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ABSTRAK 

Protein dari kacang soya telah dipindah silang dengan lamtan formaldehid, isobutialdehid 

dan lamtan 4-( dimetilamino) benzaldehid dan pemisahan protein dikesan dengan 

menggunakan fasa berbalik-kromatografi cecair tekanan tinggi. Didapati bahawa 

penambahan larutan formaldehid dan 4-( dimetilamino) benzaldehid menunjukkan 

berlakunya pindah silang dalam pemisahan protein manakala tidak berlaku pindah silang 

dengan penambahan isobutialdehid. Semasa pindah silang, kromatogram menunjukkan 

hanya satu puncak yangjelas yang mana elusi puncak tersebut bermula pada minit ke 1.5 

hingga 4.0 dengan penambahan formaldehid dan pada minit ke-5.5 hingga 6.5 dalam 

penambahan 4-( dimetilamino) benzaldehid. Pindah silang protein berlaku pada had 

pengesanan yang tinggi. Kromatogram pemisahan protein dengan penambahan 

formaldehid pada masa 1 jam menunjukkan kromatogram berbalik ke keadaan asal 

selepas "incubation". Oleh sebab itu, didapati bahawa tindak balas Maillard berlaku 

dalam proses pindah silang antara kumpulan karbonil dengan terminal asid amino dati 

protein kacang soya. 
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A Study of Soy Protein Crosslinked with Fonnaldehyde, Isobutyaldehyde and 4-
(Dimethyl amino ) Benzaldehyde using RP-HPLC. 

ABSTRACT 

Soy protein was crosslinked with formaldehyde. isobutyaldehyde and 4-(dimethylamino) 

benzaldehyde and protein separation has been achieved by reversed phased-high 

performance liquid chromatography. Addition of formaldehyde and 4-(dimethylamino) 

benzaldehyde showed that crosslinking occurred in protein. Chromatogram showed only 

one peak during the crosslinking which started from minutes 1.5 to minutes 4.0 in 

formaldehyde and from minutes 5.5 to minutes 6.5 in 4-(dimethylamino) benzaldehyde. 

Protein crosslinking were found to be at the high detection limit. Chromatogram of 

formaldehyde addition at 1 hour period showed it returned to normal condition after the 

incubation. This indicated that Maillard reaction occurred in protein crosslinking 

between carbonyl group and acid amino terminal from soy protein. 
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BABI 

PENDAHULUAN 

1.1 Pengenalan 

Kacang soya atau nama saintifiknya Glycine max ialah sejenis twnbuhan yang berasal 

dari Manchuria dan ianya boleh ditanam di Malaysia. Pokok kacang soya adalah tegak 

dan rimbun iaitu berukuran sehingga 70 cm. Buah kacang acang soya adaJah berbentuk 

gumpalan 3 hingga 15, berbulu, berwama hijau, mempunyai ukuran panjang di antara 3 

cm bingga 8 cm dan setiap buah mengandungi 2 hingga 4 biji yang mempunyai diameter 

5 mm hingga 11 mm. Biji kacang soya berbentuk bulat dan berwama kuning. Kacang 

soya mempunyai akar tunjang sepanjang 15 cm. 

Kacang soya dianggap sebagai swnber protein yang lengkap, yang mana 

proteinnya mengandungi sejumlah besar asid amino yang penting untuk kegunaan tubuh 

manusia kerana ketidakupayaan badan manusia untuk menghasilkannya. Kacang soya 

merupakan tanaman yang penting disebabkan oleh kandungan protein dan minyak yang 

tinggi dalam bijinya. Sebagai swnber protein bagi haiwan dan manusia, profil asid amino 

biji kacang soya mengandungi asid amino-S (S-containing amino acid), "methionine" dan 
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"cysteine" yang tinggi (Serretti et al., 1994). Dengan peningkatan kandungan asid amino 

tersebut dalam biji kacang soya, ini dapat menambahkan nilainya pada pengguna kacang 

soya dan seterusnya menyediakan pasaran yang luas untuk pengusaha kacang soya 

(McVey et aI. , 1995). Pada asasnya, protein kacang soya adalah sama dengan biji legum 

yang lain (pulses). 

Pada amnya, protein soya diklasifikasikan sebagai storan protein yang ada di 

dalam molekul protein yang mana dianggarkan mengandungi lebih kurang 60% hingga 

70% daripada protein "total" kacang soya. Semasa pertwnbuhan kacang soya, protein 

akan dicerna dan membebaskan asid amino yang seterusnya akan diangkut ke lokasi 

tumbesaran benih. Protein legwn seperti soya adalah tergolong dalam famili globulin 

dalam storan protein yang dipanggil sebagai leguminin (11 S) dan vicilin (7S) (Derbyshire 

et aI. , 1976). Protein 11 S dan 7S ini dipanggil sebagai glycinin dan beta-glycinin dalam 

kacang soya. Bijirin seperti padi dan gandum mengandungi jenis storan protein yang 

ketiga iaitu gluten atau prolamin. Kacang soya juga mengandungi protein metabolik 

seperti enzim dan perencat trips in. Kotiledon storan protein soya adalah penting untuk 

nutrisi manusia dan ianya boleh diekstrak secara efisien dengan air, campuran air dengan 

alkali cair dengan pH 7 hingga pH 9 atau lautan akueus natrium klorida (0.5 M hingga 2.0 

M) daripada biji kacang soya yang telah dinyah lemak yang mana telah juga menjalani 

rawatan pemanasan yang minima supaya protein tidak temyahasli. 

Terdapat banyak produk yang berasaskan protein di pasaran. Produk ini biasanya 

terbahagi kepada tiga jenis produk yang kaya protein iaitu tepung soya, konsentret soya 

dan isolat soya. Isolat protein soya merupakan protein soya dengan kandungan protein 
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yang rrurumum sebanyak 90% pada keadaan bebas-kelembapan. Ianya dihasilkan 

daripada tepung kacang soya yang telah dinyah lemak yang mana hampir semua 

komponen bukan protein, lemak dan karbohidrat telah disingkirkan. Oleh yang demikian, 

ianya mempunyai perasa yang neutral dan ini akan membebaskan gas yang kurang 

disebabkan oleh flatulens bakteria. Isolat protein soya ini biasanya digunakan sebagai 

agen pengemulsi dan penstrukturan produk daging tetapi ia turut juga digunakan untuk 

meningkatkan kandungan protein dan perasa. Isolat protein ini mengandungi kandungan 

lemak yang rendah jika dibandingkan dengan sumber protein daripada haiwan. Isolat 

protein soya juga dikatakan berupaya mengurangkan risiko beberapa jenis penyakit 

seperti koronari hati dan berupaya mencegah osteoporosis. 

Konsentret protein soya pula adalah terdiri daripada lebih kurang 70% protein 

soya dan pada dasarnya ia adalah kacang soya tanpa karbohidrat larut-air. Konsentret ini 

diperoleh dengan menyingkirkan bahagian karbohidrat daripada kacang soya yang telah 

dinyah lemak. Konsentret protein soya menyimpan hampir semua serat kacang soya. 

Produk ini digunakan secara meluas sebagai bahan nutiri dalam pelbagai jenis produk 

makanan seperti bijirin sarapan. 

Tepung soya dibuat dengan mengisar kacang soya sehingga menjadi serbuk. 

Tepung soya boleh diperolehi dalam tiga bentuk iaitu tepung soya semula jadi yang 

mengandungi lemak; tepung soya ternyah lemak dengan 50% kandungan protein; dan 

juga tepung soya yang telah ditambah dengan lesitin. 
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Produk yang berasaskan soya adalah salah satu sumber protein sayur yang 

mengandungi kandungan lemak yang rendah. Bagi setiap hidangan kacang soya 100 g, ia 

menyediakan lebih kurang 50% protein. Disebabkan oleh kandungan nutrisi yang tinggi 

dan kosnya yang rendah, protein soya menjadi sumber protein sayur yang terbesar secara 

komersial di seluruh dunia (Molina et aI., 2002). Malahan protein soya juga adalah 

alternatifbagi protein haiwan yang sedia ada. 

1.2 Skop Kajian 

Kajian ini adalah untuk menentukan pindah silang protein dengan tiga agen pindah silang 

iaitu formaldehid, isobutialdehid dan 4-( dimetilamino) benzaldehid dengan menggunakan 

kaedah fasa berbalik-kromatografi cecair tekanan tinggi. 

1.3 Objektif Kajian 

Objektif bagi kajian ini adalah untuk mengkaji ciri-ciri pindah silang protein bagi biji 

kacang soya mentah. Kajian secara kualitatif akan dijalankan untuk menganalisa 

perubahan dalam kandungan protein biji kacang soya apabila ditambah secara berasingan 

dengan tiga jenis larutan aldehid, di mana kajian akan dijalankan dengan menggunakan 

kaedah fasa berbalik-kromatografi cecair tekanan tinggi. Keputusan eksperimen yang 

dilakukan ke atas protein biji kacang soya akan dianalisa. 
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BAB2 

KAJlAN LITERA TUR 

2.1 Komponen dan sintesis protein 

Protein adalah polimer yang terbina daripada 20 asid amino-a yang berbeza. Protein 

dihimpunkan daripada asid amino dengan menggunakan maklumat yang terdapat dalam 

gen. Protein berlipat kepada struktur tiga-dimensi. Bentuk di mana protein terlipat secara 

semula jadi dikenali sebagai keadaan semula jadi, yang mana ditentukan dengan 

rangkaian asid amino (Nolting, 1999). Oleh itu, protein merupakan polimer dengan asid 

amino sebagai monomer. 

Struktur protein terbahagi kepada beberapa jenis iaitu struktur primer, sekunder, 

tertier, dan struktur kuarter. Struktur primer adalah terdiri daripada rangkaian asid amino 

yang dihubungkan antara satu sarna lain oleh ikatan peptida yang terbentuk mela1ui 

kondensasi dua asid amino (Nolting, 1999). Terdapat tiga elemen utama yang telab 

dikenalpasti dalam struktur sekunder, iaitu alfa heliks, "beta sheet" dan struktur berputar 
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(Nolting, 1999) yang mana ketiga-tiga elemen struktur ini boleh dihubungkan 

antara satu sarna lain dengan pembentukan gelung. Struktur sekunder ini tidak 

mempunyai bentuk yang stabil dan ianya terhentuk melalui ikatan hidrogen. Struktur 

tertier merupakan bentuk keseluruhan bagi molekul protein yang tunggal dan struktur ini 

terbentuk melalui interaksi hidrofobik, tetapi ikatan hidrogen, ikatan disulfida dan 

interaksi ionik juga turut terlibat (Nolting, 1999). Struktur kuarter terbentuk daripada 

gabungan satu atau lebih molekul protein atau juga dipanggil sebagai sub-unit protein 

yang mana sub-unit protein ini adalah sebahagian daripada kompleks protein. 

Protein juga boleh bertukar kepada beberapa struktur yang sarna dalam 

menjalankan fungsi biologi. Dari segi aspek penyusunan semula fungsi (functional 

rearrangements), struktur tertier dan kuarter biasanya dikenali sebagai konformasi dan 

transisi di antara kedua-dua struktur ini dipanggil perubahan konformasi. Protein 

merupakan sebatian organik yang kompleks, mempunyai herat molekul yang hesar, dan 

terdiri daripada asid amino yang disambungkan oleh ikatan peptida. Protein memainkan 

peranan penting dalam struktur dan fungsi sel-sel hidup dan juga dalam virus. Terdapat 

banyak jenis protein dan setiap protein tersebut menjalankan fungsi yang berbeza dalam 

fungsi biologi. Sesetengah protein adalah enzim yang menjadi mangkin bagi tindak balas 

kimia. Sesetengah protein lagi memainkan peranan dalam struktur atau mekanikal, seperti 

protein yang membentuk "strut" dan sendi pada sito-tulang rangka. Dari aspek fungsi 

pula, protein berperanan dalam tindak balas imun dan storan serta pengangkutan bagi 

pelbagai jenis ligan. Protein adalah ahli kelas bio-makromolekul, di samping polisakarida, 

lipid dan asid nukleik yang membentukjuzuk utama organisma biologi. 
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Pada dasarnya, protein adalah polimer yang terbentuk daripada rangkaian asid 

amino yang spesifik, yang mana maklumat rangkaian tersebut disimpan dalam kod gen. 

Sel mentafsir maklumat genetik melalui proses transkripsi dan translasi, dan maklumat itu 

seterusnya digunakan untuk membina protein. Dalam kebanyakan kes, protein yang 

terbentuk akan berubah secara kimia melalui pengubahsuaian selepas translasi (post-

translational modification). Molekul-molekul protein biasanya bertindak secara bersama 

dalam menjalankan fungsi tertentu, dan secara fizikalnya, molekul-molekul ini adalah 

berkait rapat antara satu sama lain untuk membentuk kompleks. 

2.2 Pengelasan dan ciri-ciri kimia protein 

Protein boleh diklasifikasikan kepada beberapa jenis berdasarkan kepada fungsi, struktur, 

ataupun berdasarkan kepada ciri-ciri flZikokimianya. Setiap spesies protein terdiri 

daripada molekul yang sarna dengan saiz molekul yang hampir sarna, rangkaian asid 

amino dan bentuk tiga-dimensi. Dengan demikian, larutan bagi campuran protein boleh 

dibezakan daripada larutan polimer sintetik atau DNA yang dipotong, yang mana kedua-

duanya mengandungi spektrum lengkap. Campuran protein hanya mempunyai molekul 

bersaiz diskret yang sepadan dengan setiap jenis protein yang hadir. 

Bentuk dan struktur oligomerik diambil berat dalam pengelasan protein melalui 

ciri struktur. Sebahagian daripada itu, struktur menunjukkan lokasi biologi dan asal 

protein tersebut. Molekul protein yang ringkas dijwnpai dalam persekitaran ekstraselular, 

manakala molekul protein yang lebih kompleks dan mudah dinyahaktif dijumpai secara 
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intraselular, dan protein hidrofobik adalah bercantwn dengan membran (Nolting, 1999). 

Protein yang memainkan fungsi yang lebih penting adalah enzim berdasarkan kepada 

peranan enzim dari segi ikatan dan juga sebagai mangkin. Sebahagian dari itu, ia juga 

menggambarkan bahawa struktur yang lengkap penting untuk fungsi protein, yang mana 

ini menghubungkan pemuliharaan struktur melalui evolusi. 

Struktur protein adalah seperti dalam Rajah 2.1, di mana pembentukan ikatan 

peptida antara dua asid amino akan menghasilkan struktur amida (Coultate, 1989). 

Protein boleh berfungsi sebagai amfoterik iaitu ia boleh bertindak balas dengan asid atau 

bes. Tindak balas dengan bes berlaku pada kumpulan karboksil manakala tindak balas 

dengan asid pula berlaku pada kumpulan asid amino (Meyer, 1973). Protein juga boleh 

mengikat kedua-dua kation dan anion melalui tindak balas kumpulan karboksil dan asid 

amino. Protein mempunyai ciri ion dipolar disebabkan oleh asid amino yang 

mengandungi kumpulan karboksil dan kumpulan amina. 

o 

H2N-CH-COOH + H N-CH-COOH 
I 2 I 
R\ R2 

II 
.. H2N-?H-C--NH-iH-COOH 

R J R2 
Asid amino Protein 

Rajah 2.1 Menunjukkan persamaan tindak balas antara 2 molekul asid amino yang 

membentuk protein. 
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2.3 Profil protein biji 

Protein adalah terdiri daripada asid amino-a. yang terikat di antara satu sama lain oleh 

ikatan peptida dan merupakan kompleks rantai polipeptida dengan struktur 3-dimensi 

yang unik. Kompleks ini distabilkan oleh kombinasi interaksi antara elektrostatik dan 

hidrofobik dan ditambah pula dengan kadar fleksibiliti yang tinggi dalam struktur 

molekulnya. Storan kotiledon protein boleh dibahagikan kepada albumin, globulin, 

prolamin atau glutelin, berdasarkan kepada kadar keterlarutan storan kotiledon protein 

tersebut masing-masing dalam air, alkali cair atau asid (Osborne, 1924). 

Storan protein biji merupakan kumpulan protein yang banyak terdapat dan 

terkumpul di dalam biji semasa pembentukan embrio yang mana ia kemudiannya 

m engal ami degradasi semasa percambahan UDtuk menyediakan sumber nitrogen dan 

tenaga bagi percambahan embrio. Storan protein bagi tumbuhan dikotiledon adalah 

terletak dalam jasad protein di dalam kotiledon, manakala bagi tumbuhan monokotiledon, 

storan proteinnya adalah terletak dalam jasad protein di dalam endosperma (Luthe, 1992). 

Secara wnwnnya, storan protein diklasifikasikan kepada 4 jenis pecahan protein yang 

boleh lamt iaitu albumin, globulin, prolamin dan glutelin (Osborne, 1910). Albumin 

merupakan protein larut-air yang biasanya terdiri daripada enzim yang hadir dalam biji, 

manakala globulin pula adalah protein larut-garam yang mengandungi kelas storan 

protein yang banyak terdapat dalam kebanyakan biji dikotiledon. Lazimnya kelas protein 

ini terdapat dengan banyak dalam biji legum dan telah diklasifikasikan sebagai protein 

legumin dengan koefisien pemendapan lIS kepada 12S atau protein vicilin dengan 
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koefisien pemendapan 7S (Derbyshire et ai., 1976). Prolamin adalah protein larut-alkohol 

yang terbentuk daripada saiz heterogen yang mana protein ini merupakan kelas protein 

yang utama dalam bijirin (Luthe, 1992). Glutelin merupakan protein yang larut dalam 

asid atau alkali cair dan biasanya protein ini merupakan protein yang tinggal selepas 

ketiga-tiga pecahan protein yang lain diekstrak. Glutelin juga merupakan protein yang 

lazim terdapat dalam biji gandum dan lain-lain bijirin. 

2.3.1 Kandungan protein kacang soya dan kepentingannya 

Kacang soya atau nama saintifiknya Glycine max merupakan sumber utama protein bagi 

manusia dan haiwan di kebanyakan negara. Selain itu kacang soya juga mengandungi 

lemak tak tepu, vitamin, mineral dan nutrien-nutrien lain dalam makanan untuk manusia 

atau haiwan (Krishnan, 2000~ Torun, 1992~ Wang et ai., 2003). Kacang soya adalah 

berasal dari keluarga legum dan merupakan tanaman semula jadi di Asia Barat. Kacang 

soya merupakan sumber protein yang penting bagi berjuta-juta orang selama lebih kurang 

5 juta tahun. Kebanyakan produk kacang soya digunakan di bahagian Timur. Penanaman 

kacang soya boleh dilakukan pada pelbagai jenis tanah dan iklim termasuklah dari iklim 

tropika Brazil hinggalah iklim bersalji di pulau Hokkaido yang terletak di utara Jepun. 

Lebih kurang 10% daripada bekalan kacang soya dunia digunakan untuk 

penghasilan pelbagai jenis produk makanan yang berasaskan kacang soya seperti tofu dan 

tempeh (Constantinos et al., 2006). Seperti legwn-legum yang lain, kualiti nutrisi kacang 

soya adalah terhad disebabkan oleh kandungan sulfurnya. Kacang soya mengandungi 
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lebih kurang 36 hingga 38% protein (Brumm dan Hurburgh, 2002; Fehr et at., 2003). 

Rajah 2.2 menunjukkan ringkasan proses untuk mendapatkan protein secara umumnya. 

Terdapat 2 storan protein kacang soya yang utama iaitu glycinin (11S) dengan berat 

molekul 360 kDa dan p-conglycinin (7S) yang mempunyai berat molekul 180 kDa yang 

tersimpan dalam sel vakuol biji, dan masing-masing merangkumi lebih kurang 40% dan 

25% daripada jumlah keseluruhan protein biji kacang soya (Nielsen et at., 1989). 

Kandungan storan protein ini berbeza mengikut jenis dan variasi kacang soya serta 

persekitaran (Cai dan Chang, 1999; Hughes dan Murphy, 1983; Saio et ai., 1969 dan 

Wolf et ai. , 1961). Glycinin dan p-conglycinin memainkan peranan penting terhadap nilai 

pemakanan dan kualiti produk kacang soya, maka oleh yang demikian kajian terhadap 

kedua-dua storan protein ini telah dilakukan secara berterusan, dan struktur kristal bagi 

kedua-duanya telah ditentukan (Adachi et ai., 2003; Adachi et al., 2001; Maruyama et al., 

2001). Min nisbah protein glycinin terhadap p-conglycinin adalah berbeza daripada 1.6 

hingga 2.5 di an tara variasi kacang soya (Fehr et al., 2003; Maruyama et al., 2001). 

Nisbah ini mempengaruhi kualiti protein kacang soya dan seterusnya mempengaruhi ciri-

ciri berfungsi produk makanan yang berasaskan kacang soya (Cai dan Chang, 1999). Jika 

dibandingkan dengan protein daging, protein kacang soya mengandungi kurang asid 

amino yang mengandungi sulfur. Glycinin dan p-conglycinin juga berbeza dari aspek 

kandungan asid amino, iaitu glycinin mempunyai kandungan asid amino yang 

mengandungi sulfur yang tinggi yang mana merangkumi 3 hingga 4.5% jumlah residu 

asid amino (Nielsen et ai. , 1989). Kandungan storan protein juga dipengaruhi oleh 

pengambilan nutrien oleh tumbuhan. Kedua-dua glycinin dan conglycinin merupakan 
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sumber nitrogen untuk perkembangan twnbuhan dan juga sebagai sumber nutrisi utama 

bagi biji kacang soya (Constantinos et al., 2007). 

Disebabkan oleh perbezaan ciri gelatin dalam pecahan storan protein, banyak 

kajian telah dijalankan untuk mencari perkaitan di antara protein ini dengan kualiti tofu 

tetapi keputusan yang diperoleh adalah sangat berbeza. Kajian terhadap kandungan 

protein 11 S (glycinin) dan nisbah protein 11 S kepada 7S (~-conglycinin) menunjukkan 

korelasi positif terhadap tofu kepadatan gel berdasarkan kepada sistem protein soya 

(Kang et al., 1991; Murphy et al., 1997 dan Saio et a!., 1969). Di samping itu, beberapa 

kajian awal juga mendapati protein 7S membentuk gel yang lebih padat berbanding 

protein 11 S (Utsumi dan Kinsella, 1985), manakala kajian lain mendapati terdapat sedikit 

korelasi di antara nisbah protein lIS kepada 7S dengan kualiti protein (Skurray et al., 

1980 dan Taira, 1990). 
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Pengekstrakan 
Protein koko -------+~ Protein "total" 

dengan 0.5 M NaOH 

pengekstrakan dengan larutao 5% NaCl 

r-------------------------t 

pengekstrakan 
dengan 70% etanol 

Sisa 

+-------- -------------l 
Sisa Prolamin 

pengekstrakan dengan 
0.5 MNaOH 

~--- ------------------------~ 

Sisa Glutelin 
(protein tidak larut) 

(Swnber: Bonvehi & Coll,1999) 

Albumin + lobulin -----------! 
S04(NJI4h 

sehingga 40010 (PIp) 
Dialisis dengan 

H20,4°C 

+-----------------------------+ 
Globulin Sisa organik (nitrogen 

bukan protein + albumin) 

Rajah 2.2 Carta abr untuk mendapatkan pecahan protein. 

Pembuatan tofu melibatkan interaksi banyak faktor yang mana faktor-faktor 

tersebut adaJah seperti ciri-ciri fizikal contohnya kandungan protein total kacang soya 

(Schaefer dan Love, 1992~ Shen et aI., 1976) dan kandungan komponen dua storan 

protein yang utama iaitu glycinin (11 S) dan p-conglycinin (7S), dan nisbah 11 S kepada 

7S (Saio et al. , 1969). Tambahan pula, keadaan semasa pemprosesan mempengaruhi 

kualiti tofu. Kepekatan dan jenis pengental yang digunakan mempengaruhi tekstur tofu 

dan pembentukannya (Hou et al., 1997; Sun dan Breene, 1991). 
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