URI

ERECHIM

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

JESSICA TAMIOZZO SCHMIDT

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE QUEIJO TIPO
TOFU UTILIZANDO COAGULANTES VEGETAIS

ERECHIM, RS - BRASIL
MARGCO DE 2016



DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE QUEIJO TIPO
TOFU UTILIZANDO COAGULANTES VEGETAIS

JESSICA TAMIOZZO SCHMIDT

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-
Graduacao em Engenharia de Alimentos da URI - Erechim,
como requisito parcial a obtencdo do Grau de Mestre em
Engenharia de Alimentos, Area de Concentragio:
Engenharia de Alimentos, da Universidade Regional

Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI Erechim.

Orientadoras: Dr2. Jamile Zeni

Dra. Juliana Steffens

ERECHIM, RS - BRASIL
MARCO DE 2016



DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE QUEIJO TIPO TOFU
UTILIZANDO COAGULANTES VEGETAIS

Jéssica Tamiozzo Schmidt

Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em Engenharia de
Alimentos da URI - Erechim, como requisito parcial & obtencdo do Grau de Mestre em
Engenharia de Alimentos, Area de Concentracdo: Engenharia de Alimentos, da Universidade

Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes — URI Erechim.

Comissao Julgadora

Prof2. Dr2. Jamile Zeni
Orientadora

Prof?. Dr?. Juliana Steffens
Orientadora

Prof?. Dr2. Clarice Steffens
URI Erechim

Dr?. Mercedes C. Carrao-Panizzi
Embrapa Trigo — Passo Fundo

Erechim, 10 de Marco de 2016



NESTA PAGINA DEVERA SER INCLUIDA A FICHA CATALOGRAFICA DA
DISSERTACAO DE MESTRADO. ESTA FICHA SERA ELABORADA DE ACORDO
COM 0OS PADROES DEFINIDOS PELO SETOR DE PROCESSOS TECNICOS DA
BIBLIOTECA DA URI - ERECHIM.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus pelo dom da inteligéncia e da sabedoria e pela forca, o
discernimento e a paciéncia nos momentos dificeis.

Agradeco a minha familia, aos meus pais Jodo e Ana e minhas irmds Giovana e
Emanuele, por todo o amor, dedicacéo, carinho e apoio dedicados a mim, sempre com palavras
e gestos de incentivo e motivagdo, mas principalmente pela paciéncia.

Agradeco as cats Adri, Aline, Keli, Re e VVa por toda a amizade, companheirismo, ajuda,
apoio, motivacdo e momentos de descontracdo dedicados a mim. VVocés meninas ajudaram a
tornar tudo mais facil e mais prazeroso, vou leva-las sempre em meu coracdo. Em especial a
Keli e a Aline por toda a ajuda durante a execucao do projeto.

Agradego aqueles que me ajudaram direta ou indiretamente nos laboratorios de
Biotecnologia, Termodinamica, Anélise Sensorial e Bromatologia, em especial a Sandi, que
esteve sempre pronta e com um sorriso no rosto para me auxiliar no que fosse, a Rose e a Vera
que com todo carinho me dedicaram ajuda nos momentos de duvidas e de necessidade, a Débora
e a Marci que sempre estiveram a disposicdo para qualquer davida e ajuda e a Ju que me
auxiliou durante uma analise, abdicando do seu tempo para meu beneficio.

Agradeco ao pessoal do Programa de P6s-Graduagdo em Engenharia de Alimentos pela
ajuda, em especial as minhas orientadoras Jamile e Juliana por todos os ensinamentos, a
dedicacéo, a paciéncia e os puxdes de orelha, e as professoras Geciane e Clarice que sempre
me auxiliaram nos momentos de questionamentos.

Agradeco ao Rodrigo Santos Leite pela realizacdo das analises de isoflavonas realizadas
na Embrapa Soja.

Agradeco a FAPERGS pela bolsa de estudos e a URI campus Erechim.

Cada um de vocés foi parte essencial para que esse projeto se tornasse realidade, do

fundo do meu coragdo, meu sincero obrigada.



“Se voce ndo esta disposto a arriscar,

Esteja disposto a uma vida comum”.

Jim Rohn



Resumo da dissertacdo apresentada ao Programa de POs-Graduagdo em Engenharia de
Alimentos como parte dos requisitos necessarios para obtencdo do Grau de Mestre em
Engenharia de Alimentos.

DESENVOLVIMENTO E CARACTERIZACAO DE QUEIJO TIPO TOFU
UTILIZANDO COAGULANTES VEGETAIS

Jéssica Tamiozzo Schmidt
Margo/2016

Orientadores: Dr2. Jamile Zeni
Dr2. Juliana Steffens

O tofu é um queijo de origem vegetal, oriundo da soja, obtido através da coagulacdo do extrato
hidrossoltvel de soja (EHS) por diferentes coagulantes. A utilizacdo de coagulantes vegetais
para o processamento do tofu, faz com que este produto possa ser consumido por pessoas do
grupo alimentar vegano. O objetivo deste trabalho foi desenvolver e caracterizar um queijo tipo
tofu a partir de EHS com diferentes coagulantes vegetais de kiwi, limao e gengibre. A soja
utilizada para o processamento do tofu, proveniente de cultivares convencionais, foi macerada
por 16 h para obtencdo do EHS. Os extratos vegetais de kiwi, gengibre e limao foram utilizados
como coagulantes vegetais, sendo analisado o valor de pH e a atividade de protease dos
mesmos. O tofu | foi obtido a partir da coagulagédo do EHS aquecido e coagulado em pH 3,4
com temperatura de 40°C para o extrato de kiwi, pH 6,6 com temperatura de 65°C para o extrato
de gengibre e pH 2,5 com temperatura de 80°C para o extrato de limdo. O tofu I de kiwi e
gengibre apresentou aspecto mais homogéneo, com massa liquida e o de limdo um aspecto mais
granular, com massa firme. A partir das caracteristicas visuais obtidas do processamento do
tofu I, foi analisado a influéncia do pH e da temperatura dos coagulantes vegetais na coagulacéo
do EHS, obtendo-se para a coagulacdo do tofu Il o valor de pH 2,0 com temperatura de 80°C
para os trés coagulantes vegetais, onde o tofu Il de kiwi, gengibre e limdo apresentou aspecto
visual mais granular, com massa firme. Para os grdos de soja foram realizadas as analises de
umidade, proteina bruta, lipidios, cinzas, pH, minerais, ISN, IPD, determinacéo e quantificacao
de isoflavonas, determinacdo colorimétrica da presenca/auséncia da enzima lipoxigenase e
atividade do inibidor de tripsina Kunitz. Para o EHS, além das analises realizadas para os graos
de soja, foram realizadas as analises de acidez e solidos soltveis. No tofu I e Il foram realizadas
as analises de rendimento, indice de sinérese, umidade, cinzas, pH, proteina, acidez titulavel,
cor, contagem total de bactérias psicrofilas, coliformes totais e termo tolerantes, no 1° e no 7°
dia de armazenamento. Os tofus | e Il ndo apresentaram diferencas significativas para a acidez,
pH e proteina do 1° para o 7° dia de armazenamento. Os rendimentos do tofu I de kiwi e gengibre
foram maiores do que os rendimentos dos demais, apresentando também os maiores indices de
sinérese. As analises microbioldgicas ficaram dentro dos padrdes da legislacdo para coliformes
totais e termo tolerantes, ausentes para contagem total de bactérias psicrofilas, para o tofu I e 11
de kiwi, gengibre e limdo. Os resultados deste trabalho mostram que os coagulantes de Kiwi,



gengibre e limdo podem ser utilizados para a elaboracdo de tofus e as melhores condigdes para
a obtencdo foram de pH 2,0 e temperatura de coagulacdo de 80°C, obtendo-se um tofu com
massa mais firme e granular para os trés coagulantes analisados.

Palavras-chave: Tofu, Extrato hidrossoltvel de soja, Soja, Coagulante vegetal, Vegano.
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Tofu is obtained by coagulation of soybean soluble extract (EHS) by different coagulants. The
use of vegetable coagulants for tofu processing, makes this product a vegan food group. The
objective of this study was to develop and characterize a cheese type tofu from EHS with
vegetable coagulant of kiwi, lemon and ginger. Soybeans used for tofu processing, were of
conventional cultivars, whose grains were macerated for 16 h to obtain the EHS. The vegetable
extracts of kiwi, lemon and ginger plants were used as coagulants, and pH and protease activity
were analyzed. First, with proper pH of the referenced statements and temperatures as great for
coagulation, the tofu | was obtained from the clotting EHS heated and coagulated at pH 3,4
(40°C) for kiwi extract, pH 6,6 (65°C) for ginger extract and pH 2,5 (80°C) for lemon extract.
The tofu I kiwi and ginger presented more homogeneous appearance, with net mass and lemon
tofu | presented a more granular appearance, with stiff dough. From the visual characteristics,
in the tofu I processing, it was examined the influence of pH and temperature of the vegetable
coagulants in the coagulation of EHS. Yielding of tofu Il coagulated at pH 2,0 with 80°C
temperature for the three vegetables coagulants, where the tofu Il kiwi, ginger and lemon
features more granular visual appearance, with stiff dough. For soybean grains were performed
analyzes of moisture, protein, lipid, ash, pH, minerals, ISN, IPD determination and
quantification of isoflavones, colorimetric determination of the presence/absence of
lipoxygenase enzyme and the activity of the Kunitz trypsin inhibitor. For EHS, in addition to
the analyzes performed for soybeans, acidity analysis, and soluble solids were made. Tofu | and
Il were carried out performance analysis, syneresis index, moisture, ash, pH, protein, acidity,
color, total count of psichrophilic bacteria, total coliform and thermo tolerant on 1%tand 7" day
of storage. Tofu I and 11 showed no significant differences for acidity, pH and protein from the
1% to the 7" day of storage. The yield of tofu | of kiwi and ginger were higher than the income
of others, also have the highest rates of syneresis. Microbiological analyzes were within the
law standards for total coliforms and thermo tolerant to missing psichrophilic total count of
bacteria, for tofu | and Il of kiwi, lemon and ginger. The results of this work shows that the
coagulants of kiwi, ginger and lemon can be used for the preparation of tofu and the best
conditions for obtaining were pH 2,0 and coagulation temperature of 80°C, obtaining a pasta
with tofu more firm and granular to the three analyzed coagulants.

Keywords: Tofu, Water-soluble extract of soybean, Soya bean, Vegetable coagulant, Vegan.
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1. INTRODUCAO

Ao longo da historia, o vegetarianismo mesclou-se com a cultura em todo o mundo, sua
disseminacéo foi lenta, mas crescente. Fatores racionais, emocionais e a salde sdo algumas
raz0es para essa adocdo da dieta (COUCEIRO; SLYWITCH e LENZ, 2008). A partir do modo
de vida vegetariano, surge o veganismo, estilo de vida que recusa o consumo de animais e
produtos que derivem deles, além de preconizar o boicote ao consumo em varias esferas de
produtos que gerem morte ou maus tratos a animais (ABONIZIO, 2013).

Neste contexto de dietas padronizadas na alimentacdo humana, surge o emprego da soja,
com seus valores nutricionais e funcionais, alegacdo de beneficios a salde, através de um
sistema moderno de producédo de alimentos, com diversificacdo de produtos a base de soja de
melhor qualidade nos mercados (BOATTO et al., 2010; AZEVEDO, 2011; CARRAO-
PANIZZI e SILVA, 2011).

Dentro da variabilidade da soja, no campo da industria de alimentos, é conhecido e
comercializado o extrato hidrossoltvel de soja (EHS) ou leite de soja. Desse extrato, se produz
o tofu, além de outros produtos (CIABOTTI et al., 2007).

O tofu, oriundo da China, esta ganhando cada vez mais popularidade em todo o mundo.
Considerado uma fonte valiosa de proteina em comparagdo com carne, peixe e queijo, torna-se
importante para individuos veganos (LI et al., 2015). Possui sabor suave e textura porosa, é
livre de colesterol, fonte de proteinas, minerais e acidos graxos poli-insaturados
(SERRAZANETTI et al., 2013).

O processo de fabricacdo do tofu envolve duas etapas principais. A primeira € a
obtencdo do extrato hidrossoluvel de soja, através da maceracdo e trituracdo dos grdos de soja
e aquecimento do extrato hidrossoltvel de soja, onde sera realizada a inativacao térmica das
enzimas lipoxigenases. A segunda é a coagulacdo do extrato hidrossollvel de soja, etapa
determinante para obtencdo da textura e rendimento do tofu (KAMIZAKE; SILVA e
PRUDENCIO, 2016). A coagulacdo do extrato hidrossoltvel de soja pode ser realizada a partir
de coagulantes de origem animal, microbiano ou vegetal. Se tratando de individuos veganos, o
uso de coagulantes de origem vegetal se torna uma opcéo.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo, elaborar e caracterizar queijo tipo tofu

utilizando coagulantes vegetais de kiwi, gengibre e limé&o.
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2. OBJETIVOS

2.1.

OBJETIVO GERAL

Este trabalho teve como objetivo geral desenvolver e caracterizar um queijo tipo tofu a

partir de extrato hidrossoluvel de soja com diferentes coagulantes vegetais.

2.2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢+ Caracterizar fisico-quimicamente os graos de soja:

Verificar o teor de umidade, cinzas, pH, minerais (Mn, K, Cu, Zn, Mg e Ca), lipidios e
proteina bruta;

Analisar as proteinas soltveis (indice de dispersibilidade proteica — PDI e indice de
solubilidade de nitrogénio — NSI);

Verificar a presenca das enzimas lipoxigenases;

Extrair e quantificar as isoflavonas;

Avaliar a atividade do inibidor de tripsina Kunitz.

¢+ Obter e caracterizar fisico-quimicamente o extrato hidrossoltvel de soja:

Verificar o teor de umidade, cinzas, pH, minerais (Mn, K, Cu, Zn, Mg e Ca), lipidios,
proteina bruta, acidez e s6lidos soluveis;

Analisar as proteinas soltveis (indice de dispersibilidade proteica — PDI e indice de
solubilidade de nitrogénio — NSI);

Verificar a presenca e a acdo do aquecimento na inativacdo das lipoxigenases;

Extrair e quantificar as isoflavonas;

Avaliar a atividade do inibidor de trispina Kunitz.

¢+ Obter e analisar os coagulantes vegetais de kiwi, limdo e gengibre:

Verificar a atividade de protease e pH dos coagulantes vegetais.

++ Elaborar e caracterizar os tofus de kiwi, limdo e gengibre em relacdo as caracteristicas

fisico-quimicas e microbiologicas:

Verificar o teor de umidade, cinzas, pH, acidez e proteina bruta;
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Avaliar o indice de sinérese, a cor e o rendimento dos tofus;

Verificar a contagem total de bactérias psicrofilas e coliformes totais e termo tolerantes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste item serd apresentado uma breve revisdo bibliografica sobre produtos veganos, a
soja, 0 extrato hidrossolUvel de soja, o tofu e sobre coagulantes vegetais (Kiwi, gengibre e

lim&o).

3.1.VEGANISMO

A alimentacéo dos individuos é determinada por varios fatores que vao desde o acesso
aos alimentos até as escolhas baseadas em valores culturais e crencas religiosas. Ao longo dos
anos, as mudancas econdmicas e sociais influenciaram o modo de vida e as praticas alimentares
da humanidade (TEIXEIRA et al., 2006). A pluralidade da sociedade contemporanea nos atesta
a existéncia de inumeras dietas, como vegetarianismo, veganismo, frugivorismo, fast food, junk
food, etc., onde os individuos constroem uma identidade de recusas e incentivos a ingestao de
alimentos por diversas motivacdes, entre elas, médicas, sociais e éticas (ABONIZI0O, 2013).

Os vegetarianos ou também conhecidos vegetarianos puros, sdo aqueles individuos que
excluem de sua alimentacdo apenas os ingredientes de origem animal, como ovos, laticinios,
mel, gelatina, etc (CENTRO VEGETARIANO, 2002).

O veganismo € um estilo de vida também conhecido como vegetarianismo radical. Sdo
individuos que se colocam contra qualquer modo de exploragcdo animal, incluindo o seu
consumo como fonte alimenticia, as formas de trabalho forcado, como componentes de
produtos manufaturados (roupas, cosméticos, etc.) ou de processos, 0 uso em prol ao progresso
da ciéncia e a vivissecdo de animais em laboratorios e, também, qualquer forma de
entretenimento que use da exposicdo e/ou maus-tratos (circos, rodeios, zooldgicos, etc.)
(TRIGUEIRO, 2013).

A origem do vegetarianismo vem dos primérdios da criacdo do homem e dentre 0s
defensores e promotores, o primeiro no Oriente foi Pitdgoras, considerado o “pai do
vegetarianismo”. Durante a primeira metade do século XX, a disseminacao do vegetarianismo
ocorreu pelos ideais de reformadores da satde e por aqueles que defendiam os principios éticos
de uma dieta vegetariana (MELINA; DAVIS e HARRISON, 1998).

Segundo Couceiro; Slywitch e Lenz (2008), as razGes a adogdo da dieta do

vegetarianismo incluem:
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e Salde — a dieta vegetariana € mais saudavel do que as dietas que incluem
alimentos de origem animal;

e Ftica e direitos dos animais — tirar a vida de outra criatura é fundamentalmente
errado;

e Meio ambiente — uma forma de reduzir impactos ao meio ambiente;

e Economia — falta de recursos financeiros para poder comprar carne;

e Religido — crenca de que matar é estritamente errado.

Nas ultimas décadas, 0s avangos em pesquisa na area da nutricdo evidenciam
significativos beneficios para a saude humana, contribuindo para o ressurgimento do interesse
pelo vegetarianismo (SABATE, 2003).

A dieta do vegano baseia-se em um regime com cereais, frutas, leguminosas, hortalicas,
tubérculos, sementes, cogumelos e algas, além de derivacGes destes produtos. De acordo com
a American Dietetic Association (2003) e Sabaté (2003), se planejadas e equilibradas, as dietas
vegetarianas sdo saudaveis e adequadas em termos nutricionais, trazendo beneficios para a
prevencdo e para o tratamento de determinadas doencas, contrapondo com as dietas baseadas
em elevado consumo de produtos de origem animal.

Os individuos veganos se configuram como um novo publico-alvo para grandes
empresas que lhes direciona produtos alimenticios (ABONIZIO, 2013), porém, tais produtos
também sdo consumidos por outras pessoas que evitam o consumo de animais, mas ndo
possuem habitos tdo estritos (CENTRO VEGETARIANO, 2002).

Segundo Pereira (2014), os individuos que aderiram ao veganismo ha mais anos, em
Porto Alegre (RS), argumentam que o mercado de produtos veganos encontra-se em constante
expansdo, além de estar aumentando a quantidade de estabelecimentos adeptos ao movimento.

Em pesquisa empirica sobre a alimentacdo no Brasil, Barbosa (2007) fala que a base da
alimentagdo da maioria dos brasileiros ¢ o trio “arroz, feijao e carne”. No prato dos veganos, a
soja, muitas vezes, entra no lugar da carne.

A soja é considerada a principal fonte de proteina vegetal da alimentacdo do homem e
de animais em diversos paises, quando comparada aos cereais e outras espécies de leguminosas,
ela apresenta o maior conteudo proteico (LIU, 1999; MANDARINO, 2008).
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3.2. SOJA

A soja é uma semente oleaginosa pertencente a familia Leguminoseae (Fabaceae), a
subfamilia Faboideae (Papilionoidae) e ao género Glycine (MANDARINO, 2008). Comegou a
ser produzida h& cerca de cinco mil anos pelos chineses que a consideravam um gréo sagrado,
assim como o arroz, o trigo, o centeio e o milheto (PAULETTO e FOGACA, 2012;
EMBRAPA, 2014a).

Sua origem consta no Continente Asiatico, na regido da antiga Manchdria, atual China.
Desta regido, se expandiu para outras partes do Oriente, Japdo e Coréia, depois para o Ocidente.
Na América, foi cultivada nos Estados Unidos como planta forrageira e produtora de graos. No
Brasil, chegou inicialmente na Bahia e espalhou-se para Sao Paulo e Rio Grande do Sul, sendo
cultivada até os dias atuais (PAIVA; ALVES e HELENO, 2006).

No Brasil, somente no final da década de 60, a cultivar de soja ganhou importancia
econdmica, principalmente por se ajustar ao cultivo de verdo apds o cultivo do trigo, e pelo
interesse das industrias de 6leo na producéo de farelo de soja (EMBRAPA, 2014b).

Nos ultimos 30 anos, no Brasil, a cultura de soja foi a que mais cresceu, com crescimento
anual em producéo no pais de 2,43% até 2019 (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2014).
Diante disso, a soja é considerada uma das mais importantes commodities brasileira, em
constante crescimento (CONAB, 2015).

O maior produtor mundial de soja é os Estados Unidos, com producdo de 108,014
milhdes de toneladas, seguido do Brasil, com producdo de 95,070 milhdes de toneladas. O
maior produtor brasileiro é o estado de Mato Grosso, com producdo de 27,868 milhdes de
toneladas e o terceiro maior produtor brasileiro é o estado do Rio Grande do Sul, com producéo
de 14,688 milhdes de toneladas de soja (EMBRAPA, 2015).

De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2015), na
estimativa para a safra de grdos 2015/2016 brasileira, a soja apresentara 0 maior crescimento
absoluto, com estimativa de 110,9 milhdes de toneladas. Esse resultado representa um aumento
na producgdo em relacdo a safra 2014/2015 (96,2 milhdes de toneladas).

A cultura da soja, responsavel por mais de 56% da area cultivada do pais, permanece
como principal responsavel pelo aumento de area, crescimento de 1,1% em relacdo a area
cultivada na safra 2014/2015. A estimativa é de crescimento de 3,4% (1,1 milhdo de hectares),

alcancando 33,2 milhdes de hectares na area cultivada com a oleaginosa (CONAB, 2015).
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A consolidacao da soja como importante fonte de proteina vegetal, geracdo e oferta de
tecnologia para viabilidade e producdo em diferentes regides, proporcionaram um elevado
crescimento para o cultivo da leguminosa, destacando-se entre as principais atividades
econdmicas do agronegécio mundial (HIRAKURI e LAZZAROTTO, 2011).

Nos Estados Unidos, os alimentos processados que contém soja, disponiveis no
mercado, contabilizam 60%. No Brasil, a porcentagem ndo é muito diferente e aumenta
progressivamente, isso se deve aos resultados de pesquisas cientificas com o apoio de
estratégias de marketing, focando o consumidor especialmente preocupado com questdes de
salde (AZEVEDO, 2011).

Atualmente, o emprego de soja esta aumentando em decorréncia da inclusdo de dietas
padronizadas na alimentacdo humana, definidas por parametros cientificos e pela otica do
sistema moderno de producédo de alimentos, da alegacédo de beneficios para a saide humana, a
seus valores nutricionais e funcionais, além do aumento e diversificagdo de produtos a base de
soja de melhor qualidade nos mercados (BOATTO et al., 2010; AZEVEDO, 2011; CARRAO-
PANIZZI e SILVA, 2011).

O consumo de soja ou de seus derivados na dieta contribuem para uma melhor qualidade
de vida, com reducdo da concentragdo sérica de colesterol e triglicerideos, prevenindo doengas
cronico-degenerativas e alguns tipos de canceres (BOWLES e DEMIATE, 2006), osteoporose
e atenuacdo dos sintomas da menopausa (PAULETO e FOGACA, 2012). Segundo a Food and
Drug Administration — FDA (1999), o consumo diario de 25g de proteinas de soja, como parte
da dieta, pode reduzir o risco de doengas cardiovasculares.

A composicao do grdo de soja depende de varios fatores: tipo de cultivar, condi¢des
ambientais, época de plantio e localizacdo geografica (SILVA, 2009). Sua constituicdo €
basicamente de 8% de casca, 90% de cotilédones e 2% de hipocétilo. Sua composicdo quimica
é de 60% de peso seco do grdo constituido de dleo e proteinas (20% de 6leo e 40% de proteinas,
geralmente), 35% de carboidratos e 5% de fibras (POYSA; WOODROW e YU, 2006). Ha ainda
no grdo de soja uma quantidade consideravel de lipidios (18-20%), sendo 85% de acidos graxos
insaturados e 15% acidos graxos saturados; entre os insaturados se destacam os &cidos linoleico
e linolénico que apresentam, atraves de sua consumacao, baixas incidéncias de algumas doencas
crénicas como as coronarianas (PENALVO et al., 2004). Dentre os carboidratos presentes na
soja, glicose, frutose, sacarose, fibras e oligossacarideos, a sacarose corresponde a
aproximadamente 60% do total de agucares soluveis e 0s oligossacarideos rafinose e estaquiose
representam 4 e 36%, respectivamente (HYMOWITZ et al., 1972).
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As fibras estdo presentes nas paredes das células da soja, conferindo firmeza e estrutura
ao grao, sendo resistentes a absorcdo pelo intestino delgado de humanos, com fermentacao
completa ou parcial no intestino grosso. As fibras soltveis possuem capacidade de formar géis
em solucdo aquosa e aumentam a viscosidade do bolo fecal (BRENNAN, 2005), as fibras
insoltveis contribuem para o aumento do bolo fecal acelerando o transito intestinal, além de
reduzirem a absorcao de glicose e retardar a hidrolise do amido (CATALANI et al., 2003). Os
grdos de soja contém aproximadamente 5% de minerais, com predominio de: magnésio,
fosforo, calcio, enxofre, cloretos e sddio, cujos teores estdo na faixa de 0,2 a 2% (LIU, 1999;
GONCALVES et al., 2014).

Dos compostos constituintes da soja, destacam-se as isoflavonas, compostos fenolicos
bioativos que podem reduzir o risco de alguns tipos de cancer, doencas cardiovasculares,
osteoporose e diabetes (MANDARINO, 2010). O perfil das isoflavonas é variavel, depende da
cultivar, das formas de processamento e do tipo de produto (BARBOSA; LAJOLO e
GENOVESE, 2006).

Apesar de suas propriedades nutricionais, funcionais e da alta produtividade, hd uma
certa resisténcia com os produtos de soja devido ao sabor e odor caracteristicos, conhecidos
como beany flavor, que desagrada o paladar ocidental (BOATTO et al., 2010). No entanto, nos
ultimos anos, tem ocorrido uma maior popularizacdo do seu consumo entre os brasileiros, isso
se deve a maior divulgacao de seu valor nutricional e funcional e ao desenvolvimento de novas
tecnologias para aprimorar suas caracteristicas sensoriais, que incluem melhoramento genético
da soja e medidas tecnoldgicas, como o tratamento térmico dos grdos para inativacdo de
lipoxigenases como etapa inicial de qualquer processo (MANDARINO, 2008; BENASSI;
VAREA e PRUDENCIO, 2012).

Desta forma, o crescimento nas pesquisas com soja nos ultimos anos aumentou seu uso
pela indUstria alimenticia, que tem aliado combinagcdes com outras matérias-primas no
desenvolvimento de novos produtos, originando alimentos com maior conteldo proteico,
aumentando a aceitacdo dos consumidores e reduzindo custos em relacdo aos produtos a base
de soja (MUNHOZ et al., 2010; SERRAZANETTI et al., 2013).

Além da soja in natura, existem diversos produtos derivados da leguminosa, entre eles
pode-se citar o extrato hidrossoltvel de soja e o tofu, que sdo alimentos ndo fermentados
(NAKAJIMA et al., 2010; PAULETTO e FOGACA, 2012).
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3.3. EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA (EHS)

O extrato hidrossoluvel de soja (EHS) é considerado um dos produtos derivados nao
fermentados mais conhecidos da soja. Elaborado pela primeira vez na China, durante o século
I1 d.C., expandiu-se com o decorrer do tempo para o resto do mundo (JACKSON et al., 2002).

Popularmente conhecido como “leite de soja”, o EHS é um exemplo de substituto ao
leite de vaca por ser desprovido de lactose, conter valores nutricionais e baixo custo de producéo
(PRUDENCIO e BENEDET, 1999; CARVALHO et al., 2011).

Os substitutos do leite de vaca sdo a base de plantas, extratos sollUveis em &gua de
leguminosas, oleaginosas, cereais ou pseudocereais que se assemelham na aparéncia. Estes
extratos sdo utilizados em substituicdo do leite de vaca na dieta por um numero crescente de
consumidores por razdes médicas (por exemplo, intolerancia e alergia a lactose) ou como opg¢éo
de vida (MAKINEN et al., 2014).

De acordo com a Resolugdo CNNPA n° 14 de 28 de junho de 1978, o EHS pode ser
definido como ““o produto obtido da emulsdo aquosa resultante da hidratacéo dos gréos de soja,
limpos, seguido de processamento tecnoldgico adequado, adicionado ou ndo de ingredientes
opcionais permitidos, podendo ser submetido a desidratacdo, parcial ou total”. Sua composicao
quimica deve apresentar no méaximo 93% de umidade e 0,6% de cinzas, no minimo 3% de
proteinas, 2,8% de carboidratos e 1% de lipidios (BRASILa, 1978).

De acordo com Poysa e Woodrow (2002), ha varias maneiras de se preparar o EHS,
tradicionalmente, ele é elaborado por imersdo dos grdos de soja em agua por algumas horas,
etapa conhecida como maceracdo, seguida de drenagem, moagem com adi¢do de dgua em
determinada proporcdo e filtracdo para separagdo do liquido (EHS) do subproduto, conhecido
como okara.

Durante um ou mais estagios do processamento para obtencdo do EHS, a soja é
submetida ao aquecimento, sendo a intensidade do tratamento térmico um fator interferente na
solubilidade de suas proteinas, através da desnaturacdo irreversivel da mesma (RODRIGUES;
G0OZZO e MORETTI, 2003; CIABOTTI et al., 2007; BENASSI e PRUDENCIO, 2013).
Quando insoluveis, estas proteinas tendem a se agregar e sedimentar-se, produzindo textura
indesejavel em bebidas, conferindo sensacdo de arenosidade a boca e afetando os parametros
reolégicos do produto, como a viscosidade (RUSTOM; LOPEZ-LEINA e NAIR, 1996).

Para eliminacdo do sabor e do odor caracteristicos da soja no EHS, podem ser utilizados

varios tratamentos, como a remogdo completa da casca, a trituragcdo com &gua quente, a
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maceracdo dos grdos com alcalis ou &cidos e a adi¢do de flavorizantes (MORAIS e SILVA,
1996; CASE et al., 2005).

O EHS ¢ consumido tradicionalmente nos paises asiaticos, enquanto que no ocidente
ainda se encontra em fase de expansdo. Inicialmente seu consumo era realizado por
vegetarianos, individuos com restricdes alimentares, ou de ordem religiosa e intolerantes a
lactose (UILIANA e VENTURINI FILHO, 2010).

O consumo do EHS vem crescendo significativamente devido as suas qualidades como
alimento de alto valor nutritivo e ao baixo custo de sua producéo, despertando a atencdo da
indUstria de alimentos, além de representar uma importante alternativa para a alimentacao das
populagdes desnutridas (GUERREIRO, 2006). Sua consumagdo pode se dar, tanto na forma
natural (liquida), como na forma desidratada (pd), a qual possui vantagens de manuseio,
conservacao e transporte em relacdo a liqguida (MORETTI e HINOJOSA, 1981).

O produto industrializado pode ser encontrado no Brasil na forma original (sem
aromatizagdo), aromatizado com diferentes sabores, adogado com sacarose ou edulcorantes,
combinado com frutas diversas, e ainda suplementado com vitaminas, agcucar e minerais,
melhorando, assim, seu valor nutricional e sua aceitacdo no mercado (GUERREIRO, 2006;
BRANCO et al., 2007; ZAKIR e FREITAS, 2015). Com ampla aplicagdo na indudstria de
alimentos o EHS, liquido ou em p6, pode ser consumido adicionado a diversos produtos lacteos,
como iogurtes, formulados infantis, sorvetes e cremes (NUNES et al., 2014).

No mercado nacional, é cada vez mais frequente a inclusdo do EHS em sucos de frutas,
0 que indica 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).

O mercado de bebidas a base de soja cresce 30% ao ano no mundo e 35% no pais, trata-
se de um mercado de mais de R$ 350 milhdes (BRUNELLI e VENTURINI FILHO, 2012).

Sua composi¢do quimica pode sofrer variacbes em virtude da variedade da matéria-
prima utilizada e do processamento empregado, entretanto, o produto acabado deve apresentar
teor proteico equivalente ao do leite de vaca (MORETTI e HINOJOSA, 1981; CASE et al.,
2005).

Dos produtos derivados do EHS, um dos mais conhecidos € o tofu, e, na Asia, cerca de
90% das proteinas da soja sdo consumidas na forma deste alimento (KIM et al., 2007).
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3.4. TOFU

O tofu é obtido a partir do EHS, produzido apds a lavagem, maceracao e trituracdo dos
grdos de soja. Ap6s a maceragdo, 0s graos sdo moidos em &gua aquecida e sdo filtrados,
separando o EHS do subproduto okara (Figura 1) (BENASSI; BENASSI e PRUDENCIO,
2011). A partir do EHS ocorre a precipitacdo das proteinas pelo calor, pela adicdo de
coagulante, que podem ser sais ou acidos, produzindo um gel resultante da formacdo de uma
rede proteica com retencdo de agua, lipidios e outros constituintes, apresentando textura lisa,
macia e elastica (CIABOTTI et al. 2007; CIABOTTI et al., 2009). Tradicionalmente é
consumido no oriente e paises do sudeste asiatico, incluindo Japao, China e Coréia, ha mais de
2000 anos. Isso se deve ao seu valor nutricional, beneficios a saude e a tendéncia atual de reduzir
a ingestdo de produtos de origem animal (LI e HSIEH, 2004; POYSA; WOODROW e YU,
2006).

O tofu é uma importante fonte de proteina, vitaminas e minerais, apresenta baixa
proporcdo de gorduras saturadas e auséncia total de colesterol, considerado um alimento
saudavel, de alto valor nutritivo e de custo reduzido, utilizado em preparacdes alimenticias, em
substituicdo de ovos, queijos, carnes e outros alimentos de origem animal, além disso, possuli
sabor suave e textura porosa (CIABOTTI et al., 2007; REKHA e VIJAYALAKSHMI, 2013;
SERRAZANETTI et al., 2013).

Existem diferentes tipos de tofu no mercado, dependendo do tipo de coagulante e do
teor de umidade, que podem ser classificados como: macio, firme e extra firme (LI et al., 2013).
A saber, o tofu silken é formado pela coagulacdo do EHS na prdpria embalagem de consumo,
ja o tofu momen é obtido pela quebra do coagulo, seguida pela pressdo em uma forma com
remocao de parte do soro. A textura do silken é muito macia e homogénea, enquanto que a do
momen é mais firme e menos uniforme, uma vez que o coagulo € quebrado e depois reformatado
sob pressdao (EVANS; TSUKAMOTO e NIELSEN, 1997; BENASSI e PRUDENCIO, 2013).
De acordo com Li et al. (2013), o tipo de cultivar de soja, a qualidade do grao dependendo das
condigdes de cultivo da planta, o armazenamento do gréo e as condic¢des de processamento do

tofu influenciam o rendimento, textura e na qualidade do produto (CUI et al., 2004).



Figura 1. Fluxograma de processo de obtencéo do tofu.
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Fonte: adaptado de Benassi; Benassi e Prudencio (2011).
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Além disso, a quantidade de agua utilizada na obten¢do do EHS afeta o teor de solidos

e a recuperagdo das proteinas e consequentemente a textura do tofu, assim como o EHS obtido,

tipo e concentracdo do coagulante utilizado, pH, temperatura de gelificagdo e pressao aplicada
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no gel (REKHA e VIJAYALAKSHMI, 2013). O rendimento do processo é muito importante
do ponto de vista econémico, sendo expresso como a relacdo entre a massa de tofu produzida e
a massa inicial de gréos, contudo, hd uma grande diversidade de resultados, devido as diferentes
condigdes utilizadas, seja em termos das cultivares de soja como dos parametros de
processamento (BENASSI; YAMASHITA e PRUDENCIO, 2011).

De acordo com Min, Yu e St. Martin (2005), ha influéncia do teor de proteinas do gréo
sobre o rendimento do tofu, sendo a determinacéo de proteinas no grdo um meio para predizer
o rendimento e o contetdo proteico do tofu. Para Benassi, Benassi e Prudencio (2011), o
tamanho dos gréos de soja pode interferir no rendimento do tofu, onde grdos maiores tendem a
aumentar o rendimento do tofu (CUI et al., 2004). Resultados observados por Ciabotti et al.
(2009) mostram que quando se diminui a concentracdo do EHS, diminui-se o rendimento do
produto, independente do coagulante utilizado, devido a quantidade de proteina presente no
extrato de soja.

O tofu apresenta sabor quase neutro, logo, as propriedades de textura tém importante
papel na qualidade e na aceitagcdo do produto pelo consumidor (KAO et al., 2004). Sua textura
se assemelha a de um queijo branco macio ou de um iogurte firme, deve ser lisa, firme e coesa
(MIN; YU e ST. MARTIN, 2005). A partir dele, podem ser obtidos produtos secundarios, como
o tofu frito, grelhado, seco, congelado, fermentado, dentre outros, apresentando diferentes
caracteristicas sensoriais (LI et al., 2013).

A proteina é considerada o componente que mais influencia a textura do tofu (POYSA;
WOODROW e YU, 2006) e a sua desnaturacdo térmica € um dos pré-requisitos para a formacéo
do gel. Segundo Benassi e Prudencio (2013), o aquecimento do extrato de soja provoca o
desdobramento das moléculas de proteinas e permite a exposicao de grupos sulfidrila, ligacdes
dissulfeto e cadeias laterais de aminoacidos hidrofobicos. A adicdo do extrato coagulante
permite interacfes entre as cadeias proteicas, resultando na formacdo de uma matriz com
estrutura de rede tridimensional, responsavel pelas caracteristicas de textura do tofu (LIU et al.,
2004).

A formacdo de gel no tofu compreende duas etapas: a desnaturagdo e a precipitacao
proteica, podendo ser por sais ou isoelétrica (KOHYAMA,; SANO e DOI, 1995; BENASSI e
PRUDENCIO, 2013). A desnaturacao ocorre com inicio em um tratamento térmico que expdem
as regides hidrofébicas das moléculas de proteina tornando sua carga liquida negativa. A
precipitacdo por sais ocorre quando ha formacgéo de protons que neutralizam a carga elétrica

das proteinas, fazendo com que as interacfes proteina-proteina (interagdes hidrofdbicas) se
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tornem mais fortes que as interacdes proteina-solvente. Portanto, as moléculas das proteinas
sofrem agregacédo de forma aleatoria e precipitam (KOHYAMA; SANO e DOI, 1995; LIU et
al., 2004; BENASSI e PRUDENCIO, 2013). A precipitacdo isoelétrica envolve a diminuigédo
da solubilidade das proteinas através da reducdo do pH, pela adicdo de &cidos, e decorrente
aproximacdo ao ponto isoelétrico, que € o valor de pH no qual a solubilidade é a menor
(MARZZOCO e TORRES, 2007)

A coagulacdo do EHS com o uso de coagulantes especificos € a etapa mais importante
da producéo do tofu e a mais dificil, pois depende da interagdo de alguns fatores: composicao
quimica da soja, volume processado, quantidade de solidos, pH, tipo de coagulante e sua
concentracdo, tempo e temperatura de coagulacdo e método de homogeneizacdo (CIABOTTI
et al., 2009). O aquecimento do EHS antes de se adicionar o extrato coagulante é muito
importante, pois objetiva diminuir a carga microbiana, inativar compostos antinutricionais e
desnaturar as proteinas. Essa desnaturacdo é imprescindivel, pois faz com que a estrutura
globular da proteina da soja se desdobre, expondo grupos funcionais, formando um gel de
proteinas onde também sdo retidos os lipidios (BENASSI; YAMASHITA e PRUDENCIO,
2011).

Entre os coagulantes utilizados, ha trés principais: sulfato de célcio (CaSOs4), Glucona-
d-Lactona (GDL) e cloreto de magnésio (MgCl.). A coagulacgdo realizada com sulfato de célcio
ocorre de maneira lenta, o sulfato de céalcio possui baixa solubilidade e assim dissolve
gradativamente, o tofu resultante apresenta caracteristica macia, com boa capacidade de
retencdo de agua (CRA). A coagulacdo com GDL ¢é a coagulacdo acida mais comum, ocorre
através da inducdo pelo acido gluconico, formado através da decomposicdo gradual do GDL,
que possui maior solubilidade, fornecendo um rendimento mais elevado e maior capacidade de
retencdo de agua, além de conferir um sabor azedo ao tofu. A coagula¢do com o cloreto de
magnésio é dificil de controlar e faz com que o tofu fique rigido, ndo uniforme e com baixa
retencdo de agua, contudo, o cloreto de magnésio foi o primeiro coagulante a ser utilizado no
processamento de tofu, sendo o mais adequado para preservacdo do sabor natural da soja e
obtenc¢éo de um tofu uniforme (LI et al., 2013).

Outros sais que podem ser utilizados sdo o sulfato de magnésio (MgSOa, conhecido
como sal amargo), acetatos e lactatos, outros acidos séo o latico e outros de grau alimenticio,

como vinagre e Vvarios sucos citricos, como o de liméo (LIU, 1999).
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Nos processos industriais, os coagulantes mais utilizados sdo o sulfato de calcio
(CaS0g), cloreto de célcio (CaCly), sulfato de magnésio (MgSOs) e cloreto de magnésio
(MgCl,) (PRABHAKARAN; PERERA e VALIYAVEETTIL, 2006).

Segundo Daniels et al. (2013), “cada coagulante confere ao tofu diferentes propriedades
de textura e sabor, por isso esta ¢ uma escolha importante”. O tipo e a qualidade do coagulante
utilizado influenciam fortemente a textura e a microestrutura do codgulo de soja (KAO; SU e

LEE, 2003) e de acordo com Li et al. (2013), afeta diretamente a caracteristica do produto.

3.5. COAGULANTES VEGETAIS

A coagulacdo do EHS é uma etapa fundamental na elaboracdo de alguns tipos de
produtos alimenticios, como o tofu, sendo geralmente realizada em presenca de proteases
coagulantes (EGITO e LAGUNA, 2006).

As proteases sdo proteinas encontradas na natureza, podendo ser obtidas a partir de
animais, vegetais e micro-organismos (RAO et al., 1998; SOARES et al., 2015). Elas sdo
enzimas capazes de hidrolisar ligacGes peptidicas e sdo classificadas em dois grandes grupos:
exopeptidases e endopeptidases. As exopeptidases atuam proximo as extremidades das cadeias
polipeptidicas, enquanto as endopeptidases atuam nas regifes internas das cadeias
polipeptidicas (PALMA et al., 2002; GONZALEZ-RABADE et al., 2011). As endopeptidases
ou proteinases podem ainda ser divididas de acordo com seu mecanismo de acdo em: cisteino,
serino-, metalato- e asparato protease, onde o nome indica uma das regides cataliticas no sitio
ativo da enzima (WHITAKER, 1994; RAWLINGS; BARRETT e BATEMAN, 2010;
GONZALEZ-RABADE et al., 2011).

As proteases formam um dos grupos mais importantes de enzimas industriais, e uma de
suas principais aplicacdes é a producao de queijo da industria de laticinios (MERHEB-DINI et
al., 2010).

A utilizacdo de proteases vegetais como coagulantes é interessante uma vez que sao
enzimas naturais e seu uso para producdo de queijos é adequado para consumidores
vegetarianos (PINO et al., 2009). O numero de enzimas de origem vegetal utilizadas
industrialmente ainda é pequeno, apesar dos extratos das plantas serem usados em processos
industriais por muito tempo (GONZALEZ-RABADE et al., 2011).
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Essas proteases podem ser obtidas a partir de fontes, como frutas (por exemplo, Kiwi,
limdo, meldo), raizes (por exemplo, rizomas de gengibre), latex (por exemplo, mamao, maca)
e flores (por exemplo, Cynara cardunculus e Centaurea calcitrapa) (FERNANDEZ-
SALGUERO; TEJADA e GOMEZ, 2002; ADETUNJI e SALAWU, 2008; DOMSALLA e
MELZIG, 2008). Alem disso, as propriedades funcionais que os extratos das proteases vegetais
possuem sdo fundamentais para definir o sabor e a textura dos produtos, possibilitando
aplicacdes inovadoras dessas proteases (MAZORRA-MANZANO et al., 2013).

Queijos elaborados com coagulantes vegetais sdo encontrados principalmente no
Mediterraneo, paises da Europa Ocidental e do Sul Africano, contudo, na Espanha e em
Portugal ha a maior variedade e producéo de queijos utilizando-se Cynara sp. como coagulante
vegetal (ROSEIRO et al., 2003).

A proteolise intensa em queijos fabricados com coagulantes vegetais rompe a rede de
caseina, originando uma estrutura mais homogénea, aumentando a cremosidade e 0
amolecimento do queijo (TEJADA; GOMES e FERNANDEZ-SALGUERO, 2007). Porém,
esta proteodlise intensa gera também excesso de acido, sabores amargos e diminui o rendimento
dos queijos, desvantagens inerentes que limitam a utilizacdo de coagulantes vegetais
(ROSEIRO et al., 2003; LLORENTE et al., 2014).

O interesse cientifico em proteases vegetais e seu modo de a¢do em diferentes proteinas
dos alimentos pode resultar em melhores produtos e também estimular o desenvolvimento de
novas aplicacbes (MERHEB et al., 2007).

3.5.1. Kiwi

O kiwi (Actinidia deliciosa) é originario das regides altas e imidas do Vale do Rio
Yang-Tzé, na China e chegou ao Brasil em 1971 através do Instituto Agronémico de Campinas.
(MATHIAS e SILVEIRA, 2012). O nome kiwi tem origem neozelandesa e deriva do nome de
um passaro tipico daquela regido, suas semelhancas sdo muitas, e por isso, essa foi uma forma
de langar o fruto no mercado no pais e no exterior (ALBUQUERQUE, 2004). Pertence a familia
Actinidiaceae e se caracteriza por apresentar raizes carnosas, ramificadas e com tendéncia a
distribuirem-se no substrato superior do solo. Quando jovem, seu caule é flexivel e em ramos,
a medida que a planta se torna adulta, seu caule se torna lenhoso e resistente (SAQUET e
BRACKMAN, 1995).
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O fruto do kiwi é uma baga de forma ovoide, esférica ou alongada, dependendo da
cultivar. Possui pelicula delgada, mas firme, coloracdo marrom e encoberta de pelos. Sua polpa
apresenta coloracéo verde-esmeralda, as sementes sdo muito pequenas e dispostas radialmente
com coloracéo pardo-escuras (FERGUSON e BOLLARD, 1990).

As cultivares mais plantadas e produtivas no mundo séo de origem neozelandesa, as
variedades produtoras sdo Hayward, Monty, Allison, Bruno, Abbott, Jones, Geensil, Gracie e
Elmwood e as polinizadoras sdo Matua, Tomuri e M-3 (ZUCCHERELLI e ZUCCHERELLLI,
1987).

O fruto do kiwi é de grande interesse para consumo humano por ser rico em vitaminas
e minerais, principalmente vitamina C, contendo o dobro que uma laranja, além de ser rico em
betacaroteno e potassio (HEIFFIG et al., 2006). E considerado uma fruta citrica, portanto
contém antioxidantes que sdo importantes na diminuicdo da incidéncia de doencas
cardiovasculares, degenerativas (cancer), disfungdes cerebrais e inflamagdes (MACHADO et
al., 2010).

Extratos de kiwis sdo utilizados na industria alimenticia como amaciantes de carnes
(HAN et al., 2009) e sucos concentrados de kiwi sdo extensivamente usados como ingredientes
em muitos alimentos, como doces e geleias, xaropes, confeitaria e laticinios (GOULA e
ADAMOPOULOQS, 2011; GROZDANOVIC; BURAZER e GAVROVIC-JANKULOVIC,
2013).

A partir do kiwi pode-se obter a actinidina, uma cisteina protease com ampla atividade
de pH e ampla especificidade de substratos (McDOWALL, 1970; BOLAND e HARDMAN,
1972; GROZDANOVIC; BURAZER e GAVROVIC-JANKULOVIC, 2013). A actinidina
exibe a capacidade de formar coagulos no leite em que a caseina € separada longe das proteinas
do soro do leite. A hidrdlise realizada pela actinidina demonstra que o substrato preferido para
esta enzima € a 3-caseina, seguida por k-caseina, que é hidrolisada em um pequeno nimero de
peptideos maiores (LO PIERO; PUGLISI e PETRONE, 2011; GROZDANOVIC; BURAZER
e GAVROVIC-JANKULOVIC, 2013).

Seu poder de coagulagédo foi avaliado por Lo Piero, Puglisi e Petrone (2011), onde
observaram que a actinidina possui capacidade de formar coagulos no leite, sendo a enzima
compativel com as condi¢des de fabricacdo de queijos. Os produtos lacteos coagulados com
actinidina, através de suco de kiwi, desenvolvem menos notas de aromas anormais, atribuidas
a peptideos amargos que ocorrem quando as proteases ficina (protease da papaina) sdo
utilizadas nos mesmos produtos (SAHA e HAYASHI, 2001; GROZDANOVIC; BURAZER e
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GAVROVIC-JANKULOVIC, 2013). Katsaros; Tavantzis e Taoukis (2010) relataram a
aplicacdo tanto de pd de kiwi, rico em actinidina, quanto de suco de kiwi, para producdo de
produtos lacteos.

Contudo, o nivel de atividade da actinidina no kiwi pode diferir dependendo da fase de
crescimento dos frutos e do tratamento dos frutos pos-colheita ou durante o armazenamento
(LAROCCA; ROSSANO e RICCIO, 2010).

3.5.2. Gengibre

O gengibre, Zingiber officinale Roscoe, pertence a familia Zingiberaceae, com cerca de
47 géneros e 1400 espécies, sendo que o género Zingiber compreende cerca de 150 espécies
distribuidas principalmente em regides tropicais e subtropicais da Asia (RAVINDRAN e
BABU, 2005). E uma planta herbacea perene, constituida por rizomas, as partes da planta mais
utilizadas, que podem ser frescos ou secos (ALl et al., 2008). E caracterizado pelo seu tipico
sabor e aroma pungente, contendo altos niveis de oleoresinas, gingerol, éleos essenciais e
conteddo de fibras (KIZHAKKYIL e SASIKUMAR, 2009). Possui ampla atividade
farmacoldgica, com atividade antioxidante, anti-inflamatoria, antimicrobiana, efeitos benéficos
sobre doencas gastrointestinais, entre outros (ALI et al., 2008; BALIGA et al., 2011; BUTT e
SULTAN, 2011).

O gengibre pode ser utilizado sob as formas: in natura, em conserva, cristalizado
(NEGRELLE; ELPO e RUCKER, 2005), como 6leo essencial usado na inddstria farmacéutica,
cosmeética e de alimentos (ALI et al., 2008) ou ainda seco (SALMON et al., 2012). Dentre 0s
usos do gengibre na industria de alimentos, as proteases presentes nos rizomas tém sido
utilizadas como proteases coagulantes em produtos lacteos (HASHIM et al., 2011a).

No sul da China ¢ produzido a “Jiang zhi ning ru”’, uma sobremesa tradicional, produzida
a mais de 100 anos pela mistura do suco de gengibre fresco com leite quente, onde o principal
fator de producéo € a atividade de coagulacédo do leite pela protease do gengibre (SU; HUANG
e WANG, 2009; HASHIM et al., 2011b).

As proteases do rizoma do gengibre (GP) séo cisteinas proteases (CHOI e LAURSEN,
2000) e foram isoladas pela primeira vez em duas formas denominadas protease de gengibre |
(GP-I) e protease de gengibre 11 (GP-11) por Ichikawa, Sasa e Michi (1973). Ohtsuki et al (1995),
mais tarde, separaram as proteases de gengibre em trés fracGes e mostraram que elas possuem

elevada atividade contra substratos de proteinas como: caseina, albumina de soro de bovino,
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colageno e gelatina (THOMPSON; WOLF e ALLEN, 1973; HASHIMOTO et al., 1991) e sdo
inativadas por reagentes sulfidrilas (CHOI e LAURSEN, 2000) e, portanto, sdo agrupadas com
outras cisteina proteases de plantas, como: papaina, ficina, bromelina e actinidina (HASHIM et
al., 2011b; GAGAOUA; HOGGAS e HAFID, 2015).

3.5.3. Limao

O limé&o pertence ao género Citrus L. e a familia Rutacea, a maioria das espécies de
frutos citricos provém da Asia, em regides compreendidas entre a india e o sudeste do Himalaia
e séo uma das mais importantes culturas de frutas do mundo (TRUCOM, 2004; MEHL et al.,
2014).

O nome “limao” é comumente utilizado para indicar frutas citricas acidas que incluem
os limdes verdadeiros (Citrus limon) e as limas &cidas, entre elas a Tahiti (Citrus latifélia
Tanaka), conhecida como liméo Tahiti (WREGE et al., 2006).

O lim&o Tahiti € um hibrido da lima-da-pérsia com o limdo cravo, motivo pelo qual
recebe o nome de lima acida. Seu fruto é robusto, com formato arredondado, casca lisa ou
ligeiramente rugosa, com coloracdo verde. A polpa tem coloracdo verde-clara, bastante
suculenta, sabor menos acido e sem a presenca de sementes (TRUCOM, 2004).

As frutas citricas contém grande quantidade de suco com ricas fontes de fitoquimicos
Uteis, com grande quantidade de &cido citrico, tracos de acido malico, muitos sais minerais e
vitaminas A, C e E, flavonoides, cumarinas, carotenoides, além de pectina na entrecasca e 6leos
essenciais e antioxidantes na casca (TRUCOM, 2004). Estes fitoquimicos, quando consumidos
através de frutas frescas ou de seus derivados, possuem uma variedade de funcGes bioldgicas
para a saude, incluindo antioxidante, antimutagénica, anticarcinogénica, anti-inflamatéria e
antienvelhecimento (RAJENDRAN et al., 2014; KE et al., 2015; ZHANG et al., 2015). As
frutas citricas tém sido utilizadas em diversos produtos, entre eles: sucos, vinhos, vinagres,
geleias e conservas (ZOU et al., 2016).

Em produtos l4cteos, a coagulacdo acida das micelas de caseina envolve geralmente a
fermentacdo do leite por meio de bactérias acido laticas para producdo de queijo, isso €
realizado através da conversao da lactose em acido latico. Uma alternativa para tal processo é
a acidificacdo do leite utilizando-se um acidulante (GUINEE et al., 2002).

A coagulagdo &cida por meio de acidulantes é realizada a medida que o pH da solucéo

diminui gradualmente, formando um gel homogéneo (NIK et al., 2011). Como o pH diminui,
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as cargas superficiais das micelas de caseina sdo equilibradas, resultando no colapso da camada
de k-caseina. Deste modo a estabilizacdo estérica e eletrostatica diminuem e as micelas de

caseina coagulam para formar um gel (KRUIF, 1997).
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4. MATERIAL E METODOS

Neste item serdo apresentadas as descricbes dos materiais e métodos utilizados para
caracterizacdo dos gréos de soja, caracterizacdo e obtencdo do EHS, obtencédo e analise dos
coagulantes vegetais de kiwi, limdo e gengibre, obtengéo e caracterizacdo dos tofus de Kiwi,
limao e gengibre. A Figura 2 mostra a visdo geral sobre o que seré& desenvolvido neste trabalho.

Figura 2. Fluxograma da visdo geral do trabalho.

Soja Caracterizagdo Fisico-Quimica

Extrato Hidrossoltvel de

Caracterizagdo Fisico-Quimica

Soja
Atividade de
protease
Extratos
Coagulantes
Analise do pH

Extrato de Extrato de ExtratP de
Kiwi Gengibre Limao

v Caracterizagdo Fisico-Quimica

Tofu | e Tofu Il

Analise Microbioldgica

Fonte: autor.
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4.1. SOJA

Os gréos de soja (Glycine max (L.)) utilizados neste estudo, foram cedidos pela Empresa
Precisdo Agro Comércio e Representacdes Ltda da cidade de Augusto Pestana - RS. Foram
utilizados gréos provenientes de cultivares convencionais, categoria S1, oriundas da regido de
Augusto Pestana — RS (Latitude 28°31'01" S), safra 2013/2014.

Os gréos foram moidos em moedor (Cuisinart®, modelo DCG-20BKN), peneirados em
peneiras de 40 mesh (Bertel®) obtendo-se particulas menores que 420um e entdo realizadas as
andlises de umidade, proteinas, lipidios, cinzas, pH, minerais, ISN, IPD, determinacdo e
quantificacdo de isoflavonas, determinacdo colorimétrica da presenca/auséncia da enzima
Lipoxigenase e atividade do inibidor de tripsina Kunitz, conforme descrito nos itens 4.5.1, 4.5.2,
45.3,45.4,455,4.5.6 e 45.7, respectivamente.

Os graos inteiros foram utilizados para obtencdo do EHS.

4.2. EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA (EHS)

O EHS foi obtido pelo processamento dos graos de soja, de acordo com metodologia
adaptada de Benassi, Benassi e Prudencio (2011) (Figura 3). Primeiramente 150g de gréos de
soja foram selecionados, classificados, pesados e lavados, depois foram deixados macerando
(imerso) em 500 mL de &gua destilada, a temperatura ambiente, por 16 horas (Figura 4a).
Posteriormente os grdos foram drenados e pesados para avaliar a agua absorvida (g 4gua/100 g
grdos), conforme Equacdo 1. Em seguida, adicionou-se a soja agua destilada a 90°C,
considerando a 4gua absorvida pelos gréos para que se completasse 1200 mL, com proporcao
final de 1:8 (grdos:agua). Foi entdo realizada a trituracdo a quente em processador industrial
(M. Vitrory, modelo HP 1/2), durante 3 min, em velocidade média-alta. O EHS (Figura 4b) foi
separado do okara (residuo) por filtragdo a vacuo (Tecnal, modelo TE-058) em frasco Kitasato
de 2 L e funil de Buchner (didmetro interno de 15 cm) forrado com tecido fino de nailon

(“tunil”) para reten¢do das particulas moidas dos graos de soja.



Figura 3. Fluxograma do processo de obtencdo do extrato hidrossollvel de soja.
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Okara Extrato Hidrossolivel de Soja

(residuo) (rendimento aproximado de 800 mL)

Fonte: adaptado de Benassi, Benassi e Prudencio (2011).

Absorgao de dgua = massa graos macerados — massa inicial graos EQq. (1)
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Figura 4. Graos de soja macerados em agua destilada por 16 h (a) e extrato hidrossoldvel de soja (b).

(b)

Fonte: autor.

No EHS foram realizadas as analises de umidade, proteinas, lipideos pelo método de
Gerber, cinzas, pH, acidez em graus Dornic, solidos solGveis, minerais, ISN, IPD, determinacéo
e quantificacdo de isoflavonas, determinacdo colorimétrica da presenca/auséncia da enzima
Lipoxigenase e atividade do inibidor de tripsina Kunitz, conforme descrito nos itens 4.5.1, 4.5.2,
453,45.4,455,45.6 e 4.5.7 respectivamente.

4.3. COAGULANTES VEGETAIS

O kiwi, os rizomas de gengibre e o limdo foram obtidos na forma in natura, em um

mercado local (Erechim/RS) (Figura 5).

Figura 5. Kiwi, rizomas de gengibre e limao in natura para obtencéo dos extratos coagulantes vegetais.

Fonte: autor.
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Do kiwi e gengibre foram obtidos os extratos coagulantes de acordo com Mazorra-
Manzano et al. (2013) e o extrato coagulante de limdo de acordo com Adetunji et al. (2008),
conforme mostrado na Figura 6. Os vegetais foram lavados, descascados (kiwi e gengibre),
cortados e espremidos (lim&o), com posterior trituracdo ou mistura de 1 Kg de kiwi e gengibre
e 1 L de lim@o em processador industrial (M. Vithory, modelo HP 1/2) com adicédo de parte
igual de tampéo fosfato de sodio 20 mM (pH 7,2) (1:1 v/v). Apés, foi realizada a centrifugacdo
(Centrifuga MPW®, modelo 351R) a 5000 g por 30 min a 4°C para posterior filtracdo & vacuo

(Tecnal, modelo TE-058), com armazenamento a 4°C até o momento do uso (Figura 7).

Figura 6. Fluxograma do processamento de obtencéo dos extratos coagulantes de kiwi, gengibre e limé&o.

Kiwi Gengibre Limao
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(manual kiwi e gengibre) (manual liméo)
Corte
(manual em pedagos) Suco

Trituracido ou Mistura

(1 Kg oulL em processador industrial com adi¢io de parte igual (1L) de
tampao fosfato de sddio 20 mM (pH 7,2))

Centrifugacio
(5000 g por 30 min a 4°C)

Filtracio

(gaze)

Armazenamento

(refrigeracfo a 4°C até momento de uso)

Fonte: Mazorra-Manzano et al. (2013) e Adetunji et al. (2008).
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Figura 7. Extratos coagulantes vegetais de kiwi, liméo e gengibre, respectivamente.

Ifonte: autor.

Nos coagulantes vegetais foram realizadas as analises de pH e atividade de protease,

conforme descrito nos itens 4.5.1 e 4.5.8, respectivamente.

4.3.1. Avaliacéo da influéncia do pH dos coagulantes de kiwi, liméo e gengibre na
coagulacéo do EHS

O teste foi realizado analisando os coagulantes de kiwi, gengibre e limdo em pH de 2,0,
4,0 e 6,0, ajustados com acido citrico 1M, lidos em pHmetro (Digimed, modelo DM-22). Apds
ajuste de pH, 1 mL do extrato coagulante e 0,03 mL de CaCl, 40% foram adicionados a 10 mL
do EHS. Foi observado visualmente o tempo necessario para coagulacdo e analisado qual o

melhor pH testado para cada coagulante vegetal coagular o EHS.

4.3.2. Avaliacéo da influéncia da temperatura na coagulacdo do EHS com Kiwi,

gengibre e liméo

Para avaliar o efeito da temperatura de coagulacéo, as condi¢des 6timas de temperatura
de 40°C para kiwi e 65°C para gengibre de acordo com Mazorra-Manzano et al. (2013), e de
80°C para limdo de acordo com Adetunji et al. (2008), foram testadas para os trés extratos
coagulantes. Ap6s banho-maria, foi deixado o EHS resfriar até atingir a temperatura desejada
(40°C, 65°C ou 80°C), entdo em 10 mL de EHS adicionou-se 1 mL do extrato coagulante de

Kiwi, gengibre e limdo em pH 2,0 e 0,03 mL de CaCl, 40%. Foi observado visualmente o tempo
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necessario para coagulacao e analisado qual a melhor temperatura testada para cada coagulante

vegetal coagular o EHS.

4.4, ELABORACAO DO TOFU

O tofu foi elaborado a partir da metodologia adaptada de Benassi, Benassi e Prudencio
(2011), realizando-se trés formulacdes a partir dos extratos vegetais de kiwi, gengibre e limao.
Uma aliquota de 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 em ebuli¢do (Marconi®,
modelo MA126).

Para o tofu I (Figura 8), ap6s aquecimento, o EHS foi transferido para um recipiente de
vidro e deixado arrefecer até a temperatura adequada de coagulacdo, 80°C, 65°C e 40°C para
lim&o, gengibre e kiwi, respectivamente, de acordo com Adetunji et al. (2008) para liméo e de
acordo com Mazorra-Manzano et al. (2013) para kiwi e gengibre. Atingida a temperatura, foi
adicionado 600 pL de CaCl, 40% e os coagulantes vegetais para cada formulacdo na
concentracdo de 10% (Fasoyiro, 2014) com pH natural de cada extrato (kiwi ~ 4,0, gengibre ~
6,0 e limdo ~ 2,0), foi homogeneizado e deixado coagular por 40 min.

Para o tofu Il (Figura 9), as condicdes foram definidas a partir dos resultados obtidos na
avaliacdo da influéncia do pH (item 4.3.1) e temperatura (item 4.3.2) dos coagulantes vegetais
para uma melhor coagulacdo do EHS, onde pH 2,0 e temperatura de 80°C foram as melhores
condicBes de processo para 0s coagulantes vegetais de kiwi, gengibre e limdo. Apos
aquecimento, o EHS foi transferido para um recipiente de vidro e deixado arrefecer até a
temperatura de 80°C. Atingida a temperatura, foi adicionado o coagulante (liméo, gengibre e
kiwi) na concentracdo de 10% (Fasoyiro, 2014) e pH 2,0, e 600 pL de CaCl, 40%, seguido de
homogeneizacédo e coagulacao por 25 min.

Apbs a coagulacao, foi realizado o corte do coalho através de liras em dois movimentos
transversais lentos. O coalho foi colocado em formas plasticas de aproximadamente 500 mL,
perfuradas e forradas com “tunil”, por 30 min. Apds retirada da forma, os tofus foram
acondicionados em recipiente plastico fechado, sem adi¢do de agua e vacuo, em geladeira a
temperatura de 4°C, até 0 momento das analises, durante 7 dias para avaliacdo do tempo de

armazenamento.



Figura 8. Fluxograma do processamento de obtencéo do tofu I.
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(em formas com tampas por 30 min,
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Fonte: autor.
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Figura 9. Fluxograma do processamento de obtencéo do tofu Il.
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30 min, posterior desenformagem)

Soro Tofu processamento I1

Fonte: autor.

Nos tofus obtidos foram realizadas as analises de rendimento, indice de sinérese,
umidade, cinzas, pH, proteina, acidez titulavel, cor, contagem total de bactérias psicréfilas e
coliformes totais e termo tolerantes, conforme descrito nos itens 4.4.1, 4.4.2,4.5.1,4.5.9, 4.6.1
e 4.6.2, respectivamente. As analises foram realizadas no 1° e no 7° dia de armazenamento, com
excecdo da andlise de rendimento, analisada somente no 1° dia de armazenamento. As analises

de cinzas, pH, proteina e acidez titulavel foram realizadas em base seca.

4.4.1. Rendimento dos tofus

O rendimento do tofu foi calculado de acordo com Benassi, Yamashita e Prudencio
(2011), utilizando a Equacdo 2, que d& ao tofu a propor¢gdo em massa corrigida para o volume

parcial de EHS utilizado. A massa de cada tofu foi relacionada a massa inicial de gréos e o
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rendimento foi expresso em termos de g tofu/100g de gréos. Os resultados foram expressos em

base Umida.

massaeofu massagys

Tofu produzido = x 100 Eq. (2)

massase jq volumegys

4.4.2. Indice de sinérese

A sinérese foi determinada nos tofus pelo método da drenagem, de acordo com Hassan
et al. (1996), onde uma determinada quantidade de amostra foi transferida para um funil
contendo papel filtro Whatmann quantitativo n® 5. O volume do soro coletado durante 4 ha 4°C
foi pesado e a sinérese foi calculada de acordo com a Equacéo 3. Os resultados foram expressos

em base Umida.

) __ Pesodo soro apés filtracao

Sinérese (% x 100 Eq. (3)

Peso da amostra

4.5.DETERMINACOES ANALITICAS

As analises, todas em triplicata, foram realizadas nos laboratérios do Departamento de
Engenharia de Alimentos (Laboratérios de Analises Fisico-Quimicas e Bromatologia, Andlise
Sensorial, Biotecnologia de Alimentos e Processos de Separacdo/Termodinamica), da
Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes —Erechim. Apenas as analises
de extracdo e quantificacdo de isoflavonas foram realizadas na Embrapa — Centro Nacional de

Pesquisa da Soja localizada na cidade de Londrina no estado do Parana.

4.5.1. Composicao fisico-quimica

Foram realizadas as analises de umidade, proteinas, lipidios, cinzas, pH, acidez e solidos

soluveis segundo os metodos do Instituto Adolfo Lutz (IAL, 1985).
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A umidade foi determinada pelo método por secagem em estufa (Fanem®, modelo 320-
SE) a 102 °C por aproximadamente 4 h (até peso constante). Os valores de umidade foram

padronizados (Tabela 1) para as analises de proteina, lipidios, cinzas, acidez, sinérese e pH.

Tabela 1. Valores de umidade e extrato seco dos graos de soja, do extrato hidrossoltvel de soja, do tofu | de kiwi,
gengibre e lim8o no 1° e no 7° dia de armazenamento e do tofu Il de kiwi, gengibre e liméo no 1° e no 7° dia de
armazenamento.

Umidade Extrato seco
(9/1009) (9/1009)
Gréos de soja 7,81 92,19
Extrato hidrossoluvel de soja 92,30 7,70

1° dia de armazenamento

Kiwi 7,98 92,02
Tofu | Gengibre 9,40 90,60
Liméo 12,75 87,25
Kiwi 18,19 81,81
Tofu Il Gengibre 18,75 81,25
Limé&o 18,74 81,26

7° dia de armazenamento

Kiwi 11,16 88,84
Tofu I Gengibre 10,76 89,24
Liméo 16,50 83,50
Kiwi 17,60 82,40
Tofu Il Gengibre 18,00 82,00
Limé&o 19,38 80,62

Fonte: autor.

A determinacdo das proteinas foi realizada segundo método de Kjeldahl, para a
quantificacdo de nitrogénio total, o conteddo de proteina foi calculado multiplicando-se o
resultado obtido pelo fator 6,25 para os gréos e para os tofus e 6,38 para o EHS.

A determinacéo de lipidios, para os grdos, foi realizada por extracdo em Soxhlet (Nova
Etica®, modelo NT340), utilizando éter de petrdleo (Quimica Moderna® 30-60°C) como
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extrator. Para o EHS foi realizada pelo método de Gerber, utilizando &cido sulfurico (Synth) e
alcool isoamilico (Synth) como extratores, com posterior centrifugacdo em centrifuga de
Gerber (Brastec Laboratorios, modelo 6B) e leitura em butirdmetro de Gerber (Laborglas
Brasil).

As cinzas foram determinadas por meio da calcinagdo das amostras em mufla
(Lavoisier®, modelo 400C) a 550 °C por 6 h. Os resultados foram expressos em g/100g, em
base seca.

A leitura do pH para os gréos (triturados em agua destilada), EHS e os tofus (dissolvidos
em agua destilada) foi realizada em pHmetro (Digimed, modelo DM-22).

A acidez para o EHS foi determinada em graus Dornic através da titulacdo com
hidroxido de sodio N/9, ja para os tofus a acidez foi através da titulagdo com hidroxido de sédio
0,1 N (acidez titulavel).

Os sdlidos soltveis foram determinados por refratometria utilizando-se refratbmetro de
Abbé (Marca Bel® Equipamentos Ltda), corrigido para 20°C para o EHS, resultados expressos

em °Brix.

45.2. Macro e micro minerais

Para a quantificacdo dos minerais Mn, K, Cu, Zn, Mg e Ca presentes nos graos de soja
e no EHS foi utilizado o método de espectrometria de absor¢do atbmica com chama — FAAS
(Varian, modelo SpectrAA 55) com prévia digestdo das amostras, de acordo com IAL (1985).

Para realizacdo da analise 3 g da amostra dos graos foram pesados em balanca analitica
(Marte, modelo AL 500) e 20 mL do EHS medidos em pipetas volumétricas, os cadinhos de
porcelana foram calcinados em mufla (Lavoisier®, modelo 400C) a 550°C por 6 h. As cinzas
foram diluidas em &cido nitrico 1M e filtradas em papel filtro Whatmann quantitativo n® 5 para
baldo volumétrico de 50 mL até completar o volume.

Apds o término da digestdo, a amostra foi diluida e preparada para a analise por FAAS.
Para obtencdo da quantidade de minerais nos grdos e no EHS foram usadas as médias das

triplicatas. Os resultados foram expressos em mg/100g em base seca.
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4.5.3. Indice de solubilidade de nitrogénio

O indice de solubilidade de nitrogénio (ISN) foi determinado segundo o método descrito
na AOCS — método oficial Ba 11-65 (1969), que se destaca por ser uma técnica de lenta
agitacdo. Onde 5 g de amostra de grdos de soja e EHS foram diluidos em 200 mL de agua
destilada, agitados em banho-maria (Marconi®, modelo MA126) a 110 g a 30°C por 2 horas.
Ap0s esse tempo o sobrenadante foi centrifugado (Centrifuga MPW®, modelo 351R), por 10
min a 170 g, o filtrado obtido foi utilizado para a determinacdo de proteina bruta pelo método

oficial (IAL, 1985), onde o ISN foi calculado pela relagdo das Equagdes 4 e 5:

__ VXNxfx0,014 xVdx100

NS oxVa Eqg. (4)
Onde:
NS = Nitrogénio soltvel (%);
V = Volume de &cido cloridrico (HCI) 0,1 N gasto na titulagdo (mL);
N = Normalidade do HCI 0,1 N;
f = fator do HCI;
Vd = Volume de diluicdo (mL);
P = Peso da amostra (g);
Va = Volume da aliquota (mL);
ISN = NS;:(’O Eq. (5)

Onde: Nt = Nitrogénio total (%);

4.5.4. Indice de dispersibilidade proteica

O indice de dispersibilidade proteica (IDP) foi determinado segundo o método descrito
na AOCS — método oficial Ba 10-65 (1980), que se destaca por ser uma técnica de rapida
agitacdo. Onde 10 g de amostra de gréos de soja e de EHS foram diluidos em 250 mL de agua

destilada, agitados em homogeneizador (Ultra-Turrax®, modelo T18) a 5450 g por 10 min. O
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sobrenadante foi centrifugado (centrifuga MPW®, modelo 351R), por 10 min a 550 g, o filtrado
obtido foi utilizado para a determinacdo de proteina bruta pelo método oficial (IAL, 1985), onde

o IDP foi calculado pela relagédo das EquacGes 6 e 7:

V XN xf x0,014 xVd XF x100
PS = Eq. (6)
P xVa

Onde:

PS = Proteina soluvel (%);

V = Volume de HCI 0,1 N gasto na titulacdo (mL);
N = Normalidade do HCI 0,1 N;

f = fator do HCI;

Vd = Volume de diluicdo (mL);

P = Peso da amostra (g);

Va = Volume da aliquota (mL);

PS x100

IDP = —= Eq. (7)

Onde: Pb = Proteina bruta (%);

4.5.5. Determinacao e quantificacdo das isoflavonas

A andlise para determinar e quantificar o teor das isoflavonas nos gréos e no EHS foi
realizada de acordo com a metodologia descrita por Berhow (2002). A extracédo das isoflavonas
foi conduzida conforme Carrdo-Panizzi et al. (2002). Essa andlise foi realizada na Embrapa —
Centro Nacional de Pesquisa da Soja em Londrina/PR.

As amostras foram desengorduradas com n-hexano (Quimica Moderna® - Pureza
98,5%) a frio, durante 16 h. Aliquotas de 100 mg de cada amostra foram transferidas para tubos
(tipo Falcon) de 10 mL com tampa rosqueavel com posterior adicdo de 4 mL da solucéo
extratora (etanol a 70 % contendo 0,1 % de &cido acético). Os tubos foram tampados,
homogeneizados e a extracdo realizada por uma hora a temperatura ambiente (25°C). Em
intervalos de 15 min os tubos eram agitados com agitador de tubos tipo “vortex” (Phoenix®,

modelo AP 56). Apos a extracdo, as amostras foram transferidas para tubos de centrifuga tipo
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“eppendorff” ¢ mantidas em geladeira (4°C) para posterior analise por cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE).

Antes da andlise, cada amostra foi centrifugada em micro centrifuga refrigerada
(Eppendorff®, modelo 5417 R) por 4 minutos a 35.396 g a temperatura de 4°C. O sobrenadante
foi filtrado em filtros Millex - LH (0,45 um). Para a inje¢ao direta no cromatografo liquido
foram utilizados 20 uLL de cada amostra.

A separacdo e a quantificacdo das isoflavonas foram realizadas em coluna de fase
reversa do tipo ODS C18 (YMC-Pack ODS-AM, S-5 um, 120 A, com diametro de 4,6 mm e
250 mm de comprimento), em cromatégrafo liquido (HPLC - WATERS, modelo 2690), com
injetor automatico de amostras. Para a separacdo das isoflavonas utilizou-se o sistema de
gradiente linear binario tendo-se como fases moveis metanol grau cromatografico contendo
0,025% de acido TFA (acido trifluoroacético) (solvente A) e agua destilada deionizada
ultrapura contendo 0,025% de acido TFA (solvente B). A condic¢do inicial do gradiente foi de
20% para o solvente A, atingindo-se 90% em 35 min e retornando a 20% novamente a 40 min.
O tempo total de corrida foi de 50 min. A vazao da fase movel foi de 1 mL/min e a temperatura
durante a corrida mantida constante a 25°C.

Para a deteccdo das isoflavonas utilizou-se o detector de arranjo de diodos (Waters,
modelo 996), ajustado para o comprimento de onda de 254 nm. A identificacdo das isoflavonas
foi realizada pela mistura dos padrdes de daidzina, daidzeina, genistina e genisteina (Sigma®)
em metanol (Merc, grau HPLC) nas seguintes concentracdes: 0,00625 mg/mL; 0,0125 mg/mL;
0,0250 mg/mL; 0,0500 mg/mL e 0,1000 mg/mL.

A quantificacdo das isoflavonas por padronizagdo externa (area dos picos) foi realizada
utilizando-se as referéncias dos padrées. Todos os resultados foram expressos em mg/100g, em

base seca.

4.5.6. Determinacdo colorimétrica da presenca/auséncia da enzima lipoxigenase

O teste colorimétrico para determinacdo da atividade das isoenzimas lipoxigenases foi
realizado de acordo com Suda et al. (1995) e Kikuchi (2001), baseado na atividade de
descoramento das isoenzimas Lox sobre o substrato &cido linoléico e co-oxidagédo com o azul

de metileno (LOX-1 e LOX-2) e 3-caroteno (LOX-3), a partir de produtos formados pela reagéo
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enzima-substrato com formacéo de radicais peroxil que interagem com os indicadores azul de
metileno e B-caroteno, ocorrendo descoramento.

A solucdo substrato linoleato de sodio foi preparada, conforme a metodologia descrita
por Axerold et al. (1981), por meio da homogeneizagdo, com auxilio de espatula de pléstico, de
70 mg do &cido linoléico (Safc® - Pureza 99%), 70 mg de Tween 20 (Synth) e 4 mL de 4gua
destilada livre de oxigénio obtida em banho de ultrassom (Unique®, modelo USC-1800A) sob
vacuo por 20 min. Para o clareamento da solucdo, adicionou-se vagarosamente NaOH 0,1 M.
A solucao foi transferida para baldo volumétrico de 25 mL e completou-se o volume com agua
destilada livre de oxigénio. O baldo foi envolvido com papel aluminio e armazenado sob
refrigeracdo a 4°C até o momento do uso.

Para a determinacdo colorimétrica das lipoxigenases preparou-se as solucdes L1 e L3.
A solucdo L1 foi preparada em um frasco ambar com 25 mL de tampéo borato de sédio 0,2 M,
5 mL de substrato linoleato de s6dio 10 mM, 5 mL de &gua destilada ultrasonificada e 5 mL de
azul de metileno 100 mM (Synth). Ja a solucéo L3, também preparada em um frasco ambar,
continha 12,5 mL de tampao fostato de sédio 0,2 M, 5 mL do substrato linoleato de sddio 10
mM, 17,5 mL de 4gua destilada ultrasonificada e 5 mL da solucio de p-caroteno a 50% (Sigma®
- Pureza 95%) de saturacdo em acetona (Vetec - Pureza 99,5%).

Para as andlises das atividades das isoenzimas foram misturadas, em placa de toque em
porcelana, 2,5 mg de amostra de soja ou uma gota do EHS ou uma gota do EHS aquecido, 30
uL de solucdo de extrato de kanto 102 (Img/mL), 250 pL da solucéo L3 e 250 pL da solucéo
L1. A reacdo foi realizada em quatro repeticdes para cada amostra.

A presenca ou auséncia das enzimas lipoxigenases foi determinada pela coloracéo,
sendo incolor para presenca das trés lipoxigenases; amarela para auséncia da isoenzima LOX
3; azul para auséncia das enzimas LOX 1 e LOX 2; e verde para auséncia das trés isoenzimas
(LOX 1, LOX 2 e LOX 3). Nao houve necessidade de analisar a isoenzima LOX 2, uma vez
que o locus L1 encontra-se ligado ao locus L2.

4.5.7. Determinagdo do teor do inibidor de tripsina Kunitz

O teor do inibidor de tripsina Kunitz foi determinado conforme metodologia
desenvolvida por Kakade et al. (1974). Primeiramente as amostras de soja foram moidas em
moedor (Cuisinart®, modelo DCG-20BKN) e o EHS foi liofilizado em liofilizador (Edwards@,
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modelo Modulyo) e desengorduradas com n-hexano (Quimica Moderna® - Pureza 98,5%) sob
agitacdo em agitador magnético (Velp Scientifica®) durante 16 h. A extracdo dos inibidores foi
feita em agitacdo, durante trés horas a temperatura ambiente (aproximadamente 23°C) com 19
da amostra desengordurada em 50 mL de hidréxido de sédio (NaOH) 0,01N. Apos a etapa de
extracdo, ajustou-se o pH da suspensdo para 9,2 com HCI 1N e uma aliquota de 2 mL desta
solucdo extratora foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL completando-se o
volume com agua destilada.

O teor inibitorio foi realizado 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 determinagdo 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. Em cada tubo, previamente acondicionado em banho-maria
(Marconi®, modelo MA126) a 37°C, foram adicionados 2 mL da solugdo de tripsina (0,02
mg/mL de HCI 0,001 N), com excecédo do branco, e apds 10 min foram adicionados 5 mL de
BAPNA 0,4 mg/mL de tampédo Trisma pH 8,2 (contendo 2,95 mg/mL de cloreto de célcio
dihidratado -CaCl>.2H,0, marca Neon de pureza 99,0-105,0%), previamente aquecidos a 37°C,
prosseguindo a incubacdo por mais 10 min. Apoés este periodo a reacdo foi interrompida pela
adicdo de 1 mL de acido acético 30% (v/v) da marca Dinamica (pureza 99,7%), em todos 0s
tubos. E a adicdo de 2 mL da solucédo de tripsina no tubo do branco. A suspensdo foi entéo
filtrada em papel Whatman n°® 3 e o filtrado utilizado para determinagdo da atividade dos
inibidores de tripsina em absorbancia de 410 nm em espectrofotdmetro (Spectro Vision®,
modelo DB-1880S).

Os resultados foram expressos como mg de inibidor de tripsina (IT) por g de amostra
desengordurada, através da Equacéo 8.

Abs padrao—Abs amostra

mglIT/g = x 2500 Eqg. (8)

38Xxpeso da amostra
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4.5.8. Atividade de protease

A atividade de proteases dos coagulantes vegetais de kiwi, gengibre e limao foi avaliada
através da hidrolise de azocaseina (CHARNEY; TOMARELLI, 1947). A solucéo substrato de
azocaseina a 0,5% (p/v) foi preparada em tampéo acetato 50 mM, pH 5,00. A 1 mL do substrato,
adicionou-se 1 mL de extrato enzimatico e incubou-se a mistura por 40 min a 32°C em banho-
maria (Marconi®, modelo MA126). Apds a reacéo, adicionou-se 1 mL de &cido tricloroacético
(15% p/v) com o objetivo de precipitar as moléculas de proteina ndo hidrolisadas pelas
proteases. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 1.358,4 g, por 15 min.

Apos centrifugacdo, 2 mL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo ao
qual foi adicionado 2 mL de KOH 5N. A leitura da absorbancia das amostras foi realizada em
espectrofotdmetro (Spectro Vision®, modelo DB-1880S) a A = 428 nm, com branco com adigo
de &cido tricloroacético antes do extrato enzimatico, com objetivo de precipitar todas as
proteinas (inclusive as proteases), impedindo que ocorra a reacdo. O célculo da atividade foi

realizado através da Equacéo 9.

.. _ ABSgmostra=ABSpranco
Atividade = Ea. (9)
(0,01)*At*V 4

Onde:

ABSamostra = Valor da absorbancia lida para a amostra do extrato enzimatico;
ABShranco = Valor da absorbancia lida para o branco da anélise;

At = Tempo decorrido da analise (min);

Va = Volume de amostra usada (mL).

4.5.9. Determinacao dos parametros de cor dos tofus

Foram determinados os parametros de cor L* (luminosidade) que varia de 0 a 100, onde
0 0 é o preto total e 0 100 é o branco total, tendéncia da cor para a tonalidade vermelha (a*+),
tendéncia a cor para a tonalidade verde (a*-), tendéncia da cor para a tonalidade amarela (b*+)
e a tendéncia da cor para a tonalidade azul (b*-). As cores dos tofus foram determinadas
utilizando colorimetro (Minolta Co. Japan®, modelo CR-400). O colorimetro foi disposto

diretamente sobre a superficie dos tofus tomando-se trés medidas de cor.
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4.6.ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises, todas em triplicata, foram realizadas no 1° e no 7° dia de armazenamento,
nos laboratdrios do Departamento de Engenharia de Alimentos (Laboratérios de Biotecnologia
de Alimentos), da Universidade Regional Integrada do Alto Uruguai e das Missdes —Erechim.

4.6.1. Contagem total de bactérias psicrofilas

A andlise de contagem total de bactérias psicrofilas foi realizada pelo método de
plagueamento em profundidade de acordo com metodologia da American Public Health
Association (APHA, 2001). Utilizou-se o meio de cultura Agar padrdo para contagem (Merc),
com incubacio a 7°C por 10 dias, com dilui¢cbes de 10, 102 e 103 Os resultados foram

expressos em presencga ou auséncia de UFC/g.

4.6.2. Coliformes totais e termo tolerantes

A andlise de coliformes totais e termo tolerantes foi realizada de acordo com Brasil (b
2003) pela semeadura de trés séries de tubos, contendo 9 mL de caldo Lauril sulfato triptose
(Merc) e tubo de Durhan invertido, com 1 mL de diferentes diluicGes da amostra. Os tubos
foram incubados a 37°C por 24 a 48 h para verificar a formacdo de gas e turvacdo do meio,
indicando presenca destes microrganismos. Os tubos positivos, com formacéo de gas, foram
semeados em tubos contendo o meio Escherichia coli (EC) (Merc), mantidos em banho-maria
(Marconi®, modelo MA126) a 44,5°C por 24 a 48 h para verificacdo da formagéo de gas. O
NMP de coliformes fecais/g de amostra foi calculado pelo ndmero de tubos positivos

confirmados.

4.7.ANALISE ESTATISTICA

Os resultados das amostras dos gréos, do EHS, dos coagulantes vegetais e dos tofus

foram submetidos a andlise de variancia (ANOVA), seguidos de teste de Tukey para
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comparacao entre as médias dos resultados, a nivel de confianca de 95% (p<0,05), utilizando o

software Statistica 8.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item serdo apresentados os resultados e as discussfes das andlises realizadas nos
grdos, no extrato hidrossolivel de soja, nos coagulantes vegetais e nos tofus I e Il de kiwi,
gengibre e limé&o.

5.1.CARACTERIZACAO DOS GRAOS DE SOJA E DO EHS

5.1.1. Analises fisico-quimicas dos graos de soja e do EHS

Na Tabela 2 sdo apresentados os resultados das andlises fisico-quimicas dos grédos de
soja e do EHS. O contetdo médio de cinzas para os graos de soja (Tabela 2) foi de 4,89 g/100g,
valores proximos foram encontrados por Rigo et al. (2015) para as cultivares de soja BRS 267,
BRS 257 e Vmax (cultivar de soja convencional), com casca e sem branqueamento. Valores
similares também foram observados por Gongalves et al. (2014) nas cultivares BRS 284 (4,60
0/100g) e BMX Poténcia RR (4,79 g/100g), por Brunelli e Venturini Filho (2012) na cultivar
BRS 213 (4,57 g/100g) e na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos (UNICAMP,
2011), com 5,10 g/100g.

Os teores de lipidios dos graos de soja (20,86 g/100g) foram proximos aos encontrados
por Alezandro et al. (2008) para a cultivar BRS 243 RR (21,00 g/100g). Estes valores foram
superiores aos encontrados por Rigo et al. (2015) em diferentes cultivares de soja, com um
contetdo médio de 14,66 g/100g de lipidios e na Tabela Brasileira de Composi¢édo de Alimentos
(UNICAMP, 2011), com 14,60 g/100g. Benassi et al. (2011), avaliando o potencial de
diferentes cultivares de soja para elaboracdo de tofu, verificaram um teor de lipidios de 20,19
0/100g para a cultivar BRS 257 e 18,55 g/100g para a cultivar BRS 267. De acordo com Carrao-
Panizzi e Mandarino (1998), a diferenca nos contetdos lipidicos entre as cultivares de soja é
comum, Vvisto que os teores de lipidios nos grdos de germoplasma de soja variam entre 13 e
25%.
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Tabela 2. Contetdo de cinzas, lipidios, proteina bruta, IDP, ISN, inibidor de tripsina e pH nos gréos de soja e no
extrato hidrossollvel de soja.

Analise Grdaos de Soja Extrato HidrossolUvel de Soja
Cinzas (g/100g) 4,89 (£0,07) 0,17 (x0,06)
Lipidios (g/100g) 20,86 (+1,78) 1,49 (+0,08)
Proteina bruta (g/100g) 33,97 (2£0,22) 3,45 (+0,12)
IDP (g/100g) 87,59 (+2,64) 69,92 (+3,14)
ISN (g/100g) 65,29 (£3,15) 56,13 (5,80)
Inibidor de tripsina 13,90 (+0,59) 8,03 (x0,12)

pH 6,6 (+0,01) 6,3 (+0,07)

Acidez (°Dornic) na 13,65 (x1,42)
Solidos solaveis (°Brix) na 4,43 (x0,16)

Média (trés repeti¢des) + Desvio Padrdo.
Onde: IDP = indice de dispersibilidade proteica; ISN = indice de solubilidade de nitrogénio; na = néo analisado.
Fonte: autor.

O conteldo proteico dos graos de soja (33,97 g/100g) se aproximou do valor encontrado
por Gongalves et al. (2014) para a cultivar BRS 284 (33,24 g/100g) e BMX Poténcia RR (34,74
0/100g). Ciabotti et al. (2006) obtiveram valores de 32,67 g/100g para a cultivar comum e
Alezandro et al. (2008) de 35,90 g/100g para a cultivar BRS 243 RR. Nos estudos de Rigo et
al. (2015), o menor o valor de contetdo proteico foi de 34,79 g/100g e o maior valor foi de
38,77 g/100g para grdos com casca.

O valor do IDP (87,59 g/100g) dos gréos de soja foi maior que o obtido por Rigo et al.
(2015) na média das cultivares Vmax (cultivar de soja convencional), BRS 267 e BRS 257, sem
branqueamento e com casca de 82,55 g/100g dos mesmos autores.

O valor do ISN (65,29 g/100g) dos grdos de soja foi préximo ao encontrado por Rigo et
al. (2015) para a cultivar BRS 267 sem branqueamento e com casca (63,58 g/100g) e maior
para a cultivar BRS 257 sem branqueamento e com casca (62,30 g/100g). Segundo Rigo et al.
(2015) os valores de IDP e de ISN sdo utilizados como guia para saber sobre a funcionalidade
da proteina, onde quanto maior a solubilidade, menor o grau de desnaturacéo da proteina.

O teor do inibidor de tripsina Kunitz (13,90 mgIT/g) foi menor que o obtido por Rigo
et al. (2015) para as cultivares sem branqueamento e com casca BRS 267 (16,57 mglT/g), BRS
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257 (20,50 mglT/g) e Vmax (19,13 mglT/g), e também do obtido por Gal&o et al. (2014) para
a cultivar BRS 267 (15,76 mglT/g) e BRS 257 (18,04 mglT/qg).

O valor de pH (6,6) para os graos de soja esta acima do obtido por 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 forma geral, a diferenca entre os valores deste
trabalho e os observados na literatura, podem ser atribuidas as diferencas genéticas entre as
cultivares de soja, ao estagio de desenvolvimento em que os grdos foram colhidos e as
condicdes de tempo e temperatura (SILVA, 2009).

Ao analisar os resultados do EHS em relacdo ao conteldo médio de cinzas (Tabela 2),
foi observado um valor de 0,17 g/100g aproximando-se aos reportados por Marin et al. (2014)
com 0,13 g/100g, e Rodrigues e Moretti (2008) com 0,23 g/100g para o extrato de soja. Valor
acima do obtido neste trabalho foi encontrado por Carvalho et al. (2011) com teor de cinza de
0,84 g/100g, e na Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (UNICAMP, 2011) com 0,5
0/100g, para EHS. Em comparacdo aos graos de soja analisados neste trabalho (Tabela 2), o
valor obtido de cinzas para o EHS foi menor, isto pode ser em virtude da adicdo de agua para
obtencdo do EHS e da separacdo do okara.

Os teores de lipidios do EHS (1,49 g/100g) deste trabalho foram similares aos obtidos
por Marin etal. (2014) (2,2 g/100g), Brunelli e Venturini Filho (2012) (1,46 g/100g) e na Tabela
Brasileira de Composicao de Alimentos (UNICAMP, 2011) (1,6 g/100g). Carvalho et al. (2011)
encontraram valor menor do que o obtido neste trabalho, com 1,05 g/100g de lipidios.

O conteudo proteico do EHS (3,45 g/100g) esta dentro dos padrdes estabelecidos da
Resolucdo RDC n° 268 de 22 de setembro de 2005 (BRASILc, 2005), que exige um teor de
proteinas de no minimo 3 g/100g. Ciabotti et al. (2006) encontraram valor de 3,56 g/100g ao
analisar o EHS obtido de soja comum. Valores abaixo do apresentado neste trabalho foram
obtidos por Marin et al. (2014) (1,7 g/100g), por Carvalho et al. (2011) (2,51 g/100g) e na
Tabela Brasileira de Composicdo de Alimentos (UNICAMP, 2011) (2,4 g/100g). Em relacdo
aos grdos de soja analisados neste trabalho (Tabela 2), o contetdo proteico do EHS foi inferior,
pois as proteinas sdo facilmente desnaturadas pelo calor que, como consequéncia, altera a
conformacdo das moléculas, dificultando a ocorréncia de ligacdes mais sustentaveis da rede
proteica (KWORK; MACDOUGALL; NIRANJAM, 1999; CIABOTTI et al., 2007), e também
pela diluicdo ao adicionar agua para obtencdo do EHS e pela separacéo do okara.

Os valores de IDP e ISN para o EHS foram de 69,92 g/100g e 56,13 ¢/100g

respectivamente, sendo menores que o0s obtidos para os gréos de soja (Tabela 2), isto ocorre em
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virtude do aquecimento aplicado para a obtencdo do EHS. Essa diminuicdo da solubilidade
pode se dar ao fato de que a area superficial dos gréos triturados é maior, facilitando assim a
desnaturacdo da proteina pela agcdo do calor (RIGO et al., 2015). De modo geral, a solubilidade
proteica diminui devido ao fato da ocorréncia de desnaturacdo das proteinas da soja, porque ha
aumento dos grupos hidrofébicos em sua superficie. Geralmente, temperaturas acima de 40°C
provocam a desnaturacdo da maioria das proteinas, implicando em perda de sua solubilidade
(ORDONES et al., 2005).

O teor do inibidor de tripsina Kunitz no EHS (8,03 g/100g) apresentou uma reducéo de
42,23% em comparagdo com o teor apresentado nos graos de soja (Tabela 2). Essa reducéo
pode ser justificada pela aplicagdo do aquecimento (90°C por 3 min), juntamente com a
trituracao dos grdos, na etapa de obtencdo do EHS com o aumento da area superficial dos gréos
(RIGO et al., 2015). Sendo que esta diminuicdo nos valores de inibicdo de tripsina pode
melhorar a digestibilidade da proteina (BRUNE et al., 2010).

O valor de pH (6,3) obtido para o EHS se aproximou do encontrado por Carvalho et al.
(2011) com 6,7, diferente do obtido por Marin et al. (2014) com 4,4. De acordo com Lambrech
et al. (1996), a faixa ideal de pH para a extracdo de proteinas destinadas a producao de tofu esta
entre 6,4 e 6,6, valor proximo ao obtido neste trabalho.

A acidez do EHS foi de 13,65°Dornic (0,136% 4acido latico), proxima a encontrada por
Martins et al. (2013) que foi de 0,1 e 0,2% acido latico. Marin et al. (2014) observaram acidez
de 0,46% de &cido latico.

O valor dos sélidos soluveis (4,43°Brix) foi proximo ao encontrado por Rodrigues e
Moretti (2008) que obtiveram 5,29°Brix, mas inferior aos encontrados por Marin et al. (2014),
Martins et al. (2013) e Carvalho et al. (2011) com valores de 11,50, 12,00 e de 13,00°Brix,

respectivamente.

5.1.2. Conteddo mineral

Os resultados da composi¢ao mineral dos grédos de soja e do EHS sdo apresentados na
Tabela 3. Observa-se que o mineral presente em maior quantidade foi o K (984,03 mg/100g),
da mesma forma como foi verificado por Rigo et al. (2015) e Benassi e Prudencio (2013).
Segundo Amaral (1981) e Oliveira (1981), a soja se destaca pelo elevado teor de K, que

concorre para a manutencdo do equilibrio eletrolitico dos tecidos.
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J& o mineral presente em menor quantidade foi o Cu (0,73 mg/100g), como observado
por Benassi e Prudencio (2013).

Os resultados obtidos neste trabalho estdo abaixo aos encontrados por Benassi e
Prudencio (2013), em diferentes cultivares de soja, onde os valores estdo compreendidos nas
sequintes faixas: 1127,7-1624,4 mg K/100g, 1,4-1,7 mg Cu/100g, 3,2-4,9 mg Zn/100g, 197,2-
241,3 mg Mg/100g, com excecdo para o mineral K (1127,7-1624,4 mg/100g) para o EHS e para
0s minerais Mn (2,1-5,3 mg/100g) e Ca (146,9-316,7 mg/100g) que possuem valores proximos.
Ja Felberg et al. (2004) em EHS obtiveram valores de 2,07 mg Mn/100g, 834,76 mg K/100g,
144,29 mg Mg/100g e 132,94 mg Ca/100g.

De modo geral, os gréos de soja analisados neste trabalho apresentaram um contetdo
mineral acima dos valores encontrados na Tabela Brasileira de Composi¢do de Alimentos
(UNICAMP, 2011) com 0,15 mg Mn/100g, 121,00 mg K/100g, 0,08 mg Cu/100g, 0,30 mg
Zn/100g, 15,00 mg Mg/100g, 17,00 mg Ca/100g.

Tabela 3. Composicdo mineral dos grdos de soja e no extrato hidrossolivel de soja.

Minerais (mg/100g) Graos de Soja Extrato HidrossolUvel de Soja
Mn 2,33 (x0,01) 2,58 (+0,09)
K 984,03 (+70,63) 1376,46 (+131,83)
Cu 0,73 (+0,01) 1,10 (+0,01)
Zn 2,20 (+0,11) 2,64 (+0,54)
Mg 131,46 (+8,33) 191,29 (+3,16)
Ca 182,39 (5,75) 147,13 (+4,75)

Média (trés repeti¢des) + Desvio Padrdo.
Fonte: autor.

O mineral célcio é importante para a alimentagdo humana, pois traz beneficios a saude,
como prevencao da osteoporose, nos graos de soja e no EHS analisados neste trabalho, ele
encontra-se em grande quantidade (Tabela 3), por isso 0s derivados de soja podem ser
consumidos para suprir este mineral.

De acordo com Felberg et al. (2004) o conteddo de minerais da soja pode sofrer
variacdes devido a mdltiplos fatores, como influéncia fisico-quimica do solo, aplicacdo de
fertilizantes, condi¢des ambientais, diferencas entre cultivares de soja e condigfes durante o

processo de preparo dos graos.
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5.1.3. Teor de isoflavonas

Na Tabela 4 sdo apresentados os teores de isoflavonas nos gréos de soja e no EHS.
Observa-se que nos grdos as maiores quantidades de isoflavonas nas formas de agliconas,
malonil-glicosiladas e glicosiladas, e no EHS, nas formas de agliconas, glicosiladas e malonil-
glicosiladas, respectivamente.

Tabela 4. Teor de isoflavonas nos gréos de soja e no extrato hidrossoltvel de soja.

Isoflavonas (mg/100g) Gréaos de soja Extrato hidrossoluvel de soja
Glicosiladas 33,90 (x0,63) 39,46 (+0,85)
Malonil-glicosiladas 57,59 (£1,20) 37,35 (£2,24)
Agliconas 58,75 (£2,79) 77,54 (£3,51)
Isoflavonas Totais 150,24 (£6,61) 154,36 (+£6,61)

Média (trés repeticdes) + Desvio Padrao.
Fonte: autor.

Seibel et al. (2013), avaliando oito cultivares de soja, encontraram valores para
isoflavonas glicosiladas de 27,90 mg/100g na cultivar BRS 257 e 47,50 mg/100g na cultivar
BRS 216, para malonil-glicosiladas de 66,84 mg/100g na cultivar BRS 213 e 60,97 mg/100g
na cultivar BRS 216 e para isoflavonas totais de 148,74 mg/100g na cultivar BRS 267.

Os resultados de isoflavonas obtidos neste trabalho, para os gréos, foram menores que
0s reportados por Gongalves et al. (2014) para a cultivar BRS 284 e Ciabotti et al. (2006) para
0 grdo de soja comum, com 72,51 mg/100g e 75,69 mg/100g para glicosiladas, 516,29 mg/100g
e 83,94 mg/100g para malonil-glicosiladas e 591,70 mg/100g e 174,51 mg/100g para
isoflavonas totais, com excecao do resultado de agliconas com 2,89 mg/100g e 1,22 mg/100g,
respectivamente.

De acordo com Barbosa, Lajolo e Genovese (2006), no grdo in natura predominam as
formas malonil-B-glicosideos, estas sdo instaveis e podem ser degradadas a agliconas pela acdo
da enzima B-glicosidase. Carrdo-Panizzi, Simé&o e Kikuchi (2003) observaram que tratamentos
hidrotéermicos dos grdos, com temperaturas e periodos de tempo adequados, podem
proporcionar maior desenvolvimento de isoflavonas agliconas (compostos biodisponiveis
responsaveis por efeitos benéficos a salde humana), garantindo a obtencao de produtos a base

de soja com maior teor desses compostos.
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Esses resultados demonstram que, entre as diferentes cultivares de soja, podem ocorrer
variacdes nos teores de isoflavonas. Este fato se deve aos niveis de acumulacédo de isoflavonas
e a variabilidade genética nos grdos de soja, dependendo do clima, principalmente a
temperatura, durante o desenvolvimento da semente (CARRAO-PANIZZI; SIMAO;
KIKUCHI, 2003; CARRAO-PANIZZI et al., 2009; BENASSI; PRUDENCIO, 2013).

Seibel et al. (2013) ao avaliarem 0 EHS em oito cultivares de soja encontraram valores
de 30,90 mg/100g para isoflavonas glicosiladas na cultivar BRS 257 e 31,01 mg/100g na
cultivar BRS 282, 34,00 mg/100g para malonil-glicosiladas na cultivar BRS 232 e 143,45
mg/100g para isoflavonas totais na cultivar BRS 232. Kao et al. (2004) obtiveram teores de
72,51 mg/100g de isoflavonas glicosiladas, 84,93 mg/100g de isoflavonas malonil-glicosiladas,
89,37 mg/100g de isoflavonas agliconas e 336,15 de isoflavonas totais para o EHS. Em
comparagdo com os resultados apresentados neste trabalho para os grdos de soja (Tabela 4),
menores teores das formas malonil-glicosiladas foram obtidos para o EHS em virtude do
processo de aquecimento do mesmo, devido a clivagem dos grupos ésteres malonil para as
formas daidzina e genistina por a¢6es do calor durante o tratamento (CIABOTTI et al., 2006).

De acordo com Benassi e Prudencio (2013), diferentes cultivares, condi¢fes de plantio
(ano, local e temperatura média) e de pos-colheita/armazenamento dos grdos (umidade,
temperatura, tempo de armazenagem), podem influenciar o contetdo de isoflavonas e sua forma
guimica. A etapa de aquecimento da &gua para triturar os grdos de soja e elaborar o EHS nao
acarreta perdas, mas favorece a conversao das formas glicosidicas em agliconas (JACKSON et
al., 2002; BENASSI; PRUDENCIO, 2013). Aumento dos niveis de isoflavonas agliconas
também foram reportadas por Ciabotti et al. (2006) e Ferreira et al. (2011), devido ao
aquecimento e processos de moagem, contribuindo, desta forma, para que ocorresse a clivagem
das formas glicosiladas e malonil-glicosiladas em agliconas. Segundo Benassi e Prudencio
(2013), 0 aumento nas agliconas é propiciado pelas condi¢des de processamento, que favorecem

a conversao de outras formas quimicas das isoflavonas.

5.2.PRESENCA/AUSENCIA DAS ISOENZIMAS LIPOXIGENASES NOS GRAOS E
NO EXTRATO HIDROSSOLUVEL DE SOJA

O processo de cozimento com posterior banho-maria por 10 min foi eficiente para
inativar as lipoxigenases nos graos de soja para obten¢do do EHS (Figura 10). A primeira linha

corresponde aos padrdes, dispostos de maneira intercalada para melhor visualizagéo da cor,



61

onde, o padrdo BRS 257 corresponde a cultivar de soja que ndo apresenta as isoenzimas
lipoxigenases (coloracdo verde) e o padrdo Vmax corresponde a cultivar que apresenta as
isoenzimas lipoxigenases (coloracdo amarela). A segunda linha corresponde os gréos de soja
da cultivar convencional utilizados neste trabalho. A terceira linha corresponde ao EHS sem
aquecimento. A quarta linha corresponde ao EHS aquecido, etapa anterior a adicdo dos
coagulantes ao extrato para elaboracao do tofu.

Observa-se que a segunda e terceira linha apresentam coloracéo amarela, o que significa
que tanto os grdos de soja, quanto o EHS sem aquecimento apresentam as isoenzimas
lipoxigenases. J& a quarta linha apresenta coloracdo verde para o EHS aquecido, isso significa
que ndo ha presenca das isoenzimas lipoxigenases. Logo, o tofu também ndo ird apresentar as
isoenzimas lipoxigenases.

O sabor caracteristico denominado beany flavor originado da associacdo de compostos
carbonilicos de cadeia longa com a fragdo proteica séo catalisados pelas enzimas lipoxigenases,
que correspondem a 1% do total de proteinas presentes nos grdos, melhorando a palatabilidade
dos gréos de soja (RIGO et al., 2015; FELIX; CANNIATTI BRAZADA; MACHADO, 2011,
MONTEIRO et al., 2004).

Figura 10. Teste colorimétrico para determinar a presenca e auséncia das isoenzimas lipoxigenases (LOX) nos
grdos de soja, no extrato hidrossoltvel de soja sem aquecimento (EHS) e no extrato hidrossollvel de soja aquecido
(EHS aquecido).

L

o

EHS Aquecido.

Fonte: autor.



62

5.3.COAGULANTES VEGETAIS

5.3.1. Anélise de pH e atividade de protease

Os valores de pH, conforme Tabela 5, se mostram diferentes para cada tipo de
coagulante vegetal, sendo o coagulante de lim&o o mais acido (2,5), seguido pelo coagulante de
kiwi (3,4) e do coagulante de gengibre (6,6).

A atividade de protease (Tabela 5) também se mostrou diferente para os trés coagulantes
vegetais analisados. O coagulante de kiwi apresentou a maior atividade de protease (21,23
U/mL), seguido do coagulante de gengibre (4,14 U/mL) e do coagulante de limao (2,35 U/mL).

Grozdanovic, Burazer e Gavrovic-Jankulovic (2013), ao analisar extratos de Kiwi em
pH 5,0, obteve a atividade de protease de 0,46 mg/mL. Hashim et al. (2011b), observaram em
seu trabalho a atividade proteolitica do coagulante de gengibre igual a 0,19 U/mg.

Tabela 5. Valores de pH e atividade de protease dos coagulantes vegetais de kiwi, gengibre e limao.

Coagulantes pH Atividade de protease

(U/ml)
Kiwi 3,4 (x0,07) 21,23 (+0,01)
Gengibre 6,6 (£0,10) 4,14 (x0,02)
Liméo 2,5 (x0,09) 2,35 (+0,02)

Média (trés repeti¢des) + Desvio Padrdo.
Fonte: autor.

5.4.PROCESSAMENTO DO TOFU

5.41. Toful

O tofu I de kiwi, gengibre e liméo (Figura 11) foi obtido da coagulacdo do EHS em
temperatura 6tima de coagulacdo de cada extrato vegetal, definida por Mazorra-Manzano et al.
(2013) para o kiwi (40°C) e o gengibre (65°C) e por Adetunji et al. (2008) para o liméo (80°C).
Ao atingir a temperatura desejada, 0s coagulantes vegetais na concentracdo de 10% (Fasoyiro,
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2014) com pH natural (kiwi ~ 4,0, gengibre ~ 6,0 e limdo ~ 2,0) foram adicionados, juntamente
com 600 pL de CaCl, 40%. A coagulacdo foi realizada por 40 min.

Observa-se (Figura 11) que o tofu I de kiwi e de gengibre apresentou aspecto e massa
mais liquidos, diferindo do tofu I de lim&o, com aspecto mais granular e massa mais firme. Essa
diferenca visual entre os tofus pode ser justificada pela diferenga dos pH e das temperaturas
para coagulacdo do EHS, onde o melhor aspecto visual se deve ao menor pH (~ 2,0) e a maior

temperatura (80°C) para coagulacdo (tofu I de limao).

Figura 11. Tofu | de kiwi, gengibre e lim&o, respectivamente, elaborados em condigdes de pH natural dos extratos
vegetais (kiwi ~ 4,0, gengibre ~ 6,0 e limdo ~ 2,0) e temperatura de coagulagdo de 40°C para kiwi, 65°C para
gengibre e 80°C para liméo, coagulados por 40 min.

Fonte: autor.

5.4.1.1. Anélises fisico-quimicas tofu |

De acordo com os resultados apresentados das analises fisico-quimicas do tofu | (Tabela
6), para o contetdo de cinzas é possivel observar que houve diferenca significativa (p<0,05),
entre 0 1° e 0 7° dia de armazenamento para o tofu | de kiwi, gengibre e limdo. Estes resultados
sdo semelhantes aos reportados por Kamizake, Silva e Prudencio (2016) que obtiveram valores
de 0,74 g/100g e 0,84 g/100g para tofu (coagulado com MgSQ4.7H20) produzido com cultivar
Coodetec 214 e BRS 267, respectivamente. Ciabotti et al. (2006) encontram valores de 0,76
0/100g para tofu produzido com soja comum coagulada com glucona-é-lactona (GDL).

Li et al. (2015) encontram valores maiores (1,85 g/100g) do que o presente estudo, ao
elaborar tofu com soja orgéanica, coagulado com MgCl.. Assim como Benassi, Benassi e
Prudencio (2011), que ao elaborarem tofu com diferentes cultivares de soja, coagulado com
CaSOs, observaram valor de 6,02 g/100g. Com o decorrer do tempo de armazenamento, é
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possivel perceber que os valores de cinzas diminuem, este fato pode ser justificado pela
liberacdo de soro durante o armazenamento, fazendo com que ocorra a migracao de sais do tofu
para 0 soro.

Os valores de acidez para o tofu de kiwi, gengibre e limdo aumentaram com o tempo de
armazenamento, mas néo apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre 0 1° e o0 7° dia de
armazenamento. Resultados semelhantes aos mencionados neste trabalho foram obtidos 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), com valores variando de
0,16% a 0,42%. Segundo Fasoyiro (2014), os valores de acidez do tofu sdo dependentes do
coagulante utilizado.

Tabela 6. Conteldo de cinzas, acidez, pH e proteina bruta do tofu I de kiwi, gengibre e limdo no 1° e no 7° dia de
armazenamento.

Dias de armazenamento

Analise Tofu I 10 70
Kiwi 0,66 (+0,09)? 0,39 (+0,02)°
Cinzas . a b
(9/100g) Gengibre 0,63 (£0,12) 0,36 (+0,03)
Limé&o 0,94 (+0,26)? 0,56 (+0,09)°
Kiwi 0,17 (x0,03)? 0,20 (x0,01)?
Acidez . a a
(% 4cido latico) Gengibre 0,07 (£0,03) 0,11 (+0,01)
Limao 0,10 (x0,05)? 0,19 (x0,03)?
Kiwi 5,7 (x0,03)? 5,7 (x0,03)?
pH Gengibre 6,5 (x0,01)? 6,4 (£0,05)2
Liméo 5,1 (x0,02)* 5,0 (+0,06)?
Kiwi 5,48 (x0,09)? 5,55 (x0,07)?
Proteina bruta . a a
(g/100g) Gengibre 4,72 (+0,10) 4,82 (+0,08)
Liméo 10,05 (£0,04)? 10,00 (+0,05)?

Média (trés repeticOes) + Desvio Padréo seguidas de letras iguais mindsculas na linha (analises) para cada tempo

de armazenamento de cada tofu indicam nao haver diferenga significativa a nivel de 5% (teste de Tukey).

Fonte: autor.

Os valores de pH para o tofu de kiwi, gengibre e limao néo diferiram significativamente

(p<0,05) entre 0 1° e 0 7° dia de armazenamento. Valores proximos de pH foram encontrados
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por Fasoyiro (2014) (5,3 a 6,2) para tofus produzidos com soja da variedade TGX-1448-IE,
coagulados com diferentes concentracdes do célice de flores secas de Roselle.

A proteina bruta (Tabela 6) ndo apresentou diferenca significativa (p<0,05) entre 0 1° e
0 7° dia de armazenamento. O maior valor foi observado no tofu I de limdo (10,05 g/100g),
seqguido pelo tofu | de kiwi (5,48 g/100g) e pelo tofu | de gengibre (4,72 g/100g). Estes
resultados podem ser justificados de acordo com a metodologia de coagulacéo utilizada (pH 4,0
e 40°C para o kiwi e pH 6,0 e 65°C para o gengibre), onde os coagulantes de Kiwi e de gengibre
coagularam o EHS de forma mais lenta, fazendo com que ocorresse a formacao de uma estrutura
mais homogénea da coalhada e mais agua fosse retida, aumentando o rendimento e modificando
as propriedades fisicas e o gel do tofu (Tabela 9) (PRABHAKARAN; PERERA,;
VALIYAVEETTIL, 2006; CIABOTTI et al., 2007; LI et al., 2015).

Kamizake, Silva e Prudencio (2016), encontraram valores semelhantes ao do tofu I de
kiwi e gengibre para tofu produzido com soja da cultivar Coodetec 214 e BRS 267, coagulado
com MgS0a4.7H.0, com valores de 6,56 g/100g e 7,86 g/100g, respectivamente. Li et al. (2015),
ao elaborar tofu com soja organica, coagulada com MgCl, (13,72 g/100g) e Ciabotti et al.
(2006), no tofu elaborado com soja comum branqueada e coagulada com glucona-é-lactona
(GDL) (9,84 g/100g) observaram valores semelhantes ao obtido para o tofu | de lim&o. Valores
superiores foram encontrados por Benassi, Benassi e Prudencio (2011), ao elaborar tofu com

diferentes cultivares de soja, coagulada com CaSQOas (52,75 g/100g).

5.4.2. Tofull

Durante o processo para fabricacdo do tofu I, foi observado que o produto obtido com o
coagulante de lim&o apresentava uma melhor formacdo de massa, sendo que este coagulante
também apresenta 0 menor pH e a maior temperatura para coagulacdo. Com base nisso, foram
realizados estudos, avaliando as condicBes de pH e temperatura de coagulacdo para 0S

diferentes coagulantes.
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Avaliacao das condigdes de pH para coagulacéo do EHS

Observa-se na Tabela 7 os valores ajustados de pH dos coagulantes vegetais para

ocorréncia da coagulacdo do EHS.

Tabela 7. Valores ajustados de pH dos coagulantes vegetais de Kiwi, gengibre e lim&o.

pH ajustado

Coagulantes

2,0 4,0 6,0
Kiwi 2,0 (£0,02)° 4,0 (+0,02)? 6,0 (£0,05)°
Gengibre 2,0 (£0,03)? 4.0 (+0,03) 6,0 (£0,03)°
Lim&o 2,0 (£0,02)° 4,0 (+0,04)? 6,0 (£0,07)°

Média (trés repeti¢des) + Desvio Padréo seguidas de letras iguais mindsculas na coluna (anélises) indicam néo
haver diferenca significativa a nivel de 5% (teste de Tukey).
Fonte: autor.

Na Figura 12 pode-se observar o comportamento dos coagulantes vegetais de Kiwi,
gengibre e liméo na coagulacdo do EHS a 40°C para o kiwi, 65°C para o gengibre e 80°C para
o liméo, com os valores de pH ajustados para 2,0, 4,0 e 6,0, respectivamente. Observa-se que
as caracteristicas do coagulo formado séo diferentes. No pH 2,0 obteve-se a melhor coagulagéo
para o0s trés coagulantes vegetais. No pH 4,0 obteve-se boa coagulacdo para os coagulantes de
kiwi e de limdo e fraca coagulacdo para o coagulante de gengibre. J& no pH 6,0 ndo ocorreu
formacéo de massa firme para nenhum dos coagulantes vegetais.

Deste modo, percebe-se que quanto mais acido estiver o coagulante vegetal, melhor sera
sua coagulacdo no EHS. Assim, o pH 2,0 foi o escolhido como o melhor pH para coagular o

EHS para ambos os coagulantes vegetais utilizados neste trabalho.
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Figura 12. Coagulacdo do extrato hidrossoltvel de soja com coagulante vegetal de limao, gengibre e kiwi, em pH
2,0, 4,0 e 6,0 e temperatura de 80°C, 65°C e 40°C, respectivamente.

Coagulante Limao

Fonte: autor.
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Avaliacéo das condigdes de temperatura para coagulacéo do EHS

De acordo com a Figura 13, podemos observar que com o pH fixado em 2,0, as
temperaturas de 40°C, 65°C e 80°C agiram de maneiras diferentes para coagular o EHS.
Observa-se que a menor temperatura (40°C) foi a que apresentou a menor coagulagéo do EHS,
independente do coagulante vegetal utilizado.

Na temperatura de 65°C se observa que ocorreu a coagulacdo do EHS para os trés
coagulantes vegetais, apds 40 min, porém, a melhor coagulacdo se mostra em temperatura de
80°C para os trés coagulantes vegetais (liméo, kiwi e gengibre) apos 25 min.

Em termos de processamento, realizar a coagulacdo na temperatura de 80°C seria
vantajoso, ndo necessitando reduzir a temperatura para coagular o EHS na saida do banho-maria

(etapa de obtencdo do EHS), além de diminuir o tempo de coagulacéo.
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Figura 13. Coagulacdo do EHS com coagulante vegetal de lim&o, kiwi e gengibre em temperaturas de 40°C, 65°C
e 80°C em pH 2,0, respectivamente.
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Elaboracéo do Tofu Il

O tofu Il foi elaborado a partir dos resultados obtidos na avaliacdo da influéncia do pH
e temperatura dos coagulantes vegetais. A coagulacao do EHS foi realizada a 80°C, com adi¢éo
dos coagulantes (kiwi, gengibre e limdo) em pH 2,0, e coagulagdo por 25 min.

A Figura 14 ilustra os tofus elaborados com kiwi, gengibre e lim&o coagulados com pH
2,0 e temperatura de 80°C, onde pode-se verificar que a massa formada apresenta 0 mesmo

aspecto visual para todos os tofus.

Figura 14. Tofu Il de kiwi, gengibre e liméo, coagulados com pH 2,0 e temperatura de 80°C.

- o

Fnte: utr

5.4.2.1. Anélises fisico-quimicas tofu Il

De acordo com os resultados das anélises de composicao quimica (Tabela 8), pode-se
observar que o conteido de cinzas ndo diferiu significativamente (p<0,05) entre o tofu Il de
kiwi, gengibre e limdo, no 1° e o 7° dia de armazenamento. Kamizake, Silva e Prudencio (2016)
encontraram valores proximos (0,74 g/100g e 0,84 ¢/100g) para tofu, coagulado com
MgSQO4.7H20, produzido com cultivar Coodetec 214 e BRS 267, respectivamente. Ciabotti et
al. (2006), para tofu produzido com soja comum, brangqueada, coagulado com glucona-5-
lactona (GDL), encontrou valores de 0,76 g/100g. Fasoyiro (2014) encontrou valores (4,1
0/100g a 5,8 g/100g) maiores que o0 presente estudo, ao analisar tofus produzidos com soja da
variedade TGX-1448-1E, coagulados com diferentes concentragdes do calice de flores secas de
Roselle.



Tabela 8. Contetdo de cinzas, acidez, pH e proteina bruta do 1° e do 7° dia de armazenamento das amostras de

tofu Il (kiwi, gengibre e limao).

Dias de armazenamento

Analise Tofu Il 10 70
Kiwi 0,53 (x0,04)? 0,44 (£0,14)?
Cinzas . . .
(g/100g) Gengibre 0,53 (x0,01) 0,51 (x0,02)
Liméo 0,53 (+0,01)? 0,48 (+0,06)?
Kiwi 0,06 (+0,02)? 0,06 (+0,02)?
Acidez . a a
(% acido latico) Gengibre 0,07 (x0,01) 0,03 (x0,04)
Liméo 0,09 (+0,02)? 0,07 (x0,01)?
Kiwi 5,2 (x0,04)? 5,1 (£0,02)?
pH Gengibre 5,2 (0,34)? 5,1 (x0,27)?
Limao 4,8 (x0,03)? 4,7 (x0,03)?
Kiwi 10,31 (£0,06)? 10,28 (+0,03)?
Proteina bruta . a a
(9/100g) Gengibre 10,27 (£0,05) 10,24 (£0,02)
Limao 10,50 (+0,03)? 10,47 (+0,01)?

Média (trés repeti¢des) + Desvio Padrdo seguidas de letras iguais minusculas na linha (anélises) para cada tempo
de armazenamento de cada tofu indicam néo haver diferenga significativa a nivel de 5% (teste de Tukey).
Fonte: autor.

Os valores de acidez do tofu Il de kiwi, gengibre e lim&o ndo apresentaram diferenca
significativa (p<0,05) entre 0 1° e 0 7° dia de armazenamento (Tabela 8). Fasoyiro (2014), ao
analisar tofu produzido com soja da variedade TGX-1448-1E (coagulado com Calotropis
procera) obteve resultado semelhante (0,01%) ao do presente estudo. O mesmo autor, ao
analisar tofus produzidos com soja da variedade TGX-1448-1E (coagulados com diferentes
concentragdes do calice de flores secas de Roselle), obteve valores variando de 0,16% a 0,42%.

Os valores de pH (Tabela 8) ndo diferiram significativamente para o tofu Il de Kiwi,
gengibre e limdo, entre 0 1° e 0 7° dia de armazenamento. Fasoyiro (2014) encontrou valores
proximos (5,3 a 6,2) aos deste trabalho para tofus produzidos com soja da variedade TGX-
1448-1E, coagulados com diferentes concentragdes do calice de flores secas de Roselle.

O valor de proteina bruta do tofu Il (Tabela 8) ndo apresentou diferenga significativa
(p<0,05) entre 0 1° e 0 7° dia de armazenamento, sendo que os valores dos tofus Il de Kiwi,
gengibre e lim&o foram proximos. Valores semelhantes ao deste trabalho foram obtidos por Li

et al. (2015), ao elaborar tofu com soja organica (coagulado com MgCl2) com 13,72 g/100g e
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Ciabotti et al. (2006), no tofu elaborado com soja comum branqueada (coagulado com glucona-
d-lactona (GDL)) com 9,84 g/100g. Kamizake, Silva e Prudencio (2016), encontraram valores
menores aos deste trabalho, no tofu produzido com soja da cultivar Coodetec 214 e BRS 267,

coagulado com MgS04.7H,0, com valores de 6,56 g/100g e 7,86 g/100g, respectivamente.

5.4.3. Analise de rendimento e indice de sinérese

Na Tabela 9 sdo mostrados os resultados de rendimento e o indice de sinérese dos tofus
I e Il de kiwi, gengibre e limdo. Ao observar os valores de rendimento para o tofu I, pode-se
observar que o tofu com coagulante de kiwi e gengibre apresentou maior rendimento em relacéo
ao com coagulante de limdo, essa diferenca pode ser justificada devido as diferencas nas
condigdes de coagulacéo (80°C e pH 2,0 - liméo; 65°C e pH 6,0 - gengibre; 40°C e pH 4,0 -
kiwi) e por n&o ter ocorrido liberagcdo do soro, onde os mesmos ficaram com aspecto aquoso,
ou seja, ndo ocorreu completa dessoragem, o que fez com que o rendimento fosse maior. O tofu

I de limé&o e os tofu Il de kiwi, gengibre e limdo ficaram com aspecto firme.

Tabela 9. Resultados de rendimento e indice de sinérese para o tofu | e o tofu Il de kiwi, gengibre e liméao.

indice de sinérese (%)

Processo (9 tsfl:]/dll&zn;?gw) Dias de armazenamento
10 7°
Kiwi 23,82 44,33 (£0,16)° 7,96 (+1,41)°
Tofu I Gengibre 33,29 39,51 (£0,12)* 4,68 (+1,19)°
Limé&o 11,82 10,99 (£0,08)* 1,46 (20,19)"
Kiwi 10,94 9,70 (+1,74)* 4,87 (0,18)°
Tofu I Gengibre 10,66 7.86 (121)* 2,47 (£1,39)°
Lim&o 10,65 8,21 (1,437 4,30 (0,92)°

Média (trés repeti¢des) + Desvio Padrdo seguidas de letras iguais minusculas na linha (analises) para cada tempo
de armazenamento de cada tofu indicam nao haver diferenga significativa a nivel de 5% (teste de Tukey).
Fonte: autor.

Fasoyiro (2014) encontrou valores superiores (87,3 g tofu/100g gréo a 95,9 g tofu/100g
gréo) que o presente estudo, ao analisar tofus produzidos com soja da variedade TGX-1448-IE,

coagulados com diferentes concentracdes do célice de flores secas de Roselle. Segundo Kong
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et al. (2008), a etapa de coagulacédo e suas variantes tempo, velocidade de agitagéo, pH e
concentracdo do coagulante também sdo fatores relevantes no rendimento do tofu.

Os valores de indice de sinérese (Tabela 9) demonstram que houve diferenca
significativa (p<0,05) entre 0 1° e 0 7° dia de armazenamento nos tofus I e Il de kiwi, gengibre
e limdo. O tofu I de kiwi e gengibre apresentou maior liberagao de soro do que o tofu I de limé&o
e o tofu Il de kiwi, gengibre e limdo no 1° dia de armazenamento, isto se deve ao fato de que
durante a dessora, o tofu de kiwi e gengibre, por apresentarem consisténcia aquosa, nédo
liberaram totalmente o soro, fazendo com que no 1° dia de armazenamento, com maior

precipitagdo das proteinas, ocorresse maior liberac&o de soro.

5.4.4. Avaliacéo instrumental de cor

Na Tabela 10, apresentam-se os valores médios das leituras da cor dos tofus | e 1l de
kiwi, gengibre e limdo, no 1° e no 7° dia de armazenamento. Verifica-se que ndo houve
diferenca significativa (p<0,05) no valor da luminosidade (L) paraotofu |l e Il entre 0 1°e 0 7°
dia de armazenamento. J& para a intensidade de amarelo (b) para os tofus I e Il de kiwi, gengibre
e lim&o houve diferenca significativa (p <0,05) com o passar dos dias de armazenamento.

Tabela 10. Andlise instrumental da cor do tofu I e do tofu Il de kiwi, gengibre e limao, entre 0 1° e 0 7° dia de
armazenamento.

Dias de armazenamento

Processo 1° ”
L b L b
Kiwi 89,64 (+0,07) 13,65 (x0,04)* 82,40 (0,100 12,46 (0,15)°
Toful Gengibre 86,67 (x0,18)° 11,35 (0,03)° 84,03 (+1,00)* 10,48 (+0,17)"
Limdo 89,13 (£3,60)* 12,79 (+0,26)° 83,59 (0,55)° 11,30 (x0,32)°
Kiwi 8521 (£0,48)% 1562 (+0,49)° 84,67 (+0,15)* 14,84 (0,22)°
Tofull Gengibre 85,58 (+0,66)° 13,52 (0,10 84,92 (0,02 12,98 (+0,02)°
Limdo 86,14 (+0,44) 13,84 (x0,52)° 85,79 (+0,14)* 12,29 (0,05)"

Média (trés repeti¢des) + Desvio Padrdo seguidas de letras iguais minusculas na linha (analises) para cada tempo
de armazenamento indicam n&o haver diferenca significativa a nivel de 5% (teste de Tukey).
Onde: L = luminosidade ou brilho, varia do preto (0) ao branco (100); b = varia do azul (-60) ao amarelo (+60).

Fonte: autor.
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Ciabotti et al. (2007) relataram que a cor caracteristica do tofu comumente expressa a
qualidade do produto, variando entre o branco e o amarelo-claro, de acordo com esta
informacdo percebe-se que os tofus, elaborados neste trabalho, vdo perdendo a intensidade
amarelo (b), ou seja, perdendo qualidade com o maior tempo de armazenamento. Kamizake,
Silva e Prudencio (2016), encontraram resultados semelhantes aos deste trabalho, em tofu
produzido com soja da cultivar Coodetec 214 e BRS 267, coagulado com MgS0O.4.7H.0, com
valores de luminosidade (L) de 86,20 e 84,82, respectivamente. Ciabotti et al. (2007), para tofu
elaborado com soja comum (coagulado com glucona-6-lactona (GDL)), encontram resultados
de luminosidade (L) de 84,81 e valores de intensidade de amarelo (b) de 11,08. Li et al. (2015),
ao elaborar tofu com soja organica, coagulado com MgCl», obteve luminosidade (L) de 78,62
e intensidade de amarelo (b) de 10,84.

5.5. ANALISES MICROBIOLOGICAS

Os resultados das analises microbioldgicas dos tofus I e 1l de kiwi, gengibre e limédo no

1° e no 7° dia de armazenamento estdo descritos na Tabela 11.

Tabela 11. Analises microbiolégicas de coliformes totais e termo tolerantes e de contagem total de bactérias
psicrdfilas no tofu | e no tofu Il de kiwi, gengibre e lim&o, entre 0 1° e 0 7° dia de armazenamento.

Dias de armazenamento

1° 7°
Processo Coliformes DLW Coliformes LR
. total de . total de
totais e termo - totais e termo -
bactérias bactérias
tolerantes e tolerantes e
psicrofilas psicrofilas
Kiwi < 3 NMP/g Ausente 1,5x10* NMP/g Ausente
Tolfu Gengibre < 3 NMP/g Ausente 9 NMP/g Ausente
Liméo < 3 NMP/g Ausente <3 NMP/g Ausente
Kiwi < 3 NMP/g Ausente <3 NMP/g Ausente
Tflf u Gengibre <3 NMP/g Ausente <3 NMP/g Ausente
Liméo <3 NMP/g Ausente <3 NMP/g Ausente

Fonte: autor.
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De acordo com a resolucdo RDC n° 12, de 02 de janeiro de 2001 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2001), que fiscaliza e determina padrdes microbioldgicos e
sanitarios para o tofu, os valores para Coliformes a 45°C, devem apresentar valores menores
que 102 NMP/g. A contagem total de bactérias psicrofilas ndo possui padrio de contagem para
o tofu. Deste modo, os resultados microbiol6gicos (Tabela 11) para o tofu I e o tofu Il de kiwi,
gengibre e limdo, entre 0 1° e 0 7° dia de armazenamento, para coliformes totais e termo
tolerantes estdo dentro dos padrdes estabelecidos e para contagem total de bactérias psicrofilas

estdo ausentes.
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6. CONCLUSOES

No tofu I, o coagulante vegetal de limdo apresentou a melhor formacéo de coalhada na
temperatura de coagulacdo de 80°C e pH 2,0. No tofu Il, apos realizacdo do teste de pH e de
temperatura, utilizando os coagulantes vegetais com o mesmo valor de pH (2,0) e temperatura
para coagulacdo (80°C), quimicamente e visualmente, os trés coagulantes utilizados (kiwi,
gengibre e lim&o) foram efetivos.

Durante o armazenamento de 7 dias dos tofus | e Il ndo ocorreram mudancas de acidez,
pH e proteina, sem alteracdes microbioldgicas, indicando que até os 7 dias os tofus podem ser
consumidos. Os rendimentos do tofu | de kiwi e gengibre, foi maior do que os rendimentos dos
demais, apresentando também os maiores indices de sinérese.

Portanto, do ponto de vista tecnoldgico, pode-se concluir que utilizando os coagulantes
de kiwi, gengibre e limdo, com pH 2,0 e temperatura de coagulacdo de 80°C, obtém-se a melhor
formacdo da coalhada, ou seja, um tofu de massa firme. Assim, os tofus elaborados com

coagulantes vegetais sdo uma alternativa de produto para os consumidores veganos.

6.1. SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

X/

% Pesquisar alternativas para o uso do okara do EHS e do soro do tofu em

alimentos;

R/
L X4

Realizar a caracterizacdo dos extratos coagulantes vegetais;

R/
L X4

Fazer andlise sensorial nos tofus;

R/
*

Estudar o aumento da porcentagem de adicdo de coagulante vegetal na
elaboracdo dos tofus;
+ Estudar a adicdo de proteina isolada de soja na elaboragdo dos tofus;

% Realizar a caracterizagdo completa fisico-quimica dos tofus;
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