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KAMIZAKE, Neide Kiyoko Kondo. Efeito do envelhecimento de soja (Glycine
max) sobre as propriedades fisicas e quimicas dos gréos, extratos e tofus e
caracteristicas sensoriais dos tofus. 2012. 178 f. Tese (Doutorado em Ciéncia de
Alimentos) — Universidade Estadual de Londrina. Londrina — PR.

RESUMO

Apoés a colheita, muitas vezes, a soja € armazenada em temperatura e umidade
relativa (UR) ambiente e n&o controlada, resultando no envelhecimento e perda da
qualidade dos grédos. Os objetivos deste trabalho foram investigar as alteragdes
fisicas e quimicas nos graos, extratos e tofus em fungdo do envelhecimento dos
graos de soja das cultivares Coodetec 214 e BRS 267 e avaliar as consequéncias do
envelhecimento dos graos na concentragdo de coagulante (MgSO4), nas
caracteristicas sensoriais (aparéncia, aroma, sabor e textura) e na aceitagdo de
tofus. Grdos de soja foram armazenados em trés condi¢gbes: envelhecimento
acelerado (EA): 30 °C e 84% UR até nove meses; envelhecimento natural (EN):
temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
até 18 meses e controle (C): -20 °C e 47% UR. O armazenamento em cada condi¢ao
foi conduzido em duplicata. As avaliagbes realizadas na soja foram: micrografia
eletrénica de varredura (MEV) da casca e dos cotilédones, taxa de sorgédo de agua e
umidade de equilibrio durante a hidratacdo dos graos, medida instrumental de cor
dos graos inteiros e moidos e de dureza dos gréos cozidos, composigao centesimal,
mineral (Ca, Mg, P), teor de fitatos, compostos fendlicos totais, solubilidade das
proteinas e capacidade de absorgao e retengdo de agua pelos grdos moidos. Os
extratos foram obtidos pelo método semi-kanetsu-shibori e tiveram a cor e a
composi¢cdo quimica determinadas. Para o preparo dos tofus, determinou-se a
concentragdo otima do coagulante (COC) por titulometria. Os tofus foram
caracterizados por medida instrumental de cor e perfil de textura, analise sensorial
(Analise Descritiva Quantitativa - ADQ) empregando-se 13 julgadores treinados, e a
aceitacdo avaliada por escala hedbdnica e 110 consumidores. Os dados foram
tratados por ANOVA, teste de Tukey, analise de correlagdo de Pearson (p < 0,05) e
Analise de Componentes Principais. Ao longo do periodo de estocagem EA e EN
observaram-se o0 escurecimento dos graos inteiros e moidos, as superficies das
células paligadicas do cotilédone tornaram-se rugosas e murchas, a taxa de sorgéo
de agua e a dureza dos graos cozidos aumentaram e a umidade de equilibrio
diminuiu, o teor de fitatos nao variou, compostos fendlicos totais e acidez
aumentaram, lipideos, pH, capacidade de absor¢cdo de agua e solubilidade das
proteinas diminuiram. O padrdo eletroforético das proteinas dos gréos variou
somente para a condi¢gao EA a partir de 8 meses. Os extratos de soja das condi¢des
EA e EN apresentaram-se mais escuros e com menor conteudo de solidos que o
controle ao longo do tempo. A COC diminuiu com aumento da temperatura de
coagulagdo e tempo de envelhecimento, e apresentou correlagdo positiva com
conteudo de solidos totais, proteinas, cinzas, Ca, Mg e P dos extratos de soja.
Houve diminuicdo do rendimento e dos parametros de cor (L* e h°), proteinas,
lipidios, carboidratos, cinzas, Ca, Mg, P, fraturabilidade, dureza, elasticidade,
coesividade, gomosidade e aumento da adesividade dos tofus com o tempo de
envelhecimento dos grdos. Por meio da ADQ os tofus de soja controle foram
caracterizados pela cor clara, uniforme e brilhante, aparéncia coesa, aroma e sabor



adocicado e textura firme e elastica, enquanto os tofus de soja da condicdo EA (6
meses) apresentaram cor cinza, com manchas escuras, aparéncia rugosa, aroma e
sabor fermentado, sabor rangoso, adstringente, amargo, textura fraturavel, mas com
aderéncia na cavidade oral apds a mastigacao. Os tofus de soja da condigdo EN (18
meses) apresentaram atributos sensoriais com intensidades intermediarias aos do
controle e EA. A preferéncia pelos tofus da soja controle foi justificada pela suas
caracteristicas de aparéncia, aroma, sabor e textura.

Palavras-chave: Microscopia eletronica de varredura. Solubilidade de proteinas.
Concentragdo otima de coagulante. Cor. Perfil de textura. Analise descritiva
quantitativa.



KAMIZAKE, Neide Kiyoko Kondo. Effect of aging of soybean (Glicine max) on the
physical and chemical properties of the grains, soymilks and tofus and
sensorial characteristics of tofu. 2012. 178 f. Thesis (Doctor's degree in Food
Science) - University of Londrina. Londrina - PR.

ABSTRACT

After the harvest, the soybeans are often stored in temperature and relative humidity
(RH) environment and uncontrolled, resulting in aging and loss of grain quality. Main
goals of this study were to investigate the physical and chemical changes in the
grains, soy milks and tofus due to the aging of soybean cultivars Coodetec 214 and
BRS 267, the effect of aging the grain on coagulant concentration (MgSQ.), sensory
characteristics (appearance, aroma, flavor and texture) and acceptance of tofu.
Soybeans were stored under three conditions: accelerated aging (EA), 30 °C, 84%
RH, nine months; natural aging (EN), room temperature, RH (range in the period =
17.3 at 24.5 °C and 59 at 93% RH), 18 months and control (C), -20 °C and 47% RH.
Storage in each condition was performed in duplicate. The following evaluations were
performed in the samples: scanning electron micrograph (SEM) of the hull and
cotyledons, water sorption rate and equilibrium moisture during grain hydration,
instrumental color measurement of whole and ground grains and hardness of cooked
soybean, proximate composition, minerals (Ca, Mg, P), phytate content, total
phenolic, protein solubility and absorption and retention of water by ground grain.
The soy milks were obtained by the method semi-kanetsu-shibori and had the color
and chemical composition were determined. To prepare tofu, the optimum
concentration of coagulant (COC) was measured by the titration method. The tofu
was characterized by measuring: color and texture profile, sensory analysis
(Quantitative Descriptive Analysis - QDA) employed by 13 trained judges, and
acceptance evaluated by hedonic scale and 110 consumers. The data were treated
by ANOVA, Tukey test, Pearson correlation analysis (p < 0.05) and Principal
Component Analysis. Throughout the storage period AA and NA observed darkening
of whole and ground grains, the surfaces of the palisade cells of the cotyledons
became rough and wilted, the water sorption rate and hardness of cooked grains
increased and equilibrium moisture content decreased, the content of phytate not
varied, total phenolic and acidity increased, lipids, pH, water absorption capacity and
proteins solubility decreased. The protein electrophoretic patterns changed only for
the AA condition affer 8 months. The soy milks of AA and NA conditions were more
dark and with lower solids content than control over time. The COC decreased with
increasing temperature of coagulation and aging time, and it was positively correlated
with total solids content, protein, ash, Ca, Mg and P of aqueous extracts. There was
a reduction in yield and color parameters (L* and h°), proteins, lipids, carbohydrates,
ash, Ca, Mg, P, brittleness, hardness, elasticity, cohesiveness, gumminess and
increased adhesiveness of tofu with the aging time. The QDA indicated that tofus of
soybean control characterized by light color, bright and uniform, cohesive
appearance, sweet aroma and taste and firm and elastic texture, while the tofus of
soybean condition AA (6 months) have gray color with dark spots, appearance rough,
fermented aroma and flavor, rancid taste, astringent, bitter, brittle texture, but with
adherence in the mouth after chewing. The tofus of soybean condition NA (18
months) showed sensory attributes with intermediate intensities to



control and AA. The preference for tofu soybean control was justified by the
characteristics of appearance, aroma, flavor and texture.

Keywords: Scanning electron microscopy. Protein solubility. Optimum concentration
of coagulant. Color. Texture profile. Quantitative descriptive analysis.
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1 INTRODUCAO

O crescimento exponencial da produgédo de soja no Brasil, de quase
260 vezes entre décadas de 1970 a 2000, se deve a varios fatores, como clima e
solo favoravel;, mecanizacao das lavouras; rotatividade da cultura com o cultivo de
trigo no inverno, mercado internacional em alta; substituicdo das gorduras animais
por Oleos vegetais na alimentagdo humana e os possiveis beneficios a saude
(EMBRAPA, 2004). Nos ultimos cinco anos, a produgdo mundial anual de soja foi de
aproximadamente 250 milhdes de toneladas (USDA, 2012) e cerca de 85% desta
producao é processada para obtencao de 6leo e racéo e o restante € estocada para
ser usado como sementes e/ou para consumo humano na forma de produtos
fermentados e ndo fermentados (FUNCIONAIS NUTRACEUTICOS, 2007). A porcéo
de soja estocada anualmente é de 50 milhdes de toneladas, que muitas vezes séo
armazenados em condi¢cdes de temperatura e umidade relativa (UR) ndo controlada.
Em paises como o Brasil, que desde 2003 é considerado o segundo maior produtor,
e a China, o maior consumidor de soja, a manutengdo da qualidade dos grdos se
torna dificil por estes paises apresentarem clima predominante tropical, onde a
temperatura e UR médias sao de 27 °C e 80%, respectivamente (KONG et al.,
2008), sendo que as condigdes ideais s&o temperatura menor que 22 °C e UR entre
55 a 60%.

Os principais fatores que afetam a estabilidade dos grdos e/ou
sementes de soja durante o armazenamento sdo umidade relativa (UR) e
temperatura (T) do ambiente, tempo de estocagem (t), conteudo de umidade no
grao, qualidade dos graos (gréos quebrados ou com fissura na casca), e presenga
de materiais estranhos (sujidade). Entre estes fatores, a UR do ambiente e o
conteudo de umidade dos graos sao os mais criticos porque estes favorecem, além
do crescimento de fungos, o processo de hidratagcdo-desidratacdo que causam
danos na casca (HOU; CHANG, 1998; BRACCINI et al., 1999).

As consequéncias do envelhecimento dos grdos e/ou sementes
podem ser evidenciadas por alteragdes fisicas, quimicas e fisioldgicas. As mudancas
fisicas nos graos s&o caracterizadas pelo escurecimento da casca (SAIO et al. 1980,
NARAYAN; CHAUHAN; VERMA, 1988a; THOMAS; deMAN; deMan, 1989; HOU;
CHANG, 1998, 2004c, KONG et al., 2008), diminuicdo de densidade e aumento de
dureza dos graos crus (NARAYAN; CHAUHAN; VERMA, 1988a), e diminuicdo das
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camadas paligadicas dos tecidos da casca (SILVA; VIEIRA; SANTOS, 2008). As
alteragdes quimicas sado evidenciadas pela oxidagcao de lipideos (TRAWATHA;
TEKRONY; HILDEBRAND, 1996), diminuicdo de pH e aumento da acidez titulavel
(THOMAS; deMAN; deMan, 1989, LIU; CHANG, 2004, KONG et al. 2008),
diminuicao da extragcao de sélidos totais (SAIO et al., 1980, NARAYAN; CHAUHAN;
VERMA, 1988a, HOU; CHANG, 2004c, KONG et al, 2008), diminuicdo da
solubilidade das proteinas devido a alteragées moleculares (NARAYAN; CHAUHAN,;
VERMA, 1988a; HOU; CHANG 1998, 2004a, 2004b, 2004c; KONG et al., 2008), e
diminuicdo da capacidade de absorcgao e retengao de agua (NARAYAN; CHAUHAN;
VERMA, 1988a). As alteracbes fisiologicas (alteragcbes na integridade das
membranas citoplasmaticas, aumento da atividade enzimatica, perda da capacidade
de germinacdo) das sementes em fungdo das condi¢des adversas de estocagem
sdo mais estudadas na area agronémica devido a perda de vigor das sementes
(PARRISH; LEOPOLD, 1977; TRAWATHA; TEKRONY; HILDEBRAND, 1995;
BRACCINI et al, 1999; SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005; SILVA; VIEIRA;
SANTOS, 2008).

As alteragoes fisicas e quimicas influenciam diretamente a qualidade,
rendimento e aceitabilidade de produtos a base de soja, em especial os produtos
nao fermentados, como o extrato aquoso (leite de soja) e tofu (queijo de soja). Hou e
Chang (2004a, 2004b) estudaram alteragdes moleculares nas duas principais
fragcbes protéicas da soja, 11S e 7S, em funcdo das condigbes adversas de
estocagem, respectivamente. Nestes estudos foram observados a diminuicdo da
hidrofobicidade de superficie dessas moléculas, de grupos sulfidrilas livres e do
conteudo da estrutura B-folha e aumento de grupos dissulfetos intermoleculares e
do conteudo da estrutura a-hélice, sem alteragdo na massa molecular, sugerindo um
aumento de agregacao intramolecular das proteinas e subsequente diminuigao de
solubilidade das proteinas, que pode estar relacionada com a desnaturacgao parcial.
O escurecimento e as alteragdées quimicas dos graos sao transferidos para o extrato
aquoso e tofu, diminuindo assim a sua qualidade.

Os tofus obtidos de soja envelhecida em geral apresentam menor
rendimento, coloragdo mais escura, sdo mais quebradigos (fraturaveis) que aqueles
preparados com soja recém-colhida (HOU; CHANG, 1989, 2004c; KONG et al.,
2008), porém em relagdo a dureza, os resultados apresentados na literatura séo

conflitantes. Hou e Chang (1998, 2004c) e Kong et al. (2008) verificaram que tofus
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preparados com soja envelhecida eram mais duros, enquanto que Saio et al. (1980)
e Murphy, Chen e Hauck (1997) observaram o oposto.

O tofu € um produto de soja adequado para estudar as
transformagdes quimicas e fisicas da soja durante o armazenamento, por ser um
produto ndo fermentado e com elevado teor de proteina, cujas alteragdes no
rendimento, textura do gel protéico e sabor em fungcdo do envelhecimento da soja
sao significativos. Entretanto, o que dificulta a comparag&o dos resultados de varios
trabalhos ja realizados a respeito do envelhecimento dos grédos de soja e suas
implicagdes na textura e qualidade sensorial do tofu é a falta de padronizacdo dos
métodos analiticos e procedimento de formulacdo do extrato aquoso de soja e do
tofu.

Considerando a complexidade do mecanismo de envelhecimento da
soja e suas controvérsias, sao necessarios mais estudos para elucidar as duvidas e
também contribuir com sugestbes para obtencdo de produtos de soja com maior
qualidade. Portanto, o objetivo deste estudo foi identificar as alteragbes fisicas e
quimicas nos graos de soja, extrato aquoso e tofu em funcdo do envelhecimento
acelerado e natural de duas cultivares de soja, além de avaliar as consequéncias do

envelhecimento nas caracteristicas sensoriais e de aceitagao de tofus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito das condigdes de envelhecimento acelerado (EA) e
natural (EN) das cultivares de soja (Glycine max (L) Merril) Coodetec 214 e BRS 267
sobre as propriedades fisicas e quimicas dos graos, extratos, tofus e as

caracteristicas sensoriais dos tofus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Determinar as alteragdes fisicas nos graos de soja: cor, estrutura
celular do tecido da casca e do cotilédone, cinética de sorgcao de
agua e dureza do grao cozido.

= Determinar as mudangas fisico-quimicas dos gréos de soja:
composi¢ao centesimal, minerais, teor de acido fitico e compostos
fendlicos totais, pH e acidez titulavel, solubilidade das proteinas
em agua e em diferentes pHs, capacidade de absor¢ao e
retencdo de agua, padrao eletroforético das proteinas.

= Determinar a concentragdo 6tima de coagulante (COC) MgSO,4
em fungdo da temperatura de coagulagao dos extratos de soja e
das condi¢des de envelhecimento dos graos.

= Determinar a (COC) MgSO, para os extratos de sojas
envelhecidas nas condigdes de EA e EN para preparo de tofus
firmes.

= Determinar a composi¢do quimica dos extratos aquosos e tofus
de sojas envelhecidas.

= Determinar o rendimento de tofus de sojas envelhecidas.

= Avaliar as propriedades de cor e de textura instrumentais dos
tofus de sojas envelhecidas.

= Avaliar o efeito do envelhecimento da soja sobre as
caracteristicas sensoriais dos tofus por meio da analise sensorial

descritiva.
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= Avaliar o efeito do envelhecimento da soja sobre a aceitagdo dos

tofus.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 ORIGEM DA SOJA E SUA EXPANSAO

A soja (Glycine Max (L) Merril) € conhecida e explorada ha mais de
cinco mil anos e teve sua origem na costa leste da Asia, em especial ao longo do Rio
Amarelo, no norte da China. Por volta de 1766 a 1122 a.C. sua evolugao teve inicio
com o aparecimento de plantas oriundas de cruzamentos naturais, entre duas
espécies de soja selvagem, que foram domesticadas e melhoradas por cientistas da
antiga China (EMBRAPA, 2004).

Entre o periodo 200 a.C. e o século Ill d.C, a soja expandiu
lentamente para o Sul da China e Sudeste da Asia, chegando até & Coréia e ao
Japao. Nos paises europeus, a soja foi introduzida no final do século XV e inicio do
século XVI, onde permaneceu como curiosidade nos jardins botanicos da Alemanha,
Franca e Inglaterra. Somente no século XVIIlI que alguns pesquisadores europeus
interessaram em estudar a soja como fonte de éleo e alimento animal. Na primeira
década do século XX, a soja foi cultivada comercialmente nos Estados Unidos como
forrageira e na segunda década do século XX, o teor de 6leo e proteina dos graos
comegou a despertar interesse das industrias de paises europeus como a Russia,
Inglaterra e Alemanha, porém nao foram bem sucedidos devido as condi¢cdes
climaticas desfavoraveis de cultivo (EMBRAPA, 2004).

No Brasil, a soja foi introduzida via Estados Unidos, em 1882, e os
primeiros estudos de avaliagdo dessas cultivares foram realizadas na Escola de
Agronomia da Bahia. Por volta de 1900, registrou-se o primeiro cultivo de soja no Rio
Grande do Sul, onde a cultura encontrou efetivas condicbes climaticas para
desenvolver e expandir devido as semelhangas climaticas do ecossistema de origem
(MIYASAKA; MEDINA, 1981).

Na década de 1940, o Brasil teve o seu primeiro registro estatistico
nacional de produgao de soja, em Santa Rosa, RS, com produgao de 450 toneladas
no ano de 1941, e em 1949, com producédo de 25.000 toneladas, figurando pela
primeira vez como produtor nas estatisticas internacionais. Na década de 1960, a
soja foi estabelecida como cultura economicamente importante para o Brasil, a sua
producao multiplicou-se por cinco e 98% desse volume era produzido nos trés

estados da regido sul. Entretanto, na década de 1970, a soja foi considerada a
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principal cultura de agronegocio brasileiro, passando de 1,5 milhdes de toneladas
em 1970 para 15 milhdes de toneladas em 1979. A causa deste crescimento nao foi
apenas ao aumento da area cultivada (1,3 para 8,8 milhdes de ha), mas também ao
expressivo incremento da produtividade (1,14 para 1,73 ton./ha) gragas as novas
tecnologias disponibilizadas aos produtores pela pesquisa brasileira. Nesta época, o
volume produzido de soja ainda se concentrava na regido Sul do Brasil (EMBAPA,
2004).

Entre as décadas de 1980 a 2000, o cultivo de soja expandiu-se na
regido centro-oeste, atingindo 60% da producgéo nacional. Entre as décadas de 1970
a 2000, a expansao exponencial do cultivo de soja no Brasil, de quase 260 vezes, foi
responsavel pelo desenvolvimento sécio-econdmico do Pais com a mecanizagao
das lavouras, modernizagao dos sistemas de transportes, expansao das fronteiras
agricolas, profissionalizagado e incremento do comércio internacional, modificacéo e
enriquecimento da dieta alimentar dos brasileiros, interiorizacdo da populagao
brasileira, tecnificacdo de outras culturas como a de milho e patrocinio a expansao
da avicultura e suinocultura brasileiras (EMBRAPA, 2004).

Atualmente o Brasil € o segundo maior produtor mundial de soja com
perspectivas de atingir o primeiro lugar por possuir no ecossistema dos Cerrados,
mais de 50 milhdes de hectares de terras virgens e aptas para o plantio de soja,
enquanto que os EUA, China e india s6 crescerdo se diminuirem as areas de outros
cultivos (BELCHIOR et al., 2010).

3.2 PRODUCAO E COMERCIALIZACAO MUNDIAL

Os principais paises produtores de soja e a produ¢gao mundial dos
cinco ultimos anos estdo apresentados no Quadro 1 (USDA, 2012). A produgéo
mundial de soja variou de 211 a 264 bilhdes de toneladas/ano, sendo os EUA e o
Brasil os dois maiores produtores e exportadores e a China o maior importador
(Quadros 2 e 3, USDA, 2012). Cerca de 85% da colheita mundial de soja é
processada para produzir 6leo e os residuos da extragdo, torta, no caso da
prensagem, farelo, no caso de extracdo por solvente, usados na preparagdo de
racbes para animais; de 4 a 5% desses residuos da extracdo do dleo séao
reprocessados em farinhas e proteinas para uso alimenticios. Somente 10% dos

graos sao usados diretamente para alimentagdao humana (tofu, mis6, naté, extrato de
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soja, etc.), principalmente na Asia, e os 5% restante sdo usados como sementes ou
para alimentagdo dos animais nas proprias fazendas produtoras (FUNCIONAIS
NUTRACEUTICOS, 2007).

Quadro 1 - Produgao mundial de soja nos ultimos seis anos

Produgéo anual (milhdes ton.)
2011/margo  2011/abril
Paises 2007/08 2008/09 2009/2010 2010/2011 2012 2012
Estados Unidos 72,9 80,7 91,4 90,6 83,2 83,2
Brasil 61,0 57,8 69,0 75,5 68,5 66,0
Argentina 46,2 32,0 54,5 49,0 46,5 45,0
China 12,4 15,5 15,0 15,1 13,5 13,5
india 9,5 9,1 9,7 9,8 11,0 11,0
Canada 2,7 3,3 3,5 4,3 4,2 4,2
Paraguai 6,0 3,6 7,3 8,4 5,0 4,2
Outros 8,0 9,5 10,6 11,5 13,1 13,0
Total 218,7 211,5 261,0 264,2 2450 2401

Fonte: USDA (2012)

Quadro 2 - Principais paises importadores de soja no periodo de 2007 a 2012

Importacao anual (milhdes ton.)
2011/margo  2011/abril

Paises 2007/08 2008/09 2009/2010 2010/2011 2012 2012

China 37,8 41,1 50,3 52,3 55,0 55,0

EU - 27 15,1 13,2 12,7 12,5 11,0 11,0
México 3,6 3,3 3,5 3,5 3,5 3,4
Japao 4,0 3,4 34 2,9 2,7 2,7
Taiwan 2,1 2,2 25 2,5 2,3 2,2
Tailandia 1,7 1,5 1,7 2,1 2,0 2,0
Indonésia 1.1 1,4 1,6 1,9 1,8 1,9
Egito 1,1 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Turquia 1,3 1,1 1,6 1,3 1,1 1,1
Vietna 0,1 0,2 0,2 0,9 1,3 1,1
Outros 10,2 8,4 7,6 7,1 6,9 6,4
Total 78,1 77,4 86,7 88,6 89,2 88,4

Fonte: USDA (2012)
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Quadro 3 - Principais paises exportadores de soja no periodo de 2007 a 2012

Exportacao anual (milhdes ton.)

2011/margo  2011/abril
Paises 2007/08 2008/09 2009/2010 2010/2011 2012 2012
Brasil 254 30,0 28,6 30,0 36,9 35,7
Estados Unidos 31,5 34,8 40,8 40,9 34,7 35,1
Argentina 13,8 5,6 13,1 9,2 8,9 8,6
Paraguai 4,2 2,3 5,6 6,7 4,0 3,3
Canada 1,7 2,0 2,2 2,9 2,9 2,9
Outros 1,7 2,2 25 3,0 3,5 3,4
Total 78,3 76,9 92,8 92,7 90,9 89,0

Fonte: USDA (2012)

Os principais paises processadores (moagem) de soja sdo China,
EUA, Argentina, Brasil, EU (European Union) — 27, india e México, somando um total
de 193 a 225 milhdes de ton./ano nos Uultimos cinco anos, representam
aproximadamente 85% da produgéo total de soja ao ano (Quadro 4, USDA, 2012). O
estoque mundial de soja (remanescente) variou de 43 a 69 milhdes entre os anos de
2008 a 2012, representando cerca de 20% do total de soja produzida ao ano
(Quadro 5), as quais sao destinadas a alimentacdo humana e para sementes
(USDA, 2012). Muitas vezes esta porgéo de soja (cerca de 20% da produgdo anual)
€ estocada por longo tempo e em condi¢gdes adversas que podem comprometer a
qualidade dos graos, sementes e de seus produtos finais (TRAWATHA; TEKRONY;
HILDEBRAND, 1995, HOU; CHANG, 2004a, 2004b, 2004c, KONG et al., 2008).
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Quadro 4 - Principais paises processadores (moagem) de soja no periodo de 2007 a

2012
Moagem (milhdes ton)
2011/margo  2011/abril
Paises 2007/08 2008/09 2009/2010 2010/2011 2012 2012
China 39,5 41,0 48,8 55,0 59,1 59,1
Estados Unidos 49,1 45,2 47,7 448 43,9 44 .4
Argentina 34,6 31,2 341 37,6 38,9 38,2
Brasil 32,1 31,9 33,7 35,9 36,0 35,5
EU - 27 14,9 12,9 12,5 12,3 11,3 11,3
india 8,4 7,2 7,5 9,6 9,8 9,8
México 3,6 3,5 3,6 3,6 3,6 3,6
Russia 1,1 1,5 1,9 2,2 2,4 2,4
Taiwan 2,0 1,9 2,2 2,2 21 2,0
Japao 29 2,5 24 21 1,8 1,8
Tailandia 1,5 1,4 1,5 1.8 1,8 1,8
Egito 1,1 1,5 1,6 1,6 1,7 1,6
Bolivia 1,2 1,4 1,5 1,5 1,5 1,5
Canada 1,4 1,3 1,3 1,3 1,3 1,3
Paraguai 1,4 1,5 1,5 1,4 1,3 1,3
Outros 7,5 7,2 7,5 7,6 8,4 7.9
Total 202,3 193,1 209,3 220,5 2249 223,5

Fonte: USDA (2012)

Quadro 5 - Estoque remanescente de soja no periodo de 2007 a 2012

Estoque final (milhdes ton.)
2011/margo  2011/abril
Paises 2007/08 2008/09 2009/2010 2010/2011 2012 2012
Argentina 21,8 16,6 22,3 22,9 20,0 19,5
Brasil 18,9 12,0 15,8 22,2 14,7 14,1
China 2,8 7,6 13,3 14,6 12,8 12,8
Estados Unidos 5,6 3,8 4,1 59 7,5 6,8
india 0,1 0,8 1,7 0,6 0,4 0,4
Outros 2,8 2,2 2,8 3,0 2,0 2,0
Total 52,0 43,0 60,0 69,2 57,4 55,6

Fonte: USDA (2012)
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3.3 ESTRUTURA E COMPOSICAO DO GRAO DE SOJA

A biotecnologia tem proporcionado variagdes genotipicas da soja em
relagdo as caracteristicas agronémicas, composi¢do quimica, aparéncia fisica,
rendimento, doencgas, resisténcia, grupo de maturidade, tamanho/peso. A soja
também ¢é suscetivel as variagdes fenotipicas com a composicdo do solo,
temperatura e umidade do ambiente de cultivo (SCHAEFER; LOVE, 1991; CARRAO-
PANIZZI et al., 1999).

O grao de soja mais comum é de forma esférica e com a casca
amarelo palha, porém existe soja com forma alongada e casca de cor verde,
marrom, preta ou a combinagdo dessas cores (GANDHI; NENWANI; ALI, 1985).

O gréo de soja é constituido por cotilédones (90%), casca (8%) e
hipocotilo (2%). O cotilédone é composto por corpos protéicos e lipidicos. A casca
serve para proteger o embrido de infecgcao fungica e bacteriana antes e apds o
plantio. O hipocdtilo € a regido embrionaria e apresenta maior concentragdo de
isoflavonas (CARRAO-PANIZZI, 1996b).

A composicédo quimica da soja, em base umida é: cinzas (4%), agua
(13%), lipideos (17%), carboidratos (31%) e proteinas (35%). As industrias de éleo e
farelos ndo fazem grandes exigéncias com relagédo as diferentes cultivares de soja.
Entretanto, a partir de melhoramento genético tem-se desenvolvido cultivares de soja
com baixo teor de lipoxigenase para minimizar o sabor e odor desagradavel do
extrato aquoso. Na produgao de tofu, sugere-se que as melhores cultivares de soja
sdo aquelas que apresentam grédo de tamanho maior, hilos claros e com maior
proporgao das fragdes protéicas 11S e 7S (MURPHY; CHEN; HAUCK, 1997; SILVA
et al., 2010, SILVA et al. 2012).

A proteina da soja € composta por quatro fragdes: 2S, 7S, 11S e
15S. As fragdes 7S e 11S perfazem cerca de 70% das proteinas totais e sao
denominadas de beta-conglicinina e glicinina, respectivamente.

A fragdo 7S (B-conglicinina) € uma glicoproteina de massa molecular
(MM) igual a 175 kDa, apresenta trés subunidades (a, o’ € B, cujas MM sao 78, 74 e
50 kDa respectivamente) e tem ponto isoelétrico de 4,90. A fragdo 11S (glicinina) é a
proteina predominante da soja, MM igual a 350 kDa, apresenta 12 subunidades,
ponto isoelétrico igual a 4,64, e ndo contém carboidratos (SAIO; WATANABE, 1973,
UTSUMI; KINSELLA, 1985, KOHYAMA; NHISINARI, 1993, HOU; CHANG, 2004a,
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2004b). A temperatura de desnaturacdo, em pH 7,0, é de 80 e 67 °C para as
globulinas 11S e 7S, respectivamente.

A fragdo 11S forma gel mais firme com agregados protéicos maiores
em relagdo as fragdes 2S e 7S. A velocidade de formagdo do gel protéico para a
fracdo 11S é maior do que para a 2S e desta é maior do que para a 7S (TAY et al.,
2005). Riblett et al. (2001) observaram que a fragdo 11S apresenta maior quantidade
de aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) em relagdo a fragéo 7S, razao pela
qual a fragdo 11S forma gel com maior elasticidade do que a fragéo 7S.

Cultivares de soja com graos de tamanho maior apresentam maior
teor de fracao protéica 11S do que as cultivares de graos menores (WANG; CHANG,
1995). Em geral, as cultivares com graos maiores produzem tofu com melhor
rendimento e textura mais firme, gomosa e elastica (WANG; CHANG, 1995;
MURPHY; CHEN; HAUCK, 1997). Entretanto, Benassi et al. (2011) relataram que
nao houve diferenga no rendimento de tofus para cultivares de soja com diferentes
tamanhos produzidas no Brasil.

O segundo componente mais importante da soja sdo os lipideos e
sédo classificados em: lipideos neutros (88%), fosfolipideos (10%) e glicolipideos
(2%). Os lipideos neutros sdo moléculas de triacilgliceréis compostas por 85% de
acidos graxos insaturados, os quais sao responsaveis pelo baixo ponto de fusédo e
elevada suscetibilidade a reacdo de oxidagcdo do oleo. Os fosfolipideos séao
moléculas de triacilglicerdis ligadas ao radical fosfato e sdo compostos por lecitina
(35%), etanolamina fosfatidil (25%), inositol fosfatidil (15%) e acido fosfatidico (5-
10%) (TRAWATHA; TEKRONY; HILDEBRAND, 1995).

Os constituintes minerais em maior quantidade da soja na proporgéao
m/m sao: potassio (1,7%), sodio (0,2%), célcio (0,3%), magnésio (0,3%), enxofre
(0,2%) e fosforo (0,7%) e em menor sao: ferro (137 ppm), zinco (52 ppm), cobre (20
ppm), manganés (3 ppm) e silicio (140 ppm). A digestibilidade desses minerais
depende de varios fatores como a forma quimica do mineral, niveis das dietas de
outros nutrientes, presenca de quelantes de minerais, tamanho das particulas do
alimento, condi¢cdes de processamento, etc. A concentragdo de calcio, magnésio e
acido fitico sdo importantes na coagulagédo das proteinas da soja durante o preparo
do tofu (SAIO; KAMIYA; WATANABE, 1969, SKURRAY; CUNICH; CARTER, 1980,
YUAN et al., 2002, ISHIGURO; ONO; NAKASATO, 2008).
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A soja contém cerca de 0,5 a 0,7% de fésforo, sendo que 70% destes
sao provenientes do acido fitico e 30% sao dos fosfolipideos e inorgéanicos. O acido
fitico € um ciclohexanohexol com seis grupos de inositol esterificados com fosfatos.
Os acidos fiticos estao localizados no interior dos corpos protéicos e sdo excelentes
quelantes de cations bivalentes (Zn?**, Fe?*, etc.) e sdo inibidores de enzimas
(pepsina, a-amilase e tripsina). O acido fitico € utilizado como antioxidante natural de
produtos carneos ou alimentos gordurosos. Na precipitagdo das proteinas da soja
com sais de calcio ou magneésio, o acido fitico compete com as proteinas, formando
um composto complexo proteina-calcio-acido fitico (SAIO; KAMIYA; WATANABE,
1969; ISHIGURO; ONO; NAKASATO, 2008).

O teor de acido fitico varia de acordo com as partes do grao de soja:
1,54% nos cotilédones, 0% na casca e 0,88% no hipocotilédone. Em alguns produtos
de soja foram observados teores de 1,96% (tofu), 1,63% (isolado protéico) e 1,82%
(farinha desengordurada) (HOU; CHANG, 2003).

Os compostos fendlicos ou flavondides, geralmente estdo associados
a adstringéncia ou ao gosto amargo, e podem afetar o sabor da soja e seus produtos.
Estes compostos reduzem a digestibilidade de proteinas, carboidratos e minerais e
estao relacionados com o endurecimento e escurecimento da casca da soja durante
o armazenamento (SAIO et al., 1980; NARAYAN; CHAUHAN; VERMA, 1988a).

As isoflavonas sdo compostos fendlicos pertencentes ao grupo dos
flavondides encontrados em poucas familias botanicas, e caracterizam-se por
apresentar uma estrutura composta por dois anéis benzeno ligados entre si por um
anel heterociclico pirano na posi¢cao do carbono 3. As isoflavonas compreendem os
B-glicosideos daidzina, genistina e glicitina e suas respectivas agliconas daidzeina,
genisteina e gliciteina; as formas malonil-glicosidicas, 6’0O-malonil-daidzina, 6’0-
malonil-genistina e 6”0O-malonil-glicitina e as acetil-glicosidicas com os conjugados
6”0-acetil-daidzina, 6”O-acetil-genistina, 6”O-acetil-glicitina (LIU, 1999).

O teor de isoflavonas nos graos de soja € variavel (12 mg/100 g até
461 mg/100 g de matéria seca) em fungdo das diferengas genéticas entre as
cultivares, além da influéncia da temperatura ambiental durante o desenvolvimento
dos graos (WANG; MURPHY, 1994b; CARRAO-PANIZZI et al., 2009c; BENEDET],
2010).

Wang e Murphy (1996) encontraram cerca de 11 a 20% do teor total

de isoflavonas na forma agliconas em extrato de soja e tofu, respectivamente,
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registrando um aumento de 3,7 e 2,2 vezes em relagdo ao observado nos graos de
soja. Matsuura et al. (1989) verificaram aumento do teor de agliconas totais e
reducao de B-glicosideos em gréos de soja durante a hidratagdo, e apds a adigao de
um inibidor da enzima B-glicosidase e concluiram que este aumento ocorreu devido a
hidrolise enzimatica dos B-glicosideos.

Em alimentos fermentados, o teor de isoflavonas totais (5,7 e 20
mg/100 g de shoyu e misd, respectivamente) é de duas a trés vezes menor que nos
alimentos nao fermentados (15, 45 e 90 mg/100 g de formulas infantis, “leite” em po e
Proteina Texturizada de Soja - PTS, respectivamente), porém os principais
compostos de isoflavonas nestes produtos sao as formas agliconas (MURPHY;
BARUA; HAUCK, 2002).

Muitos estudos clinicos em humanos e animais indicam as
associacdoes das isoflavonas com prevencdes de certas doencas como o cancer,
desordens cardiovasculares, perda de massa 0ssea e sintomas indesejaveis de
menopausa (LIU, 1997; BARBOSA et al., 2006, MESSINA; WOOD, 2008).

A soja por apresentar teor elevado de lipideos, as vitaminas
presentes em maior concentragdo sao as liposoluveis (em média 8, 47 e 20 mg de a-
tocoferol, o-tocoferol e ©&-tocoferol para 100g de oleo refinado de soja,

respectivamente) e também foram detectados teores consideraveis de vitaminas do

complexo B (15, 2,3 e 22 pg de tiamina, riboflavina e niacina por g de soja,

respectivamente) (BREKKE, 1980a). lkeda et al. (2006) detectou a presenca da
vitamina K; no produto fermentado de soja “naté” e foi comprovado o beneficio dessa

vitamina como uma coenzima efetiva para aumentar o depdsito de calcio nos 0ssos.

3.4 PRODUTOS DE SOJA

A soja é utilizada como matéria prima em varios produtos: extrato de
soja, tofu, kinako, edamame, mis6, shoyu, tempeh, naté e dentre estes os mais
comuns no Ocidente sdo o extrato de soja e o tofu, que tem como principal

componente da soja, as proteinas.
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3.4.1 Extrato de Soja

O extrato de soja popularmente conhecido como leite de soja é
considerado tanto um produto final para consumo como um produto intermediario
para a fabricacdo de tofu. A concentracdo de solidos totais e em especial de
proteinas sollveis no extrato de soja é importante para o preparo de tofu com bom
rendimento e qualidade sensorial (aparéncia, cor, aroma, sabor e textura).

Existem dois métodos tradicionais de obtengcdo de extrato de soja:
método chinés (nama-shibori) e japonés (semi-kanetsu-shibori), cujo esquema esta
na Figura 1.

Em ambos os métodos, os grédos sao hidratados por
aproximadamente 12 horas e triturados em agua a temperatura ambiente. No
método chinés, a massa da soja triturada é filtrada e o extrato aquoso obtido é
aquecido até fervura (98°C), enquanto que no método japonés, a massa de soja
triturada € aquecida até fervura (98°C) e depois filtrada. Apés a filtragdo obtem-se o
extrato de soja (filtrado) e okara (farinha umida).

Os extratos de soja obtidos pelos dois métodos diferem nos
conteudos de sodlidos totais, porque o aquecimento da massa antes da filtragao
modifica a solubilidade dos componentes da soja (TODA; CHIBA; ONO, 2007). A
maioria dos estudos sobre a formulagao do extrato aquoso de soja envolve o método
chinés (SKURRAY; CUNICH; CARTER, 1980; SAIO et al., 1980; SAIO;
KOBAYAKAWA,; KITO 1982; JOHNSON; WILSON, 1984; NARAYAN; CHAUHAN;
VERMA, 1988b; THOMAS; deMAN; deMan, 1989; CAl; CHANG, 1997; HOU,;
CHANG, 1998, 2003, 2004c; LIU; CHANG, 2008; KONG et al., 2008).

Toda, Chiba e Ono (2007) comparam os dois métodos de extragao e
observaram maior extragao de calcio e magnésio, viscosidade e proteina particulada
(proteinas de tamanho maior que 120 nm de didmetro) no extrato de soja obtido pelo
método japonés (semi-kanetsu-shibori). O extrato de soja obtido a partir do método
chinés (nama-shibori) apresentou maior pH (6,77) e menor teor de calcio, potassio,
magnésio, proteina particulada, viscosidade e resultou tofu de menor dureza em

relacdo ao método japonés (semi-kanetsu-shibori).
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Figura 1 - Etapas de preparacao do extrato de soja e tofu (Método Japonés: semi-
kanetsu- shibori e Chinés: nama-shibori)
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3.4.2 Tofu: Definicao, Histérico e Classificacao

O tofu é um gel protéico obtido a partir da coagulagdo das proteinas
do extrato de soja com sais ou acidos e tem aparéncia de queijo branco e textura
porosa.

Historicamente, estima-se que o tofu foi inventado cerca de 164 a. C.
por um fildsofo chinés Liu An, e que apds 900 anos, 0 método de preparagado do
extrato aquoso e tofu propagou-se para o Japao e outros paises do Leste Asiatico
(SHI; REN, 1993). No Ocidente, o tofu foi introduzido ha pouco mais de um século
com as imigragbes dos povos europeus e asiaticos, e o0 seu consumo tem
aumentado devido ao estudo e descobertas dos beneficios que a soja pode oferecer
a saude humana. Além disso, o tofu € um alimento de baixo custo, nutritivo e
apresenta certas vantagens quando comparada com a carne e queijo por ser livre de
colesterol, lactose e baixo teor de gordura saturada (LIU, 1997).

Os tofus séo classificados de acordo com a quantidade de agua e
propriedade de textura em soft, firme e extra firme (CAl; CHANG, 1997).

Os tofus soft ou silken apresentam teor de dgua entre 88 a 90%, uma
textura lisa, macia e fragil. Este tipo de tofu ndo sofre desoramento, ou seja, toda a
agua do extrato aquoso fica retida na rede protéica. O coagulante é adicionado ao
extrato aquoso a frio e a mistura é aquecida em banho-maria (90 °C) por 60 minutos
para atingir a coagulacdo completa (LIU; CHANG, 2003, 2004). Os coagulantes
utilizados sao de acao lenta (Glucona — delta — lactona (GDL) ou CaSOQOy).

Os tofus firmes e extra firmes apresentam cerca de 80 a 87% e
menor que 80% de agua, respectivamente. Os coagulantes utilizados s&o os de
acgao rapida (CaCl, ou MgCl,), estes sdo misturados ao extrato aquoso a quente (70
a 80 °C) e o tempo para completar a coagulacao pode variar de 10 a 20 minutos. Os
coagulos sédo quebrados e prensados. A textura dos tofus firmes € mais firme,
elastica e coesa e com menor rendimento devido a perda de agua durante o
processo de prensagem. Este tipo de tofu é usado para fritura, congelamento,

cozidos e sopas enquanto que o tofu soft € consumido in natura (LIU, 1997).
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3.4.2.1 Fatores que afetam o preparo de tofus

Segundo Liu (1997), preparar tofu € uma arte porque com todo o
conhecimento de quimica de proteinas € dificil preparar tofu com boa qualidade e
alto rendimento, bem como controlar as condicbes de processamento. Basicamente
a formulagao do tofu envolve trés etapas: extragdo de solidos soluveis (extrato de
soja), coagulagao das proteinas e prensagem. A qualidade da textura e sabor do tofu

varia muito com cada uma destas etapas.

3.4.2.1.1 Extragéo de solidos soluveis

Esta etapa depende da cultivar de soja, se a moagem dos gréos €
feita com agua quente ou fria, se a massa é cozida antes ou depois da filtragéo,
proporgao de soja/agua e tempo de aquecimento do extrato de soja.

A proporgao soja/agua influencia o teor de solidos totais e proteinas
soluveis no extrato de soja e este na qualidade de textura e rendimento do tofu. Na
literatura encontra-se diversas proporgdes (soja/agua) para extracdo de sélidos
soluveis: proporgao 1/5 (THOMAS; deMAN; deMAN, 1989; HOU; CHANG., 1997;
CAl; CHANG, 1999; TODA; CHIBA; ONO, 2009), 1/6 (SHUN-TANG; ONO, 2005;
OBATOLU, 2008), 1/7 (SCHAEFER; LOVE, 1992; SHUN-TANG; ONO; MIKAMI,
1999; LIU; CHANG, 2003, LIU; CHANG, 2004; KONG et al., 2008, ISHIGURO; ONO;
NAKASATO, 2008; BENASSI et al., 2011), 1/8 (NARAYAN; CHEN; HAUCK, 1988b),
(WANG; CHANG, 1995), 1/10 (SAIO et al., 1980, WANG; SWAIN; KWOLEK, 1983;
SUN; BREENE, 1991, YOON; KIM, 2007; LIU; CHANG, 2008, JAYASENA; KHU;
NASAR-ABBAS, 2010), 1/11 (NOH et al.,, 2005). Shih, Hou e Chang (1997)
estudaram o efeito do aumento do conteudo de solidos totais no extrato de soja
sobre a textura do tofu e observaram que o tofu obtido de extrato de soja com 10
°Brix apresentou textura mais grosseira do que aquele obtido com o conteudo de
sélidos intermediario (12 °Brix). O tofu obtido a partir de extrato com teor de sélido
elevado (14 °Brix) apresentou dureza, fraturabilidade e elasticidade maior do que o

obtido de extrato com teor de soélidos intermediario (12 °Brix).
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3.4.2.1.2 Coagulacao das proteinas da soja

A formacao da rede protéica do tofu € um processo complexo onde
ha interagdo entre as proteinas, coagulante, agua, lipideos e outros constituintes da
soja (OBATOLU, 2008). O processo de coagulagao das proteinas da soja depende
da hidrofobicidade das globulinas 11S e 7S, tipo e quantidade de coagulante,
temperatura, pH, tempo e velocidade de agitacdo durante a coagulagcdo (CAl,
CHANG, 1998).

e Hidrofobicidade das globulinas 11S, 7S e 2S

A fracao protéica 11S apresenta maior hidrofobicidade que a fragao
protéica 2S e esta maior que a 7S e a velocidade de agregagédo e o tamanho dos
agregados protéicos foram maiores para a globulina 11S seguida das globulinas 2S e
7S (TAY; XU; PERERA, 2005). Riblett et al. (2001) observaram que a globulina 11S
apresenta maior quantidade de aminoacidos sulfurados (metionina e cisteina) em
relacdo a globulina 7S, razdo pela qual explica que a globulina 11S forma gel com
maior elasticidade do que o gel da fragéo protéica 7S.

Alguns autores sugeriram que a estabilizagdo da estrutura
tridimensional do gel de proteinas de soja pode envolver ligacdo de hidrogénio,
associacao hidrofébica, interagdo ibnica e ligacdo dissulfeto (SHIMADA,;
MATSUSHITA, 1980; BABAJIMOPOULOS et al.,, 1983). Utsumi e Kinsella (1985)
relataram que as possiveis forgas moleculares na formagdo da matriz estrutural do
gel da globulina 11S sao interagdes hidrofébicas, eletrostaticas e ligagdes dissulfeto,
da globulina 7S sao interacdes hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio e do isolado de

soja sao ligacdes de hidrogénio e interagdes hidrofobicas.

e Tipos de coagulantes

O tipo de coagulantes € muito importante na definicdo da textura e
sabor do tofu. A textura do tofu pode ser lisa, firme e consistente, mas nao deve ser
dura e borrachenta (OBATOLU, 2008). A preferéncia por diferentes texturas de tofu,
varia entre as diferentes culturas, assim, o uso dos diversos coagulantes é diferente

entre as nagdes. Os chineses usam o sal de calcio a mais de 2000 anos. Os
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japoneses preferem o sal de magnésio e/ou glucona-6-lactona (GDL). No Brasil, a
grande parte do tofu é produzida artesanalmente e o coagulante mais utilizado é o
sulfato de magnésio, conhecido como salamargo. Na Nigéria, o coagulante de
preferéncia € o suco de lim&o (OBATOLU, 2008).

Segundo Watanabe (1996) os coagulantes séo classificados em dois
grupos: coagulantes de acao lenta (CaSO4 e GDL) e coagulantes de agao rapida
(CaClz, MgCl, e MgS04.7H,0).

Os tofus soft apresentam superficie lisa e sao produzidos a partir dos
coagulantes de acgao lenta e/ou de sais de célcio, enquanto que os produzidos a
partir dos coagulantes de acao rapida (sais de magnésio) apresentam textura firme,
superficie rugosa, elasticidade e gomosidade mais acentuada. O tofu obtido a partir
de coagulantes acido (suco de lim&o) ou com sais de cation de carga maior
(alumina), apresentam uma textura mais dura e com menor elasticidade e
gomosidade (OBATOLU, 2008). Portanto, o mecanismo de interagdo entre os
diferentes coagulantes e as proteinas da soja é responsavel pelas diferentes texturas

e sabor de tofu.

e Sais de cation bivalente

A coagulagao das proteinas de soja pela solugédo salina é devido a
repulsdo das cargas elétricas que permitem a agregacao das proteinas. Os cloretos
de calcio e/ou magnésio e os sulfatos de calcio e/ou magnésio permitem a formagéao
de uma ponte através da quais as proteinas da soja podem se agregar, aumentando
a interacdo das ligagdes cruzadas dos polimeros (BEDDOWS; WONG, 1987;
MULLIN et al., 2001).

Obatolu (2008) comparou o tofu formulado com sulfato de calcio e
sulfato de magnésio e observou que o tofu coagulado com o sulfato de calcio
apresentou maior rendimento, menor dureza e mastigabilidade, cujos resultados,
foram contrarios aos obtidos por Prabhakaran, Perera e Valiyaeettil (2005). A
diferenca nas caracteristicas de textura pode ser atribuida ao elevado conteudo de
umidade do tofu e provavelmente a incompleta precipitagdo das proteinas da soja

podem causar defeitos “bolhas de ar “na rede protéica do gel (OBATOLU, 2008).
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e Sais de cation trivalente

A coagulacao das proteinas da soja com o sulfato duplo de potassio
e aluminio forma tofu com menor rendimento e maior dureza, mastigabilidade e
fragilidade (OBATOLU, 2008). Os ions APP* e 0 SO4* por apresentar elevada forca
iGnica, provoca a expulsdo das moléculas de agua da rede protéica, formando um
tofu com estrutura mais densa e compacta. A baixa capacidade de retengao de agua
tem sido associada com a diminuicdo do rendimento e elevada dureza do tofu (CAl;
CHANG, 1998; SZCZESNIAK, 1998).

e Suco de liméo ou vinagre

O suco de limao e o vinagre podem ser usados como coagulantes
alternativos. A precipitacdo das proteinas da soja através destes coagulantes ocorre
devido a redugao do pH do extrato aquoso até atingir o pH isoelétrico das globulinas
7S e 118S.

Obatolu (2008) reportou que as proteinas de soja coaguladas com o
suco de limao produzem tofu com textura mais macia e fragil do que o tofu coagulado
com sulfato de calcio, sulfato de magnésio, alumina e extrato fermentado de milho.
Neste estudo, os nigerianos tiveram preferéncia pelo tofu obtido a partir do suco de

limao por apresentar caracteristicas semelhantes ao tofu soft.

e Glucona-delta-lactona (GDL)

O coagulante glucona-6-lactona é um forte quelante por apresentar
quatro grupos hidroxilas e quando dissolvido em agua € hidrolisado em acido
gluconico. Este coagulante € muito usado no Japao para a fabricagao de tofu soft. O
rendimento do tofu obtido a partir do GDL é aproximadamente trés vezes maior que o
obtido por outros coagulantes, porque toda a agua do extrato aquoso é retida na rede
protéica do gel (CAl; CHANG, 1997).

O tofu soft tem sido mais apreciado pelos japoneses, por apresentar
uma textura firme, macia e sabor suave. A caracteristica do tofu soft esta relacionada
com a alta capacidade de retengcédo de agua pelo complexo proteina-GDL, devido ao

forte carater quelante do GDL. O sabor leve e adocicado também se deve ao GDL,
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uma vez que este é utilizado como aditivo para mascarar gosto indesejavel
(OBATOLU, 2008).

e Concentracdo 6tima do coagulante

A concentragdo 6tima do coagulante (COC) é um fator importante
para obtengao de tofu com qualidade e rendimento. Sun e Breene (1991) estudaram
a concentragao 6tima de sulfato de calcio na formulacao do tofu e observaram que a
melhor concentragao foi de 0,02N de CaSO4 por ter apresentado maior porcentagem
de recuperagao de proteina do extrato de soja e sélidos totais no tofu.

Beddows e Wong (1987) relataram que o excesso de coagulante
provoca a perda de soro na rede protéica, tornando-se mais semelhante a um
precipitado, com a formacéao de tofus mais duro e de menor rendimento.

Liu e Chang (2003) desenvolveram um meétodo rapido para
determinar a concentracdo 6tima de coagulante para fazer tofu. Esta técnica é
aplicada para coagulantes de acgao rapida e baseia-se na titulagdo do extrato de soja
sob agitagdo magnética (formacédo de redemoinho) e a solugdo de coagulante é
adicionada até o desaparecimento do redemoinho. O valor de COC esta relacionado
com a quantidade de solidos totais e em especial a concentracdo de proteina soluvel
no extrato de soja as quais variam entre as diferentes cultivares, tempo e condi¢des

de armazenamento.

e Temperatura e pH de coagulacéo

A temperatura de desnaturagdo em pH 7,0 das globulinas 7S e 11S
sao 67 e 80°C, respectivamente. Na literatura sdo encontradas varias temperatura de
coagulagao das proteinas para a preparacdo de tofu: 100°C (THOMAS; deMAN;
deMAN, 1989); 90°C (ISHIGURO et al., 2006; TODA; CHIBA; ONO, 2007); 88°C
(WANG; CHANG, 1995); 87°C (NARAYAN; CHAUHAN; VERNA, 1988b; CAI;
CHANG, 1997; HOU; CHANG, 1998, 2004c; CAIl; CHANG, 1999; OBOH, 2006;
KONG et al., 2008); 80°C (SCHAEFER; LOVE, 1991); 75°C (OBATOLU, 2008); 70°C
(SKURRAY; CUNICH; CARTER, 1980, SAIO et al., 1980; SUN; BREENE, 1991).
Para o preparo do tofu filled, a temperatura inicial de coagulagdo é de 20 °C com
aquecimento gradual em banho-maria até atingir 80 °C (LIU; CHANG, 2003, 2004).
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O pH isoelétrico das globulinas 7S e 11S é de 4,90 e 4,64,
respectivamente. Portanto, a precipitacdo das proteinas da soja ocorre numa faixa
estreita de pH 4,0 a 5,0.

Kroll (1984) estudou o efeito do pH sobre a ligacéo do ion calcio e as
proteinas da soja. Observou que a constante de estabilidade da ligagdo calcio-
proteina aumenta com o aumento de pH e na faixa de pH 3,0 a 6,5 ocorreu um
aumento brusco de ligagdo do ion calcio com os grupos carboxilicos dos residuos
dos acidos aspartico e glutdmico das proteinas da soja. Para pH alcalino (9 a 12)
ocorre desnaturacgao irreversivel das proteinas.

Yuan et al. (2002) observaram que a precipitacao das globulinas 7S e
11S dependem do pH e da concentracédo do ion calcio. Na faixa de pH 6,5 a 8,0 a
globulina 11S apresentou menor densidade de carga e maior superficie de contato
que a globulina 7S, necessitando assim, uma menor quantidade de calcio para

precipitar.

e Tempo e velocidade de agitacao durante a coagulacao

O tempo e a velocidade de agitagdo durante a coagulagado dependem
do tipo do coagulante. No caso de sais bastante soluveis como o sulfato e cloreto de
magnésio, o tempo de agitagado para a mistura é ao redor de 5 segundos e com uma
velocidade de agitagdo bem branda, ou seja, ndo € necessaria agitacdo vigorosa
com auxilio de agitagdo mecénica. Enquanto que outros sais pouco soluveis como o
cloreto de calcio e sulfato de célcio, necessitam uma velocidade de agitagdo maior
para misturar e formar a rede protéica do gel (CAl; CHANG, 1997).

Algumas formulagbes de tofu com o sulfato de calcio foram
realizadas com agitagdo constante de 285 rpm por 10 s (HOU; CHANG, 1998), 150
rom por 10 s (HOU; CHANG 2004c), 150 rpm por 14 s (CAl; CHANG, 1997) e
mantido em repouso por 10 a 20 minutos para completar a coagulagéo.

Cai e Chang (1999) compararam a qualidade do tofu obtido por trés
métodos de processamento de tofu. No método de bancada, a velocidade e o tempo
de agitacao do sulfato de calcio foi de 150 rpm durante 14 s, no método piloto foi de
285 rpm por 10 s e no método de producao foi de 420 rpm por 10 s.

A coagulacao do tofu filled é obtido a partir da adigdo do coagulante

de acdo lenta (GDL ou CaSQ.) ou coagulante de agdo rapida (CaCl, ou MgCl,) a
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temperatura inicial de 20 °C e aquecimento gradual em banho-maria até 90°C por
uma hora (TODA; CHIBA; ONO, 2007), 80 °C por uma hora (LIU; CHANG, 2003), 70
°C por uma hora (SAIO et al., 1980).

3.4.2.1.3 Tempo e forca de prensagem do tofu

O tempo e a forga de prensagem € um parametro muito importante
para a textura do tofu, porque esta relacionada com a exsudag¢do da agua da rede
protéica e a dureza do tofu. Entretanto, ndo existe uma padronizacado nos trabalhos
realizados por diferentes pesquisadores.

A forga de prensagem e o tempo encontrado na literatura foram:
56,25 g cm™ por 2 horas (SUN; BREENE, 1991), 34,8 g cm™ (WANG; CHANG,1995),
106,6 g cm™ (SKURRAY; CUNICH; CARTER, 1980), 64,4 g cm™ por 10 minutos
seguido de 96,7 g cm™ (HOU; CHANG, 2004c; KONG et al., 2008), 21,8 g cm™ por
10 minutos, seguido 43,6 g cm™? por 10 minutos e seguido de 65,4 g cm™ por 30
minutos (CAIl; CHANG, 1997; HOU; CHANG, 1998; CAIl; CHANG, 1999).

3.5 ENVELHECIMENTO DA SOJA E SUAS IMPLICACOES

Apos a colheita, a soja, muitas vezes, permanece armazenada por
longos periodos em condigbes ambientais nao controladas até que seja transportada
para ser processada para a produgao de alimentos. Condicbes ambientais adversas
durante o armazenamento resultam na deterioracdo ou envelhecimentos dos graos,
sendo um problema sério tanto para a agricultura (devido a perda da viabilidade das
sementes) quanto para o processamento dos graos (devido a perda da qualidade
tecnoldgica) (HOU; CHANG, 1998, 2004c; SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005,
KONG et al., 2008). Varias alteragdes fisicas, quimicas e bioquimicas ocorrem na
soja durante a estocagem, dependendo das condi¢oes (NARAYAN; CHAUHAN;
VERNA, 1988a).

A temperatura, umidade relativa do ar, conteudo de umidade dos
graos, além da qualidade dos graos (como a integridade) e a presenga de materiais
estranhos sdo os principais fatores que devem ser controlados durante o
armazenamento de graos para preservagao dos mesmos (LIU; CHANG, 2003;
SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005; KONG et al., 2008).
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De acordo com Kong et al. (2008), para preservar a qualidade da soja
por tempo prolongado (maior que um ano), a melhor condicado de armazenamento é
aquela com temperatura baixa (< 22 °C) e UR entre 55 e 60%, que corresponde ao
conteudo de umidade inicial nos graos de 8 a 10%. Assim em paises de clima
tropical como o Brasil e do Sudeste Asiatico, onde o clima é quente (temperatura
média anual proxima de 27 °C) e umido (UR média anual é cerca de 80%), a
estocagem da soja em condigdes ambientais € um problema.

A UR do ambiente e o conteudo de umidade dos grdos sdo mais
criticos que a temperatura de armazenamento (HOU; CHANG, 1998). A UR préxima
de 75% e temperatura ambiente propicia o crescimento de fungos durante a
estocagem dos graos (LIU et al., 2008). Em UR inferior a 55%, a soja torna-se
excessivamente seca e facilita a fissura da casca e a quebra dos gréos durante o
manuseio (KONG et al., 2008).

Hou e Chang (1998), estudando a estabilidade dos graos de soja
com a presencga de 10 a 20% de graos ardidos (danificados por quebra e fissura)
armazenados a 30 °C e 85% de UR por até 60 dias, notaram que quanto maior a
porcentagem de graos danificados mais rapida era a deterioragdo, pois em graos
quebrados e com fissura na casca a area susceptivel a reacées quimicas € maior.

A recomendacgao no Brasil € que os graos de soja com umidade de
10 a 13% sejam armazenados em silos em temperatura maxima de 25 °C para evitar
crescimento de fungos (DEVILLA et al., 2004). O armazenamento de graos com teor
de umidade superior a 13% resulta em danos provocados por mudangas no
metabolismo celular, com o aumento da atividade enzimatica e respiratoria dos
graos, propiciando o desenvolvimento de fungos que é favorecido pela elevada
temperatura (VIEIRA; YOKOYAMA, 2000; SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005).

Graos de soja envelhecidos comparados com os recém colhidos séao
caracterizados pela coloracdo mais escura, menor densidade, maior dureza,
alteracbes na estrutura da casca e dos cotilédones, apresenta maior velocidade de
absor¢cdo de agua e perda de solidos durante a hidratagao (SAIO et al., 1980;
NARAYAN; CHAUHAN; VERMA, 1988a; THOMAS; deMan; deMan, 1989; SUN;
BREENE, 1995; HOU; CHANG, 1998; BRACCINI et al.; 1999; SILVA; VIEIRA;
SANTOS, 2008). Tais caracteristicas sédo resultados de alteragbes fisioldgicas e

bioquimicas que ocorrem nos graos durante o armazenamento que dependendo das
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condicbes podem resultar em mudancas de qualidade mais ou menos severas
(HOU; CHANG, 1998, 2004a, 2004b; KONG et al., 2008).

O mecanismo do envelhecimento € complexo e ainda ndo esta bem
elucidado. Os primeiros sinais de deterioragado/envelhecimento dos graos estéo
relacionados com a alteragdo ou perda da integridade das membranas celulares
(SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005; SILVA; VIEIRA; SANTOS, 2008). Com a
desorganizagado das membranas celulares ha perda da compartimentalizagao celular
e descontrole do metabolismo e das trocas de agua e soluto entre as células e o
meio exterior (MARCOS FILHO, 1999; SILVA; VIEIRA; SANTOS, 2008). Parrish e
Leopold (1978) relataram que a deterioragao das membranas celulares dos graos de
soja durante estocagem em condi¢cées adversas foi a principal causa de perda de
vigor ou capacidade de germinagéo, declinio da atividade respiratéria e perda de
eletrélitos dos graos para a agua de hidratagdo. Saio et al. (1980) também
constataram perda de eletrolitos durante a hidratacdo de grdos envelhecidos de
soja.

Os graos possuem natureza higroscépica e, dependendo das
condigdes ambientais (principalmente nao controladas) podem ganhar ou perder
agua facilmente. Neste processo de hidratacdo-desidratacéo, geralmente, ocorrem
danos nos tegumentos que resultam na reducéo de qualidade fisiologica (SANTOS;
MENEZES; VILLELA, 2005).

A atividade enzimatica também pode indicar transformacgdes nos
graos durante o armazenamento. Por exemplo, foi observada alta atividade da
enzima alcool desidrogenase em soja, indicando aumento da respiragdo em fungéo
do acréscimo do grau de hidratagdo (BOCK, 1999), porém com o tempo ha a
degradacgao do sistema respiratério (ABDUL-BAKI; ANDERSON, 1972). A fosfatase
acida, que € uma hidrolase que participa de reagao de hidrélise de ésteres, pode
atuar sobre os fosfolipideos da membrana, provocando a peroxidacdo destes. A
enzima esterase tem atividade aumentada durante o armazenamento do feijao, e
também esta envolvida em reagdes de hidrélise ligada ao metabolismo de lipideos,
como os fosfolipideos da membrana (SANTOS; MENEZES; VILLELA, 2005).
Durante o envelhecimento da soja pode ocorrer diversas reagbes enzimaticas e
também as n&do enzimaticas.

Narayan, Chauhan e Verma (1988a) observaram o decréscimo do

conteudo de acido linoléico e linolénico e aumento de peroxidos e acidos graxos
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livres em soja armazenada em condi¢gdes ambientais durante 1, 2, 3 e 9 anos. O
aumento de peroxidos e acidos graxos livres foi atribuido a oxidacdo de acidos
graxos insaturados e a reacdo hidroliticas das moléculas de triacilglicerois,
respectivamente. A deterioragcdo dos lipideos resulta na formagéo de acidos graxos
livres e compostos volateis (alcodis, aldeidos e cetonas) que podem contribuir para o
aumento de acidez no tecido do gréo, e assim causar a desnaturagao parcial das
proteinas e consequentemente reduzir sua solubilidade e extragcdo (SAIO et al.,
1980, NARAYAN; CHAUHAN; VERMA, 1988a; TRAWATHA; TEKRONY;
HILDEBRAND, 1995; HOU; CHANG, 1998, 2004a, 2004b).

Hou e Chang (2004a, 2004b), considerando que 70% das proteinas
de soja sdo compostas pelas fragdes 7S e 11S, caracterizaram e purificaram estas
fragbes a partir de soja estocada em condigdes adversas (30 °C e 85% UR).
Notaram que extragcdes de ambas fracbes diminui drasticamente apds trés meses
para a 11S e seis meses para a 7S, sendo justificada por alteragdes moleculares nas
duas fragdes. Verificaram que em ambas fragdes protéicas a estocagem induziu uma
reducdo na hidrofobicidade de superficie e aumento nas interacbes disulfetos
intramoleculares, além do aumento no conteudo da estrutura secundaria a-hélice e
reducao da B-folha, porém sem alteragdo nas massas moleculares, indicando que as
moléculas tornaram-se mais agregadas.

O endurecimento dos graos pode estar associado a polimerizacao de
compostos fendlicos formando polimeros de alta massa molecular com numeros
suficiente de grupamentos hidroxilicos fendlicos para formar ligacbes cruzadas com
as proteinas e carboidratos, como ocorrem em feijao (NOZZOLILO; BEZEDA, 1984).

O escurecimento dos graos de soja tem sido explicado pelas reacdes
de escurecimento enzimatico, que pode ser o resultado da reacdo de oxidagao de
substratos fenodlicos pela agao da polifenoloxidase e monooxigenase, ou por meio de
reacdo de escurecimento ndo enzimatico envolvendo a reagcdo de Maillard e
formacéo de compostos escuros (REYS-MORENO; PAREDES-LOPEZ, 1993; HOU;
CHANG, 1998).

Hou e Chang (2004c) observaram que o conteudo de carboidratos
em graos de soja armazenados a 30 °C e 84% UR durante 9 meses apresentou
alteragdes no seu conteudo, mas ndo encontraram uma tendéncia especifica. No
mesmo estudo observaram diminuicdo de 44% de acucares redutores, cujos

resultados concordaram com os encontrados por Locher e Bucheli (1998) que
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sugeriram a degradagao dos agucares soluveis, especialmente estaquiose, rafinose
e verbascose, de sojas estocadas sob a condigéo tropical simulada (30°C e 82% de
UR), por 9 meses. Os acgucares redutores podem participar da reagdo de
glicosilagdo ndo enzimatica (ligagdo entre as moléculas de agucar e proteinas,
exemplo proteinas glicosiladas) e reacdo de escurecimento de “Maillard” com os
residuos de aminoacidos, contribuindo para o escurecimento dos graos de soja
durante a estocagem (NARAYAN; CHAUHAN; VERNA, 1988a; HOU; CHANG, 1998,
2004a, 2004b, 2004c; KONG et al, 2008).

Thomas, deMan e deMan (1989) observaram decréscimo do teor de
fitato e aumento no teor de fosfato inorganico em sojas armazenadas a 20 e 30°C e
65 e 85% de UR durante 8 meses, e alegaram que pode ter ocorrido a degradagéo
enzimatica do fitato, uma vez que a atividade enzimatica é ativada com as condicbes
adversas. Neste mesmo trabalho foi observada a diminuigdo do teor de calcio no
extrato de soja, a qual pode ter reagido com fosfato inorganico, enquanto que o
conteudo de magnésio variou, mas nao foi observada uma tendéncia especifica com
as condi¢cdes de envelhecimento. Hou e Chang (2003) também observaram a
diminuic&o significativa do teor de fitato em sojas armazenadas a 30 °C e 84% UR
durante 9 meses e sugeriram que a degradagao dos fitatos contribuiram para o
decréscimo de pH. Na soja como matéria prima, o conteudo de fitato é importante,
pois influencia as caracteristicas de textura do tofu (HOU; CHANG, 2003; ISHIGURO
et al., 2008).

Hou e Chang (2002) estudaram as alteragdes das formas das
isoflavonas em funcdo de diferentes condicbes de estocagem da soja. Nas
condigbes de estocagem mais amenas (20 °C e 57% UR) as conversdes das
isoflavonas glicosidicas para agliconas foram menor. Nas condi¢des de temperatura
e UR mais elevadas (30°C e 84%) a conversao dos glicosideos e malonilglicosideos
para a suas respectivas formas agliconas foram aproximadamente 97% apds 9
meses de estocagem. A conversédo foi devido a agdo das enzimas B-glucosidade B e
C que agem em condi¢des otimas de pH 5,0 e 45 a 50°C (MATSUURA; SASAKI,
MURAO, 1995).

O envelhecimento da soja prejudica a qualidade e aceitagao de seus
produtos, em especial os ndao fermentados como o extrato de soja e o tofu
(NARAYAN; CHAUHAN; VERNA, 1988b; HOU; CHANG, 1998, 2004c; KONG et al,
2008; LIU; CHANG, 2008).
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Ha diversos relatos sobre prejuizos causados a qualidade de tofu e
extrato de soja devido a estocagem dos grdos de soja em condi¢cdes adversas. A
deterioracdo da qualidade destes produtos inclui principalmente o escurecimento
(tofu e extrato de soja), aumento da acidez e redugéo de sélidos totais (no extrato
aquoso), em especial das proteinas, diminuicdo do rendimento e qualidade de
textura do tofu (SAIO et al., 1980, THOMAS; deMan; deMan, 1989; HOU; CHANG,
1998, 2004a, 2004b, 2004c; KONG et al., 2008).

O escurecimento se deve a extracdo dos compostos escuros
formados durante o armazenamento dos graos (HOU; CHANG, 1998, 2004c; KONG
et al., 2008). O baixo pH do extrato aquoso também é consequéncia do aumento de
acidez no tecido dos graos devido ao envelhecimento, cuja queda € de 6,6 a 5,7
(SAIO et al., 1980, THOMAS; deMan; deMan, 1989, HOU; CHANG, 2002; KONG et
al., 2008).

A proteina é o componente bioquimico que mais influéncia a textura
de tofu. Assim o conteudo de proteina nos extrato de soja € importante tanto para
textura como para o rendimento do produto (TODA et al., 2009). Ha relatos sobre a
reducdo do rendimento e da qualidade de textura de tofus preparados de soja
envelhecida (SAIO et al.,, 1980, THOMAS; deMan; deMan, 1989, HOU; CHANG,
1998, 2004c; KONG et al., 2008). Alguns pesquisadores observaram que a textura
do tofu apresentou decréscimo de dureza, fraturabilidade e elasticidade em fungao
do tempo de estocagem (SAIO et al., 1980, MURPHY; CHEN; HAUCK, 1997) e
outros encontraram o comportamento inverso (THOMAS; deMan; deMan, 1989,
HOU; CHANG, 1998, 2004; KONG et al., 2008). Saio et al. (1980) reportaram que
mudangas na textura dos tofus em funcdo do envelhecimento de soja estdo
relacionadas ao decréscimo da extragédo de sdlidos e proteinas no extrato de soja.

A coagulacdo da proteina do extrato de soja e a quantidade de
coagulante séao fatores criticos para obtengao de tofu de boa textura e rendimento. A
concentragdo de coagulante depende do conteudo de sélidos totais, especialmente
de proteinas no extrato de soja, além de outras varidveis, como a temperatura,
velocidade e tempo de agitacdo durante a coagulacao (LIU; CHANG, 2003, 2004,
2008). Liu e Chang (2008) observaram decréscimo significativo de concentracao
otima de CaCl, e MgCl, para coagular extratos de soja armazenadas em diferentes
atividade de agua durante trés meses a 30 °C. A concentragédo 6tima de coagulante

para soja recém colhida pode n&o ser adequada para a soja envelhecida
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(SKURRAY; CUNICH; CARTER, 1980) e em caso de situacdo extrema de
concentragdo muito elevada de coagulante, o tofu resultante tem aparéncia mais de
um precipitado do que de gel (LIU; CHANG, 2008).

Kong et al. (2008) estudaram o tempo 6timo de agitacdo para a
coagulagao das proteinas das sojas estocadas de zero a 12,5 meses sob 40°C e
70% de UR, fixando a velocidade de agitagcédo em 150 rpm. Observaram que o tempo
de agitacédo 6timo decresceu de 12 s para 7 s, e a redugédo do tempo foi justificada
pela diminuicdo da quantidade de sdlidos extraidos, devido a baixa solubilidade das
proteinas com o tempo e as condigdes de estocagem.

Poucos estudos demonstram o efeito do envelhecimento da soja
sobre as caracteristicas sensoriais de aparéncia, aroma, sabor e textura do tofu.
Narayan; Chauhan e Verna (1988b) relataram a diminuicdo de aceitagdo de tofus
preparados a partir de sojas estocadas a temperatura e UR ambiente durante 1, 2, 3

e 9 anos.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados nos Laboratorios dos
Departamentos de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Agronomia, Biotecnologia e
Bioquimica, e Microscopia Eletrénica da Universidade Estadual de Londrina, Parana,

Brasil.

4.1 MATERIAL

Foram utilizadas as cultivares nao transgénicas de soja (Glycine Max
(L) Merril) Coodetec 214 e BRS 267 recém-colhidas da safra 2008/2009, cujos
tamanhos foram classificados em massa, segundo Yokomizo et al. (2000), como
11,7 g/100 g e 19,4 g/100 g de graos, respectivamente. A cultivar BRS 267 foi
cultivada no campo experimental da Embrapa — Soja - Londrina e a Coodetec 214
no Municipio de Nova Fatima, na Regido Norte do Parana. Todos os reagentes

utilizados neste estudo foram de grau analitico.

4.1.1 Condigdes de Armazenamento da Soja

Tendo como base os estudos de Hou e Chang (2004a, 2004b,
2004c), trés condi¢cbes de armazenamento da soja foram aplicadas: envelhecimento
acelerado (EA): 30 °C e 84% UR, até nove meses; envelhecimento natural (EN):
temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
até 18 meses e controle (C): -20 °C e 47% UR.

Para obter a umidade relativa de 84%, foram utilizados recipientes de
plasticos com tampa contendo uma solugdo saturada de cloreto de potassio
depositada no fundo do recipiente. Amostras de 650 g de soja foram embaladas com
tecido fil6 e colocadas sobre um suporte com base de metal perfurada que separou
a amostra da solucdo. Os recipientes com as amostras foram colocados em estufas
a 30 °C (FREEZETEC, D1004, Brasil). A temperatura e a umidade relativa, no
interior dos recipientes foram monitoradas por meio de um termo-higrébmetro
(INCOTERM, 7663.02.0.00). As amostras de 650 g foram retiradas da estufa em
intervalos de um més e transferidas para as mesmas condigdes das amostras

controle para posteriores analises.
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Para a condi¢ao de EN, os graos foram acondicionados em sacos de
algodao (20 kg) e armazenados em uma sala nas condigdes de temperatura e UR
ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR). Em intervalos de
trés meses, amostras de 650 g foram retiradas e embaladas em pacotes de
plasticos e armazenadas nas mesmas condicdes do controle até realizagcdo das
analises.

As amostras controles (tempo zero) foram acondicionadas em

pacotes de plasticos contendo 900 g.

4.1.2 Preparo das Amostras Moidas de Soja

Os gréaos de soja, apos serem retirados das condigdes de
estocagem, foram secados em estufa (30 °C) com ventilagdo de ar (TECNAL, TE
394/3, Brasil) durante 24 h. Em seguida, foram triturados em moinho (IKA, A11). As
amostras moidas foram submetidas a analises de cor, composi¢céo centesimal, pH,
acidez titulavel, capacidade de absorcdo e retengcdo de agua, solubilidade das

proteinas em diferentes pHs, teor de fitatos e de compostos fendlicos totais.

4.2 METODOS

4.2.1 Analises Fisicas

4.2.1.1 Determinagéo dos parametros de cor dos graos inteiros e moidos

Os parametros de cor dos graos inteiros e moidos foram medidos em
um colorimetro (GARDNER, Color Guide 45/0, Alemanha). O colorimetro foi
calibrado com o padrao branco (L* = 97,59, a* = 0,39, b* = 1,75). Empregaram-se
iluminante CIE-D65 (luz natural do dia), iluminagdo em angulo de 45°, angulo de
observacao de 0° e observagao padrao CIE 10°. O colorimetro forneceu diretamente
os parametros L* (Luminosidade), onde 0 = preto e 100 = branco, a* (componente
vermelho—verde), b* (componente amarelo-azul). A tonalidade cromatica (h°) foi

calculada pela equacéo 1.
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h° = arctan(b*/a*) (Equacao 1)

Onde: h°® = tonalidade cromatica (0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro,

180° = verde puro e 270° = azul puro)

4.2.1.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da casca e do cotilédone dos

graos

As amostras foram preparadas segundo Kao, Su e Lee (2003) com
algumas modificagdes. Os graos de soja foram submetidos ao processo de fixagao
com solugao de gluteraldeido 3%, paraformaldeido 2% e solugédo tampéao de fosfato
0,1M pH 7,0, durante 24 h a temperatura ambiente. Em seguida, os gréos foram
fraturados em nitrogénio liquido. Uma pequena parte do cotilédone e da casca foram
lavadas com solugao tampéao fosfato 0,1M pH 7,0 (trés vezes por 15 min.), e entao
fixada com a solugdo de OsO4 1%, por 1 h a temperatura ambiente. Entdo, as
amostras foram submetidas ao processo de desidratacdo com etanol 70% (duas
vezes de 15 min.), etanol 80% (duas vezes de 15 min.), etanol 90% (trés vezes de
15 min.) e etanol 100% (quatro vezes de 10 min.). Por fim, as amostras foram
colocadas em um evaporador a vacuo para sublimar o etanol (Critical Point Dryer
CPD 010, Bal-Tec, Alemanha). As amostras secas foram fixadas sobre a superficie
de um stub de aluminio e em seguida foi recoberto com ouro (Sputter Coater model
SCD 050, Bal-Tec, Alemanha). As estruturas das amostras foram visualizadas por
meio da técnica de varredura em microscopio eletrénico a 20 kV (model Quanta 200,
FEI, Holanda).

4.2.1.3 Cinética de sorcao de agua

A taxa de sorgcdo de agua (S) e a umidade de equilibrio (Xeq) dos
graos de soja no processo de hidratagdo foram determinadas segundo método de
Sun e Breene (1991). Aproximadamente 10 g de soja com casca foram imersas em
50 mL de agua destilada e mantidos a 25°C por 24 horas. Em intervalos de 2 horas,
por um periodo de 10 horas, e apds 24 horas, os graos foram drenados em peneira
durante 30 segundos e entdo pesados. A quantidade de agua absorvida (A) foi

calculada pela diferenca de massa da amostra em cada intervalo de hidratacéo e a
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massa inicial. Os valores da taxa de sorgdo de agua (S) e umidade de equilibrio
(Xeq) foram determinados através do modelo apresentado na equagéo 2, usando o

programa Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004), médulo estimativa n&o linear:

S x Xy X1
= 1+tx5S (Equagao 2)

Onde: A = quantidade de agua absorvida (g agua absorvida/100 g soja)

S = taxa de sorg¢ao de agua (g agua absorvida/ 100 g soja x h)
Xeq = umidade de equilibrio (g agua absorvida/ 100 g soja x h)

t = tempo de hidratacdo (h)

4.2.1.4 Determinagao da dureza dos graos cozidos

A dureza dos graos cozidos foi determinada segundo o método de
Liu et al. (1992). Foram hidratados, em agua destilada, 15 g de grdos na proporgao
1:5 (m/v), durante quatro horas a temperatura ambiente. Estes foram drenados e
acondicionados em saquinhos de tecido (tunil) e cozidos em béquer contendo agua
pré-aquecida (100°C) na propor¢ao de 1:20 (m/v), com tampa de vidro reldgio,
durante 90 minutos. Em seguida, os gréos foram resfriados em banho de gelo até
atingir a temperatura ambiente. Trinta gréaos cozidos, selecionados ao acaso de cada
tratamento foram comprimidos em dois ciclos de compressao, até 60% da altura
inicial usando um sensor cilindrico de 25 mm de didmetro (P 25) e velocidade
constante de 2,0 mm/s em um texturébmetro (Stable Micro Systems, TA-XT2i,

Inglaterra. Os resultados de dureza foram expressos em Newton (N).
4.2.2 Anadlises Fisico-Quimicas
4.2.2.1 Analise de composigao centesimal e de minerais
Os teores de proteina totais, lipideos, umidade, cinza e minerais (Ca,

Mg e P) foram determinados pelos métodos padroes da AOAC (1995). O teor total

de proteina foi determinado pelo método de Kjeldahl usando o fator de conversao
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6,25. O teor de carboidratos foi determinado por diferengca em relagao a proteinas,
lipideos, umidade e cinzas. Os resultados da composi¢cao centesimal e dos minerais
nos graos foram expressos em gramas por 100 g de amostra e dos minerais nos

extratos de soja e tofus foram expressos em miligramas por gramas de amostras.

4.2.2.2 Teor de fosforo fitico

O teor de fésforo fitico foi determinado pelo método de Thompson e
Erdman (1982). Adicionaram-se 50 mL de uma solugéo de TCA 3% + Na;SO4 a 10%
a um grama de amostra sob agitagdo mecanica por 2 horas a 100 rom em Shaker
(Marconi, MA 140 CFT) e em seguida, procedeu-se a filtragdo em papel de filtro
qualitativo. Transferiram-se 10 mL do filtrado para um tubo com 10 mL de agua e 12
mL de solugao de FeCl; que foram aquecidos em banho-maria por 90 minutos a 70
°C e entao resfriados e centrifugados a 4500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o residuo lavado trés vezes com a solugado de HCI 0,6% + Na;SO4 a
2,5% e solubilizado em 7,0 mL de solu¢do digestora (HNO3; + HCIO4 4:1). Apds a
digestao, foi feita a diluicdo para 100 mL com &agua deionizada e a absorvancia
medida em espectrofotdmetro (Biochrom, Libra S22) em comprimento de onda de
820 nm (CHEN; TORIBARA; WARNER, 1956). O teor de fosforo fitico foi expresso

em gramas de fosforo fitico por 100 g de amostra.

4.2.2.3 Teor de compostos fendlicos totais (CFT)

Os compostos fendlicos totais foram extraidos com solucdo de
etanol 80% (PINTO et al., 2001) e o teor determinado através da reagédo com Folin-
Ciocalteau, conforme descrito por Swain e Hillis (1959), com algumas modificagdes.
Aliquotas de 0,5 mL do extrato de fenois devidamente diluidas foram misturadas a
2,5 mL de solugdo aquosa de Folin-Ciocalteu 10% e 2,0 mL de solugdo de
carbonato de sédio a 7,5% e entdo mantidos por 5 minutos em banho-maria a 50 °C.
Apos resfriamento a temperatura ambiente, a absorvancia foi lida a 760 nm. O

resultado foi expresso em gramas de CFT por 100 g de amostra.
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4.2.2.4 Medida de pH e acidez por titulagéao

A medida do pH foi feita por meio de um potenciémetro (HANNA, HI 223). A acidez
titulavel foi determinada segundo o método de Martin-Cabrejas et al. (1997). A acidez
medida por titulagdo foi expressa como gramas de acido acético por quilogramas de

farinha.

4.2.2.5 Solubilidade das proteinas em agua e em diferentes pHs

A um grama de amostra adicionaram-se 50 mL de agua deionizada
(PH = 6,50) sob agitacdo mecénica, por dois minutos, em haste agitadora
(MARCONI, MA 102), em velocidade de 12000 rpm. A mistura foi centrifugada
(BIOENG, BE 6000) a 3700 x g por 25 minutos e determinou-se o teor de proteina
soluvel no sobrenadante pelo método de Kjeldhal. Para medida de solubilidade em
diferentes pHs, as proteinas foram solubilizadas em 50 mL de solugbes de pH 2, 3,
4, 5,6, 7,8, 9, 10, 11 e 12, ajustados com solu¢gdes de HCI ou NaOH 1M. Os
resultados foram expressos em gramas de proteinas soluveis por 100 g de proteinas

totais na amostra.

4.2.2.6 Capacidade de absorgao e de retengao de agua

A capacidade de absorgao e retengao de agua foi medida segundo o
método descrito por Okezie e Bello (1988). Suspensbes com um grama de amostra
e 50,0 mL de agua deionizada (pH 6,5) foram preparadas em tubos de centrifuga,
agitadas em agitador de tubos por 1 minuto e centrifugadas a 3700 x g por 20
minutos (centrifuga BIOENG, BE 6000). A seguir, o sobrenadante foi desprezado e a
quantidade de agua absorvida foi obtida pela diferenga entre a massa da amostra
antes e apds a absorgao de agua. A capacidade de absorgéo e retengédo de agua foi

expressa como gramas de agua por 100 g de amostra.

4.2.2.7 Eletroforese SDS-PAGE

As proteinas da soja foram extraidas segundo Carrdo-Panizzi et al.

(2008). O conteudo de proteinas no sobrenadante foi quantificado pelo método de
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Bradford (BRADFORD, 1976). O método de eletroforese utilizado foi o de Laemmli
(1970) com algumas modificacbes. As amostras de proteinas foram dissociadas em
tampéo tris-glicina 0,075M, pH 6,8, glicerol 45% (v/v), SDS 2% (m/v), azul de

bromofenol 0,015% (m/v) e B-mercaptoetanol 0,025% (v/v). Aliquotas de 30 ug de

proteina foram aplicadas em gel (12 x 8 x 0,15 cm) de poliacrilamida com gradiente
de concentragéo variando de 8 a 16 %. O gel de separacéo foi preparado utilizando
o tampao tris-base 3,78 M, pH 8,9. A separagao foi conduzida, aplicando 80 V
durante 0,5 hora e 150 V durante 3 horas. O tampao de corrida usado para a
separacgao foi Tris-HCI| 0,52 M, glicina 0,53 M e SDS 1%, pH 8,9. As bandas
protéicas foram reveladas com solugdo de corante Coomassie Blue R-250 em
metanol e agua. A massa molecular das proteinas padrdes utilizadas variou de 6 a
180 kDa.

4.2.2.8 Preparacao do extrato de soja

Os extratos de soja foram preparados segundo Sun e Breene
(1991). Os graos foram lavados e hidratados em agua destilada (1/5, m/v) durante 8
horas a temperatura ambiente. Em seguida foram drenados, enxaguados e triturados
com agua destilada (1/7, m/v) em liquidificador (Philips Walita, RI12034/01),
velocidade média, durante 3 minutos. Adicionou-se 0,1% (v/v) de agente anti-
espumante a massa que em seguida foi aquecida em panela de inox, sob constante
agitacéo até atingir a fervura e mantida por mais 5 minutos sob aquecimento brando
e agitacédo. O extrato foi separado do residuo por meio de filtragcdo em tecido (tunil
100 mesh).

4.2.2.9 Determinagdo da concentragdo otima de coagulante (COC) em diferentes

temperaturas

A COC dos extratos de soja em diferentes temperaturas (20, 30, 40,
50, 60, 70 e 80 °C) foi determinada por meio da titulagdo com solugdo de
MgS04.7H,0 a 20%, segundo a metodologia de Liu e Chang (2003) com algumas
modificacdes. Para a titulagao utilizou-se uma bureta com capacidade de 10 mL e

graduacao exata de 0,05 mL (marca Pyrex) conectada a uma bomba peristaltica
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(Pharmacia Biotech, pump P-1) e a solugao coagulante foi adicionada ao extrato
aquoso a uma velocidade constante de 1,0 mL/ minuto. Durante a titulagdo, 60 mL
de extrato de soja (em béquer de 100 mL) foram mantidos na temperatura de estudo
(usando um banho Maria) sob agitagdo constante de 300 rpm, para formagao de
redemoinho, com auxilio de um agitador magnético (Biomixer, 78HW-1) e barra
magnética (10 mm de didmetro e 30 mm de comprimento) recoberta com teflon. No
exato momento em que desapareceu o redemoinho, a bomba foi desligada e feita a
leitura do volume da solug&o do coagulante consumida (Y mL). A COC foi calculada

substituindo os valores de Y na equacao 3:

COC (mM) =1000.__Y__ . concentragdo molar da solugdo coagulante  (Equagao 3)
60 +Y

Para estudo do efeito da temperatura de coagulagdo dos extratos
sobre a COC foram utilizadas as sojas armazenadas nas condigdes controle, EA 9

meses e EN 18 meses.

4.2.2.10 Preparacao do tofu

100 g de graos foram lavados e hidratados em agua destilada (1/5,
m/v) por 8 h a temperatura ambiente. Em seguida foram drenados, enxaguados e
triturados com agua destilada (1/7, m/v) em um liquidificador (Philips Walita,
RI2034/01), velocidade média, durante 3 minutos. A massa foi cozida em uma
panela de inox sob constante agitagao até atingir a fervura e foi mantida por mais 5
minutos sob aquecimento brando e agitacdo. O extrato foi separado do residuo por
meio de um tecido (tunil, 100 mesh) e a temperatura foi ajustada para 75 °C. Uma
porcao de 550 mL de extrato de soja foi submetido a coagulagdo com a solugao de
MgS0O4.7H,0 a 20%, cuja a COC para cada amostra foi determinada de acordo com
a técnica descrita no itm 4.2.2.9, mantendo-se a temperatura a 75 °C. A mistura do
extrato de soja com a solugao coagulante foi feita sob agitagdo manual durante 10 s.
A mistura foi mantida a 75°C em banho-maria durante 20 minutos para ocorrer a
coagulagao completa. O material coagulado foi transferido para uma forma de

plastico (8,0 x 8,0 x 10,0 cm) forrada com um tecido (tunil) e drenado durante uma
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hora sob presséo de 20 g/cm?. A seguir o tofu foi imerso em agua e mantido a 4°C
durante uma noite para posterior analises.

4.2.2.11 Determinagéo de rendimento de tofu

O rendimento de tofu foi calculado por meio da equagdo 4 e

expresso como g tofu/ 100 g de soja crua (Hou e Chang, 2004c).

Rendimento (%) = M;.V; . 100 (Equacéo 4)
M, .V,
Onde: M1 = massa do tofu
M, = massa dos graos de soja
V4 = volume total do extrato

V5, = volume parcial do extrato

4.2.2.12 Determinacédo da composi¢cao quimica dos extratos aquosos e dos tofus

O conteudo de sdlidos do extrato de soja e do tofu foram
determinados por meio da secagem de 30 g de extrato aquoso e de 20 g de tofu em
liofilizador (Edwards, Pirani 501). Os conteudos de umidade, proteinas, lipideos,
cinzas e minerais (Ca, Mg e P) foram determinados utilizando-se os métodos padréo
da AOAC (1995). O conteudo de carboidratos foi calculado por diferenga. Os
resultados da composicao centesimal foram expressos em gramas por 100 g de

amostra e dos minerais em miligramas por gramas de amostra.

4.2.2.13 Cor do extrato de soja e tofu

A avaliagdo da cor dos extratos aquosos e dos tofus foram feitas em
colorimetro (Konica Minolta, CR 400/410, Jap&o). A leitura dos parametros de cor no
extrato de soja foi realizada sobre uma cubeta de vidro contendo a amostra
(acessorio CR — A103) e nos tofus foi feita diretamente sobre a superficie dos
produtos. O colorimetro foi calibrado com o padréo branco (L* = 97,59, a* = 0,39, b*
= 1,75). Empregaram-se iluminante CIE-D65 (luz natural do dia), iluminagdo em
angulo de 45°, angulo de observagdo de 0° e observagdo padrao CIE 10°. O

colorimetro forneceu diretamente os parametros L* (Luminosidade), onde O = preto e
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100 = branco, a* (componente vermelho-verde), b* (componente amarelo-azul). A
tonalidade cromatica (h°) foi calculada foi calculada pela equagao 1 (item 4.2.1.1).
4.2.2.14 Analise de Perfil de Textura (APT) instrumental dos tofus

O perfil de textura das amostras de tofus foi determinado utilizando-
se um texturébmetro (Stable Micro Systems, TA.XT2i, Inglaterra). Os tofus foram
cortados com um cortador cilindrico (3,0 cm de didmetro e 2,2 cm de altura),
desprezando a superficie externa do tofu. As amostras foram comprimidas, em dois
ciclos de compresséao, até 75% da altura inicial usando um sensor cilindrico de 35
mm de diametro (P 35) e velocidade constante de 2,0 mm/s (ROSSET, 2007). Os
parametros fraturabilidade (N), dureza (N), elasticidade, coesividade, adesividade (-

N.s) e gomosidade foram calculados pelo software do equipamento.

4.2.3 Analise Sensorial dos Tofus

A Analise Descritiva Quantitativa (ADQ) e teste de aceitagdo foram
conduzidas apds aprovagdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual de Londrina (parecer
CEP/UEL n° 194/09, CAAE n° 0141.0.268.000-09, anexo 1 ). O questionario de
recrutamento dos julgadores e o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE) para os julgadores da ADQ e do teste de aceitagdo estdo apresentados nos

anexos 2, 3, 4 e 5, respectivamente.

e Condicdes dos testes

Para avaliagao, as amostras de tofu foram cortadas em cubos de 2,0
cm (sem a superficie externa) e apresentadas, em temperatura ambiente, em
copinhos de plastico transparente (50 mL) cobertos com filme plastico e codificados
com numeros aleatorios de trés digitos. Antes e entre as provas sensoriais, 0s
julgadores utilizaram agua potavel a temperatura ambiente para limpar a boca.

Os testes da ADQ foram realizados em cabines individuais, sob

iluminacao de lampadas fluorescentes tipo “luz natural do dia”.



59

O teste de aceitagao empregado foi o tipo localizagédo central, sendo
conduzido em um clube social da colbénia nipbnica e no laboratério de analise

sensorial.

4.2.3.1 Analise descritiva quantitativa (ADQ) dos tofus

4.2.3.1.1 Pré-selecao de julgadores

Foram recrutados, por meio de contato pessoal, 24 voluntarios para
participar da equipe julgadora. Os candidatos foram submetidos a teste de
reconhecimento de gostos e odores basicos, de ordenagdo de dureza e cor
(MEILGAARD; CIVILLE; CARR, 2007).

Para o reconhecimento de gostos basicos foi utilizada a metodologia
da norma ISO 3972 (1991). Foram preparadas solugdes para deteccado dos gostos
doce, salgado, acido, amargo e umami, € a sensagdo oral de adstringéncia,

conforme as concentragdes das substancias apresentadas no quadro 6.

Quadro 6 - Solugdes para teste de identificacdo de gostos basicos e sensagao oral.

Gosto/Sensacéo Solucéao Concentracédo (%)
Doce Sacarose 0,58
Salgado Cloreto de sodio 0,12
Acido Acido citrico 0,04
Amargo Cafeina 0,02
Umami Glutamato monosédico 0,06
Adstringente Acido tanico 0,05

Fonte: Adaptado da ISO 3972 (1991)

As amostras de cada gosto ou sensacgado foram apresentadas em
ordem aleatdria aos candidatos em copinhos de plastico codificados com trés digitos
e o critério de aprovacéo neste teste foi de 100% de acerto. O modelo da ficha de

avaliagao esta apresentado na Figura 2.
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Figura 2 - Modelo de ficha de reconhecimento de gostos basicos

TESTE DE RECONHECIMENTO DE GOSTOS
Nome: Data:

Prove cuidadosamente cada solugdo e identifique o gosto/sensacdao percebido,
preenchendo com um X no quadro correspondente ao gosto previamente identificado.
Avalie as amostras da esquerda para a direita
n° da
amostra Doce Salgado | Amargo Acido Umami Adstringente

Comentarios:

Para o teste de reconhecimento de odores, foram utilizadas 15
substancias aromaticas diferentes encontradas no cotidiano: vinagre, café, cebola,
cravo, pimenta-do-reino, canela, queijo parmesdo, Yakult, alcool, orégano, acido
acético, chocolate, kinako, mostarda e cat chup, cujo critério para aprovagao foi de

65% de acerto. O modelo da ficha de avaliagédo esta apresentado na Figura 3.

Figura 3 - Modelo de ficha de reconhecimento de odores

TESTE DE RECONHECIMENTO DE ODORES

Nome: Data:

Aspire a primeira amostra. Identifique o odor e registre na ficha. Aguarde alguns segundos
para aspirar a proxima, ou realize o branco cheirando o seu brago ou maos inodoros.
Proceda desta forma para as amostras restantes.

Amostra Descricado de odor Amostra Descricéo de odor

Comentarios:




61

A contagem de pontos para cada candidato foi realizada da seguinte
forma: 3 pontos para cada contagem correta, 2 pontos para respostas com termos
descritivos associativos, 1 ponto para resposta errada e 0 ponto quando nao houver
resposta. O critério de aprovacgéo foi de no minimo 60% de acerto (WATTS et al.,
1992).

Para o teste de ordenacado de intensidade de dureza utilizaram-se
quatro amostras (cenoura crua, queijo parmesdo, queijo minas frescal e

marshmallow) cuja dureza variou de 274,1 a 1,05 N (Quadro 7).

Quadro 7 - Amostras utilizadas para o teste de ordenacdo de intensidade de
dureza e os valores medidos no texturbmetro

Produto Tipo Marca Tamanho Dureza (N)*
Cenoura Crua "In natura" Cubo de 2 cm 279,13
Queijo Parmesao Buritis Cubo de 2 cm 80,13
Queijo Minas frescal S&o Leopoldo  Cubo de 2 cm 7,45
Marshmallow Geléia Aragel Cubo de 2 cm 1,05

* média de quatro repeti¢coes; as amostras foram avaliadas a temperatura ambiente (25°C)

As amostras foram cortadas em cubos de 2,0 cm e apresentadas aos
candidatos em ordem aleatdria e o critério de aprovagao deste teste foi de 100% de

acerto. O modelo da ficha esta apresentado na Figura 4.

Figura 4 - Modelo de ficha de ordenacao de intensidade de dureza

TESTE DE ORDENACAO DE INTENSIDADE DE DUREZA

Nome: Data:

Por favor, ordene as amostras de acordo com a intensidade de dureza (forga requerida para
romper o alimento entre os dentes molares). Ordene a amostra menos dura como a primeira
€ a amostra mais dura como a ultima.

Primeira:
Segunda:
Terceira:
Quarta:
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Para o teste de ordenagado da intensidade de cor, utilizaram-se o
leite de vaca integral, extrato aquoso de soja BRS 267 com 18 meses de EN e
extrato de soja Coodetec 214 com 9 meses de EA (Quadro 8) e o critério para

aprovacao foi de 100% de acerto. O modelo da ficha de avaliacdo esta apresentado

na Figura 5.

Quadro 8 - Amostras utilizadas para o teste de ordenacdo de cor e os valores
obtidos em colorimetro digital

Produto Cor
Leite de vaca integral (marca Bom gosto) *=150,85
a*=-1,38
b* = 4,27
EAS BRS 267 18 meses de EN L* = 46,04
a*=0,42
b* = 5,97

EAS Coodetec 214 9 meses de EA L* = 40,66

a*=1,,22

*=6,20
EAS = Extrato Aquoso de Soja; EN= Envelhecimento Natural; EA= Envelhecimento Acelerado.
Média de quatro repeti¢cdes, sendo: L*= luminosidade (0 = preto e 100 = branco); a* = componente
vermelho (+) e verde(-) e b*= componente amarelo (+) e azul(-); as amostras foram avaliadas a

temperatura ambiente (25°C).

Figura 5 - Modelo de ficha de ordenacao de intensidade de cor

TESTE DE ORDENACAO DE INTENSIDADE DE COR

Nome: Data:

Por favor, ordene as amostras de acordo com a intensidade de cor. Ordene a
amostra mais clara como a primeira e a amostra mais escura como a ultima.

Primeira:
Segunda:
Terceira:

A partir dos resultados dos testes de reconhecimento de gostos e

odores basicos e de ordenagéo da intensidade de dureza e cor foram aprovados 15

dos 24 candidatos.
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4.2.3.1.2 Desenvolvimento da terminologia descritiva

Os atributos sensoriais ou descritores foram levantados utilizando o
Método de Rede Kelly (Kelly’s Repertory Grid Method) (MOSKOWITZ, 1983) pelos
15 julgadores pré-selecionados. As amostras de tofus foram apresentadas aos pares
(Coodetec 214 controle e BRS 267 EN 18 meses), (Coodetec 214 EN 18 meses e
BRS 267 controle) e (Coodetec 214 EA 6 meses e BRS 267 EA 6 meses) em
sessdes individuais, para que os julgadores descrevessem as diferengas e
semelhancgas entre cada par cujo modelo da ficha esta no Quadro 9. Por meio de
consenso entre os julgadores foram escolhidos os termos mais citados e retirados
os termos sinbnimos. Também por consenso foram elaborados um glossario com
definigdes dos termos selecionados (Quadro 10) e a ficha de avaliagdo com escalas

nao estruturadas de 9 cm (Figura 6).

Quadro 9 - Modelo de ficha para levantamento de terminologia descritiva

FICHA PARA LEVANTAMENTO DA TERMINOLOGIA DESCRITIVA  (METODO REDE)

NOME: DATA:

Por favor, compare as duas amostras quanto a aparéncia, aroma, sabor e textura e, descreva
em que elas sdo semelhantes e em que sao diferentes.

SemelhangasDiferencas

Aparéncia:
Aroma:

Sabor:

Textura:




Quadro 10 -
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Descritores, definicbes e referéncias utilizados para a Analise Descritiva

Quantitativa de tofus formulados a partir de sojas Coodetec 214 e BRS 267
armazenadas em diferentes condicoes.

Descritores/Defini¢cbes

Amostras de Referéncia

Aparéncia
Cor cinza: intensidade de cor cinza

Uniformidade da cor: auséncia de manchas
escuras no tofu

Brilho: reflexdo da luz na superficie do tofu

Rugosidade: Refere-se a uma superficie aspera

Coeséo: interagéo entre as particulas do tofu

Aroma
Adocicado: aroma associado a alimentos doces

Fermentado: aroma caracteristico de soja
fermentada

Sabor
Adocicado:
sacarose

gosto associado a solugdo de

Gosto amargo: gosto associado a solugdo de
cafeina

Adstringente: sensacdo de “amarrar” a mucosa da
boca e superficie da lingua

Ranco: sabor relacionado ao 6leo de fritura velho

Fermentado: sabor associado a alimentos de soja
fermentada

Textura
Firmeza: forga para comprimir o alimento entre os
dentes molares

Fraturabilidade: facilidade para romper ou
esfarelar o alimento durante a mastigacéo

Elasticidade: grau com que o alimento volta a
forma original, depois da compressdo com os
dentes

Aderéncia residual: grau com que o alimento e
adere na mucosa da boca apds mastigar

Fraca: tofu da cultivar Coodetec 214, controle
Intensa: tofu da cultivar BRS 267, 6 meses de EA

Baixa (muitas manchas): tofu da cultivar BRS 267, 6
meses de EA.

Alta (poucas manchas): tofu da cultivar Coodetc 214,
controle

Pouco: ricota (marca S&o Leopoldo).
Intenso: tofu extra soft (marca Agro-nipo

Pouca: tofu extra soft (marca Agro-nipo)
Intensa: ricota (marca Sao Leopoldo)

Baixa (poucas particulas agrupadas): ricota (marca)
Alta (massa compacta): tofu extra soft (marca Agro-nipo)

Fraco: gréos de lentilha da marca Yoki, do tipo 1, classe
grauda, cozidos em agua destilada durante 30 minutos
Forte: milho verde em conserva (marca Fugini) fervido
em agua destilada durante 50 minutos

Fraco: grao cozido da cultivar BRS, 9 meses EA
Forte: Nato (marca Marufuku) diluido 10 vezes.

Nenhum: agua destilada.
Forte: solugdo de sacarose 0,3%.

Nenhum: agua destilada.
Forte: solugédo de cafeina 0,1%.

Nenhum: agua destilada.
Forte: Solugéo de acido tanico 0,1%

Nenhum: agua destilada

Forte: 2 gotas de dleo de soja diluidas em 50 mL de
agua destilada e, aquecidas em microonda durante 10
minutos

Nenhum: agua destilada
Forte: nato (marca Marufuku) diluido 200 vezes
Pouca: tofu extra soft (marca Agro-nipo)

Muita: ricota (marca S&o Leopoldo)

Pouca: queijo tipo mussarela (marca Frimesa)
Muita: ricota (marca: Sao Leopoldo

Pouca: ricota (marca: Sdo Leopoldo)

Muita: queijo tipo mussarela (marca Frimesa)

Pouca: queijo tipo mussarela (marca Frimesa).
Muita: cream chesee (tradicional) da marca Polenghi
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Figura 6 - Modelo de ficha de avaliagdo de tofus por ADQ com escalas nao
estruturadasde 9 cm

FICHA DE AVALIACAO DOS TOFUS

NOME: DATA: |/ /
N° amostra:

Avalie, por favor, a intensidade de cada descritor utilizando a escala abaixo correspondente

APARENCIA
Cor cinza | [
Fraca Intensa
Uniformidade de cor | [
Baixa Alta
Brilho -] [
Pouco Intenso
Rugosidade I I
Pouca Intensa
Coesao | [
Baixa Alta
AROMA
Adocicado | [
Fraco Forte
Fermentado | |----
Fraco Forte
SABOR
Adocicado | [
Nenhum Forte
Amargo I l
Nenhum Forte
Adstringente I I
Nenhum Forte
Rango I |
Nenhum Forte
Fermentado | |
Nenhum Forte
TEXTURA
Dureza | |
Pouca Muita
Fraturabilidade | [
Pouca Muita
Elasticidade | [
Pouca Muita

Aderéncia residual — |
Pouca Muita
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4.2.3.1.3 Treinamento dos julgadores

Foram realizadas nove sessdes de treinamento utilizando amostras
de referéncia indicadas pela equipe (Quadro 10) para cada atributo quanto aos
aspectos qualitativo (reconhecimento do atributo) e quantitativo (medida da
intensidade do atributo) (STONE; SIDEL, 2004).

4.2.3.1.4 Selecao final dos julgadores

Trés amostras de tofus preparados a partir da soja Coodetec 214
controle, Coodetec 214 EN 18 meses e BRS 267 EA 6 meses foram avaliadas em
cabines individuais, pelos julgadores quanto aos atributos levantados utilizando-se a
ficha proposta, empregando-se delineamento de blocos completos. O teste foi
repetido trés vezes. Foram selecionados os julgadores que apresentaram boa
discriminagao, repetibilidade e consenso com os demais membros da equipe.

Os dados de cada julgador e cada atributo foram submetidos a
analise de variancia e teste F. O critério de selecdo quanto a discriminagao foi o
valor de “p” de Famostra < 0,3 € para repetibilidade “p” de Frepeticso = 0,05 (Anexos 6 e
7).

O consenso de cada julgador com a equipe foi avaliado, em cada
atributo, comparando-se a ordem de intensidade das amostras (Anexo 8), fornecida
pelo julgador versus equipe (DAMASIO; COSTEL, 1991).

Dos 15 julgadores, 2 desistram, 13 foram selecionados e

compuseram a equipe final de julgadores.

4.2.3.1.5 Avaliagdo das amostras

As amostras de tofus foram avaliadas de forma monadica
(sequencialmente) e em ordem aleatéria quanto aos atributos sensoriais levantados
utilizando-se a ficha proposta pelos julgadores selecionados e treinados (equipe
final) em cabines individuais, empregando-se delineamento de blocos completos
casualizados, sendo os tratamentos os tofus e os blocos os julgadores. Todas as

determinagdes foram feitas em triplicata para cada repeticdo do experimento.
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4.2.3.2 Analise sensorial de aceitagao dos tofus

Foram recrutados, via contato pessoal, 110 voluntarios,
consumidores de tofu dentre alunos, professores e funcionarios da Universidade
Estadual de Londrina, e descendentes nipdnicos da cidade de Londrina para avaliar
a aceitagcao dos tofus por meio de teste de escala hedbnica de atributos (STONE;
SIDEL, 2004).

A apresentacdo das amostras foi simultdnea e em ordem aleatéria
para cada julgador. Foi utilizada escala hedbnica estruturada de onze pontos,
ancoradas nos extremos e no meio, onde: 10 = gostei muitissimo, 5 = nem gostei,
nem desgostei, 0 = desgostou muitissimo, cujo modelo da ficha de avaliagao

encontra-se na Figura 7.

Figura 7 - Ficha de teste de aceitagdo com escala hedénica de 11 pontos

Teste de Aceitacédo

Nome: Data:

Vocé estd recebendo seis amostras de tofu, avalie cada atributo de cada amostra
(comecgando pelo aroma) e dé uma nota de acordo com a sua opiniao usando a escala
abaixo:

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
I | I

desgostei nem gostei/ gostei
muitissimo nem desgostei muitissimo

N° Amostra Aroma  Cor Aparéncia  Textura Sabor Global
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4.2.4 Delineamento Experimental e Analise Estatistica dos Dados

A tese constou de quatro partes, conforme segue:

1. Alteracdes fisicas nos graos de soja durante o envelhecimento acelerado e

natural

Foram conduzidos quatro experimentos, um para cada cultivar em
cada condicado de envelhecimento (Coodetec 214-EA, Coodetec 214-EN, BRS 267-
EA e BRS 267-EN), sendo o tempo zero o lote controle. O delineamento
experimental empregado foi inteiramente casualizado com duas repeti¢cdes, onde os
tratamentos foram os tempos de armazenamento. Todas as analises foram feitas em
duplicata para cada repeticdo do experimento. Os dados foram tratados por ANOVA
e teste de comparacdo de médias de Tukey (p < 0,05) utilizando-se o programa
Statistica 7.0 (STATSOFT, 2004).

2. Propriedades fisico-quimicas de componentes de soja envelhecida

Foram conduzidos quatro experimentos, um para cada cultivar em
cada condicdo de envelhecimento (Coodetec 214-EA, Coodetec 214-EN, BRS 267-
EA e BRS 267-EN), sendo o tempo zero a condi¢do controle, conforme
delineamento inteiramente casualizado com duas repeticdes, onde os tratamentos
foram os tempos de armazenamento. Todas as analises foram feitas em duplicata
em cada repeticdo do experimento. Os dados foram tratados por ANOVA e teste de
comparagao de médias de Tukey (p < 0,05) utilizando-se o programa Statistica 7.0
(STATSOFT, 2004).

3. Efeito do envelhecimento da soja sobre a qualidade do extrato aquoso, tofu

firme e concentracdo 6tima do coagulante

Foram conduzidos quatro experimentos conforme delineamento
inteiramente casualizado, um para cada cultivar em cada condicdo de
envelhecimento (Coodetec 214-EA, Coodetec 214-EN, BRS 267-EA e BRS 267-EN),

tendo a condi¢cao controle como tempo zero. Cada experimento foi repetido duas
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vezes, onde os tratamentos foram os tempos de armazenamento. Os resultados
foram tratados por ANOVA e teste de comparacao de médias de Tukey, utilizando o
programa STATISCA verséo 7.0 (STATSOFT, 2004). A correlagéo entre as variaveis
foi medida pela correlagédo de Pearson, cuja significancia foi determinada pelo teste

“t”. O nivel de significancia adotado foi igual ou menor que 5%.

4. Consequéncias do envelhecimento da soja sobre a textura, cor, atributos

sensoriais e aceitacdo de tofus

Para esta parte do trabalho foram selecionadas seis amostras de
tofus: CC (Coodetec 214, controle), CEN (Coodetec 214, envelhecimento natural, 18
meses), CEA (Coodetec 214, envelhecimento acelerado, 6 meses), BC (BRS 267,
controle), BEN (BRS 267, envelhecimento natural, 18 meses), BEA (BRS 267,
envelhecimento acelerado, 6 meses).

Foi conduzido um experimento para avaliagdo de cor e textura dos
tofus, empregando o delineamento inteiramente casualizado com duas repeti¢des,
sendo os tratamentos, os tofus. Todas as determinacdes foram feitas em ftriplicata
para cada repeticdo do experimento.

Os experimentos sensoriais (ADQ e aceitagdo) das amostras de
tofus foram conduzidos de acordo com um delineamento de blocos completos
casualizados, sendo os tratamentos os tofus e blocos os julgadores. A ADQ foi
repetida trés vezes. Os dados obtidos foram tratados por ANOVA, teste de
comparacao de médias de Tukey e analise de correlagdo de Pearson. O nivel de
significancia foi igual ou menor que 5%. Os dados sensoriais também foram
submetidos a Andlise de Componentes Principais (ACP), com base na matriz de
correlagdo onde as unidades amostrais foram os tofus, os atributos da ADQ a
variaveis ativas e a aceitagao global a variavel suplementar. O programa estatistico
empregado foi o Statistica versao 7.0 (STATSOFT, 2004)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados foram redigidos na forma de quatro artigos cientificos,

conforme segue:

ARTIGO CIENTIFICO 1: ALTERACOES FIiSICAS NOS GRAOS DE SOJA
DURANTE O ENVELHECIMENTO ACELERADO E NATURAL.

ARTIGO CIENTIFICO 2 PROPRIEDADES  FiSICO-QUIMICAS DE
COMPONENTES DE SOJA ENVELHECIDA

ARTIGO CIENTIFICO 3: EFEITO DO ENVELHECIMENTO DA SOJA SOBRE A
QUALIDADE DO EXTRATO, TOFU FIRME E CONCENTRACAO OTIMA DO
COAGULANTE

ARTIGO CIENTIFICO 4. CONSEQUENCIAS DO ENVELHECIMENTO DA SOJA
SOBRE A TEXTURA, COR, ATRIBUTOS SENSORIAIS E ACEITACAO DE TOFUS
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5.1 ARTIGO CIENTIFICO 1

ALTERACOES FISICAS NOS GRAOS DE SOJA DURANTE O
ENVELHECIMENTO ACELERADO E NATURAL.

Neide Kiyoko Kondo Kamizake'; Fabio Yamashita; Sandra Helena Prudencio?

Periddico a ser submetido: Journal of Agricultural and Food Chemistry

Resumo

O objetivo deste estudo foi investigar o efeito do envelhecimento acelerado (EA) e
envelhecimento natural (EN) sobre as caracteristicas fisicas dos gréos de soja
(Glycine max). Graos de duas cultivares (Coodetec 214 e BRS 267) foram estocados
sob condigdes de EA (30°C e 84% de UR, durante 9 meses), EN (temperatura e UR
ambiente, variagao no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR, durante 18 meses)
e controle (-20°C e 47% UR). Foram analisadas micrografias eletronicas de
varredura (MEV) da casca e dos cotilédones dos graos, taxa de sor¢gao de agua
durante a hidratacdo e umidade de equilibrio dos graos, cor dos graos inteiros e
moidos e dureza dos graos cozidos. Apds o envelhecimento, as superficies das
células paligadicas do cotilédone apresentaram-se rugosas e murchas, a taxa de
sor¢cao de agua, o escurecimento da casca e dos graos moidos e a dureza dos
graos cozidos aumentaram e a umidade de equilibrio diminuiu.

Palavras-chave: Microscopia eletrbnica de varredura. Taxa de sor¢do de agua.
Umidade de equilibrio. Cor. Dureza.

Cover Letter

A soja (Glycine max), leguminosa produzida mundialmente em
grande escala, € muitas vezes transportada em navios e/ou armazenada por longos
periodos em temperatura e umidade relativa n&o controlada antes do
processamento. Desta forma, a soja, por apresentar alto teor de proteinas (~40%) e

lipideos (~20%), €& suscetivel a decomposicdo em presenca de elevadas

' Departamento de Quimica, Universidade Estadual de Londrina, PR 445, Km 380, Campus
universitario, caixa postal 6001, CEP 86.051-990, Londrina. Fone: (43)3371-4811, Fax:
(43)33714276 .kamizake@uel.br

% Departamento de Ciéncia e Tecnologia deAlimentos, Universidade Estadual de Londrina, PR 445,
Km 380, Campus universitario, caixa postal 6001, CEP 86.051-990, Londrina. fabioy@uel.br

2 Departamento de Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Universidade Estadual de Londrina, PR 445,
Km 380, Campus universitario, caixa postal 6001, CEP 86.051-990, Londrina. sandrah@uel.br
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temperaturas (>30°C) e umidades relativas (>70%). Neste trabalho, foram estudadas
as alteracgdes fisicas nos graos de soja que ocorrem em fungao do envelhecimento
acelerado (30 °C e 84% UR) e natural. Observou-se por meio da microscopia
eletrénica, a modificagdo nas membranas das células palicadicas dos cotilédones,
indicando perda de agua e possiveis rupturas das membranas. A taxa de sorg¢ao de
agua pelos graos durante a hidratagcdo aumentou com o tempo de envelhecimento
acelerado e natural. Também foram observados o escurecimento dos grdos e o
aumento da dureza do grdo cozido. Estas alteragbes implicam na redugdo de
qualidade tanto dos graos como de produtos de soja, em especial, os nao
fermentados, como o extrato aquoso de soja e o tofu. Portanto, para soja destinada
a alimentacdo humana, deve-se ter cuidado especial no transporte, condicbes e

tempo de armazenamento, como forma de assegurar a qualidade do produto final.

1 INTRODUCAO

Entre as leguminosas, a soja (Glycine max) € uma das oleaginosas
mais produzidas mundialmente, em torno de 245 milhdes de toneladas ao ano (1),
sendo os EUA e o Brasil os dois maiores produtores. Grande parte da soja produzida
€ estocada ou transportada de um continente a outro, por meio de navios. A
deterioragdo da soja pode iniciar durante o transporte, uma vez que a temperatura e
a umidade ambientes sao dificeis de serem controladas. Os fatores que afetam as
mudancas fisicas e quimicas dos grdos de soja sdo: a temperatura e umidade
relativa (UR) do ambiente, conteudo de umidade dos gréos, tempo de estocagem,
qualidade do gréo e presenga de materiais estranhos (2).

A umidade relativa do ambiente e o conteudo de agua nos gréaos de
soja sao mais criticos que a temperatura durante o armazenamento (3, 4, 5). Kong et
al. (2008) observaram que para estocagem da soja durante um periodo prolongado,
maior que um ano, a temperatura ideal deveria ser menor que 22°C, UR entre 55 a
60% e o conteudo de umidade inicial do gréo entre 8 a 10%. Hou e Chang (1998)
constataram que graos de soja com maior porcentagem de quebra e fissuras nas
cascas apresentavam maior area suscetivel a reagdes quimicas e
consequentemente deterioravam em menor tempo de estocagem. A presenga de

materiais estranhos (terra, insetos mortos, folhas, gravetos, etc.) juntos a soja,
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também acelera o envelhecimento da mesma, através das reagdes quimicas,
crescimento de fungos, etc.

Os fatores que evidenciam o envelhecimento fisico dos grédos de
leguminosas sdo: mudanga de cor, diminuigdo da densidade (2, 3, 6), alteragdes na
estrutura da casca e do cotilédone (7), aumento de sor¢do de agua durante a
hidratacao (8) e aumento da dureza dos graos cozidos (9) e crus (6).

O escurecimento da casca e dos cotilédones dos graos de soja tem
sido explicado por algumas hipéteses como as reagbes de escurecimento
enzimatico, que pode ser resultado da reacido de oxidagao de substratos fendlicos, e
ou por meio de reagdes de escurecimento ndo enzimatico envolvendo a reacédo de
Maillard (5, 6).

A diminuicdo da densidade dos graos apds o envelhecimento da soja
se deve, provavelmente, as mudangas fisicas, quimicas e fisioldgicas resultando em
perda de agua, oxidacdo dos lipideos, desnaturagdo das proteinas, ruptura das
membranas celulares, diminuigcdo da atividade respiratoria e perda do vigor (6, 10,
11).

A taxa de sorcao de agua (S) durante a hidratagdo dos graos € a
medida da quantidade de agua absorvida por uma quantidade de graos em um
determinado tempo até atingir o equilibrio. A umidade de equilibrio (Xeq) € 0
parametro que indica a quantidade de agua absorvida pelos gréos apds atingir o
equilibrio no tempo tendendo ao infinito (12). Ambos os parametros sao importantes
no processo de hidratagdo, considerando que a maioria das leguminosas deve ser
hidratada para facilitar os processos de moagem, extragdo e ou cozimento. A taxa
de sor¢ao de agua durante hidratagdo de grédos de soja depende do tempo e da
temperatura da agua de hidratacao e da cultivar (12, 13).

O envelhecimento dos graos de soja também pode influenciar a taxa
de sorgao de agua e umidade de equilibrio durante a hidratag&do. Parrish e Leopold
(1978) relataram que a deterioragdo das membranas celulares dos grédos de soja
durante as condigdes adversas de estocagem foi a principal causa da perda de vigor
ou da capacidade de germinacgdo, declinio da atividade respiratéria e perda de
eletrolitos dos grédos para a agua de hidratacdo. Saio et al. (1980) também
constataram perda de solidos durante a hidratacdo de gréos envelhecidos de soja.
Entretanto, na literatura ndo ha estudos sobre a taxa de sorgdo de agua e umidade

de equilibrio pelos graos em fung¢ao do envelhecimento.
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O aumento da dureza dos graos de soja em fungdao do
envelhecimento pode ser semelhante ao fenbmeno que ocorre em leguminosas
como o feijdo (15) e ervilhas (16). Durante o armazenamento sob condi¢cdes
adversas, ocorre o desencadeamento de reacdes de oxidacao e hidrolise de lipideos
com a formacéo de perédxidos e acidos graxos livres que podem promover a ruptura
da membrana celular (17, 18) e diminuicdo do pH e da solubilidade das proteinas do
cotilédone (3).

Em feijdo, o amaciamento dos cotilédones e a gelatinizacéo
incompletos do amido durante o cozimento esta relacionado a reducao na separagao
das células do cotilédone, conforme observado por Carabez-Trejo et al. (1989), por
meio de microscopia eletrénica de varredura (MEV) , em feijdo envelhecido e cozido.
No entanto, ha pouca informacao sobre alteragdes em nivel de estrutura celular em
soja envelhecida. Silva et al. (2008) observaram por meio de MEV alteragdes
anatdmicas na camada hipodérmica da casca de sementes de soja envelhecidas em
temperatura e UR elevadas.

Os fenbmenos e as alteracbes que ocorrem durante o
envelhecimento da soja sdo complexos e existem algumas hipdteses e
controvérsias, desta forma ha necessidade de mais investigacées. Neste trabalho
foram estudadas algumas alteragdes fisicas nos graos de soja em fungédo do
envelhecimento acelerado (30°C e 84% de UR) e envelhecimento natural

(temperatura e UR ambiente), em duas cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

Foram utilizadas duas cultivares de soja (Glycine max), BRS 267 e
Coodetec 214, produzidas na safra de 2008/2009, cujos tamanhos dos gréos foram
classificados como grandes (19,4 g / 100 gréaos) e pequenos (11,7 g / 100 graos),
respectivamente, segundo Yokomizo et al. (2000). A cultivar de soja BRS 267 foi
cultivada no campo experimental da Embrapa Soja (Londrina PR, Brasil, latitude -
23°18°37”, longitude -51°09’46” e altitude 585 metros). A cultivar Coodetec 214 foi

cultivada no Municipio de Nova Fatima, na Regido Norte do Parana (Brasil), latitude -
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24°01°58”, longitude -50°27°28” e altitude 673 metros. Todos os reagentes utilizados

neste estudo foram de grau analitico.

2.2 Armazenamento dos Graos de Soja

Tendo como base os estudos de Hou e Chang, (21, 22, 23), trés
condigbes de armazenamento da soja foram aplicadas: envelhecimento acelerado
(EA): 84% UR e 30°C, envelhecimento natural (EN): temperatura e UR ambiente
(variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR), e controle: 47% UR e -20°C.

Nas condi¢des de EA, a umidade relativa de 84% foi obtida utilizando
caixas de plasticos com tampa contendo uma solugdo saturada de cloreto de
potassio depositada no fundo do recipiente. Amostras de 650 g de soja foram
empacotadas em sacos de tecido (fil) e colocadas sobre um suporte com base de
metal perfurada que separou a amostra da solugédo. As caixas de plastico foram
colocadas em estufas a 30°C (marca FREEZETEC, modelo D1004, Brasil). A
temperatura e a umidade relativa, no interior das caixas de plastico foram
monitoradas através de um termo-higrbmetro (marca INCOTERM, modelo
7663.02.0.00, Brasil). Amostras de 650 g foram retiradas da estufa (em intervalos de
um més durante 9 meses) e armazenadas nas mesmas condigdes do lote controle
até realizacao das analises.

Nas condicbes de EN, as sojas foram embaladas em sacos de
algodao (20 kg) e armazenadas em uma sala sob condicbes nao controladas
(variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR) por 18 meses. Em intervalos
de 3 meses, amostras de 650 g foram embaladas em pacotes de plasticos e
armazenadas nas mesmas condi¢des do lote controle até realizacdo das analises.

O lote controle, considerado tempo zero, foi embalado em pacotes de

plasticos contendo 900 g de soja e armazenado a -20°C e 47% UR.

2.3 Delineamento Experimental

Foram conduzidos quatro experimentos, um para cada cultivar em
cada condicédo de envelhecimento (Coodetec 214-EA, Coodetec 214-EN, BRS 267-
EA e BRS 267-EN), sendo o tempo zero o lote controle. O delineamento

experimental empregado foi inteiramente casualizado com duas repeti¢cdes, onde os
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tratamentos foram os tempos de armazenamento. Todas as analises foram feitas em

duplicata para cada repeticao do experimento.

2.4 Andlises Fisicas

2.4.1 Cor dos graos inteiros e moidos

Os parametros de cor dos graos inteiros e moidos foram medidos em
um colorimetro (marca BYK GARDNER, modelo Color Guide 45/0, Alemanha), com
iluminante CIE-D65 e geometria 45/0. As amostras foram embaladas em sacos
plasticos transparentes e as medidas feitas diretamente sobre a superficie. O
colorimetro forneceu diretamente os parametros L*, a* e b* e calculou-se a

tonalidade cromatica (h°= arctan(b*/a*)).

2.4.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) da casca e do cotilédone

As amostras foram preparadas segundo Kao et al. (2003) com
algumas modificacbes. Graos de sojas foram submetidos ao processo de fixacéo
com solugao de gluteraldeido 3%, paraformaldeido 2% e solugéo tampéo de fosfato
0,1M pH 7,0, durante 24 h a temperatura ambiente. Em seguida, os graos foram
fraturados em nitrogénio liquido. Uma pequena parte do cotilédone e da casca foi
lavada trés vezes por 15 minutos com solu¢ao tampao fosfato 0,1 M pH 7,0 e fixadas
com a solucédo de OsO4 1%, por 1 h a temperatura ambiente. Entdo, as amostras
foram submetidas ao processo de desidratagdo com etanol 70% (duas vezes de 15
minutos), etanol 80% (duas vezes de 15 minutos), etanol 90% (trés vezes de 15
minutos) e etanol 100% (quatro vezes de 10 minutos). Por fim, foram colocadas em
um evaporador a vacuo (CPD 010, Bal-Tec, Alemanha) para sublimar o etanol. As
amostras secas foram fixadas sobre a superficie de um stub de aluminio e em
seguida recobertas com ouro (Sputter Coater modelo SCD 050, Bal-Tec, Alemanha).
A estrutura das amostras foi visualizada por meio da técnica de varredura em

microscopio eletrénico a 20 kV (modelo Quanta 200, FEI, Holanda).
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2.4.3 Cinética de sorcédo de agua

A taxa de sorgdo de agua (S) e a umidade de equilibrio (Xeq) dos
graos de soja no processo de hidratagdo foram determinadas segundo método de
Sun e Breene (1991). Aproximadamente 10 g de soja com casca foram imersas em
50 mL de agua destilada e mantidos a 25°C por 24 horas. Em intervalos de 2 horas,
por um periodo de 10 horas, e apds 24 horas, os graos foram drenados em peneira
durante 30 segundos e entdo pesados. A quantidade de agua absorvida (A) foi
calculada pela diferenca de massa da amostra em cada intervalo de hidratacéo e a
massa inicial. Os valores da taxa de sorcdo de agua (S) e umidade de equilibrio
(Xeq) foram determinados através do modelo apresentado na equagéo 1, usando o

programa Statistica 7.0 (Statsoft, 2004), médulo estimativa n&o linear:

S x Xy X1
= 1+txS (Equacao 1)

Onde: A = quantidade de agua absorvida (g agua absorvida/100 g soja)

S = taxa de sor¢ao de agua (g agua absorvida/ 100 g soja x h)
Xeq = umidade de equilibrio (g agua absorvida/ 100 g soja x h)

t = tempo de hidratacdo (h)

2.4.4 Dureza dos graos cozidos

A dureza dos graos cozidos foi determinada em texturébmetro
(TA.XT2i, Stable Micro Systems, Inglaterra), segundo o método de Liu et al. (1992).
Foram hidratados 15 g de grdos em agua destilada na proporgao 1:5 (m/v), durante
quatro horas a temperatura ambiente. Os graos foram drenados, acondicionados em
saquinhos de tecido (tunil) e cozidos em agua pré-aquecida a 100°C na proporgao
de 1:20 (grao:agua, m/v) por 90 minutos. Em seguida, os graos foram resfriados em
banho de gelo até atingir a temperatura ambiente. Trinta grdos cozidos,
selecionados ao acaso, de cada tratamento foram comprimidos em dois ciclos de

compressao, até 60% da altura inicial usando um sensor cilindrico de 25 mm de
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diametro (P 25) e velocidade constante de 2,0 mm/s. Os resultados de dureza foram

expressos em Newton (N).

2.4.5 Analises estatisticas

Os dados foram submetidos a Analise de Variancia, teste de

comparacao de média de Tukey utilizando-se o programa Statistica 7.0 (25).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cor do Gréao Inteiro e Moido

Para as duas condi¢cdes de armazenamento e as duas cultivares
observou-se diminuigao (p < 0,05) dos valores de L* (luminosidade) e h° (tonalidade
cromatica) dos gréos inteiros e moidos, sendo que a diminuigdo de h° foi mais
pronunciada no grdo moido do que no inteiro (Tabelas 1 e 2). A diminui¢do de L* e
h° indica escurecimento e mudanca da tonalidade amarela para vermelha em funcao
das condicdes de envelhecimento, respectivamente. Kong et al. (2008) observaram
0 mesmo comportamento de alteragdo de cor em gréos de soja armazenadas em
diferentes condi¢cdées. Hou e Chang (2004c) sugeriram que o parametro de cor do
grao da soja pode ser usado para indicar a qualidade da soja, durante a estocagem,

para a producao de tofu. A mudanga de cor durante a estocagem da soja pode
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Armazenamento Tempo Coodetec 214 BRS 267
Condigdes (més) L* h° L* h°
C 0 53,99+1,1 71,7°+19 511°+0,6 70,6°+23
1 53,3+0,4 70,6®°+13 50,1°+05 71,3%+24
2 51,7°+0,5 68,9 +24 495°+07 69,22+20
3 50,5°+0,6 69,5°+20 493°+05 70,4°+20
4 50,4°+05 70,0*+23 492+06 69,7°+1,9
EA 5  496%+05 685°+14 4819°:+06 68,6°23
6 492°+0,5 692°°+18 479+05 683°+24
7 492°+0,6 693°+19 466°+09 69,7°+1,9
8 4717+05 699%+23 455'+04 705%°+3,3
9 46,19+0,7 68,8°+33 445°+04 69,9°+3,1
C 0 53,9+1,1 717°+19 51,1°+0,6 70,6°+23
3 53,22+0,7 71,0°+21 50,3°+0,4 70,4%+2,1
6 52,0°+0,6 694®+23 493°+0,2 68,9°+19
EN 9  508%+08 686°+24 475'%05 684"+23
12 494°+05 69,1°+20 46,3°+05 685®+29
18 492°+04 68,6°+2,0 47,17+08 62,2°+25

Valores médios de duas determinagées em cada repeti¢ao * desvio padrao

Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada experimento de envelhecimento
diferem significantemente (p < 0,05)

L* (luminosidade): 0 = preto, 100 = branco

h° (tonalidade cromatica): arctan(b*/a*), 0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde puro,

270° = azul puro

C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR

EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR

EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagcdo no periodo = 17,3 a24,5°C e
59 a 93% UR)
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Tabela 2 - Pardmetros de cor dos graos moidos das cultivares de soja Coodetec

Armazenamento Tempo Coodetec 214 BRS 267
Condicoes (més) L* h® L* h°
C 0 82,5°+0,8 838%°+05 83,0°+04 835°+0,5
1 82,5°+09 832°+06 83,2°+04 837°%05
2 81,8 +05 821°+07 83,0°+06 835°+0,7
3 81,7+ 0,5 822°+07 821°+06 82,6°+04
4 81,5°+08 824°+05 820°+05 82,1°+05
EA 5  80,6°:0,7 81,39+0,6 81,0°:04 81,6°%06
6 79,5°+06 806%+06 81,3°+05 812°+04
7 79,.99+05 80,6°+07 794°+0,8 79,7°+0,6
8 76,4°+08 77,9°+05 76,7°+06 77,17+05
9 752'+0,3 750'+06 756'+05 759°+0,6
C 0 82,5°+08 83,8°+05 83,0°+04 835°+05
3 82,3%+05 838°+05 829°+10 834°+0,8
6 81,7°+0,5 82,3°+05 826%+04 829%+0,5
EN 9  818™+06 825°+03 821°+08 825°+08
12 81,3°+0,4 81,9°°+0,5 820°+05 822°+0,5
18 79,6°+06 81,79+04 815°+04 82,0°+0,6

Valores médios de duas determinagées em cada repeti¢ao * desvio padrao

Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada experimento de envelhecimento
diferem significantemente (p < 0,05)

L* (luminosidade): 0 = preto, 100 = branco

h° (tonalidade cromatica): arctan(b*/a*), 0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde puro,
270° = azul puro

C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR

EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR

EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagcdo no periodo = 17,3 a24,5°C e
59 a 93% UR)

ser atribuida as reagdes ndo enzimaticas, como a reacéo de Maillard (5). No entanto,
o fator principal que pode promover o escurecimento dos grédos durante o
armazenamento € a polimerizacido acelerada de compostos fendlicos de baixa
massa molecular (taninos soluveis) para taninos condensados e de elevada massa

molecular (26).
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3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) da Casca do Grdo e do
Cotilédone

Por meio da MEV nao foi possivel observar alteragdes na casca dos
graos, em fungcdo das condigdes de envelhecimento (EA e EN), para ambas as
cultivares (Figuras 1 A, B, C, D, E, F), ao contrario de Silva et al. (2008), que
observaram a diminuicdo da espessura das camadas das células paligadicas,
hipodérmicas e parenquimatica das cascas de graos de soja envelhecidos a 42°C e
100% UR nos periodos de 48, 72 e 96 horas, sugerindo um colapso das células que
compde estas camadas. Nao foram encontrados outros estudos sobre alteracédo da
microestrutura de gréos de soja durante o armazenamento.

Em feijdo, segundo a revisdo de Reys-Moreno e Paredes-Lopez
(1993) a maioria dos estudos sobre o envelhecimento demonstrou maiores
alteragdes no cotilédone do que na casca do grao. Entretanto, Carabez-Trejo et al.
(1989) observaram compactagéo das células palicadicas e mesofilicas da casca de
duas variedades de feijdo estocadas durante 120 dias a 35°C e 76% UR e
relacionaram a alteragdes ou perda da integridade das membranas celulares.

No presente estudo foi possivel verificar mudancgas na superficie das
células palicadicas dos cotilédones. As células da soja controle apresentaram a
superficie lisa (Figura 2 A e D), enquanto que as células das sojas armazenadas nas
condicdes de EA por 9 meses e EN por 18 meses mostraram a superficie murcha e
rugosa (Figuras 4 B, C, E e F). Essas alteragcbes fisicas na superficie das células
palicadicas do cotilédone podem ser consequéncia da perda de agua devido as

alteragdes quimicas nas moléculas de lipideos e proteinas em grédos armazenados



Figura 1 - Micrografias das células palicadicas dos cotilédones de gréos de soja:
A= Coodetec 214 (C); B = Coodetec 214 (EA); C = Coodetec 214
(EN); D = BRS 267 (C); E = BRS 267 (EA); F = BRS 267 (EN). C =
armazenamento Controle: -20 °C e 47% UR; EA = envelhecimento
acelerado: 30 °C e 84% UR, 9 meses; EN = envelhecimento natural:

temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e
59 a 93% UR), 18 meses)
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Figura 2 - Micrografias das células palicadicas da casca de graos de soja. A =
Coodetec 214 (C); B = Coodetec 214 (EA); C = Coodetec 214 (EN);
D = BRS 267 (C); E = BRS 267 (EA); F = BRS 267 (EN). C =
armazenamento Controle: -20 °C e 47% UR; EA = envelhecimento
acelerado: 30 °C e 84% UR, 9 meses; EN = envelhecimento natural:
temperatura e UR ambiente (variagado no periodo = 17,3 a 24,5 °C e
59 a 93% UR), 18 meses)

0.0pm

em temperatura e UR elevadas conforme observado por alguns pesquisadores (6,

14, 21, 22, 23). A hipétese do mecanismo de murchamento da superficie das células
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palicadicas do cotilédone de sojas envelhecidas pode estar relacionada com as
reacOes de hidrolise e oxidagao de lipideos, aumento de acidez e subsequente
ruptura das membranas celulares, resultando em uma superficie mais permeavel a

perda de agua e eletrdlitos (10, 18).
3.3 Cinética de Sorc¢do de Agua

O modelo (Equagao 1) empregado para o calculo da taxa de sorgao
de agua (S) e umidade de equilibrio (Xeq) representou de forma adequada a cinética
de sor¢ao de agua dos graos de soja, sendo que os valores dos coeficientes de
determinacdo (R?) variaram de 0,94 a 0,98. O comportamento de S e de Xeq foram
semelhantes para as condigdes de EA e EN, para ambas cultivares (Figuras 3 A, B,
C, D).

Os valores de S e X¢q dos graos das cultivares Coodetec 214 e BRS
267 dos diferentes tempos de EA e EN estdo apresentados na Tabela 3. A partir do
segundo més de EA, para ambas cultivares de soja, verificou-se aumento de S. Aos
nove meses de EA observou-se que os valores de S foram aproximadamente quatro
e trés vezes superiores aos valores dos controles para as cultivares de soja
Coodetec 214 e BRS 267, respectivamente. Os graos da condicdo de EN, também
apresentaram aumento dos valores de S de aproximadamente trés e duas

vezes em relacdo aos controles para as cultivares Coodetec 214 e BRS 267,
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Figura 3 - Cinética de sor¢ao de agua durante a hidratacdo dos graos de soja
armazenados em diferentes condigbes. A = Coodetec 214 (EA); B =
Coodetec 214 (EN); C = BRS 267 (EA); D = BRS 267 (EN). EA =
envelhecimento acelerado: 30 °C, 84% UR, 9 meses; EN
envelhecimento natural (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a
93% UR), 18 meses); C = armazenamento Controle: -20 °C, 47% UR)
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respectivamente. Este fendbmeno provavelmente se deve a alteragbes fisicas da
membrana das células palicadicas do cotilédone, que apds o envelhecimento
apresentou superficie rugosa e murcha (Figura 1). Abu-Ghannam e McKenna (1997)

observaram aumento da taxa de sor¢do de agua pelos graos de feijao vermelho
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apo6s branqueamento durante um minuto e meio em agua a 100°C, sugerindo que
esta ocorréncia se deve a alteragdo da plasticidade das cascas dos graos.
Semelhantemente, deve ter ocorrido o mesmo fenémeno nas cascas das amostras
de soja submetida ao envelhecimento acelerado (30°C e 84% UR), apesar de n&o
ter sido possivel observar alteragcdo em nivel microscépico (Figura 2).

Verificou-se diminuicdo dos valores de X¢q para as sojas estocadas
apos 5 meses sob o EA, para ambas cultivares (Tabela 3). Esta ocorréncia pode
estar relacionada com a deterioracdo das membranas celulares e exsudagao de
agua e de eletrdlitos (8, 10, 18, 19, 30), e alteragdo da capacidade de retencéo de
agua pelas proteinas e carboidratos das sojas envelhecidas (6, 31). Hou e Chang
(2004a e 2004b) verificaram mudangas na estrutura das proteinas das fragdes
protéicas 11S e 7S, como a diminuicdo da hidrofobicidade de superficie e aumento
das pontes dissulfeto intramoleculares, mas sem alteracdo das massas moleculares,
de sojas estocadas apdés 3 e 6 meses, respectivamente, a 84% UR e 30°C,
indicando que as moléculas estavam mais agregadas ou contraidas. Com as
moléculas mais agregadas, haveria menor disponibilidade de sitios para ligar a agua
e dificultaria a sua retengdo. A diminuicdo dos valores de X.q também pode ser
causada pela perda de eletrdlitos e de outros componentes dos graos, como
proteinas e acgucares livres, que € uma consequéncia da perda da integridade de
membranas celulares em func&o das condigbes adversas de estocagem (10, 14, 30).
Dessa forma, o tempo para hidratagdo dos gréos envelhecidos pode ser menor do

que para os graos de soja novos.
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Tabela 3 - Taxa de sorgédo de agua (S) e umidade de equilibrio (Xeq) de soja das
cultivares Coodetec 214 e BRS 267 durante a hidratacdo dos graos
em funcado das condi¢cbes de armazenamento

Armazenamento Tempo Coodetec 214 BRS 267
Condicoes (més) S Xeq S Xeq
C 0 5,4 150,4 5,0 155,4
1 53 156,8 4,6 157,6
2 6,6 157,4 6,4 150,3
3 8,7 152,1 7,3 145,6
4 9,9 149,0 7,4 145,4
EA 5 13,3 143,8 9,0 137,4
6 13,6 141,0 10,7 136,2
7 15,5 141,1 11,5 133,6
8 18,4 138,6 13,0 133,3
9 19,3 137,8 15,3 130,2
C 0 5,4 150,4 5,0 155,4
3 6,1 148,8 5,7 153,6
EN 6 5,9 152,6 6,7 148,0
9 7,9 157,1 9,4 140,2
12 9,1 155,7 9,7 145,9
18 13,1 145,7 10,4 146,9

S = taxa de sorgdo de agua (g agua / 100 g de gréo de soja/ h)

Xeq = umidade de equilibrio (g 4gua / 100 g de gréo de soja / h)

C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR

EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR

EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3a24,5°C e
59 a 93% UR)

A cultivar de soja Coodetec 214 apresentou maior taxa de hidratacdo que a
cultivar BRS 267 durante o EA, por apresentar grdos menores, tendo assim maior

area superficial de contado com a agua durante a hidratagéo.
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3.4 Dureza dos Graos Cozidos
Os valores de dureza dos graos cozidos das cultivares de soja
Coodetec 214 e BRS 267 em fungao das condigdes de EA e EN estdo apresentados

na Tabela 4.

Tabela 4 - Dureza dos graos cozidos das cultivares de soja Coodetec 214 e BRS
267 armazenadas em diferentes condi¢des

Armazenamento  Tempo Dureza do gréo cozido (N)

Condicoes (més) Coodetec 214 BRS 267
C 0 14,59 + 4,0 12,9" + 3,3
1 16,89 + 5,4 14,3+ 4,0
2 19,2+ 5.8 16,61 + 4,7
3 20,7° £ 6,6 18,2+ 6,8
4 24,4°+ 8 4 18,9 + 4,9
EA 5 28,3°+ 8,9 21,70+ 7,1
6 31,3+ 11,6 22,6% + 7.1
7 32,7° + 10,1 25,7°+9,0
8 36,9+ 11,0 30,7° + 14,0
9 40,0 +9,9 36,8% + 16,5
C 0 14,59+ 4,0 12,99+ 3.3
3 18,0° + 6,3 14,8°+ 3,3
6 17,9°+ 6,2 15,6 + 3,6
EN 9 19,7158 17,4°+ 45
12 21,7°+ 6,9 18,5+ 5,2
18 26,82 +5,3 22,4+ 39

Valores médios de quatro determinagdes cada * desvio padrao

Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada experimento de envelhecimento
diferem significantemente (p < 0,05)

C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR

EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR

EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagcdo no periodo = 17,3a24,5°C e
59 a 93% UR)

As duas cultivares apresentaram aumento da dureza (p < 0,05) em
funcdo do tempo de armazenamento. A Coodetec 214 apresentou maior dureza em
relacdo a BRS 267, para todos os tempos de EA e EN. Narayan et al. (1988a)
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observaram aumento na dureza dos graos crus de soja armazenados nas condi¢coes
ambiente de temperatura e umidade durante 1, 2, 3 e 9 anos.

N&o foram encontrados estudos sobre a dureza dos gréos cozidos de
soja em funcdo do tempo e condigdes de armazenamento. O paradmetro de dureza
do grao cozido em fungédo do envelhecimento do gréo tem sido estudado com mais
freqiéncia em outras leguminosas como o feijao (15, 28) e ervilhas (16) por serem
consumidas com maior frequéncia nesta forma. Entretanto, o mecanismo de
endurecimento de gréo de outras leguminosas deve ser diferente do gréo de soja
por este apresentar elevado teor de proteinas e lipideos.

Com base no trabalho de outras leguminosas, o aumento da dureza
do grao de soja cozido em fungdo das condigbes e tempo de armazenamento pode
ser devido as possiveis alteragdes quimicas nos principais componentes: lipideos
(20%) e proteinas (40%). Como hipdtese, a sequéncia de eventos do endurecimento
dos graos de soja cozidos pode iniciar-se durante o armazenamento, com a
oxidagao dos lipideos e subsequente formagao de peroxidos, acidos graxos livres,
diminuicdo do pH, ruptura da membrana celular e perda de agua, e desnaturagéo
das principais fragdes protéicas 11S e 7S. O endurecimento do grao também pode
estar associado a polimerizacdo de compostos fendlicos (acidos fendlicos e
flavondides) em polimeros fendlicos (taninos e ligninas) de alta massa molecular
contendo numero suficiente de grupamentos hidroxilicos fendlicos para a formagéao
de ligagdes cruzadas estaveis com proteinas e carboidratos como ocorre em feijdes.
As alteragdes que ocorrem durante o envelhecimento manifestam-se no cozimento e
0s graos nao atingem o amaciamento. As proteinas desnaturadas se agregam, isto
€, coagulam formando uma barreira fisica que impede a entrada de quantidade de
agua suficiente para separacao celular e restringe a decomposi¢ao e solubilizagéao
da pectina da parede celular durante o cozimento.

As alteracdes fisicas nos grdos de soja envelhecidos podem ser
consequéncias de alteragdes fisioldgicas (diminuicdo da atividade respiratéria e da
capacidade de germinagdo) e quimicas, que uma vez iniciada durante o
armazenamento, torna-se irreversiveis. Os mecanismos dessas alteracbes ainda
necessitam de mais estudos para a compreensao deste fenbmeno complexo e para
encontrar formas de evitar perdas e danos na qualidade dos graos durante o

armazenamento e contribuir para economia de industrias de produtos de soja.
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5.2 ARTIGO CIENTIFICO 2

PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DE COMPONENTES DE SOJA
ENVELHECIDA

Neide Kiyoko Kondo Kamizake'; Geni da Silva Varéa?; Sandra Helena Prudencio®

Periddico a ser submetido: Journal of Food and Precessing and Preservation

Resumo

Duas cultivares de soja (Coodetec 214 e BRS 267) estocadas em trés condigoes,
envelhecimento acelerado (EA: 30 °C, 84% de UR, até nove meses),
envelhecimento natural (EN: temperatura e UR ambiente, 18 meses) e controle (C: -
20 °C e 47% UR) foram avaliadas quanto a influencia do envelhecimento nas
propriedades fisico-quimicas de alguns componentes. Verificou-se que o teor de
fitatos nao variou, compostos fendlicos e acidez aumentaram, lipideos, pH,
capacidade de absorg¢ao de agua e a solubilidade das proteinas diminuiram ao longo
do periodo de estocagem EA e EN. O padréo eletroforético das proteinas variou
somente para a condicdo EA a partir de 8 meses.

Palavras-chave: Proteinas. pH. Acidez titulavel. Fitatos. Fendlicos. Eletroforese.

1 INTRODUCAO

A soja como os demais graos podem sofrem mudangas quimicas e
fisicas quando armazenadas por longo periodo em temperatura e umidade relativa
(UR) elevadas, semelhantes ao clima de paises tropicais com temperatura média
anual de 27 °C e 80% de UR (Kong et al., 2008). As mudangas quimicas que
ocorrem na soja durante a estocagem adversa podem ser evidenciadas pela
variagao qualitativa e quantitativa das proteinas, lipideos, agucares, compostos
fendlicos, fésforo fitico e minerais (Thomas et al., 1989; Murphy et al., 1997; Hou e
Chang, 1998; 2004a; 2004b; 2004c; Kong et al., 2008).
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Os primeiros sinais de deterioragdo em graos estao relacionados com
a alteracdo ou perda da integridade das membranas celulares dos tecidos devido ao
aumento da atividade das enzimas alcool desidrogenase (sistema respiratorio) e
fosfatase acida e estearase (hidrolise de lipideos). A fosfatase acida participa de
reacdes de hidrélise de ésteres e pode provocar a peroxidacido dos fosfolipideos de
membranas facilitando a perda de sua integridade e da compartimentalizacdo de
constituintes celulares e subsequentemente desencadeia reacbdes de hidrdlise e
oxidagao dos triacilgliceréis e acidos graxos insaturados, respectivamente (Santos et
al., 2005). Os produtos de deterioragao dos lipideos podem causar a diminuicdo de
pH em graos de soja e promover desnaturagao das proteinas de soja (Thomas et al.
1989). Hou e Chang (2004a e 2004b) verificaram alteragbes moleculares na
estrutura da glicinina e B-conglicinina purificadas de sojas armazenadas apos 3 e 6
meses, respectivamente, em condigdes adversas (30 °C e 84% UR).

Hou e Chang (2004c) observaram uma diminuicdo de 44% de
agucares livres totais em sojas armazenadas apds 9 meses sob 30°C e 84% de UR
e sugeriram que estes podem ser metabolizados nos grdos para superar as
condigbes de stress durante a estocagem. Locher e Bucheli (1998) relataram
resultados semelhantes e sugeriram que a degradacao de agucares soluveis, em
especial os oligossacarideos, ocorre em soja estocada em condigdes tropicais
simuladas (30 °C e 82% UR). Os acucares redutores podem participar de
glicolizagdo ndo enzimaticas da reagao de Maillard com residuos de aminoacidos,
contribuindo para o escurecimento da soja durante a estocagem (Hou e Chang,
1998). Outro possivel mecanismo de escurecimento dos grédos € a polimerizagao
acelerada de compostos fendlicos para polifendis de alta massa molecular
(Nozzolillo e Bezada, 1984).

Hou & Chang (2003) observaram um decréscimo do conteudo de
fitato em soja armazenada por 9 meses a 30°C e 84% UR, porém para sojas
estocadas em condi¢cbes amena (20 °C e 57% UR), a frio (4 °C) e ambiente por 18
meses nao houve alteragao significativa. Na soja como matéria prima, o conteudo de
fitato € importante, pois influencia nas caracteristicas de textura do tofu (Hou e
Chang, 2003, Ishiguro et al., 2008).

O envelhecimento dos graos de soja também pode reduzir a
capacidade de absorcao e retencédo de agua e prejudicar a qualidade e aceitagao de

seus produtos, em especial os nao fermentados (Narayan et al., 1988a, Hou e
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Chang 2004a, 2004b). O objetivo deste estudo foi determinar as alteragdes fisico-
quimicas dos componentes das cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267

envelhecidas em condigdes acelerada e natural.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As cultivares de soja utilizadas neste estudo foram a BRS 267 e
Coodetec 214 da safra de 2009 e cultivadas no campo experimental da Embrapa —
Soja — Londrina, PR, Brasil (latitude -23°18’37”, longitude -51°09’46” e altitude 585
metros) e no Municipio de Nova Fatima, na Regido Norte do Parana, Brasil (latitude -
24°01°58”, longitude -50°27°28” e altitude 673 metros), respectivamente. Todos os

reagentes utilizados foram de grau analitico.

2.2 Condicdes de armazenamento da soja

Trés condicbes de armazenamento foram aplicadas: envelhecimento
acelerado (EA): 30 °C e 84% UR durante 9 meses, envelhecimento natural (EN):
trmperatura e UR ambiente durante 18 meses (variagao no periodo = 17,3 a 24,5 °C
e 59 a 93% UR) e controle (C): -20 °C e 47% UR (Hou e Chang, 2004a, 2004b,
2004c, Kamizake et al. 2012). As amostras armazenadas sob EA e EN foram
retiradas em intervalos de um més e de trés meses, respectivamente, e entao
armazenadas nas mesmas condicdoes das amostras controle até realizagdo das

analises. Para as analises, os graos foram triturados em moinho (IKA, A11).

2.3 Analises de Composicao Centesimal e de Minerais

Os teores de sodlidos totais, proteinas, lipideos, umidade, cinza e
minerais (Ca, Mg e P) foram determinados pelos métodos padrdes da AOAC (1995).
O teor total de proteinas foi determinado pelo método de Kjeldahl usando o fator de
conversao 6,25. O teor de carboidratos foi determinado por diferenca. Os resultados

da composigao centesimal foram expressos em gramas por 100 g de amostra. Os
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teores de minerais foram expressos em gramas por 100 g de amostra nos graos e

miligramas por gramas de amostras nos extratos de soja e tofus.

2.4 Teor de Fosforo Fitico

O teor de fésforo fitico foi determinado pelo método de Thompson e
Erdman (1982). Adicionaram-se 50 mL de uma solugédo de TCA 3% + NaxSO4 a 10%
a um grama de amostra sob agitacdo mecanica por 2 horas a 100 rpm em Shaker
(Marconi, MA 140 CFT) e em seguida, procedeu-se a filtragcdo em papel de filtro
qualitativo. Transferiram-se 10 mL do filtrado para um tubo com 10 mL de agua e 12
mL de solucao de FeCl; que foram aquecidos em banho-maria por 90 minutos a 70
°C e entao resfriados e centrifugados a 4500 x g por 15 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o residuo lavado trés vezes com a solugao de HCI 0,6% + Na;SO4 a
2,5% e solubilizado em 7,0 mL de solugao digestora (HNO3 + HCIO4 4:1). Apds a
digestéo, foi feita a diluigdo para 100 mL com agua deionizada e a absorbancia foi
lida em espectrofotdmetro (Biochrom, Libra S22) em comprimento de onda de 820
nm (Chen et al., 1956). O teor de fosforo fitico foi expresso em gramas de fésforo

fitico por 100 g de amostra.

2.5 Teor de Compostos Fendlicos Totais (CFT)

Os compostos fendlicos totais foram extraidos com solugao de etanol
80% (Pinto, 2001) e o teor determinado através da reagdo com Folin-Ciocalteau,
conforme descrito por Swain e Hillis (1959), com algumas modifica¢des. Aliquotas de
0,5 mL do extrato de fendis devidamente diluidas foram misturadas a 2,5 mL de
solugao aquosa de Folin-Ciocalteu 10% e 2,0 mL de solugao de carbonato de s6dio
a 7,5% e entdo mantidos por 5 minutos em banho-maria a 50 °C. Apoés resfriamento
a temperatura ambiente, a absorvancia foi lida a 760 nm. O resultado foi expresso

em gramas de fendlicos totais por 100g de amostra.
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2.6 Medidas de pH e Acidez Titulavel

O pH foi medido em um potencidmetro (Hanna, HI 223). A acidez
titulavel foi determinada segundo o método de Martin-Cabrejas et al. (1997). A
acidez por titulagao foi expressa como gramas de acido acético por quilogramas de

farinha.

2.7 Solubilidade das Proteinas em Agua e em Diferentes pHs

A um grama de amostra adicionaram-se 50 mL de agua deionizada
(PH = 6,5) sob agitacdo mecénica em haste agitadora (Marconi, MA 102), em
velocidade de 12000 rpm por dois minutos. A mistura foi centrifugada (Bioeng, BE
6000) a 3700 x g por 25 minutos e determinou-se o teor de proteina soluvel no
sobrenadante pelo método de Kjeldahl. Para medida de solubilidade em diferentes
pHs, as proteinas foram solubilizadas em 50 mL de solugdes de pH 2, 3, 4, 5,6, 7,8,
9, 10, 11 e 12, ajustados com solugdes de HCI ou NaOH 1M. Os resultados foram
expressos em gramas de proteinas soluveis por 100 gramas de proteinas totais na

amostra.

2.8 Capacidade de Absorcéo e de Retencéo de Agua

A capacidade de absorgao e retencado de agua foi medida segundo o
método descrito por Okezie e Bello (1988). Suspensbes com um grama de amostra
e 50,0 mL de agua deionizada (pH 6,5) foram preparadas em tubos de centrifuga,
agitadas em agitador de tubos por 1 minuto e centrifugadas a 3700 x g por 20
minutos (Bioeng, BE 6000). A seguir, o sobrenadante foi desprezado e a quantidade
de agua absorvida foi obtida pela diferenga entre a massa da amostra antes e apos
a absorgdo de agua. A capacidade de absorgédo e retencdo de agua foi expressa

como gramas de agua por 100g de amostra.

2.9 Eletroforese (SDS-PAGE)

As proteinas da soja foram extraidas segundo Carrdo-Panizzi et al.

(2008). O conteudo de proteinas no sobrenadante foi quantificado pelo método de
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Bradford (Bradford, 1976). O método de eletroforese utilizado foi o de Laemli (1970)
com algumas modificagdes. As amostras de proteinas foram dissociadas em tampéao
tris-glicina 0,075M, pH 6,8, glicerol 45% (v/v), SDS 2% (m/v), azul de bromofenol

0,015% (m/v) e B-mercaptoetanol 0,025% (v/v). Aliquotas de 30 pg de proteina

foram aplicadas em gel (12 x 8 x 0,15 cm) de poliacrilamida com gradiente de
concentragéo variando de 8 a 16 %. O gel de separacgao foi preparado utilizando o
tampao tris-base 3,78 M, pH 8,9. A separacao foi conduzida, aplicando 80 V durante
0,5 hora e 150 V durante 3 horas. O tamp&o de corrida usado para a separagao foi
Tris-HCI 0,52 M, glicina 0,53 M e SDS 1%, pH 8,9. As bandas protéicas foram
reveladas com solugdo de corante Coomassie Blue R-250 em metanol e agua. A

massa molecular das proteinas padrdes utilizadas variou de 6 a 180 kDa.

2.10 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Foram conduzidos quatro experimentos, um para cada cultivar em
cada condicado de envelhecimento (Coodetec 214-EA, Coodetec 214-EN, BRS 267-
EA e BRS 267-EN), sendo o tempo zero a condi¢do controle, conforme
delineamento inteiramente casualizado com duas repeticdes, onde os tratamentos
foram os tempos de armazenamento. Todas as analises foram feitas em duplicata
em cada repeticdo do experimento. Os dados foram tratados por ANOVA e teste de
comparagao de médias de Tukey (p < 0,05) utilizando-se o programa Statistica 7.0
(Statsoft, 2004).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Composicdo Quimica

A composi¢cdo quimica das cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267
armazenadas (condi¢des controle e de EA e EN) estdo apresentados nas tabelas 1
e 2, respectivamente. Verificaram-se pequenas alteragdes na composi¢ao
centesimal e teores de minerais durante o armazenamento de ambas cultivares. O
conteudo de umidade da soja Coodetec 214 aumentou (p < 0,05) de 8,95 para

9,51% ao final de 9 meses de estocagem EA e de 8,95 para 9,36% nos primeiros 12
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meses de condicdo EN e permaneceu estavel até 18 meses, isso indica que a
adsorgao de agua pelos graos equilibrou apds 12 meses. A umidade absorvida pelos
graos pode ser resultado da alta umidade nos ambientes de estocagem (EA = 84% e
EN = variacdo de 59 a 93% UR). Esses resultados estdo consistentes com as
observagdes de Hou e Chang (2004c). A soja BRS 267 nao apresentou variagao de
umidade. O teor dos demais constituintes esta apresentado em base seca. As
proteinas nao variaram em fungcédo do tempo nas condi¢des de EA e EN para cultivar
BRS 267, mas houve variagdes (p < 0,05) para Coodetec 214. Houve reducdo de
lipideos (p < 0,05), para ambas cultivares na condi¢ao de EA, que provavelmente se
degradaram ao longo da estocagem. Pelo contrario, Hou e Chang (2004c)
observaram aumento de 17,18 para 20,36% ao longo de 9 meses de estocagem de
soja em condi¢des adversas (30 °C e 86% UR), mas indicaram que a razédo deste
aumento € desconhecida. Nas condigdes de EN, ndo houve variacdo dos lipideos
para ambas cultivares de soja, o mesmo comportamento foi observado por Hou e
Chang (2004c) nas condi¢cdes de armazenamento a frio (4 °C e 86% UR) e amena
(20 °C e 57% UR) por 18 meses.

O teor de carboidratos nao variou nas condi¢gdes de EN, para ambas
cultivares. Entretanto para condigdo de EA, constatou-se aumento (p < 0,05) para
cultivar BRS 267, enquanto que para a Coodetec 214 n&o houve variagéo. Os teores
de cinzas e dos minerais Ca, Mg e P em ambas cultivares e condi¢gdes de
armazenamento ndo variaram. Observou-se que o teor de cinzas e P da cultivar de
soja BRS 267 foi aproximadamente de 20% e 40% maior que da cultivar Coodetec

214, respectivamente.



Tabela 1 - Composi¢cao quimica da soja Coodetec 214 envelhecida

Armazenamento  Tempo Umidade Proteinas Lipideos Carboidratos Cinzas Minerais (%)
Condigbes (més) (%) (%) (%) (%) (%) Ca Mg P
C 0 8,95°+019 435°+0,2 252°+0,9 26,5°+09 4,80°+0,09 0,36°+0,03 0,24°+0,01 0,44 +0,03
EA 1 8,42°+0,20 437 +0,6 228°+16 287 +10 481°+0,06 0,35°+0,01 0,25°+0,02 0,44® 0,03
2 8,50°"+0,29 432°+0,3 232°+0,5 28,8°+06 4,79°+0,10 0,35°+0,01 0,22°+0,00 0,43% +0,01
3 8,49°7+0,18 435 +0,3 23,9°+09 27,8°+09 480°+0,06 0,34°+0,02 0,22°+0,01 0,42°+0,03
4 8,16+ 0,14 436™+0,3 239°+0,7 27,7%°+06 4,82°+0,08 0,34°+0,03 0,25°+0,05 0,42°+0,02
5 8,61°°7+0,04 44,0°+05 24,6®+05  265°+10 4,94°+0,04 0,36°+0,03 0,23%+0,02 0,44%+0,05
6 8,96°+0,12 43,6°+0,3 24,9°+07 259°+0,4  476°+0,11 0,36°+0,03 0,22°+0,02 0,43% 0,02
7 8,62°°+0,08 43,9™+0,8 23,7°+05 27,6™°+04 4,80°+0,13 0,35°+0,04 0,22°+0,01 0,43°+0,04
8 8,76°+0,32 444°+0,2 231®+0,7 275+04 4,74°+0,02 0,32°+0,02 0,22°+0,03 0,43°°+0,04
9 951°+0,39 446°+03 228°+10  27,8™°+0,7 4,73°+0,03 0,38°+0,03 0,23+0,02 0,47°+ 0,01
C 0 8,95°+0,19 4355°+0,2 252°+0,9 26,5°+0,9  4,80°+0,09 0,36™+0,03 0,24°+0,01 0,44°+0,03
EN 3 9,14®+0,03 43,7°+0,2 242®+07 274°+0,8 4,80%°+ 0,05 0,35®+0,03 0,22°+0,02 0,46°+ 0,04
6 9,01°+0,04 435°+02 23,9%°+0,3 27,8°+0,4  484°+0,01 0,34°+0,02 0,25°+0,02 0,44°+ 0,01
9 8,33°+0,28 438°+04 234°+04 28,0°+0,6  4,80°+0,03 0,36™+0,03 0,23°+0,02 0,43°+0,05
12 9,36°+0,24 443®+0,7 235°+1,0 274°+15  482°+0,02 0,40°+0,04 0,23°+0,01 0,46°+0,03
18 912%°+0,31 447°+03 238™+05 285°+0,9 4,81°+0,01 040%°+0,02 0,24°+0,01 0,45°+0,02

Os valores de proteinas, lipideos, carboidratos, cinzas e minerais estdo em base seca

Valores médios de duas determinagdes em cada repeticdo + desvio padrao

Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem significantemente (p < 0,05)
C= Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR
EA= Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR
EN= Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
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Armazenamento Tempo Umidade Proteinas Lipideos Carboidratos Cinzas Minerais (%)
Condigoes (més) (%) (%) (%) (%) (%) Ca Mg P

Controle 0 9,15+ 0,10 452°+02 239°+0,9 250°+10 566°+0,05 0,40°+0,03 0,23°+0,02 0,65+ 0,04
EA 1 8,93°+0,12 454°+03 23,7®+11 250+11 577°+003 0,40°+0,03 0,22°+0,01 0,67°+0,06

2 8,84°+0,19 448°+12 241°+08 253"+15 581 +0,05 0,39°+0,03 0,23°+0,01 0,67°+0,02

3 8,94+ 045 452°+0,3 233*°+06 258%+09 576°°+0,04 041°+£0,04 0,23°+0,01 0,67°+0,02

4 9,02°+0,10 44,4°+06 2239+02 275+07 579"°+0,08 0,41°+0,01 0,24°+0,01 0,64°+ 0,07

5 9,28°+0,13 453°+06 213“+04 27,7°°+09 5,79°+0,06 0,39°+0,04 0,23°+0,02 0,67°+0,04

6 9,31°+ 0,07 450°+0,3 21,5°'+06 27,7°°+0,8 581™°+0,10 0,38°+0,01 0,20°+0,02 0,68°+ 0,07

7 8,98°+0,19 451°+03 212%+11 280%™°+15 582%°+0,04 0,36°+0,02 0,21°+0,02 0,66+ 0,04

8 9,35°+0,09 456°+0,7 205°+05 28,0°+05 594°+0,05 043°£0,03 0,22°+0,03 0,69°+ 0,04

9 9,25+ 0,02 443°+01  202°+17 296°+17 587°+0,07 043°+0,02 0,22°+0,02 0,68°+0,04

C 0 9,15°+ 0,10 452°+0,2 239°+#09 250°+1,0 566°+0,05 0,40°+0,03 0,23°+0,02 0,65°+0,04

EN 3 9,34°+ 0,44 450°+0,2 224°+11 268°+14 574°+0,15 0,42°°+0,01 0,23°+0,02 0,65+ 0,04

6 927°+0,07 449°+02 221°+0,7 27,3°+0,7 560°+0,02 0,40 0,04 0,22°+0,02 0,67°+ 0,06

9 9,11°%£ 0,01 448°+03 224°+0,8 27,3°+05 560°+£0,04 0,44% 0,02 0,24°+0,01 0,67°+ 0,02

12 9,58°+0,24 452°+02 224°+0,3 26,8°+04 557°+0,03 046°+0,02 0,25°+0,01 0,66°+ 0,04

18 9,58°+0,03 449°+0,3 225°+05 270°+0,8 560°+0,03 046°+0,03 0,24°+0,01 0,68+ 0,03

Os valores de proteinas, lipideos, carboidratos, cinzas e minerais foram calculados em base seca
Valores médios de duas determinagbes em cada repeti¢cao + desvio padrao
Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem significantemente (p < 0,05)
C= Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR
EA= Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR
EN= Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
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3.2 Teores de fésforo fitico e compostos fendlicos totais (CFT)

Os teores de fitato das cultivares Coodetec 214 e BRS 267, nas
condigbes de EA e EN nado apresentaram diferengas significativas, com excegéo
para a cultivar BRS 267 na condicdo de EA, que mostrou decréscimo (p < 0,05) de
1,72 para 1,56% apds 9 meses de armazenamento (Tabela 3). Thomas et al. (1989)
observaram decréscimo do teor de fitato e aumento do fésforo inorganico em sojas
armazenadas a 20 e 30 °C e a 65 e 85% de UR durante 8 meses. Hou & Chang
(2003) também relataram decréscimo de fitato na soja, extrato aquoso e nos tofu
produzidos a partir de sojas armazenadas a 30 °C e 84% UR e sugeriram que a
diminui¢ao de fitato no extrato aquoso pode resultar em aumento de rendimento e
firmeza do tofu.

No presente estudo, contatou-se que o teor de fésforo fitico e
inorganico para a cultivar BRS 267 foi aproximadamente 40% maior em relagéo a
cultivar Coodetec 214 (Tabelas 1, 2 e 3).



Tabela 3 - Capacidade de absorgéo e retengdo de agua, teor de fosforo fitico e compostos fendlicos totais
das cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267 envelhecidas

Armazenamento Tempo Absorcédo e retengéo de agua (%) Fasforo fitico (%) CFT (%)
Condicoes (més) Coodetec 214 BRS 267 Coodetec 214 BRS 267 Coodetec 214 BRS 267

C 0 194,3° + 4,5 201,2% + 4,1 1,01+0,07 1,72*+0,03 0,35"+ 0,01 0,36° + 0,00

EA 1 193,1°+ 3,6 201,1°t 5,3 0,95°+0,08 1,73*+0,07  0,36%+ 0,01 0,379 + 0,01
2 187,1° £ 6,6 198,0° + 5,4 0,89°+0,06 1,73°+0,07  0,37°+ 0,00 0,38%"+ 0,01
3 184,9% + 5,2 200,0° £ 3,3 0,87°+0,05 1,73°+0,09° 0,38 % 0,01 0,379 + 0,01
4 185,6™ + 3,6 197,7% + 3,2 0,89°+0,06 1,65°+0,05 0,39"+0,00 0,389 + 0,01
5 185,8% + 3,5 196,1% + 5,3 0,94°+0,12 1,59°°+0,04 0,41°+0,01 0,39% + 0,01
6 187,3% + 4,2 197,2°+ 5,2 0,94°+0,10 1,62 +0,04  0,46°+ 0,00 0,40° £ 0,01
7 186,7° £ 4,5 195,4° £ 5,8 0,90°+0,05 1,68 +0,09 0,49°+ 0,01 0,42° + 0,01
8 177,1°+ 3,0 171,9° + 3,0 0,87°+0,09 1,59 +0,06 0,52°+0,00 0,46° + 0,00
9 164,8°+ 2,2 160,6° + 3,9 0,87°+0,08 1,56°+0,09  0,57°+ 0,01 0,517 + 0,01

C 0 194,3% + 4,5 201,2° £ 4,1 1,01+0,07 1,72°£0,03  0,35° + 0,01 0,36° + 0,00

EN 3 187,3%+ 3,9 198,3% + 4,8 1,06+ 0,02 1,68°+0,07  0,35°+ 0,01 0,36° + 0,01
6 188,4°+ 2,5 194,4° + 6,4 1,03%+0,01 1,62°+0,14  0,35°+ 0,01 0,37 +0,01°
9 190,4° + 3,4 194,0% £ 6,2 0,98°+0,06 1,61°+0,09 0,35+ 0,01 0,37 + 0,01°
12 186,7% + 5,1 194,0° £ 5,4 1,00+ 0,02 1,64°+0,08  0,37° 0,01 0,36° + 0,01
18 187,8°+ 4,8 197,6% + 4,2 0,98°+0,02 167°+0,02  0,37*+0,01 0,39° + 0,01

Valores médios de duas determinagées em cada repeti¢cao + desvio padréao
Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem significantemente (p < 0,05)
C= Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR

EA= Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR

EN= Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
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O teor de compostos fendlicos totais aumentou (p < 0,05) nas
cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267 armazenadas nas condi¢cdes de EA e
EN (Tabela 3). Durante a estocagem de leguminosas em condi¢cdes adversas de
temperatura e UR, pode ocorrer a oxidagao de substratos fendlicos como acidos
fendlicos e aminoacidos aromaticos fenilalamina e tirosina pela agao das enzimas
polifenoloxidase e monooxigenase. A formacdo de melaninas, melanoidinas e
polifendis nas leguminosas ao longo do envelhecimento é responsavel pelo seu
escurecimento (Reyes-Moreno e Paredes-Lopez, 1993, Hou e Chang, 1998).
Segundo Nozzolillo e Bezada (1984) o fator principal que pode promover o
escurecimento dos graos durante o armazenamento € a polimerizagdo acelerada de
compostos fendlicos de baixa massa molecular (taninos soluveis) para taninos

condensados e de elevada massa molecular.

3.3 pH e Acidez Titulavel

Observou-se a diminuicdo de pH e o aumento de acidez titulavel (p <
0,05) em ambas cultivares em fungédo do tempo e condi¢cdes de EA e EN (Tabela 4),
sendo que a redugao foi mais acentuada para Coodetec 214 na condicdo EA (9
meses). O pH diminuiu de 6,97 para 6,09 e de 6,88 para 6,20 para as cultivares
Coodetec 214 e BRS 267, respectivamente, durante o armazenamento EA. Estes
resultados concordam com os de Thomas et al. (1989) que observaram redugao de
6,55 a 6,40, ap6s 8 meses de armazenamento a 30 °C e 85% de UR, e com os de
Kong et al. (2008) que verificaram queda de 6,58 a 5,98, apos 12 meses de
armazenamento a 40 °C e 65% de UR. O aumento da acidez na soja envelhecida
pode estar relacionado a degradagao dos lipideos com formagao de acidos graxos
livres durante o armazenamento (Thomas et al., 1988, Narayan et al., 1989a, Hou e
Chang, 1998, 2004c). Narayan et al. (1988a) observaram aumento de valores acidos
graxos livres e peroxidos como produto da reagao de hidrdlise das moléculas de
triacilglicerois e oxidacdo dos acidos linoléico e linolénico, respectivamente, cujos
produtos podem  contribuir para aumento de acidez em  soja

envelhecida.
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Tabela 4 - Valores de pH e acidez titulavel das cultivares de soja Coodetec 214 e BRS
267 envelhecidas

Armazenamento Tempo Coodetec 214 BRS 267
condicbes (més) pH Acidez Titulavel pH Acidez Titulavel

C 0 6,977 + 0,01 2,76° + 0,05 6,88° + 0,02 3,15 + 0,08

EA 1 6,91° + 0,01 2,90 + 0,03 6,80%° + 0,01 3,46" + 0,05

2 6,81°+ 0,02 3,10'+ 0,05 6,74 + 0,01 4,129+ 0,04

3 6,74° + 0,01 3,89° + 0,02 6,68 + 0,02 4,32"+ 0,02

4 6,56° + 0,02 4,24° + 0,08 6,63 + 0,01 4,46° + 0,04

5 6,45 + 0,02 4,66°+ 0,11 6,51°+ 0,08 4,95° + 0,06

6 6,26° + 0,02 5,81°+0,18 6,51°+ 0,08 4,74° £ 0,03

7 6,23% + 0,01 5,78+ 0,08 6,36' + 0,00 5,80° + 0,05

8 6,15" + 0,01 7,00% £ 0,07 6,249 + 0,01 6,72° + 0,03

9 6,09 + 0,01 6,98 + 0,06 6,207 + 0,00 6,787 + 0,04

C 0 6,97% + 0,01 2,76° +0,05 6,88° £ 0,02 3,15°+ 0,08

EN 3 6,86" + 0,01 3,18° £ 0,06 6,82° + 0,01 3,54% + 0,05

6 6,76° + 0,01 3,26° + 0,04 6,78°+ 0,01 3,82° + 0,05

9 6,72° + 0,01 3,52°+0,03 6,71+ 0,00 4,04*° + 0,05

12 6,62° + 0,01 3,75° +0,05 6,68° £ 0,02 4,317+ 0,04

18 6,43° + 0,01 4,70° + 0,03 6,49° + 0,01 4,78%+0,02

Valores médios de duas determinagées em cada repeti¢cao + desvio padrao

Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem

significantemente (p < 0,05)

C= Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR
EA= Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR
EN= Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a24,5°C e

59 a 93% UR)

3.4 Solubilidade das Proteinas em Agua e em Diferentes pHs

Observou-se redugédo, ao longo do tempo, na solubilidade das
proteinas em agua nas duas condi¢des de armazenamento (Figura 1). Na condigao
de EA, apos 9 meses, a redugéo foi de 85% para 17% para a cultivar Coodetec 214
e de 74% para 18% para a BRS 267. Na condi¢ao EN, apds 18 meses, a redugao foi
de 85 para 65% e 74 para 55% para a cultivar Coodetec 214 e BRS 267,

respectivamente.
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Figural- Curva de solubilidade protéica em agua em funcdo do tempo de
armazenamento da cultivar de soja Coodetec 214 e BRS 267,
armazenadas sob condi¢des de EA (30°C, 84% de UR) e EN (variagao
no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
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. N —4a—BRS 267 (EA)
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10 -— 77 . . . .
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Os perfis de solubilidade das proteinas em diferentes pHs para as
cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267, nas duas condigcbes de
armazenamento, estdo nas figuras 2 a 5, respectivamente. O perfil de solubilidade
foi semelhante para todos os tempos de EA e EN, sendo a solubilidade maxima no
pHs extremos (pH 2,0 e 12) e a minima em pH 3,0. Na condicdo EA (Figuras 2 e 4),
notou-se pouca diferenca para os 5 primeiros meses de envelhecimento das
duas cultivares e diminuicido brusca de solubilidade apds 8 meses. Na condigao EN
(Figuras 3 e 5), a solubilidade protéica das duas cultivares armazenadas por 18
meses foi semelhante a condi¢cao de EA por 5 meses (Figura 2 e 4). Comparando-se
os perfis de solubilidade em diferentes pHs, partindo-se do tempo zero (controle) até
9 meses de EA e 18 meses de EN, pode-se observar uma diminuicdo de
solubilidade de aproximadamente 60% e 15% para ambas cultivares,

respectivamente.
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Figura 2 - Perfil de solubilidade protéica em diferentes pHs da cultivar de soja
Coodetec 214 armazenada na condigdo EA (30°C, 84% UR, até nove
meses)
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Figura 3 - Perfil de solubilidade protéica em diferentes pHs da cultivar de soja
Coodetec 214 armazenada na condicdo EN (variagdo no periodo =
17,3a24,5°C e 59 a 93% UR, até 18 meses)
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Figura 4 - Perfil de solubilidade protéica em diferentes pHs da cultivar de soja
BRS 267 armazenada na condigdgo EA (30°C, 84% UR, até nove
meses)
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Figura 5 - Perfil de solubilidade protéica em diferentes pHs da cultivar de soja
BRS 267 armazenada na condigdo EN (variacdo no periodo = 17,3 a
245°C e 59 a 93% UR, até 18 meses)
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Coelho et al. (2011) verificaram comportamento semelhante no perfil
de solubilidade das proteinas de duas variedades de feijdes (carioca e preto) em
diferentes pHs, armazenados a 40 °C e 76% de UR durante 0, 15, 30, 45, 60 e 75

dias.
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Thomas et al. (1989) observaram um decréscimo de
aproximadamente 15% no teor de proteinas extraidas em agua apds estocagem da
soja a 30 °C e 85% UR por 8 meses. Da mesma forma, Kong et al. (2008) relataram
decréscimo de extracao protéica apos 12 meses de estocagem a 40 °C e 65% UR. A
diminuicao da solubilidade das proteinas de soja pode estar relacionada a alteragdes
nas moléculas protéicas causadas pelo aumento de acidez do tecido durante o
armazenamento. Hou & Chang (2004a, 2004b) verificaram reducdo da extracédo das
duas principais fragdes protéicas (glicinina e B-conglicinina) de soja armazenada em
condigdes adversas (30 °C e 84% UR). A reducgao foi justificada pela desnaturagéo
das proteinas que foi evidenciada pela redugao da hidrofobicidade de superficie e do
conteudo total de sulfidrilas livres e aumento das interagbes dissulfeto
intramoleculares; além da redug¢ao na estrutura secundaria $-folha e aumento da a-
hélice, mas sem alteracdo das massas moleculares indicando que durante o
armazenamento as moléculas tornaram-se mais agregadas ou contraidas. Coelho et
al. (2011) verificaram que as pontes de hidrogénio e as interagcdes hidrofobicas
representaram papel importante na agregagdo de proteinas de feijdo durante a
estocagem, mas a formagao de pontes dissulfeto ndo foi um fator importante para

explicar a perda de solubilidade das proteinas.

3.5 Capacidade de Absorcéo e Retencéo de Agua

A capacidade de absorcéo e retencdo de agua na condi¢cdo de EA
reduziu (p < 0,05) de 194,3 a 164,8 e de 201,2 a 160,6 para as cultivares Coodetec
214 e BRS 267, respectivamente e na condigdo de EN nao variou significantemente
para ambas cultivares (Tabela 3). Estes resultados estdo de acordo com os
observados por Yoshino et al. (1977) e Narayan et al. (1988a) que sugeriram que a
diminuicdo da capacidade de absorgao e retengdo de agua em sojas estocadas por
longos periodos pode estar relacionada a perda de higroscopicidade das proteinas e
carboidratos. A capacidade de absorgao e retengao de agua pela soja envelhecida e
triturada esta, em parte, relacionada a estrutura das principais fragcdes protéicas 7S e
11S. Se a estrutura destas proteinas esta mais agregada ou contraida conforme
demonstrado por Hou e Chang (2004a; 2004b), ha muitas interagdes
intramoleculares na estrutura protéica e menor disponibilidade de grupos funcionais

para ligar as moléculas de agua.
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3.6 Eletroforese SDS-PAGE

Comparando-se o perfil eletroforético em SDS-PAGE das
subunidades das fragdes protéicas das amostras controles (Figuras 6 e 7, lane 1)
com aquelas de 3 e 7 meses de EA (Figuras 6 e 7, lane 2 a 6) e com as de 3, 12 e
18 meses de EN (Figuras 6 e 7, lane 9 a 11) verificou-se que nao houve diferenca.
Entretanto para os tempos de 8 e 9 meses de EA (Figuras 6 e 7, lane 7 e 8) notou-se
um decréscimo das fracbes protéicas 11S e 7S que pode estar relacionado a
diminuicao de suas solubilidades (Figuras 2 e 4) devido a possivel desnaturagéo
parcial. Liu et al. (2008) observaram a desnaturacao da subunidade Az € B4 a Bs das
fragbes protéicas 11S, a partir de 3 meses de armazenamento a 30°C e 88% UR,

cujo resultados foram semelhantes aos obtidos por Hou e Chang (2004a; 2004b).

Figura 6 - Eletroforese em gel de SDS-PAGE das proteinas de soja cultivar
Coodetec 214 envelhecida. Lane 1 (controle), Lane 2 a 8 (3 a 9 meses
de EA), Lane 9 a 11 (3, 12 e 18 meses de EN), Lane 12 (pool de
proteinas com massa molecular padréo variando de 15 a 180 kDA). EA =
envelhecimento acelerado (30 °C, 84% UR), EN = envelhecimento
natural (variagado no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR) e Controle
(-20 °C, 47% UR)
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Figura 7 - Eletroforese em gel de SDS-PAGE das proteinas de soja cultivar BRS 267
envelhecida. Lane 1 (controle), Lane 2 a 8 (3 a 9 meses de EA), Lane 9 a 11 (3,
12 e 18 meses de EN), Lane 12 (pool de proteinas com massa molecular padrao
variando de 15 a 180 kDA). EA = envelhecimento acelerado (30 °C, 84% UR), EN
= envelhecimento natural (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
e Controle (-20 °C, 47% UR)
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CONCLUSOES

O envelhecimento natural e acelerado dos graos de soja, para ambas
cultivares conduzem ao aumento de compostos fendlicos e acidez titulavel, redugao
de lipideos, pH, capacidade de absor¢do e retencdo de agua e solubilidade das

proteinas.
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5.3 ARTIGO CIENTIFICO 3

EFEITO DO ENVELHECIMENTO DA SOJA SOBRE A QUALIDADE DO EXTRATO

DE SOJA, TOFU FIRME E CONCENTRACAO OTIMA DO COAGULANTE

Neide Kiyoko Kondo Kamizake'; Lilian Catarini Pereira da Silva'; Sandra Helena

Prudencio®
Periodico a ser submetido: Journal of Food Quality

Resumo

Foi investigada a influencia do envelhecimento da soja (cultivares Coodetec 214 e
BRS 267) sobre as propriedades fisico-quimicas de extratos de soja e tofus. Duas
condi¢cdes de envelhecimento foram empregadas: envelhecimento acelerado (EA),
84% UR e 30 °C, até 9 meses; envelhecimento natural (EN), temperatura e UR
ambiente, até 18 meses e um controle (47% UR, -20 °C). Os tofus foram coagulados
com MgSOs4. A concentragao 6tima de coagulante (COC) diminuiu com aumento da
temperatura de coagulagdo e tempo de envelhecimento da soja, e apresentou
correlagdo positiva com conteudo de sélidos totais, proteinas, cinzas, Ca, Mg e P
dos extratos de soja. Nos produtos houve, de modo geral, redugado dos parédmetros
de cor (L* e h°), proteinas, lipidios, carboidratos, cinzas, Ca, Mg, P e sdlidos totais
(exceto nos tofus) e firmeza (tofu) com aumento do tempo de envelhecimento. O
rendimento dos tofus diminuiu com aumento do tempo de envelhecimento EA.

Palavras chave: Armazenamento. Sélidos totais. Proteinas. Textura. Coagulagéo.
APLICACOES PRATICAS

A qualidade do extrato de soja e do tofu dependem da conservagao
da soja pos-colheita. Geralmente, a soja é estocada em silos, sem controle de
temperatura e umidade relativa. Entretanto, paises de clima tropical, onde a

temperatura e a umidade séo elevadas (27 °C e 80% UR) a deterioragao da soja é
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acelerada. Os danos sao evidenciados pelo escurecimento do grao, perda de solidos
durante a hidratagao, redugcao de pH, solidos totais e proteinas no extrato de soja.
Na fabricacdo do tofu, a adicdo de excesso de coagulante provoca a elevada
producado de soro e tofu com menor rendimento e qualidade de textura. Portanto, é
importante a determinagéo da concentragao 6tima de coagulante (COC) e esse valor
pode mudar em fungcdo do tempo de armazenamento, tendo em vista que a COC
tem relacdo direta com a concentracdo de proteina no extrato de soja. O
conhecimento sobre a COC pode contribuir com a qualidade do tofu preparado com

soja envelhecida, minimizando os danos provenientes do envelhecimento da soja.

1 INTRODUCAO

O tofu e o extrato de soja sédo alimentos de soja amplamente
consumidos no Oriente e estdo tornando-se populares no Ocidente. A qualidade
desses produtos depende, além do processo de fabricacdo, da cultivar e da
qualidade dos grados de soja, sendo que esta ultima esta relacionada as condi¢des
de estocagem tais como tempo, temperatura e umidade relativa (Thomas et al.,
1989; Murphy et al., 1997; Hou e Chang, 1998, 2004a, 2004b 2004c; Kong et al.,
2008). Ha diversos relatos sobre os prejuizos causados a qualidade de tofu e extrato
aquoso devido a estocagem dos grédos de soja em condigdes adversas (tempo
prolongado em alta temperatura e umidade relativa). A deterioragcdo da qualidade
destes produtos inclui principalmente o escurecimento, reducao de sélidos totais, em
especial de proteinas, diminuigcdo do rendimento e da qualidade de textura do tofu.
(Saio et al., 1980, Thomas et al., 1989, Hou e Chang, 1998, 2004a, 2004b, 2004c,
Kong et al., 2008).

O processo de fabricagdo de tofu € complexo e envolve algumas
etapas. A primeira etapa € a obtenc&o do extrato de soja, que também é um produto
final para consumo. Neste caso, o preparo é realizado com algumas modificagdes,
como a inativagdo de enzimas lipoxigenases, adicdo ou ndo de agucar e aromas
(Ciabotti et al., 2007).

A coagulacdo do extrato de soja é a etapa mais critica para a
obtencao de tofu de boa textura e rendimento. Os coagulantes empregados podem
ser de acgao lenta (CaSO4 e GDL ou glucano-6-lactona) e de acéo rapida (CaCly,

MgCl, e MgSQO,) e resultam em tofus macios ou soft (silken e filled) e firmes
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(momen), respectivamente. A formagao do coagulo envolve interacbes complexas
entre as proteinas da soja, coagulantes e compostos nao protéicos, tais como fitatos,
lipideos e carboidratos (Hou e Chang, 2003).

A quantidade de coagulante adicionada ao extrato de soja € um fator
critico para fabricacdo de tofu e afeta principalmente o rendimento e a textura do
produto. A adicdo de uma quantidade maior que o 6timo leva a maior produgao de
soro e menor de tofu (Skurray et al. 1980). Além disso, o tofu resultante é mais duro
e em casos extremos de adicdo muito maior que o 6timo, o tofu assemelha-se mais
a um precipitado do que um gel (Liu e Chang, 2008). O conhecimento prévio da
concentracdo oOtima de coagulante (COC) é essencial, principalmente para
coagulantes de acdo rapida. Estudos ja foram conduzidos para CaCl, e MgCly,
porém nao existem relatos para o MgSO. utilizado para o preparo de tofu firme,
muito comum no Brasil. A COC pode ser determinada por um método titulométrico
rapido desenvolvido por Liu e Chang (2003).

A COC depende do conteudo de sodlidos totais, especialmente de
proteinas do extrato de soja, além de outras variaveis, como a temperatura,
velocidade e tempo de agitacdo durante a coagulagédo (Liu e Chang, 2003, 2004,
2008). A COC para soja recém colhida pode nao ser adequada para soja velha.
Informagdes sobre o efeito das condigcbes de armazenamento dos graos sobre a
COC para seus extratos sao limitadas. Liu e Chang (2008) observaram decréscimo
significativo da concentracdo 6tima de CaCl, e MQgCl, para extratos de sojas
armazenadas sob diferentes atividades de agua durante trés meses a 30 °C.

Os objetivos deste estudo foram avaliar o efeito da temperatura de
extrato de soja de graos envelhecidos sobre a COC MgSQO,, determinar o efeito do
envelhecimento de soja sobre a COC MgSO4 para preparo de tofus firmes, verificar
a correlagao entre a COC e as caracteristicas fisico-quimicas dos extratos aquosos

e determinar a qualidade dos tofus.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As cultivares de soja, BRS 267 e Coodetec 214, estudadas foram
produzidas na safra de 2009, na regidao norte do Parana, Brasil. O anti-espumante
comercial foi doado pela Prosabor (S&o Paulo — Brasil). O coagulante utilizado foi o

MgS0O4.7H,0 (marca Sigma). Todos os outros reagentes foram de grau analitico.

2.2 Armazenamento dos Graos de Soja

De acordo com estudos de Hou e Chang (2004a, 2004b, 2004c) trés
condigdes de armazenamento da soja foram aplicadas: envelhecimento acelerado
(EA): 84% UR, 30°C durante nove meses; envelhecimento natural (EN): temperatura
e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR) durante 18
meses e controle: 47% UR e -20°C. Amostras de sojas armazenadas sob EA e EN
foram retiradas em intervalos de um més e de trés meses, respectivamente, e
armazenadas nas mesmas condicdes das amostras controle até realizagdo das

analises.

2.3 Preparacao dos extratos de soja

Os extratos foram preparados segundo Sun e Breene (1991). Os
graos foram lavados e hidratados em agua destilada (1/5, m/v) durante 8 horas a
temperatura ambiente. Em seguida foram drenados, enxaguados e triturados com
agua destilada (1/7, m/v) em liquidificador (Philips Walita, R12034/01), velocidade
média, durante 3 minutos. Adicionou-se 0,1% (v/v) de agente anti-espumante a
massa que em seguida foi aquecida em panela de inox, sob constante agitagao até
atingir a fervura e mantida por mais 5 minutos sob aquecimento brando e agitagao.

O extrato foi separado do residuo por meio de filtracdo em tecido (tunil 100 mesh).
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2.4 Determinacdo da Concentragcdo Otima de Coagulante (COC) em Diferentes
Temperaturas

A COC dos extratos em diferentes temperaturas (20, 30, 40, 50, 60,
70 e 80 °C) foi determinada por meio da titulagdo com solugédo de MgS0O,4.7H,0 a
20%, segundo a metodologia de Liu e Chang (2003) com algumas modificagdes.
Para a titulagdo utilizou-se uma bureta com capacidade de 10 mL e graduagao exata
de 0,05 mL (marca Pyrex) conectada a uma bomba peristaltica (marca Pharmacia
Biotech modelo pump P-1) e a solugéo coagulante foi adicionada ao extrato a uma
velocidade constante de 1,0 mL/minuto. Durante a titulacdo, 60 mL de extrato (em
béquer de 100 mL) foram mantidos na temperatura de estudo (usando um banho
Maria) sob agitagdo constante de 300 rpm, para formagdo de redemoinho, com
auxilio de um agitador magnético (marca Biomixer modelo 78HW-1) e barra
magnética (10 mm de didmetro e 30 mm de comprimento) recoberta com teflon. No
exato momento em que desapareceu o redemoinho, a bomba foi desligada e feita a
leitura do volume da solug&o do coagulante consumida (Y mL). A COC foi calculada

substituindo os valores de Y na equacgao 1:

COC (mM) =1000 . _Y__ . concentragdo molar da solugédo coagulante  (equagéo 1)
60 +Y
Para estudo do efeito da temperatura de coagulagcdo dos extratos
sobre a COC foram utilizadas as sojas armazenadas nas condi¢cdes controle, EA 9

meses e EN 18 meses.

2.5 Preparacao dos Tofus Firmes

A COC de MgS04.7H,O foi determinada utilizando-se a mesma
metodologia descrita no item 2.4, porém mantendo-se a temperatura do extrato a
75°C. Esta medida foi realizada nos extratos das cultivares de sojas armazenadas
em todos os tempos dos experimentos de EA e EN, além do controle.

Uma amostra de 550 mL de cada extrato a 75°C foi coagulada com
a solugdo de MgS0,4.7H,0 a 20%, cujo volume foi determinado de acordo com o
valor da COC. A mistura do extrato e da solugcdo coagulante foi feita sob agitacao

manual durante 10 s, e para completar a coagulagao a temperatura foi mantida a 75
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°C em banho-maria durante 20 minutos para completar a coagulagdo. O material
coagulado foi transferido para uma forma de plastico (8,0 x 8,0 x 10,0 cm), forrada
com tecido tunil e drenado durante uma hora sob pressdo de 20 g/cm?. A seguir o

tofu foi imerso em agua e mantido a 4°C durante uma noite para posterior analise.
2.6 Determinacéao de Rendimento de Tofu

O rendimento de tofu foi calculado por meio da equacgédo 2 e

expresso como g tofu/ 100 g de soja crua (Hou e Chang, 2004c).

=M.V
M,

Rendimento (%) 1
Vo

. 100 (equacao 2)

Onde: M1 = massa do tofu
M, = massa dos graos de soja
V1 = volume total do extrato

V, = volume parcial do extrato
2.7 Determinacdo da Composicao Quimica dos Extratos de soja e dos Tofus

O conteudo de sélidos totais foi determinado por meio da secagem
de 30g de amostra em liofilizador (Edwards, Pirani 501). Os conteudos de umidade,
proteinas, lipideos, cinzas e minerais foram determinados nas amostras utilizando-se
os métodos padrdo da AOAC (1995). O conteudo de carboidratos foi calculado por
diferenca. As medidas foram feitas em duplicatas para cada repeticido do
experimento. Os resultados da composi¢cao centesimal foram expressos em gramas
por 100 g de amostra. Os teores de minerais foram expressos em miligramas por

gramas de amostras nos extratos e tofus.
2.8 Determinacgéo da Cor dos Extratos de soja e Tofus
Os parametros de cor foram determinados em colorimetro (Konica

Minolta, CR 400/410, Japao). O extrato de soja foi colocado em cubeta de vidro e a

leitura foi realizada diretamente sobre a sua superficie (acessério CR — A103). Os
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tofus foram cortados por meio de um cortador cilindrico, retirando-se as camadas
externas e a leitura foi realizada diretamente sobre a superficie do produto. As
leituras foram realizadas apds a calibracdo do aparelho com o padrao branco. Para
os extratos de soja foram feitas duas medidas de cor para cada repeticdo, enquanto
que para os tofus foram feitas trés medidas para cada repeticdo do experimento. O
colorimetro forneceu diretamente os parametros L*, a* e b* e calculou-se a

tonalidade cromatica (h°= arctan(b*/a*)).

2.9 Determinacdo da Firmeza dos Tofus

A firmeza dos tofus foi determinada em texturébmetro (Texture
Analyser, TA-XT2i, Inglaterra). Amostras cilindricas (3,0 cm de didmetro e 2,2 cm de
altura) de tofus foram comprimidas até 73% de deformagao com cilindro de aluminio
de 35 mm de diametro (P35) e velocidade de 2,0 mm/s (Rosset, 2007). Foram
realizadas trés medidas para cada repeticdo do experimento e os resultados foram

expressos em Newton (N).

2.10 Delineamento Experimental e Analise Estatistica

Foram conduzidos quatro experimentos conforme delineamento
inteiramente casualizado, um para cada cultivar em cada condicdo de
envelhecimento (Coodetec 214-EA, Coodetec 214-EN, BRS 267-EA e BRS 267-EN),
tendo a condicdo controle como tempo zero. Cada experimento foi repetido duas
vezes, onde os tratamentos foram os tempos de armazenamento. Os resultados
foram tratados por ANOVA e teste de comparacdo de médias de Tukey, utilizando o
programa STATISCA versao 7.0 (Statsoft, 2004). A correlagcédo entre as variaveis foi
medida pela correlagdo de Pearson, cuja significancia foi determinada pelo teste “t”.

O nivel de significancia adotado foi igual ou menor que 5%.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1Caracteristicas Fisicas e Quimicas de Extratos de Sojas Envelhecidas

Constatou-se uma diminuicdo dos parametros de cor L* e h° (Tabela
1 e 2) que indica, respectivamente, o escurecimento e a mudanca da tonalidade da
cor amarela para vermelha dos extratos de soja em fungédo do tempo e condigbes de
EA e EN.

O escurecimento dos extratos esta relacionado ao escurecimento dos
graos durante o envelhecimento devido a reagcdes n&do enzimaticas e enzimaticas
(Hou e Chang, 1998, 2004c). O escurecimento ndo enzimatico envolve a reagao
entre os aminoacidos e os acucares redutores, enquanto que o enzimatico esta
relacionado a oxidacdo de acidos fendlicos pela acdao de polifenoloxidase com
formacgao de polifendis de elevada massa molecular (Nozzolilo e Bezada, 1984). As
reagcdes levam a formacdo de compostos escuros (melaninas, melanoidinas e
polifendis) que sao extraidos nos produtos.

Ademais, verificou-se também a redugao dos conteudos de sélidos
totais, proteinas, lipideos, carboidratos, cinza, calcio, magnésio e fésforo com o
envelhecimento (Tabelas 1 e 2). Estes resultados concordaram com aqueles
observados por Thomas et al. (1989), Liu e Chang (2004; 2008) e Kong et al. (2008).
Durante o armazenamento, a temperatura e UR elevadas causam danos nos
tegumentos dos graos e ativam as enzimas envolvidas na respiragao, provocando a
peroxidagdo dos fosfolipideos das membranas e causando a perda da
compartimentalizagado dos constituintes celulares (Trawatha et al. 1995, Santos et al.
2005), assim ha o desencadeamento de uma série de reagdes quimicas como a
possivel hidrolise e oxidagao de lipideos, aumento da acidez (Thomas et al., 1989,
Kong et al., 2008) e desnaturagao de proteinas (Hou e Chang, 2004a, 2004b). Estes
eventos podem ser responsaveis pela diminuigcao de extracdo de sodlidos totais e em

especial das proteinas.



Tabela 1 - Caracteristicas fisicas e quimicas do extrato de soja Coodetec 214 em fungdo das condi¢cdes de armazenamento

Armazenamento  Tempo L* h° S‘Fﬂlg?ss Proteinas Lipideos Carboidratos Cinzas Minerais (mg/g)
Condigdes (més) (%) (%) (%) (%) (%) Ca Mg P
c 0 487°+0,2 936°%0,5 9,4°#0,2 3,5°%0,1 3,17 +0,1 2,47 0,1 0,51°+0,01  0,28°+0,02  0,26°#0,02  1,02° 0,02
EA 1 48,3 0,1  92,9°#0,9 9,1*+0,1 3,3°x0,2  2,8°+0,1 2,7° +0,1 0,47°+0,00  0,26°+0,03  0,23°0,01  0,93°+0,03
2 47,9°+04 915°+0,6 8,801 3,300  2,6™0,1 2,8°+0,2 0,36°+0,01  0,25°+0,03 0,21 0,01 0,88 0,02
3 47,6 40,3 90,404 85701 3,1°201  2,6°+0,1 2,6% 0,1 0,32°+0,00  0,19°#0,01 0,197 £0,01 0,88 +0,04
4 46,9°+0,4 892704 83%0,1 3,2°:00 2,57 +0,1 2,6®+0,2  0,30°%0,00 0,20°#0,01  0,18°#0,01  0,83°+0,01
5 46,6°°+0,3 87,9°+04 7,9%+0,1 30°%00  2,3°:0,1 2,6% 0,1 0,28°+0,01  0,18°#0,01  0,16°%0,00  0,77°+0,03
6 46,3 +04 86,3°+0,3 7,6 +02  26°%0,1 2,0°+0,2 2,4%+0,2 0,24'+0,02  0,13°%0,01 0,12°'+0,01  0,64° 0,06
7 458°+06 852405 7,6'+0,2 2,3°40,1 1,7'+0,1 2,3°+0,1 0,237+0,01 0,14°#0,00  0,11°+0,00  0,59°+0,06
8 445+06 839403 6,0°%0,2 1,79:0,0 1,2°40,0 1,6° +0,1 0,17°#0,01  0,10+0,01  0,08° +0,00  0,46'+0,03
9 426°+06  81,99+07 47"+03  1,2°#0,2 0,8"+0,1 1,3°40,1 0,15°+0,02  0,07°+0,01  0,069+0,00  0,39'+0,04
c 0 48,7°+02 936°%0,5 94°#0,2 3,570, 3,17+0,1 2,4°+0,1 0,51°#0,01  0,28°#0,02  0,26°+0,02  1,02*+0,02
EN 3 47,8°+04 924°+07 9,0°%0,2 34®x0,2  2,3°0,1 3,0°+0,4 0,46™ +0,01  0,27*+0,02  0,22"+0,01  1,00°+0,03
6 475°+0,6 91,1°20,7 8,8°0,1 3,4°%0,1 2,3°0,1 2,9%+0,2  0,48®10,00 0,25"°0,02 0,23°0,02 0,98*+0,03
9 47,1°£0,2 90,09+0,3 8,6%+0,1 32™+02  2,3°+0,1 2,9%+0,3  0,44*+0,00 0,23°#0,01 0,22°9+0,02 0,91°°+0,03
12 475°+0,5 90,09+0,3 85%+0,0 3,0°%02  2,0°40,1 3,170,3 0,44% 0,02  0,24°+0,02  0,19*+0,01  0,85* 0,03
18 46,8°+0,2 89,1°+04 8,4°+0,0 3,0°4+0,2 2,0°+0,1 3,17 +0,2 0,42°+0,01  0,21°+0,02  0,19°+0,01  0,84° +0,04

Os valores de proteinas, lipideos, carboidratos, cinza e minerais foram calculados em base seca
Valores médios de duas determinagdes em cada repeticdo + desvio padréao
Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem significantemente (p < 0,05)
C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR
EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR
EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
L* (luminosidade): 0= preto, 100= branco
h° (tonalidade cromatica): arctan(b*/a*), 0°= vermelho puro, 90°= amarelo puro, 180°= verde puro, 270= azul puro
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Tabela 2 - Caracteristicas fisicas e quimicas do extrato de soja BRS 267em funcéo das condi¢des de armazenamento

Armazenamento  Tempo L* h° Stgltlgi(;s Proteinas Lipideos  Carboidratos Cinzas Minerais (mg%)
CondicGes (més) (%) (%) (%) (%) (%) Ca Mg P

o] 0 47,8°+ 0,2 92,0° 0,4  9,6°#0,4  4,0°#02 2,301 2,7°+0,4 0,58°+0,04  0,29°+0,01  0,13*°+0,01 1,33°+0,03

EA 1 47,3+ 0,4 90,7%:0,3 92102  3,80,1 2,1%°40,1 3,0°°40,2 0,51°+0,01 0,31°£0,01  0,13%%0,00 1,317£0,01
2 46,7°9+0,4 89,9705 897102 397102 21%:00  27°%0,0 0,47°+0,01  0,30°#0,01 0,13°%0,01  1,29°40,02
3 46,6°°+0,4 8929102 88°:04 3801 210100 29103 0,43+0,01  0,30°#0,02 0,12°°+0,00  1,27°+0,04
4 46,6+ 0,2 882°:04 8703  3,6°0,1 2,0°+0,2 2,9%°+0,4 0,40%+0,02  0,29+0,01 0,12°+0,01 1,25°+0,05
5 459%°+01 86,87+03 85°%02  32°%03 1,8°+0,2 2,8%+0,6 0,36°+0,01 0,26°+0,01  0,10°+0,00 1,10°£0,04
6 456°£0,3 85904 8,5°+0,3 3,002  1,4°%0,1 3,57+0,4 0,36°+0,03  0,27”0,01  0,10°%0,00 1,10°£0,03
7 445'+02 844"+05  7,7°:0,2 2,7°+0,3 1,2°40,2 2,7°+0,0 0,30 0,02 0,23"+0,01  0,08°+0,00 0,94°+0,04
8 41,69¢ 0,4  81,9°+0,7  47°#00 1,7°#03  0,8°#0,1 1,7°40,4 0,219+0,03  0,14°+0,01  0,05°+0,00  0,71°#0,05
9 396"+ 04  808°#1,5  4,3°+03 1,2°40,2  0,6°+0,0 1,1°40,3 0,15"+0,01 0,10'+0,01  0,04'+0,00 0,55°+0,05

c 0 47,8°+0,2 92,0°+04  9,6°#0,4  4,0°#02  2,3°40,1 2,7°+0,1 0,58°+0,04 0,29 0,01  0,13°%0,01 1,337 +0,03

EN 3 47,8+ 0,1  91,2°+0,2  9,1°+0,0 3,901  2,0°7+0,1 2,7°+0,2 0,50°+0,04  0,30°°#0,02 0,12*°+0,00  1,15°+0,02
6 48,0+ 0,3 90,0°#0,3 8,801  3,8%+0,3  2,2*+0,1 2,5°+0,2 0,50°+0,02  0,31°%0,01  0,12°+0,00 1,20°+0,04
9 47,5%+0,7 8957103 86400 3,8%102 21°:0,2 2,4240,3 0,47+0,03  0,28°°+0,02 0,11°#0,01  1,10°+0,06
12 47,0+ 01 892°:03 857400 3,7°#0,1  2,09:0,1 2,6°+0,3 0,45"+0,01  0,26°40,01  0,11°%0,01 1,07° £0,05
18 46,4°+0,1 885°+04 84°+01 35102  1,9°0,1 2,5°+0,2 0,44° 0,02  027°+0,01  0,10°40,00  1,17°°+0,05

Os valores de proteinas, lipideos, carboidratos, cinza e minerais foram calculados em base seca
Valores médios de duas determina¢des em cada repetigao + desvio padrao
Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem significantemente (p < 0,05)
C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR
EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR
EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
L* (luminosidade): 0= preto, 100= branco
h° (tonalidade cromatica): arctan(b*/a*), 0°= vermelho puro, 90°= amarelo puro, 180°= verde puro, 270= azul puro
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3.2Efeito da Temperatura de Coagulacado dos Extratos e das Condi¢bes de
Armazenamento da Soja Sobre a COC

Observou-se que o valor de COC decresceu em fungdo do aumento
do tempo de envelhecimento e da temperatura de coagulagdo do extrato de soja
(Figura 1). A reducdo da COC, provavelmente se deve ao menor conteudo de
proteinas no extrato conforme o aumento do tempo de armazenamento dos gréos.
Além da menor extracdo, as proteinas presentes no extrato podem apresentar
alguns radicais carboxilicos protonados, devido ao aumento de acidos organicos nos
graos envelhecidos, reduzindo o numero de cargas negativas disponiveis para
ligacdo com os cations do coagulante (Kroll, 1984; Liu e Chang, 2008). Ja o aumento
da temperatura do extrato de soja induz a uma maior constante de velocidade de
coagulagao e consequentemente diminuiu a quantidade de coagulante (Liu e Chang,
2003).

Figura 1l - Concentragdo 6tima do coagulante (COC) em fungdo da temperatura de
coagulagao do extrato de soja obtido de soja Coodetec 214 e BRS 267
armazenadas a —18 °C e 47% UR (controle), a 30 °C e 84% UR, 9
meses (EA = envelhecimento acelerado), e a temperatura e UR
ambiente, 18 meses (EN = envelhecimento natural)

34 -

329 ¥ —=a— Coodetec 214 controle
30 A —e— Coodetec 214 9 meses EA
28 - \ —4A— Coodetec 214 18 meses EN
26 \ —w— BRS 267 controle
24 ] —<4— BRS 267 9 meses EA

1 —» BRS 267 18 meses EN

22 ]
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18 ]
16 4
14 ]
12
10
g ]
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o]

COC (%)

Temperatura (°C)

Portanto, para extratos tratados com temperaturas mais elevadas

(70°C) a velocidade de coagulacdo é maior e necessita menor COC, formando
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coagulos maiores que sao caracteristicos de tofus firmes. Enquanto que para o
preparo de tofu filled, obtido a partir de uma coagulagao mais lenta e com elevagao
gradual de temperatura de coagulagéo de 20°C até atingir 80°C, possivelmente ha

necessidade de maior COC.

3.3 Tofu firme de Sojas Envelhecidas

3.3.1 Concentracdo oOtima de coagulante para preparo tofus a partir de

extratos de sojas envelhecidas

Os valores de COC para coagulacdo a 75 °C dos extratos obtidos
de sojas armazenadas em diferentes tempos nas condicfes EA e EN estdo

apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 - Concentragdo 6tima de coagulante dos extratos de soja a 75 °C de soja
Coodetec 214 e BRS 267 em fungao das condi¢ées de armazenamento

Armazenamento Tempo COC (mM)
Condicbes (més) Coodetec 214 BRS 267
C 0 14,12 04 15,42 +0,4
EA 1 12,7° +0,1 14,72 +0,7
2 11,6°°%+0,3 13,7°% 0,7
3 10,9°°% +0,2 13,59 +0,2
4 10,29 +0,2 13,29 40,5
5 8,9" +0,1 12,6% 40,3
6 9,09" 0,4 11,57£0,5
7 7,1 40,4 8,29+0,5
8 6,3 0,5 6,0"+0,3
9 4,8'+0,8 4,5'+0,3
C 0 14,12 20,4 15,42 +0,4
EN 3 12,7° +0,4 14,5%°° +0,2
6 12,2°° +1,0 13,94 +0,4
9 11,3° +0,6 13,4°® +0,5
12 10,5% +0,6 13,5°¢ +0,5
18 9,8"%" +0,4 12,8% +0,8

Valores médios de duas determinagdes em cada repeti¢cao + desvio padrao

Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem
significantemente (p < 0,05)

C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C € 47% UR

EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR

EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a24,5°C e

59 a 93% UR)
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Houve diminuicdo das COC em fung¢ao do tempo e das condi¢des de
envelhecimento, provavelmente devido a reducdo da extracdo de sodlidos totais,
especialmente proteinas (Tabelas 1 e 2), conforme observado por Liu e Chang
(2008) para extratos de soja envelhecida a 30 °C, durante trés meses e atividade de

agua da soja variando entre 0,60 a 0,80.

3.3.2 Correlacdo Entre COC e Composicdo Quimica dos Extratos de Soja

As correlacbes entre as COC e os componentes quimicos dos
extratos de sojas armazenadas nas condigdes EA e EN estdo apresentadas na
Tabela 4. Os solidos totais correlacionaram-se positivamente com a COC para
ambas cultivares e condicdes de armazenamento, estes resultados foram
semelhantes aos observados por Liu e Chang (2003). Entretanto, Liu e Chang
(2004) nao encontraram correlagao entre conteudo de sélidos e COC em extratos de

soja obtidos de 37 cultivares de soja com diferentes tempos de pds colheita.

Tabela 4 - Correlagédo entre COC e componentes quimicos dos extratos de soja e
caracteristicas fisicas dos tofus formulados a partir de cultivares de
soja Coodetec 214 e BRS 267 armazenadas sob condigbes de EA e

EN
COC (extrato de soja)
Coodetec 214 BRS 267
Composigao quimica EA EN EA EN
Solidos totais 0,93** 0,90** 0,94** 0,79**
Proteinas 0,92** 0,64** 0,96** 0,39
Cinzas 0,96** 0,81** 0,94** 0,75**
Caélcio 0,93** 0,77* 0,94** 0,40
Magnésio 0,97** 0,81* 0,96** 0,80**
Fosforo 0,96** 0,83** 0,97** 0,61**
COC (Tofu)
Coodetec 214 BRS 267
Caracteristicas fisicas EA EN EA EN
Rendimento 0,81** 0,01 0,91** -0,34
Firmeza 0,87** 0,73* 0,91** 0,73**

@ significancia para p < 0,05; **, significancia para p< 0,01
EA = Envelhecimento acelerado: 30°C e 84% UR

EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente
COC = concentragao 6tima de coagulante MgSQO,.7H,0 20%
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A correlagao positiva entre a COC e o conteudo de proteinas no
extrato (excecao cultivar BRS 267, EN) encontrada esta de acordo com Ohara et al.
(1992), porém Skurray et al. (1980) observaram o oposto. Liu e Chang (2004)
encontraram correlagdo negativa quando estudaram extratos de soja de varias
cultivares de soja com diferentes tempos pés colheita, mas quando avaliaram uma
série de extratos com diferentes concentragées de proteinas preparados a partir de
material especifico de soja, observaram aumento da COC CaCl, com o aumento do
conteudo de proteina.

A COC correlacionou-se positivamente com os conteudos de cinza,
calcio, magnésio e fosforo nos extratos de soja para ambas cultivares e condigoes
de armazenamento, com exceg¢éo do calcio na cultivar BRS 267 na condigdo EN. Liu
e Chang (2004) verificaram que ndo houve correlacdo entre as COC de CaCl, e
MgCl, e o teor de cinza de extratos de 37 cultivares de soja envelhecidas em
condigdes nao padronizadas. No mesmo estudo, Liu e Chang (2004) encontraram
correlagdo negativa entre teor de calcio do extrato de soja e a COC, mas nao
encontraram correlagdo com o conteudo de magnésio do extrato e a justificativa foi
que o fon Ca?* é efetivo para reagir com a proteina durante a coagulagdo do extrato
enquanto que a maioria dos fons Mg®* poderia ndo estar na forma de ion livre. Hou e
Chang (2003) observaram decréscimo de P fitico em grdos de soja armazenados a
30 °C e 84% UR e relataram a diminuicdo da COC devido a degradacéo do fitato,
uma vez que, este se complexa aos ions calcio.

Para cultivar BRS 267 na condi¢cao de EN a COC nao correlacionou
com as proteinas e calcio do extrato aquoso, possivelmente porque estes
componentes ndo apresentaram alteracdes suficientes para influenciar a COC.

De forma geral, com o envelhecimento dos graos ha menor extracédo
de solidos, em especial de proteina, principal componente do extrato e tofu,
reduzindo assim a quantidade otima de coagulante necessaria para atingir a

coagulagao completa.
3.3.3 Caracteristicas fisicas e quimicas de tofus firmes de soja envelhecidas
As caracteristicas fisicas e quimicas dos tofus firmes obtidos a partir

das cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267 nas condicbes EA e EN estédo

apresentadas nas Tabelas 5 e 6, respectivamente.
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Considerando que os tofus foram produzidos a partir dos extratos de
sojas, cuja composigao e cor estdo apresentadas nas Tabelas 1 e 2, variagbes
semelhantes foram observadas nos tofus, exceto para sélidos totais, que nao variou,
e carboidratos que aumentaram com o tempo de envelhecimento (Tabela 5).
Diferente de Hou e Chang (2003) que relataram aumento de sélidos em tofus
formulados a partir de sojas armazenadas durante 6 e 7 meses a 30°C e 84% UR.
Esta divergéncia pode ser justificada pela técnica diferente de processamento dos
tofus em ambos os estudos. O aumento de carboidratos se deve a possivel reagcao
de (glicosilagdo dos agucares com as fragbes protéicas 11S e 7S com o
envelhecimento da soja, as quais sao facilmente extraidas, conforme foi relatado por
Hou e Chang (2004a e 2004c).

O rendimento dos tofus para as cultivares Coodetec 214 e BRS 267
diminuiu significantemente com o tempo na condicdo EA. Hou e Chang (2003)
observaram diminuicdo do rendimento do tofu a partr de 2 a 3 meses de
armazenamento a 30 °C e 84% UR e sugeriram que nestas condigbes, apds 7
meses, nao seria possivel obter tofu. O decréscimo do rendimento com o tempo e
condigbes adversas de estocagem pode estar relacionado a desnaturagao e
reducao da solubilidade e extragao das proteinas dos graos (Hou e Chang, 2004c;
Kong et al., 2008). A COC apresentou correlagdo positiva com o rendimento dos
tofus obtidos de sojas de EA, ou seja, menor quantidade de coagulante é necessaria
para reagir com as proteinas de extratos de sojas envelhecidas (Tabela 4). Este
resultado concorda com o obtido por Liu e Chang (2008). Entretanto, a COC nao
correlacionou com os rendimentos dos tofus de soja EN para ambas cultivares, isto
se deve a diminuicdo da COC com o EN (Tabela 3), porém ndo houve variagdo no

rendimento dos tofus de soja EN (Tabelas 5 e 6).



Tabela 5 - Caracteristicas fisicas e quimicas dos tofus formulados a partir da cultivar de soja Coodetec 214 em funcédo das
condicbes de armazenamento
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Armazenamento Tempo Rendimento L* h° Firmeza Stgltlgizs Proteinas Lipideos  Carboidratos Cinzas Minerais (mg/g)
Condigées (més) (%) N (%) (%) (%) (%) (%) Ca Mg P
C 0 208,5°+8,2 87,6405 88,8%40,1 4,49°+0,50 18,9%+0,8 6,902 5600 57°%0,8  0,86°+0,04 0,41°%0,01 0,53°%0,02 2,02° 0,06
EA 1 212,1°+4,8 86,404 86,7°+0,4 4,37°+0,21 18,3°+1,1 6,8™° 40,0 5,7% 0,1 58°+0,1  0,79°+0,02 0,41°#0,01  0,47°+0,03 2,00° 0,04
2 200,6®+154 86,2°x0,4 86,5°+0,1 4,32°°:0,44 18,9%25 7,0°%0,0 5603 6,7°°+04 0,83™ 0,03 0,38°+0,03 0,48°+0,01 2,01°+0,11
3 199,6®+10,7 85,3°+0,60 85,8°+0,3 4,34®+0,44 18,5°+1,9 6,7°°#0,2 55102 6,7°°+0,4 0,78°0,03 0,34°+0,01 0,42°%0,00 1,83"+0,09
4 1994 + 8,7 85,0°40,24 85,6°+0,3 4,41°+0,50 18,37+1,9 6,8 0,1 54°°+04 6,3™°+0,7 0,71°%0,04 0,33°#0,03 0,40°+0,02  1,63°+0,11
5  200,8®+10,0 84,2°+0,30 84,2°+0,6 3,92°+0,46 17,9°1,4 65402 52™°+04 6,2°°+05 0,66°°+0,03 0,26°+0,02 0,32°+0,01  1,49°+0,05
6  185,0°£10,1 82,9%0,42 82,6°+0,6 3,39°%0,25 17,8%1,8 6,37#0,1 5403 6,405 0,66°0,03 0,22°+0,03 0,30°+0,01 1,28%+0,04
7 184,4°+9,5 82,4"+0,27 81,5204 3,19°#0,30 17,5%1,7 5,8°#0,3 52™°+0,1 7,1%°x0,3 0,63°#0,02 0,21°0,01 0,27°°0,01 1,22 +0,04
8 133,9°#4,1 79,3 0,44 79,9°+0,2 2,91°#0,42 17,2°13 53°+02 5101  7,4°#0,3 0,58 +0,03 0,18°+0,02 0,249+0,00 1,27°+0,07
9 955°+6,0 7584046 772"+05 223°+0,39 16,915 49400 4,9°+01 71°+03  052°+0,02  0,11°+0,01  0,23°+0,01 1,18 0,04
c 0 208,5°+8,2 87,6°+0,5 88,8°+0,1 4,49°+0,50 18,9°+0,8 6,902 56°#0,0 5708 0,86°+0,04 0,41°+0,01 0,53°+0,02 2,02° +0,06
EN 3 1946 +6,3 88,040,33 88,8°+0,4 4,38°+0,24 18,9°%+1,7 6,6 0,2 53%°+0,0 6,501 0,82*+0,01 0,40°+0,01 0,47°+0,01  2,05% 0,07
6 198,8°+9,7 86,4°+0,31 87,3°+0,3 4,300,220 19,1°+12 6,7°+0,3 53°+0,3 6,602 0,78 0,02 0,39%+0,01 0,45°+0,01 2,08°+0,07
9  1945%+57 852°4029 86,9°+0,1 4,27°+0,18 18,7°+1,8 6,7°+02 54°+0,2 6,8°+0,5  0,75°+0,05 0,40°°+0,01 0,39°#0,01 1,96 +0,05
12 203,9%+27 859°#0,20 87,0°#0,2 4,04°+0,18 17,6°+1,3 6,5°+0,7 54°+0,1 56°+0,1  0,69°+0,01 0,39™+0,01 0,39°#0,01  1,77°+0,03
18 207,5°+51 855°+0,23 86,8°+0,1 3,71°+0,19 17,8°1,3 6,3°+01  54°+0,1 5,8°+0,3  0,66°+0,02 0,38°+0,01  0,34°+0,01  1,71° 0,07

Os valores de proteinas, lipideos, carboidratos, cinza e minerais foram calculados em base seca

Valores médios de duas determinagdes em cada repetigdo + desvio padrao
Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem significantemente (p < 0,05)
C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR
EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR
EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagao no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
L* (luminosidade): 0= preto, 100= branco
h® (tonalidade cromatica): arctan(b*/a*), 0°= vermelho puro, 90°= amarelo puro, 180°= verde puro, 270= azul puro



Tabela 6 - Caracteristicas fisicas e quimicas do tofus formulados a partir da cultivar de soja BRS 267 em fung¢ado das condi¢des de
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armazenamento
Sdélidos
Armazenamento Tempo Rendimento L* h® Firmeza totais Proteinas  Lipideos  Carboidratos Cinzas Minerais (mg/g)
Condigbes (més) (%) N (%) (%) (%) (%) (%) Ca Mg P

o 0 207,1°+8,1 85306 87,9°+0,3 4,70 +0,38 184°1,6 8,2°+03 56+04 4705 0,91°#0,01 0,43°+0,01 0,52°+0,01 2,56°+0,13

EA 1 211,7°£8,0 84,706 86,8°:0,1 4,99°+0,40 181°+1,4 8,0°+0,1 57°+03 4,505 0,87*0,02 0,42°+0,01 0,51°£0,01 2,51 0,09
2 209,4°+4,3 8387+0,6 852°40,4 4,73°£027 18,011 81°x0,1 56®+0,2 4,1°%0,2 0,86 +0,03 0,37°°#0,01 0,50°+0,01 2,32%° 0,07
3 207,4°+58 84,205 84,7°+0,3 4,69*+0,30 18,1°%1,0 7,8°+0,3 55402 44™+04 0,85°+0,02 0,38°+0,00 0,43°+0,01 2,29 +0,08
4 211,6°+4,5 84,3°°+0,6 84,2°+0,1 4,72*°+0,16 18,0°40,7 7,9°+0,2 54°+0,2 41°+0,2  0,81°#0,01 0,36 +0,00 0,39°+0,01 2,20 +0,06
5 203,0°+4,7 83503 8317+05 454°+029 183%40,9 7,8°+0,2 5201 4603 0,770,083 0,357 0,02 0,37°+0,00 2,17°+0,12
6 197,3%+4,6 82,3°+0,3 827°+0,4 3,84°+0,34 18,0°%1,3 7,8°+0,2 5402 4,7°+02 0,72°0,03 0,33°#0,00 0,35°+0,01 2,05 +0,09
7 178,4°+13,4  81,3"#0,5 80,9°+0,7 3,33°+0,23 18,0°+2,3 7,1°#0,3 52°°+0,2 4,9°%0,3  0,65°+0,02 0,32°%0,01 0,349+0,01 1,76°+0,11
8 120,4°+2,6 77,403 77,5+1,0 2,60°+020 17,6%1,7 6,3°+0,2 51°+0,1 50°+0,2  0,62°#0,02 0,27°+0,02 0,33""+0,01 1,67°"+0,09
9 69,1°+93 754402 755°#10 2,06 £021 164°+06 6,0°#02 4,9°+02 5,0° 40,2 0,53'+0,02  0,18'+0,01  0,31"+0,01  1,49°+0,06

c 0 207,1°+8,1 85306 87,9°+0,3 470°+0,38 184°1,6 82°+0,3 56°+04  47°#0,5 0,91°#0,01 0,43°+0,01 052°+0,01 2,56°+0,13

EN 3 2052°+7,2 856°+0,7 87,0°#0,1 4,68°+0,22 19,1°%25 7,9°+0,3 5,3°+0,1 46°+02  0,89°+0,01 0,40°%0,01 0,43°0,00 2,48 +0,10
6 206,6°+3,5 850™+0,6 864°+0,1 4,53°+0,21 18,6°1,9 8,0°+0,5 53°+02 4,4™+02 087*+0,01 0,38°+0,01 0,43°+0,00 2,38 +0,11
9 209,6°+3,7 84,6705 852°+0,2 4,13°+0,17 182423 7,8°+0,1 5301  44®+0,3 0,88%+0,04 0,37°%0,00 0,39°+0,00 2,26°“+0,12
12 209,3%+4,0 84,8™+04 853°+0,1 3,99°+0,18 17,4%+1,0 7,9°%02 54°+0,1 3,8° 0,1 0,83°+0,02 0,39°°+0,01 0,38°#0,00 2,17°+0,05
18 210,4°+34 84,1°'+06 84,6°+0,3 3,76°+0,18 17,5409 7,7°%0,0 54°+0,1 4,001  0,75°+0,02 0,37°#0,01  0,38°+0,01 2,11° £0,07

Os valores de proteinas, lipideos, carboidratos, cinza e minerais foram calculados em base seca
Valores médios de duas determinagdes em cada repeticdo + desvio padrao
Médias na coluna, acompanhadas de letras diferentes, para cada tratamento, diferem significantemente (p < 0,05)
C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR
EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR
EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR)
L* (luminosidade): 0= preto, 100= branco
h° (tonalidade cromatica): arctan(b*/a*), 0°= vermelho puro, 90°= amarelo puro, 180°= verde puro, 270= azul puro
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A firmeza dos tofus das duas cultivares decresceu com o tempo e
condigbes de armazenamento (Tabelas 5 e 6), este resultado discorda com os
observados por Thomas et al. (1989), Hou e Chang (1998) e Kong et al. (2008).
Entretanto, Murphy et al. (1997) relataram a diminuicdo da firmeza em tofus
preparados a partir de sojas envelhecidas e sugeriram que este fenbmeno pode
estar relacionado com as modificagdes nas estruturas das moléculas de proteinas,
em especial a fracdo 11S que é responsavel pela dureza e nao fraturabilidade do
gel. A firmeza de tofus esta relacionada, em parte, ao tamanho do coagulo formado
durante o processo de coagulagdo. Os extratos aquosos obtidos a partir de sojas
envelhecidas formaram coagulos de tamanho menores e menos coesos como

demonstrado nas Figuras 2 e 3.

Figura 2 - Coagulo protéico de extrato de soja envelhecida na condigao EA
(solugao coagulante: MgS0O4.7H,0 20%)

0 = controle (-20°C e 50% UR)
1 a 9 = meses de armazenamento EA (envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR)
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Figura 3 - Coagulo protéico de extrato de soja envelhecida na condigdo EN
(solugao coagulante: MgS0O4.7H,0 20%)

0 = controle (-20°C e 50% UR)
3 a 18 = meses de armazenamento EN (envelhecimento natural: temperatura e umidade
relativa ambiente)

De acordo com Liu e Chang (2008) o extrato de soja envelhecida
coagula muito rapidamente e forma um coagulo fraco. A COC correlacionou
positivamente com a firmeza dos tofus obtidos de sojas de EA e EN (Tabela 4).
Devido a menor quantidade de proteina soluvel em extratos de sojas envelhecidas
houve a necessidade de menor quantidade de coagulante (Tabela 4), porém a

firmeza dos tofus foi menor.

4 CONCLUSOES

Quando a soja é estocada por longos periodos em condi¢des
ambientais (variagdo de 17 a 25 °C e de 60 a 93% de UR ao longo de 18 meses) ou
de envelhecimento acelerado (30 °C, 84% UR durante 9 meses) resulta em
alteragdes significativas na cor e composi¢cao quimica do extrato aquoso e tofu. Para
o preparo de tofu a concentragdo 6tima de coagulante MgSO4 diminui com a
temperatura de coagulagédo e o tempo de armazenamento dos grédos de soja e
apresenta correlagdo positiva com o conteudo de solidos no extrato, especialmente
de proteinas. Ainda que se utilize coagulante em concentragédo étima, o rendimento
e firmeza dos tofus de soja envelhecida em condi¢cbes drasticas sao prejudicadas.

Enquanto que naqueles de soja envelhecida em condigbes ambiente, o uso de
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coagulante em concentragdo otima pode minimizar os prejuizos de textura e

rendimento dos tofus.
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5.4 ARTIGO CIENTIFICO 4

CONSEQUENCIAS DO ENVELHECIMENTO DA SOJA SOBRE A TEXTURA,
COR, ATRIBUTOS SENSORIAIS E ACEITACAO DE TOFUS

Neide Kiyoko Kondo Kamizake': Lilian Catarini Pereira da Silva® Sandra Helena

Prudencio®

Periddico a ser submetido: International Journal of Food Science and Technology

Resumo

A medida instrumental de textura e a cor e o perfil sensorial (determinado pela
Andlise Descritiva Quantitativa) foram investigadas em tofus produzidos a partir das
cultivares de soja Coodetec 214 e BRS 267, armazenadas em trés condigdes:
Envelhecimento acelerado (EA, 84% de UR, 30 °C, 6 meses), envelhecimento
natural (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR, 18 meses) e controle
(C, -20 °C 47%, de UR). Os tofus obtidos de soja EA e EN apresentaram um
decréscimo nos valores instrumentais de L* e h°, dureza, gomosidade, elasticidade,
fraturabilidade e aumento de adesividade. A Analise Descritiva Quantitativa indicou
que os tofus de soja controle caracterizam-se pela cor clara, uniforme e brilhante,
aparéncia coesa, aroma e sabor adocicado e textura firme e elastica, enquanto os
tofus de soja da condigdo EA possuem cor cinza, com manchas escuras, aparéncia
rugosa, aroma e sabor fermentado, sabor rancoso, adstringente, amargo, textura
fraturavel, mas com aderéncia na cavidade oral apos a mastigagado. Os tofus de soja
da condigdo EN apresentaram atributos sensoriais com intensidades intermediarias
aos do controle e EA. A preferéncia pelos tofus da soja controle foi justificada pela
suas caracteristicas de aparéncia, aroma, sabor e textura.

Palavras-chave: Armazenamento. Analise descritiva quantitativa. Teste hedénico de
atributos. Analise de perfil de textura instrumental. Analise de componentes
principais. Consumidores.

1 INTRODUCAO

O tofu € um produto de soja milenar e muito consumido pela
populacdo asiatica. Nas ultimas décadas, a populacdo Ocidental tem demonstrado

interesse no consumo de produtos de soja devido a influéncia da imigragao asiatica
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e pela descoberta dos possiveis beneficios da soja a saude humana (Poysa e
Woodrow, 2001, Yuan e Chang, 2007, Shin, et al.,, 2010). No entanto, para um
produto realmente ser consumido, ele deve satisfazer o consumidor em relacdo aos
atributos de aparéncia, aroma, sabor e textura. No tofu, tais atributos podem ser
influenciados pela cultivar de soja e pela qualidade dos graos, sendo que esta ultima
pode estar relacionada as condigdes de estocagem (Thomas et al., 1989; Murphy et
al., 1997; Hou e Chang, 1998, 2004c; Kong et al. 2008).

A cor do tofu pode variar de branca até amarela palida, sendo que o
consumidor tem preferéncia pelo produto fresco e de cor branca (Cai e Chang,
1997). Uma coloracdo mais amarelada nao é considerada atrativa para o tofu por
estar associada ao envelhecimento do produto (Cui et al., 2004) e uma coloragéo
mais escura pode estar relacionada ao envelhecimento dos gréos utilizados como
matéria prima (Chang, 1998, 2004c; Kong et al. 2008).

Devido ao sabor suave do tofu, as propriedades de textura tem papel
importante na qualidade e aceitagdo pelo consumidor (Lim et al., 1990).

Segundo Cai e Chang (1997) o tofu pode ser classificado de acordo
com o conteudo de umidade e firmeza, em tofu macio (87-90% umidade), tofu
regular (82-88% umidade), tofu firme (76-81% umidade) e seco (<76% umidade). A
preferéncia de acordo com o tipo de tofu varia de acordo com gosto pessoal do
consumidor e com o habito cultural, no Japao, o tofu macio é popular, enquanto que
na China e Taiwan a preferéncia é pelo tofu firme, e os consumidores Ocidentais
preferem tofus de textura mais firme e sabor adocicado (Wang et al., 1983; Cui et al.,
2004).

A textura e o rendimento de tofus sao influenciados por cada etapa
do processo de produgdo, como a obtencdo e coagulacdo do extrato aquoso
protéico e a prensagem.

A proteina é o componente bioquimico que mais influencia a textura
do tofu, uma vez que durante o processamento, as proteinas séo extraidas em agua
e ao extrato aquoso é adicionado um agente coagulante, sob aquecimento, para dar
origem a matriz protéica responsavel pela textura do produto (Poysa et al., 2006;
Chang, 2010). Assim o conteudo de proteina nos gréos e no extrato aquoso de soja
€ importante para a textura e rendimento do produto (Toda et al., 2009).

Em relagao as cultivares, tem-se preferéncia por grdos de tamanho

grande, casca, hilos e cotilédones claros e com maior proporcdo das fragdes
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protéicas 11S e 7S em relagdo as demais (Murphy et al., 1997; Silva et al., 2010;
1012).

Um fator de grande importancia para qualidade de tofu é a
preservagao da qualidade dos gréos durante a estocagem, que devem ser mantidos
em condi¢bes ideais de temperatura (< 22 °C) e UR entre 55 a 60% (Kong et al.,
2008). Entretanto, grande parte da soja € armazenada por longos periodos sob
condigdes nao controladas, produzindo alteragdes fisicas e quimicas nos graos que,
consequentemente, poderao gerar alteragbes em seus produtos.

Estudos de efeito do envelhecimento da soja na qualidade dos graos
e de seus produtos demonstraram o escurecimento dos graos, do extrato aquoso e
tofu, a reducdo da extracdo de solidos totais e das proteinas, diminuicdo de pH e
aumento de acidez titulavel nos graos e do extrato aquoso, e alteragbes na textura e
rendimento do tofu (Thomas et al., 1989; Hou e Chang, 1998; 2004a; 2004b; 2004c;
Liu e Chang, 2004; 2008; Kong et al. 2008; Kamizake et al., 2012 artigo 1; 2; 3).

Alguns pesquisadores observaram que a textura do tofu apresentou
um decréscimo de dureza, fraturabilidade e elasticidade em funcdo do tempo de
estocagem da soja (Saio et al., 1980; Murphy et al., 1997) e outros encontraram o
comportamento inverso (Thomas et al.,1989, Hou e Chang, 1998, 2004c e Kong et
al., 2008). Saio et al. (1980) reportaram que mudangas na textura dos tofus em
funcdo do envelhecimento da soja, tais como o decréscimo de dureza, perda de
coesao e aumento de fragilidade estdo relacionados do decréscimo de extracéo de
solidos e proteinas no extrato aquoso.

Além de alteragbes na textura dos tofus obtidos de sojas
envelhecidas, também tem sido relatada a presenga de sabor estranho e
escurecimento causadas por reacdes de oxidacdo de lipideos e reagdes de
escurecimento enzimatico e ndao enzimatico nos graos (Saio et al., 1980, Hou e
Chang, 1998).

Diante de poucos relatos sobre a descricdo sensorial de tofus
preparados com soja envelhecida, o objetivo deste estudo foi determinar o efeito do
envelhecimento da soja sobre as caracteristicas sensoriais e sua relagdo com a
aceitacao de tofus, além da avaliacdo das propriedades de textura e cor por meios

instrumentais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material

As cultivares de sojas Coodetec 214 e BRS 267 estudadas foram da
safra de 2009 cultivadas na Regiao Norte do Parana, Brasil. O coagulante de
proteina utilizado foi 0 MgS04.7H,0 (marca Sigma) e o anti-espumante comercial foi

fornecido pela da Prosabor (S&o Paulo — Brasil).

2.2 Métodos

2.2.1 Armazenamento dos gréaos de soja

Os graos recém-colhidos das duas cultivares foram armazenados em
trés condig¢des: controle (C): -20 °C e 47% UR, envelhecimento acelerado (EA): 30
°C e 84% UR por 6 meses, envelhecimento natural (EN): temperatura e UR
ambiente (variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93%) UR por 18 meses (Hou
e Chang 2004a, 2004b, 2004c; Kamizake et al., 2012a, 2012b, 2012c). Ao final do
tempo de EA e EN as amostras foram armazenadas nas mesmas condigbes das

amostras controle até realizacdo das analises.

2.2.2 Preparacéao do tofu

100 g de gréos de cada amostra foram lavados e hidratados em agua
destilada (1/5, soja/agua) por 8 h a temperatura ambiente. Em seguida foram
drenados, enxaguados e triturados com agua destilada na proporc¢ao 1/7 (soja/agua)
em um liquidificador (Philips Walita, RI2034/01), velocidade meédia, durante 3
minutos. Em seguida adicionou-se 0,1% (v/v) de agente anti-espumante (Prosabor,
Sao Paulo, Brasil) e as massas foram cozidas em panela de inox, sob agitacéo
manual constante até atingir a fervura, e entdo, mantidas por mais 5 minutos sob
aquecimento brando e agitagdo. Os extratos foram separados por filtragdo em tecido
tunil (100 mesh) e a temperatura ajustada para 75 °C. Uma porgédo de 550 mL de
cada extrato foi coagulado com a solugado de MgS0O4.7H,0 a 20%. A quantidade de

solugcdo coagulante para cada extrato foi determinada de acordo com Liu e Chang,
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2003; Kamizake et al., 2012 (artigo 3). A solugcao coagulante foi adicionada a cada
extrato sob agitacdo manual durante 10 s. Cada mistura foi mantida a 75 °C em
banho-maria durante 20 minutos para permitir a coagulagdo completa. O material
coagulado foi transferido para uma forma de plastico (8,0 x 8,0 x 10,0 cm) forrada
com tecido tunil e drenado durante uma hora sob pressao de 20 g/cm2. A seguir os

tofus foram imersos em agua a 4°C durante uma noite para posterior analises.
2.2.3 Anédlise de Perfil de Textura (APT) Instrumental dos tofus

O perfil de textura das amostras de tofus foi determinado utilizando-
se um texturbmetro (Texture Analyser, TA.XT2i, Inglaterra). Amostras cilindricas de
tofus (3,0 cm de didametro e 2,2 cm de altura, desprezando a superficie externa)
foram comprimidas, em dois ciclos de compreensao, até 75% da altura inicial usando
um sensor cilindrico de aluminio de 35 mm de diametro (P 35) e velocidade
constante de 2,0 mm/s (Rosset, 2007). Os parémetros fraturabilidade (N), dureza
(N), elasticidade, coesividade, adesividade (-N.s) e gomosidade foram calculados

pelo software do instrumento.
2.2.4 Determinacéao da cor dos tofus

A cor dos tofus foi medida em colorimetro (Konica Minolta, CR
400/410, Japao). A leitura foi realizada diretamente sobre a superficie dos produtos,
apos calibragdo com o padrdo branco (L* = 97,59, a* = 0,39, b* = 1,75).
Empregaram-se iluminante CIE-D65 (luz natural do dia), iluminagdo em angulo de
45°, angulo de observacdo de 0° e observagdo padrao CIE 10. O colorimetro
forneceu diretamente os parametros L*, a* e b* e calculou-se a tonalidade cromatica
(h® = arctan (b*/a*)).

2.2.5 Andlise sensorial dos tofus

Para avaliagcédo, as amostras de tofu foram cortadas em cubos de 2,0
cm (sem superficie externa) e apresentadas, em temperatura ambiente, em copinhos
de plastico cobertos com filme plastico e codificados com numeros aleatérios de trés

digitos. Antes e entre as provas, os julgadores utilizaram agua potavel a temperatura
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ambiente para limpar a boca. Os testes foram realizados em cabines individuais, sob
iluminagao de lampadas fluorescentes (luz natural do dia). Para aceitacéo, além de
teste em laboratorio, também foram realizados testes de localizagdo central, em um

clube social de associagao nipénica.

2.2.5.1 Andlise Descritiva Quantitativa (ADQ)

A partir de 24 candidatos, 13 julgadores foram selecionados com
base no desempenho em teste de reconhecimento de gostos e odores basicos e de
ordenacéao de intensidade de dureza e de cor (Meilgaard et al., 2003). Os descritores
(atributos) de aparéncia (cor cinza, uniformidade de cor, brilho, rugosidade e
coesdo), de aroma (adocicado e fermentado), de sabor (adocicado, amargo,
adstringente, ranco e fermentado) e de textura (firmeza, fraturabilidade, elasticidade
e aderéncia residual) foram gerados em consenso pela equipe usando o método de
rede (Moskowitz, 1983). A equipe, em consenso, definiu os atributos, indicou as
amostras de referéncias (Quadro 1) e elaborou a ficha de avaliagédo. A escala
empregada foi uma linha ndo estruturada de 9 cm, ancorada com termos de
intensidade a 0,0 ou 0,5 cm da extremidade esquerda, indicando auséncia ou
intensidade minima, respectivamente, e a 0,5 cm da extremidade direita com termo
indicando intensidade maxima do atributo (ABNT, NBR 14 140, 1998; Richter et al.,
2010). A equipe de julgadores foi treinada para identificar e quantificar os atributos
utilizando as amostras de referéncia (Quadro 1). Apds nove sessdes de treinamento,
seguiu-se a selecao final de julgadores, onde cada um avaliou, em trés repetigdes,
trés amostras de tofus (Cultivar Coodetec 214 controle, Coodetec 214 EN 18 meses
e BRS EA 6 meses). Os dados de cada julgador foram tratados por ANOVA com
dois fatores (amostras e repeticoes) e teste F. Os critérios de selegcdo foram a
capacidade discriminativa (p de Famostra < 0,3), repetibilidade dos julgamentos (p de
Fredeticao = 0,05) e concordéncia com os demais membros da equipe. A concordancia
foi avaliada por meio da comparacao das médias das amostras obtidas para cada
provador com as médias da equipe, para cada atributo (Damasio e Costtel, 1991;
ABNT, NBR 14140, 1998). A equipe final foi composta por treze julgadores treinados
que avaliaram as seis amostras codificadas de tofus, com trés repeticbes (em trés
sessdes). A apresentagdo das amostras aos julgadores foi monadica, sequencial e

seguiu o delineamento descrito no item 2.2.7.
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Quadro 1- Descritores, definicbes e referéncias utilizados para a Analise

Descritiva Quantitativa de tofus formulados a partir de sojas Coodetec

214 e BRS 267 armazenadas em diferentes condicdes

Descritores/Definigbes

Amostras de Referéncia

Aparéncia
Cor cinza: intensidade de cor cinza

Uniformidade da cor: auséncia de manchas
escuras no tofu

Brilho: reflexao da luz na superficie do tofu

Rugosidade: Refere-se a uma superficie aspera

Coesdo: interagéo entre as particulas do tofu

Aroma
Adocicado: aroma associado a alimentos doces

Fermentado: aroma caracteristico de soja
fermentada

Sabor
Adocicado:
sacarose

gosto associado a solugdo de

Gosto amargo: gosto associado a solugdo de
cafeina

Adstringente: sensagao de “amarrar” a mucosa da
boca e superficie da lingua

Rango: sabor relacionado ao 6leo de fritura velho

Fermentado: sabor associado a alimentos de soja
fermentada

Textura
Firmeza: forga para comprimir o alimento entre os
dentes molares

Fraturabilidade: facilidade para romper ou
esfarelar o alimento durante a mastigagédo

Elasticidade: grau com que o alimento volta a
forma original, depois da compressdo com os
dentes

Aderéncia residual: grau com que o alimento e
adere na mucosa da boca ap6s mastigar

Fraca: tofu da cultivar Coodetec 214, controle
Intensa: tofu da cultivar BRS 267, 6 meses de EA

Baixa (muitas manchas): tofu da cultivar BRS 267, 6
meses de EA.

Alta (poucas manchas): tofu da cultivar Coodetc 214,
controle

Pouco: ricota (marca S&o Leopoldo).
Intenso: tofu extra soft (marca Agro-nipo

Pouca: tofu extra soft (marca Agro-nipo)
Intensa: ricota (marca Sao Leopoldo)

Baixa (poucas particulas agrupadas): ricota (marca)
Alta (massa compacta): tofu extra soft (marca Agro-nipo)

Fraco: gréos de lentilha da marca Yoki, do tipo 1, classe
grauda, cozidos em 4gua destilada durante 30 minutos
Forte: milho verde em conserva (marca Fugini) fervido
em agua destilada durante 50 minutos

Fraco: grao cozido da cultivar BRS, 9 meses EA
Forte: Nato (marca Marufuku) diluido 10 vezes.

Nenhum: agua destilada.
Forte: solugédo de sacarose 0,3%.

Nenhum: agua destilada.
Forte: solugado de cafeina 0,1%.

Nenhum: agua destilada.
Forte: Solugéo de acido tanico 0,1%

Nenhum: agua destilada

Forte: 2 gotas de dleo de soja diluidas em 50 mL de
agua destilada e, aquecidas em microonda durante 10
minutos

Nenhum: agua destilada
Forte: nato (marca Marufuku) diluido 200 vezes
Pouca: tofu extra soft (marca Agro-nipo)

Muita: ricota (marca Sao Leopoldo)

Pouca: queijo tipo mussarela (marca Frimesa)
Muita: ricota (marca: Sdo Leopoldo

Pouca: ricota (marca: Sdo Leopoldo)

Muita: queijo tipo mussarela (marca Frimesa)

Pouca: queijo tipo mussarela (marca Frimesa).
Muita: cream chesee (tradicional) da marca Polenghi
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2.2.5.2 Teste de aceitacao

A aceitacdo dos tofus quanto aos atributos de aparéncia, cor, aroma,
sabor, textura e global (Stone; Sidel, 2004) foi avaliada por 110 julgadores né&o
treinados. Foi utilizada escala hedbnica estruturada de onze pontos, onde: 10 =
gostei muitissimo, 5= nem gostei, nem desgostei, 0 = desgostei muitissimo. As
amostras de tofus foram apresentadas simultaneamente aos julgadores em ordem
aleatoria.

Entre os julgadores, 36,4% consumiam tofu com frequéncia (1 a 5
vezes por semana), 39,1% moderadamente (1 a 3 vezes por més), 20%
ocasionalmente (1 a 5 vezes ao ano), e apenas 4,5% nunca consumiram.

A equipe foi composta por 62% de julgadores do sexo feminino e
38% do masculino, com idades entre 15 e 70 anos (sendo mais numerosa a faixa de
15 a 25 anos, com 40% e acima de 50 anos, com 32%) e grau de instrugdo variado
(48% com nivel universitario e 26% com 2° grau completo). Ademais, 68% dos

participantes eram descendentes de orientais.

2.2.7 Delineamento experimental e andlise estatistica dos dados

Foi conduzido um experimento para avaliacdo de cor e textura
instrumentais dos tofus, empregando o delineamento inteiramente casualizado com
duas repeticdes, sendo os tratamentos, os tofus. As determinacdes foram feitas em
triplicata para cada repeticdo do experimento.

Os experimentos sensoriais (ADQ e aceitagdo) das amostras de tofus
foram conduzidos de acordo com um delineamento de blocos completos
casualizados, sendo os tratamentos os tofus e blocos os julgadores. A ADQ foi
repetida trés vezes.

Os dados obtidos foram tratados por ANOVA, teste de comparacao
de médias de Tukey e analise de correlagdo de Pearson. O nivel de significancia foi
igual ou menor que 5%. Os dados sensoriais também foram submetidos a Analise de
Componentes Principais (ACP) com base na matriz de correlagdo, onde as unidades
amostrais foram os tofus, os atributos da ADQ as variaveis ativas e a aceitagao
global a variavel suplementar. O programa estatistico empregado foi o Statistica
versao 7.0 (STATSOFT, 2004)
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Cor e Perfil de Textura Instrumentais dos Tofus

A luminosidade (L*) e a tonalidade cromatica (h°) dos tofus
decresceram (p < 0,05) em fungdo do armazenamento dos graos nas condi¢cdes de
EN e EA (Tabela 1), indicando o escurecimento e a perda da cor amarela para
vermelha, respectivamente, em fungdo do envelhecimento dos grdos. Resultados
semelhantes foram observados por Hou e Chang, 1998, 2004c, Kong et al., 2008 e
Chang, 2010. A mudanca de cor dos tofus se deve as possiveis reagdes de
escurecimento enzimatico e ndo enzimatico durante o envelhecimento dos graos
(Hou e Chang, 1998). A temperatura e UR elevadas de armazenamento ativam as
enzimas presentes nos graos promovendo reagdes entre o oxigénio e substratos
fendlicos (acidos fendlicos, aminoacidos aromaticos) levando a formagao de
compostos escuros como melaninas, melanoidinas e polifendis (Nozzolilo e Bezada,
1984) que sao carregados para o extrato aquoso e tofu. Enquanto que, o
escurecimento nao enzimatico envolve reacdes entre proteinas e acgucares
redutores, que sdo mais relevantes durante o preparo do tofu, onde ha um aumento
maior de temperatura favorecendo a reacdo de Maillard, do que durante o

armazenamento dos graos (Hou e Chang, 1998).

Tabela 1 - Parametros de cor (L* e h°) de tofus formulados a partir de sojas
armazenadas em diferentes condi¢oes

Tofus L* h°
cC 87,7%+0,33 88,8°+ 0,14
CEN 85,5 + 0,27 86,8°+ 0,12
CEA 82,9% + 0,44 82,6° + 0,59
BC 85,1° + 0,54 87,9° + 0,31
BEN 83,8°+ 0,90 84,6+ 0,28
BEA 82,0° + 0,35 82,7°+ 0,40

Valores médios de duas determinagdes em cada repeticao + desvio padrao

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencga significativa (teste deTukey, p < 0,05)

L* (luminosidade): 0 = preto, 100 = branco

h° (tonalidade cromatica): arctan (b*/a*), 0° = vermelho puro, 90° = amarelo puro, 180° = verde puro,
270° = azul puro

CC = Coodetec 214—-C; CEN = Coodetec 214-EN; CEA = Coodetec 214-EA; BC = BRS 267-C; BEN =
BRS 267-EN; BEA = BRS 267-EA

C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR

EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagéo no periodo =17,3a24,5°Ce 59 a
93% UR), por 18 meses

EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR, por 6 meses
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O perfil de textura instrumental dos tofus esta apresentado na Tabela
2. A dureza dos tofus diminuiu (p < 0,05) com o envelhecimento dos graos. Este
resultado esta de acordo com os de Murphy et al. (1997), Hou e Chang (2004c).
Entretanto, resultados contrarios foram observados por Thomas et al. (1989), Hou e
Chang (1998) e Kong et al. (2008). Esta controvérsia possivelmente se deve aos
diferentes métodos de preparo e tipos de tofus utilizados em cada estudo.

A fraturabilidade, elasticidade, coesividade e gomosidade dos tofus
também diminuiram (p < 0,05) em funcdo do envelhecimento dos gréos (Tabela 2).
Murphy et al. (1997) reportaram que a fraturabilidade e coesividade decresceram
significantemente com a estocagem acelerada da soja. A adesividade dos tofus

aumentou (p <£0,05) com o envelhecimento da soja (Tabela 2). Na literatura n&o

Tabela 2 - Perfil de textura instrumental de tofus formulados a partir de sojas
armazenadas em diferentes condi¢oes de envelhecimento

Tofus

Parametros CC CEN CEA BC BEN BEA

0,0432 0,036° 0,032° 0,0422 0,032° 0,034°
Fraturabilidade (N)  +0,002 +0,006 +0,003 +0,005 +0,005 +0,005

4,492 3,71 3,38° 4,69° 3,78° 3,84°

Dureza (N) +0,50 +0,19 +0,25 +0,38 +0,18 +0,34
0,84° 0,71° 0,66° 0,902 0,79° 0,83°

Elasticidade +0,02 +0,02 +0,02 +0,01 +0,01 +0,01
0,78% 0,76 0,75¢ 0,782 0,77 0,78%

Coesividade +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01 +0,01
0,03¢ 0,322 0,31% 0,06° 0,29° 0,30°

Adesividade (-N.s) +0,01 +0,02 +0,02 +0,01 +0,02 +0,02
3,42 2,88° 2,56° 3,65° 2,08° 3,27°

Gomosidade +0,24 +0,22 +0,18 +0,21 +0,14 +0,24

Valores médios de duas determinagdes em cada repeticao + desvio padrao

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (teste de Tukey, p < 0,05)

CC = Coodetec 214—C; CEN = Coodetec 214-EN; CEA = Coodetec 214-EA; BC = BRS 267-C; BEN =
BRS 267-EN; BEA = BRS 267-EA

C = Controle (tempo zero de armazenamento): -20 °C e 47% UR

EN = Envelhecimento natural: temperatura e UR ambiente (variagdo no periodo = 17,3a24,5°C e 59 a
93% UR), por 18 meses

EA = Envelhecimento acelerado: 30 °C e 84% UR, por 6 meses

existe estudos sobre adesividade de tofus em fungdo das condi¢cbes de estocagem
da soja.

As proteinas sdo os principais componentes responsaveis pela
textura de tofu. Alguns estudos indicam que as fragdes 7S e 11S sdo as principais

fragbes proteinas envolvidas na formacao e textura de gel de tofu. Para Saio et al.
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(1969) o gel da fragdo 11S apresentou maior dureza, coesividade e elasticidade do
que da fragdo 7S. De acordo com Riblett et al. (2001) a proteina 11S apresenta
maior quantidade de aminoacidos sulfurados, sendo assim, responsavel pela
formagdo de gel mais firme e de maior elasticidade. Para Tay et al. (2005) a
velocidade de agregacdo e o tamanho dos agregados protéicos apresentam a
seguinte ordem decrescente para as fragdes protéicas 11S > 2S >7S.

Alteracbes moleculares nas fragdes protéicas, devido ao
envelhecimento dos graos, podem resultar em tofus com textura diferente do produto
preparado com graos recém colhidos. Hou e Chang (2004a e 2004b) notaram uma
diminuicao drastica na extracao das fracdes 11S e 7S em soja estocada por mais de
trés meses em condigdes adversas (30 °C e 84% UR) que foi justificada por uma
maior agregacao molecular e desnaturacao destas fragdes, sendo que a fragdo 11S
foi mais sensivel a mudanca estrutural do que a 7S.

Para Kong et al. (2008) a dureza, fraturabilidade e elasticidade de
tofu aumentam com o tempo de estocagem dos grédos em temperaturas e UR
elevadas. Além disso, de acordo com os autores, a soja estocada em condi¢des
adversas tende a formar coagulos grandes e grosseiros e quanto maior o granulo de
proteina na rede do coagulo, mais duro sera o tofu. Kamizake et al (2012c)
estudando as mesmas cultivares e condi¢des de armazenamento do presente
estudo, notaram uma redugédo da extracdo de proteinas, formagdo de coagulos
protéicos pequenos e pouco coesos e tofus menos duro, com o tempo de
envelhecimento dos graos.

Hou e Chang verificaram que a estocagem em condigdes adversas
(30 °C e 84% UR), induz uma redugéo significativa na hidrofobicidade de superficie e
aumento das interagdes dissulfeto intramoleculares nas fracbes 7S e 11S. Além
disso, notaram aumento do conteudo de a-hélice e reducédo no conteudo de B-folha
na estrutura secundaria da proteina. Essas alteragcdes podem ter contribuido para
perda da habilidade das proteinas de soja formar uma rede de gel de qualidade
adequada e resulta tofu de menor dureza, fraturabilidade, elasticidade, coesividade e

gomosidade e com maior adesividade.
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3.2.1 Andlise Descritiva Quantitativa dos tofus
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Diferengas siginificativas (p < 0,05) foram encontradas entre os tofus, para

os 16 atributos levantados pela equipe sensorial (Tabela 3).

Tabela 3 - Intensidade® média de atributos sensoriais de tofus formulados a partir
de sojas armazenadas em diferentes condigdes

Atributos Tofus
Aparéncia CcC CEN CEA BC BEN BEA
Cor cinza 0,65°+0,14 3,82°+127 7,36°+1,04 1,54%+146 4,84°+1,03 8,20°+0,32
Uniformidade de cor 8,287 +0,22 4,89°+1,23 1,74°+1,24 7,50°+0,94 3,87°+127 0,84° +0,60
Brilho 7,82°+0,77 4,85°+1,06 1,89°+1,25 7,05°+1,16 4,09°+0,95 1,22°+0,75
Rugosidade 0,84°+ 0,26 4,52°+1,39 7,11°+1,49 1,46°+0,82 5,01°+124 7,95 +0,59
Coeséao 8,03°+0,30 4,76°+1,31 1,59°+0,92 7,32°+1,15 3,88°+1,38 0,93°+0,31
Aroma
Adocicado 7,52°+1,11 4,57°+1,20 1,67°+1,21 6,98°+1,34 429°+114 1,29°+0,86
Fermentado 0,84°+ 0,24 3,34°+1,43 6,49°+217 1,34°+1,06 4,15°+152 6,787 +2,29
Sabor
Adocicado 7,57°+1,05 4,62°+1,28 1,57°+1,02 6,98°+1,77 4,05°+1,19 1,07°+0,49
Gosto amargo 0,97°+0,40 3,97°+1,26 6,98°+1,25 162°+1,38 4,64°+0,96 7,53%+1,25
Adstringente 1,22°+0,82 4,24°+1,35 7,05°+1,06 1,61°+1,08 4,62°+1,16 7,57°+0,88
Ranco 0,87°+0,22 3,67°+1,54 6,82°+1,57 1,23°+060 4,29°+1,36 7,57°+0,68
Fermentado 0,89°+0,23 3,58°+1,68 6,77°+1,75 1,35°+1,18 4,22°+1,70 7,12°+1,70
Textura
Firmeza 7,79°+1,30 4,30°+1,27 1,35°+1,11 7,63°+0,54 3,89°+126 1,22°+1,37
Fraturabilidade 1,88°+240 4,68°+1,48 692°+214 200°+2,09 4,99°+147 7,15°+2,45
Elasticidade 7,69°+1,33 3,70°+1,24 1,57°+1,36 7,17°+1,63 3,73°+1,18 1,05°+0,81
Aderéncia residual 141°+1,93 476°+1,37 698°+225 1,76°+1,90 4,87°+1,29 7,52°+1,64

CC = Coodetec 214—-C; CEN = Coodetec 214-EN; CEA = Coodetec 214-EA; BC = BRS 267-C; BEN =
BRS 267-EN; BEA = BRS 267-EA
C = Controle: -18 °C e 50% UR, EA: 30 °C e 84% UR (6 meses), EN: temperatura e UR ambiente
(variagéo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR) (18 meses)
Letras diferentes na mesma linha indicam diferencga significativa (teste de Tukey, p < 0,05)
#Escala de intensidade de 9 cm

A cor cinza dos tofus intensificou-se com as condi¢gdes de EN e EA
dos graos, concordando com os resultados de Hou e Chang (1998 e 2004c) e Kong
et al. (2008). Os tofus de soja envelhecida apresentaram menor uniformidade de cor,
isto & apresentaram manchas escuras. A medida de cor sensorial mostrou

correlagao significativa (p < 0,01) com a medida instrumental (Tabela 4).
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Tabela 4 - Coeficiente de correlagao entre a intensidade dos atributos sensoriais
e as medidas instrumentais de cor e textura de tofus formulados a
partir de sojas armazenadas em diferentes condi¢coes

Atributos sensoriais  Medidas instrumentais Tofus

Cor cinza L* -0,90**

h° -0,98**

Firmeza dureza 0,65**

Elasticidade Elasticidade 0,62**

Fraturabilidade Fraturabilidade 0,62**

Aderéncia residual Adesividade 0,83**
*=p<0,01

O envelhecimento da soja resultou em perda de brilho, de coeséao e
aumento de rugosidade nos tofus. Quanto ao aroma e sabor, os tofus elaborados
com graos envelhecidos perderam o adocicado e intensificaram o fermentado. Além
disso, observou-se a intensificagdo do gosto amargo, sabor adstringente e de ranco.
A alteragcdo dos atributos de aroma e sabor se devem as reacdes de hidrdlise
enzimatica (lipases) dos fosfolipideos e triacilglicerideos com formagédo de acidos
graxos livres, e estes em presenca de lipoxigenases e oxigénio resultam na
formacado de peréxidos que pela acdo da hidroperoxidoliase formam isémeros de
hexanal e acidos de baixa massa molecular que sdo responsaveis pelo sabor rango
(Narayan et al.,1988b, Clark e Snyder, 1991, Trawatha et al.,1995). A intensificagdo
do gosto amargo e a sensacgao de adstringéncia em tofus de soja envelhecida esta
relacionada com a conversdo das isoflavonas glicosidicas para a forma agliconas.
Hou e Chang (2002) detectaram a conversdo de aproximadamente 97% dos
glicosideos e malonilglicosideos para a suas respectivas formas agliconas em graos
de soja armazenados a 30°C e 84% durante 9 meses. Alguns autores relataram que
as formas agliconas (daidzeina e genisteina) estdo associadas ao desenvolvimento
do gosto amargo e da sensagao de adstringéncia de forma mais intensa (Matsuura;
et al., 1989, Okubo et al., 1992).

Quanto aos atributos sensoriais de textura dos tofus, a firmeza e
elasticidade diminuiram, enquanto que a fraturabilidade e aderéncia residual
aumentaram em fung¢do do EA e EN dos graos. Houve concordancia entre os dados
sensoriais e instrumentais de textura, conforme os valores das correlagdes

apresentados na Tabela 4.
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Na ACP dos dados sensoriais, os dois primeiros componentes
principais (CP1 e CP2) explicaram 99,37% da variabilidade total contida nas
variaveis originais, sendo que a CP1 explicou 98,98% (Figura 1). Todos atributos
contribuiram para explicagdo do CP1 (r > 0,98), sendo que a uniformidade de cor,
brilho, coesdo, aroma e sabor adocicado, firmeza e elasticidade apresentaram
correlagdo negativa com a componente (a esquerda do grafico, Figura 1A) e a cor
cinza, rugosidade, aroma e sabor fermentado, amargo, adstringente e ranco,
fraturabilidade e aderéncia residual apresentaram correlagdo positiva (a direita do
grafico, Figura 1A).

Na figura 1B, cada tofu esta apresentada por um tridngulo, no qual
cada vértice corresponde ao valor médio atribuido pela equipe em cada repeticao da
avaliagao. Nota-se que a CP1 separou os tofus quanto a condicdo de situaram-se a
direita do grafico (Figura 1B) e foram caracterizados pelos atributos que estdo a
direita da Figura 1A; os tofus obtidos a partir das sojas controles ficaram alocados a
esquerda (Figura 1B) e foram caracterizados pelos atributos que estdo a esquerda
na Figura 1A; e aqueles produzidos a partir da soja de condigbes EN, que
apresentaram atributos com intensidade intermediaria aos dos tofus controle e EA,

localizaram-se na regiao central do grafico (Figura 1B).
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Figura 1. Projecdes dos atributos sensoriais (A) e dos tofus de soja armazenadas em diferentes condicbes (B) sobre
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CC = Coodetec 214-C; CEN = Coodetec 214-EN; CEA = Coodetec 214-EA; BC = BRS 267-C; BEN = BRS 267-
EN; BEA = BRS 267-EA

1 - 3 = repeticdes das avaliacbes
Condicdes de armazenamento: C (controle: -20 °C e 47% UR), EN (envelhecimento natural: variagdo de

temperatura e UR no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR, 18 meses) e EA (envelhecimento acelerado: 30 °C
e 84% UR, 6 meses)
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3.2.2 Aceitacao de Tofus

A aceitacdo, quanto aos atributos sensoriais, de tofus produzidos a
partir de sojas armazenadas sob as condigdes de controle, EA e EN, esta

apresentada na Tabela 5.

Tabela 5 - Aceitagdo® de atributos sensoriais de tofus formulados a partir de sojas
armazenadas em diferentes condi¢oes

Tofus

Atributos CC CEN CEA BC BEN BEA

Aroma  82°+18 6,0° +14 48°+14 76%°+15 57°+15 42°+17
Cor 85%+23 59°+22 43°+23 77°+23 52°+21 3522
Aparéncia 86°+20 60°+19 44°+19 79°+23 53°+18 38 +22
Textura 84%+17 6,1°+15 46°+17 79°+17 56°+15 42°+17
Sabor  83*+25 58°+21 4,0°+22 7,7°+26 50°+22 34%°+24
Global 84°+20 6,0°+19 44°+21 78°+22 53%+19 3822

CC = Coodetec 214-C; CEN = Coodetec 214-EN; CEA = Coodetec 214-EA; BC = BRS 267-C;

BEN = BRS 267-EN; BEA = BRS 267-EA

C = Controle: -18 °C e 47% UR, EA: 30 °C e 84% UR (6 meses), EN: temperatura e UR ambiente
(variagdo no periodo = 17,3 a 24,5 °C e 59 a 93% UR) (18 meses)

Letras diferentes na mesma linha indicam diferenga significativa (teste deTukey, p < 0,05)

®Escala: 0 = desgostei muitissimo, 10 = gostei muitissimo

Ficou evidente que, os tofus produzidos a partir das sojas controles
(n&o envelhecidas) tiveram maior aceitagao (= 8,2) e os de soja EA menor aceitagao
(s 4,8) para aroma, cor, aparéncia, textura e sabor. Comparando-se os tofus
controles, o Coodetec 214 apresentou melhor aceitacdo que o BRS 267 quanto a cor
e aparéncia, possivelmente, isto se deve a cor mais clara do tofu Coodetec 214
(Tabela 1), indicando que o consumidor tem preferéncia por tofus de cor mais
préxima ao branco (Cai e Chang, 1997). Em relacdo a aceitagao global, os tofus
apresentaram a seguinte ordem decrescente: Coodetec 214 Controle, BRS 267
Controle, Coodetec 214 EN, BRS 267 EN, Coodetec 214 EA e BRS 267 EA. A maior
aceitagao global pelos tofus da cultivar Coodetec 214 em relagdo aos da BRS 267,

provavelmente tenha ocorrido devido a sua cor mais clara.
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Nota-se pela ACP dos dados da ADQ incluindo a variavel
suplementar, aceitacdo global, (Figura 1A) que a preferéncia esta relacionada aos
atributos: elasticidade, firmeza, coesdo, uniformidade de cor, aroma adocicado,
gosto doce e brilho que sao caracteristicas de tofus preparados com soja controle

(n&o envelhecida) (Figura 1B).

CONCLUSOES

O envelhecimento da soja resulta na redugao da qualidade dos tofus
em relacdo aos aspectos de aparéncia, cor, aroma, sabor e textura, sendo
evidenciada tanto por medidas instrumentais (cor e textura) como sensoriais (Analise
Descritiva Quantitativa) e confirmada pela baixa aceitagdo dos produtos.

Tofus preparados com soja controle sdo caracterizados por cor clara,
uniforme e brilhante, aparéncia coesa, aroma e sabor adocicado e textura firme e
elastica, enquanto que os tofus de soja envelhecidas em condigdes adversas
apresentam cor cinza com manchas escuras, aparéncia rugosa, aroma de
fermentado, sabor fermentado, rangoso e amargo e textura fraturavel, mas com

aderéncia na cavidade oral apds a mastigacao.
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6 CONCLUSOES

O envelhecimento natural e acelerado da soja por tempo prolongado

conduz a:

e alteragdes fisicas nos graos, que foram evidenciados pelo escurecimento, as
superficies das células paligadicas do cotilédone tornaram-se rugosas e murchas,
a taxa de sorcao e a dureza dos graos cozidos aumentaram e a umidade de

equilibrio diminuiu.

e alteragdes fisico-quimicas nos graos, tais como formagao de acidos, diminui¢ao
de pH, capacidade de absorgdo de agua e solubilidade das proteinas, aumento
de compostos fendlicos e acidez, enquanto que o teor de fitato ndo variou. A
variagao do padrao eletroforético das proteinas ocorreu somente para a condicao

EA a partir de 8 meses.

e reducao de extracao de sodlidos totais, assim como dos componentes (proteinas,

lipideos, carboidratos, cinzas e minerais).

Os compostos escuros formados durante o envelhecimento dos

graos sao extraidos, resultando em extratos e tofus escuros.

A concentragdo otima de coagulante (MgSO,4) para os extratos

aquosos de sojas diminui em fungdo do aumento da temperatura de coagulagao.

Os extratos de soja envelhecidas (EA e EN) requerem menor

quantidade de coagulante (COC).

Graos envelhecidos na condicdo de EA a partir de 7 meses resultam

em menor rendimento de tofu.

Tofus preparados com soja controle sdo mais aceitos que aqueles

preparados com soja envelhecida (6 meses de EA e 18 meses de EN) por
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apresentarem as seguintes caracteristicas: cor clara, uniforme e brilhante, aparéncia

coesa, aroma e sabor adocicado e textura firme e elastica

Tofus de soja envelhecida em condicbes de EA (6 meses) sao
poucos apreciados por apresentarem as seguintes caracteristicas: cor cinza com
manchas escuras, aparéncia rugosa, aroma de fermentado, sabor fermentado,
rangoso e amargo e textura fraturavel, mas com aderéncia na cavidade oral apds a

mastigagéao.

Os tofus da soja da condicdo EN (18 meses) sao caracterizados por
atributos sensoriais com intensidades intermediarias aos tofus de sojas controle e
EA.
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ANEXO A
Parecer do Comité de Etica em Pesquisa envolvendo Seres Humanos para analises

sensoriais de tofus

Uwivenrsidade
Esradual de Londnrina

SOMTE 0% GTICA KM PESQUISA

CDMITE DE ETICA EM PESQUISA ENVOLVENDO SERES HUMANOS
Universidade Estadual de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parané

Registro CONEP 268
[Parecer PF 194/09
CAAE N° 0141.0.268.000-09 Londrina, 07 de dezembro de 2009
FOLHA DE ROSTO N° 281388 o

PESQUISADORA: SANDRA HELENA PRUDENCIO
CCA/MESTRADO [Tov 70 £ A TO

Prezada Senhora:

O "Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos da Universidade Estadual
de Londrina/ Hospital Universitario Regional Norte do Parana” (Registro CONEP 268)~ de acordo com
as orientagBes da Resolugéo 196/98 do Conselho Naciaonal de Satide/MS e Resolugbes Complementares,
avaliou o projeto: ' .

EFEITO DAS GONDIGOES DE ENVELHECIMENTO ACELERADO E NATURAL DA SOJA (GLICINE
MAX) SOBRE AS PROPRIEDADES QUIMICAS E FIiSICAS DO GRAO, EXTRATO AQUOSO DE SOJAE
TOFU”

Situag#o do Projeto: APROVADO

Informamos que devera ser comunicada, por escrito, qualquer modificag8o que ocorra no desenvolvimento
da pesquisa, bem como devera apresentar ao CEP/UEL relatorio final da pesquisa.

Atenciosamente,

Wit
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ANEXO B
QUESTIONARIO PARA RECRUTAMENTO DE JULGADORES (Teste descritivo)

Vocé ja deve ter ouvido falar de julgadores profissionais de vinhos que diferenciam vinhos
de safras diferentes apenas pelo odor. O que torna esses julgadores capazes de tal facanha
€, principalmente, o treinamento que eles recebem.

Neste momento, desejamos formar uma equipe treinada de julgadores, capacitada para
medir a intensidade das caracteristicas sensoriais (aparéncia, sabor, e textura) de tofu
(queijo de soja). As amostras serdo produzidas a partir de sojas estocas em diferentes
condigdes: 30°C e 84% de umidade relativa durante 9 meses; nas condi¢des do ambiente
(sem controle de temperatura e umidade relativa) durante 18 meses e sob a -18°C e 50% de
umidade relativa (controle, tempo zero). Ser um julgador ndo tomara muito de seu tempo e
nao envolvera nenhuma tarefa dificil. A equipe de julgadores se reunira semanalmente, por
um periodo de 30 minutos, no Laboratdrio de Analise Sensorial do DCTA. Esperamos que
os julgadores tenham disponibilidade para participar da equipe por cerca de 6 (seis) meses.

Se vocé deseja participar da equipe de julgadores, por favor, preencha este
formulario.

Se vocé tiver alguma duvida, ou necessitar de informagdes adicionais, ndo hesite em entrar
em contato com Neide (tel: 3327-1647, e-mail: kamizake@uel.br) ou Profa. Sandra Helena
(tel: 3371-4080, e-mail: sandrah@uel.br).

Dados Pessoais:
Nome

Telefone trabalho Telefone casa E-mail

Horarios e dias da semana disponiveis para participar do treinamento:

Indique o periodo em que vocé pretende tirar férias este ano:

1. Faixa etaria:2. Sexo:
() 15-25( ) masculino
() 25-35( ) feminino
()35-50

( ) acima de 50 anos

3. Ocupacao:4. Escolaridade:
( ) aluno( ) 1°grau

() funcionario ( ) 2°grau

( ) professor( ) 3° grau

() outro( ) outro

5. Indique o quanto vocé aprecia cada um destes produtos:

Gosto Nem gosto/Nem N&o gosto | Nunca provei
desgosto

Queijo frescal

Tofu

6. Ja teve a oportunidade de experimentar os seguintes produtos de soja?
- Leite de soja( ) Sim( ) Nao
- Kinako (soja torrada e moida)( ) Sim( ) Nao
- Mis6 (pasta fermentada de soja)( ) Sim( ) N&o
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- Shoyu (tempero de soja)( ) Sim( ) Nao
- Proteina texturizada de soja (carne de soja)( ) Sim( ) Nao
- Tofu (queijo de soja)( ) Sim( ) Nao

7. Cite alimentos e ingredientes que vocé desgosta muito.

8. Vocé é capaz de citar trés alimentos macios?
9. Descreva algumas caracteristicas de textura que vocé percebe em queijos?

10. Especifique os alimentos que vocé nao pode comer ou beber por razdes de
saude. Explique, por favor.

11. Vocé se encontra em dieta por razdo de saude? Em caso positivo, explique por
favor.

12. Indique se vocé possui:
() Doencga bucal

() Dentadura

() Diabetes

() Hipertensao

13. Ja participou de algum teste sensorial? ( ) Nao ( ) Sim
De que tipo? Aceitacdo ( ) - Discriminativo ( ) - Descritivo ( )
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ANEXO C
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TESTE DESCRITIVO)

Gostariamos de convida-lo para participar da equipe de andlise sensorial de tofu (queijo de soja).
Desejamos formar uma equipe treinada de julgadores, capacitada para medir a intensidade das
caracteristicas sensoriais de aparéncia, gosto, sabor e textura em amostras de tofu elaboradas pelo
Projeto de Pesquisa “Efeito das condi¢cdes de envelhecimento Acelerado e Natural da soja (Glicine
max), sobre as propriedades quimicas e fisicas do grdo, extrato aquoso de soja e tofu”. O tofu € um
produto de soja semelhante a um queijo e é consumido rotineiramente nos paises orientais e também
no Brasil. O tofu serd produzido a partir de soja armazenada sob diferentes condicdes:
envelhecimento acelerado (30°C e 84% de umidade relativa durante nove meses); envelhecimento
natural (temperatura e umidade relativa do ambiente por 18 meses) e controle, representando tempo
0 (zero) de envelhecimento (-18°C e 50% de umidade relativa). Para o preparo do tofu somente serdo
utilizados graos em condigdes apropriadas, sendo um ingrediente seguro. O preparo do tofu seguira
as Boas Praticas de Fabricagao, resultando em um alimento seguro que n&o trara nenhum risco a sua
saude. Algumas pessoas podem apresentar flatuléncia (gases) devido a ingestdo de tofu, mas a
ocorréncia é rara. Caso isso aconteca, vocé podera sair da equipe e, deixando de consumir o produto
seu organismo voltara ao normal. Antes da etapa de avaliacdo das amostras de tofu, os julgadores
serdo selecionados e treinados para avaliar tais amostras. Nesta etapa, sera necessaria a ingestao
de solugbes (em agua) de acgucar, sal de cozinha, acido citrico (proprio de frutas) e cafeina
(substancia presente no café) em baixas concentragbes e também aspirar (cheirar) substancias de
origem alimenticias comuns no dia a dia. A avaliagdo de tais substancias ndo causa qualquer dano ou
risco a sua saude. A sua participagdo nos testes ira requerer 30 minutos semanalmente durante
aproximadamente seis meses, conforme descrito no Questionério para Recrutamento de
Julgadores, em anexo.

A qualquer momento, vocé podera entrar em contato com o pesquisador responsavel (tel. trab.: 3371-
4080, tel. res.: 3321-1856) e/ou com o Comité de Etica (tel: 3371-2490) cep_uel@uel.br, para sanar
eventuais duvidas em relagdo ao projeto, seus riscos e beneficios. Vocé podera deixar de participar
da pesquisa em qualquer fase, sua participagdo ndo envolvera quaisquer custos, e a sua identidade
sera preservada. Ao participar, estara colaborando para o desenvolvimento de uma tese de
doutorado e o aperfeigoamento de um profissional.

Londrina, de de 200__ .

Assinatura do Pesquisador Responsavel
(Profa. Dra. Sandra Helena Prudéncio)
telefone/e-mail: 3371-4080 / sandrah@uel.br
Lab. Analise Sensorial do DCTA/CCA/UEL

Eu, , declaro que fui
satisfatoriamente esclarecido pelo pesquisador, em relagdo a minha participacdo no projeto de
pesquisa “Efeito das condigbes de envelhecimento acelerado e natural da soja (Glicine max), sobre
as propriedades quimicas e fisicas no gréo, extrato aquoso e tofu”, na qualidade de provador ou
julgador do produto.

Além disso, ndo coloco qualquer objeg¢do quanto ao uso dos dados originados neste projeto para fins
didaticos e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras.

Desta forma, sem ter sido submetido a qualquer tipo de pressdo ou coagdo, concordo
voluntariamente e expresso meu total consentimento em participar do projeto.

Assinatura do Participante
Telefone/e-mail



174

ANEXO D
QUESTIONARIO PARA RECRUTAMENTO DE JULGADORES
(Teste de Aceitagao)

Desejamos formar uma equipe de julgadores para avaliar a aceitagao de tofu. As
amostras serdo produzidas a partir de sojas estocas em diferentes condigdes: 30°C e
84% de umidade relativa durante 9 meses; nas condigbes do ambiente (sem controle de
temperatura e umidade relativa) durante 18 meses e sob a -18°C e 50% de umidade
relativa (controle, tempo zero). Ser um julgador ndo tomara muito seu tempo e ndo
envolvera nenhuma tarefa dificil. A prova sera realizada no Laboratério de Analise
Sensorial do DCTA, leva em torno de 15 minutos e vocé podera fazé-la no horario em
que tiver maior disponibilidade.

Se vocé deseja participar do teste, por favor, preencha este formuléario. Se vocé tiver
alguma duvida, ou necessitar de informagdes adicionais, ndo hesite em entrar em contato
com Neide (tel: 3327-1647, e-mail: kamizake@uel.br) ou Profa. Sandra Helena (tel: 3371-

4080, e-mail: sandrah@uel.br).

Dados Pessoais:
Nome

Telefone trabalho Telefone casa

Email

1. Faixa etaria:2. Sexo:
() 15-25( ) masculino
() 25-35( ) feminino
()35-50

( ) acima de 50 anos

3. Ocupacgao:4. Escolaridade:
( )aluno ( ) 1°grau

() funcionario ( ) 2°grau

() professor( ) 3° grau

( ) outro ( ) outro

5. Gosta de produtos de soja, tais como?

- Leite de soja( ) Sim( ) Nao

- Kinako (soja torrada e moida)( ) Sim( ) Nao

- Misé (pasta fermentada de soja)( ) Sim( ) Nao

- Shoyu (tempero de soja)( ) Sim( ) Nao

- Proteina texturizada de soja (carne de soja)( ) Sim(
- Tofu (queijo de soja)( ) Sim( ) Nao

7. FreqUéncia de consumo de queijo:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Freqlentemente - vezes por semana
10. Frequéncia de consumo de tofu:

( ) Nunca

( ) Ocasionalmente - vezes por ano

( ) Moderadamente - vezes por més

( ) Freqlentemente - vezes por semana

) Nao
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ANEXO E
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TESTE DE ACEITACAO)

A funcao do julgador para o teste de aceitagdo é avaliar o quanto gostou das amostras de
tofu fornecidas durante a sessdo de avaliacdo previamente agendada pelo Projeto de
Pesquisa “Efeito das condigcbes de envelhecimento Acelerado e Natural da soja (Glicine
max), sobre as propriedades quimicas e fisicas do grao, extrato aquoso de soja e tofu”. O
tofu (queijo de soja) é um produto de soja e consumido rotineiramente nos paises orientais e
também no Brasil. Sera produzido a partir de soja armazenada sob diferentes condigdes:
Envelhecimento Acelerado (30°C e 84% de umidade relativa durante nove meses);
Envelhecimento Natural (temperatura e umidade relativa do ambiente por 18 meses) e
Controle, representando tempo 0 (zero) de envelhecimento (-18°C e 50% de umidade
relativa). A ingestao de tal produto ndo trara nenhum risco a sua saude por se tratar de um
alimento seguro. A sua participagao no teste ira requerer 30 minutos semanalmente durante
aproximadamente seis meses, conforme descrito no Questionério para Recrutamento de
Julgadores, em anexo.

A qualquer momento, vocé podera entrar em contato com o pesquisador responsavel (tel.
trab.: 3371-4080, tel. res.: 3321-1856) e/ou com o Comité de Etica (tel: 3371-2490)
cep_uel@uel.br, caso haja algum efeito inesperado. Vocé podera deixar de participar da
pesquisa em qualquer fase, sua participacdo nao envolvera quaisquer custos, e a sua
identidade sera preservada. Ao participar, estara colaborando para o desenvolvimento de
uma tese de doutorado e o aperfeigoamento de um profissional.

Londrina, de de 200___.

Assinatura do Pesquisador Responsavel
(Profa. Dra. Sandra Helena Prudéncio)
telefone/e-mail: 3371-4080 / sandrah@uel.br
Lab. Analise Sensorial do DCTA/CCA/UEL

Eu, , declaro
que fui satisfatoriamente esclarecido pelo pesquisador, em relagdo a minha participacdo no
projeto de pesquisa “Efeito das condicbes de envelhecimento acelerado e natural da soja
(Glicine max), sobre as propriedades quimicas e fisicas no grao, extrato aquoso e tofu”, na
qualidade de provador ou julgador do produto.

Além disso, ndo coloco qualquer objecdo quanto ao uso dos dados originados neste projeto
para fins didaticos e de divulgacdo em revistas cientificas brasileiras ou estrangeiras.

Desta forma, sem ter sido submetido a qualquer tipo de pressao ou coag¢ao, concordo
voluntariamente e expresso meu total consentimento em participar do projeto.

Assinatura do Participante
Telefone/e-mail:
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ANEXO F
Niveis de significancia para julgadores em fung&o da discriminagcdo das amostras
(Famostras)
Aparéncia Aroma
Cor Uniformidade
Julgador cinza de cor Brilho Rugosidade Coesdo  Adocicado Fermentado
Julgador 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 3 0,00 0,00 0,12 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 5 0,00 0,00 0,00 0,00 0,16 0,00 0,00
Julgador 6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 7 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 8 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 9 0,00 0,00 0,17 0,61 0,03 0,00 0,03
Julgador 10 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 11 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 12 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 13 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 14 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
p < 0,30 = julgador aprovado
Sabor Textura
Adoci- Aderéncia
Julgador cado Amargo Adstringente  Ranco Fermentado Firmeza Fraturabilidade Elasticidade residual
Julgador 1 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 2 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador3 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 4
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 5
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 6
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 7
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 8
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 9
0,01 0,15 0,02 0,01 0,06 0,00 0,99 0,76 0,00
Julgador 10
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 11
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 12
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 13
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Julgador 14
0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00

p <0,30 =julg
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ANEXO G

Niveis de significancia para julgadores em funcdo da repetibilidade (Frepeticao)

Aparéncia Aroma
Cor Uniformidade
Julgador cinza de cor Brilho Rugosidade Aglomerado Adocicado Fermentado
Julgador 1 0,57 0,44 0,01 0,26 0,09 0,47 0,65
Julgador 2 0,90 0,57 0,59 0,87 0,06 0,79 0,28
Julgador 3 0,34 0,74 0,49 0,35 0,82 0,13 0,37
Julgador4 0,44 0,83 0,91 0,24 0,46 0,32 0,44
Julgador5 0,63 0,45 0,87 0,62 0,43 0,56 0,35
Julgador6 0,44 0,44 0,93 0,48 0,19 0,25 0,35
Julgador 7 0,61 0,00 0,38 0,46 0,37 0,74 0,13
Julgador8 0,50 0,18 0,25 0,44 0,79 0,35 0,32
Julgador9 0,44 0,44 0,07 0,80 0,08 0,47 0,30
Julgador 10 0,34 0,44 0,41 0,11 0,48 0,22 0,81
Julgador 11 0,44 0,44 0,55 0,38 0,59 0,20 0,20
Julgador 12 0,83 0,80 0,50 0,34 0,82 0,75 0,63
Julgador 13 0,26 0,61 0,59 0,94 0,20 0,89 0,72
Julgador 14 0,44 0,44 0,05 0,58 0,62 0,30 0,11
p > 0,05 = julgador aprovado
Sabor Textura
Adoci- Aderéncia
Julgador cado Amargo Adstringente Ranco Fermentado Firmeza Fraturabilidade Elasticidade residual

Julgador1 023 0,68 0,61 0,22 0,58 0,63 0,50 0,38 0,16

Julgador2 0,49 0,78 0,76 0,21 0,42 0,34 0,36 0,60 0,65

Julgador3 0,26 0,96 0,79 0,62 0,28 0,36 0,44 0,16 0,76

Julgador4 944 068 0,54 0,50 0,78 0,23 0,20 0,47 1,00

Julgador5 039 042 0,29 0,18 0,31 0,71 0,24 0,82 0,51

Julgador6 958 0,40 0,29 0,32 0,42 0,40 0,89 0,16 0,54

Julgador 7 994 0,17 0,18 0,11 0,22 0,44 0,34 0,66 0,08

Julgador8 925 048 0,55 0,55 0,05 0,55 0,47 0,79 0,44

Julgador9 992 068 0,26 0,33 0,18 0,03 0,44 0,71 0,38
Julgador 10 960 0,90 0,01 0,53 0,37 0,94 0,01 0,43 0,49
Julgador 11 98> 075 0,23 0,02 0,27 0,99 0,68 0,55 0,59
Julgador 12 936 0,50 0,85 1,00 0,69 0,48 0,91 0,61 0,74
Julgador 13 931 0,98 0,85 0,83 0,93 0,91 0,64 0,42 0,67
Julgador14 g9 0,96 0,11 0,29 0,32 0,09 0,58 0,38 0,95

p > 0,05 = julgador aprovado



Médias da equipe e de cada julgador para cada atributo

ANEXO H
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ATRIBUTOS
Julgador 1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 | 11 | 12 | 13 | 14 | 15 | 16
Julgador1 | 1 | 06' [ 84° [ 77° |08 |78 | 76°|09" | 76° |11 |12 |14 |08 | 77|13 |75 |16
2184|106 |18 |74 |14 |12 |75 12" |72 |72 |71 |72° |14 |76°|16' | 7.7°
3141 |66°|60° |60 |43 |35 |64 |34 |59 |59 |46 |38 |44 |51 |43 |31
Julgador2 | 1] 06" | 84°|80° |26 |78 |66°|07 |68 |10 [29 (07 |08 |81°]70]81]08
2(182°| 06" |35 |82°]09 |21 [73|08 |78 (80|74 |74 |12 120 |09 |70
3|47°|46°|64%°|80°|15°|22°|64°|08" |66°| 77|59 |67°|22°|22°]| 21| 6,3
Julgador3 | 1|08 |81 |72° |13 |78 |71 |16 |72 |17 [ 1,7 [ 1,7 |16 |71 |16 | 71° [ 1,7
2180°]109 |34 |72 |15 |18 |71 |16 |72 | 71° |71 |71 |70° |16 | 1,7 | 7.2°
3|54° |35 |36°|57°|36°|36° |54 |34°|56°]|57°|59|57°|34" |53 | 33|56
Julgador4 | 1 | 05" [81° |78 |09 |79 |79 |05 |77°]08 |10 ]09 |07 |79 |08 |78 ]07
2|85 109 |11 |75 (09 |10 |79 |09 |75 |79 |77 |77 |08 |78 |09 |79
342" |56° |28 |60° |62 |62 |43 |29 |58 |58 |42°|46°|24°|67° |29 |65
Julgador5 | 1|07 |83 |75 |13 76|79 |11 ]80° |12 [ 13 [13 |11 |78 [12' |78 |14
2183 |07 |11 |77 | 54° |10 |78 |11 |77 |76° |78 | 77710 |79 |11 | 79°
3|56° |33 |34°|58 |34 |52°|51°|31*|54°|34°|37° |41 |39 |54°|41 |55
Julgador6 | 1|07 [81°]80° |06 |81 ]46° |07 |45 |06 |07 |07 |07 |79°]|07 |76°]08
2181”07 |11 |80 |08 |07 |46°|07 |74 |70 |64 |60°]|08 |81]|08" |81
3159|3039 |48 |40 | 177 ]22°[1,9° |28 |28 |28 |27°|35 |57 |29 |47
Julgador7 | 1 | 06" |82°|79°| 08" |80° |78 |06 |80 |06 |07 |07 |07 [79]|08 |79 |08
2176|109 |09 |74 |11 06" | 81|06 |79 |79 |78 |78 |08 |77°]|09 |77
3123 |23 |25 |70 |24 22267 |27 |65 |64 |63 |63 |21 66|24 |62
Julgador8 | 1| 09" | 80°[80° |09 [80°|80°|09 |79 |09 |09 |09 |09 |79]08"]|80°]08
2180°|09 |10 |80°]09 |09 [81°]09 |79 |78 |79 |79 |09 |82°]|10" ]380
3|54 |40° |39 |54° |37 (39|48 |41 |52 |52° |52 |52°|40° |54 |38 |54
Julgador9 | 1|05 |85 |65 |22 |51 |68 |05 |70 |12 |18 |05 |05 |58 |68 |29]07
285 |05 |34 |44 |17 |23 |29° |13 |36 |56 |58 |32 |08 |66 |33 |77
3144 |45 |42° |33 |33 |35 |18 [29 (37|44 |51 |21 1,77 |67 |21 |53
Julgador10 | 1 | 07" | 85° | 76° |10 | 772|755 | 11" | 78 | 12" [ 11" [ 19" |10 |78 | 14" | 74| 1,2
2183 |07 |17 |74 |13 | 12" |75 |11 |75 | 75°|70°|70° |13 | 77|15 | 76
3140 |69 |62° |48 |24 |23 |69 |24 |65 |53 |44 |41 43 |63 |45 |26
Julgador11 | 1 | 05" [ 85° | 72° |10 |73 |70° |14 | 71|14 |12 | 12" |13 |72°]|09 |63°]|08
2185105 |11 ]70° |12 |13 |67 |14 |75 |72° |73 |74 |10 |78 |09 |79
3129 |65 |46 | 42° |49 |48 |43 |40 |56°|51° |45 | 41°]22°|62°| 27|63
Julgador12 | 1 | 14" | 772 | 75° |18 | 71° | 75° |14 | 75° |18 |18 |17 |18 | 75°]|16' | 75| 16
21777113 |20 | 72° |21 |18 |71 [ 18 |76°|75° |74 |74 |14 |76°| 18 |73
3/161° |28 |31 |64° |25 |36°|60°|40°|61°]|61° |63 |62 |30 |60 |26 |63
Julgador 13 | 1| 09' | 8,0° | 7,8° | 1,0' | 80° | 7.6° | 1,3' | 7.6° | 10' [ 09' | 1,0' | 11" [ 75° | 09" | 7.9° | 0,9'
279 ]10 [10 |80 |09 |10 |73 |13 |76 |73 |73 |74 |12 |79 |10 |79
3]150° |40 |40 |49 |38 |39 |47 |39 |50 |50 |49 |50 |36°]|48 |10 |49
Julgador14 | 1 | 05' | 85° | 75° [ 12" | 78° [ 81|09 [80° |10 |10 |10 [09 [78 [11 |76 |12
2085 |05 [ 11|78 [ 114 [ 14 |77 |14 | 76° | 80° | 75 | 77° |14 | 77° |11 | 7.7
3|38°|52°|52°|56°|35 |56°]|30°|53|32°]32°|37°|31°|61°]|33]55 |35
Média 1107 |82 |76° |12 |75 |73 |10 |73 |11 |13 |11 |10 |76 |19 |72 | 11
2|82° |08 | 1,7 |74 [15 [ 13 [70° |11 |73 |74 |73 74|15 |69 [13 |77
3]|46° |45 |43°|56° |35 |37 |49 |32 |53 |51° |48 |46° |33 |54 |32°|52°

*Numero sobrescrito indica a ordem crescente de médias
Atributos 1 = Cor cinza, 2 = Uniformidade de cor, 3 = Brilho, 4 = Rugosidade, 5 = Coes&o, 6 = Aroma adocicado, 7 = Aroma fermentado, 8 =
Sabor adocicado, 9 = Gosto amargo, 10 = Adstringente, 11 = Rango, 12 = Sabor fermentado, 13 = Firmeza, 14 = Fraturabilidade, 15 =
Elasticidade, 16 = Aderéncia residua




