo (0,36 a 11,64 h), e mantendo-se fixas as
variaveis de grdos de soja (150 g) e de agua destilada (500 mL). Os EHS (BRS 267 e
Vmax) foram caracterizados quanto ao teor de proteina e a partir da melhor condicdo de
maceracao foram caracterizadas as fragdes proteicas.

2.4 Determinac0es analiticas dos gréos e do EHS
Antes de realizar as determinacdes analiticas, os grdos de soja in natura das

cultivares BRS 267 e Vmax foram previamente selecionados, limpos e triturados em
moinho (Cuisinart, modelo DCG-20BKN) e submetidos ao peneiramento manual em
peneira de 42 mesh (Bertel) correspondendo a 355 pum, armazenados sob refrigeracdo
(82 °C) de acordo com AOAC (2007). Todas as determinacdoe analiticas foram

realizadas em triplicata.

2.4.1 Umidade
A umidade foi determinada em estufa com recirculagdo de ar (Fanem, modelo

320-SE), com aproximadamente 3,0 g de amostra a 105 °C por aproximadamente 4 h
/ou até massa constante de acordo com AOAC (2007).
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2.4.2 pH
A leitura do pH para os grdos (triturados em &gua destilada) dissolvidos em agua

destilada na proporcdo de 1/10 (v/v) e para o EHS realizado diretamente em pHmetro
(Digimed, modelo DM-22) de acordo com AOAC (2007).

2.4.3 Residuo mineral (cinzas)
O residuo mineral dos gréos de soja e do EHS foi determinado por combustéo da

matéria organica em mufla (Lavoisier, modelo 400C), a 550 °C por aproximadamente 6
h de acordo com IAL (2008). Porém antes da combustdo em mufla, as amostras (~5 g)
foram pré-carbonizadas em chapa de aquecimento (VELP, modelo RC). Os resultados
foram expressos em g/100 g, em base seca.

2.4.4 Lipidios
A determinacdo de lipidios, para os grdos e EHS, foi realizada por extracdo em

Soxhlet (Nova Etica®, modelo NT340), utilizando éter de petréleo (Quimica Moderna®
30-60 °C) como solvente extrator de acordo com IAL (2008). Os resultados foram

expressos em g/100 g, em base seca.

2.4.5 Proteinas
O teor de nitrogénio dos grdos de soja e do EHS foi determinado pelo método de

Kjeldahl, utilizando o sistema digestor-destilador (VELP — UDK 126A) de acordo com
IAL (2007), com o fator de conversao de nitrogénio para o teor de proteina de 6,25 para
as cultivares de soja e 6,38 para os EHS. Os resultados foram expressos em g/100 g, em
base seca.

2.4.6 Cor
A cor dos grdos de soja e do EHS foi determinada através de colorimetro

(Minolta Chroma Meter, modelo CR-400), no sistema de cor CIELAB, com o0s trés
componentes, L* (luminosidade ou brilho) cujo valor varia entre zero (preto) e 100
(branco), e as coordenadas de cromaticidade a* e b* que variam de -a* (verde) até +a*
(vermelho), e de -b* (azul) até +b* (amarelo) de acordo com Minolta (2006). A
verificacdo do ajuste do equipamento foi conduzida previamente de acordo com as

instrugdes do fabricante (y = 93,10, x =0,3158, y = 0,3321). As leituras foram realizadas
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com as amostras dispostas em placa de Petri (6 cm de diametro), realizando-se trés

medidas em trés pontos da placa.

2.4.7 Indice de Solubilidade do Nitrogénio
A determinacdo do ISN dos grdos de soja e do EHS foi realizada conforme o

método Ba 11-65 (AOCS, 1980), cuja técnica preconiza a agitacdo lenta, usando o
banho (Nova Etica, modelo 501D) e centrifuga (MPW, modelo 351R). O filtrado obtido
foi utilizado para a determinagéo de proteina bruta pelo método oficial 920.87 descrito
por AOAC (2005) e determinacdo do nitrogénio total. O ISN foi calculado pela relacao
entre o nitrogénio soltvel em agua e o nitrogénio total (Equacéo 3).
%ISN = NsX100 (Equacéo 3)
Nt

Onde: Ns = Nitrogénio soltvel; Nt = Nitrogénio total (%).

2.4.8 Indice de Dispersibilidade Proteica
A determinacdo do IDP dos grdos de soja e do EHS foi realizada de acordo com o

método Ba 10-65 (AOCS, 1980) técnica considerada de rapida agitacdo com uso do
homogeneizador (Ultra-Turrax, modelo T18) e centrifuga (MPW, modelo 351R) para
extracdo da proteina dispersivel em agua, dosada pelo método 960.52 de micro-Kjeldahl
descrita por AOAC (2005).

O valor do IDP € o quociente entre a proteina dispersivel em &gua e a proteina total
(Equacao 4).

%IDP = PsX100 (Equagéo 4)
Pb

Onde: Ps = Proteina dispersivel; Pb = Proteina (%).

2.4.9 Inibidor de tripsina Kunitz
Para quantificacdo do inibidor de tripsina Kunitz dos grdos e do EHS foi

utilizada a metodologia desenvolvida por Kakade (1974). A quantificagéo inibitoria foi
realizada por meio de ensaio enzimatico utilizando-se o benzoil-DL-arginina-p-
nitroanilida (BAPNA) (Sigma® - Pureza >98 %) como substrato para a tripsina de
pancreas bovino (Sigma), efetuado em triplicata. Aliquotas de 2 mL da solugéo diluida
do extrato das amostras foram pipetadas em 4 tubos de ensaio (3 tubos para
determinacéo da atividade no extrato da amostra e 1 tubo para o branco) e 2 mL de agua
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destilada no tubo para determinar o padréo de tripsina. Os tubos foram acondicionados
em banho-maria (Marconi®, modelo MA126) & 37 °C, e em seguida foram adicionados
2 mL da solucéo de tripsina (0,02 mg/mL de HCI 0,001 N), com excec¢édo do branco, e
apos 10 min foram adicionados 5 mL de BAPNA 0,4 mg/mL de tampé&o Trisma pH 8,2
(contendo 2,95 mg/mL de CaCl; dihidratado (CaCl,.2H20, Neon pureza 99,0-105,0 %),
previamente aquecidos a 37 °C, e deixados 0s tubos em banho-maria por mais 10 min.
Ao final desse periodo adicionou-se em todos os tubos 1 mL de acido acético
(Dinamica, pureza 99,7 %) a 30 % (v/v) para interromper a reacao. E no tubo do branco
adicionou-se mais 2mL da solucdo de tripsina. Filtrou-se em papel Whatman n° 3
(Jprolab®) e o filtrado foi utilizado para determinagéo do teor dos inibidores de tripsina
em uma absorbancia de 410 nm em espectrofotdmetro (Spectro Vision®, modelo DB-
1880S).

Os resultados foram expressos como mg de inibidor de tripsina Kunitz (ITK) por

g de amostra desengordurada, através da Equacéo 5.

x2500  (Equagdo 5)

Inibidor de Tripsina Kunitz[mg ITK] — s padrdo|- s amostrg

g 38x pesoda amostra
Onde: Abs padréo: absorbancia padrdo; Abs amostra: absorbancia da amostra; ITK:
inibidor de tripsina.

2.4.10 Atividade ureética
A atividade ureatica dos grdos e do EHS foi determinada através da

quantificacdo de duas porcdes de exatamente 0,2 g de amostra (graos de soja e EHS
tratados hidrotermicamente) e transferidas quantitativamente para dois tubos de ensaio
(A e B). Foi adicionado volumetricamente 10 mL de solu¢do tampéo de fosfato pH 7,00
ao tubo A. Sendo agitado levemente, sem inverter, tampa-se e coloca-se em banho-
maria termostatizado a 30 °C. Agitou-se levemente a cada 5 min, até completar 30 min.
Apos transcorrido esse tempo, foi retirado o tubo do banho e mede-se o pH do liquido
sobrenadante em potenciémetro previamente calibrado. Esta foi a prova em branco.

Ao tubo B adicionou-se volumetricamente 10 mL de solugdo tamponada de ureia
pH 7 e procedeu-se da mesma forma como foi feito no tubo A, anotando o pH da
solucéo sobrenadante resultante. A diferenca de pH entre as duas solugdes é o indice de
atividade ureatica, de acordo com metodologia descrita por Brasil (1991). A atividade
ureética é calculada pela expressao da Equagdo 6.

Atividade ureatica=pH da amostra B - pH da amostra A (Equacéo 6)
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2.4.11 Acido fitico
A determinacdo de 4&cido fitico dos grdos e do EHS foi realizada por

cromatografia de troca ibnica, segundo metodologia descrita por Latta e Eskin (1980),
com modificagdes. Inicialmente, quantificou-se 1 g de amostra previamente moida em
Erlenmeyer de 125 mL e adicionou-se 10 mL de solu¢cdo HCI 0,8 M e submeteu-se a
agitacdo em agitador magnético (Velp Scientifica®) durante 2 h. Em seguida foi
centrifugado (centrifuga MPW®, modelo 351R), a 2000 rpm durante 10 min para a
obtencdo do sobrenadante, 2 mL deste foram transferidos para baldo volumétrico de 50
mL e completou-se o volume com agua ultrapura. Em seguida, foi preparada a coluna
em seringa de vidro contendo 1 cm de 1a de vidro e 0,50 g de resina (Dowex®, 1x4
chloride form) e empacotou-se a coluna, lavando-se com agua ultrapura até que toda a
resina ficasse uniforme no fundo da coluna, descartando a agua que foi utilizada.
Posteriormente, foi eluido 10 mL de NaCl 0,7 M (3 s/gota) e 10 mL de agua ultrapura (3
s/gota). Apds, foi eluido 2 mL da amostra diluida (5 s/gota), desprezando em béquer.
Foi eluido cuidadosamente 10 mL NaCl 0,1 M (3 s/gota), desprezando em béquer.
Eluiu-se cuidadosamente 10 mL NaCl 0,7 M (5 s/gota), coletando-se em béquer. Em
tubos de ensaio foi subdividido o liquido coletado em 3 aliquotas de 3 mL, adicionou-se
1mL do reativo de Wade e agitou-se durante 5 s em agitador tipo "vértex" (Phoenix®,
modelo AP 56) e ejetou-se a amostra para leitura em espectrofotdmetro (Spectro
Vision® modelo DB-1880S) a 500 nm. Os resultados foram expressos em % (g/100 g),
através da Equacdo 7:

AF (%)= ((ABSa - ABSw)x Fd )+ (M x F x10000) (Equacio 7)

Onde: AF (%)= Porcentagem de acido fitico, ABSa = absorbancia amostra; ABSw =
absorbancia Wade; F = fator da curva (diferenca ABS/concentracdo em ug), Fd = fator

de diluigdo e M = massa da amostra, em g.

2.4.12 Componentes minerais
Para a quantificacdo dos componentes minerais, manganés (Mn), potassio (K),

zinco (Zn), magnésio (Mg), cobre (Cu), ferro (Fe) e célcio (Ca) presentes nos graos de
soja e no EHS, em equipamento de espectrometria de absorcdo atdmica com chama —
FAAS (Varian, modelo SpectrAA 55) com digestdo prévia das amostras e diluidas em
acido nitrico 0,5N. (SILVA, 2009a).
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2.4.13 Solidos soluveis
Os solidos soluveis realizado apenas no do EHS foram determinados por

refratometria de acordo com metodologia descrita por IAL (2008) utilizando-se
refratdbmetro de Abbé (Marca Bel® Equipamentos Ltda), corrigido para 20 °C para o

EHS, resultados expressos em °Brix.

2.4.14 Acidez titulavel
Acidez realizada apenas no para o EHS foi determinada em graus Dornic através

da titulacdo com hidroxido de sodio 0,1 N (acidez titulavel), seguindo orientacdes dos
métodos 016/1V e 311/1V do IAL (2008).

2.4.15 Frac0es proteicas da massa molecular por eletroforese (SDS-PAGE)
A SDS-PAGE, realizada no EHS foi conduzida segundo Laemmli (1970) com

pequenas modificacdes, e foi utilizado um gel de poliacrilamida com gradiente de 5-13
0/100 g, pre-moldado em gel de eletroforese Bio-Rad Mini (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA). A amostra de proteina (4,0 mg) foi dissolvida em 1,0 mL de tampao,
bem misturada e deixada em descanso de um dia para outro. Apo6s foi realizada a
centrifugacdo a 6000 rpm por 10 min, o sobrenadante obtido (8 pL) foi carregado em
cada chapa, e marcadores comerciais (Solarbio, Beijing, China) de massa molecular
(11-180 kDa) foram utilizados. A eletroforese foi realizada com tampé&o (0,025 mol/L
Tris, 0,192 mol/L de glicina, 0,1 g/100 g de SDS, pH 8,3) a 80 V seguido de 110 V
quando a linha azul atinge o gel de separacdo. Finalmente, os géis foram corados com
0,1 g/100 mL de azul Coomassie Brilliant (R-250) por 2 h e descoloridos em solucéo de

metanol/acido acético/agua deionizada (5:10:85, por volume) por 12 h.

2.5 Anélise estatistica
Os resultados obtidos foram submetidos a analise de variancia (ANOVA), e as

médias comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 95 % de confianca, utilizando o
software Statistica (versdo 5.0 StatSoft, Inc., Tulsa OK, USA).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao dos graos de soja in natura e do EHS
O teor de umidade dos graos das duas cultivares investigadas foram de 8,56

9/100 g (BRS 267) e 8,10 g/100 g (Vmax), apresentando diferenca significativa entre as
amostras (p<0,05) (Tabela 1), considerados adequados para a manutencdo das
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caracteristicas do grdo durante o armazenamento. De acordo com Benassi e Prudéncio
(2013), a umidade de 8 diferentes cultivares de soja foi investigada e os resultados
obtidos variaram de 8,8 a 10,8 %. Os resultados para umidade do EHS foram de 92,57
% e 91,3 % para as cultivares BRS 267 e Vmax, respectivamente, diferiram
estatisticamente (p<0,05) entre as amostras analisadas. Resultado acima do encontrado
neste trabalho foi reportado por Ciabotti et al. (2007) para o extrato de soja da cultivar
BRS 133, com umidade de 93,70 %.

Em relacdo aos valores de pH, foi possivel verificar que ndo ocorreu diferenca
significativa (p>0,05) entre os valores obtidos para os grdos e o EHS das diferentes
cultivates, obtendo-se valores médios de 6,80 e 6,50 para grdo e EHS, respectivamente
(Tabela 1). Schmidt et al (2017) encontrou valor de pH (6,6) para os gréos de soja
provenientes de cultivares convencionais, categoria S1, resultado que é similar ao
reportado neste trabalho, porém, Boatto et al. (2010) que obteve 4,3 e 4,4 para a cultivar
Embrapa 48 (soja comum) e para a cultivar BRS 213 (soja livre de lipoxigenase),
respectivamente. De maneira geral, a diferenga entre os valores dos trabalhos citados,
podem estar ligadas as diferencas genéticas entre as cultivares de soja, ao periodo de
desenvolvimento dos grdos no momento da colheita e com as condi¢bes de tempo e
temperatura (SILVA, 2009b). Quanto ao pH do EHS Ciabotti (2004) reportou valor
similar ao deste trabalho (5,53).

O teor médio de cinzas para 0os grdos das duas cultivares de soja (Tabela 1)
diferiram significativamente (p<0,05) entre si, pois € comum a soja apresentar variacdo
no teor de cinzas, ja que, este pode sofrer influéncia de fatores climaticos e tipo da
cultivar. Ciabotti et al. (2006) encontraram resultados abaixo do reportado por este
trabalho, com resultados de 3,64 para a soja comum e 3,84 para a soja livre de
lipoxigenase. Para a quantificacdo do contetido de cinzas do EHS (Tabela 1) ndo foi
observada diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras, sendo os valores préximos
aos resultados da Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos — TACO (2011), de
0,5 g/100 g.
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Tabela 1: Carasterizacéo dos graos in natura e do Extrato Hidrossoluvel de Soja -EHS
das cultivares de soja BRS 267 e Vmax.

Gréos in natura EHS
Composicéo
BRS 267 Vmax BRS 267 Vmax
Umidade (g/100 g) 8,56°+ 0,45 8,10°+0,61 | 92,57%+0,06  91,30°+0,10
pH 6,09£0,02  6,07°+0,03 | 6,45%+0,03  6,56%+0,12
Cinzas (/100 g) 5092 +0,06 4,55°+0,12 | 0,41°+0,06  0,422+0,01
Lipidios (a/100 @) | 16.10°+0.26 17.63*+051 | 2.00°+0.11 2.30%+0.10
Proteina bgr)“ta (01100 | 000" + 0,31 35,22°:087 | 3434008  3,05°+0,03
L* 89,7°+0,25  90,2%+0,05 | 72,39°+0,09  76,72%+0,22
*Cor a* -0,51%+0,03  -0,49°%+0,56 | 0,16%+0,06  0,19%+0,03
b* 21,00°+0,03  23,00%+0,37 | 10,09°+0,03  11,82%+0,06
ISN (g/100 g) 65,18°+ 0,85 65,24%+ 0,28 | 55,19°+0,06  56,19%+0,09
IDP (g/100 g) 82,92°+0,68  77,59°+0,45 | 65,24°%+0,05 64,87°+0,06
Inibidor de tripsina | 17 9524087  1846%+1,31 | 2,104025  2,13%0,22
Kunitz (ma.IT/a)
Atividade ureatica 2,23°+0,02  2,36%+0,01 | 0,25*+0,03 0,19°+0,15
Acido fitico (g/100g) | 1,65*+0,08 1,572+0,12 | 1,71%+0,02 1,65%+0,05
Ca | 250,66%0,23 238,00°+0,03 | 189,66°+0,30 167,00°+0,01
Mg | 192,50°#0,53 237,00%0,61 |248,25°+0,23  297,00°+0,51
K |1295,00%0,07 1257,50%0,89 | 1487,00%+0,02 1437,50°+0,25
Componentes 7, 2,90°+0,57  3,00%+0,78 | 3,36%0,05  3,45%+0,26
minerais
(mg/100g) Cu 1.20%+0.20 1.10%0.20 | 1.62%+0.05 1.57%+0.30
Fe 11.33%+0.27  10.66%+0.57 | 9.33%+0.15  8.66%+0.13
Mn 1.75°+0.57 2.50%+0.63 | 2.03°+0.23 2.75%+0.05
Solidos solaveis (°Brix) - - 5,40%+0,06 5,10°+0,05
NN .
Acidez (A) de acido ) ) 1.24+0 11 1,3224+0,15
latico)
Absorcao de 4gua (g
de agua absorvida/100 - - 135,05%+0,12 139,812+0,20
g de graos)

*Cor determinada em colorimetro Minolta (modelo CR-400), L* Luminosidade: O=preto; 100=branco; a*
coordenada de cromaticidade: + 60 = cor vermelha; - 60 = cor verde; b* coordenada de cromaticidade: +
60 = cor amarela; - 60 = cor azul. Média (trés repetigdes) + desvio padrdo seguida de letras iguais
minusculas nas linhas, para cada grupo de andlises, indica ndo haver diferenca significativa em nivel de 5

% (Teste de Tukey).
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Ja o teor de lipidios das cultivares diferiu entre si (p<0,05), indicando que o teor
de lipidios depende da cultivar. A variacdo no teor lipidico entre as cultivares ja era
esperado, pois o tipo de cultivar é um fator que pode influenciar na composicao quimica
do grao, além de outros fatores. Os resultados do EHS em relacdo ao contetido médio de
lipidios também diferiram estatisticamente entre as cultivares (p<0,05) (Tabela 1). Os
resultados obtidos nesta pesquisa, foram inferiores aos reportados por Ignécio et al.
(2019) que encontrou resultados para o teor de lipidios de 18,38 g/100 g. E superiores
ao encontrado por Ciabotti (2004), 15,74 g/100 g.

O contetdo proteico das cultivares diferiu entre si (p<0,05) (Tabelal). Assim
verifica-se que diferentes cultivares podem apresentar concentracdes de proteinas
variadas. E no caso da BRS 267 o contetido proteico mais elevado pode favorecer o seu
uso como fonte de proteina.

O conteudo proteico das cultivares Vmax foi de 35,22 g/100 g e da BRS 267 foi
de 40,09 g/100 g, diferindo entre si (p<0,05). Assim verifica-se que diferentes cultivares
podem apresentar concentracdes de proteinas variadas, corroborando os resultados
obtidos por Lopes et al. (2016) ao avaliar o teor proteico de 10 cultivares em duas
épocas de plantio, que reportou médias de 28,7 a 37 g/100 g. Quanto ao teor de proteina
do EHS que apresentou diferenga significativa entre as cultivares e no caso da BRS 267
0 conteldo proteico mais elevado pode favorecer o seu uso como fonte de proteina. De
acordo com Alves et al. (2012) oito diferentes cultivares, todas desenvolvidas pela
Embrapa Soja e cultivadas na safra 2009/10, foram avaliadas quanto ao teor de proteina
do EHS e foram encotrados resultados de 2,50 a 4,25 g/100g. A Resolucdo RDC n° 268,
22 de setembro de 2005 (BRASIL, 2005), é o regulamento técnico para produtos
proteicos de origem vegetal e estabelece um minimo de 3 % de proteina para Extrato
Soluvel (ES). Porém, podem ocorrer possiveis diferencas da composicdo quimica entre
os ES, devido a variacdo de tecnologia utilizada no processamento, do volume de agua
utilizada na extracao do ES e da cultivar da soja (TASHIMA; CARDELLO, 2003).

Ao analisar os valores médios dos parametros colorimétricos dos graos de soja
(in natura) observa-se que a luminosidade (L*) das amostras (Tabela 1) diferem
significativamente (p<0,05), as duas cultivares indicaram cor amarela clara. A BRS 267
apresentou valor de L* menor (89,7), 0 que caracteriza coloracdo mais clara para 0s
gréos dessa cultivar, quando comparada com a Vmax, porém as duas duas cultivares
apresentam hilos marron claro. Da mesma forma o extrato da BRS 267 (valor médio

72,39), o qual também diferiu significativamente em relacdo a luminosidade do EHS da
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cultivar Vmax (76,72). Os extratos apresentaram indices significativamente (p<0,05)
diferentes entre as cultivares. Ramalho et al. (2020) reportou resultados de 8 genotipos
de soja convencionais com valores de L* de 12,60 a 27,72, resultados estes inferiores ao
encontrado neste trabalho. A cor dos grdos € muito importante pois estd relacionada
com a aceitabilidade destes e pode ser utilizada como um pardmetro importante na
escolha do processamento de produtos desenvolvidos a partir da soja, como € o caso do
extrato de soja e do tofu que possuem coloracdo entre o branco e amarelo claro e esta
caracteristica se relaciona a qualidade do produto (CIABOTTI et al., 2007). A coloragéo
amarela é uma vantagem pelo fato de que cultivares de casca e hilo claros sdo mais
adequadas para utilizacdo na alimentacdo humana. (LIU et al. 1995; SILVA et al.,
2009b). De acordo com Zilic et al. (2006), maiores temperatura e tempo de
processamento podem interferir negativamente na variavel L*, indicando formacédo de
pigmentos, possivelmente devido a ocorréncia do processo de caramelizacdo de
acucares ou da reacdo de Maillard, que pode ocorrer quando agucares redutores séo
aquecidos na presenca de proteinas, resultando no escurecimento dos produtos
alimenticios.

Os resultados negativos para o indice a* nos grdos in natura, mostram tendéncia
para a cor verde que se modifica com o tratamento térmico aparecendo uma tendéncia a
formagé&o da cor vermelha, com resultados positivos para o EHS das cultivares BRS 267
e Vmax. Para os valores de b*, tanto para os graos (in natura) como para os EHS, as
cultivares apresentaram diferengas estatisticas (p<0,05), sendo que 0 parametro “b”
diminui para o EHS. Resultados similares sdo reportados por Pereira e Seibel (2016),
que analizou a cultivar BRS 257 quanto a de cor dos EHS e os resultados do parametro
a* indicou que todos o0s extratos sdo esverdeados (valores negativos) e o parametro b*
indicou que sdo amarelos (valores positivos).

Em relacdo a solubilidade da proteina é possivel verificar que o indice de
solubilidade de nitrogénio (ISN) ndo diferiu significativamente ao comparar os valores
obtidos para os grdos (in natura) das diferentes cultivares, as quais apresentaram um
valor médio de 65,21 g/100g. Resultado similar foi reportado por Schmitz et al. (2017)
(65,29 ¢/100 @), para os grédos de soja provenientes de cultivares convencionais,
categoria S1. E o resultado deste trablho foi maior ao encontrado por Rigo et al. (2015)
para a cultivar BRS 267 sem branqueamento e com casca (63,58 g/100g) e para a

cultivar BRS 257 sem branqueamento e com casca (62,30 g/100g).
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No entanto, ao comparar os resultados do IDP dos gréos das distintas cultivares,
observa-se diferenga significativa (p<0,05), com valor superior (82,92 g/100 g) para a
cultivar BRS 267 e menor para Vmax que apresentou 77,59 ¢g/100 g. Schmitz et al.
(2017) encontraram 87,59 ¢/100g para os grdos de soja, ja Rigo et al. (2015)
encontraram resultados de de 82,55 g/100g de média para as cultivares Vmax (cultivar
de soja convencional), BRS 267 e BRS 257.

O ISN dos EHS da cultivar Vmax apresentou valor superior (56,19 g/100 g) em
relacdo a BRS 267 (55,19 ¢g/100 g). Estudos realizados por schmitz et al. (2017),
reportaram resultados de 56,13 g/100g para EHS. Quanto ao IDP do EHS das cultivares
BRS (65,24 g/100 g) e Vmax (64,87 g/100 g), apresentaram diferenca significativa entre
as amostras (p<0,05). Resultados superiores foram reportados por Schmitz et al. (2017)
(69,92 ¢/100 g). Os valores de IDP e de ISN sdo utilizados como parametro da
funcionalidade da proteina, sendo assim quanto maior a solubilidade, menor o grau de
desnaturacdo da proteina (RIGO et al. 2015). Assim, pode-se perceber que o uso de
altas temperaturas durante a obtencdo do EHS pode ter causado a diminui¢do da
solubilidade, quando comparado com a soja in natura. Wang et al. (2000) reportou que
o nivel da solubilidade de nitrogénio da farinha de soja foi reduzindo pela aplicacao de
calor umido e que, a maior redugdo dos indices de solubilidade ocorreu durante os
primeiros 10 min de aquecimento.

Os valores de inibidor de tripsina Kunkitz (ITK) ndo apresentaram diferenca
significativa para as duas cultivares de soja estudadas. Este composto é termo-label,
podendo ser reduzido por diferentes tratamentos térmicos durante o processamento da
soja. A inativacdo do inibidor de tripsina é possivel, mesmo sabendo que a BRS 267 é
uma cultivar que foi desenvolvida para a alimentagdo humana, todas deverdo passar por
um processamento fisico, como o calor, para estarem aptas para 0 consumo
(ANDRADE et al. 2010). Os resultados desse trabalho mostraram uma consideravel
diminuicdo dos teores de IKT no EHS em relagdo a soja in natura (Tabela 1).
Comparado ao teor original nos gréos (in natura), houve mais de 88 % de reducéo para
os dois extratos hidrossoluveis. A redugdo do ITK pode ser devido ao processamento
térmico durante a extracdo do EHS, pois de acordo com Preece et al. (2017) a utilizagdo
de temperatura é necessaria para inativar os inibidores de tripsina.

A atividade uredtica (Tabela 1) nos grédos de soja da cultivar BRS 267 foi menor
do que para Vmax. Enquanto no EHS a atividade ureética foi maior para BRS 267.

Porém, para ambas as cultivares oberva-se uma reducdo da atividade ureatica de 89 % e
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92 %, respectivamente, para 0s extratos de BRS 267 e Vmax em comparacdo com 0s
gréos in natura. Os dados apresentados neste estudo confirmam que os tratamentos
hidrotérmicos da soja proporcionam a eliminacdo de enzimas e compostos
antinutricionais (LIMA et al. 2011).

Os teores de acido fitico nos grdos e no EHS ndo diferiram estatisticamente
(p>0,05), para cada grupo, e os resultados foram inferiores a 2 %, o que pode
caracterizar a soja como alimento funcional, pois segundo Kumar et al. (2005), uma
composicao alta, acima de 10 %, torna esse componente uma substancia antinutricional,
porém em baixas concentracdes tem acdo funcional. De acordo com Moreira et al.
(2012) a soja apresenta excelente valor nutritivo e possui compostos bioativos, como
acido fitico que pode ser benéfico, pois apresenta acdo antioxidante e deletérias ao
organismo humano, devido ao efeito quelante em relacdo aos minerais divalentes.

A estrutura quimica do &cido fitico € composta por seis grupos fosfatos
anionicos, nos quais ha atomos de oxigénio com elétrons livres. Esta estrutura facilita a
complexacdo do &cido fitico com cations divalentes como cobre, zinco, ferro e calcio
(TEIXEIRA et al., 2013). Esta complexacdo pode resultar na menor biodisponibilidade
desses minerais no organismo, o que pode provocar efeito antinutricional (KUMAR et
al., 2010). Quanto a funcdo antioxidante, possivelmente, esta seja responsavel pelos
efeitos anticarcinogénicos e antineoplasicos do acido fitico no organismo humano
(SHAMSUDDIN et al., 2002). Assim, torna-se importante compreender 0S mecanismos
de acdo do acido fitico, pois € necessario obter os valores e 0s seus efeitos benéficos,
para que estes possam se sobrepor aos efeitos antinutricionais no organismo.

Quanto aos valores de minerais Fe, Cu, K e Zn (Tabela 1), ndo foram observadas
diferencas significativas (p>0,05) para grdos de soja (in natura) e EHS das cultivares
BRS 267 e Vmax. Porém, Ca, Mn e Mg foram estatisticamente diferentes (p<0,05) para
cada grupo analisado. E possivel observar que em relagdo aos minerais, o K foi o
mineral que apresentou maior quantidade, sendo maior para a cultivar BRS 267.
Consequentemente, para 0 EHS (Tabela 1) os valores de K também foram maiores que
o0s demais minerais. A composicao de calcio da soja é significativa, porém, para o EHS
os valores de calcio diminuiram quando comparados a soja in natura, mas ainda
apresentaram resultados expressivos. Assim, os derivados de soja podem ser
consumidos por seres humanos para suprir estes minerais.

Os valores dos solidos solGveis do EHS apresentaram diferenca significativa

(p<0,05) entre as amostras (Tabela 1), sendo maior para a BRS 267 quando comparada
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com a Vmax. De acordo com Ignacio et al. (2019) valor maior foi encontrado para
solidos soluveis totais do extrato de soja liofilizado (5,9 °Brix).

A acidez do EHS nédo apresentou diferenca significativa (p>0,05) para as
cultivares BRS 267 e Vmax. Resultados similares foram reportados por Martins et al.
(2013) que foi de 0,1 e 0,2 % acido latico. Porém resultados superiores foram
encontrados por Marin et al. (2014) que obtiveram acidez de 0,46 % de acido latico para
0 EHS. A acidez é um dos pardmetros de qualidade da soja que pode influenciar nas
caracteristicas de seus derivados, podendo apresentar reducdo do rendimento do tofu
porque a acidez pode atuar como um coagulante e acelerar a coagulacdo de proteinas
(ROSSET, 2007).

A capacidade de absorcdo de agua dos grdos foi maior para a cultivar Vmax
(Tabela 1). A absorcdo de agua pode estar ligada a caracteristica da cultivar, que pode

apresentar maior porosidade no tegumento dos grdos (BARROS NETO et al. 2014)

3.2 Influéncia do tempo e da temperatura no processo de obtencdo do EHS
A Tabela 2 apresenta o teor de proteina do EHS das cultivares de soja BRS 267 e

Vmax em funcdo do tempo e temperatura no processo de obtencdo do EHS, para o qual
observa-se que as maiores concentracdes foram acima de 3,40 ¢g/100 g no EHS da
cultivar BRS 267, e acima de 3,00 g/100 g no EHS da cultivar Vmax, empregando 45
°C e 6 h de maceracdo (ensaios 9, 10 e 11).

Tabela 2: Teor de proteina do EHS das cultivares de soja BRS 267 e Vmax em fun¢édo
do tempo e temperatura no processo de obtencdo do EHS.

Proteina* (%o)

1 (0]
Ensaios Tempo (h)  Temperatura (°C) BRS 267 Ve
1 -1(2) -1(35) 2,90 £ 0,09 2,77 £ 0,25
2 1(10) -1(35) 2,42 £ 0,27 2,46 £ 0,47
3 -1(2) 1(55) 3,22 £0,07 2,91+ 0,06
4 1(10) 1(55) 2,80 +£0,29 2,61+0,35
5 -1,41(0,36) 0(45) 3,07 £ 0,09 2,85+0,08
6 1,41(11,64) 0(45) 2,19+£0,01 2,16 £ 0,04
7 0(6) -1,41(30,90) 2,73+ 0,14 2,25+ 0,06
8 0(6) 1,41(59,10) 3,14+0,12 2,54 £ 0,34
9 0(6) 0(45) 3,46 £ 0,09 3,00 £ 0,05
10 0(6) 0(45) 3,43 £ 0,09 3,07+0,11
11 0(6) 0(45) 3,40 £ 0,09 3,08+0,12

* variaveis independes fixas: 150 g de grdos e 500 mL de agua.
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As EquacOes 8 e 9 apresentam os modelos codificados de segunda ordem que
descrevem os teores de proteina em funcdo das varidveis analisadas (tempo e
temperatura), dentro das faixas estudadas, para a cultivar BRS 267 e Vmax,
respectivamente. Os modelos foram validados pela andlise de variancia, pela qual
obteve-se um coeficiente de correlacdo de 0,99 e 0,93 e o F calculado de 5,05 vezes
maior que os valores tabelados para as duas cultivares BRS 267 e Vmax. Estes valores
permitiram a construcao das superficies de respostas e curvas de contorno apresentadas

na Figura 1.

Concentracdo de proteina BRS 267 (%) = 3,43-0,53*t-0,78*t>+0,32*T-0,47* T2
(Equacéo 8)
Concentragdo de proteina Vmax (%) = 3,05-0,40*t-0,43*t>+0,18*T-0,54*T2
(Equacéo 9)

Onde: t = tempo (h) e T = Temperatura (°C).

Na Figura 1 é apresentada a curva de contorno referente aos efeitos das
interacdes entre as variaveis tempo e temperatura, na qual pode-se observar que a
maximizacdo da extracdo da proteina se da com tempo na regido proxima a 6 h e
temperatura aproximadamente 45 °C para ambas as cultivares (BRS 267 e Vmax).
Conforme Zuo et al. (2016), a intensidade do tratamento térmico pode influenciar a

solubilidade das proteinas pela desnaturacdo e aglomeracao irreversivel das mesmas.
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Figura 1: Curvas de contorno do teor de proteina em funcdo do tempo (h) e da
temperatura (°C) do processo de obtencdo do EHS das cultivares BRS 267 (a) e Vmax

(b).
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Os teores de proteina do EHS, nos ensaios 9, 10, e 11, foram iguais ou
superiores a 3 % e assim estdo dentro dos padrdes da legislagdo vigente (BRASIL,
2005), que estabelece para produtos proteicos de origem vegetal teor minimo de 3 % de
proteina para EHS na forma liquida. A proteina da soja possui alegacédo de propriedade
funcional aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), sendo
que o consumo diario de no minimo 25 g de proteina de soja pode ajudar a reduzir o
colesterol (BRASIL, 2008).

3.3 Fragdes proteicas nos EHS
Os EHS (ponto central do planejamento) obtidos foram caracterizados em

relagdo ao seu perfil molecular (SDS-PAGE) em condic¢des de desnaturacdo (Figura 2).
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Figura 2: SDS-PAGE de proteinas solUveis presentes em sobrenadantes obtidos a partir
de: A - Marcadores de massa molecular, B - EHS da Vmax, C - EHS da BRS 267.

A partir do gel de SDS-PAGE (Coluna A- padrdo albumina de soro bovino com
200 kDa de massa molecular, coluna B- EHS Vmax e C- EHS BRS 267 - Figura 2
observa-se que ha fragdes proteicas com bandas entre 10 e 60 kDa. Com proporgdo
maior entre 10 e 25 kDa e em 30, 40 e 50 kDa para o EHS da Vmax. No EHS da BRS
267 visualiza-se maior prevaléncia entre as bandas 10 ¢ 15 kDa ¢ entre 40 e 50 kDa. A
modificacdo das bandas ap6s o0 0 aquecimento, possivelmente ocorreu porque as

proteinas apresentaram modificacdo da extrutura. De acordo com Yum et al. (2005) em
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soja geneticamente modificada encontrou bandas de proteina definidas a 80 kDa e 50
kDa na soja selvagem, e uma distribuicdo semelhante de bandas de proteina foi
observada abaixo de 40 kDa. Em outro trabalho foram reportadas bandas visiveis em 60
kDa e proximas a 12 kDa para duas linhagens comerciais ndo transgénicas de soja
avaliadas (PANDA et al. 2013).

4 CONCLUSAO
Os gréos de soja (in natura) e o EHS da cultivar BRS 267 apresentaram maiores

teores de proteina, umidade, acido fitico, IDP e composi¢cdo mineral (Ca e Mn) quando
comparados com a Vmax. Através do Delineamento Composto Central Rotacional 22
verificou-se que ao aumentar a temperatura de extracdo de 22 °C para 45 °C ha uma
reducdo de 10 h no processo de maceracdo dos gréos de soja das cultivares BRS e Vmax
para producdo do EHS com teores de proteina acima de 3 %, respeitando 0 que

preconiza a legislacdo vigente quanto a este componente.
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Capitulo 2

ELABORACAO E CARATERIZACAO DE TOFUS COM EXTRATO
HIDROSSOLUVEL DAS CULTIVARES DE SOJA BRS 267 E VMAX
UTILIZANDO FLOR DO CARDO (CYNARA CARDUNCULUS L.) COMO
COAGULANTE

RESUMO

O objetivo do presente estudo foi desenvolver tofus com extrato hidrossolivel de
cultivares de soja, BRS 267 e Vmax, coagulados com flor do cardo (Cynara
cardunculus L.) e cloreto de magnésio, bem como caracterizd-los quanto as
propriedades fisicas, quimicas e microbioldgicas, analise de perfil de textura, estrutura,
aceitacdo sensorial e intencdo de compra. Os teores de umidade, pH, cinzas, proteina
bruta, sélidos solGveis e sinérese diminuiram com os dias de armazenamento (1°, 7° e
14° dias) e os indices de Inibidor de tripsina Kunitz, atividade ureatica e acido fitico se
mantiveram inalterados para as todas as formulacdes de tofu elaborados com as
cultivares Vmax e BRS 267 coagulados com flor do cardo e cloreto de magnésio
(formulacbes (F1: BRS 267 e flor de cardo; F2: Vmax e flor de cardo; F3: BRS 267 e
cloreto de magnésio; F4: Vmax e cloreto de magnésio). Quanto ao teor de antioxidantes
as formulagcbes F1 e F2 apresentaram resultados inferiores em relacdo aos seus
respectivos Extrato Hidrossollvel de Soja (EHS). A fracdo proteica do extrato da flor
do cardo e dos tofus apresentaram bandas entre 10 ¢ 60 kDa e de 10 a 45 kDa,
respectivamente, ndo sendo possivel diferenciar as formulacdes de tofu, pois a variacao
foi muito pequena. Através das imagens de microestrutura eletrénica de varredura,
identificou-se particulas dispersas no inicio da coagulacdo e formacdo de coagulos nos
tofus. Em relacdo a cor, foi possivel verificar que todos os tofus apresentaram cor clara,
porém foi possivel diferenciar as formulagdes através dos parametros instrumentais de
cor avaliados (L*, a*, b*, AE e °Hue), 0s quais indicaram que durante o periodo de
armazamento ocorreu leve amarelamento das amostras. Para o perfil de textura,
observou-se que a dureza e a gomosidade apresentaram tendéncia de aumento e
enguanto a elasticidade e coesividade tiveram tendéncia de reducdo, com o passar dos
dias de armazenamento. Quanto as analises microbioldgicas, as formulacdes de tofus
atenderam a legislacdo vigente. Na avaliacdo sensorial dos tofus, as formulacdes F1 e
F2, coaguladas com a flor do cardo, apresentaram maior aceitacao sensorial e intencao
de compra, demonstrando que os resultados dos tofus coagulados com flor do cardo séo
promissores em relacdo aos tofus obtidos com coagulante comercial (MgCl»). Os tofus
apresentaram caracteristicas tecnolégicas e aceitagdo, com teores de proteina acima de
12 %, utilizando a flor do cardo, indicando que o uso do coagulante vegetal pode
representar mais uma alternativa de produto para 0s consumidores veganos e
intolerantes a lactose.

Palavras-chave: textura, aceitacdo, coagulante vegetal, veganos.
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ELABORATION AND CHARACTERIZATION OF TUFOS WITH SOY
CULTIVARS BRS 267 AND VMAX USING CARD FLOWER AS COAGULANT

ABSTRACT

The aim of the present study was to develop tofus with water-soluble extract of soybean
cultivars, BRS 267 and Vmax, coagulated with thistle flower (Cynara cardunculus L.)
and magnesium chloride, as well as to characterize them in terms of physical, chemical
and microbiological properties. , texture profile analysis, structure and sensory
acceptance and purchase intent. The contents of humidity, pH, ash, crude protein,
soluble solids and syneresis decreased with the storage days (1st, 7th and 14th days) and
the Kunitz trypsin inhibitor, urea activity and phytic acid levels remained unchanged for
all tofu formulations prepared with cultivars Vmax and BRS 267 coagulated with thistle
flower and magnesium chloride (formulations (F1: BRS 267 and thistle flower; F2:
Vmax and thistle flower; F3: BRS 267 and magnesium chloride; F4: Vmax and
magnesium chloride) Regarding the antioxidant content, the F1 and F2 formulations
presented inferior results in relation to their respective Hydrosoluble Soybean Extract
(EHS). The protein fraction of the thistle flower extract and the tofus presented bands
between 10 and 60 kDa and 10 to 45 kDa, respectively, it is not possible to differentiate
the tofu formulations, as the variation was very small. Coagulation and clot formation in
tofus. Regarding color, it was possible to verify that all tofus showed light color,
however it was possible to differentiate the formulations through the instrumental color
parameters evaluated (L *, a *, b *, AE and °Hue), which indicated that during the
storage period, there was a slight yellowing of the samples. For the texture profile, it
was observed that the hardness and gummyness showed a tendency to increase and
while the elasticity and cohesiveness had a tendency to decrease, with the passing of the
storage days. Regarding microbiological analysis, tofus formulations complied with
current legislation. In the sensory evaluation of tofus, F1 and F2 formulations,
coagulated with thistle flower, showed greater sensory acceptance and purchase
intention, demonstrating that the results of tofus coagulated with thistle flower are
promising in relation to tofus obtained with commercial coagulant (MgClI2). The tofus
showed technological characteristics and acceptance, with protein content above 12 %,
using the thistle flower, indicating that the use of vegetable coagulant can represent
another product alternative for vegan and lactose intolerant consumers.

Keywords: texture, acceptance, vegetable coagulant, vegans.

2.1 INTRODUCAO

Devido a crescente incidéncia de doengas na populacdo mundial, a busca por
alimentos de qualidade e que possam contribuir para melhorar o estado de salde das
pessoas é crescente. Algumas doencas estdo relacionadas com fatores alimentares, como
contaminagdo fungica de grdos, deficiéncia de selénio e desequilibrio na ingestdo de
proteinas (WANG et al., 2020). Os habitos alimentares cada vez mais pobres da
sociedade moderna, que estd habituada ao chamado “fast food”, e que tém sido
acompanhados por epidemias de obesidade e disturbios metabdlicos que aumentam
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substancialmente a prevaléncia de condicGes crénicas, como é o caso de doencas
cardiovasculares, que podem ser prevenidas com o consumo de diferentes alimentos
(TSOUPRAS et al., 2018). Uma fonte de proteina, que se apresenta como uma
alternativa interessante é a soja (Glycine max) que possui quantitativamente um alto teor
de proteina (40 %) (CHIBEBA et al., 2018).

O consumo da soja e de seus derivados pelos humanos € limitado pelo sabor
amargo, rangoso e adstringente (sabor de feijdo cru ou “beany flavor”). Porém, de
acordo com Silva et al. (2018), o interesse do consumidor por alimentos a base de soja
aumentou nos ultimos anos. No entanto, caracteristicas sensoriais ainda dificultam a
inclusdo da oleaginosa na dieta e a aceitacdo de produtos de soja. Estas caracteristicas
sdo decorrentes da acdo de lipoxigenases, enzimas que catalisam a adi¢édo de oxigénio
molecular ao sistema pentadieno de acidos graxos poliinsaturados, formando
hidroperdxidos dos &cidos gordurosos correspondentes. Entretanto estas enzimas podem
ser inativadas por tratamento térmico préximo de 100 °C durante 5 a 10 min (MAIA et
al., 2006) ou pela utilizacdo de cultivares de soja, desenvolvidas pelos programas de
melhoramento genético, que apresentam caracteristicas mais adequadas ao consumo
humano, isentas das enzimas lipoXxigenases, ou que apresentam sabor mais suave
(CARRAO-PANIZZI; SILVA, 2011).

Além disso, devido ao melhoramento genético da soja é possivel a obtencdo de
cultivares especiais que possuem caracteristicas apropriadas para elaboracdo de
produtos alimenticios (CARRAO-PANIZZI et al., 2012; CANTELLI et al., 2017). O
melhoramento genético da soja além de favorecer a qualidade sensorial da soja e de seus
produtos, também pode ocasionar beneficios a saide dos consumidores ocasionando um
aumento do seu consumo, estimulando assim, o desenvolvimento e oferta de produtos a
base de soja com melhores caracteristicas (RIGO et al. 2015). Por isso diferentes
segmentos de grandes e pequenas industrias tém formulado produtos com soja, sendo
alguns de uso direto e outros indiretos via alimentos industrializados, como é o caso da
farinha de soja utilizada em panificagédo (HE E CHEN, 2013; DAHMER et al., 2018),
tofu (SCHMIDT et al., 2017), brotos (CANTELLI et al., 2017), bebida de soja
(THEODOROPQULOS et al. 2018) e silagem de soja (VIEIRA et al., 2018).

Dentre os diversos produtos desenvolvidos a partir da soja, destaca-se o tofu,
originario da China e cada vez mais popular. O tofu contém alto teor de proteinas (em
torno de 8,8 %) e acidos graxos essenciais, como acido linoleico, acido linolénico e
acido araquidénico (BENASSI et al., 2013; GUO et al., 2018). E mais consumido pelas
pessoas no leste da Asia e tem sido amplamente aceito por pessoas de diferentes areas
do mundo (FEI et al., 2017; LEE et al., 2017).

Considerado um alimento saudavel, pode ser utilizado como substituto de
produtos de origem animal, e apresenta-se como uma fonte importante de proteina
quando comparado com carne, peixe e queijo, tornando-se importante para individuos
veganos (LI et al., 2015). Além do publico vegano pode ser consumido por individuos
que apresentam intolerancia a lactose, mas pode ser consumido também pela sociedade
no geral que é adepta a uma alimentagdo saudavel. Possui sabor suave e textura porosa,
é livre de colesterol, bem como excelente fonte de proteinas, minerais e acidos graxos
poli-insaturados (PAULETTO e FOGACA, 2012; SERRAZANETTI et al., 2013).
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Produtos a base de soja como o leite de soja, bebidas a base de soja sdo
produzidos adicionando varios ingredientes a base de soja, tais como sabores, gomas,
estabilizantes, minerais, vitaminas, agucares, sucos de frutas (PERFEITO et al. 2017;
BORGES et al. 2016). Na formulacdo de tofu, visando atender ao consumo de
individuos veganos, pode-se utilizar coagulantes de origem vegetal como opcéo de
coagulacao do tofu, como kiwi, liméo e gengibre e os efeitos de coagulacdo podem ser
diferentes entre as espécies de vegetais testadas no processamento de tofu, ocasionando
diferencas principalmente na textura do produto, a qual pode ser ocasionada pela
variacdo de pH e temperatura de coagulacdo (SCHMIDT et al., 2017).

Outro coagulante vegetal que pode ser utilizado ¢ a flor do cardo, coagulante de
leites, sendo que uma das espécieis mais utilizadas é derivada da Cynara cardunculus
L., porém ndo descrito na literatura para a coagulacdo de EHS. Normalmente, este
coagulante é utilizado para a obtengdo de um queijo de leite de ovelha amanteigado,
com caracteristicas sensoriais diferenciadas devido a sua maior capacidade proteolitica,
que favorece a formacdo de queijos com caracteristicas inigualaveis e amplamente
aceitas pelos consumidores (GARCIA et al., 2011; FAION et al., 2020).

Tradicionalmente, o tofu consiste em um gel desenvolvido a partir do extrato de
soja, que apresenta a primeira etapa como a desnaturacdo das proteinas pelo calor e de
acordo com o meétodo utilizado, tipo de coagulante e o teor de umidade, pode ser
denominado como tofu firme, tofu macio e tofu tipo silken. Outros parametros como o
rendimento e a qualidade do produto sdo influenciados pelo tipo de cultivar de soja,
qualidade do grédo (que depende das condigdes de cultivo da planta e do
armazenamento) e pelas condi¢des de processamento do tofu (LI et al., 2013).

Desta forma, o objetivo do presente estudo foi desenvolver tofus com extrato
hidrossoluvel de cultivares de soja, BRS 267 e Vmax, coagulados com flor do cardo e
cloreto de magnésio, caracterizad-los quanto as propriedades fisicas, quimicas e
microbioldgicas, analise de perfil de textura, morfologia dos granulos ap6s a coagulagdo
e caracteristicas sensoriais pelos testes de aceitacdo e intencdo de compra.

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Soja

Os graos de soja (Glycine max (L.) Merrill) das cultivares BRS 267 e Vmax,
oriundas da regido de Passo Fundo — RS, foram fornecidos pela Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria (Embrapa) — Centro Nacional de Pesquisa Trigo.

2.2.2 Obtencao do Extrato HidrossolUvel de Soja (EHS)

O EHS foi obtido conforme metodologia descrita por Scherer et al. (2021),
utilizando para o processo de maceragédo o tempo de 6 h e temperatura de 45 °C. A partir
da obtencdo do EHS foi realizada a caracterizacdo do teor de proteinas, atividade
antioxidante e determinacdo de pH.

2.2.3 Obtencéo do extrato coagulante de flor do cardo
Para o desenvolvimento do tofu com flor de cardo como coagulante, utilizou-se
metodologia modificada de Almeida et al. (2010). As amostras de flor do cardo foram
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obtidas de ervaria de Viana do Castelo de Portugal. Para a preparacdo do coagulante
vegetal foi utilizada 3,5 g de flor do cardo e 25 g de sal, os quais foram macerados e esta
mistura foi utilizada para 1 L de EHS. Apds preparado o coagulante, este foi utilizado na
proporgdo de 2 mL para 2 L de EHS, 30 °C e 60 min. Do extrato da flor do cardo foi
realizada a caracterizacdo das fragOes proteicas, atividade de protease, pH e atividade
antioxidante.

2.2.4 Elaboracéo de formulag6es de tofu

Os tofus foram elaborados com as duas cultivares (BRS 267 e Vmax) a partir da
metodologia adaptada de Benassi et al. (2011) utilizando extrato coagulante flor do cardo
e MgCl> (formulacdo padrdo). Os tofus foram denominados F1 — cultivar BRS 267 e
coagulante flor do cardo, F2 — cultivar Vmax e coagulante flor do cardo, F3 — cultivar
BRS 267 e coagulante MgClz, F4 — cultivar Vmax e coagulante MgCl.. Inicialmente 2 L
do EHS foi tratada termicamente em recipiente coberto, sob fogo direto, até temperatura de
90 °C, seguido de mais 10 min em banho-maria. Apds aquecimento, o EHS foi transferido
para um recipiente de vidro e deixado arrefecer até a temperatura adequada de coagulacédo
(variavel de acordo com o agente coagulante utilizado), para flor do cardo 30 °C e e 70 °C
para 0 MgCl> (utilizado 5 g diluido em 40 ml de &gua destilada para 2 L de EHS). Atingida
as temperaturas, foram adicionados o0s agentes coagulantes, nos respectivos EHS,
homogeneizado e deixado em repouso para coagular (tempo de coagulacdo varidvel
conforme coagulante utilizado, sendo 60 min para flor do cardo e 20 min para o cloreto
de magnésio).

Ap0s a coagulacdo, realizou-se o corte da coalhada em movimentos transversais
lentos e tamanho de granulos de 2 cm. A coalhada foi colocada em formas plasticas de
aproximadamente 500 mL, perfuradas e forradas com “tunil”, por 30 min. Apoés retirados
da forma, os tofus foram acondicionados em recipientes plasticos fechados, sem adicdo de
agua, em geladeira a temperatura de 4 °C e armazenados por 14 dias. Os tofus, obtidos a
partir das diferentes formulacGes, foram caracterizadas quanto a umidade, pH, cinzas,
lipidios, proteina bruta, indices de cor (L*, a*, b*, C*, °Hue e AE), inibidor de tripsina
Kunitz (ITK), atividade uredtica, acido fitico, sélidos sollveis, acidez, sinérese, analise do
perfil textura, analise microbioldgica (coliformes a 45 °C, contagem de Staphylococcus
coagulase positiva e pesquisa de Salmonella sp.) durante o 1° 7° e 14° dias de
armazenamento. O rendimento, a fracdo proteica e a atividade antioxidante foram obtidas
durante o primeiro dia da elaboracdo das diferentes formulacoes de tofu. A morfologia dos
granulos da estrutura avaliada no inicio e fim da coagulacdo de cada formulacédo de tofu
elaborada.

2.2.5 Determinacéo de rendimento e sinérese
O rendimento do tofu foi calculado de acordo com Benassi et al. (2011),
utilizando a Equacdo 1, que d& ao tofu a propor¢do em massa corrigida para o volume
parcial de EHS utilizado. A massa de cada tofu foi relacionada a massa inicial de graos
e o rendimento foi expresso em termos de g de tofu/100g de graos. Os resultados foram
expressos em base Umida.
(Equacéaol)
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massado tofu N massado EHS
massadesoja massadesoja

Rendimento dos tofus = x100

O indice de sinérese foi determinado nos tofus pelo método da drenagem, de
acordo com Hassan et al. (1996), para o qual uma determinada quantidade de amostra
foi transferida para um funil contendo papel filtro Whatmann quantitativo n® 5. O
volume do soro coletado durante 4 h a 4 °C foi quantificado e o indice de sinérese foi
calculado de acordo com a Equacgdo 2. O indice de sinérese foi expresso em termos de
%, em base Umida.

(Equacéo 2)
Massado soroapc’)sfiltragéox
Massada amostra

Sinérese = 100

2.2.6 Andlise microbiolégica

As andlises microbioldgicas dos tofus consistiram na determinacdo do Numero
Mais Provavel (NMP) de coliformes a 45 °C, contagem de Staphylococcus coagulase
positiva e pesquisa de Salmonella sp., conforme estabelecido pela RDC 331/2019
(BRASIL, 2019b) e IN 60/2019 (BRASIL, 2019a). A contagem de B. cereus foi
realizada em agar seletivo para cereus (Acumedia) (SILVA et al., 2007).

Para a determinacdo de Coliformes a 45 °C, partiu-se da informacdo de que as
bactérias que pertecem as coliformes fecais sdo capazes de fermentar a lactose
produzindo géas a 45 °C. Dentro deste grupo, a Escherichia coli é a principal bactéria e
para a determinacdo de coliformes fecais, foi utilizada a técnica do NUmero Mais
Provavel (NMP), seguindo o Manual de Métodos de Anaélise Microbioldgica de
Alimentos (SILVA et al. 2001). E a andlise realizada em 3 etapas diferentes, que
consitiram: na preparacdo da amostra e diluicdes seriadas, em teste presuntivo e teste
confirmativo de coliformes fecais, descritas abaixo.

O Preparo da amostra e diluicdes: Manteve-se acesa uma lamparina entre uma
balanca e a amostra, com o intuito de esterilizar o ambiente. Transferido 25 g de cada
amostra, utilizando faca e colher esterilizadas, para um frasco erlenmeyer previamente
esterilizado contendo 225 mL de &gua peptonada 0,1 %, e em seguida foi
homogeneizado (diluigdo 10). Em seguida, transferido 1 mL desta primeira diluicdo
para um tubo de ensaio contendo 9 mL de agua peptonada 0,1 % e foi homogeneizado
(diluicdo 102). Entdo, foi retirado 1 mL deste tubo de ensaio e adicionou-se em outro
tubo de ensaio contendo novamente 9 mL de agua peptonada 0,1 % e homogeneizou-se
(diluicdo 103).

Teste presuntivo: nesta etapa foram retiradas aliquotas de 1 mL de cada diluigdo
e inoculadas em 3 tubos contendo Caldo Lauril Sulfato Triptose (LST) com um tubo de
Durham dentro. No total foram utilizados 9 tubos para cada amostra coletada, e em
seguida, foram incubados a 35 °C por 24 h. Apos esse periodo observou-se a ocorréncia,
ou nédo de gas dentro do tubo de Durham e/ou turvacdo do meio dentro do tubo. No caso
da da presenca de gas e/ou turvacdo, deve-se realizar o teste confirmativo para
Escherichia coli.
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Teste confirmativo: para a obtencdo da confirmacao da presenca de Coliformes
fecais, foi transferido 1 algada, utilizando a alga de platina, para cada tubo positivo com
caldo LST para igual quantidade de tubos contendo caldo EC (Escherichia coli). Em
seguida, foram incubados a 43 °C por 24 h. A presenca de gas no interior dos tubos de
Durham e/ou a turvacdo do meio é considerada reacdo positiva para contaminacao de
origem fecal.

A determinacdo de Salmonella foi realizada seguindo metodologia do Manual de
Métodos de Analise Microbioldgica de Alimentos (SILVA et al. 2001), e seguiu 3
etapas diferentes, sendo elas: Pré-enriquecimento em caldo ndo seletivo,
Enriquecimento em caldo seletivo e Plaqueamento diferencial. Os resultados sdo
classificados como auséncia ou presenca de Salmonella. As etapas estdo descritas
abaixo.

Pré-enriquecimento em caldo ndo seletivo: inicialmente realizou-se a pesagem
da amostra (25 g) que foi acondicionada em um tubo erlenmeyer contendo 225 mL de
caldo lactosado e entdo foram homogeneizados. Em seguida, foram incubados em estufa
a 35 °C por 24 h,

Enriquecimento em caldo seletivo: nesta fase objetiva-se inibir a multiplicacéo
de outras bactérias e promover o crescimento preferencial de células de Salmonella
(SILVA et al. 2001). Apo6s decorrido as 24 h, retirou-se o caldo de pré-enriquecimento
da estufa e foi transferido 1 mL do caldo para um tubo de ensaio contendo 10 mL de
caldo Tetrationato (TT) e 1 mL para outro tubo de ensaio contendo 10 mL de caldo
Selenito Cistina (SC), para cada amostra. Entéo, foram novamente incubados em estufa
a 35 °C por 24 h.

Plaqueamento diferencial: apds o tempo estipulado, foi transferido uma alcada
do caldo TT e uma alcada do caldo SC para placas contendo o meio Rambach agar, e
foram incubadas invertidas na estufa a 35 °C por 24 h. Apos esse tempo, foi observado
se houve desenvolvimento de colonias de Salmonella. Considera-se positivo a presenca
de Salmonella se houver crescimento de colonias cor de rosa escuro na placa.

Para a determinacdo de Staphylococcus aureus segui-se a metodologia descrita
por Silva et al. (2001) através do teste presuntivo — Unidade Formadora de Colénia
(UFC/g).

Teste presuntivo: primeiramente, foi pesado e homogeneizado 25 g das amostras
e transferido para um tubo erlenmeyer contendo 225 mL de agua peptonada 0,1 %
(diluicdo 10). Depois foi repassado 1 mL dessa primeira diluicio para um tubo de
ensaio contendo 9 mL de agua peptonada 0,1 % (diluicio 102). Em seguida, foi
realizado o plaqueamento em superficie, repassando 0,1 mL de cada diluicdo (10 e 10°
2) para suas respectivas placas de petri previamente esterilizadas em autoclave com o
meio Agar Baird-parker, espalhando cuidadosamente com uma alca de Drigalski. Em
seguida, as placas foram incubadas invertidas em estufa a 35 °C por 48 h. Considera-se
resultado positivo quando apresentar col6nias circulares, pretas, pequenas, lisas,
convexas, com bordas perfeitas ou massa de células esbranquicadas nas bordas.
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2.2.9 Analise Sensorial

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (URI-Erechim), com
registro na Plataforma Brasil sob o nimero 12952719.3.0000.5351, em cumprimento
aos termos da Res. CNS 466/12 (BRASIL, 2013).

A anélise sensorial foi realizada por 60 voluntarios, ndo treinados, da
comunidade académica da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das
MissBes-URI, Campus Erechim. Todos os voluntarios foram convidados a assinar o
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 6.1 - Termo de
consentimento livre e esclarecido) (BRASIL, 2013) e a responder a um questionario
(Apéndice 6.2 - Ficha de avaliagdo sensorial dos tofus), para possibilitar a
caracterizacdo dos mesmos sobre género, grau de escolaridade, faixa etaria e se tinham
0 hébito de consumir tofu, com a finalidade de identificar a familiaridade destes
provadores com o tipo de amostra apresentada. Para o calculo do indice de aceitacao
(IA) e ou indice de intencdo de compra (IC) dos tofus foi adotada a Equacéo 3.

(Equacdo 3)
Médiade notas
Maior nota

IAouIC (%) =

Onde: Média de notas: representa nota média na escala heddnica, obtida para o
produto analisado e Maior nota: representa a nota maxima na escala hedénica que o
produto recebeu.

Os participantes da pesquisa receberam 4 amostras de tofu todas codificadas
com trés digitos aleatorios e servidas utilizando um delineamento de blocos completos
balanceados. Juntamente com as amostras, foi servida dgua e entregue a ficha para
avaliacdo do tofu. As amostras foram servidas em copos descartaveis de 50 mL,
contendo 20 g de amostra e em temperatura em torno de 5 °C.

Os julgadores realizaram primeiramente o teste de aceitabilidade dos tofus, para
0 qual as amostras foram avaliadas utilizando uma escala heddnica estruturada de 9
pontos onde o nimero 1 corresponde a “desgostei extremamente” € o numero 9 a
“gostel extremamente” (DUTCOSKY, 2013) e para a intengdo de compra foi utilizada a
escala de cinco pontos, que variou de certamente compraria (5) a certamente ndo
compraria (1) (SANTOS et al., 2015).

2.2.10 Determinac6es analiticas

2.2.10.1 Atividade proteolitica

A atividade de proteases do coagulante vegetal de flor do cardo foi avaliada
através da hidrdlise de azocaseina (CHARNEY e TOMARELLI, 1947). A solugdo com
substrato de azocaseina a 0,5 % (m/v) foi preparada em tampéao acetato 50 mM, pH
5,00. A 1 mL do substrato adicionou-se 1 mL de extrato da flor do cardo e incubou-se a
mistura por 40 min a 32 °C em banho-maria (Marconi®, modelo MA126). Apds a
reacdo, adicionou-se 1 mL de &cido tricloroacético (15 % m/v) com o objetivo de
precipitar as moléculas de proteina ndo hidrolisadas pelas proteases. Posteriormente, a
amostra foi centrifugada (centrifuga MPW®, modelo 351R), a 1.358,4 g, por 15 min.
Apos a centrifugacdo, 2 mL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo ao
qual foi adicionado 2 mL de KOH 5 N. A leitura da absorbancia das amostras foi
realizada em espectrofotometro (Spectro Vision®, modelo DB-1880S) a A = 428 nm,
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com branco com adicdo de acido tricloroacetico antes do extrato enzimatico, com
objetivo de precipitar todas as proteinas (inclusive as proteases), impedindo que ocorra
a reacdo. O calculo da atividade proteolitica foi realizado através da Equacéo 4.
(Equacéo 4)
|ABS amostrd -|ABS brancd

U/mL
(0,01). At.VA m

Atividade de protease=

Onde:

ABS amostra = Valor da absorbancia lida para a amostra do extrato enzimatico;
ABS branco = Valor da absorbancia lida para o branco da andlise; At = Tempo
decorrido da analise (min); VA = Volume de amostra usado (mL).

2.2.10.2 Umidade

A umidade das formulacgdes de tofu foi determinada em estufa com recirculagéo de
ar (Fanem, modelo 320-SE), com aproximadamente 3,0 g de amostra a 105 °C por
aproximadamente 4 h ou até massa constante de acordo com AOAC (2007).

2.2.10.3 Determinacéo de pH

As medidas do pH para os tofus e extrato coagulante de flor do cardo, foram
realizadas na proporc¢édo de 1/10 (v/v) em pHmetro (Digimed, modelo DM-22) de acordo
com AOAC (2007).

2.2.10.4 Residuo mineral (Cinzas)

Determinou-se o residuo mineral das amostras de tofus por combustdo da matéria
organica em mufla (Lavoisier, modelo 400C), a 550 °C por aproximadamente 6 h de
acordo com IAL (2008). Porém antes da combustdo em mufla, as amostras (~5 g) foram
pré-carbonizadas em chapa de aquecimento (VELP, modelo RC). Os resultados foram
expressos em g/100 g, em base seca.

2.2.10.5 Lipidios

A determinacdo de lipidios, para os tofus, foram realizadas por extracdo em
Soxhlet (Nova Etica®, modelo NT340), utilizando éter de petréleo (Quimica Moderna®
30-60 °C) como solvente extrator de acordo com IAL (2008). Os resultados foram
expressos em g/100 g, em base seca.

2.2.10.6 Proteina

O teor de nitrogénio dos tofus foi determinado pelo método de Kjeldahl,
utilizando o sistema digestor-destilador (VELP — UDK 126A) de acordo com IAL
(2008), com o fator de conversdo para o teor de proteina de 6,38 para os tofus. Os
resultados foram expressos em g/100 g, em base seca.

2.2.10.7 Indices de cor L*, a*, b*, AE, °Hue e *C
A cor dos tofus foi determinada através de colorimetro (Minolta Chroma Meter,
modelo CR-400), no sistema de cor CIELAB, com os trés componentes, L*
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(luminosidade ou brilho) cujo valor varia entre zero (preto) e 100 (branco), e as
coordenadas de cromaticidade a* e b* que variam de -a* (verde) até +a* (vermelho), e
de -b* (azul) até +b* (amarelo) de acordo com Minolta (2006). A verificagdo do ajuste
do equipamento foi conduzida previamente de acordo com as instrugdes do fabricante (y
= 93,10, x =0,3158, y = 0,3321). As leituras foram realizadas com as amostras dispostas
em placa de Petri (6 cm de diametro), realizando-se trés medidas em trés pontos da
placa.

O calculo da tonalidade cromatica (C*) foi realizado através dos valores obtidos
diretamente do colorimetro (McGuire, 1992), através da Equacéo 5.

C*=(a"+b™?)"? (Equacao 5)

O célculo de °Hue, que é a cor observada (McGuire (1992), foi calculado através
da Equacéo 6.

°Hue=arctan(b*/a*) (Equacéo 6)

O célculo de AE foi realizado de acordo com os valores de L* e b* (Equacéo 7),
a AE é a diferenca entre cada parametro de cor da amostra padrao (desenvolvida com
MgCl>) e da amostra teste perceptivel ao olho humano (BOSI, 2008).

AE=[(L-L,)*+(b—b,)’T"? (Equacio 7)

2.2.10.8 Inibidor de tripsina Kunitz

Para quantificagdo do inibidor de tripsina Kunitz dos tofus foi utilizada a
metodologia desenvolvida por Kakade (1974). A quantificacdo inibitdria foi realizada
por meio de ensaio enzimatico utilizando-se o benzoil-DL-arginina-p-nitroanilida
(BAPNA) (Sigma® - Pureza >98 %) como substrato para a tripsina de pancreas bovino
(Sigma), efetuado em triplicata. Aliquotas de 2 mL da solucdo diluida do extrato das
amostras foram pipetados em 4 tubos de ensaio (3 tubos para determinacao da atividade
no extrato da amostra e 1 tubo para o branco) e 2 mL de agua destilada no tubo para
determinar o padrdo de tripsina. Os tubos foram acondicionados em banho-maria
(Marconi®, modelo MA126) a 37 °C, e em seguida adicionado 2 mL da solucdo de
tripsina (0,02 mg/mL de HCI 0,001 N), com excecdo do branco, e ap6s 10 min foram
adicionados 5 mL de BAPNA 0,4 mg/mL em tampédo Trisma pH 8,2 (contendo 2,95
mg/mL de CaCl, dihidratado (CaCl2.2H,O, Neon pureza 99,0-105,0 %), previamente
aquecidos a 37 °C, e deixados os tubos em banho-maria por mais 10 min. Ao final desse
periodo adicionou-se em todos os tubos 1 mL de acido acético (Dinamica, pureza 99,7
%) a 30 % (v/v) para interromper a reagdo. E no tubo do branco adicionou-se mais 2 mL
da solucéo de tripsina. Filtrou-se em papel Whatman n°® 3 (Jprolab®) e o filtrado foi
utilizado para determinacdo do teor dos inibidores de tripsina em uma absorbancia de
410 nm em espectrofotdmetro (Spectro Vision®, modelo DB-1880S).
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Os resultados foram expressos como mg de inibidor de tripsina Kunitz (ITK) por
g de amostra desengordurada, através da Equacéo 8.
ITK ] _ |abos padréo] - [abs amostral 2500
g 38x pesoda amostra (Equacéo 8)
Onde: Abs padrdo: absorbancia padrdo; Abs amostra: absorbancia da amostra;
ITK: inibidor de tripsina.

Inibidor de Tripsina Kunitz(mg

2.2.10.9 Determinacdo da atividade ureéatica

A atividade uredtica dos tofus foi determinada através da quantificacdo de duas
porgdes de exatamente 0,2 g de amostra e transferidas quantitativamente para dois tubos
de ensaio (A e B). Foi adicionado volumetricamente 10 mL de solucdo tampdo de
fosfato pH 7,00 ao tubo A. Sendo agitado levemente, sem inverter, os tubos foram
tampados e colocados em banho-maria termostatizado a 30 °C. Na sequéncia foram
agitados levemente a cada 5 min, até completar 30 min. Apds transcorrido esse tempo,
foi retirado o tubo do banho e medido o pH do liquido sobrenadante em potenciémetro
previamente calibrado. Este resultado corresponde a prova em branco.

Ao tubo B foi adicionado volumetricamente 10 mL de solucdo tamponada de
ureia pH 7, e apds procedeu-se da mesma forma que foi realizado no tubo A, anotando o
pH da solucdo sobrenadante resultante. A diferenca de pH entre as duas solugbes é o
indice de atividade ureatica, de acordo com metodologia descrita por Brasil (1991). A
atividade ureatica é calculada pela expressdo da Equacéo 9.

Atividade ureatica = pH da amostra B - pH da amostra A (Equacéo 9)

2.2.10.10 Quantificacao do &cido fitico

A determinacdo de &cido fitico dos tofus foi realizada por cromatografia de troca
ibnica, segundo metodologia descrita por Latta e Eskin (1980), com modificacdes.
Inicialmente, quantificou-se 1 g de amostra em Erlenmeyer de 125 mL e adicionou-se
10 mL de solucdo HCI 0,8 M e submeteu-se a agitacdo em agitador magnético (Velp
Scientifica®) durante 2 h. Em seguida foi centrifugado (centrifuga MPW®, modelo
351R), a 2000 rpm durante 10 min para a obtencdo do sobrenadante, 2 mL deste foram
transferidos para baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com &gua
ultrapura. Em seguida, foi preparada a coluna em seringa de vidro contendo 1 cm de 1&
de vidro e 0,50 g de resina (Dowex®, 1x4 chloride form) e empacotou-se a coluna,
lavando-se com &gua ultrapura até que toda a resina ficasse uniforme no fundo da
coluna, descartando a dgua que foi utilizada. Posteriormente, foi eluido 10 mL de NaCl
0,7 M (3 s/gota) e 10 mL de agua ultrapura (3 s/gota). Apos, foi eluido 2 mL da amostra
diluida (5 s/gota), desprezando em béquer. Foi eluido cuidadosamente 10 mL NaCl 0,1
M (3 s/gota), desprezando em béquer. Eluiu-se cuidadosamente 10 mL NaCl 0,7 M (5
s/gota), coletando-se em béquer. Em tubos de ensaio foi subdividido o liquido coletado
em 3 aliquotas de 3 mL, adicionou-se 1 mL do reativo de Wade e agitou-se durante 5 s
em agitador tipo "vortex" (Phoenix®, modelo AP 56) e foi realizada a leitura da amostra
em espectrofotdmetro (Spectro Vision® modelo DB-1880S) a 500 nm. Os resultados
foram expressos em % (g/100 g), através da Equacéo 10:
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AF (%)= ((ABSa - ABSw)x Fd )+ (M x F x10000) (Equacio 10)

Onde: AF (%)= Porcentagem de &cido fitico, ABSa = absorbancia amostra;
ABSw = absorbancia Wade; F = fator da curva (diferenca ABS/concentragdo em pg),
Fd = fator de diluicdo e M = massa da amostra, em g.

2.2.10.11 Acidez titulavel

A acidez titulavel de soja foi determinada em graus Dornic através da titulacdo
com hidréxido de sodio 0,1 N (acidez titulavel), seguindo orientagdes dos meétodos
016/1V e 311/1V do IAL (2008).

2.2.10.12 Fracdes proteicas por eletroforese (SDS-PAGE)

A SDS-PAGE foi conduzida nas diferentes formulacdes de tofu em seu 1° dia de
armazenamento e no extrato de flor do cardo segundo Laemmli (1970) com pequenas
modificagdes, e foi utilizado um gel de poliacrilamida com gradiente de 5-13 g/100 g,
pré-moldado em gel de eletroforese Bio-Rad Mini (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
CA). A amostra de proteina (4,0 mg) foi dissolvida em 1,0 mL de tampdo, bem
misturada e depois aquecida sob fervura durante 1 min. Apos centrifugacdo a 6000 rpm
por 10 min, o sobrenadante obtido (8 pL) foi carregado em cada chapa, e marcadores
comerciais (Solarbio, Beijing, China) de massa molecular (11-180kDa) foram
utilizados. A eletroforese foi realizada com tampao (0,025 mol/L Tris, 0,192 mol/L de
glicina, 0,1 g/100 g de SDS, pH 8,3) a 80 V seguido de 110 V quando a linha azul
atinge o gel de separacdo. Finalmente, os géis foram corados com 0,1 g/100 mL de azul
Coomassie Brilliant (R-250) por 2 h e descoloridos em solugdo de metanol/acido
acético/agua deionizada (5:10:85, por volume) por 12 h.

2.2.10.13 Atividade antioxidante por DPPH

Para determinacdo da atividade antioxidante do tofu e do extrato de flor do
cardo, as amostras foram primeiramente acondicionadas em papel aluminio e
submetidas ao congelamento em ultrafreezer (CL 600-80) a -80 °C por 24 h.
Posteriormente, foram liofilizadas (Liotop L101AISI304) por 24 h.

A determinagéo da atividade antioxidante foi realizada por meio da medida da
absorcdo do radical 2,2 difenil-1-picril hidrazil (DPPH) em 515 nm utilizando
espectofotdmetro (UV-Visivel marca Agilent Technologies, modelo 8453E), através da
incubagdo por 30 min de 500 pL de soluto contendo concentragdes crescentes da
amostra (0,1; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 5; 7,5; 10 mg/mL) em etanol (Exodo Cientifica 96
% de pureza). Para o controle, utilizou-se 500 uL. de DPPH (concentragdo de 0,039 g/L)
com 500 pL de etanol. O percentual de captagdo do radical DPPH foi calculado em
termos de porcentagem da atividade antioxidante (AA %) conforme a Equagdo 11
(MIRANDA; FRAGA, 2006).

100 — (Abs amostra — Abs do branco)
x

100
Abs controle

AA% =

Equacédo (11)
Onde: Abs é a absorbancia dada em nm;
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AA: Atividade antioxidante.

Para leitura do branco utilizou-se etanol puro.

Apos a avaliacdo da faixa de concentragdo ideal, calculou-se a concentragdo
necessaria para capturar 50 % do radical livre DPPH (ICso) por andlise de regresséo
linear.

2.2.10.14 Analise do Perfil de Textura (APT)

A APT foi realizada na Univesidade Estadual do Santa Catarina - UDESC,
unidade de Pinhalzinho, de acordo com Zuo et al. (2016) com adaptaces, em
texturémetro (CT3, Brookfield), por compressao dupla de amostras cilindricas contidas
em recipientes plasticos de 2,0 cm de altura e 3,5 cm de didmetro. Os parametros
empregados nos ensaios foram 0,10 N para carga de trigger, 10 mm de distancia de
deslocamento e velocidade de teste pré-teste, teste e pos-teste de 1 mm/s, 2 mm/s e 2
mm/s, respectivamente, com probe cilindrica de acrilico de 25,4 mm de diametro. As
propriedades de textura obtidas foram dureza (N), coesividade, gomosidade (N) e
elasticidade (mm). Todas as amostras foram analisadas em quintuplicata.

2.2.10.15 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para analise da estrutura de granulos das amostras de tofu obtidas a partir das
diferentes formulacbes, foram coletadas aliquotas no inicio (ap6s adi¢do dos
coagulantes) e no final (ap6s dessoragem) da coagulacdo e entdo as amostras foram
acondicionadas em papel aluminio e submetidas ao congelamento em ultrafreezer (CL
600-80), a -80 °C por 24 h. Posteriormente, foram liofilizadas (Liotop L101AIS1304)
por 24 h. As superficies das amostras foram recobertas com ouro (20 nm) utilizando um
metalizador Quorum, SC 7620, UK. A analise morfologica estrutural foi obtida pela
técnica de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) utilizando um microscéopio
(Zeiss, modelo EVO LS25, Alemanha). As micrografias foram obtidas com 200 um e
tenséo de 10 kV.

2.2.11 Analise estatistica

Os resultados (N=3) obtidos foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA),
e as médias comparadas pelo teste de Tukey, a nivel de 95 % de confianca, utilizando o
software Statistica (versao 5.0 StatSoft, Inc., Tulsa OK, USA).

Para a realizacdo de analise de correlacdo de Pearson e Anélise dos
Componentes Principais (ACP) utilizou-se a versao Free do programa XLSTAT 2020.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.3.1 Caracteristicas fisicas e quimicas dos tofus

E possivel observar que a umidade das formulacdes de tofus (Tabela 1),
apresentaram valores que variaram na faixa de 80,23 a 86,4 ¢g/100 g, com diferencas
significativas entre as amostras, sendo que os tofus desenvolvidos com coagulante flor
do cardo (F1 e F2), apresentaram maior capacidade de retencdo de agua apresentando
maior teor de umidade, isso ocorreu possivelmente devido a baixa reticulacdo entre as
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moléculas de proteina resultando em um produto mais macio. Desta forma, os
coagulantes utilizados na coagulacdo da proteina de soja favoreceram a formagéo de
tofu soft que apresenta entre 80 % a 97 % de &gua, proporcionando uma elevada
umidade ao produto (CIABOTTI et al., 2009). A baixa reticulagdo proporciona uma
massa macia, deixando solta a organizacdo abrangente, possibilitando muitas lacunas de
ar dentro da rede (JAYASENA et al., 2014). Porém, considerando os dias de
armazenamento do produto, observa-se que o teor de umidade diminuiu para todos os
tofus avaliados. Lee et al. (2019) encontraram resultados similares aos deste trabalho,
com valores de 79,34, 81,88 e 82,25 g/100 g de tofu.

Tabela 1: Caracteristicas fisicas e quimicas das formulagdes de tofus elaborados com as
cultivares BRS 267 e Vmax coagulados com flor do cardo e cloreto de magnésio
durante os dias de armazenamento (1, 7 e 14 dias).

Tofus

Coagulacéo com flor do cardo

Coagulacéo com cloreto de

Analises Dias magnésio
BRS 267 Vmax BRS 267 Vmax
(F1) (F2) (F3) (F4)
Umidade 1 86,40*A+0,10  85,79"A+0,37 | 80,23"4+0,03 80,97°+0,15
(/100 g) 7 85,918+0,03  85,46°B+0,16 | 79,90°®+0,10 80,13°®+0,14
14 83,37°+0,15  83,15%+0,05 | 79,70°8+0,10 79,92°¢+0,04
1 5,36%+0,03 5,40°°4+0,02 | 5,45%°4+0,03  5,49%+0,01
pH 7 5,29°8+0,01 5,34°AB+0,04 | 536%8+0,03  5,4228+0,02
14 5,24°¢+0,01 5,29°8+0,04 | 5,30*C+0,01  5,36°%+0,01
Cinzas 1 0,75+0,03 0,76"+0,02 | 0,85*+0,02  0,86*+0,01
(/100 g) 7 0,70°48+0,03 0,72°2+0,01 | 0,81*8+0,02 0,83%8+0,01
14 0,69°E+0,01 0,70°2+0,01 | 0,79%+0,01  0,79%¢+0,01
Lipidios (g/100 1 3,93%4+0,09 4,254+0,02 | 3,85°2+0,03  4,15*+0,09
7 3,852+0,05 4,23*48+0,01 | 3,80°8+0,04 4,13*+0,06
9 14 3,80°°A+0,02 4,16%8+0,04 | 3,73°8+0,03  4,10*A+0,10
] 1 12,45*4+0,03  12,18°A+0,01 | 11,36°A+0,03 11,26%+0,05
Proteina Bruta B BB A IAB
(/100 g) 7 12,15CiO,02 11,49bCJ_ro,01 11,34b +0,02 11,20%48+0,06
14 11,64%+0,04  11,25°°+0,02 | 11,23°8+0,01 11,15°+0,01
L* 79,65°4+0,34  81,58*+0,06 | 78,58%4+0,16 80,58°"+0,06
a* 0,58%8+0,02 0,35"2+0,03 | 0,22°+0,04  0,1398+0,02
b* 1 12,694+0,03 13,78°A+0,01 | 12,75°A+0,09 14,79*+0,01
AE 0,61°¢+0,16 1,06440,12
Cor | °Hue 1,52°4+0,01 1,55%+0,01 | 1,55*+0,01  1,56*+0,01
C* 12,62°4+0,30  13,78°A+0,01 | 12,75°A+0,10 14,79%4+0,01
L* 79,24°%+0,12  79,83%8+0,06 | 77,61°+0,02 79,86%%+0,26
a* 7 0,66*8+0,05 0,39°4+0,02 | 0,16°"B+0,12 0,10°"B+0,05
b* 12,08"8+0,09  13,48%8+0,26 | 12,38"2+0,16 13,67*+0,30
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AE 1,38%4+0,19 0,36"4+0,02
°Hue 1,52°2+0,01 1,54%A+0,01 | 1,56*+0,01  1,56*+0,01
C* 12,10°8+0,10  13,49%%+0,26 | 12,39°A+0,17 13,67%8+0,30
L* 78,30°2+0,05  79,37%°+0,33 | 77,18°C+0,04 79,62%8+0,32
a* 0,72%4+0,03 0,40"2+0,04 | 0,12°A+0,03  0,06%A+0,02
b* 14 11,12°€+0,09  13,45°8+0,16 | 12,14°4+0,72 12,93*+0,40
AE 1,28%8+0,65 0,31°B+0,26
oHye 1,51°4+0,01 1,54°440,01 | 1,56*A+0,01 1,57%+0,01
c* 11,149¢+0,01 13,46%8+0,16 | 12,14°A+0,72 12,93°2+0,04
Inibidor de 1 1,23%+0,03 1,16°A+0,03 | 1,21%A+0,02  1,15%+0,01
Tripsina Kunitz | 7 1,213440,02 1,13"2+0,01 | 1,21*+0,01  1,15°A+0,01
(mg.1T/g) 14 1,20%4+0,01 1,12°2+0,01 | 1,224+0,01  1,14°A+0,02
Atividade 1 0,08*4+0,01 0,06°+0,02 | 0,09%A+0,01  0,05*/+0,03
reética (pH) 7 0,07%4+0,02 0,06°+0,02 | 0,08*+0,01  0,05*+0,02
14 0,06%4+0,01 0,06°+0,02 | 0,08*+0,01  0,06*+0,02
Acido fitico 1 1,81#+0,01 1,39°440,04 | 1,75"2+0,04  1,37°+0,02
(/100 g) 7 1,79%48+0,01 1,38°2+0,03 | 1,74*+0,02  1,36°4+0,02
14 1,77%8+0,01 1,382+0,02 | 1,73*+0,01  1,35°A+0,01
Acidez (% de 1 0,36%8+0,04 0,43%8+0,03 | 0,32°C+0,01  0,30°C+0,02
4cido latico) 7 0,96*4+0,05 0,94*A+0,07 | 0,67°®+0,02  0,57°E+0,03
14 0,98%A+0,01 1,00°4+£0,03 | 1,13"2+0,01  1,25*+0,05
Rendimento
(g tofu g/100 1 216,43+321  19535°+2,08 | 157,34°2,07 162,67°+0,58
g grao)
1 24,33*4+0,6 17,17°241,25 | 5,5°4+0,5 6,67¢A+0,76
Sinérese (%) 7 4,73%8+0,64 453%8+0,07 | 1,26°+0,05  1,4°8+0,10
14 1,89%¢+0,01 1,84%€+0,06 | 0,92°C+0,03  0,88°C+0,01

*Média (n=3) £ desvio padrdo seguida de letras iguais mindsculas/maitsculas nas linhas/colunas indicam ndo
haver diferenca significativa em nivel de 5 % (Teste de Tukey).

Os valores de pH (Tabela 1) ndo diferiram significativamente (p>0,05) para os
tofus desenvolvidos com coagulante natural (F1 e F2) e com cloreto de magnésio (F3 e
F4). Cabe ressaltar que o pH do extrato coagulante da flor do cardo foi de 5,13, dos
EHS das cultivares BRS 267 e Vmax foram de 6,45 e 6,56, respectivamente. O
comportamento levemente acido do extrato da flor do cardo pode ser um dos fatores que
favoreca a coagulagdo do EHS, e assim pode ter influenciado positivamente a acidez
dos tofus das formulagOes que possuem flor do cardo, com teores que as formulagoes
desenvolvidas com MgCl.. Faion et al. (2020) observaram pH acido para o extrato da
flor do cardo (4,5) e obtiveram queijos de leite de ovelha com menor acidez (5,53),
mostrando que o extrato da flor proporcionou uma leve acidificagdo no queijo, pois
estes tratamentos apresentaram os maiores valores de acidez. Também se observa que
ocorreu uma reducdo do pH para todas as amostras de tofu com o passar dos dias de
armazenamento. Schmidt et al. (2017) encontraram valores de pH préximos aos obtidos
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neste trabalho, que foram de 5,2, 5,2 e 4,8, para os tofus desenvolvidos com diferentes
coagulantes testados, respectivamente, kiwi, gengibre e lim&o, utilizando cultivares
convencionais de soja, categoria S1. Estes autores também verificaram pequena reducéo
do pH nas amostras armazenadas por 7 dias, quando comparadas com amostras de 1 dia.
Fasoyiro (2014) ao desenvolver tofus, utilizou a variedade de soja TGX-1448-IE e
coagulante vegetal com diferentes concentracGes do célice de flores secas de Roselle e
obteve resultados de pH (5,3 a 6,2) similares aos obtidos neste trabalho.

Os teores de minerais (Tabela 1) demostrando que o tipo de coagulante
influenciou no teor de minerais das amostras de tofu desenvolvidas, pois as amostras
coaguladas com flor do cardo obtiveram menores valores, diferindo significativa
(p<0,05), dos tofu elaborados com cloreto de magnésio. Pode ser observado ainda que a
diminuicdo do teor de minerais no decorrer do periodo analisado, para todos os tofus, ou
seja, os teores de minerais diminuiram com o passar do tempo, execeto para F1,
possivelmente por apresentar maior teor de umidade e maior teor de proteina e
possivelmente contribui para retencdo dos minerais (BENASSI e PRUDENCIO, 2013).
Para as demais formulacdes, de acordo com Schmidt et al. (2017), a reducéo dos teores
de minerais com o passar do tempo de armazenamento ocorre devido a liberacdo do
soro durante o armazenamento, causando migracdo de sal do tofu para o soro.
Resultados similares para os teores de minerais de tofu foram reportados por Kamizake
et al. (2016) que obtiveram teores de 0,74 e 0,84 g/100 g para tofu coagulado com
MgS0Os.7H20 produzido com as cultivares Coodetec 214 e BRS 267, respectivamente.

Os valores de lipidios (Tabela 1) encontrados para os tofus desenvolvidos com a
cultivar Vmax (F2 e F4) foram significativamente superiores (p<0,05) aos valores dos
tofus da cultivar BRS 267 (F1 e F3), demonstrando que a cultivar influenciou no teor de
lipidios conforme publicado anteriormente por Scherer et al (2021), que reportaram
16,10 e 17,63 (BRS 267 e Vmax, respectivamente). Os resultados deste trabalho foram
inferiores aos valores reportados por Kamizake et al. (2016) os quais desenvolveram
tofus com MgSOa e as cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267 e reportaram indices
de 5,6 % de lipidios para os dois tofus.

Os valores de proteina bruta (Tabela 1) apresentaram diferenca significativa
entre as amostras (p<0,05), sendo que os tofus elaborados com o coagulante de flor de
cardo apresentaram os maiores valores. Observa-se ainda que durante os periodos de
armazenamento 1°, 7° e 14° dia e houve reducdo no teor de proteinas, possivelmente
devido a perda de liquido durante a estocagem e a exudacao das proteinas. A reducdo no
teor de proteina durante o armazenamento também foi reportada por Schmidt et al.
(2017) e que encontraram valores entre 10,27 a 10,50 g/100 g para a proteina bruta,
teores inferiores aos deste trabalho. Kamizake et al. (2016) relataram que para o tofu
desenvolvido com soja da cultivar Coodetec 214 e BRS 267 e coagulado com
MgSQO4.7H20, resultados de 6,56 ¢/100 g e 7,86 ¢/100 g, respectivamente, sendo
menores em relacdo aos obtidos neste estudo.

Os valores médios de cor (Tabela 1) dos tofus diferiram estatisticamente (p<
0,05) para os parametros avaliados, entre as diferentes amostras. Importante ressaltar
que o valor de L* indica a luminosidade, ou seja, quanto mais proximo de 100, mais
clara é a amostra. Assim, observou-se que a amostra F2 foi mais clara (p<0,05),
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enquanto que a F3 foi a mais escura, aspectos estes que podem ser melhor observados
na Figura 2. Com o passar do tempo de armazenamento de 1°, 7° e 14° dias, obervou-se
reducdo da intensidade da luminosidade para todas as amostras de tofu. Kamizake et al.
(2016) encontraram valores de L* de 86,20 para o Coodetec 214 e 84,82 para a BRS
267 para os tofus coagulados com MgSQO4.7H20. Schmidt et al. (2017) relataram
valores similares a este trabalho com L* 85,21, 85,58 e 86,14 para tofus coagulados
com Kiwi, gengibre e limdo, respectivamente. De acordo com Benassi et al. (2012) os
tofus podem ser genericamente designados como produtos de cor branca. E segundo
Evans et al. (1997) os tofus de cor mais branca podem ser considerados os melhores,
pois a cor branca é um fator de qualidade para este produto.

Para o parametro a* que representa a cromaticidade que varia do verde (-) ao
vermelho (+) estes parametros foram reduzindo no decorrer do armazenamento para a
formulacdo F3 e F4, aumentaram para a formulagédo F1 e se manteve sem mudancas
para a formulacdo F2. Apesar das diferencas observadas nos valores do “a”, entre as
formulacBes estes encontram-se na mesma regido do espectro de cor com valores
menores do que 10, indicando que a cultivar e o coagulante exerceram pouca influéncia
na variacdo de cor no espectro vermelho (a*+), sendo que nessa regido tem-se um tom
neutro, sem indicacao de tendéncias.

Em relacdo ao parametro b* que representa a coordenada de cromaticidade que
varia do azul (-) ao amarelo (+), obteve-se valores diferentes estatisticamente (p<0,05)
para as quatro formulacgdes de tofus avaliadas, sendo a maior intensidade (14,79) obtida
para o tofu elaborado com a cultivar Vmax, utilizando cloreto de magnésio como
coagulante. Nos demais dias, para um mesmo coagulante, observou-se diferenca
significativa entre as cultivares, indicando qua esta influenciou na cor do tofu, pois BRS
267 e Vmax apresentam valores de b* de 21,00+0,03 e 23,00+0,37, respectivamente,
indicando tendéncia ao amarelo (SCHERER et al. 2021). A qualidade do tofu é expressa
por suas caracteristicas de cor, que variam de branco ao amarelo claro (CIABOTTI et
al., 2007). De acordo com essas informacgdes, pode-se perceber que os tofus deste
trabalho diminuem quanto a intensidade de cor amarela (b*), especialmente aqueles
elaborados com coagulante natural (SCHMIDT et al., 2017). De acordo com Benassi et
al. (2012) a cor branca é preferida nos produtos de soja, porém o extrato de soja e o tofu
apresentam cor mais amarelos com o passar do tempo. Schmidt et al. (2017) relataram
valores similares a este trabalho para o parametro b* com valores de 15,62, 13,52 e
13,84, quando gquando utilizado coagulantes de kiwi, gengibre e liméo, respectivamente.

Sensing (1998) afirma que as diferencas na cor podem ser classificadas com
base na variacdo de cor (AE) como: < 0,2 imperceptivel; 0,2 a 0,5 pouco perceptivel; 0,5
a 1,5 pequeno; 1,5 a 3,0 distinguivel; 3,0 a 6,0 facilmente distinguivel; 6,0 a 12 grande;
> que 12 muito grande. Assim, as amostras de tofu apresentaram resultados entre pouco
perceptivel e pequeno, apesar de variar entre os dias de armazenamento e para 0S 0S
tofus desenvolvidos com flor do cardo ndo ocasionaram esta mudanga. Observou-se
que, de acordo com os valores de °Hue (Tabela 1), que os tofus ndo apresentaram
diferenga significativa (p>0,05) quando foi utilizado coagulante cloreto de magnésio,
independente da cultivar, porém, com a flor do cardo teve diferenca significativa
(p<0,05) entre as cultivares, e o Hue® apresentou menor resultado para BRS 267.
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Quanto ao parametro C* o maior valor indica maior pureza ou intensidade da cor. As
amostras apresentaram diferenca entre si (p<0,05) com valores maiores para a
formulac@o F4 e menor para F1 valores que diminuiram com os dias de armazenamento,
exceto para F3. Cabe destacar que este parametro é considerado o atributo quantitativo
de cor, e é usado para determinar o grau de diferenca de uma tonalidade em comparagdo
a uma cor cinza com a mesma luminosidade. Assim, quanto mais altos forem os indices
de cor C*, maior serd a intensidade da cor de amostras percebidas por humanos
(GRANATO e MASSON, 2010).

Em relacdo ao inibidor de tripsina Kunitz, por tratar-se de fator antinutricional,
torna-se necessario a redugdo ou inativacdo desse composto no processamento de
alimentos a base de soja (GU et al., 2017). Portanto, observa-se que 0 processamento
térmico empregado para obtencdo do extrato hidrossolGvel utilizado na producdo do
tofu foi capaz de proporcionar a inativagdo de 93 % do inibidor de tripsina presente na
soja (17,96 para BRS 267 e 18,46 para a Vmax) (SCHERER et al. 2021). Ainda,
observa-se que os valores do ITK para os tofus foram menores (Tabela 1) do que para
0os EHS (2,10+0,25 para BRS 267 e 2,13+£0,22 para Vmax, SCHERER et al, 2021),
indicando que o processo de transformacdo dos extratos em tofu contribuiu para
obtencdo de um produto mais saudavel. Ciabotti et al. (2016) ao desenvolverem tofu
utilizando o coagulante glucona-&-lactona — GDL e cultivares de soja BRS 133 e BRS
213, obtiveram reducdo de 79 % da atividade inibidora de tripsina no tofu de soja
comum (BRS 133), 81 % no tofu de soja branqueada (BRS 133) e 82 % no tofu de soja
livre de lipoxigenase (BRS 213), ou seja, valores inferiores aos do presente trabalho.

Quanto aos valores de atividade ureatica (Tabela 1) dos tofus, ndo foram
encontradas diferencas entre amostras (p>0,05), os valores foram reduzidos em mais de
95 % da composicdo da soja (2,23 para a cultivar BRS 267 e 2,36 para a Vmax)
(SCHERER et al. 2021). De acordo com Bausch (2019) a andlise de atividade ureéatica
pode ser utilizada como bom indicativo de processo térmico adequado ou inadequado.
A metodologia de atividade uréatica se fundamenta no principio de que o tratamento
térmico, quando realizado adequadamente, promove a desnaturacdo da enzima urease
presente no gréo de soja e, quando desnaturada, pode servir de indicativo da inativacao
dos inibidores de tripsina.

Os teores de acido fitico nos tofus diferiram estatisticamente (p<0,05) (Tabela
1), indicando que as cultivares de soja influenciaram na diferenca, mas o tipo de
coagulante ndo. Os resultados foram inferiores a 2 %, sendo assim, considerados
alimentos com acdo funcional, pois de acordo com Kumar et al. (2005), concentragédo
acima de 10 %, ou seja, concentracdo alta, torna este componente capaz de atuar como
substancia antinutricional e em concentragdes mais baixas apresenta a¢éo funcional.

Os valores de acidez dos tofus no primeiro dia de armazenamento néo
apresentaram diferenca significativa (p>0,05) entre as amostras que foi utilizado mesmo
coagulante e diferentes cultivares, exceto no ultimo dia de armazenamento (14° dia)
para as amostras com MgCl,, mas BRS 267 coagulada com flor (F1) ndo diferiu das
amostras com MgCl., somente Vmax com flor do cardo (F2) diferiu das amostras com
MgCl, e aquelas desenvolvidas com coagulante flor do cardo apresentaram valores
superiores inicialmente, porem com o passar dos dias de armazenamento ocorreu um
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aumento da acidez e os tofus desenvolvidos com cloreto de magnésio apresentaram
maiores valores ao fim do periodo de armazenamento (Tabela 1). A acidez da flor do
cardo foi de 0,45 % de acido latico e de acordo com Scherer et al. (2021), a acidez do
EHS foi de 1,24 % de &cido latico para a cultivar BRS 267 e 1,32 % de acido latico para
a Vmax assim podemos perceber que a acidez do EHS foi maior quando comparada
com as formulac@es de tofu, isto pode ter ocorrido porque a propriedade de coagulagédo
do extrato da flor do cardo e do MgCl, é de natureza &cida. Outro fator que pode ter
contribuido para a diminuicdo da acidez nos tofus desenvolvidos com a flor do cardo,
pode ser o teor de pH do extrato coagulante da flor do cardo que foi de 5,13, menor que
0 pH do EHS que foi de 6,45 para a cultivar BRS 267 e 6,56 para a Vmax (SCHERER
et al., 2021). Foram relatados por Schmidt et al. (2017) acidez entre 0,06 e 0,17 % de
acido latico, para os diferentes coagulantes testados (gengibre, liméo e kiwi) utilizando
cultivares convencionais de soja, categoria S1, valores abaixo dos reportados por este
trabalho. Valores similares foram reportados também por Fasoyiro (2014), ao analisar
tofus produzidos com soja da variedade TGX-1448-1E (coagulados com diferentes
concentracdes do calice de flores secas de Roselle), que encontrou valores variando de
0,16 % a 0,42 % de &cido latico.

Em relacdo ao indice de sinérese (Tabela 1) observa-se que os valores foram
maiores nos tofus elaborados com o coagulante de flor do cardo, diferindo
significativamente (p<0,05) no 1° dia de armazenamento dos tofus elaborados com
cloreto de magnésio. No entanto, todas as amostras apresentaram perda de liquido
durante o armazenamento, apresentando diferenca significativa. Os tofus com flor do
cardo apresentaram maior liberacdo de soro do que os tofus desenvolvidos com cloreto
de magneésio tanto no 1° dia de armazenamento, quanto durante os demais dias de
armazenamento. Isto pode ter ocorrido devido a atividade de protease presente no
extrato da flor do cardo (1,12) a qual provoca ligac6es de rede fracas entre o coagulante
e 0 EHS. De acordo com Barracosa et al. (2018), a variabilidade entre as populacGes de
cardo pode explicar o perfil enzimatico e o poder de coagulacdo. Além disso, outros
autores ressaltam que em Portugal as flores utilizadas para a producéo de queijos variam
de acordo com o fabricante, pois alguns utilizam flores de plantacbes prdprias e outros
adquirem de fornecedores ou em feiras regionais, o que dificulta a padronizacéo.
Resultado similar para sinérese foi reportado Schmidt et al. (2017) ao realizar a
coagulacdo de tofu utilizando limdo, kiwi e gengibre, sendo que os tofus de kiwi e
gengibre apresentaram consisténcia aquosa e nao liberaram totalmente o soro e, assim,
apresentaram maior sinérese no 1° dia de armazenamento, os indices de sinérese
reportados pelo autor ficaram na faixa de 7,86 e 44,33 %.

Yusef (2004) cita que a protease da flor do cardo é adequada para a fabricagéo
de queijo cottage ou queijo macio, que sdo produzidos com leite de vaca. De maneira
geral, a atividade das cardosinas obtidas da Cynara cardunculus apresentam atividade
em pH que varia entre 2 e 7, estando a atividade maxima em pH proximo a 5,
utilizando-se a caseina como substrato. Porém, em condi¢cGes de pH alcalino, as
cardosinas podem apresentar elevada instabilidade (SOARES, 2008).

Durante a elaboracéo dos tofus, foi possivel observar que os tofus coagulados com o
coagulante natural flor do cardo apresentaram maior rendimento, possivelmente por ndo
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ter ocorrido liberacdo do soro, sendo que estes ficaram com aparéncia aquosa, ou Seja,
ndo apresentaram completa dessoragem, 0 que contribuiu para um maior rendimento
(Tabela 1), porém o maior rendimento pode ter ocorrido também, devido a quantidade e
acdo do proprio coagulante. Os tofus desenvolvidos com coagulante quimico cloreto de
magnésio, apresentaram aspecto firme, confirmado pela APT (Tabela 2). O rendimento
dos tofus deste trabalho apresentaram resultados abaixo dos relatados por Goes-Favoni
et al. (2019) que encontraram valores médios de 241,4 g/100 g de grdos para a soja
comercial coagulada com sulfato de magnésio e enzima transglutaminase microbiana
(MTGase) como agente de geleificacdo para obtencdo de tofu. No entanto, rendimento
menor que o encontrado neste trabalho foi relatado por Fasoyiro (2014) que obteve 83,2
e 94,2 g/100 g de gréos ao utilizar a variedade TGX-1448-IE e diferentes concentragdes
de coagulantes de extrato de roselle (Calotropis procera). Assim, pode-se perceber que
0 rendimento depende de muitos fatores, como as cultivares de soja utilizadas e
métodos de obtencdo do extrato de soja, além de parametros como temperatura e
velocidade de aquecimento, tipo e quantidade do coagulante e, ainda, 0s equipamentos
utilizados no processo de producdo (BENASSI et al., 2011). De acordo com Liu et al.
(2013) e Yang e James (2013) o rendimento dos tofus pode estar relacionado com a
qualidade da soja, que é dependente do local de crescimento, armazenamento e das
condigdes de processamento.

2.3.2 Frag0es proteicas
O extrato da flor do cardo e as formulagdes de tofu foram caracterizados em
relacdo ao perfil das fracbes proteicas (SDS-PAGE) de acordo com a Figura 1.
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(a) Extrato da flor do cardo (b) Formulagdes de tofu
*Coluna A - Marcadores da massa ~ *Coluna A - Marcadores da massa molecular, F1 (Tofu BRS Flor do
molecular, B - Extrato da flor. cardo), F2 (Tofu Vmax Flor do cardo), F3 (Tofu BRS MgCl,) e F4

(Tofu Vmax MgCl,).

Figura 1: SDS-PAGE de proteinas sollveis presentes em sobrenadantes obtidos
a partir de dispersbes de amostras de extrato de flor do cardo (a) e dos tofus
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desenvolvidos com cultivares de soja BRS 267 e Vmax e coagulantes flor do cardo e
MqgClz (b).

A partir do gel de SDS-PAGE para o extrato da flor do cardo foram obtidas
bandas entre 10 e 60 kDa (Figura 1a). Com proporg¢do maior entre 10 ¢ 25 kDa e pode-
se visualizar maior prevaléncia nas bandas 10 e 24 kDa. Silva et al. (2002) ao
realizarem eletroforetograma de extrato de flor do cardo purificado observaram
precipitados qualitativamente semelhantes entre si e em todas as frag0es, com massas
moleculares de 31 e 15, e 34 e 14 kDa e bandas com caracteristicas moleculares 20 a 26
kDa.

Ja para os tofus desenvolvidos neste estudo (Figura 1b) foram obtidas bandas em
torno de 10 a 45 kDa. Ciabotti et al. (2016) avaliaram os perfis de genotipos de soja e a
fracdo de albumina mostrou uma grande variedade de proteinas, em particular com
massas moleculares na faixa de 25 a 100 kDa, com bandas de maior concentragdo na
faixa de 35 e 55 kDa. As globulinas apareceram na faixa de 45 kDa, conforme a Figura
1b, mas as condicdes de desnaturacdo podem vir a gerar subunidades na faixa de 20 a
35 kDa, como descrito por Sadeghi et al. (2006), o que pode ter ocorrido no presente
trabalho.

Ao comparar os dados do EHS do gel de SDS-PAGE (SCHERER et al., 2021)
com os resultados do tofu podemos perceber que ocorreram fragdes proteicas com
bandas entre 10 e 60 kDa para 0 EHS e que fracBes mais intensas no tofu sdo de 10 a 45
kDa. Com propor¢do maior entre 10 e 25 kDa e em 30, 40 ¢ 50 kDa para o EHS da
Vmax e no tofu 10 a 12, 20 a 25, e em 45 kDa. No EHS da BRS 267 visualiza-se maior
prevaléncia entre as bandas 10 e 15 kDa ¢ entre 40 ¢ 50 kDa e o0s tofus as faixas 10 a 12
e 45 kDa.

2.3.3 Caracteristicas visuais, morfoldgicas e de textura dos tofus

A diferenca no aspecto visual dos tofus pode ser explicada pelos diferentes
coagulantes utilizados, pois a flor do cardo proporciona queijos macios (Figura 2 a e b),
e sua coagulacdo deve-se ao fato da flor possuir um conjunto de enzimas,
nomeadamente proteases asparticas, que influenciam o sabor e textura caracteristicos
destes queijos (FOLGADO E ABRANCHES, 2019). J& o MgClz, que € um sal,
proporciona queijos mais duros (Figura 2 ¢ e d) produzido pela coagulagédo do leite de
soja (CHUA et al., 2018), resultado este confirmado pela APT de acordo com Tabela 2.



Capitulo2 97

A Figura 2 apresenta o aspecto visual dos tofus desenvolvidos com as cultivares
BRS 267 e Vmax coagulados com flor do cardo e cloreto de magnésio.

Figura 2: Aspecto visual dos tofus desenvolvidos, F1 (a) — Tofu, Flor do cardo, BRS
267; F2 (b) — Tofu, Flor do cardo, Vmax; F3 (c) — Tofu, Cloreto de magnésio, BRS 267;
F4 (d) — Tofu, Cloreto de magnésio, Vmax.

Na Figura 3 apresentam-se as micrografias eletronicas das formulagdes de tofu
coagulados com flor do cardo no inicio do processo de coagulacdo F1 (a) e F2 (b) e
apos coagulacdo completa F1 (c) e F2 (d). J& na Figura 4 sdo apresentadas as
morfologias dos tofus coagulados com cloreto de magnésio no inicio do processo de
coagulagdo F3 (a) e F4 (b) e apds coagulacdo completa F3 (c) e F4 (d).
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Figura 3: Micrografias eletronicas das formulagdes de tofu coagulados com flor do
cardo no inicio do processo de coagulacdo F1 (a) e F2 (b) e apds coagulacdo completa
F1(c) e F2(d).

Nas Figuras 3 e 4, considerando as quatro formulaces (F1, F2, F3 e F4),
observa-se que no inicio do processo de coagulacdo as particulas apresentavam-se
dispersas, e ap0s a coagulacdo sdo verificados agregados de particulas, demonstrado que
apos a coagulacdo existe a formacdo de redes que formam o coagulo. Comparando as
microestruturas do tofu coagulado com flor do cardo em relagdo ao coagulado com
MgCl,, verifica-se que o primeiro apresenta superficie com aglomerados mais
dispersos, 0 que corrobora com as caracteristicas visuais do produto, pois este tofu
apresenta um coagulo mais uniforme.
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Figura 4: Micrografias eletronicas das formulagdes de tofu coagulados com cloreto de
magnésio no inicio do processo de coagulacdo F3 (a) e F4 (b) e apds coagulacdo
completa F3 (c) e F4 (d).

As alteracfes na microestrutura de tofu estdo descritas por diferentes autores e
podem estar relacionadas com o tipo de coagulante utilizado, com sua concentragéo e
até mesmo com as condicdes de coagulacdo (KAO et al., 2003; PRABHAKARAN et
al., 2006). Os tofus obtidos com uso de flor do cardo apresentaram certa
descontinuidade na estrutura da matriz proteica com alguns fragmentos e largos poros
ou cavidades, os quais possivelmente foram formados pela alta capacidade de retencédo
de umidade, o que corrobora com os resultados de umidade obtidos para estes tofus
(Tabela 1). Esta caracteristica também esta relacionada ao rendimento e ao perfil de
textura (Tabela 2).

Quanto a analise do perfil de textura (APT) instrumental dos tofus, pode-se
perceber consideravel variabilidade dos resultados (Tabela 2), uma vez que o tofu que
apresentou maior dureza foi o F3 (10,90 N), seguido pelo F4 (6,64 N) e F2 (0,89 N),
sendo que o tofu F1 (0,57 N) foi considerado o menos duro. Pode-se inferir que os tofus
F3 e F4 apresentaram maior dureza devido ao tipo de coagulante utilizado, pois este
(MgCl,) tende a proporcionar queijos mais duros. Meng et al. (2016) prepararam
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diferentes tofus com soja selecionada com diferente germoplasma para producao de tofu
usando MgCl> e obtiveram dureza de 3,64 a 8,66 N. Benassi et al. (2012) ao utilizarem
coagulante sulfato de calcio diidratado (CaSO..2H20), na elaboracao de tofus utilizando
diferentes cultivares, verificaram que o tofu com a maior dureza (3,8 N) foi o que
utilizou a cultivar BRS 216, enquanto os tofus elaborados com as cultivares BRS 262 e
267 foram os menos duros (cerca de 2,3 N). Goées-favoni et al. (2019) utilizaram
coagulagdo com MgSO;, e soja comercial e obtiveram tofu com dureza de 13,60 N e
apos 5 dias de estocagem com 18,18 N. A variacdo da dureza esta relacionada a cultivar
de soja utilizada na obtencdo do produto, ao método de obtencdo utilizado, tipo e
concentragdo do coagulante (GOES-FAVONI et al., 2016; BENASSI et al., 2012;
YASIR et al., 2007). Foi possivel verificar ainda, que todos os tofus apresentaram
tendéncia de aumento da dureza durante os dias de armazenamento (1°, 7° e 14° dias)
(Tabela 2), e este aumento da dureza pode estar relacionado a diminuicdo da umidade
ocorrida no mesmo periodo (Tabela 1) (GOES-FAVONI et al., 2016).

Tabela 2: Perfil de textura (dureza, gomosidade, elasticidade coesividade) de tofus
desenvolvidos com as cultivares de soja BRS 267 e Vmax (F1, F2, F3e F4) no 1, 7 e
14°dias de armazenamento.

Amostras de tofu

Textura Tempo de Coagulacéo com flor do Coagulacéo com cloreto de
armazenamento cardo magnésio

BRS 267 (F1) Vmax (F2) BRS267 (F3) Vmax (F4)

1 0,57°+0,06  0,89°®+0,09  10,90%°+0,05 6,64°%+0,17

Dureza (N) 7 0,68%+0,01  1,15°4+0,01 11,45°%+0,07 7,68"+0,08
14 0,869%440,02  1,20°4+0,12 12,19%A+0,01  7,91°+0,15

1 0,38€+0,04  0,39°A+0,05  3,79%8+0,07  3,31°2+0,07
Gomosidade (N) 7 0,41°8+0,03  0,42°A+0,02  3,88%8+0,08  3,44°AB+0,05
14 0,51°A+0,04  0,46°A+0,06 4,12%A+0,07 3,47°+0,09

. 1 8,17°A+0,09  7,55°4+0,07  8,82*+0,09  7,97°+0,05
Elasticidade 7 7.81%+005  7,19%+0,05 8,66™°+0,07 7,65°+0,05

(mm)

14 7,77°8+0,06  6,319°+0,04 8,56°8+0,06  7,36°°+0,07

1 0,56*+0,08  0,52°2+0,04 0,57*A+0,02  0,63*+0,01

Coesividade 7 0,54%AB+0 01  0,50°+0,01 0,55%A+0,01  0,59%A+0,04
14 0,48°8+0,04  0,44°2+0,03 0,51?®+0,01  0,57%%+0,05

*Médias +desvio padrdo seguidas de letras mintsculas/mailsculas ndo diferem estatisticamente entre si
(p<0,05) na linha/coluna, respectivamente.

Quanto aos valores encontrados para a gomosidade, observa-se que os tofus F1,
F2, F3 e F4, no 1° dia avaliado indicando que o tipo de coagulante influenciou na
gomosidade das amostras, sendo que os tofus desenvolvidos com flor do cardo,
utilizando as duas cultivares de soja BRS 267 e Vmax (F1 e F2), ndo apresentaram
diferenca significativa entre si (p>0,05) apresentaram valores baixos para gomosidade.
Ja os tofus desenvolvidos utilizando as duas cultivares de soja BRS 267 e Vmax e
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coagulante MgCl, (F3 e F4) apresentaram diferenca entre si (p<0,05), porém com
valores mais altos para a gomosidade. As formulagdes de tofus elaborados apresentaram
comportamento similar nos diferentes dias de armazenamento avaliados.

De acordo com Yuan e Chang (2007) a gomosidade pode ser definida como o
produto da dureza e coesividade, que se refere a energia necessaria para desintegrar
alimentos semi-sélidos antes de serem engolidos. Dessa forma, os tofus desenvolvidos
com coagulante cloreto de magnésio (F3 e F4) requerem maior energia na mastigacéo,
pois apresentaram-se mais integros e mais resistentes ao rompimento. Benassi et al.
(2012) ao desenvolverem tofus com diferentes cultivares de soja encontraram valores de
gomosidade de 1,48 a 2,43 (N), valores menores do que no presente trabalho.

A elasticidade dos tofus apresentou diferenca estatistica entre si (p<0,05), com
valores que variaram na faixa de 6,31 a 8,82 mm. Resultados diferentes e com valores
inferiores aos observados neste trabalho séo reportados por Benassi et al. (2012), que
desenvolveram tofu com oito variedades de soja, utilizando sulfato de célcio diidratado
como agente coagulante e encontraram resultados que variaram de 0,89 a 0,90 mm, sem
a aplicacdo da prensagem. Valores menores para a elasticidade em tofus também séo
descritos por Li et al. (2014), sendo que os resultados variaram de 0,67 a 0,78 mm,
incluindo o tofu padrdo. Quando a elasticidade € analisada em termos de compressao da
APT, ela representa a percepcao do gel borrachoso na boca, se apresentar altos valores o
gel é quebrado em poucos pedacos grandes, e valores baixos advém da quebra em
muitos e pequenos pedacos (DANIELS et al., 2015).

Os resultados para a coesividade das amostras de tofu foram bastante préximos,
apresentando resultados entre 0,52 a 0,63 no 1° dia avaliado. Com a estocagem 0s
valores diminuiram e permaneceram entre 0,44 e 0,57 (14° dia). Benassi et al. (2012)
também reportaram pequena diferenca (0,63 a 0,66) entre as amostras quanto a
coesividade. A coesdo € definida como o trabalho necessario para superar a ligacdo
intrinseca do material (YUAN e CHANG, 2007). Os quatro tofus desenvolvidos foram
quebradicos em pedacos maiores demostrado pelos valores de coesividade, pois estes
s80 baixos e representam pouca coesividade.

2.3.4 Avaliacdo microbioldgica dos tofus

As analises microbioldgicas dos tofus (F1, F2, F3 e F4) apresentaram resultados
satisfatorios, dentro dos padrées exigidos pela legislacdo vigente, Instrucdo Normativa a
IN n° 60, de 23 de dezembro de 2019 (BRASIL, 2019) até o 14° dia de armazenamento
refrigerado, indicando que os produtos apresentaram-se seguros ao consumo humano.
Os resultados dos coliformes a 45 °C apresentaram presenca, porém, abaixo do limite
maximo estabelecido, Staphylococcus coagulase e B. cereus ndo apresentaram
contagem, bem como para Salmonella sp. que atende a legislacdo quanto a auséncia
(Tabela 3). De acordo com Benassi et al. (2007) o tofu deve ser consumido fresco em
até cinco dias e 0 armazenamento deve ser sob temperatura de refrigeracdo proximo a 5
°C. De maneira geral, pode-se considerar o tofu, um queijo com alto teor de agua que,
juntamente com seu alto teor de proteinas, o torna suscetivel ao crescimento de
microrganismos, principalmente se os procedimentos adequados de fabricagdo e / ou
armazenamento ndo forem seguidos (PAULETTO e FOGACA, 2012). Em estudo
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realizado para avaliar a qualidade bacteriologica de duas marcas de diferentes tofu
industrializado comercializados em um supermercado durante um periodo de seis meses
em 2015, na cidade de Porto Alegre, Brasil. Foram avaliados coliformes, bactérias
mesdfilas, Staphylococcus coagulase positivo e negativo, Bacillus cereus e Listeria sp.
As duas marcas apresentaram sérios problemas sanitéarios, pois a maioria dos lotes da
marca A e todos os lotes da marca B apresentaram-se improprios para 0 consumo
mesmo na auséncia dos outros patdgenos pesquisados (RIBEIRO et al., 2017). Assim
podemos concluir que todo cuidado quanto ao manuseio e processo de desenvolvimento
de tofu devem ser tomados para garantir a segunc¢a dos consumidores.

Tabela 3: Resultados das analises microbioldgicas realizadas nas quatro formulagdes de
tofu.

Amostras de tofu

Parametros . Coagulante flor do Coagulante lereto IN
microbiolégicos Dias cardo de Magnésio n° 60,
BRS 267 Vmax BRS 267 Vmax 2019
(F1) (F2) (F3) (F4)
) 1 <1x10 0 <1x10 0
Coliformes a 45 75 510 0 <1,2x10" 0 <1x10?
C (NMP/g) 14 <1,0x10' <15x10° <15x10' <1,2x10'
Staphylococcus 0 0 0 0
coagulase 0 0 0 0 <1x10?
positiva
(UFCIg) 14 0 0 0 0
1 Auséncia Auséncia  Auséncia  Auséncia
Salm(gge;l)a Sp. 7 Auséncia Auséncia Auséncia  Auséncia  Auséncia
14 Auséncia Auséncia  Auséncia  Auséncia
0 0 0 0
Buclféelgs' 0 0 0 0 <1x10?
14 0 0 0 0

*NMP/g: nimero mais provavel por grama, UFC/g: unidade formadora de col6nia por grama.

2.3.5 Andlise sensorial dos tofus

A avaliacdo da intencdo de compra e da aceitacdo sensorial das amostras de tofu
(F1, F2, F3 e F4) foi realizada por 60 julgadores ndo treinados, cujo perfil pode ser
abservado no Apéndice 6.3. A maioria dos avaliadores pertenciam ao sexo feminino (77
%) e 23 % do sexo masculino, principalmente jovens, na faixa etaria de 21 a 30 anos
(35 %), sequido pelas faixas etéria de 31 a 40 anos (22 %), 18 a 20 anos (17 %) e 41 a
50 anos (15 %) e > 50 anos (12 %). Em relacdo ao indice de escolaridade, 55 % dos
provadores possuiam graduacdo incompleta, 25 % com poés-graduacdo e 2 % com
ensino médio completo ou incompleto. Quando questionados sobre o consumo de tofu,
80 % dos provadores informaram que nunca haviam consumido este produto, e apenas
20 % ja havia provado. Dos avaliadores que ja haviam provado tofu, apenas 2 % tinham
0 habito de consumir o produto pelo menos uma vez por més, enquanto os demais (98
%) ndo possuiam o habito de consumir tofu com frequéncia. Benassi et al. (2011),
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estudando o consumo de produtos oriundos da soja, verificaram resultados diferentes ao
encontrado neste estudo, pois verificaram em sua pesquisa que dentre os alimentos de
soja que os julgadores informaram que ja consumiram ou consomem, o tofu foi
indicado por 42 % do total de julgadores.

De acordo com os resultados obtidos atraves da analise sensorial, a aceitacdo
global dos tofus apresentou resultados superiores para os tofus coagulados com flor do
cardo para as cultivares Vmax (F2) e BRS 267 (F1) de 6,00, e 5,52, respectivamente,
correspondendo na escala hédonica (ABNT, 1998) ao - “Gostei ligeiramente” e ao -
intervalo “Nao gostei/nem desgostei”, respectivamente. Cabe salientar que as amostras
comerciais sdo elaboradas com coagulantes quimicos e um destes coagulantes é o
MgCl., o qual foi utilizado neste trabalho, assim pode-se inferir que os resultados dos
tofus desenvolvidos com flor do cardo s&o promissores por apresentarem resultados
acima dos tofus com coagulante comercial.

De acordo com a Tabela 4, os tofus elaborados com o coagulante de flor do
cardo ndo apresentaram diferenga significativa entre si (p>0,05) quando comparados as
diferentes cultivares de soja utilizada, indicando que o tipo de cultivar utilizada nédo
influenciou na aceitacdo sensorial dos tofus. Ao comparar a aceitacdo dos tufos
elaborados com o coagulante cloreto de magnésio, também nao foi verificado diferenca
significativa entre as duas amostras elaboradas com as diferentes cultivares de soja, as
quais apresentaram valor médio de 4,79, correspondendo na escala hédonica (ABNT,
1998) ao intervalo “Nédo gostei/nem desgostei” a “Desgostei ligeiramente”. Benassi et
al. (2011) encontraram valores médios de 5,8 de aceitacdo global de tofu, valores
similares ao encontrado neste estudo para tufos elaborados utilizando o coagulante de
flor do cardo, os quais apresentaram um valor médio de 5,76 na escala hédonica. Os
autores salientaram que os consumidores que participaram do teste sensorial foram
escolhidos aleatoriamente e ndo precisavam ter o habito de consumir tofu com
frequéncia, aspecto este que pode ter ocasionado a obtencdo de resultados préximos da
indiferenca (nota 5) para as amostras de tofu. Corroborando o que ocorreu neste
trabalho, pois para participar do teste sensorial, ndo era necessario ser consumidor de
tofu e de acordo com a pesquisa de perfil (Apéndice 6.4), 80 % dos participantes nunca
haviam consumido tofu, e este produto apresenta caracteristica Unica e nem sempre
agrada paladares ndo habituados ao consumo de alimentos a base de soja como o tofu.
Além disso, segundo Furnols et al. (2009), a frequéncia e a forma de consumo dos
produtos influenciam diretamente em sua aceitacdo sensorial.

Os tofus formulados apresentaram indice de aceitabilidade (1A) acima de 50 %,
porém de acordo com Dutcosky (2013) produtos com IA igual ou superior a 70 % séo
considerados como aceitos. Considerando esta informacéo, observa-se que o tofu da
formulacdo F2 foi o que que chegou mais proximo ao valor proposto pelo autor, pois
apresentou um IA de 67 %, indicando que esta proximo ao recomendando como
produto aceito pelos consumidores (Apéndice 6.2).
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Tabela 4: Valores médios do teste de aceitacéo e intencdo de compra para as diferentes
formulaces de tofu.

Tofu Aceitacdo !  Intencdo de Compra 2
Coagulagéo com flor BRS 267 (F1) 5,52% + 2 45 2,95+ 1 36
do cardo Vmax (F2) 6,002 + 2,29 3,228+ 1,28
Coagulagdo com BRS 267 (F3) 4,90° + 2,22 2,45 +1,19
cloreto de magnésio Vmax (F4) 4,68° +2,17 2,23+ 1,14
Médias (n=60) + desvio padrao, seguida de mesma letra mintscula na coluna ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05);

Escala de aceitacdo: 1 = desgostei muitissimo; 9 = gostei muitissimo;
2Escala de intencdo de compra: 1 = certamente ndo compraria; 5 = certamente compraria.

Em relacdo a intensdo de compra, pode-se verificar na Figura 5 que o tofu das
formulacdes F1 (28,33 %) e F2 (30,00 %), para o item da escala “talves compraria”
foram as amostras que apresentaram maior porcentagem de intensdo de compra,
corroborando os resultados de aceitagdo sensorial. Resultado similar, foi reportado por
Daniels (2015), sendo que a grande maioria dos julgadores optou pela escala
intermediaria ‘talvez compraria, talvez ndo compraria’, 41 % para o tofu defumado e 37
% para o padrdo.

Assim pode-se perceber que sdo necessarias pesquisas de melhoria de caracteristicas
sensoriais da soja e seus derivados, pois a soja apresenta muitos beneficios a satde dos
consumidores e apresenta qualidade sensorial que ainda ndo agrada a maioria dos
consumidores. De acordo com Silveira et al. (2005), a engenharia genética é bastante
importante quando se considera a area de alimentos, pois espera-se que a biotecnologia
moderna seja capaz de proporcionar melhoramentos como o aumento da producgédo e
produtividade com diminuicdo de custos; desenvolvimento de produtos mais seguros e
ainda com caracteristicas sensoriais e nutricionais melhoradas.
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Figura 5: Histograma de Intensdo de compra (%) dos tofus das formulacgdes de tofu, F1
— Tofu, Flor do cardo, BRS 267; F2 — Tofu, Flor do cardo, Vmax; F3 — Tofu, Cloreto de
magnésio, BRS 267; F4 - Tofu, Cloreto de magnésio, Vmax.
2.3.6 Atividade Antioxidante

Em virtude das formulagbes F1 e F2 terem apresentado maior aceitabilidade e
intencdo de compra, e nestas ter sido utilizado coagulante vegetal flor do cardo que
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possui compostos fenolicos que Ihe confere atividade antioxidante (MATOS, 2014),
foram avaliadas a atividade antioxidante do extrato de flor do cardo, do EHS da Vmax e
da BRS 267, e das formulac6es de tofus F1 e F2, no primeiro dia do desenvolvimento.

A atividade antioxidante foi expressa em ICso, que é a quantidade de
antioxidante necessaria para quantificar a concentracdo inicial de DPPH em 50 %
(BRAND-WILLIANS et al., 1995), isto significa que quanto menor o valor de ICso
maior sera a atividade antioxidante.

O valor de I1Cso obtido para extrato da flor do cardo foi de 0,31+0,01 mg/mL, de
0,59£0,02 mg/mL para o EHS da cultivar Vmax, de 0,41+£0,3 mg/mL para o EHS da
cultivar BRS 267, de 0,10+0,01 mg/mL para a formulagéo de tofu F1 e de 0,15+0,2
mg/mL para a formulacdo de tofu F2, de acordo com Figura 6. A diferenga entre os
valores de ICso observada entre os tofus pode ser devido a varios fatores tais como a
cultivar, as condigdes climaticas, o estadgio de maturacdo, a forma de armazenamento, a
complexidade dos compostos antioxidantes presentes (polaridade e solubilidade), as
metodologias de extracdo do EHS, ao tempo de estocagem dos EHS e dos tofus, entre
outros fatores. Como a forma de secagem e armazenamento da flor do cardo
(GOUVEIA e CARVALHO, 2012).
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Figura 6: Atividade antioxidante expressa em valores de ICso para o extrato de flor do
cardo, do EHS da Vmax e da BRS 267, e das formulacdes de tofus F1 e F2

Os antioxidantes presentes em muitos vegetais podem ser de grande beneficio e
melhoria da qualidade de vida, pois eles apresentam a capacidade de proteger um
organismo dos danos motivados pelos radicais livres, através da prevencdo que pode
adiar o inicio de vérias doencas, como neurodegenerativas (Mal de Alzheimer),
cardiovasculares e cronicas (cancer, aterosclerose, artrite reumatica, hipertrofia
muscular) (Alam et al. 2012; Tinkel et al. 2012; Borut e Raja, 2012).

Desta forma pode-se considerar os valores de antioxidante da flor do cardo
muito promissores para utilizacdo em alimentos com potenciais benéficos a salde e
seguranca por tratar-se de produto natural (GOUVEIA e CARVALHO, 2012).
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2.3.7 Analise multivariada: Componentes principais (ACP) e correlacdo de
Pearson

A Tabela 5 e a Figura 7 apresentam a correlagdo de Pearson e andlise dos
componentes principais (ACP) das variaveis fisico-quimicas, sensorial e de textura das
formulacGes de tofu (F1; F2; F3 e F4) no 1°, 7° e 14° dia de armazenamento.

Na Figura 7 encontra-se a Analise dos Componentes Principais (ACP), na qual
as variaveis sdo representadas como vetores, quanto mais longo o vetor, melhor a
explicacdo da variabilidade entre as variaveis. A primeira (CP1) e segunda (CP2)
dimensdo explicaram 71,41 % da variancia total. O componente principal 1 (CP1)
respondeu por 42,50 %, enquanto ao componente principal 2 (CP2) por 28,91 %. Para o
qual observa-se que houve discriminacdo entre as formulacdes de tofu, principalmente
F3 e F4 em relacdo F1, F2, esta discriminagdo entre as amostras € justificada pelo tipo
de coagulante utilizado nas formulagdes, pois no tofu F1 e F2 utilizou-se flor do cardo e
nas formulacGes F3 e F4 MgCl> (padrdo). A formulacdo F4 é a que se localiza mais
préxima as varidveis pH, cinzas, coesividade e cor (parametro b*, C* e °Hue) no 1°, 7° e
14° dia de armazenamento. A F3 apresentou maior ITK, elasticidade, atividade ureética,
dureza e gomosidade. A F2 se destacou na aceitacdo (Tabela 4 e Figura 2), com maior
concentragdo de umidade inicial e durante o 1°, 7° e 14° dias de armazenamento (Tabela
1), possivelmente por apresentar na sua formulacdo coagulante flor do cardo, o qual
influenciou positivamente nas caracteristicas sensoriais e de umidade do produto
durante 0 armazenamento, maior rendimento, sinérese, lipidios e cor parametro L*. A
formulacdo F1 apresentou-se mais proxima do teor de proteina, cor (parametro a*),
acido fitico e da acidez durante o 1°, 7° e 14° dias. Os valores obtidos por meio de
correlagdo de Pearson (Tabela 5) confirmam a relagcdo entre os parametros observados
na andlise de componentes principais (Figura 7).

O teor de umidade foi correlacionado positivamente (p>0,05) com a proteina, 0
rendimento, a sinerese e a aceitacdo, ou seja, indicando que ao aumentar a umidade
obteve-se um aumento no contetdo de proteina, rendimento, sinerese e aceitacdo. No
entanto, a umidade foi correlacionada negativamente pela dureza e gomosidade,
indicando que a diminuicdo da umidade ocasionou 0 aumento nestes parametros de
textura.

Jé a proteina foi correlacionada positivamente (p>0,05) pela cor a*, rendimento,
sinerése, e aceitacdo, isto demonstra que quanto maior o conteido de proteina no tofu,
maior foi rendimento, sinerese e aceitacdo. A aceitacdo foi correlacionada
negativamente (p<0,05) com os dados de textura (dureza, gomosidade, elasticidade e
coesividade), mostrando que quando as caracteristicas de textura foram maiores a
aceitacdo do produto foi menor.
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Figura 7: Analise dos Componentes Principais (ACP) das formulacGes de Tofu (F1 —
Tofu, Flor do cardo, BRS 267; F2 — Tofu, Flor do cardo, Vmax; F3 — Tofu, Cloreto de
magnésio, BRS 267; F4 — Tofu, Cloreto de magnésio, Vmax) no 1°, 7° e 14° dia de
armazenamento.
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Tabela 5: Matriz de correlacéo (r) de Pearson para as variaveis umidade, pH, cinzas, lipideos, cor L*, a*, b*, C*, °Hue, Inibidor de tripsina
Kunitz, atividade ureética, &cido fitico, acidez, rendimento, sinérese, aceitacdo, perfil textura (dureza, gomosidade, elasticidade,
coesividade) de formulages de Tofu (F1 -, F2 - F3 - e F4 -) no 1°,7 e 14° dia de armazenamento.

Var Umi pH Cin Lip Prot L* a* b* °Hue C* ITK AU AF Aci Ren Siner Ace Dur Gom Elas Coe
Umi 1

pH -0,313 1

Cin -0,677 0,732 1

Lip 0,250 0,360 0,101 1

Prot 0,853 -0,166 -0,465 -0,037 1

L* 0,461 0,459 0,054 0,844 0,339 1

a* 0,803 -0,572 -0,781 -0,161 0,712 0,035 1

b* -0,056 0,708 0,506 0,799  -0,199 0,714 -0,467 1

°Hue -0,745 0602 0,776 0,235 -0,675 0,032 -0,994 0,539 1

c* -0,061 0,707 0,502 0,800 -0,195 0,716 -0,462 1,000 0,534 1

ITK 0,037 -0,133 0,000 -0,700 0,417 -0,488 0,307 -0,553 -0,337 -0,553 1

AU -0,049 -0,061 -0,056 -0,515 0,139 -0419 0,048 -0,342 -0,053 -0,343 0,456 1

AF 0,114 -0,348 -0,247 -0,871 0,410 -0,657 0,469 -0,769 -0,512 -0,768 0,882 0,529 1

Aci -0,093 -0,725 -0,415 -0,138 -0,308 -0,401 0,076 -0429 -0,108 -0,430 -0,163 -0,071 -0,048 1

Ren 0,909 -0,543 -0,789 0,049 0,769 0,246 0,945 -0,314 -0,921 -0,309 0,125 -0,071 0,260 0,099 1

Siner 0,651 0,229 -0,114 0,188 0,823 0,508 0,354 0,170 -0,296 0,172 0,272 0,120 0,157 -0,600 0,465 1

Ace 0,841 -0457 -0,729 0,321 0,549 0,315 0,680 -0,054 -0,618 -0,050 -0,183 -0,060 -0,047 0,109 0,771 0,374 1

Dur -0,913 0,367 0,696 -0,38 -0,662 -0,536 -0,794 -0,003 0,750 -0,008 0,219 0,255 0,105 -0,030 -0,925 -0,465  -0,823 1

Gom -0,941 0462 0,772 -0,284 -0697 -0412 -0,839 0,112 0,793 0,107 0,131 0,245 -0,015 -0,066 -0,945 -0,466  -0,909 0,976 1

Elas -0,359 0,294 0402 -0,677 0066 -0480 -0,192 -0,308 0,148 -0,310 0,772 0,463 0,673 -0,393 -0,386 0,104  -0562 0,629 0,570 1
Coe -0,314 0,688 0,655 0,137 -0,048 0,257 -0,386 0,402 0,385 0,401 0,243 -0,043 -0,068 -0,466 -0,395 0,143 -0,641 0,374 0,494 0,449 11

Os valores em negrito sdo diferentes de 0 (r >0,45) com um nivel de significancia alfa=0,05. ** (F1 — Tofu,

Flor do cardo, BRS 267; F2 — Tofu, Flor do cardo, Vmax; F3 — Tofu,
Cloreto de magnésio, BRS 267; F4 — Tofu, Cloreto de magnésio, Vmax. Var = variaveis, Umi = umidade, Cin = cinzas, Lip = lipidios, Prot = proteina, ITK = Inibidor de Tripsina
Kunitz, AU = Atividade ureatica, AF = Acido fitico, Aci = Acidez, Ren = Rendimento, Siner = sinérese, Acei = aceitacdo, Dur = dureza, Gom = gomosidade, Elas = elasticidade, Coe =
coesividade.
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2.4 CONCLUSAO

Os tofus elaborados com coagulante flor do cardo, independente da cultivar de
soja utilizada, apresentaram o maior indice de aceitabilidade e de intencdo de compra
em relagdo aos tofus obtidos com coagulante cloreto de magnésio. Também
apresentaram aspecto visual mais cremoso, maior sinérese e maior rendimento. Ao final
do armazenamento, estes tofus mantiveram suas caracteristicas nutricionais e
microbiologicas satisfatérias. Os tofus elaborados com flor do cardo apresentaram
capacidade antioxidante préspera. Portanto, o tofu elaborado com coagulante vegetal
flor do cardo é uma alternativa promissora para 0s consumidores veganos e intolerantes
a lactose.
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4 CONCLUSOES

A partir da soja pode-se desenvolver extrato hidrossoluvel, que apresenta vérias
etapas para a sua obtengdo, como a maceracgdo, que de acordo com a literatura pode ser
realizada por 16 h. Os resultados deste estudo demonstram que é possivel a reducdo do
tempo de 16 h para 6 h e utilizando temperatura de 45 °C. Foram obtidos EHS das
cultivares BRS 267 e Vmax com teores de proteina acima de 3 %, respeitando o que
preconiza a legislacdo (teor de proteina maior de 3 %). Sendo assim, as duas cultivares
de soja tem potencial para utilizacdo na indudstria de alimentos para o desenvolvimento
de produtos alimenticios humanos, desde que seguidas regras de processamento para
promover a correta inativacdo de componentes anti-nutricionais.

A partir do EHS foram desenvolvolvidos tofus utilizando a flor do cardo e
cloreto de magnésio como coagulante. Os resultados de textura para as quatro amostras
de tofu apresentaram consideravel variabilidade entre as amostras, nos diferentes
tempos de armazenamento testados (1°, 7° e 14° dias). Os dados de analises fisicas e
quimicas mostraram-se tecnologicamente favoraveis ao consumo humano. Através da
anélise sensorial percebeu-se que todos os tofus desenvolvidos apresentaram indice de
aceitabilidade acima de 50%, sendo que os tofus desenvolvidos com flor do cardo sé&o
promissores por apresentarem resultados acima do coagulante comercial. Os resultados
demonstram que o produto desenvolvido com coagulante vegetal pode representar uma
alternativa para os consumidores veganos e intolerantes a lactose.

Este trabalho é de grande relevancia, pois levou conhecimento deste produto a
muitos consumidores. Os produtos a base de soja como o tofu, que nem sempre é
conhecido e tem grande importancia devido a suas caracteristicas nutricionais, deve ser
mais difundido entre os consumidores de forma geral, tanto através de pesquisas, como
de transferéncia do conhecimento para a populagéo.
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5 SUGESTOS PARA TRABALHOS FUTUROS

» Realizar caracterizacdo detalhada da flor do cardo;

» Pesquisar alternativas para aplicacdo do okara do EHS e do soro do tofu em
alimentos;

» Desenvolver tofus temperados e realizar analise sensorial;

» Testar outros coagulantes vegetais que apresentam propriedades coagulantes.
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6 APENDICES DO PRESENTE ESTUDO

Apéndice 6.1: Termo de consentimento livre e esclarecido

Eu, Glaciela Cristina Rodrigues Da Silva Scherer, aluna do Doutorado em
Engenharia de Alimentos da Universidade Regional Integrada — Campus de Erechim
estou desenvolvendo uma pesquisa intitulada “AVALIACAO SENSORIAL DE
TOFUS DESENVOLVIDOS A PARTIR DAS CULTIVARES DE SOJA BRS 267
E VMAX UTILIZANDO DIFERENTES COAGULANTES”.

O objetivo sera desenvolver tofu a partir duas cultivares de soja (Vmax e BRS
267), utilizando diferentes coagulantes, para entdo realizar analise sensorial dos
diferentes tofus. Os dados serdo coletados individualmente atraves de questionario, de
andlise sensorial utilizando o teste de aceitagdo. Cada participante serd conduzido a uma
cabine individual onde recebera 4 amostras de tofu juntamente com uma ficha de
avaliacdo. Apos provar os produtos os participantes preencherdo a ficha conforme o seu
parecer. As amostras ndo representam riscos a saude dos participantes, pois serdo
realizadas analises microbioldgicas antes da analise sensorial.

No decorrer e ap0s a pesquisa serd mantido o sigilo das informac6es obtidas e/ou
qualquer dado que possa permitir identificacdo do participante, garantindo-lhes o
anonimato. Posteriormente estes dados poderao ser utilizados para elaboracéo de artigos
e divulgacdo nos meios cientificos e apresentacdo em eventos.

Fica claro que ndo existirdo despesas ou compensacOes pessoais para 0S
participantes em qualquer fase de estudo e ocorrendo alguma divida em relacdo ao
mesmo, poderdo entrar em contato pelo telefone (54)35209000 ou
glaciela.cristina@yahoo.com.br

Eu, ,
RG fui esclarecido (a) sobre a pesquisa “Desenvolvimento
de tofu, com as cultivares de soja BRS 267 e Vmax, com a utilizacdo de diferentes
coagulantes”. Aceito participar voluntariamente e concordo que meus dados sejam
utilizados na realizacao e publicacdo da mesma.

Erechim, de de 2019.

Assinatura do participante:

Assinatura do Orientador Assinatura do Pesquisador
Jamile Zeni Glaciela Cristina R. S. Scherer
RG: 1078251236 RG: 1076628401
Email: jamilezeni@uricer.edu.br Email: glaciela.cristina@yahoo.com.br

Fone : (54) 3520-9000- ramal 9115
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Apéndice 6.2: Ficha de avaliacéo sensorial dos tofus.

Questionario Anénimo de Analise Sensorial

Informacdes para o(a) participante voluntario(a):

Vocé estd convidado(a) a responder este questionario anénimo que faz parte da
coleta de dados do trabalho “AVALIACAO SENSORIAL DE TOFUS
DESENVOLVIDOS A PARTIR DAS CULTIVARES DE SOJA BRS 267 E
VMAX UTILIZANDO DIFERENTES COAGULANTES”. Sob execu¢do da aluna
Glaciela Cristina Rodrigues Da Silva Scherer e sob responsabilidade das
pesquisadoras Profs. Juliana Steffens e Jamile Zeni. Caso vocé concorde em participar
da pesquisa, leia com atengdo 0s seguintes pontos: a) vocé é livre para, a qualquer
momento, recusar-se a responder as perguntas que lhe ocasionem constrangimento de
qualquer natureza; b) vocé pode deixar de participar da pesquisa e ndo precisa
apresentar justificativas para isso; ¢) sua identidade serd mantida em sigilo; d) caso vocé
queira, poderda ser informado(a) de todos os resultados obtidos com a pesquisa,
independentemente do fato de mudar seu consentimento em participar da pesquisa; €)
ALERGENICOS: Atencao, este produto contém soja.

Questionario:

Data: / /
Sexo: Idade: Escolaridade
() Masculino ( )18 a20anos () 1°grau incompleto
( ) Feminino ( )21 a30anos () 1° grau completo
( )31 a40anos () 2° grau incompleto
( )41 ab50anos () 2° grau completo
( ) >50anos () Superior

() Po6s graduacao

Frequéncia de consumo de tofu de soja:
() 1vez por més; () 1vez por semana; ( ) 2 vezes por semana;
( ) mais de 2 vezes por semana; ( ) ndo tenho o habito de consumo.

Por favor, prove as amostras codificadas de tofu, da esquerda para direita e indique o
quanto gostou ou desgostou utilizando a escala abaixo.

9- Gostei muitissimo

8- Gostei muito

7- Gostei moderadamente Amostra n° Pontuacéo

6- Gostei ligeiramente

5- Nem gostei / nem desgostei

4- Desgostei ligeiramente

3- Desgostei moderadamente

2- Desgostei muito

1- Desgostei muitissimo

Indique a intencdo de compra dos tofus, utilizando a escala abaixo:

5- Certamente compraria Amostra n° Pontuacao
4- Provavelmente compraria
3- Talvez compraria
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2- Provavelmente ndo compraria
1- Certamente ndo compraria

Apéndice 6.3: Figura com o perfil dos avaliadores da analise sensorial, frequéncia de
cosumo de tofu, escolaridade, idade, género e consume de tofu.
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Apéndice 6.4: Figura do Histograma de indice de aceitacdo global (%) dos tofus. F1 —
Tofu, Flor do cardo, BRS 267; F2 — Tofu, Flor do cardo, Vmax; F3 — Tofu, Cloreto de
magnésio, BRS 267; F4 - Tofu, Cloreto de magnésio, Vmax.
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