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RESUMO 
 

Os alimentos probióticos representam uma classe muito importante para a 
manutenção do estado de saúde. No mercado, esses produtos são 
predominantemente iogurtes e leites fermentados, havendo uma demanda por 
alimentos probióticos não-lácteos para ampliar as opções dos consumidores 
vegetarianos, bem como atender às necessidades dos indivíduos intolerantes à 
lactose. Nesse contexto, a soja apresenta-se como um adequado substituto do leite, 
em virtude das  suas qualidades nutricionais e funcionais. O presente estudo teve 
como objetivo o desenvolvimento de uma sobremesa potencialmente probiótica 
mista de tofu e extrato hidrossolúvel de soja, fermentado com Enterococcus faecium 
CRL 183. No total, foram produzidas três formulações de sobremesa probiótica, com 
diferentes proporções de tofu e fermentado de soja: “A” (50%/ 50%), “B” (70%/ 30%) 
e “C” (80%/ 20%). Todas apresentavam as mesmas porcentagens de NaHCO3, 
creme de soja, polpa de morango, aroma de leite em pó, corante natural carmim de 
colchonilha, goma carragena e açúcar refinado. Testes sensoriais de aceitação e de 
intenção de compra foram realizados com 65 consumidores visando a escolha da 
melhor formulação, à qual foi submetida a análises físico-químicas e microbiológicas 
nos tempos de 2, 14 e 28 dias de estocagem  a ±5ºC e, também, a análise sensorial 
nos tempos de 4, 14 e 28 dias.  A composição centesimal e o valor calórico também 
foram determinados. Os dados foram avaliados através de análise de variância e 
teste de médias de Tukey (p<0,05). A sobremesa “A” foi considerada a melhor em 
termos sensoriais,  principalmente quanto à intenção de compra, uma vez que 47% 
dos consumidores afirmaram que “certamente ou provavelmente comprariam” o 
produto. Sendo assim, ela foi selecionada para prosseguir o estudo. A composição 
da formulação “A” apresentou:  72,2% de umidade; 4,4% de proteínas; 3,1% de 
lipídios; 0,6% de cinzas e 19,6% de carboidratos; e o seu valor calórico foi de 124,3 
Kcal/ 100g. As culturas de E. faecium CRL 183 e L. helveticus 416 permaneceram 
viáveis ao longo de todo o período experimental, com contagens entre 108 e 109 
UFC. g-1 de produto.  Houve também a ocorrência de acidificação e sinérese, além 
de mudanças dos parâmetros de textura após 14 dias de estocagem. Em adição, 
constatou-se pelos testes de aceitação e de intenção de compra, que não houve 
alterações sensoriais do produto entre os períodos avaliados. Concluiu-se, portanto, 
a viabilidade da elaboração de uma sobremesa probiótica à base de tofu e 
fermentado de soja.  

 

Palavras-chave: alimento funcional; bactérias láticas; soja; E. faecium. 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 
 

The probiotic foods represent a very important class for the maintenance of health 
state. At the market, these products are predominantly yogurts and fermented milks. 
There is a demand for non-dairy probiotic foods to increase the vegetarian options  
and attend the individuals with lactose intolerance. In this context, soy based food 
appears as an ideal  substitute because its nutritional and functional qualities. The 
present study aimed the development of a potentially probiotic dessert added with 
tofu and aqueous extract of soy fermented  with Enterococcus faecium CRL 183. 
Three formulations were produced with different proportions of tofu and fermented 
soy product:  "A" (50% / 50%), "B" (70% / 30%) and "C" (80% / 20 %). All the 
desserts contained the same percentages of NaHCO3, soy cream, strawberry pulp, 
flavor milk powder, natural colouring agent, carrageenan gum, and sugar. Sensory 
tests for acceptance and purchase intent were performed to choose the best 
formulation, which was studied by physico-chemical, microbiological and rheological 
analysis after 2, 14 and 28 days of storage (± 5 º C) and sensory analysis after 4, 14 
and 28 days. The chemical composition and caloric value were also determined. 
Data were evaluated by analysis of variance and Tukey test (p <0,05). The dessert 
"A" was considered the best sensorially, especially regarding the purchase intent, 
since that 47% of the panelists said they "would certainly or probably buy this 
product”.  Thus, it was chosen for further study. The composition of the formulation 
"A" had 72.2% of moisture, 4.4% of protein, 3.1% of fat, 0.6% of ash and 19.6% of 
carbohydrate, and the caloric value was 124 3 kcal / 100g. In this formulation, the 
strains of E. faecium CRL 183 and L. helveticus 416 remained viable throughout the 
experimental period, they exhibited counts between 108 and 109 CFU. g-1,  wich is 
enough for a product to be considered probiotic. It was also noted the occurrence of 
acidification, syneresis and texture changes during 28 days of storage. In addition, it 
was found from the tests for acceptance and purchase intent, that there was not 
occur sensory changes between the periods. Thus we concluded that the 
development of a probiotic dessert with added tofu and fermented soy  product was 
viable. 

 

Keywords:Functional food;  lactic bacteria; soy; E. faecium.  
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1 INTRODUÇÃO 

Nos últimos anos tem havido uma crescente expansão do mercado de alimentos 

funcionais em virtude da maior conscientização da população a respeito da relação 

existente entre saúde e alimentação (OZEN et al., 2012; SZÁKALY et al., 2012; 

KHAN et al., 2013). 

Os alimentos funcionais são  aqueles que integram a dieta usual e que 

apresentam, além das suas funções nutricionais básicas, efeitos metabólicos ou 

fisiológicos e/ ou capacidade de reduzir o risco de doenças crônico-degenerativas  

(BRASIL, 1999). Dentre os alimentos funcionais, destacam-se os produtos in natura 

como a soja, por exemplo, e os processados como os probióticos, em razão dos 

seus efeitos benéficos à saúde humana, amplamente já demonstrados sob o ponto 

de vista científico (ROSSI et al., 2000; ROSSI et al., 2003; FUCHS et al., 2005; 

BEDANI et al., 2006; PARK et al., 2007; MANZONI et al., 2008; SIVIERI et al., 2008; 

BEDANI & ROSSI, 2009;  RIBEIRO, 2010; CAVALLINI et al., 2011; DONG et al., 

2012; KINOUCHI et al., 2012; RODRÍGUEZ-ROQUE et al., 2013). 

Os probióticos podem ser definidos como “micro-organismos vivos que quando 

administrados em quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do 

hospedeiro” (FAO & WHO, 2006). Os principais efeitos benéficos à saúde atribuídos 

ao consumo desses micro-organismos são: regulação e estabilização da microbiota 

e função intestinal, inclusive após o uso de antibióticos, impedimento à colonização 

do intestino por patógenos, modulação do sistema imune, alívio da intolerância à 

lactose, aumento da absorção de minerais e produção de vitaminas, redução do 

colesterol com consequente diminuição do risco de doenças coronarianas e, 

também, redução do risco de determinados tipos de câncer (FULLER, 1989; LEWIS 

& FREEDMAN, 1998; ROSSI et al., 2000; ISOLAURI et al., 2001; GORBACH, 2002; 

ROSSI et al., 2003; SAAD, 2006; SIVIERI et al., 2008; VALSEVIC & SHAH, 2008; 

CAVALLINI et al., 2011; KINOUCHI et al., 2012; SIVIERI et al., 2013).  

Em alimentos, as principais bactérias empregadas como probióticos são espécies 

dos gêneros Lactobacillus e Bifidobacterium (BIELECKA et al., 2002;  FOLIGNÉ et 

al., 2013). Mais recentemente a espécie E. faecium foi inserida na lista de micro-

organismos probióticos permitidos em alimentos pela da Agência Nacional de 

Vigilância Sanitária (ANVISA, 2008).   
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A maioria dos alimentos probióticos são lácteos, sendo considerados 

excelentes matrizes para carrear esses micro-organismos (MARTINS et al., 2013) . 

Entretanto, existe grande demanda por alimentos probióticos não lácteos, como os 

produtos de soja, para atender aos intolerantes à lactose, vegetarianos ou pessoas 

que não apreciam o leite e seus derivados (KOMATSU et al., 2008; RANADHEERA 

et al., 2010).  

A soja e os seus produtos têm despertado um enorme interesse, não apenas 

pelas características nutricionais intrínsecas, como também pelos seus efeitos 

funcionais decorrentes da presença de uma grande quantidade de componentes 

bioativos (CIABOTTI et al., 2006; CHANG et al., 2012).  

Ao consumo da soja têm sido atribuídos diversos efeitos benéficos à saúde, 

incluindo prevenção de osteoporose (MATTHEWS et al., 2011), atenuação dos 

sintomas de diabetes (VALSECCHI et al., 2011), prevenção de doenças 

cardiovasculares (MARSH et al., 2011), redução dos níveis de colesterol do plasma 

sanguíneo, além de proteção contra doenças renais (TORRES et al., 2006), câncer 

(DONG et al., 2012; KINOUCHI et al., 2012) e doenças intestinais (ESTEVES & 

MONTEIRO, 2001; FRIEDMAN & BRANDON, 2001). 

Conforme estudos já realizados, os derivados de soja estão entre os 

substratos mais apropriados para a veiculação de cepas probióticas (CHAMPAGNE 

& GARDNER, 2005). Além disso, sabe-se que o processo de fermentação pode 

aumentar a atividade antioxidante (WANG et al., 2006), o valor nutricional e a 

aceitabilidade desse tipo de alimento (MITAL et al., 1974; KOMATSU et al., 2008), 

que no Ocidente é limitada especialmente por questões culturais (TU et al., 2012).  

Considerando que atualmente existe enorme demanda por alimentos 

probióticos à base de soja, especialmente as sobremesas; torna-se de interesse a 

busca por novos produtos, ampliando a possibilidade de escolha por parte daqueles 

que já são adeptos ao consumo da soja, ou também como forma de atrair novos 

consumidores dessa classe de alimentos tão importante para a manutenção do 

estado de saúde. Nesse cenário, o desenvolvimento de uma sobremesa de soja 

probiótica contendo os micro-organismos E. faecium CRL183 (cepa de espécie 

probiótica) (ANVISA, 2008) e L. helveticus  416 (cepa potencialmente probiótica) 

(REDONDO, 2008) mostra-se promissor e com potencial mercadológico. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Alimentos funcionais 
Nos últimos anos, os consumidores têm manifestado não apenas a 

preocupação com características nutricionais e propriedades sensoriais atrativas nos 

alimentos, como também a necessidade de  obter bem-estar, melhoria da qualidade 

de vida e benefícios à saúde através de uma alimentação saudável (KAPSAK et al., 

2011).  

As funções dos alimentos podem ser classificadas em três categorias. A 

função primária é a nutricional, a secundária diz respeito à satisfação sensorial, e a 

terciária, que foi definida mais recentemente, corresponde à função fisiológica  

através da  modulação de  sistemas do organismo, tais como imune, endócrino,  

nervoso, digestório e circulatório (ARAI, 1996).   

A dieta exerce grande influência na saúde e vem sendo apontada como o 

principal fator de risco de doenças crônicas com fatores modificáveis. Inúmeras são 

as evidências científicas da interferência da alimentação na saúde ao longo da vida 

(FAO & WHO, 2003).  

Em meados da década de 1980, com o envelhecimento da população e 

crescente interesse na prevenção de doenças  pela mudança dos hábitos 

alimentares, surgiu no Japão o conceito de “ alimento funcional “ (ARAI et al., 2001). 

O governo japonês  foi o primeiro a atribuir aos alimentos funcionais um status legal, 

através da criação de uma regulamentação específica e uso do termo FOSHU – 

“Foods for specific health use” para referir-se a essa classe de alimentos (ARAI, 

2002).   
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Em 1984, o Ministério da Educação, Ciência e Cultura do Japão, através de 

um projeto nacional,  definiu alimento funcional como “aquele que tem funções 

fisiológicas, incluindo regulação do biorritmo, do sistema nervoso, do sistema  imune 

e das defesas do organismo, além de funções nutricionais”. Esse foi o primeiro 

projeto a descrever alimentos funcionais como alimentos dotados de função terciária 

(SHIMIZU, 2003). 

De acordo com outra definição, alimentos funcionais são aqueles que 

proporcionam efeitos benéficos ao organismo, além da capacidade de nutrir, 

permitindo melhorar o estado de saúde e o bem-estar e/ ou reduzir o risco de 

doenças (EUROPEAN COMISSION CONCERTED ACTION ON FUNCTIONAL ON 

FOOD SCIENCE IN EUROPE, 1999). 

No Brasil, a portaria 398 do Ministério da Saúde, publicada em 30 de abril de 

1999, descreveu os alimentos funcionais como alimentos que fazem parte da dieta 

usual e cujos benefícios não se restringem à função básica de nutrir, sendo 

responsáveis por efeitos metabólicos ou fisiológicos e/ ou redução do risco de 

doenças crônicas (BRASIL, 1999). A Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA,1999) definiu alegação de propriedade funcional como sendo “aquela 

relativa ao papel metabólico ou fisiológico que o nutriente ou não nutriente tem no 

crescimento, desenvolvimento, manutenção e em outras funções normais do 

organismo humano”.  

O segmento de alimentos funcionais, considerado um dos mais competitivos 

(BIGLIARDI & GALATI, 2013), promissores e dinâmicos da última década (SIRÓ et 

al., 2008), tem apresentado uma taxa anual de crescimento entre 8 e 14% 

(AGRICULTURE AND AGRI-FOOD CANADA, 2009).  
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Os prováveis motivos para a crescente demanda são: aumento da expectativa 

de vida e dos gastos com saúde (BIGLIARDI & GALATI, 2013), envelhecimento da 

população, desejo de combater os danos provocados pela poluição, micro-

organismos e substâncias químicas no ar, na água e nos alimentos (SANDERS, 

1998), necessidade dos consumidores de prevenir doenças e de melhorar a sua 

qualidade de vida  (KHAN et al., 2013), maior consciência sobre a relação entre 

saúde e alimentação (FUCHS et al., 2005; COSTA & ROSA, 2008;  OZEN etal., 

2012; SZÁKALY et al., 2012) e  acúmulo de evidências sobre benefícios à saúde 

associados ao consumo desses alimentos (KOTILANIEN et al., 2006). 

O desenvolvimento de novos alimentos funcionais é caro, desafiador e, 

devendo atender às necessidades e expectativas do mercado consumidor 

(BETORET et al., 2011). O seu sucesso comercial depende essencialmente de  

estratégias usadas na divulgação das alegações de saúde ( CARRILO et al., 2013) e 

de fatores como sabor, qualidade, conveniência e preço (SIRÓ et al., 2008).  

Muitos pesquisadores em todo o mundo têm se dedicado ao estudo de 

alimentos funcionais, em especial daqueles que contém prováveis fatores 

anticarcinogênicos e antioxidantes, além de duas classes particulares dos 

funcionais: os  probióticos e os prebióticos  (ARAI et al., 2002). 

 

2. 2 Probióticos 
Probiótico é um termo relativamente novo, derivado do grego, cujo significado 

é “pró- vida” ou a “favor da vida” (FAO & WHO, 2006)   

A palavra probiótico foi empregada por Lilly e Stillwell (1965) pela primeira vez 

para se referir a substâncias produzidas por micro-organismos capazes de estimular 

o crescimento de outros.  
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Em 1989, Fuller redefiniu os probióticos como “suplementos alimentares 

contendo micro-organismos vivos que afetam beneficamente o hospedeiro, 

melhorando o equilíbrio da sua microbiota intestinal”.  

Três anos mais tarde, os probióticos foram descritos como culturas puras ou 

mistas de micro-organismos vivos que quando consumidos pelo homem ou animais, 

beneficiam o hospedeiro, melhorando as propriedades da sua microbiota (MULDER 

et al., 1997). 

Outras inúmeras definições de probióticos têm sido publicadas em trabalhos 

científicos nos últimos anos (FULLER, 1995; VASILJEVIC & SHAH, 2008), mas 

todas sem perder a essência do seu significado. 

Atualmente, a definição aceita internacionalmente caracteriza os probióticos 

como “micro-organismos vivos que quando administrados em quantidades 

adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro” (FAO & WHO, 2006). Já no 

Brasil, a  ANVISA (2010) descreve probióticos como “preparações ou produtos 

contendo micro-organismos definidos e viáveis em quantidade suficiente para alterar 

a microbiota, por implantação ou colonização de um compartimento do hospedeiro e, 

assim, exercer efeito benéfico sobre a saúde desse”. 

Durante a sua trajetória pelo trato gastrointestinal, os micro-organismos 

probióticos devem resistir à ação do ácido clorídrico, sais biliares e secreções 

intestinais e, também, à ação do sistema imune, para que possam conferir 

benefícios a saúde do hospedeiro (LEWIS & FREEDMAN, 1998; KEARNEY et al., 

2008). 

Segundo Fuller (1989) existem três prováveis mecanismos de ação dos 

probióticos: (1) supressão do número de células viáveis de micro-organismos 
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patogênicos através de produção de compostos com atividade antimicrobiana, 

competição por nutrientes ou por sítios de adesão situados na superfície do epitélio 

intestinal; (2) alteração do metabolismo de patógenos pelo aumento ou diminuição 

da atividade de enzimas e (3) estimulação da imunidade do hospedeiro pelo 

aumento dos níveis de anticorpos ou aumento da atividade de macrófagos 

(Fluxograma 1).  

 

Fluxograma 1 - Destino dos probióticos no organismo e principais mecanismos de ação.  

 

Fonte - Adaptado de Saad, 2006. 

 

Na literatura científica, inúmeros benefícios à saúde têm sido atribuídos ao 

consumo de alimentos contendo probióticos, sendo apenas alguns deles  

comprovados, enquanto outros ainda demandam  mais estudos (CRUZ et al., 2009).   

Trabalhos a respeito das propriedades e funcionalidade de micro-organismos 

vivos em alimentos sugerem que os probióticos poderiam exercer efeitos benéficos 

nas funções imunológica, digestória e respiratória, e também, desempenhar um 

papel relevante no alívio de doenças infecciosas em pessoas pertencentes aos 

grupos de risco (FAO & WHO, 2006).    
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A prevenção e a redução dos sintomas de diarreia associada ao uso de 

antibióticos, de diarreia rotaviral e de diarreia causada por Clostridium dificille, além 

do alívio da intolerância à lactose, são efeitos benéficos à saúde humana que já 

foram bem estudados e documentados no caso das cepas de Lactobacillus 

rhamnosus GG (Valio), Saccharomyces cerevisiae Boulardii (Biocodex), 

Lactobacillus casei Shirota (Yakult®) e Bifidobacterium animallis Bb-12 (Chr.Hansen) 

(VASILJEVIC & SHAH, 2008). 

   Os produtos probióticos podem apresentar-se em diferentes formas, 

incluindo fórmulas infantis, pós, cápsulas e alimentos diversos (SANDERS, 2003).  

O mercado global de ingredientes, suplementos e alimentos probióticos 

movimentou 14,9 bilhões de dólares em 2007, sendo que a perspectiva é de 

alcançar a marca de 19,6 bilhões no ano de 2013 (FOOD PROCESSING, 2008). 

Atualmente, os principais probióticos disponíveis para o consumidor pertencem ao 

grupo das bactérias ácido-láticas, que constituem parte da microbiota 

gastrointestinal de humanos e cujo principal metabólito é o ácido lático 

(RANADHEERA et al., 2010).  

No Brasil, os micro-organismos probióticos autorizados para utilização em 

alimentos com alegações de propriedades funcionais e/ ou de saúde, desde que 

atendidas todas as exigências, são as espécies: Lactobacillus acidophilus, L. casei 

Shirota, L. casei variedade rhamnosus, L. casei variedade defensis, L. paracasei, 

Lactococcus lactis, Bifidobacterium bifidum, B. animallis, B. longum, B. lactis e 

Enterococcus faecium (ANVISA, 2008). 

O principal desafio na área de desenvolvimento de alimentos funcionais 

contendo culturas probióticas é a manutenção da viabilidade desses micro-

organismos durante o processamento, tendo em vista que muitos deles têm origem 
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intestinal e são sensíveis a temperaturas elevadas, ácidos ou oxigênio (KEARNEY et 

al., 2008).  Outro fator relevante é a necessidade de realização de testes sensoriais 

durante o desenvolvimento de cada produto, utilizando técnicas adequadas, pois 

isso contribuirá para a sua aceitação pelo consumidor (CRUZ et al., 2010). 

Os principais produtos probióticos disponíveis no mercado são lácteos, como 

por exemplo, iogurtes e leites fermentados (PRADO et al., 2008).    As culturas de 

micro-organismos probióticos também podem ser incorporadas a vários outros 

produtos, tais como sorvetes, sorvetes de iogurte, diversos tipos de queijos, sucos 

de frutas, sobremesas lácteas aeradas, chocolates, kefir, maionese e leite em pó 

destinado a recém-nascidos (SAAD, 2006; SHEEHAN et al., 2007; KEARNEY et al., 

2008; KOMATSU et al., 2008; VASILJEVIC & SHAH, 2008; CRUZ et al.; 2009; 

RANADHEERA et al., 2010).  

Na atualidade, o desenvolvimento de alimentos probióticos não-lácteos têm 

despertado grande interesse, devido a problemas como a intolerância à lactose, o 

teor de colesterol presente em produtos lácteos fermentados e o aumento do 

vegetarianismo (HEENAN et al., 2004; RANADHEERA et al., 2010). Nesse contexto, 

os derivados de soja vêm se apresentando como alternativas não-lácteas com 

potencial para veiculação de cepas probióticas. Nas últimas décadas, diferentes 

produtos desse tipo  têm sido desenvolvidos (ROSSI et al., 1984; MIGUEL & ROSSI, 

2003; HEENAN et al., 2004; KEAT-HUI et al., 2008; KOMATSU et al., 2008; PAULY-

SILVEIRA et al., 2010; RIVERA-ESPINOZA & GALLARDO-NAVARRO, 2010).  

 

2. 3 Soja 
 A soja (Glycine max) é uma planta herbácea nativa da China, pertencente à 

família Leguminoseae e à classe Fabacea  (MANDARINO, 2008). Seus ancestrais 
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eram plantas rasteiras que cresciam ao longo da costa leste asiática e cujas 

características eram bastante distintas daquelas apresentadas pela espécie 

atualmente cultivada (EMBRAPA, 2011a). 

Os primeiros registros sobre essa leguminosa datam do período entre 2883 e 

2838 a.C. (EMBRAPA, 2011a). Há milênios os chineses conhecem o valor da soja 

na alimentação humana, considerando-a um grão sagrado, assim como o arroz, o 

trigo, o centeio e o milheto (EMBRAPA, 2011b). A soja também compõe a dieta de 

outros países orientais, sendo considerada uma fonte muito importante de óleo (LIU, 

1999), proteínas, fibras dietéticas e de uma enorme variedade de compostos 

fitoquímicos (LEE et al., 2005).  

 No Ocidente, porém, a cultura de soja adquiriu importância apenas na década 

de 1940 (LANDGRAF, 2004).  No Brasil, a cultura de soja foi a que mais cresceu nos 

últimos 30 anos, sendo cultivada principalmente nas regiões Centro Oeste e Sul. 

Estima-se que o crescimento anual da produção de soja no país seja de 2,43% até 

2019 (MINISTÉRIO DA AGRICULTURA, 2013). 

 Assim como nos demais países ocidentais, somente uma pequena parcela da 

produção anual de soja no Brasil é destinada ao processamento de produtos para o 

consumo humano (LIU, 1999; MANDARINO, 2008). Tal cenário é reflexo de 

diferenças culturais quanto à percepção dos atributos sensoriais da soja (TORRES-

PENARANDA et al., 1998).  Entre os ocidentais existe certa resistência ao consumo 

dessa leguminosa, seu sabor é  por vezes caracterizado como “beany flavor” (sabor 

de feijão-cru), “paint” (tinta), grama, verde, adstringente e amargo (TORRES-

PENARANDA et al., 1998; TORRES-PENARANDA & REITEMEIER, 2001).  Essas 

características sensoriais desagradáveis são decorrentes da ação da enzima 
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lipoxigenase que catalisa a reação de hidroperoxidação de ácidos graxos 

poliinsaturados e de alguns ésteres, resultando na produção de hidroperóxidos que, 

subsequentemente, serão degradados em compostos voláteis e não-voláteis 

responsáveis pelo off-flavor (RACKIS et al., 1979). Outro fator limitante do consumo 

da soja é a presença de altos teores de oligossacarídeos causadores de flatulência, 

entre eles rafinose e estaquiose (HOU et al., 2000).  

Nos últimos anos, no entanto, tem havido maior popularização do consumo de 

soja entre os brasileiros, motivada pela maior divulgação de seu valor nutricional e 

funcional e desenvolvimento de novas tecnologias capazes de melhorar suas 

características sensoriais, incluindo melhoramento genético da soja e medidas 

tecnológicas, como o tratamento térmico dos grãos para inativação de lipoxigenases 

como etapa inicial de qualquer processo (NELSON et al., 1978; CARRÃO-PANIZZI, 

2000; OSUNDAHUNSI et al., 2007; MANDARINO, 2008).  

Na dieta humana, a soja pode ser consumida como grão in natura ou na 

forma de produtos derivados, tais como extrato hidrossolúvel de soja, missô, natto, 

tempeh, tofu (“queijo de soja”), proteína texturizada (PTS), bebida fermentada e 

kinako (farinha integral) (LIU, 1999; FRIEDMAN & BRANDON, 2001; MANDARINO, 

2008; NAKAJIMA et al., 2010).  

A soja contém, em média, 40% de proteínas, 20% de lipídios, 5% de minerais 

e 34% de carboidratos (glicose, frutose, sacarose, fibras e oligossacarídeos) 

(EMBRAPA,  2011b). 

Em comparação aos cereais e outras espécies de leguminosas, a soja 

apresenta o maior conteúdo proteico. Além disso, o seu padrão de aminoácidos 

essenciais assemelha-se ao de proteínas de alta qualidade de origem animal. Esse 
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grão, porém, é pobre em aminoácidos sulfurados como a metionina que é o 

aminoácido mais limitante, seguido pela cisteína e treonina (MANDARINO, 2008; 

LIU, 1999).   

Atualmente, a soja é a principal fonte de proteína vegetal da alimentação do 

homem e de animais em diversos países, podendo ser considerada como um 

alimento valioso no combate à fome no mundo (LIU, 1999).  Em  distintos países, 

essa leguminosa vem sendo utilizada com intenção de prevenir e tratar a 

desnutrição em populações carentes (MANDARINO, 2008). 

Na soja, a presença de fatores antinutricionais (inibidores de proteases, 

lectinas, fitatos, saponinas e oligossacarídeos causadores de flatulência, etc.) pode 

prejudicar a biodisponibilidade de diferentes nutrientes e causar efeitos tóxicos ao 

homem. Todavia, um tratamento térmico adequado pode inativar grande parte 

desses fatores,  além de inativar a lipoxigenase, e aumentar a digestibilidade 

proteica. (RACKIS, 1974; LIENER, 1995; FRIEDMAN & BRANDON, 2001).  

A soja destaca-se como um dos alimentos funcionais mais estudados em 

razão da presença de substâncias bioativas, em especial as isoflavonas, que 

comprovadamente promovem benefícios à saúde e contribuem de forma relevante 

na redução dos riscos de doenças crônicas não transmissíveis (CASÉ et al., 2005; 

LEE et al., 2005; MANDARINO, 2008).  

As isoflavonas integram um grupo de compostos conhecidos como 

flavonoides, cuja estrutura básica consiste de dois anéis benzeno ligados por  três 

carbonos,  que podem ou não se fechar em um anel pirano (LIU, 1999).  Estudos 

sugerem que muitos dos efeitos benéficos da soja estão associados às isoflavonas, 

incluindo redução do risco de  doenças cardiovasculares (KRIS-ETHERTON et al., 
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2002), prevenção de câncer (KIM et al., 2012), melhoria da função cognitiva (LEE et 

al., 2005) e  proteção contra osteoporose (WEI et al., 2012). 

Segundo a ANVISA, a ingestão de proteína da soja “pode contribuir para a 

redução do colesterol”, desde que haja um consumo diário de no mínimo 25g, 

associado a uma dieta e hábitos de vida saudáveis. (ANVISA, 2008).  

Ao longo dos anos, estudos epidemiológicos têm demonstrado que a 

incidência de doenças cardiovasculares e de certos cânceres, especialmente de 

cólon, mama e próstata, é menor nos países orientais cuja dieta é rica em soja e 

seus derivados (ESTEVES & MONTEIRO, 2001). Diferentes pesquisas têm 

fornecido evidências adicionais sobre tais efeitos protetores.  Além disso, outros 

estudos sugerem ainda que o consumo de soja e derivados, contribui para 

atenuação dos sintomas de diabetes (VALSECCHI et al., 2011), redução dos níveis 

de colesterol do plasma sanguíneo e proteção contra doenças renais (TORRES et 

al., 2006). 

 

2. 4 Extrato hidrossolúvel de soja  

 O extrato hidrossolúvel de soja (EHS), também conhecido como “leite” de 

soja, é uma emulsão óleo/água com uma complexa dispersão de proteínas (CRUZ 

et al., 2009), que se assemelha ao leite em aparência e composição, e cujos 

principais constituintes são proteínas e lipídios. Sua obtenção é  realizada a partir da 

trituração dos grãos de soja e subsequente diluição (LIU, 1999; SHUN-TANG et al.,  

1997).   
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 De acordo com a EMBRAPA (2011b), em média, cada 100 mL de EHS 

contém 52 calorias; 2,5% de carboidratos; 3,4% de proteínas; 2,3% de lipídios; 40 

mg de cálcio; 105 mg de potássio; 1,2 mg de ferro; 40 mg de vitamina B1 e 120 mg 

de vitamina B2. 

Em comparação ao leite de vaca, o EHS, dependendo do fator de diluição 

utilizado, pode apresentar maiores quantidades de proteínas, ferro, gorduras 

insaturadas e niacina e, ao mesmo tempo, quantidades inferiores de gorduras 

saturadas, carboidratos e cálcio. Além disso, a sua composição química é livre de 

colesterol e lactose (LIU, 1999). 

O EHS pode ser empregado na elaboração de uma ampla variedade de 

produtos, incluindo bebidas fermentadas ou não, sorvetes e tofu (GOLBITZ, 1995; 

LIU, 1999; MIGUEL & ROSSI, 2003; BERNAL, 2004; FELBERG et al., 2004). No 

Brasil, as bebidas não fermentadas à base de soja merecem destaque, pois tem 

havido um expressivo aumento do seu consumo. De acordo com a ACNielsen , entre 

os anos de 2004 e 2005, verificou-se crescimento recorde de vendas desse tipo de 

produto, em comparação ao crescimento de outras bebidas (SOUZA, 2006). 

 

2. 4. 1 Produtos derivados do EHS 

2. 4. 1. 1 Tofu 

Dentre os derivados de soja, o tofu tem sido um dos mais consumidos em 

todo o mundo (KIM et al., 2007). O consumo desse produto vem aumentando devido 

ao crescente interesse por alimentos mais saudáveis (MO et al., 2013), 
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principalmente em decorrência da ausência de gordura animal (LIU, 1999; CAI & 

CHANG, 1998).  

O tofu é um alimento de baixo custo, versátil e alto valor nutritivo cuja 

composição é livre de colesterol e lactose e, além disso, tem alto teor proteico e 

baixo teor de gorduras saturadas (LIU, 1999; CAI & CHANG, 1998; CIABOTTI, 

2004).   

A partir do tofu é possível a obtenção de produtos como o tofufa  ou tofu-

pudding, uma sobremesa de origem asiática, com textura macia e que é servida com 

calda de açúcar (NG et al., 2008). 

Segundo Liu (1999), o tofu pode ser definido como uma rede formada por um 

gel proteico de soja, além de água, lipídios e outros constituintes, obtidos a partir de 

extração aquosa e coagulação com sais ou ácidos. Tradicionalmente, o seu 

processamento envolve as seguintes etapas: preparação do EHS e aquecimento, 

adição de coagulante e prensagem do coalho para remoção de soro e obtenção do 

tofu  (WANG, 1984; LIU, 1999).   

A formação do gel do tofu compreende duas etapas básicas: a desnaturação 

e a precipitação proteica, que pode ser por sais ou isoelétrica (LIU, 1999; KOHYAMA 

et al., 1995).  

A desnaturação ocorre a partir de um tratamento térmico que expõe regiões 

hidrofóbicas das moléculas de proteína tornando sua carga líquida negativa. Na 

precipitação por sais, há formação de prótons que neutralizam a carga elétrica das 

proteínas, fazendo com que as interações proteína-proteína (interações 

hidrofóbicas) tornem-se mais fortes que as interações proteína-solvente. Por 
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consequência, as moléculas das proteínas sofrem agregação  de forma aleatória e 

precipitam (KOHYAMA et al., 1995). Já a precipitação isoelétrica envolve a 

diminuição da solubilidade das proteínas pela redução do pH, através da adição de 

ácidos, e consequente aproximação ao ponto isoelétrico, que é o valor de pH no 

qual a solubilidade é a menor (MARZZOCO & TORRES, 2007). 

Na produção de tofu, a coagulação é a etapa mais importante sendo 

influenciada por uma complexa interação entre diferentes fatores, incluindo 

composição química da soja (YANG &JAMES, 2013), pH, conteúdo de sólidos (LIM 

et al., 1990), temperatura de cozimento do EHS (RINGGENBERG et al., 2013) e, 

também, concentração e tipo de coagulante (PRABHAKARAN et al., 2006; 

OBATOLU, 2008; ZHANG et al., 2013). 

O tofu apresenta sabor característico e é semelhante ao queijo fresco em 

termos de textura e cor (LIU, 1999; CAI & CHANG, 1998; CIABOTTI, 2004). Em 

geral, o sabor do tofu é mais suave do que aquele apresentado pelo EHS, 

possivelmente devido à dessora, etapa na qual pode haver perda de compostos 

hidrossolúveis que contribuem para o sabor (WATANABE & KISHI, 1984; TORRES-

PENARANDA et al., 1998).  

As características do EHS utilizado na elaboração do tofu exercem importante 

influência nas características sensoriais deste produto (TORRES-PENARANDA et 

al., 1998; CIABOTTI, 2004).  Torres-Penaranda e colaboradores (1998), por 

exemplo, verificaram que o tofu feito a partir de soja livre das lipoxigenases SBL-1, 

SBL-2 e SBL-3 apresentou sabor e aroma de feijão cozido menos acentuado do que 

o produzido com soja comum.    
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2. 4. 1. 2  Bebida fermentada de soja 

A bebida fermentada de soja é um produto pouco conhecido e consumido no 

Brasil, mas com oportunidade de mercado no país (BEHRENS & DA SILVA, 2004). 

Foi desenvolvida pela primeira vez em 1983, utilizando os cultivos tradicionais do 

iogurte convencional e adicionado de lactose como fonte de carboidrato 

fermentescível (ROSSI et al., 1984). 

Em comparação ao iogurte tradicional, as bebidas fermentadas à base de 

EHS são mais vantajosas do ponto de vista nutricional por conterem níveis 

reduzidos de colesterol, gordura saturada e lactose (LEE et al., 1990; ESTÉVEZ et 

al., 2010). 

A produção do fermentado de soja é realizada pelo emprego de culturas de 

bactérias lácteas. Esse processo é conhecido por conservar os alimentos 

(CHAMPAGNE & GARDNER, 2005) e melhorar o aroma pela alteração do perfil de 

compostos voláteis (CRUZ et al., 2009), além da aparência e do sabor de alguns 

deles, sendo capaz de reduzir os níveis de açúcares causadores de flatulência e de 

aumentar a aceitabilidade, o valor nutricional (MITAL et al., 1974; STEINKRAUS, 

1994; MARTINS et al., 2013) e a atividade antioxidante (WANG et al., 2006) dos 

produtos de soja.  

O EHS têm se revelado um substrato adequado para a fabricação de bebidas  

fermentadas probióticas, permitindo o desenvolvimento e a sobrevivência de 

bactérias probióticas, na forma de culturas puras ou mistas, tais como Enterococcus 

faecium CRL 183 (ROSSI et al., 1999; MIGUEL & ROSSI, 2003; PAULY-SILVEIRA, 

2008), Lactobacillus acidophillus (MIGUEL, 2009), L. rahmnosus e L. johnsonii 
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(FARNWORTH et al., 2007), L. casei e Bifidobacterium longum (GARRO et al., 

2004). 

Rossi e colaboradores (1999) desenvolveram um produto de soja fermentado 

com culturas de Lactobacillus helveticus 416, micro-organismo considerado 

potencialmente probiótico (REDONDO, 2008), e Enterococcus faecium CRL 183, 

espécie aprovada pela Anvisa (2008) como probiótica. Nesse estudo, o emprego de 

L. helveticus 416 em associação com E. faecium CRL 183 melhorou o sabor do 

produto final e acelerou o tempo de fermentação, em relação a um outro obtido 

apenas com E. faecium CRL 183 (ROSSI et al., 1999). Assim, L. helveticus 416, 

independente de ser ou não um probiótico, tem sido utilizado na obtenção do 

fermentado de soja como cultura bioajustadora de processo. 

Nos últimos anos, o grupo de pesquisa do Laboratório de Pesquisa em 

Probióticos (LPP) do Departamento de Alimentos e Nutrição da UNESP/Campus de 

Araraquara tem demonstrado diversos efeitos benéficos associados ao consumo da 

bebida de soja fermentada com Enterococcus faecium CRL 183 e Lactobacillus 

helveticus 416, incluindo efeitos hipocolesteromiante (ROSSI et al., 2000), inibidor 

do câncer de mama (KINOUCHI et al., 2012), estimulador do sistema imune 

(RIBEIRO, 2010) e preventivo da osteoporose (BEDANI et al., 2006) e de doenças 

coronarianas (CAVALLINI et al., 2011).  
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3 OBJETIVO 

 

O presente estudo teve como proposta o desenvolvimento de uma nova 

sobremesa probiótica, à base de tofu  e de extrato hidrossolúvel de soja  fermentado 

com Enterococcus faecium CRL 183. 
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 ARTIGO 
 

Desenvolvimento de uma sobremesa potencialmente probiótica, mista de tofu 
e extrato aquoso de soja fermentado 

 

“Abstract”  

The aim of this study was to develop a potentially probiotic dessert with added tofu 
and aqueous extract of soy fermented with Enterococcus faecium CRL 183. Three 
formulations were prepared with different proportions of tofu and fermented soy 
product: "A" (50% / 50%), "B" (70% / 30%) and "C" (80% / 20%). All the formulations 
contained the same percentages of NaHCO3, soy cream, strawberry pulp, flavor milk 
powder, natural colouring agent, carrageenan gum, and sugar. Sensory tests of 
acceptance and purchase intent were performed to select the best formulation, after 
four days of storage, which was monitored by physico-chemical, microbiological and 
rheological analysis after 2, 14 and 28 days of storage (± 5 º C) and sensory analysis 
after 4, 14 and 28 days. We also determined the chemical composition and caloric 
value. The dessert "A" was considered the best in sensory tests, mainly regarding the 
purchase intent, because 47% of the panelists reported that "would certainly or 
probably buy this product”.  Thus, it was selected to continue the study. This 
formulation exhibited counts of lactic acid strains between 8 and 9 log CFU. g-1 
throughout the experimental period. We also observed the occurrence of 
acidification, syneresis and texture changes after 14 days of storage. Both the 
sensory results did not change in the different times of storage. In conclusion, the 
results revealed the possibility to develop a probiotic dessert with added tofu and 
fermented soy product. 
 
Keywords:Functional food;  lactic bacteria; soy; E. faecium.  
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Resumo  

O objetivo desse trabalho foi desenvolver uma sobremesa com potencial  probiótico, 
mista de tofu e extrato hidrossolúvel de soja fermentado com Enterococcus faecium 
CRL 183. Foram elaboradas três formulações contendo as mesmas porcentagens 
de NaHCO3, creme de soja, polpa de morango, aroma de leite em pó, corante 
carmim de colchonilha, goma carragena e açúcar; mas que diferiam quanto às 
proporções de tofu e fermentado de soja, sendo formulação “A”: (50%/ 50%), 
formulação “B”: (70%/ 30%) e formulação“C”: (80%/ 20%). Testes sensoriais de 
aceitação e de intenção de compra foram conduzidos para selecionar a melhor 
formulação, à qual foi posteriormente submetida a análises físico-químicas, 
reológicas e microbiológicas nos tempos de 2, 14 e 28 dias de estocagem (±5ºC) e 
também a análises sensoriais nos tempos de 4, 14 e 28 dias.  Também foram 
determinados a composição centesimal e o valor calórico. A sobremesa “A” foi 
considerada a melhor em termos sensoriais,  principalmente quanto à intenção de 
compra, pois 47% dos consumidores “certamente ou provavelmente comprariam o 
produto”. Sendo assim, ela foi selecionada para a continuidade do estudo. Nessa 
formulação, as culturas láticas permaneceram viáveis ao longo do período 
experimental, com contagens entre 108 e 109 UFC. g-1. Houve também a ocorrência 
de mudanças na textura, acidificação e sinérese, após 14 dias de armazenamento. 
Tanto a aceitação quanto a intenção de compra não variaram nos tempos avaliados. 
A partir desses resultados, concluiu-se que é viável a elaboração de uma sobremesa 
probiótica contendo tofu e fermentado de soja.  

 

Palavras-chave: alimento funcional; bactérias láticas; soja; E. faecium. 
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Introdução  

Os alimentos funcionais são aqueles “consumidos como parte da dieta usual, 

que produzem efeitos metabólicos ou fisiológicos e/ ou capacidade de reduzir o risco 

de doenças crônico-degenerativas, além das suas funções nutricionais básicas” 

(BRASIL, 1999). No segmento de mercado de alimentos funcionais, considerado um 

dos mais competitivos (BIGLIARDI & GALATI, 2013), promissores e dinâmicos na 

atualidade (SIRÓ et al., 2008; KHAN et al., 2013),  destacam-se  alimentos in natura, 

como a soja e alimentos processados como  os probióticos, em virtude das muitas 

evidências científicas dos benefícios associados à sua ingestão (FAO & WHO, 2006;  

KIM et al., 2012; FOSTER & NEUFELD, 2013; RODRÍGUEZ-ROQUE et al., 2013; 

SIVIERI et al., 2013). 

A soja  é uma leguminosa de valor nutritivo e que contém grande quantidade 

de compostos bioativos aos quais são atribuídos diversos efeitos funcionais, como 

prevenção de osteoporose (MATTHEWS et al., 2011), atenuação dos sintomas de 

diabetes (VALSECCHI et al., 2011), prevenção de doenças cardiovasculares 

(MARSH et al., 2011), redução dos níveis de colesterol do plasma sanguíneo, além 

de proteção contra doenças renais (TORRES et al., 2006), câncer (DONG et al., 

2012; KINOUCHI et al., 2012).  De acordo com a Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária (ANVISA, 2008), a ingestão de proteína da soja “pode contribuir para a 

redução do colesterol”, desde que haja um consumo diário de no mínimo 25g, 

associado a uma dieta e hábitos de vida saudáveis.  

O consumo de derivados de soja é muito variável em diferentes países do 

mundo, sendo fortemente influenciado por diferenças culturais (TU et al., 2012). 

Entre os ocidentais, o consumo dessa leguminosa é pouco expressivo e, além disso,  
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seu sabor é descrito frequentemente como “beany flavor” (sabor de feijão-cru), 

adstringente ou amargo (TORRES-PENARANDA & REITEMEIER, 2001).  

        A soja pode ser empregada para a fabricação de ampla variedade de produtos, 

incluindo tofu, tempeh (LAI et al., 2013), sorvetes (MIGUEL et al., 2004) , bebidas 

fermentadas ou não (POTTER et al., 2007; BEDANI et al., 2013). O tofu se 

caracteriza pela versatilidade, baixo custo e alto valor nutritivo (CAI & CHANG, 

1998). Sua composição é isenta de colesterol e lactose e, além disso, apresenta alto 

teor proteico e pequena quantidade de gorduras saturadas (LIU, 1999). Já a bebida 

fermentada de soja é alimento pouco conhecido e consumido no Brasil (BEHRENS 

& DA SILVA, 2004) e que contém níveis reduzidos de colesterol, gordura saturada e 

lactose (ESTÉVEZ et al., 2010). Em 1999, Rossi e colaboradores desenvolveram um 

produto de soja fermentado com cepas de Enterococcus faecium CRL 183, espécie 

aprovada pela Anvisa (2008) como probiótica; e de Lactobacillus helveticus 416, que 

atuou como cultura bioajustadora do processo fermentativo. Estudos desenvolvidos 

no Laboratório de Pesquisa em Probióticos (LPP), têm verificado diferentes 

benefícios atribuídos à ingestão dessa bebida, tais como efeitos hipocolesteromiante 

(ROSSI et al., 2003), estimulador do sistema imune, inibidor dos cânceres de mama 

(KINOUCHI et al., 2012) e de cólon (SIVIERI et al., 2008), preventivo da osteoporose 

(BEDANI et al., 2006) e de doenças coronarianas (CAVALLINI et al., 2011).  

 Os derivados de soja representam boas matrizes para carrear cepas viáveis  

de micro-organismos probióticos após a fermentação (MOLINA et al., 2012). Vale 

destacar que o processo fermentativo é capaz de exercer uma ação conservante 

(CHAMPAGNE & GARDNER, 2005), reduzir os níveis de oligossacarídios 

causadores de flatulência (WANG et al., 2003) e de fatores antinutricionais (LAI et 

al., 2013), aumentar os níveis de isoflavonas biologicamente ativas (formas 
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agliconas) (CHIEN et al., 2006) e melhorar a atividade antioxidante (WANG et al., 

2006), o valor nutricional e a aceitabilidade de produtos de soja (MITAL et al., 1974; 

MARTINS et al., 2013).  

Os probióticos são “micro-organismos vivos que quando administrados em 

quantidades adequadas, conferem benefícios à saúde do hospedeiro” (FAO & WHO, 

2006).  Diversos estudos têm demonstrado que a sua ingestão exerce efeitos 

benéficos à saúde, incluindo redução dos sintomas de doenças intestinais 

inflamatórias (HALLER et al., 2010) e de diabetes (DAVARI et al, 2013); prevenção e 

redução dos sintomas de diferentes tipos de diarreia (SZAJEWSKA & MRUKOWICZ, 

2005; CHEN et al., 2010 ); produção de vitaminas (MOLINA et al., 2012); alívio da 

intolerância à lactose (DE VRESE et al., 2001);  inibição de certos tipos de câncer 

(SIVIERI et al., 2008; SERBAN, 2013) e redução dos níveis de colesterol sérico 

(GUO et al., 2011).  

O mercado global de probióticos movimentou 14,9 bilhões de dólares em 

2007, sendo que a perspectiva é de alcançar a marca de 19,6 bilhões no ano de 

2013 (FOOD PROCESSING, 2008).  No mundo, os alimentos probióticos mais 

consumidos são lácteos, em especial, iogurtes e leites fermentados (PRADO et al., 

2008).  Entretanto, devido ao aumento do número de indivíduos vegetarianos, com 

dislipidemias ou intolerantes à lactose, têm sido observado um crescente interesse 

pelo desenvolvimento de alimentos probióticos à base de matrizes não-lácteas 

(MARTINS et al., 2013), com destaque para os fermentados de soja, em virtude das 

suas inúmeras qualidades e efeitos funcionais (LAI et al., 2013). Sendo assim, este 

trabalho teve por objetivo o desenvolvimento de uma sobremesa probiótica, mista de 

tofu e extrato hidrossolúvel de soja fermentado com  E. faecium CRL 183. 
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Material e Métodos  

Material 

 O material foi constituído por extrato hidrossolúvel de soja (EHS) processado 

na UniverSoja, instalada na Faculdade de Ciências Farmacêuticas de Araraquara/ 

Unesp (ROSSI et al., 1984); e por cepas de E. faecium CRL183 (Centro de 

Referência para Lactobacilos - CERELA) e L. helveticus 416 (Instituto de Tecnologia 

de Alimentos – ITAL). Todos foram utilizados para a obtenção do tofu e do 

fermentado de soja, cujas associações constituíram as bases das  sobremesas com 

potencial probiótico a serem estudadas. 

 

Métodos 

1 - Planejamento experimental 

Inicialmente foram processados  o tofu e o fermentado probiótico de soja. Ao 

tofu foram adicionados todos os demais ingredientes, com exceção do fermentado 

de soja, que foi incorporado ao final do processamento nas seguintes proporções: 

50% de tofu  e 50% de fermentado (formulação “A”), 70% de tofu e 30% de 

fermentado (formulação “B”) e 80% de tofu e 20% de fermentado de soja 

(formulação “C”). As três formulações processadas foram submetidas às análises 

microbiológicas para garantir a segurança dos consumidores e, posteriormente, aos 

testes sensoriais para a seleção da melhor formulação de sobremesa probiótica 

mista de tofu e EHS fermentado.  

A melhor formulação, selecionada sensorialmente, foi avaliada quanto à 

composição centesimal e ao valor calórico, uma semana após sua produção; e foi 
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monitorada através de avaliações microbiológicas, físico-químicas e reológicas nos 

tempos de 2, 14 e 28 dias de armazenamento sob refrigeração (± 5° C) e de 

análise sensorial nos tempos de 4, 14 e 28 dias (FERRAGUTI et al., 2009; CODA 

et al., 2012).   

 

2 - Obtenção do tofu 

Um volume de 1800 mL de EHS, processado pela UniverSoja/ UNESP, foi 

aquecido à 87ºC, temperatura na qual foi realizada a incorporação de 37,5 mL de 

suco de limão Tahiti (Citrus latifolia) previamente diluído em 200 mL de EHS, sob 

agitação lenta durante 5 segundos e, em seguida, foi mantido em repouso durante 

15 minutos para que ocorresse a precipitação das proteínas.   Após esse período, os 

coágulos formados foram transferidos para formas de queijo (15 cm de diâmetro e 

12,5 cm de altura) e prensados ( ±1,7 kPa/ 1h) para a remoção do soro e obtenção 

do tofu, o qual foi armazenado sob refrigeração (± 5ºC) por 12h (Figura 1).    
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Figura 1 -  Processamento do tofu.                                                                                                                                                   

                                   

 

 

 

 

 

 

 

 

    Fonte - Dados da pesquisa. 

 

3 - Obtenção do fermentado de soja 

O produto fermentado foi produzido conforme a metodologia descrita por 

Rossi e colaboradores (1999), a partir de EHS adicionado de: 1,5% (v/v) de cultivo 

recente de E. faecium CRL 183; 1,5% (v/v) de cultivo de L. helveticus 416; 0,8% de 

óleo de soja (Liza®, Brasil); 1% de lactose grau alimentício (Purac®, Brasil); 0,14% 

de Recodan TM RS-B (Danisco®, Brasil); 2,5% de leite em pó desnatado (Nestlè®, 

Brasil); 0,3% de gelatina em pó sem sabor (Oetker®, Brasil) e 6% de açúcar 

(União®, Brasil). A fermentação foi conduzida em estufa bacteriológica à 37ºC até 

que se atingisse o pH 4,4.   

 

4 - Obtenção da sobremesa probiótica de soja 
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Após cozimento do tofu, visando melhorar a textura do produto final, este foi 

homogeneizado durante 5 minutos e, em seguida, foi adicionado de bicarbonato de 

sódio dissolvido em água (Synth®, Brasil) (0,3%) e realizada nova homogeneização 

durante 5 minutos. A essa mistura foi incorporado o creme de soja (Naturis®, Brasil) 

(15%) e homogeneizado por mais 5 minutos. A seguir, foram adicionados, e 

homogeneizados durante 5 minutos, 7,5% de base de polpa de morango (De 

Marchi®, Brasil); 0,1% de aroma de leite em pó idêntico ao natural como mascarante 

para soja (Duas Rodas Industrial®, Brasil); 0,1 % de corante natural carmim de 

colchonilha (Ibrac®, Brasil); 0,4% de goma carragena tipo K-100 (Genulacta®, 

Estados Unidos) e açúcar refinado (União®, Brasil) suficiente para perfazer a 

concentração de 8% em todas as formulações (A, B, C). Por fim, o EHS fermentado 

foi incorporado e homogeneizado durante 2 minutos. As amostras foram 

conservadas sob refrigeração (± 5° C) até o início das análises. 

 

5 - Monitoramento de micro-organismos contaminantes 

 O controle microbiológico de contaminantes foi feito anteriormente a cada 

sessão de análise sensorial, considerando-se os padrões microbiológicos sanitários 

estabelecidos para tofu e similares (desengordurados ou não) regulamentados pela 

ANVISA (2001), através da pesquisa de: coliformes totais e termotolerantes 

(coliformes a 45ºC)  pelo método do número mais provável segundo a American 

Public Health Association (KORNACKI & JOHNSON, 2001), B. cereus pela 

contagem direta em placas (BENNETT & BELAY, 2001), Salmonella sp pelo método 

ISO 6579 (2007) e estafilococos coagulase positiva por meio de placas PetrifilmTM  

Staph Express (3M, Brasil).  
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6 - Análise sensorial 

O painel de avaliação sensorial foi constituído por 65 consumidores 

voluntários, não treinados e de ambos os sexos, que foram recrutados na Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas da UNESP de Araraquara. No teste de aceitação foi 

utilizada uma escala hedônica de 9 pontos e os atributos avaliados foram: aroma, 

aparência, sabor, textura e impressão global (STONE & SIDEL, 1993). A avaliação 

da intenção de compra foi feita empregando-se uma escala estruturada de 5 pontos 

(MEILGAARD et al, 1999) (Anexo 1). As amostras foram codificadas com números 

de três dígitos e servidas de forma monádica e aleatória. 

 

A formulação mais aceita, determinada na etapa anterior, foi submetida às 

seguintes avaliações:  

 

A - Caracterização físico – química e valor calórico 

 Foram realizadas, em triplicata, as determinações de pH utilizando medidor 

de pH digital modelo PG 1800 (Gehaka, Brasil) (IAL, 2008) e de acidez titulável por 

titulação com NaOH 0,1N (IAL, 2008)  nos tempos de 2, 14 e 28 dias de estocagem. 

Também foram determinados em triplicata: umidade  por infravermelho com balança 

MA 35 (Sartoris), utilizando 5g de amostra (SLEAGUN & POPA, 2009); lipídios por 

Mojonnier (IAL, 2008); cinzas por gravimetria em mufla a 550ºC (AOAC, 2010); 

proteínas pelo método de micro Kjeldahl (fator de correção 6, 25) (AOAC, 2010) e 

carboidratos totais por diferença (fração NIFEXT). O valor calórico (VC) foi estimado 

em Kcal/ 100g de produto, empregando a conversão de Atawer. 
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B - Viabilidade celular 

As contagens de células de E. faecium CRL 183 e de L. helveticus 416 foram 

realizadas nos tempos de 2, 14 e 28 dias de estocagem, empregando-se os meios 

de cultura M17 (Himedia®, Índia) e MRS ágar (Acumedia®, Estados Unidos), 

respectivamente. 

 

C - Textura instrumental 

A textura instrumental foi realizada através de teste de dupla compressão em 

texturômetro TA-XT plus  (Stable Micro Systems, Reino Unido), utilizando 8 g de 

amostra (±10ºC)  e  empregando compressão de 1 cm e velocidade de 1 mm.s-1 

(MARUYAMA et al., 2006; BURITI et al., 2010). Os parâmetros avaliados foram 

firmeza, coesividade, adesividade, elasticidade e gomosidade. 

 

D - Monitoramento de micro-organismos contaminantes  

 Realizada anteriormente a cada sessão de avaliação sensorial, conforme 

descrito no item 5. 

 

E -  Análise sensorial 

 Realizada nos tempos de 4, 14 e 28 de estocagem, conforme descrito no item 

6. 

 

F - Análise estatística 



50 
 

Os dados foram avaliados pela análise de variância (ANOVA) e pelo teste de 

Tukey (p<0,05). Todas as análises foram realizadas por meio do software Bioestat 

5.0. 

 

Resultados e Discussão 

Testes preliminares 

O sulfato de cálcio foi testado como coagulante para a elaboração do tofu,  

por ser o mais comumente empregado pelos produtores (LIU, 1999) e pelos diversos 

relatos na literatura sobre seu uso (PRABHAKARAN et al., 2006; BENASSI et al., 

2011). Entretanto, verificou-se que o produto  obtido dessa forma, apresentou um 

acentuado amargor e sabor residual de soja. Assim, optou-se pela realização de 

precipitação isoelétrica pela adição de ácido cítrico proveniente do suco de limão, 

visando conferir ao produto uma melhor qualidade sensorial  (SANJAY et al., 2008). 

 A adição de bicarbonato de sódio às formulações foi adotada com o propósito 

de neutralizar o pH do produto, tornando-o não tão próximo do ponto isoelétrico das 

proteínas da soja que está em torno de 4,5 (LIU, 1999) e, dessa forma, melhorar a 

solubilização dessas proteínas. 

 Ao todo, foram elaboradas três formulações que se diferenciavam quanto às 

proporções de tofu e fermentado de soja (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Composição das formulações elaboradas. 

 
Formulação 

 
Tofu  
(%) 

 
    EHS fermentado 

(%) 

A 80 20 

B 70 30 

C 50 50 
Fonte - Dados da pesquisa. 

 

Seleção da melhor formulação em termos sensoriais 

Todas as formulações obtiveram notas  acima de 6 e, portanto, estavam 

dentro de um limite crítico de aceitação (nota 6 -  “gostei ligeiramente”), com exceção 

da formulação C, quanto aos atributos sabor e impressão global (Tabela 2). Vale 

ressaltar que as amostras foram analisadas previamente quanto a presença de 

micro-organismos contaminantes, segundo a determinação da ANVISA (2001), 

apresentando-se aptas a serem avaliadas sensorialmente. 
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Tabela 2 - Médias e desvios-padrões (D.P.) dos resultados de aceitação das formulações A, B e C. 

Atributo 
Formulação (média ± D.P.) 
A B C 

Aparência 7,5±1,3a 7,5±1,5a 7,1±1,6a 

Aroma 7,2±1,5a 7,1±1,3a 6,6±1,7a 

Sabor 6,5±1,9a 6,0±1,9a 5,1±1,9b 

Textura 6,5±1,8a 6,5±1,7a 6,1±1,9a 

Impressão 

Global 6,6±1,5a 6,2±1,6ab 5,7±1,7b 
 

Fonte - Dados da pesquisa. 

Notas - Médias com letras iguais na mesma linha não diferem entre si ao nível 5% de probabilidade 
pelo teste de Tukey, n=65 consumidores, escala de 0 a 9 correspondendo de desgostei muitíssimo a 
gostei muitíssimo. 
Formulação “A”: 50% tofu + 50% EHS fermentado; Formulação “B”: 70% tofu + 30% EHS fermentado;   
Formulação “C”: 80% tofu + 20% EHS fermentado. 
 

Foi observado ainda, que  parte dos consumidores relatou a  presença de 

“sabor residual de soja”, “amargor” e “adstringência” nas formulações analisadas. 

Esses termos são recorrentes na descrição de produtos à base de soja (TORRES-

PENARANDA & REITMEIER, 2001), a percepção dos mesmos na sobremesa 

avaliada nesse estudo deve ter contribuído negativamente para a sua aceitação. 

Outra característica algumas vezes citada e que provavelmente influenciou na 

aceitação foi “textura arenosa” ou “presença de grumos”, que é considerado como 

um dos defeitos tecnológicos que podem contribuir para a rejeição de um produto 

pelo consumidor (LAZARINI, 2013). 

  Os resultados de aceitação das três formulações foram muito semelhantes, 

sendo que as formulações A e B apresentaram as melhores pontuações, diferindo 

da formulação C apenas quanto ao sabor (p<0,05), revelando que este atributo 

exerceu importante influência sobre a aceitação do produto pelos consumidores 

neste estudo (Gráfico 1). De fato, o sabor tem papel de destaque na aceitação de 
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alimentos, especialmente daqueles à base de soja, em função de características 

típicas como adstringência e sabor de feijão cru, consideradas desagradáveis ao 

paladar ocidental (GRANATO et al., 2010; LV et al., 2011). As médias verificadas 

para o atributo sensorial “sabor” nas formulações A, B e C, variaram entre 5,1 e 6,5, 

sendo condizentes com os resultados obtidos por Rossi e colaboradores (1999) 

durante o desenvolvimento de um novo produto fermentado à base de EHS e 

potencialmente probiótico, no qual verificaram uma pontuação média de 5,9 para o 

atributo sabor no produto formulado com as culturas de E. faecium CRL183 e L. 

helveticus 416. 

 

Gráfico 1 - Resultados de aceitação  das formulações A, B e C em relação ao atributo “sabor”.  

 
Fonte - Dados da pesquisa. 
Notas - Médias com letras em comum no mesmo bloco não diferem entre si (p < 0,05), n=65 
consumidores (escala de 0 a 9 correspondendo de desgostei muitíssimo a gostei muitíssimo).  
Formulação “A”: 50% tofu + 50% EHS fermentado; Formulação “B”: 70% tofu + 30% EHS fermentado;   
Formulação “C”: 80% tofu + 20% EHS fermentado. 
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Nos últimos anos, tem se observado  esforços no sentido de desenvolver 

novos produtos de soja, tendo em vista a melhoria da qualidade sensorial do extrato 

hidrossolúvel de soja através de fermentação lática e/ou desenvolvimento de novos 

cultivares de soja livre de lipoxigenase, e, ainda, da adição de sacarose, 

aromatizantes, saborizantes, entre outros (MIGUEL et al., 2004; TEH et al., 2005;  

ESTÉVEZ et al., 2010) . Há diversos relatos de resultados de aceitação distintos de 

produtos à base de EHS. Cavallini e colaboradores (2010)  obtiveram médias entre 6 

e 7, para um produto de soja fermentado com culturas E. faecium CRL183 e L. 

helveticus 416 e suplementado com isoflavonas. Mondragón-Bernal e colaboradores 

(2010) visando melhorar as características sensoriais de uma bebida fermentada 

simbiótica de soja testaram 16 saborizantes diferentes e encontraram os melhores 

valores de aceitação global para o sabor pêssego, com notas entre 4,6 e 5,3. Boatto 

e colaboradores (2010) desenvolveram uma sobremesa à base de tofu enriquecida 

com cálcio e polpa de morango e observaram médias de aceitação de 4,54 para o 

produto elaborado com soja comum e de 7,08 para  o outro contendo soja livre de 

lipoxigenase (BRS 213). Nem sempre a aromatização dos produtos a base de soja 

melhora substancialmente a aceitação, uma vez que tal prática não encobre falhas 

de processamento, ou mesmo características impróprias das matérias-primas. 

Em relação aos resultados de intenção de compra das formulações A e B, a 

soma de todos os consumidores que “certamente” ou “provavelmente comprariam” o 

produto foi superior à dos consumidores que “certamente” ou “provavelmente não 

comprariam” o produto, sugerindo que a aceitação sensorial de ambos foi maior do 

que a rejeição, em contraste com a formulação “C” (Gráfico 2). Os melhores 

resultados foram obtidos pela formulação “A”, com maior proporção de fermentado 
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de soja, pois 47% de consumidores “certamente” ou “provavelmente comprariam” 

esse produto. 

 

Gráfico 2 - Médias dos resultados de intenção de compra das formulações A, B e C. 

 

Fonte - Dados da pesquisa. 
 
Notas - Formulação “A”: 50% tofu + 50% EHS fermentado; Formulação “B”: 70% tofu + 30% EHS 
fermentado;   Formulação “C”: 80% tofu + 20% EHS fermentado. 
 n=65 consumidores. 
 

 

Sendo assim, a formulação “A”, com 50% de tofu e 50% de fermentado de 

soja, foi selecionada para realização das análises físico-químicas, microbiológicas, 

reológicas e sensoriais durante o tempo de 28 dias em estocagem refrigerada. 

 

Avaliações da formulação selecionada sensorialmente 

A composição centesimal e o valor calórico estão apresentados na Tabela 3. 
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Tabela 3 - Composição química  e valor calórico (Kcal/ 100g) da formulação selecionada 

sensorialmente (“A”). 

Análises Média1 ± DP 

Umidade 72,2% ± 0,0 

Proteínas 4,4% ± 0,0 

Lipídeos 3,1% ± 0,0 

Cinzas 0,6% ±0,0 

Carboidratos 19,6% 

Valor calórico 124,3 Kcal/ 100g 
1 Média de três determinações (triplicata). 

Fonte – Dados da pesquisa. 

Nota - Formulação “A”: 50% tofu + 50% EHS fermentado. 

 

A sobremesa mista de tofu e extrato hidrossolúvel de soja fermentado com E. 

faecium CRL183 e L. helveticus 416  apresentou níveis superiores de proteínas, 

lipídios, cinzas e carboidratos em relação aos de outros produtos de soja 

fermentados com as mesmas cepas bacterianas, como o produto fermentado de 

soja  descrito por Rossi e colaboradores (2003) e o fermentado de soja e yacon 

desenvolvido por Pauly-Silveira e colaboradores (2010). Essas diferenças podem ser 

atribuídas ao elevado teor de sólidos totais na sobremesa desenvolvida nesse 

estudo, em comparação às bebidas fermentadas, devido à presença de tofu na sua 

formulação (produto com alto teor de proteína). 

 Em termos de valor calórico, a sobremesa probiótica de soja apresentou   

124, 32 Kcal/ 100g; resultado  inferior ao do sorvete simbiótico de soja e yacon (178 

Kcal/ 100g) (MIGUEL et al.,2004) e ao do queijo de soja tipo petit suisse (149,83 

Kcal/100g) (BOATTO et  al., 2010). Entretanto, foi superior ao de outros produtos à 
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base de extrato hidrossolúvel de soja, tais como o fermentado de soja elaborado 

com o cultivo convencional de iogurte (OSUNDAHUNSI et al., 2007), o  fermentado 

de soja probiótico (ROSSI et al., 2003) e o fermentado de soja produzido a partir de  

cepas para iogurte e com adição de frutooligossacarídeos (HAULY et al., 2005), os 

quais apresentaram valores de 69,22; 86,42 e 97,05 Kcal/ 100g, respectivamente. 

Em relação à viabilidade, as culturas de E. faecium CRL183 e L. helveticus 

416 mostraram-se viáveis ao longo do período de armazenamento, com contagens 

entre 108 e 109 unidades formadoras de colônia por grama (UFC.g-1) e, portanto,  

mantiveram-se acima dos limites mínimos exigidos pela legislação para que seja 

classificado como probiótico (BRASIL, 2008). Entretanto, vale ressaltar que a 

viabilidade de ambos os micro-organismos apresentou queda de um ciclo 

logarítmico entre os tempos 2 e 14, atingindo depois a estabilidade (Gráfico 3). Essa 

diminuição pode ser resultado da exposição aos ingredientes utilizados na 

formulação (polpa de fruta, aromatizante, corante, espessantes, etc.) os quais 

podem interferir em diferentes graus no metabolismo de micro-organismos,  

(VINDEROLA et al., 2002; MARUYAMA et al., 2006; KAILASAPATHY et al., 

2008). 
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Gráfico 3 - Viabilidade de bacilos e cocos na formulação “A” durante o tempo de armazenamento (28 

dias) sob refrigeração (± 5º C). 

 

Fonte -  Dados da pesquisa. 
 
Nota -  Formulação “A”: 50% tofu + 50% EHS fermentado. 
 

 

Quanto ao pH,  foi observada uma redução significativa com concomitante 

aumento da acidez titulável do produto em estudo (p<0,05) durante o período de 

armazenamento (Gráfico 4).  
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Gráfico 4 - Variação do pH e da acidez titulável (% ácido lático) na formulação “A” ao longo do 

período de armazenamento (28 dias) sob refrigeração (± 5º C). 

 

Fonte - Dados da pesquisa. 
Nota - Formulação “A”: 50% tofu + 50% EHS fermentado. 
 

 

Observou-se também a  ocorrência de sinérese,  uma vez que parte dos 

consumidores relatou a presença de soro durante os testes sensoriais realizados 

nos tempos de 14 e 28 dias. Esse fenômeno ocorreu em função da queda do pH do 

produto e consequente aproximação do ponto isoelétrico das proteínas da soja (4,5). 

Numa pesquisa realizada por Mondragón-Bernal (2004) envolvendo alimentos 

simbióticos de soja, também foi verificada a ocorrência de sinérese em decorrência 

da acidificação durante a estocagem sob refrigeração. Essas modificações foram 

acompanhadas por alterações sensoriais do  produto avaliado, às quais não foram 

observadas no presente estudo. Ao longo dos 28 dias, a ocorrência de acidificação, 

assim como a presença de soro na sobremesa estudada, não prejudicou a sua 

aceitabilidade, pois não houve diferenças significativas (p<0,05) para nenhum dos 

atributos avaliados ao longo de todo o período de estocagem (Gráfico 5). Além 
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disso, os  resultados de intenção de compra foram  muito semelhantes nos três 

tempos de análise (Gráfico 6). 

 

Gráfico 5 – Médias dos atributos sensoriais da formulação “A” durante o período de estocagem (28 

dias) sob refrigeração (± 5º C). 

 

 
 
Fonte -  Dados da pesquisa. 
 
Notas - Médias com letras iguais na mesma linha não diferem entre si ao nível 5% de probabilidade 
pelo teste de Tukey; n=65 consumidores; escala de 0 a 9 correspondendo de desgostei muitíssimo a 
gostei muitíssimo; Formulação “A”: 50% tofu + 50% EHS fermentado. 
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Gráfico 6 - Atitude de compra em relação à formulação “A” durante o tempo de estocagem (28 dias)  

sob refrigeração (± 5º C). 

 

Fonte -  Dados da pesquisa. 
 
Formulação “A”: 50% tofu + 50% fermentado de soja;  n=65 consumidores. 

 

Em relação à textura, observou-se que não houve estabilidade ao longo do 
período experimental (Tabela 4).  

 

Tabela 4 – Perfil de textura da formulação selecionada sensorialmente (“A”) após 2, 14 e 28 dias de 

armazenamento (± 5º C). 

Tempo de 
estocagem 

(dias) 

Firmeza 

(gf) 

Adesividade 

(gf.s) 

Elasticidade Coesividade Gomosidade 

T2 18,54a 

(0,15) 

-73,61a 

(5,18) 

0,95b 

(0,004) 

0,58b 

(0,002) 

10,84a 

(0,56) 

T 14 29, 67b 

(1,02) 

-82,90a 

(3,83) 

0,98c 

(0,001) 

0,47a 

(0,007) 

13,98b 

(0,70) 

T 28 36, 93c 

(0,66) 

-105,12b 

(5,74) 

0,94a 

(0,0006) 

0,43a 

(0,002) 

15,98c 

(0,62) 

Fonte - Dados da pesquisa. 

Notas - Médias com letras iguais na mesma coluna não diferem entre si ao nível 5% de probabilidade 
pelo teste de Tukey. 
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A firmeza aumentou ao longo do tempo, assim como no produto estudado por 

Matias (2011), que sugeriu uma provável relação desse aumento com a  capacidade 

que a soja tem de formar uma rede de gel proteica. Houve também aumento da 

adesividade em módulo, provavelmente associada à redução do pH (CARDARELLI, 

2006). 

No produto avaliado foi observada uma sinérese, provavelmente decorrente 

da perda de atração intermolecular entre os ingredientes da formulação, tal 

fenômeno pode ter exercido influência na diminuição da coesividade entre os 

tempos  T2 e T14 e no aumento da gomosidade ao longo do período de 

armazenamento (CORRÊA, 2006).  

 Como já discutido anteriormente, não foram observadas diferenças (p<0,05) 

em relação às análises sensoriais realizadas, o que evidencia a inexistência de uma 

correlação positiva entre o perfil instrumental de textura e as características 

sensoriais do produto. De fato, mudanças na textura durante o armazenamento 

podem não prejudicar a aceitabilidade de um produto. No estudo conduzido por 

Buriti e colaboradores (2010), por exemplo, observou-se manutenção da 

aceitabilidade de uma mousse de goiaba simbiótica contendo L. acidophilus LA5 e 

oligofrutose, apesar da ocorrência de alterações nos parâmetros de textura nos 

tempos de  7, 35, 56, 84 e 112 dias de estocagem (-18±3 ºC). O mesmo foi 

verificado por Matias (2011) quando monitorou o perfil de textura e a aceitação 

sensorial de um alimento probiótico de soja com polpa de fruta  nos períodos de 7, 

14 e 21 dias de estocagem (±4 ºC).  
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Conclusão   

Com base nos resultados observados pode-se afirmar que foi viável a  

obtenção de uma nova sobremesa com potencial probiótico, contendo 50% de tofu e 

50% de extrato aquoso  de soja fermentado com E. faecium CRL 183 e L. helveticus 

416, 

As características químicas, sensoriais e microbiológicas dessa formulação 

foram satisfatórias durante  o período de 28 dias (± 5° C). 
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 Anexo 1 - Ficha da análise sensorial 

 
Nome:_____________________________________________________  Data:__/__/____  

Amostra:_________ 

Prove a amostra e indique sua opinião em relação à aparência, aroma, sabor, textura e 
impressão global, utilizando a escala abaixo: 

 

9  gostei muitíssimo     Aparência: _________ 

8  gostei muito      Aroma: _________ 

7  gostei moderadamente    Sabor: _________ 

6  gostei ligeiramente     Textura: _________ 

5  nem gostei/ nem desgostei    Impressão Global: ________ 

4  desgostei ligeiramente 

3  desgostei moderadamente 

2  desgostei muito 

1  desgostei muitíssimo 

 

Assinale qual seria sua atitude em relação à compra do produto: 

(  ) Eu certamente compraria este produto 

(  ) Eu provavelmente compraria este produto 

(  ) Tenho dúvidas se compraria ou não este produto 

(  ) Eu provavelmente não compraria este produto 

(  ) Eu certamente não compraria este produto 

 

Comentários:________________________________________________________________

___________________________________________________________________________ 
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