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1.1. Soja

La soja (Glicyne max) pertenece a la familia de las leguminosas, aunque por su
contenido elevado de lipidos se incluye también en las oleaginosas. Sus vainas
contienen tres o mas semillas que se utilizan industrialmente para la extraccion del
aceite, y el residuo o pasta, rico en proteinas, se utiliza para la alimentacion humana o
animal. En las ultimas décadas, se ha producido un gran desarrollo cientifico para su
aprovechamiento integral. Su composicion quimica depende de muchos factores, tales
como la variedad de la semilla, el tipo de suelo, la fertilizacion, la temperatura
ambiental, etc. (Badui, 2006).

La produccién de soja ha aumentado sustancialmente en los ultimos afios: de 13
millones de Tm en 1939 se pasé a 107 millones de Tm en 1992, y esta cantidad se ha
duplicado en los tltimos 15 afios (220 millones de Tm en 2005/2006). Estados Unidos
produce casi el 70% mundial de la soja; Brasil y China son también productores
importantes, compartiendo alrededor del 15% y 10% de la produccion del mundo,
respectivamente. Europa aporta menos del 1% a la produccion mundial. En el mercado
de exportacion, los paises europeos y Japon son los principales compradores de soja,
que es exportada principalmente por Estados Unidos y Brasil (Kwok & Niranjan, 1995).
En la tabla 1 aparecen datos sobre la produccion y comercio mundial de soja (USDA,

2007).

1.2. Composicion del haba de soja

En promedio, los lipidos y las proteinas juntos constituyen cerca del 60% de peso del
haba de soja seca. El resto de materia seca estd compuesto principalmente por glicidos
(35%) y cenizas (5%). La humedad del haba madura es usualmente del 13%, para
asegurar su estabilidad durante el almacenamiento (Liu, 1999). Ademas, existen una
serie de componentes residuales tales como saponinas, isoflavonas y componentes
responsables del tipico sabor de harina de soja cruda (Wolf, 1970). Los productos de
soja han representado una gran fuente de proteina (ya que el haba de soja contiene
alrededor del 40%) en la dieta de paises orientales durante siglos (Molina et al., 2001).
Desde el punto de vista de su funcion biologica, las proteinas de soja son

mayoritariamente proteinas de almacenamiento. Desde el punto de vista de la
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solubilidad, la mayor parte de éstas son globulinas (glicininas y conglicininas), solubles

en disoluciones salinas diluidas (Wolf, 1970).

Tabla 1. Suministro y uso de la soja en el mundo (millones de Tm)', 2005-2006.

Produccién Importaciones Exportaciones
Mundial' 220,56 64,14 63,97
Estados Unidos 83,37 0,09 25,58
Argentina 40,50 0,58 7,25
Brasil 57,00 0,06 2591
China 16,35 28,32 0,35
Unio6on Europea 1,17 13,95 0,05
Japon 0,23 3,96 0,00
México 0,19 3,67 0,00

T/Las importaciones y exportaciones del mundo no pueden ser balanceadas debido a diferencias en los afios locales
de mercado y a retrasos entre exportaciones e importaciones informadas. Fuente:(USDA, 2007)

Sin embargo, la clasificacién basada en la solubilidad de las proteinas, no resulta
siempre adecuada para la caracterizacion de las proteinas de soja, ya que pueden darse
varias asociaciones entre ellas que modifican la extraccion de las diversas fracciones en
un mismo medio. Por ello, una manera mas precisa de denominar las proteinas es
mediante sus coeficientes de sedimentacién aproximados, usando la ultracentrifugacion
(Thanh et al., 1975; Howard et al., 1983). Bajo condiciones tamponadas apropiadas, las
proteinas de soja presentan cuatro fracciones después de la ultracentrifugacion: 2, 7, 11
y 15S; S hace referencia a las unidades Svedburg, que se relacionan con la velocidad de
sedimentacion por unidad de fuerza centrifuga. Seglin la distribucion dada por Nielsen
(1985), la fraccidon 7S, supone una tercera parte de la proteina extraible y consta de, al
menos, cuatro diferentes proteinas: hemaglutinina, lipoxigenasa, P-amilasa y [3-
conglicinina. Esta tltima representa la mitad del total de la 7S, por lo que también se le
denomina a esta fraccion 3-conglicinina. La fraccion 11S supone otra tercera parte de la

proteina de soja y la constituye una unica proteina llamada globulina 11S o glicinina; la
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fraccion 2S supone un 20% de la proteina e incluye los inhibidores de la tripsina y el
citocromo C, mientras que la fraccion 158, estd constituida nicamente por un 10% de
la proteina extraible y se cree que estd formada por un polimero de glicinina.

La composicion de aminodcidos de la proteina de soja, la cual determina el valor
nutricional de las mismas, se presenta en la tabla 2, que lista la composicion de dos

variedades de soja.

Tabla 2. Composicion en aminoacidos de habas de soja

(mg/g proteina) de las variedades Maple Arrow y OT89-16.

Aminoacido Variedad
Maple Arrow OT89-16

Acido aspartico 68,86 +3,39 81,77 £4,52
Trionina 41,94 £1,79 42,05+ 1,22
Serina 54,05 + 1,66 58,13 +2,12
Acido glutamico 190,16 £342 200,07 + 3,34
Prolina 52,91 £2,38 51,76 £ 1,18
Glicina 36,72 £0,15 35,97 £ 1,23
Alanina 40,23 +1,11 38,04 +£2,07
Cisteina 25,00 £ 0,67 23,25+ 1,03
Valina 54,27 +0,32 51,08 £0,23
Metionina 10,70 £0,31 9,64 + 0,50
Isoleucina 51,58 +£0,50 50,05 + 1,37
Leucina 81,69 +0,73 78,83 +2,67
Tirosina 41,55 £0,64 38,83 £ 1,42
Fenilalanina 56,29 +0,63 52,62 +1,90
Histidina 34,38 +5,65 32,28 £4,93
Lisina 68,37 +1,06 62,06 = 2,09
Arginina 77,16 £2,35 80,21 + 4,63
Triptofano 12,73 £0,41 12,20 £ 0,47
4-Hidroxiprolina 1,40 +0,02 1,12 +0,08

Fuente: (Zarkadas et al., 1993).
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El aminoacido mas abundante es el acido glutamico, que junto con el acido aspartico,
constituyen una cuarta parte del total de aminodcidos; la lisina, arginina e histidina
cubren una quinta parte. El haba de soja contiene todos los aminodcidos esenciales, es
rica en lisina y es limitante en metionina y triptdfano (Zarkadas et al., 1993).

Los lipidos constituyen entre el 18 y el 24% del haba de soja (Tabla 3), de los que el
90% son triglicéridos, el 7% fosfolipidos y el 3% glicolipidos. Los acidos grasos se
distribuyen en un 15% de saturados y 80% de insaturados. El 4cido graso mas
abundante en la soja es el acido linoleico, representando aproximadamente la mitad del
contenido total, aunque también contiene niveles considerables de otros acidos grasos,
como el acido oleico y el acido linolénico (Prawiradjaja, 2003; Liu, 1999; Sangwan et

al., 1986).

Tabla 3. Composicion de acidos grasos de la soja

Acidos Grasos Porcentaje (%)
Saturados (total): 14,4

- Miristico (C 14) 0,1

- Palmitico (C 16) 10,3

- Estearico (C 18) 3,8
Insaturados (total): 80,6

- Oleico(C 18:1) 22,8

- Linoleico (C 18:2) 51,0

- Linolénico (C 18:3) 6,8
Otros. 5,0

Fuente: (Prawiradjaja, 2003).

El contenido de glucidos del haba de soja se halla alrededor del 35% en peso seco. De
esta fraccion, s6lo se encuentran trazas de monosacaridos, tales como la glucosa y la
arabinosa; los oligosacaridos incluyen cantidades significativas de sacarosa, rafinosa y
estaquiosa (Kennedy et al., 1985; Kuo et al., 1988), que corresponden al 7,49%, al
4,62% vy al 0,75%, respectivamente (Knudsen et al., 1991). La rafinosa y estaquiosa son

de potencial importancia en la aceptacion de la soja como alimento, porque su presencia
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esta ligada a molestias abdominales por flatulencia, ya que estos azlicares pasan intactos
al intestino siendo fermentados por microorganismos anaerobios (Guimaries et al.,
2001). Los polisacaridos del haba de soja incluyen celulosa, hemicelulosa, pectina y
trazas de almidon. Ellos son componentes estructurales que se encuentran
principalmente en la pared celular, y suponen el 8% del haba de soja en peso seco.

Como componentes minoritarios de la soja se encuentran, en primer lugar, los
minerales, de los cuales los sulfatos, los fosfatos y los carbonatos, constituyen
aproximadamente el 5% de las cenizas en el haba seca; el acido fitico es la principal
fuente de fosforo en la soja, su contenido esta en un intervalo del 1 al 1,47% en base
seca (Liu, 1999). Las vitaminas incluyen la tiamina, riboflavina, niacina, acido
pantoténico y acido folico (vitaminas solubles en agua), y las vitaminas A, E, D y K

(liposolubles).

Otros componentes minoritarios, aunque importantes, son las isoflavonas y las
saponinas. A estas ultimas se les atribuye el sabor amargo y astringente del haba de
soja. Sin embargo, tanto las isoflavonas como las saponinas, presentan interés por sus
beneficios en la prevencion y tratamiento de céncer, osteoporosis y problemas
cardiovasculares. El contenido de isoflavonas se encuentra entre 1261 y 3886 pg/g y las
saponinas entre 0,62 a 6,16% del haba de soja (Wang & Murphy, 1994b; Tsukamoto et
al., 1995; Shiraiwa et al., 1991; Yoshiki et al., 1998; Messina, 1999).

A pesar del elevado contenido en proteinas y la calidad de éstas, reflejada en la
presencia de aminodcidos esenciales, una de las desventajas del consumo de la soja y
sus productos derivados, es la presencia de factores antinutricionales. De ellos, los mas
importantes son los inhibidores proteoliticos, comunmente llamados inhibidores de
tripsina y debido a la presencia de estos, la digestibilidad de la proteina de la soja se ve
disminuida. Constituyen una pequefia parte de la proteina de soja (2,5%), aunque el 30-
40% de cisteina esta asociada con el inhibidor (Kwok & Niranjan, 1995). Para alcanzar
el 90% de inactivacion de los inhibidores de tripsina, se requieren tratamientos térmicos
intensos, por ejemplo 30 min a 100°C, o 22 min a 110°C (Liu, 1999). El
sobrecalentamiento, para eliminar completamente la actividad de los inhibidores de la
proteasa, puede destruir importantes aminoacidos tales como la cisteina, arginina y
lisina. Por lo tanto, el tratamiento térmico es critico para la elaboracion de productos de

soja con maximo valor nutricional (Kwok & Niranjan, 1995).



Tesis Doctoral Nelly Cruz Cansino

Las habas de soja poseen una elevada actividad de la enzima lipoxigenasa (linoleato
oxigeno oxidoreductasa EC 1.13.11.12), la cual es de particular interés por ser la causa
principal de aromas indeseables cominmente asociados a la soja, como a hierba o haba
(Liu, 1999). El contenido y actividad de lipoxigenasa se relaciona con las variedades
cultivadas, afio de produccion y localizacion geografica, indicando que el clima juega
un papel importante en la generacion de la lipoxigenasa (Yuan & Chang, 2007a). Esta,
cataliza la hidroperoxidacion del acido linoleico y otros acidos grasos poliinsaturados en
presencia de oxigeno y los productos primarios son hidroperéxidos, que se forman tras
la activacion de la enzima nativa, seguida por la eliminacion de un proton del grupo
metileno activado y por la introduccion del oxigeno en la molécula del sustrato con la
formacion del hidroperoxido (Robinson et al., 1995). Los métodos desarrollados
comercialmente para inactivar la lipoxigenasa se basan en la aplicacion de calor en
diversas etapas del proceso, siendo estos sistemas suficientes para inactivar la enzima;
por ejemplo, temperaturas de entre 80°C y 100°C durante 10 minutos, son efectivas para

inactivarla (Kwok & Niranjan, 1995).

1.3. Licuado de soja

Desde el punto de vista coloidal, el licuado de soja es, en términos generales, una
emulsion aceite en agua. Sin embargo, como la gran mayoria de alimentos coloidales,
presenta mayor complejidad, es decir, se trata de una dispersion coloidal formada por
una fase acuosa en la que se encuentran las proteinas y las gotas de grasa en dispersion.
El licuado de soja se asemeja a la leche en apariencia y composicion y es, por tanto, una
alternativa al consumo de leche para individuos con determinados problemas de
intolerancia o alergias a los componentes de la leche (Johnson et al., 1983), asi como
para personas que prefieren el consumo de productos de origen vegetal. Por todo ello,

este producto esta ganando popularidad en Europa en los tltimos afios.

El licuado de soja no ganaba popularidad en los paises occidentales a causa de sus
caracteristicas organolépticas y debido a la disponibilidad de la leche de vaca barata
(Ang et al., 1985). Sin embargo, una vez identificados los componentes causantes de los
aromas desagradables, las operaciones tecnoldgicas necesarias para inactivarlos, asi

como el conocimiento de las propiedades saludables que puede suponer el consumo de



Introduccioén

leche de soja, es cuando ha experimentado un incremento en el consumo de dicho
producto en occidente (Chen, 1989). Otro aspecto que ha contribuido a la expansion de
este producto, es el desarrollo experimentado en el procesamiento del licuado de soja
por ultra alta temperatura (UHT), que permite obtener un producto de caracteristicas de
flavor suaves, lo que afiadido a la introduccién de envases asépticos como formato mas
comun, consigue un producto de larga duracién a temperatura ambiente (Golbitz, 1995;
Chen, 1989). Asimismo, esta tecnologia ha sido beneficiosa para el transporte y
distribucion, por lo que las grandes compafias internacionales, han abierto
sucesivamente nuevos mercados para su distribucion (Kwok & Niranjan, 1995). El
Reino Unido es el principal mercado europeo, seguido por Alemania, Francia y
Holanda, y muchos otros paises estdin comenzando a producirlo y comercializarlo, como
Meéxico, India y Brasil (FAO, 2002; Keinan-Boker et al., 2002). Las ventas de licuado
de soja aumentaron de dos millones de dolares en 1980, a 207 millones de ddlares en
1998, y es el alimento de consumo mas creciente entre los productos derivados de la

soja (FAO, 2002).

En la tabla 4 se muestra la variacion en la composicion quimica de licuados de soja,
dependiendo de los diferentes sistemas de procesamiento y almacenamiento empleados.
En promedio, el licuado de soja contiene un 91,8% de agua, 3,44% de proteina, 1,86%
de lipidos, 2,85% de glucidos y 1,41% de minerales (Iwuoha & Kenneth, 1997). Las
proteinas y los lipidos cubren el 70 y 30% de las particulas del licuado de soja
respectivamente (Ono et al., 1996). Las proteinas que se encuentran en el licuado de
soja son las globulinas 2S (8-22 g/100g), 7S (35 g/100g) y 11S (31-52 g/100g) (Zhang
et al., 2005). Las globulinas 11S (glicinina) y 7S (B—conglicinina) contienen, ademas,
alrededor de 0,8% y 2,3% de lipidos, respectivamente, el 50% de los cuales son
fosfolipidos; la B—conglicinina contiene el 1,4%, tres veces mas fosfolipidos que la
glicinina (Ono et al., 1996). En los lipidos, los acidos grasos predominantes son el
acido linoleico (54,8%), el acido oleico (20,4%), el 4cido palmitico (10,7%), el acido a-
linolénico (7,53) y el acido estearico (3,7%) (Pefialvo et al., 2004). Respecto a los
glucidos, el licuado de soja contiene 37,83 mg/100ml de glucosa + galactosa, 494,69
mg/100ml de sacarosa y 13,33 mg/100ml de fructosa; los principales oligosacaridos son
la rafinosa y estaquiosa, con un contenido de 69,6 y 360,2 mg/100 ml respectivamente
(Hou et al., 2000). Dentro de los minerales, se encuentran el potasio (328,3 mg
/250ml), el magnesio (56,08 mg /250ml), el sodio (7,14 mg /250ml), el fosforo (97,18
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mg /250ml) y el calcio (45,84 mg /250ml) (Achouri et al., 2007a). En cuanto a las
vitaminas, el licuado de soja es elevado en tiamina (B1), riboflavina (B2), piridoxina
(B6) y acido folico (B9) (Kwok & Niranjan, 1995).

En comparacion con la leche de vaca y la leche humana, el licuado de soja es rico en
niacina, acidos grasos insaturados y hierro, y tiene menos cantidades de grasa, glicidos
y calcio (Liu, 1999). El licuado de soja, ademas de consumirse como bebida, también es

un producto intermedio para la fabricacion del tofu y productos andlogos al queso y

yogur (Yuan & Chang, 2007a; Golbitz, 1995).
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Tabla 4. Composicion y otras propiedades fisicoquimicas de licuado de soja segin métodos de procesamiento y almacenaje.

Parametro Método de procesamiento y almacenaje
BWD UWD TDF TDL
Fresco Almacenado Fresco Almacenado Fresco Almacenado Fresco Almacenado

29 +1°C 10 £2°C -3 x1°C 29 +£1°C 10 £2°C -3 £1°C 29 +1°C 10 £2°C -3 £1°C 29 +1°C 10 £2°C -3 £1°C
Composicion (%)
Humedad 91,56 91,55 91,55 91,56 88,09 88,09 88,04 88,10 90,51 89,97 90,38 90,30 91,00 91,57 91,39 90,66
Proteina 3,07 2,83 3,01 3,04 4,06 3,51 3,93 4,00 3,85 3,49 3,73 3,80 3,84 3,69 3,79 3,81
Cruda
Grasa cruda 1,82 1,77 1,78 1,82 1,90 1,88 1,86 1,90 1,95 1,93 1,93 1,93 1,93 1,91 1,87 1,93
Fibra cruda 0,28 0,32 0,30 0,27 0,67 0,75 0,71 0,68 0,11 0,17 0,13 0,13 0.08 0,06 0,06 0,09
Cenizas 0,94 0,94 0,94 0,93 0,92 0,91 0,92 0,90 1,92 1,92 1,88 1,91 1,92 1,91 1,91 1,90
Carbohidratos 2,33 2,60 2,43 2,36 4,36 4,87 4,56 4,42 1,66 1,54 1,73 1,94 1,23 0,86 0,84 1,34
Otras propiedades fisicas y quimicas
pH 6,60 6,60 6,22 6,95 6,61 6,36 6,03 6,56 6,62 6,37 6,30 6,59 6,62 5,81 6,18 6,60
Acidez (%) 2,67 2,87 2,83 2,67 2,67 2,89 3,11 2,68 2,66 2,88 2,80 2,66 2,65 3,14 2,83 2,64
Viscosidad 38,00 40,33 38,00 40,00 50,00 50,00 50,00 50,67 45,00 42,33 39,30 44,00 45,00 36,67 39,33 43,67
Gravedad 1,055 1,049 1,052 1,052 1,250 1,250 1,250 1,253 1,155 1,132 1,122 1,151 1,152 1,086 1,083 1,152
especifica

BWD, Licuado de soja de semillas blanqueadas y descascarilladas en humedo. UWD, Licuado de soja de semillas sin blanqueo descascarilladas en hiimedo. TDF, licuado de soja de semillas tostadas,
descascarilladas en seco y molidas a tamafio de particula de menos de 500 um. TDL, licuado de soja de semillas tostadas, descascarilladas en seco y molidas a tamafio de particula de mas de 500 pm.
Fuente: (Iwuoha & Kenneth, 1997)
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Para obtener el licuado de soja, se realiza una extraccion acuosa de las habas de soja
(Chen, 1989; Golbitz, 1995; Liu, 1999). En el proceso se involucran varias operaciones
unitarias que, generalmente, son: la hidratacion de la soja, el descascarillado, la
molienda, el tratamiento térmico y la filtracion (Oguntunde & Akintoye, 1991; Kwok &
Niranjan, 1995; Iwuoha & Kenneth, 1997; Mullin et al., 2001). El tratamiento térmico
es un factor importante para obtener un licuado de soja con caracteristicas especificas,
dependiendo de los subproductos a desarrollar (Liu, et al., 2004). Sin embargo, el
tratamiento térmico influye en el color del licuado de soja y éste es uno de los
problemas hacia donde se han dirigido muchos esfuerzos para remediarlo, asi como
también, la inactivacion de los inhibidores de tripsina, la eliminacion del flavor de la
soja y la precipitacion de so6lidos durante el almacenamiento (Ang et al., 1985). Estos
problemas han incitado a investigadores a desarrollar nuevos sistemas de procesamiento

para mejorar el producto.

En la figura 1 se muestra el método tradicional y las principales modificaciones del
proceso general del licuado de soja. Algunos de estos ejemplos son el método de
Cornell, el método de Illinois, la coccion répida por hidratacion hidrotérmica, la
molienda fria al vacio (PROSOYA), los métodos que introducen la desodorizacion o los
que introducen la utilizacioén de antioxidantes y de alcalis (Liu, 1999; Kwok & Niranjan,
1995; Prawiradjaja, 2003). También se han propuesto modificaciones de los
ingredientes crudos del licuado de soja y modificaciones genéticas de la soja, con el fin
de inactivar la lipoxigenasa (LOX), eliminar el sabor desagradable (off-flavor) de la
soja, y combinaciones de estos métodos para obtener un licuado de soja agradable y
nutritivo, con alto contenido en soélidos y proteina (Kwok & Niranjan, 1995;

Prawiradjaja, 2003).
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Figura 1. Métodos de procesamiento de licuado de soja.
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1.4. Modificaciones en los componentes del licuado de soja debidas al

procesamiento.

En el procesamiento para la obtencion del licuado de soja se barajan diferentes variables
que dan lugar a condiciones muy diversas tales como altas o bajas temperaturas,
tiempos cortos o prolongados de coccidon, uso de ultra altas temperaturas (UHT),
combinaciones de estas variables con procesamiento en medio alcalino, o con otros
reactivos quimicos. En todos estos pasos, se producen modificaciones quimicas y/o
fisicoquimicas y sensoriales del licuado de soja (Toda et al., 2007; Kwok & Niranjan,
1995; Kwok et al., 1998; Kwok et al., 1999; Kwok et al., 2002; Guo et al., 1997; Ono et
al., 1991; Ono et al., 1996).

Asi, en el caso de las proteinas, a temperaturas de alrededor de 70°C se desnaturaliza la
B-conglicinina y a 90°C la glicinina (Zhang et al., 2004; Liu et al., 2004; German et al.,
1982). El fraccionamiento de las particulas de proteina del licuado de soja crudo
mediante centrifugacion diferencial da lugar a una distribucion de tamafios en grupos de
entre 200-120, 120-60, 60-50, 50-40 nm y otros de menos de 40 nm de didmetro; pero
cuando se lleva a cabo el tratamiento térmico, el nimero de particulas de mayor tamafio
(>100 nm) disminuye y las particulas de tamafio medio (100-40 nm) aumentan. Esto es
debido a que los puentes disulfuro de las particulas de mayor tamafio se rompen y se
unen a subunidades B de la fraccion 7S y subunidades 11S, que son particulas de
tamafio medio. Asimismo, el calentamiento provoca modificacion en la fraccion lipidica
dando lugar por una parte a la interaccion de proteina y fosfolipidos y, por otra, a la

liberacion de triglicéridos (Ono et al., 1991; Ono et al., 1996).

Por otra parte, los acidos grasos poliinsaturados se oxidan durante el procesamiento del
licuado de soja, observandose a través del aumento del indice del 4cido tiobarbittrico
(TBA) después del tratamiento térmico (Wang et al., 2001). El contenido de
oligosacaridos se ve disminuido hasta un 8,87% después del tratamiento térmico, ya que
se produce pardeamiento no enzimatico de Maillard, que implica la reaccion de los
azucares reductores con los grupos amino libres (Wang et al., 2007; Kwok et al., 1998;
Kwok et al., 1999; Lakshmanan et al., 2006). Algunas vitaminas como la tiamina, el
acido ascorbico y la piridoxina, pueden sufrir pérdidas durante el tratamiento térmico.

La extension de la destruccion térmica de los nutrientes depende en gran medida de la
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combinacion tiempo-temperatura durante el proceso térmico (Kwok & Niranjan, 1995;
Kwok et al., 1998).

Ademas de los cambios que se producen en los nutrientes en el licuado de soja, el
tratamiento térmico es muy importante para inactivar el inhibidor de tripsina (IT). El
calentamiento produce una inactivacion parcial del IT y se puede llevar a cabo mediante
el blanqueado de las habas de soja, por coccion del haba mediante molienda con agua, o
por calentamiento del licuado de soja después de la filtracion (Kwok & Niranjan, 1995).
El tiempo de calentamiento que se requiere para inactivar el 90% del IT puede variar de
entre 30 a 75 min a 93°C, mientras que a 121°C el tiempo varia de 5 a 10 min (Van
Buren et al., 1964). Una parte de la actividad residual del IT permanece en el licuado de
soja después de tratamiento térmico, atribuyéndose a que el inhibidor de tripsina es
bastante estable al calor, por lo que para inactivar el IT aplicando temperaturas por
debajo de 100°C se necesitan tiempos prolongados de tratamiento (Kwok & Niranjan,
1995). Sin embargo, los tratamientos térmicos prolongados pueden afectar
excesivamente otras propiedades del licuado de soja, como el sabor, debido a las
reacciones de pardeamiento, o la calidad de las proteinas, como resultado de
degradacion de aminoacidos y la pérdida de vitaminas (Friedman & Brandon, 2001;

Kwok et al., 1998).

Otro componente que requiere el uso del calor para su inactivacion es la enzima LOX.
Su actividad se puede reducir en el licuado de soja a través de la homogenizacion y el
calentamiento moderado (Ediriweera et al., 1987), con la finalidad, de evitar la
formacion de aldehidos (pentanal y hexanal) que son los principales compuestos
responsables del desagradable flavor de la soja. A su vez, esta enzima provoca algunos
otros efectos no deseables como son la destruccion de 4acidos grasos esenciales, la
degradacion de color y el sabor desagradable (Ludikhuyze et al., 1998b; Torres-
Penaranda et al., 1998). Para reducir el flavor tipico de la soja, algunas empresas
productoras de licuado de soja usan los métodos Cornell e Illinois (Figura 1) con
algunas modificaciones, dependiendo de su uso en la elaboracion de otros productos.
Por lo general, las condiciones de tratamiento térmico para la inactivacion de la enzima
LOX, son el uso de temperaturas de entre 80 y 100°C durante 10 minutos (Kwok &
Niranjan, 1995).

15
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El licuado de soja generalmente presenta un color blanquecino. Sin embargo, las
condiciones de tratamiento térmico y la composicion, provocan cambios de color dando
lugar a pigmentos marrones como resultado de la reaccion de Maillard. La
determinacion del grado de oscurecimiento es 1til en la evaluacion de la calidad de la
proteina del licuado de soja, debido a que las proteinas participan en la reaccion y la
evaluacion cuantitativa de color marron es considerada como un indicador de
tratamiento térmico severo (Kwok & Niranjan, 1995; Kwok et al., 1999; Achouri et al.,
2007a). Ademas, dado que el licuado de soja es una emulsion de aceite en agua, el color
también puede ser afectado por los agregados de proteinas, por la concentracion de
lipidos y por el tamafo de las gotas de grasa (Chantrapornchai et al., 1998; Chanamai &
McClements, 2001).

Desde el punto de vista reologico, algunos licuados de soja exhiben cierto grado de
caracter pseudoplastico (Favaro Trindade et al., 1997, Wang et al., 2001), este
comportamiento aumenta con la intensidad del tratamiento térmico a causa de la
desnaturalizacion de las proteinas, debido a que el calor modifica el estado de
agregacion de las mismas (Oguntunde & Akintoye, 1991). Este hecho, a la vez conlleva
que, durante el tiempo de almacenamiento, pueda producirse la sedimentacion de

particulas y disminuir asi la viscosidad del licuado de soja (Achouri et al., 2007b).

El licuado de soja es un excelente medio de crecimiento para los microorganismos por
su elevado contenido de humedad, un pH cercano a la neutralidad, por ser rico en
componentes nitrogenados, grasa, azdcar, vitaminas y minerales (Achouri et al., 2007a;
Iwuoha & Umunnakwe, 1997; Oguntunde & Akintoye, 1991). Generalmente, la carga
microbiana del licuado obtenido por tratamientos térmicos se encuentra por debajo de
los limites de deteccion (menos de 10 UFC/ml) (Wang et al., 2001; Achouri. et al.,
2007b). Bajo otros tratamientos térmicos, como la ebullicién durante 1 min en un horno
de microondas, la carga microbiana se reduce de 2,2 x 10* UFC/ml a 33 UFC/ml;
aplicando vapor a 110°C durante 20 minutos, la carga microbiana se reduce a 25
UFC/ml y con un tratamiento a 121°C durante 15 minutos no se detectan
microorganismos (Buono et al., 1989). Sin embargo, los procesos disefiados para
producir la destruccion total de bacteria termofilicas formadoras de esporas, pueden
también tener como resultado un producto sobrecalentado y degradado en cualidades

sensoriales y nutricionales (Kwok & Niranjan, 1995).
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Todos estos cambios provocados por los tratamientos térmicos proporcionan las
caracteristicas sensoriales del licuado de soja, que comprende una serie de atributos
relacionados entre si, y se engloban como un leve flavor a soja, en donde se incluyen el
sabor a hierba, a cocido, a astringente y amargo (Iwuoha & Umunnakwe, 1997; Torres-
Penaranda & Reitmeier, 2001). Diversos productos derivados del licuado de soja, como
los obtenidos por fermentacion lactica, han permitido disminuir aun mas estas
caracteristicas sensoriales, produciendo atributos sensoriales con mayor aceptabilidad

por parte de los consumidores (Donkor et al., 2007b).

1.5. Licuado de soja fermentado con bacterias de yogur.

En los paises orientales existen diversos productos tradicionales fermentados derivados
de la soja, en los que intervienen mohos (tempeh), mohos, levaduras y bacterias acido-
lacticas (miso, salsa de soja) o bacterias del género Bacillus (natto). En los paises
occidentales, a finales del siglo pasado, crecio el interés por fermentar el licuado de soja
con bacterias acido-lacticas, con el fin de, ademas de conservarlo, modificar o mejorar
su flavor y textura y hacerlo mas aceptable para el gusto occidental. A la vez, esta
fermentacidon permite obtener nuevos productos, similares a los productos lacteos (Liu,
1999). Actualmente, después de haberse identificado las propiedades funcionales
potenciales de los componentes de la soja (Liu, 1999), la combinacion de éstas con los
beneficios de los productos fermentados supone un valor afiadido para los consumidores
y una oportunidad de mercado para las industrias. Aunque, probablemente, la leche sea
el primer alimento transformado gracias a una fermentacion lactica, los alimentos de
origen vegetal se han transformado y conservado tradicionalmente en todo el mundo
con la ayuda de las bacterias acido-lacticas (Steinkraus, 1997). Durante la fermentacion
acido-lactica, los glucidos fermentables son convertidos a acido lactico por
microorganismos como Leuconostoc mesenteroides, Lactobacillus brevis, Lactobacillus
plantarum, Pediococcus cerevisiae, Streptococcus thermophillus, Lactococcus lactis,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus citrovorum, etc
(Steinkraus, 1997). Entre ellas, las que se utilizan para la elaboracion de yogur son
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus thermophilus (Tamime,
2002).
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El yogur, yoghurt o yoghourt es el producto de la leche coagulada, obtenido por
fermentacion lactica mediante la accion de Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus
thermophilus (Ministerio de la presidencia, 2002). Tradicionalmente se elabora con
leche y sin otros ingredientes afiadidos, pero para mejorar su textura, a la leche o leche
descremada se le afiade leche en polvo desnatada, concentrados de proteinas de suero, u
otros ingredientes de origen lacteo o vegetal (Trachoo, 2002). Se han desarrollado
muchas modificaciones para la elaboracion del yogur con el fin de reducir el contenido
de grasa y algunas de ellas incluyen ingredientes como las proteinas de soja o el licuado

de soja (Drake et al., 2000).

Un paso mas en la utilizaciéon del licuado de soja ha sido su incorporacion como sustrato
principal o Unico de la fermentacion dcido-lactica en las formulaciones. En este caso, el
producto coagulado resultante no puede denominarse yogur y, en algunos casos, se
utiliza el término sogur para referirse al licuado de soja fermentado con bacterias del
yogur (Cheng et al., 1990) o yogur de soja (Donkor et al.,, 2007b). Con estas
referencias, se utilizaran estos términos como equivalentes en el transcurso de la
memoria. Inicialmente, a las formulaciones a base de licuado de soja se les adicionaba
proteina de suero concentrado, leche en polvo desnatada, leche evaporada o lactosa en
concentraciones similares a las del yogur, con el fin de reducir el aroma de la soja,
evitar o eliminar los problemas de flatulencia, y elevar la intensidad del aroma de yogur
(Buono et al.,, 1990; Karleskind, 1991; Lee et al.,, 1990). Posteriormente, la
fermentacion de los glucidos del licuado de soja, especificamente, la estaquiosa y la
rafinosa, por parte de las bacterias acido-lacticas, ha sido examinada como medio para
evitar los problemas de flatulencia y mejorar la aceptabilidad de estos sustratos (Garro
et al., 1999) y es usada, también, como un medio para reducir el aroma de soja y
disminuir la actividad residual de los factores antinutricionales contenidos en el licuado
de la soja (Donkor et al., 2007b; Kanekar et al., 1992). Hay mucho interés en el
desarrollo del sogur sin necesidad de anadidos de origen lacteo, ya que ofrece ventajas
nutricionales para el consumidor comparado con el yogur, como la reduccion del
contenido en colesterol, grasas saturadas y lactosa (Lee et al., 1990). Todo ello esta
generando un interés considerable en un creciente segmento de consumidores

preocupados por la dieta y a la salud (Donkor et al., 2007b).

18



Introduccion

Durante el proceso en la elaboracion del yogur de soja con bacterias de yogur las etapas
que se incluyen son: el tratamiento térmico del licuado de soja, la inoculacion de los
cultivos iniciadores y la incubacion. Estas tres etapas son, sin embargo, muy diversas,
ya que el intervalo de temperaturas posibles durante el tratamiento térmico es muy
amplio, la inoculacion de los cultivos iniciadores puede realizarse entre el 0,3% y el 2%,
y la temperatura de incubacion puede variar entre 37 y 44°C (Tabla 5) (Lee et al., 1990;
Cheng et al., 1990; Omogbai et al., 2005; Buono et al., 1990a; Favaro Trindade et al.,
1997; Garro et al., 1999; Ashaye et al., 2001). Los cultivos iniciadores que se utilizan
en la produccion del sogur determinan la produccion de é4cido y juegan un papel
importante en el aroma del producto (Donkor et al., 2007b). Estos microorganismos
usan la sacarosa, la rafinosa y la estaquiosa para su crecimiento, lo que provoca la
disminucion del pH del producto (Garro et al., 1998; Favaro Trindade et al., 2001,
Wang et al., 2002; Omogbai et al., 2005). La produccion de acido lactico depende de la
habilidad de las bacterias para fermentar los glicidos disponibles, que son hidrolizados
por sus enzimas a- y B-galactosidasa. (Canganella et al., 1999; Canganella et al., 2000).
En el caso de que se incluyan bifidobacterias en el cultivo iniciador también se produce

acido acético (Wang et al., 2003).
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Tabla 5. Condiciones de tratamiento y formulacion en la elaboracion de yogur de soja

Autor

Tratamiento del producto base

Formulacion, inoculacion e incubacion

Cultivos iniciadores

(Favaro Trindade et al., 1997,
Favaro Trindade et al., 2001)

(Nsofor & Chukwu, 1992a)

(Garro et al., 1999)

(Leec etal., 1990)

(Buono et al., 1990a)

(Cheng et al., 1990)

(Omogbai et al., 2005)

Molienda de la soja durante 5
min hasta alcanzar 45-50°C

121°C /25 min.

115°C /20 min a pH 6,8-7.,0.

Blanqueado de habas en
ebullicion durante varios
minutos.

121°C / 15 min.

121°C/ 15 min.

Licuado de soja con diferentes concentraciones de
solidos solubles (5, 7 y 9 °Brix) con una proporcion de
1:1 de cultivos lacticos, con y sin homogenizacion
después de la fermentacion a 45°C /4,6 0 7 h.

22% de solidos de soja, 4% de sacarosa, 0,3% de citrato
de sodio, 5% de cultivos lacticos, incubacion a 42°C / 5
h.

1,5x10” UFC/ml de cultivos iniciadores, incubacion a
37°C/ 6 h.

Proteina de suero concentrada o leche desnatada en
polvo, con 1% de cultivos lacticos e incubacion a 37°C /
16 h.

Leche evaporada, 25% de fructosa, cultivos lacticos en
proporcion 1:1 incubacién a 44°C / 3 h.

0,5% gelatina, 2% lactosa, 0,15% acetato de calcio, 2%
de indculo, incubacion 30°C /18 h 'y 45°C/ 16,5 h.

5% de indculo, incubacion a 44°C / 8 h.

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus.

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus.

Streptococcus thermophilus CRL
813, Lactobacillus casei CRL 207,
Lactobacillus fermentum CRL 251y
Bifidobacterium longum.

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus.

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus

Lactobacillus casei (ATCC393) y
Streptococcus thermophilus (ATCC
19987).

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus.

Continda......




(Koca et al., 2002) 60°C / 30 min.

(Karleskind et al., 1991) 85°C, homogenizacion
durante 5 min a 12,000 rpm y

filtracion.

(Yazici et al., 1997) 80°C / 5 min.

(Kovalenko & Briggs, 2002) 95°C /15 min.

(Ashaye et al., 2001) Pasteurizacion durante 30

min.

(Donkor et al., 2007b; Donkor et  Licuado de soja comercial.
al., 2007a)

Inoculo del 0,03% (w/w), incubacion a 42°C hasta
alcanzar pH 4,6.

480 g de 2:1 (v/v) concentrado de licuado de soja, 15 g
sacarosa, 26,5 g lactosa, 5 g aceite de maiz, 3,25 g
estabilizante y 5,5 g emulsionante. Mezcla y
pasteurizacion a 65°C / 30 min, 0,1% de indculo e
incubacion a 40°C hasta alcanzar pH 4,5.

85% agua, 10% harina de soja, 2,75% sacarosa y 2,25%
aislado de proteina de soja, 2,75% sacarosa, 0, 0,35,
0,65, 1,00, 1,25 6 1,50% (w/w) agente secuestrante,
1,55% (w/w) calcio, 0,03, 0,1 y 0,2% de indculo,
incubacion a 39°C y 42°C hasta alcanzar pH 4,6.

2% de inoculo, incubado durante 2-3 horas hasta
alcanzar pH 4,6.

20y 30% de in6culo, incubacion a 45°C / 7 h.

2% inoculo, incubacion a 42°C hasta alcanzar pH 4,5.

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus

Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus (YC-180)
Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus acidophilus
y Bifidobacterium sp (YC-085)
Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus (YC-180)
Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus y Streptococcus
thermophilus

Streptococcus thermophilus St1342 y
Lactobacillus delbrueckii ssp.
bulgaricus Lb1466
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Ademas, durante la fermentacion del licuado de la soja se producen otros cambios en las
propiedades del producto, que incluyen la viscosidad, la sinéresis, la textura y el color
(Trachoo, 2002).

Por lo que respecta a la viscosidad, el sogur tiene un comportamiento no newtoniano y
tipo gel, en el que el moédulo G' que caracteriza el comportamiento eléstico, es mas alto
que el médulo G", que caracteriza el comportamiento viscoso. La viscosidad del sogur
puede variar dependiendo de la variedad de la soja, de la composicion del licuado, del
tratamiento térmico, del tipo de cultivos iniciadores y del uso de estabilizantes
(Trachoo, 2002; Donkor et al., 2007b). La concentracion en solidos solubles contenidos
en el licuado de la soja es importante, ya que influye en la elasticidad del gel formado y
la caracteristica de textura final del producto (Favaro Trindade et al., 1997).
Comparando el yogur con el yogur de soja, este ultimo presenta mayor viscosidad y
firmeza que el primero, lo que se atribuye a su alto contenido en proteinas (Lee et al.,
1990; Cheng et al, 1990). Un parametro critico en la elaboracion de geles de
coagulacion acida es la capacidad de retencion de agua, relacionada con la sinéresis.
Los geles de licuado de soja con alto contenido proteico desarrollan una mayor
estructura, es decir, estdn formados por un mayor nimero de interacciones fisico-
quimicas que mejoran su habilidad de atrapar el agua dentro de su red tridimensional y
la resistencia a la sinéresis (Kovalenko & Briggs, 2002). Por lo que respecta al color, la
blancura del yogur y del sogur, es debida a las propiedades de dispersion de la luz por la
coagulacion de las micelas de caseina y de las globulinas de la soja (Lee et al., 1990)
presentando coordenadas de luminosidad (L*) de 81,97 y 68,58-80,80 respectivamente
(Cheng et al., 1990; Lee et al., 1990).

Los licuados de soja fermentados generalmente poseen propiedades sensoriales
aceptables y aprobadas por los paneles de evaluacion (Lee et al., 1990; Liu, 1999;
Donkor et al., 2007b). Los atributos sensoriales mas relevantes son: i) en textura visual:
sinéresis; 1) en textura o consistencia en la boca: consistente, firme, cremoso, arenoso,
grasoso y astringente; iii) en gusto: a soja, amargo, a aceite, acido, dulce y a frutos secos
(Favaro Trindade et al., 2001; Cheng et al., 1990). Muchos estudios utilizan el yogur
para compararlo con el yogur de soja (Drake & Gerard 2003; Nsofor & Chukwu 1992a;
Lee et al., 1990). Sin embargo, las respuestas de los integrantes de los paneles de
analisis sensorial manifiestan que son productos diferentes, y por lo tanto, el yogur no

puede ser usado como referencia (Favaro Trindade et al., 2001). Ademas, no siempre es
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posible hacer la comparacion directa entre yogur y el sogur, ya que existe una
considerable variabilidad en el vocabulario usado por los catadores para describir las

preferencias por los productos fermentados (Murti et al., 1992).

1.6. Ultra alta presion de homogeneizacion (UHPH).

En la actualidad, los consumidores valoran positivamente aquellas caracteristicas de los
alimentos que les confieran mayor valor afadido, como son: i) la escasa manipulacion
del producto de partida; ii) la ausencia de aditivos o el empleo de aditivos naturales; iii)
la conservacion o potenciacion de las propiedades nutricionales y de las cualidades
beneficiosas para la salud. Todo ello conduce a los tecndlogos a investigar y desarrollar
alimentos con un procesamiento minimo, lo que consiste en la aplicaciéon de una serie
de tecnologias que, combinadas o no, garanticen la seguridad del alimento y aumenten
su vida util en términos microbiologicos, sensoriales y nutricionales a la vez que
mantengan las caracteristicas del producto final lo mas cercanas posible a las del
producto fresco. Durante las pasadas décadas han sido desarrolladas distintas
alternativas a los métodos tradicionales de conservacion. La alternativa mas reciente a
los tratamientos térmicos es la aplicacion de la alta presion. Dentro del campo de las
altas presiones existen dos procesos que tienen caracteristicas comunes pero difieren
entre ellos en lo referente a sus sistemas de aplicacion y en muchos casos, en los
mecanismos de destruccion de microorganismos que predominan durante el
procesamiento. Estos procesos son las altas presiones hidrostaticas (HHP), aplicadas en
sistemas discontinuos o semicontinuos, y la ultra alta presion de homogenizacion

(UHPH) (Guamis et al., 2006).

La UHPH es una tecnologia basada en los mismos principios de diseno de la
homogenizacién convencional pero que permite alcanzar presiones muy superiores, de
hasta 300-400 MPa. La homogenizacion convencional (Figura 2 A) se utiliza desde
hace muchos afios en la industria lactea, con presiones entre 18 y 20 MPa, para reducir
el tamafio del globulo graso, con el fin de evitar el desnatado y la coalescencia de la
grasa durante el periodo de almacenamiento de la leche o la elaboracion de yogur y, en
los productos lacteos como natas y helados, obtener una emulsion fina con propiedades

precisas de textura y un alto grado de estabilidad (Desrumaux & Marcand, 2002). Con
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el paso del tiempo, la tecnologia de homogenizacion ha evolucionado y la demanda de
productos con mejor estabilidad ha generado avances tecnolégicos como la UHPH, que
utiliza presiones superiores a las de la homogenizacién convencional (Kielczewska et
al., 2003; Hayes & Kelly 2003a; Hayes & Kelly 2003b; Thiebaud et al., 2003; Paquin,
1999).

El mecanismo de un homogenizador de UHPH consiste de un generador de alta presion,
ensamblado a una valvula disefiada especialmente para resistir la aplicacion de
presiones muy altas (Figura 2 B). En cualquier tipo de valvula de homogenizacion, el
fluido procesado pasa a través de una seccion convergente llamada espacio de la
valvula, que es el espacio comprendido entre el cabezal y el asiento de la valvula. Este
espacio puede reducirse aplicando mas fuerza al cabezal para aproximarlo al asiento de
la valvula, lo que incrementa el nivel de presion (Floury et al., 2004a). El fluido es
bombeado por un estrecho espacio a través del asiento contra el cabezal de la valvula,
produciéndose un choque contra éste y el anillo de impacto, con lo que sufre una
ultrarrapida depresion. Consecuentemente, se producen una combinacion de fuerzas de
cizalla, cavitacion, turbulencia y coalescencia en la superficie del fluido que, entre otros
efectos, puede causar la ruptura de las células microbianas (Floury et al., 2004b).
Debido al incremento de la presion y a la friccion, se produce también un aumento de
temperatura de, aproximadamente, 2-2,5°C por cada 10 MPa, de manera que el grado de
destruccion microbiana dependerd no solo de la presion aplicada sino, también, de la
temperatura alcanzada. Es posible jugar con el efecto térmico, minimizandolo o
potenciandolo al maximo, dependiendo de la sensibilidad de la matriz y del objetivo que
se pretenda alcanzar. Esto puede hacerse introduciendo el producto a bajas temperaturas
y controlando el calentamiento en la valvula (modalidad sin efecto térmico), o de forma
que la temperatura alcanzada durante la homogenizaciéon sea la mdxima posible,
introduciendo el producto a temperaturas iniciales a partir de 40 °C (modalidad con
efecto térmico), lo que permitird alcanzar temperaturas muy superiores aunque durante

un tiempo muy breve <0,7 s (Guamis et al., 2006).

El primer equipo de alta presion de homogenizacidon que se introdujo en la industria
alimentaria, en 1987, fue el Microfluidizer, patentado en 1985. Inicialmente alcanzaba
presiones de 100 MPa y mas adelante, los nuevos equipos alcanzaron 300 MPa.
Posteriormente se presentd otro disefio, el Emulsiflex, de la compania Avestin,

semejante a un homogenizador convencional pero con una valvula de disefio especifico,
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que permite alcanzar presiones de 220 MPa, y con prototipos en desarrollo para alcanzar
hasta 500 MPa (Paquin, 1999). Esta compafiia actualmente produce equipos a nivel
industrial que alcanzan 200 MPa (http://www.avestin.com/products.html). El
homogenizador Stansted (Figura 2 B) es un equipo que incorpora material ceramico en
su valvula, que lo hace capaz de soportar presiones hasta 400 MPa. Lo interesante de
este equipo es que la geometria de la valvula ha sido modificada respecto a la de valvula
clasica APV-Gaulin (Figura 2 A) y el paso del fluido en el equipo Stansted se realiza de
manera inversa. Esta nueva tecnologia permite aumentar la presion de homogenizacion,
debido a que el paso entre la valvula y el asiento en este disefio es mucho mas estrecho
(2-5 um) que en la valvula APV-Gaulin (10-30 pm). Ademas, este homogenizador
cuenta también con una segunda valvula neumatica, localizada después de la primera
valvula de ceramica, que tiene la capacidad de soportar presiones por encima de 50
MPa. Por lo tanto, se pueden realizar procesos utilizando la primera valvula de presion
(primera etapa) o la segunda valvula de presion (segunda etapa) o una combinacién de
ambas. El uso y aplicaciones de los equipos que se han utilizado en estudios con

investigacion con alimentos se presentan en la tabla 6.
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A) Cabeza de la véalvula Flujo del liquido (B)

Cabeza de la valvula

Flujo del

liquido 5 Eg'-.,:
presurizado ‘.'E‘,-'g- -.-...ﬁ._:_:'_a:j

; Asiento de la valvula
Al(liﬂlo va Espacio
e
. de la
impacto valvula

Flujo del liquido Flujo del liquido presurizado

Figura 2. Representacion esquematica de (A) una valvula convencional de
homogenizacion (APV-Gaulin, Rannie) y (B) una valvula de un homogenizador de alta
presion de homogeneizacion (Stansted model/DRG FPG74). Fuente: (Floury et al.,
2004b)
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Tabla 6. Estudios realizados con equipos de ultra alta presion de homogeneizacion en alimentos.

Equipo Producto Presion (MPa) Temperatura (°C) Ciclos Autores
1* etapa 2% etapa Ty T, T,

Microfluidizer®. Mezcla para helado inoculado con 50-200 — 33-50 — — — (Feijoo et al., 1997)
Microfluidics International Bacillus licheniformis ATCC 14580.
Corporation (MFIC),
Newton, MA, USA.
Microfluidizer®. Model Almidon de harina de arroz al 22,32y 62-100 — — — — 2 (Guraya & James,
110-T, MFIC, Newton, MA, 36 %. 2002)
USA.
Microfluidizer®. M-140K, Emulsion de concentrado de proteinas 100 y 200 — — — — 1,2,3y (Perrier-Cornet et al.,
MFIC, Newton, MA, USA. séricas con aceite de girasol. 4 2005)
Avestin Inc., Model Emulsi-  Solucion acuosa de B-lactoglobulina.  0-140 — — — — —  (Subiradeetal,,
Flex-C5. Ottawa, Canada. 1998)
Avestin Inc., Model Emulsi- Leche cruda inoculada con Listeria 100, 200 y — 25 — — 1,3y5 (Vachon et al., 2002)
Flex-C5. Ottawa, Canada. monocytogenes LSD 105-1, 300

Escherichia coli O157:H7 ATCC

35150, Salmonella enterica serotipo

Enteritidis ATCC 13047 y Listeria

innocua ATCC 33090.
Avestin Inc., Model Emulsi-  Leche, tampon fosfato y permeado de 100y 200 — — — — 1,3,5 (Moroni et al., 2002)
Flex-C5. Ottawa, Canada. suero inoculados con Lactococcus

lactis subsp. cremoris LM0230.
Avestin Inc., Model Emulsi-  Tampon fosfato inoculado con 100 y 300 — — — 42 — (Wuytack et al.,
Flex-C5. Ottawa, Canada. Enterococcus faecalis, Staphylococcus 2002)

aureus, Lactobacillus plantarum,

Listeria innocua y Leuconostoc

dextranicum, Salmonella enterica

serotipo Typhimurium,
Shigella flexneri, Yersinia
enterocolitica, Pseudomonas
fluorescens y Escherichia coli
MG1655y LMM1010

Continda......




Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C5. Ottawa, Canada.

Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C5. Ottawa, Canada.
Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C5. Ottawa, Canada.

Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C5. Ottawa, Canada.
Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C5. Ottawa, Canada.
Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C5. Ottawa, Canada.
Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C5. Ottawa, Canada.

Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C5. Ottawa, Canada.
Avestin Inc., Model Emulsi-
Flex-C160. Ottawa, Canada.
Model Emulsi-Flex-C50.

Avestin Inc., Ottawa, Canada.

GEA Niro Soavi., Panda.
Parma, Italia
GEA Niro Soavi., Panda.
Parma, Italia.
GEA Niro Soavi., Panda.
Parma, Italia.

GEA Niro Soavi., Panda.
Parma, Italia.

Tampon fosfato inoculado con
Salmonella enterica serovar
typhimurium.

Emulsion de concentrado de proteina
de soja con aceite de soja.

Tampon fosfato inoculado con
Staphylococcus aureus y Yersinia
enterocolitica.

Tampon fosfato inoculado con
Escherichia coli MG 1655.

Leche en polvo desnatada
reconstituida.

Tampon fosfato de potasio Escherichia
coli K12 MG1655.

Tampon fosfato y zumo de naranja
inoculados con Escherichia coli
O157:H7, Salmonella enteritidis,
Lactobacillus plantarum, Leuconostoc
mesenteroides, Saccharomyces
cerevisiae, Penicillium ssp.

Leche cruda desnatada.

Leche cruda inoculada con Listeria
innocua ATCC 33090
Zumo de naranja.

Leche.
Leche.

Leche cruda inoculada con
Streptococcus thermophilus y
Lactococcus spp lactis.

Leche desnatada en polvo inoculada
con Listeria monocytogenes Scott A,

100-200

70

100 y 300

100 y 300
41, 114 y
186
50-300

100, 150 y
200

179
200
170
100
75

100

75,100 y
130

25

28

30

40

18

18

(Wuytack et al.,
2003)

(Roesch & Corredig,
2003)
(Diels et al., 2003)

(Diels et al., 2004)

(Sandra & Dalgleish,
2005)
(Diels et al., 2005)

(Tahiri et al., 2006)

(Sandra & Dalgleish,
2007)
(Kheadr et al., 2002)

(Lacroix et al., 2005)

(Guerzoni et al.,
1999)
(Lanciotti et al.,
2004a)
(Lanciotti et al.,
2004b)

(Vannini et al.,
2004)
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Rannie, Mini-Lab ZAPV,
Wilmington, MA, USA.
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1.7. Aplicacién de la UHPH en los alimentos.

La alta presion de homogenizacion (HPH) fue usada inicialmente en la industria
quimica, cosmética y farmacéutica, aplicando presiones de entre 20 y 50 MPa, para
preparar o estabilizar emulsiones y suspensiones y modificar sus propiedades reoldgicas
(Roesch & Corredig, 2003; Floury, 2002a; Floury et al., 2000; Paquin, 1999). Mas tarde
se introdujo la aplicacion de estas presiones moderadas en los alimentos, para cambiar
las propiedades de las emulsiones (Diels et al., 2005). Posteriormente, se usaron
presiones de 100 MPa para producir emulsiones de gotas muy finas (0,3-0,4 pm),
recuperar proteinas y otros componentes de células microbianas (Popper & Knorr,
1990; Paquin, 1999; Thiebaud et al., 2003) y, recientemente, se estudia la aplicacion de
presiones de 200 y 300 MPa (ultra alta presion de homogeneizacién) que permiten la
inactivacion de microorganismos y enzimas ademas de modificar las propiedades
reologicas y, por supuesto, prevenir el cremado (Pereda et al., 2006; Pereda et al., 2007,
Picart et al., 2006; Zamora et al., 2007; Diels et al., 2005; Datta et al., 2005; Hayes et
al., 2005; Hayes & Kelly, 2003a; Hayes & Kelly, 2003b; Kielczewska et al., 2003).
Otro enfoque en la aplicacion de la UHPH es el efecto en los productos derivados de la
leche, como son las propiedades de coagulacion, la viscosidad, la estructura y la textura
del gel, entre otras (Zamora et al., 2007; Serra et al., 2007a; Serra et al., 2008b; Sandra
& Dalgleish, 2007). La inactivacion de microorganismos inoculados en leche, batidos y
zumo ha sido también investigada (Diels et al., 2005; Brifiez et al., 2006a; Brifiez et al.,
2006b; Brifez et al., 2006¢; Brifiez et al., 2007). Actualmente, se han disefiado equipos
capaces de alcanzar presiones de hasta 400 MPa, con volimenes méximos de 120 L h™',

que estan siendo utilizados en fase experimental.

1.7.1. Efecto de la UHPH sobre la grasa.

Globulos de grasa de la leche. La utilizacion de la homogenizacion para reducir el
tamaio del globulo graso de la leche estd ampliamente implantada en la industria desde
hace tiempo y sus efectos son bien conocidos. Con las presiones convencionales, se
consigue la formacion de globulos de grasa de didmetros no superiores a 1 um. Se han
realizado estudios para comparar el efecto de la homogenizacidon convencional y la HPH

sobre el tamafio del globulo graso. Kielczewska et al. (2003) han estudiado el efecto de
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presiones de homogeneizacion entre 20 y 140 MPa, observando que el tamano del
glébulo graso disminuye a medida que aumenta la presion, si bien a presiones de 120 y
140 MPa disminuye ligeramente la eficacia del tratamiento. Hayes & Kelly (2003a),
utilizaron presiones entre 50 y 200 MPa, aplicadas en dos etapas (90% de la presion
aplicado en la vélvula primaria y el resto en la secundaria) y han comprobado que el
tamafio del globulo graso decrece a medida que aumenta la presion y que, aumentando
la temperatura de entrada, pueden obtenerse globulos grasos significativamente menores
que los obtenidos en la homogenizacion convencional (18 MPa). Ademas, el tamaio del
glébulo graso también se ve afectado por la temperatura de entrada de la leche al

homogenizador HPH.

Thiebaud et al. (2003) han observado que, en leche entera, aplicando presiones de 200
MPa con temperaturas de entrada de 4, 14 y 24°C, el diametro ds3 (presencia de
pequenas cantidades de particulas grandes) del globulo graso disminuye de 3,8 um a
0,80 um, 0,65 y 0,37 um, respectivamente. La homogenizacién a 300 MPa genera la
presencia de particulas aglomeradas de globulos de grasa, si bien en un estudio
posterior, no observaron la presencia de aglomerados trabajando con las mismas
condiciones de presion y temperatura en el mismo equipo, aunque si consiguieron el
mismo efecto de reduccion de tamafio del globulo graso (Picart et al., 2006). Pereda et
al. (2007) si han detectado la formacion de agregados de globulos grasos a 300 MPa y
temperaturas de entrada de 30 y 40°C. A estas condiciones, los globulos de grasa de
tamafio inferior a 0,6 um representan un 95 y 90% del volumen total de la grasa,
respectivamente, mientras que los agregados de tamafio superior a 1 um constituyen el 5
y el 10%. Hayes et al. (2005) observaron que, a 250 MPa y a una temperatura de
entrada de 45°C, el tamano del glébulo aumenta respecto al conseguido a presiones
inferiores, indicando la formacién de pequefios agregados. Segin estos autores, su
formacion puede ser consecuencia de la exposicion de una mayor superficie grasa y, al
resultar la caseina disponible insuficiente para cubrirla, se producen aglomeraciones de

grasa.

Thiebaud et al. (2003), ademas de la coalescencia de la grasa, apuntan a que la
formacion de agregados puede deberse a que se comparten constituyentes proteicos
entre distintos globulos. Datta et al. (2005) observaron que, a presiones de 200 MPa,

con una temperatura de entrada de 10°C y una temperatura de salida de 56°C, el
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diametro del globulo graso se reduce de 3,50 a 0,34 um, observandose una disminucion
adicional (hasta 0,23 um) al aumentar la temperatura de salida a 70°C, lo que indica que
el estado de la grasa antes de la homogenizaciéon (liquida, solida o
semisolida/semiliquida) influye significativamente sobre la reduccion del tamafio del

globulo.

Emulsiones. Una posible aplicacion de la UHPH es la estabilizacion de emulsiones de
aceite en agua. Desrumaux & Marcand (2002) han observado que, aplicando presiones
entre 50 y 350 MPa a una emulsion de 20% aceite de girasol en solucion acuosa con un
1,5% proteinas séricas, la maxima estabilizacion se consigue alrededor de 100 MPa, ya
que, a partir de 100 MPa, el tamafio de la gota de grasa vuelve a aumentar y presiones
superiores a 200 MPa inducen cambios conformacionales en las proteinas que alteran
sus propiedades emulsionantes. Floury et al. (2003) consiguieron la méaxima estabilidad
y el minimo tamano de gota en una emulsion con 20% de aceite de girasol y 0,75% de
metilcelulosa tratados por UHPH con una presion de tratamiento de 150 MPa. En
cambio, los mismos autores (Floury et al., 2002a), utilizando proteina de soja como
emulsionante, consiguieron emulsiones estables con comportamiento de gel utilizando
presiones de hasta 350 MPa. En este estudio, el tamafio de la gota disminuye siempre a

medida que aumenta la presion.

Todos los investigadores sefialan que la estabilidad de las emulsiones depende, ademas
del tamano de la gota, de la cantidad y estado de las moléculas que ejercen de
emulsificantes. En muchos casos, estas moléculas son proteinas que también se ven

afectadas por el tratamiento UHPH.

1.7.2 Efecto de la UHPH sobre las proteinas.

Micelas de caseina. La UHPH diminuye el tamafio de las micelas de caseina, Kheadr et
al. (2002) observaron que, aplicando 200 MPa a una temperatura de entrada de 28°C a
leche cruda, se obtiene un tamafio de micela de 125-150 nm. Hayes & Kelly (2003a)
observaron una disminucion de 180,75 nm a 170,65 nm empleando presiones < 150
MPa en leche desnatada. Sandra & Dalgleish (2005) demostraron también que el

tamafio de la micela de caseina de leche en polvo desnatada reconstituida disminuye al
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aplicar presion a 186 MPa y a medida que se incrementa el namero de ciclos. La UHPH,
a presiones superiores a 200 MPa, aumenta la solubilidad de la k-caseina y las os-
caseinas, debido a la ruptura de interacciones hidrofobicas, y/o a los efectos mecéanicos

de cizallamiento sobre las proteinas mas cercanas a la superficie de la micela.

Desnaturalizacion de proteinas de suero de la leche .Otro efecto que provoca la UHPH
es la desnaturalizacion de las proteinas séricas. Como ya se ha comentado, Desrumaux
& Marcand (2002) lo observaron en emulsiones de aceite en agua estabilizadas con
proteinas suero de leches tratadas a presiones superiores a 200 MPa. Hayes & Kelly
(2003a) comprobaron que, cuando la temperatura alcanzada durante el tratamiento
supera los 45°C, a presiones de 250 MPa se produce la desnaturalizacion de las
proteinas del suero de la leche, siendo mas extensiva la de la B-lactoglobulina que la de
la a-lactoalbumina. La desnaturalizacion de la B-lactoglobulina aumenta en un 10,2,
42,5 y 56,1% a presiones de 150, 200 y 250 MPa, respectivamente. Sin embargo, a

presiones por debajo de 200 MPa, la desnaturalizacion es minima.

Proteinas de la soja. Floury et al. (2002a) han estudiado el efecto de la UHPH en una
solucion al 3% de la fraccion de la proteina de soja correspondiente a la globulina 11s.
Esta proteina se desnaturaliza a presiones superiores a 150 MPa. Por encima de 200
MPa, las fuerzas mecanicas, que inducen fendomenos de turbulencia y cavitacion,
afectan en gran medida a la conformacion de la macromolécula, mejorando la capacidad
emulsificante. El proceso de emulsificacion de la globulina 11S a través de la UHPH
produce modificaciones en la estructura macromolecular que tiende al desdoblamiento y
a la agregacion, aumentando los efectos hidrofobicos que conducen a las interacciones
proteina-proteina. Estos cambios moleculares pueden inducir fendmenos como la
floculaciéon de la emulsion proteina-proteina, que produce un aumento sobre la

viscosidad de la emulsion.

Enzimas. Hasta el momento, inicamente se ha estudiado el efecto de la UHPH sobre las
enzimas de la leche y sobre la pectin metilesterasa en el caso del zumo de naranja. En
estos estudios se ha intentado dilucidar en qué medida contribuyen a la inactivacion los

efectos térmico y mecdanico inherentes al tratamiento UHPH.
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La fosfatasa alcalina (ALP) esta asociada a la membrana del globulo graso de la leche.
La ALP se inactiva completamente bajo tratamiento a altas temperaturas durante corto
tiempo (HTST) de 72°C, 15 s. Hayes et al. (2005) sefialan que la inactivacion de la ALP
causada por la UHPH es debida al efecto térmico alcanzado durante el tratamiento,
puesto que las temperaturas alcanzadas durante los tratamientos a 200 y 250 MPa (77 y
84°C, respectivamente, en un tiempo de 20 s) consiguen un tratamiento equivalente al
de HTST, mientras que tratamientos a presiones inferiores a 200 MPa son insuficientes.
Datta et al. (2005) también sefialan unicamente al efecto térmico como responsable de
la inactivacion de la ALP durante el tratamiento UHPH, pues en leche cruda de vaca
tratada a 200 MPa, solo se presenta una completa inactivacion cuando la temperatura de
salida de la leche alcanza los 70°C. Sin embargo, Picart et al. (2006) sugieren que, a
presiones entre 200 y 300 MPa la inactivacion de la ALP es debida principalmente a la
fuerza mecanica. Observan que a una temperatura de entrada de 24°C la actividad
residual es del 20 y 6%, valores que corresponden a temperaturas de 70 y 77°C,
respectivamente, inmediatamente después de la valvula de alta presion. Puesto que el
tiempo de permanencia a esta temperatura es inferior a 1 s y la inactivacion alcanzada es
similar a la de tratamientos térmicos cortos de 15 s a la misma temperatura, atribuyen el
efecto de la inactivacion a la presion mas que a la temperatura. Pereda et al. (2007)
consiguen una inactivacion total de la ALP con presiones de 200 y 300 MPa y
temperaturas de salida entre 78 y 103°C, y sugieren que los posibles factores implicados
en la inactivacion de la ALP son: la reduccion del tamano del globulo graso de la leche,
que implica la destruccion de su membrana; la temperatura alcanzada en la segunda

valvula de presion y la alta fuerza de cizalla producida durante el tratamiento.

La lactoperoxidasa (LP) se inactiva totalmente con tratamientos térmicos de 80°C / 1 s.
La UHPH, aplicada a presiones de 135, 180 y 225 MPa en leche cruda, disminuye su
actividad hasta un 91, 34 y 0%, respectivamente, siendo atribuida la inactivaciéon a la
temperatura de salida de los tratamientos a 180 y 225 MPa, que fue de 77 y 84 °C
(Hayes et al., 2005). Datta et al. (2005) sugieren que las fuerzas mecanicas
experimentadas por la leche a 200 MPa, ademas del calentamiento, son parcialmente
responsables de la inactivacion de la enzima. Pereda et al. (2007) consiguen la total
inactivacion a 300 MPa con temperaturas de salida de 97 y 103°C y, a 200 MPa con
temperatura de salida de 84°C, consiguen una actividad residual menor de 1%, siendo el

tiempo de permanencia a estas temperaturas de 0,7 s.

35



Tesis Doctoral Nelly Cruz Cansino

La lipasa, es una enzima constituyente de la micela de caseina de la leche que ocasiona
lipolisis, provocando sabor rancio indeseable. La UHPH consigue la inactivacion
completa de la lipasa a 200 MPa cuando la temperatura de salida es superior a 71°C, lo
que se consigue con una temperatura de entrada de 35°C (Datta et al., 2005). A

temperaturas inferiores, en cambio, se observa una activacion de la enzima.

La plasmina, es la enzima proteolitica mas importante en la leche cruda, que la contiene
en niveles de 0,3 mg/l y estd principalmente asociada a la micela de la caseina,
pudiendo degradar las caseinas y ocasionar sabores amargos, antes o durante el
almacenaje de los productos lacteos. El tratamiento UHPH puede disminuir la actividad
de la plasmina, a presiones mayores o iguales a 150 MPa, comparado con la
homogenizaciéon convencional. La inactivacion conseguida depende de la temperatura
de entrada y el numero de ciclos realizados (Hayes & Kelly, 2003b). Con tratamientos
de 150 y 250 MPa, a una temperatura de entrada de 45°C, la reduccién de la actividad
de la plasmina es de 85% y 95%, respectivamente (Hayes et al., 2005). Datta et al.
(2005) han comparado el efecto de la UHPH a 200 MPa con el del tratamiento térmico,
a combinaciones similares de temperatura y tiempo, sobre la plasmina, constatando que
el efecto de la UHPH es muy superior al de la temperatura, por lo que la inactivacion

durante la UHPH se puede atribuir, en gran medida, a efectos no térmicos.

La pectin metilesterasa, resistente al calor, es la responsable de la pérdida de
opalescencia del zumo de naranja durante el almacenamiento. Lacroix et al. (2005)
investigaron su inactivacion en zumo de naranja tratado por UHPH, concluyendo que
¢ésta se debe sobretodo al bajo pH, al precalentamiento y, en menor grado, a la
aplicacion de la UHPH, pues el precalentamiento del zumo de naranja a 50°C / 10 min a
pH=3, tratado posteriormente a 170 MPa, provoca un 90% de inactivacion de la enzima

y las mismas condiciones a pH = 4, reducen Unicamente un 30% su actividad.
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1.7.3 Efecto de la UHPH sobre las propiedades fisicas.

Color. La UHPH puede ocasionar cambios en los parametros de color L*, a* y b*. En
leche se han observado, sobretodo, aumentos en la claridad (valor L*) causados por los
efectos sobre el globulo graso y las caseinas, al aplicar 100, 150 y 200 MPa Hayes &
Kelly (2003a); Hayes et al. (2005); y Pereda et al. (2007) han publicado resultados

similares.

Reologia. Floury et al. (2002a) han estudiado la viscosidad de emulsiones estabilizadas
con la fraccion globulina 11s de soja y tratadas por alta presion y observan que
tratamientos de 350 MPa producen una emulsion estable, con alta viscosidad y
comportamiento de gel, comparados con los tratamientos a 200 MPa. Sefialan que la
UHPH promueve el desplegamiento y la posterior agregacion, mediada por
interacciones hidrofébicas, de la globulina 11s. En la leche, se ha observado que
tratamientos a 300 MPa causan un aumento de la viscosidad, comparando con
tratamientos a 200 MPa. La viscosidad de la leche puede estar influenciada por el
tamafio de particula, los agregados de las micelas de caseina y la desnaturalizacion de
las proteinas del suero por el calor y, puesto que en la leche tratada a 300 MPa se
forman agregados de grasa, estos pueden ser los causantes del aumento de la viscosidad

respecto al tratamiento a 200 MPa (Pereda et al., 2007)

Propiedades de coagulacion. Otros investigadores se han dirigido al estudio de las
propiedades de coagulacion de leche tratada por UHPH para la elaboracion de quesos y
yogur, encontrando interesantes resultados en cuanto a firmeza del gel, velocidad de
coagulacion y textura. Hayes & Kelly (2003a) observan una mejora en las propiedades
de gelificacion al utilizar presiones de 200 MPa, ya que disminuye el tiempo de
gelificacion y aumentan la velocidad de agregacion y la firmeza del gel, que incluso
mejoran al realizar un tratamiento en dos ectapas. Zamora et al. (2007) estudian las
mismas propiedades en leche tratada a 200 y 300 MPa, observando que el tiempo de
coagulacion es menor o igual al de las leches pasteurizada y cruda, y que la firmeza de
la cuajada, aumenta comparado con la leche cruda. Sin embargo, al utilizar el 10% de
presion en la segunda etapa, la firmeza del la cuajada y la velocidad de la firmeza del
gel disminuyen si se comparan con el tratamiento de una sola etapa. Gracias a la

observacién microscopica pueden observar que, al aplicar la segunda etapa, las
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particulas de grasa coalescen dentro de la red proteica, dando lugar a una estructura mas
heterogénea, similar a la leche homogenizada y pasteurizada. Sin embargo, los geles
obtenidos con una Unica etapa, muestran una matriz compacta y homogénea con

pequenos globulos de grasa atrapados por fragmentos de caseina adheridos.

Por lo que respecta a la coagulacion acida durante la elaboracion de yogur, Serra et al.
(2007) han estudiado el efecto de los tratamientos con una (100, 200 y 300 MPa) y dos
etapas (130, 230 y 330 MPa). La leche tratada con una sola etapa presenta mayor
velocidad de agregacion que la tratada con dos etapas, lo que se correlaciona con la
observacion de que ésta ultima presenta también mayor tamafio de particula. Los
tratamientos a 200 y 300 MPa, con temperaturas de entrada de 30 y 40°C son las
condiciones mas eficientes en cuanto a la reduccion de la sinéresis y el aumento de la
firmeza en el producto final. Las modificaciones que se producen en la leche a partir de
200 MPa, en las que probablemente estdn involucradas la desnaturalizacion de las
proteinas del suero y las interacciones proteina-proteina y grasa-proteina, conducen a la
eficiente interaccion entre particulas y a la formacion de una red de gel estable que
retiene el agua fuertemente (Serra et al., 2008a). Este comportamiento se mantiene a lo
largo de la vida util del yogur y se observa que cuando los yogures firmes se baten,
siguen presentando una mayor consistencia y menor sinéresis que los elaborados de

manera convencional (Serra et al., 2008b).

1.7.4. Efecto de la UHPH sobre los microorganismos.

Estudios recientes sobre microorganismos tratados por UHPH en diferentes medios han
demostrado que la UHPH reduce la carga microbiana, debido a los mecanismos de caida
brusca de la presion, torsion, cizalla, cavitacion, choque de ondas, impacto y aumento
de la temperatura del liquido durante la UHPH. Estos mecanismos actlan,
principalmente, sobre la pared celular de los microorganismos, produciendo la ruptura
de la membrana celular y ocasionando lesiones y la muerte celular (Diels et al., 2005;
Lanciotti et al., 1996; Lanciotti et al., 1994; Popper & Knorr, 1990; Thiebaud et al.,
2003). El efecto causado por la UHPH depende del tipo de microorganismo. Por un
lado, las levaduras son mas sensibles que las bacterias Gram-negativas a presiones de

homogenizacion de 100 MPa, presentando el doble de reduccion (Lanciotti et al., 1994).
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Por otro lado, las bacterias Gram-positivas son mas resistentes que las bacterias Gram-
negativas al tratamiento UHPH. Presiones de 100 MPa, consiguen reducir 1 unidad
logaritmica la poblacion de Streptococcus lactis, mientras que la de Escherichia coli
disminuye 3 unidades logaritmicas (Popper & Knorr, 1990). Aplicando tratamientos de
300 MPa, se ha observado que Staphylococcus aureus es mas resistente que Yersinia
enterocolitica (Diels et al., 2005; Vachon et al., 2002). También se ha demostrado que
S. lactis es mas resistente a la UHPH que Bacillus subtilis, indicando que la morfologia
de la bacteria (coco o bacilo) es otro factor que determina la resistencia al tratamiento

UHPH (Popper & Knorr, 1990).

Como ya se ha mencionado, el efecto térmico asociado al tratamiento UHPH también
influye en la reduccion microbiana. Por ejemplo, cuando se aplican 300 MPa en leche
cruda, a temperaturas de entrada de 4 y 24°C, se consiguen 1 y 3 unidades logaritmicas
de reduccion, respectivamente (Thiebaud et al., 2003). Vachon et al. (2002)
consiguieron una reduccion de 9 unidades logaritmicas de Salmonella enteritidis con un
tratamiento de 200 MPa a temperatura de entrada de 55°C. La aplicacion de la UHPH en
dos etapas aumenta el efecto del tratamiento respecto a la aplicacion de una sola etapa
(Hayes & Kelly, 2003a). Estos autores sefialan que la mayoria del efecto inactivador se
consigue, probablemente, debido a la rapida caida de presion y esta asociado a las
fuerzas experimentadas en la valvula primaria, en la que se alcanza un 90% de la
presion aplicada. En la segunda valvula se produce un efecto sinérgico, debido a fuerzas
similares pero significativamente inferiores, que puede acabar de inactivar las células
danadas durante el paso por la primera véalvula. Otro pardmetro del tratamiento que
aumenta la inactivacion microbiana es el numero de pases o ciclos a una misma presion

(Diels et al., 2005; Picart et al., 2006; Thiebaud et al., 2003; Vachon et al., 2002).

El medio en el que estd suspendido el microorganismo condiciona también el efecto de
la UHPH. En un estudio que compara la inactivacion en solucidon tampon y en leche,
Vachon et al. (2002) han observado que Listeria monocytogenes en solucion tampdn se
inactiva completamente con 3 ciclos de presion a 300 MPa y temperatura de entrada de
25°C, mientras que son necesarios 5 ciclos si el microorganismo estd suspendido en
leche. Por otro lado, Brinez et al. (2006a) observaron una mayor inactivacion de
Listeria innocua cuando esta suspendida en leche que cuando esta suspendida en zumo

de naranja. Pereda et al. (2006); Pereda et al. (2007) han comparado ¢l efecto de la
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UHPH con la pasteurizacion (90°C / 15 s) sobre la microbiota de la leche. Aplicando
presiones a 200 y 300 MPa, con temperaturas de entrada de 30 y 40°C, el recuento total
se reduce entre 3 y 4 log UFC/ml y los coliformes, enterococos y lactobacilos son
completamente inactivados. Con ello, la UHPH consigue un 99,99% de reduccion
microbiana y un aumento de la vida til de hasta 14 y 18 dias en leches tratadas a 200 y

300 MPa, respectivamente, similares a las proporcionadas por la alta pasteurizacién
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Objetivos y plan de trabajo

2.1. Objetivos

El presente trabajo se realizd con la financiacion obtenida del proyecto AGL2003-
03494, titulado “Estudio comparativo del efecto de la Ultrahomogeneizacion en dos
fluidos (leche de vaca y licuado de soja) para la obtencion de derivados fermentados™

El objetivo general de esta tesis doctoral fue estudiar los efectos de la ultra alta
presion de homogeneizacion (UHPH) en el licuado de soja, en comparacion con
tratamientos térmicos convencionales, y su aptitud para el desarrollo de un
producto fermentado, tipo yogur de soja.

Para alcanzar este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos especificos;

- Estudiar las caracteristicas fisicoquimicas, microbiologicas, microestructurales
de licuado de soja tratado por UHPH, asi como los parametros especificos de
calidad indicativos de la eficacia del tratamiento.

- Estudiar el comportamiento a la coagulacion acida del licuado de soja tratado
por UHPH.

- Estudiar la evolucion durante el almacenamiento en refrigeracion de los yogures

de soja obtenidos a partir de licuados tratados por UHPH.
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2.2. Plan de trabajo.

Puesto que no existian estudios previos relativos a la aplicacion de la tecnologia de
UHPH en licuado de soja y con el fin de obtener una informacion minima que permitiera
establecer los tratamientos a aplicar en el estudio general, se realizaron ensayos preliminares
sobre su efecto en la microbiologia, oxidacion, actividad antitripsina y digestibilidad, aplicando
tratamientos UHPH de 200 y 300 MPa con 4, 6 y 15 segundos de retencion a una temperatura
de entrada de 40°C. Por otra parte, se realizaron pruebas preliminares de elaboracion de yogur
de soja mediante la inoculacion de diferentes proporciones de fermentos lacticos, con o sin la
adicion de calcio y de lactosa para establecer las condiciones y la formulacion de la muestra a
fermentar. El plan de trabajo general se fue estructurando de acuerdo a los resultados

obtenidos en las etapas previas del estudio.

La primera etapa correspondio al estudio del licuado de soja tratado por UHPH (200 y
300 MPa 40°C) en comparacion con un tratamiento térmico UHT, ambos obtenidos a
partir de un producto base (PB) minimamente procesado para obtener el licuado de soja
a partir de las semillas.

Se realizaron analisis microbioldgicos, fisicoquimicos y microestructurales de los licuados.
Las muestras tratadas por UHPH se compararon con el producto base y el licuado UHT. Se
realizaron andlisis de composicion quimica (contenido en cenizas, grasa, extracto seco,
nitrogeno total, glucidos), microbiologicos (recuento de mesdfilos totales, enterobacterias y
esporas), fisicos (analisis de tamafio de particula, viscosidad, color, estabilidad fisica), asi como
el estudio de la desnaturalizacion de proteinas, analisis de componentes volatiles y microscopia

electronica del licuado de soja.

Por otra parte, se determinaron una serie de factores de calidad de importancia en este producto,
tales como la actividad lipoxigenasa, actividad antitripsina, oxidacion lipidica y digestibilidad de
los licuados de soja. De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio anterior y a las pruebas
preliminares, se decidié afiadir otra temperatura de entrada (50°C), asi como un tratamiento
combinando esta temperatura de entrada con 300 MPa y un tiempo de retencion de 15 s (tiempo
durante el cual se mantuvo la temperatura alcanzada en la valvula de alta presion). Esto dio
lugar a un total de 8 tratamientos UHPH: 200 MPa, 300 MPa, 200 MPa, 15 s y 300 MPa, 15 s,

todos ellos con dos temperaturas de entrada de 40 y 50°C. Asimismo se estudiaron el producto
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base y el UHT como muestras de referencia para evaluar los cambios producidos por el

tratamiento aplicado.

Para el desarrollo de la segunda etapa del estudio (estudio de la coagulacion), a partir de los
resultados obtenidos previamente, se seleccionaron los tratamientos de 200 y 300 MPa, ambos
con temperatura de entrada de 40 y 50°C, y se estudio el comportamiento a la coagulacion &cida
(inoculacion con bacterias lacticas). Las muestras tratadas por UHPH se compararon con dos
muestras, una tratada UHT y otra tratada a 121°C durante 15 min (AC), y se determinaron los
parametros de coagulacion, asi como la cinética de acidificacion y la acidez valorable durante el
proceso de fermentacion. Por otra parte, los yogures de soja se almacenaron en frio durante 24 h
para la posterior evaluacion de su microestructura, textura y capacidad de retencion de agua.
Asimismo, se llevd a cabo la evaluacion sensorial (pruebas de aceptacion) de los mismos
utilizando tres diferentes tratamientos, dos elaborados con licuados de soja tratados por UHPH a
200 y 300 MPa temperatura de entrada de 40°C y otro elaborado con licuado de soja tratado por
UHT.

En la segunda etapa de estudio, se obtuvo informacién importante acerca del proceso de
coagulacion acida de los licuados de soja asi como de las principales caracteristicas en
las propiedades del gel, lo que permiti6 establecer las condiciones de procesamiento
UHPH para la tercera etapa del estudio (estudio del almacenamiento). Se demostrd
que los yogures de soja elaborados con licuado de soja bajo tratamiento térmico de
esterilizacion (121°C/15 min, UHT), presentaban una textura débil. Con este resultado,
se decidi6é utilizar un tratamiento intermedio con temperatura moderada, que es un
tratamiento convencional utilizado también para la producciéon de yogur de soja. Se
escogieron los tratamientos UHPH de 200, 300 MPa y 300 MPa con 15 min de retencion, a
una temperatura de entrada de 50°C; y un tratamiento de 95°C/15 min como muestra control. Se
estudiaron los cambios producidos a lo largo de la vida 1til de los yogures de soja, que fueron
almacenados a una temperatura de 4°C durante 28 dias. Las muestras fueron analizadas a los
dias 1, 7, 14, 21 y 28 de almacenamiento y se llevaron a cabo las siguientes determinaciones:
composicion quimica, pH y acidez, microbiologia, reologia, microestructura, textura, capacidad

de retencion de agua, color, inhibidor de tripsina y oxidacion de lipidos.
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Estudio de las caracteristicas fisicas, quimicas,
microbioldgicas y microestructurales
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Figura 3. Esquema del plan de trabajo de la primera etapa de estudio.
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Figura 4. Esquema del plan de trabajo de la segunda y tercera etapas de estudio.
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Materiales y métodos

3.1. Obtencion de licuado de soja.

El licuado de soja utilizado fue proporcionado por la compaiia Liquats Vegetals, S.A.
(Girona, Espafia). Para la elaboracion se utilizé la variedad del haba Majesta. En el
procedimiento para la obtencion del licuado, la soja primeramente se hidratd6 en
proporcion 1:6 (agua:soja), posteriormente se descascarillo y se sometio a molienda a
80°C en un molino coloidal (E. Bachiller S.A., Parets del Vall¢s). Finalmente, la mezcla
se centrifugd para separar y obtener la fase liquida. Este licuado de soja fue tomado
como producto base (PB). Este producto, antes de ser comercializado por Liquats
Vegetals, S.A., es sometido a una homogenizacion por alta presion convencional de
doble etapa (20, 50 MPa a 80°C) (Stork Food & Dairy Systems, B. V., Amsterdam,
Holanda), y, posteriormente, a un tratamiento UHT (142°C/2 s) en un equipo de sistema
tubular indirecto (Sterideal 8000B-Spec, Stork Food & Dairy Systems Amsterdam,
Holanda). Tanto el producto base como el UHT, ademds de otros dos tratamientos
térmicos aplicados al PB (121°C/15min en autoclave y 95°C/15 min en bafo), se

utilizaron para compararlos con los tratados por UHPH.

3.2. Equipo de ultra alta presién de homogeneizacion.

Los tratamientos UHPH se realizaron mediante un homogenizador de ultra alta presion
modelo FPG11300 (Stansted Fluid Power Ltd., Essex, Reino Unido). Este equipo esta
formado por dos bombas hidraulicas intensificadoras (Stansted Series FPG 9085) que,
actuando de manera sincronizada ciclicamente, permiten el paso del flujo constante a
una primera valvula de ceramica hidraulica (capaz de alcanzar presiones de hasta 350
MPa) (Stansted Series FPG 9080) y posteriormente, a una segunda valvula neumatica,
que sostiene presiones de hasta 50 MPa. Estas valvulas proporcionan varias alternativas
de aplicacion, ya que se pueden utilizar presiones independientes con una o dos etapas,
o combinaciones. El equipo cuenta con un adaptador ubicado después de la segunda
valvula de presion donde se pueden realizar retenciones del fluido con periodos de 4, 6,

8y 15s.

El fluido pasa a través de una seccion convergente (espacio de la valvula), comprendido

entre el cabezal y el asiento de la valvula (Figura 5). Este espacio se reguld para reducir
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la distancia entre éste y el asiento de la valvula, incrementando el nivel de presion de
tratamiento. Las temperaturas de entrada y salida del licuado de soja fueron controladas
por dos intercambiadores de calor (Garvia, Barcelona, Espafia) que se localizan antes
del equipo UHPH, y después de la segunda valvula de homogenizacion,
respectivamente. La temperatura de entrada (Ty), la temperatura después de la primera
valvula de homogenizacion (T;) y la temperatura de salida alcanzada después del paso

por el intercambiador (T,), se monitorizaron durante todas las producciones.
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Figura 5. Representacion esquematica de una valvula Stansted de un homogenizador de

alta presion (Stansted model/DRG FPG74). Fuente (Floury et al., 2004a).
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3.3. Tratamientos aplicados.

Tratamientos de la primera etapa de estudio: efectos de la UHPH en el licuado de soja.
Al producto base se le aplicaron dos tratamientos UHPH de 200 y 300 MPa, con una T
de 40°C. Las muestras fueron recogidas en botellas de vidrio estériles hasta su analisis.
Para el estudio de los factores de calidad, se aplicaron 8 tratamientos: 200 MPa , 300
MPa, 200 MPa, 15 s y 300 MPa, 15 s todos ellos con dos temperaturas de entrada, 40 y 50°C.
Las muestras se distribuyeron en recipientes de polipropileno estériles de 50 ml y se
almacenaron a -60°C para su estudio posterior. En ambos casos, el producto base y el
licuado de soja UHT se utilizaron para ser comparados con los licuados de soja tratados

por UHPH.

Tratamientos de la segunda etapa de estudio: estudio de la coagulacién. Al producto
base se le aplicaron 4 tratamientos UHPH: 200 MPa, 300 MPa combinados con dos Tj.
40 y 50°C. Por otro lado, al producto base se le aplicd un tratamiento térmico de
121°C/15 min; éste y el licuado UHT se utilizaron para ser comparados con los licuados
de soja tratados por UHPH. Con los distintos licuados obtenidos se elabor6 yogur de

soja, que se almacen6 a 4°C y se analiz6 al dia siguiente de su obtencion.

Tratamientos de la tercera etapa de estudio: estudio de almacenamiento. Se aplicaron 3
tratamientos UHPH: 200 MPa, 300 MPa y 300 MPa, 15 s. Todos ellos con una T, de
50°C. Asimismo, se realizo un tratamiento térmico de 95°C durante 15 minutos para su
comparacion con las muestras tratadas por UHPH. Con los distintos licuados obtenidos
se elabor6 yogur de soja, que se almaceno a 4°C y se analiz6 transcurridos 1, 7, 14, 21 y
28 dias de su obtencidn. Se realizaron tres producciones individuales para cada etapa

experimental.
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3.4. Analisis quimicos

Para el licuado de soja y el yogur de soja, el contenido de la humedad, cenizas y grasa
se analizaron segun la AOAC (2000), el contenido en nitrogeno total se determind por
el método de Dumas (IDF, 2002); y el pH se midi6 con un pHmetro Crison
MicropH2001 (Crison S.A., Alella, Espafia). Los andlisis se realizaron por triplicado.

3.5. Analisis microbioldgicos.

Se prepararon las diluciones decimales de las muestras a analizar en agua de peptona.
La siembra se realizo por inclusion en doble capa. Todos los medios utilizados fueron

Oxoid (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, Reino Unido).

Para el estudio del licuado de soja se analiz6:

e recuento total de mesofilos aerobios en medio PCA, incubado a 30°C durante 48 h
(IDF, 1991);

e recuento de Enterobacteriaceae en agar bilis rojo violeta glucosado (VRBG),
incubado a 37°C durante 24 h (IDF, 1991);

e recuento de esporas en medio PCA, incubado a 30°C durante 48 h; previamente a la
preparacion de las diluciones decimales, las muestras se sometieron a un tratamiento

térmico de 80°C durante 10 min (Westhoft, 1981).

Para el estudio de almacenamiento se analiz6:

En las muestras fermentadas y no fermentadas: recuento total y de Enterobacteriaceae.
En las muestras fermentadas almacenadas, se analiz6 la evolucion de Streptococcus
thermophilus y Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus, segin norma IDF (1997). 10 g
de muestra fueron diluidos en 90 ml de agua de peptona y sometidos a homogenizacion
mecanica en un equipo Seward” 400 circulator (Seward Medical, Cambrigde, Reino
Unido). Se realizaron diluciones decimales en agua de peptona previas a la siembra en
agar en doble capa. Para Streptococcus thermophilus se utilizo el medio M17 a pH 7,1-
7,2, incubando 72 h a 37°C y para Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus, el medio
MRS a pH 5,4, incubado durante 48 h a 37°C. Los analisis microbiologicos se

realizaron los dias 1,7, 14, 21 y 28 de almacenamiento, por duplicado.
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3.6. Microestructura del licuado de soja.

El estudio de la microestructura se realizd mediante microscopia electronica de
transmision (TEM) con un microscopio Philips 201 (Philips, NL-5600. MD Eindhoven,
Holanda) con un voltaje de aceleracion de 60 KV. El licuado de soja se mezcld con
glutaraldehido al 3% en un vial, se afiadi6 2% de agar de gelificacion a baja temperatura
en una proporcién de 1:1, se dejé formar el gel y se cortd en cubos de Imm®. Los cubos
se lavaron durante 30 min con tampon cacodilato de sodio 0,1 M, pH 7,2, se realiz6 un
segundo lavado durante una hora, se reemplazd y se mantuvo durante dos horas con 1
ml de una disolucién conteniendo 50% de tetroxido de osmio (HOT) (disolucion al 2%)
y 50% de tampon cacodilado/HCI. Posteriormente, se reemplazé por 1 ml de acetato de
uranilo al 1% durante 30 min. Los cubos se lavaron con agua y se deshidrataron. La
deshidratacion consistié en un lavado con gradiente creciente de etanol; 50, 70, 90 y
100% de etanol durante 5, 30, 30 y 180 min, respectivamente. El1 100% de etanol se
remplazo a los 30 y 60 min y posteriormente se elimind y se llen6 con resina incompleta
(20 ml de resina epoxi, 20 ml de dodecil anhidrido succinico (DDSA) y 1 gota de dibutil
ftalato (DBP)). Las muestras se colocaron en un agitador de rotacién durante toda la
noche, después se reemplazd con resina completa (formulacion incompleta con la
adicion de 0,6 ml de plastificador benzildimetilamina (BDMA)) y se agitd nuevamente
durante 4 h. Se afiadié un cubo de muestra a cada tres moldes que contenian resina
completa fresca, se introdujeron en una estufa a 60°C durante toda la noche. Las
muestras se cortaron (0,03-0,05 um) usando un microtomo Reichert Ultracut, se
montaron en rejillas de cobre con cuadriculas de 3 mm y se tifieron con acetato de

uranilo y citrato de plomo antes de observarse al microscopio.

3.7. Analisis de tamafio de particula.

El tamafio de particula se determin6 por dispersion de luz laser usando un analizador
Beckman LS™ 13 320 (Beckman Coulter, California, USA). El intervalo de este equipo
permite detectar particulas o gotas cuyo diametro esté¢ comprendido entre 0,04 y 2000
pm.

El procedimiento de analisis consiste en afiadir la muestra en un depdsito externo,

donde se diluye en el fluido de transporte, que puede ser agua de la red o destilada. Una
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bomba centrifuga impulsa dicho fluido hacia el interior del modulo optico. Alli, la
muestra circula por el interior de la celda de medida, donde es iluminada por el haz laser
que se difracta por el efecto de las particulas o gotas en suspension. La luz difractada
llega a los detectores dispuestos de forma que en varios grupos cubren los posibles
angulos. A continuacion el fluido a analizar llega a la celda del sistema PIDS
(generadores de luz monocromatica polarizada) donde es iluminado por tres haces de
luz monocromatica (tres longitudes de onda diferentes) polarizada en el plano vertical y
horizontal. Los datos de difraccion laser y del sistema PIDS se analizan en conjunto
para dar un resultado Unico y mediante el ordenador se convierten los datos que

proporciona el equipo.

Previamente al analisis, las muestras se incubaron a 37°C durante 20 minutos en un
bafio de agua y posteriormente, se diluyeron en una proporcion 1:50 con agua
desionizada para alcanzar un 43-47% de obscuracion del laser. El indice de refraccion
para determinar las particulas de la fase dispersa fue 1,471 y para la fase continua, 1,33.
La distribucion del tamafio de particula se caracterizé mediante diferentes parametros:
Dv 0,5, diametro por debajo del cual se hallan el 50% de la fraccion de volumen de las
particulas; d;,, diametro medio de la superficie total correspondiente a las particulas y
d43, parametro relacionado con la presencia de pequenas cantidades de agregados de
particulas. Los resultados se expresaron como porcentaje en volumen de la distribucion

de tamafio de particula y cada muestra se analizé por triplicado.

3.8. Evaluacion reologica.

Se utiliz6é un redémetro Haake Rheo Stress 1 (Thermo Electron Corporation, Karlsruhe,
Alemania), acoplado a un bafio termostatico Thermo Haake Phoenix C25P (Thermo
Electron Corporation, Karlsruhe, Alemania) y conectado a un compresor CARAT 106/E
(FIAC S. P. A., Bologna, Italia). Los datos fueron automaticamente controlados por el
programa Rheowin 3 Job Manager, instalado en un ordenador PC conectado con el

reometro Haake.
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3.8.1. Determinacion de la viscosidad del licuado de soja.

Se realiz6 mediante curvas de flujo a 20°C, utilizando un sensor de cilindros
concéntricos (Z34). El barrido de gradiente de velocidad se realizo entre 0,1 y 140 s™.
El analisis de las curvas de flujo se realizo ajustindolas a la de potencia (t = Ky")
siendo: 1, el esfuerzo cortante (Pa); K, el indice de consistencia (Pa s"); v, la velocidad
de deformacion (s™); n, el indice de comportamiento al flujo, que en el caso de fluidos

Newtonianos tiene un valor de 1, por lo que K coincide con el valor de viscosidad.

3.8.2. Analisis de la viscoelasticidad de los yogures de soja.

Para la evaluacion de las propiedades viscoelasticas se realizaron ensayos oscilatorios.
La preparacion de la muestra para este proposito requiere la obtencion de piezas de gel
de pequeno espesor y diametro similar al sensor utilizado. A este efecto, las muestras
inoculadas se colocaron en jeringas de 50 ml (aproximadamente 20 mm de didmetro)
que se incubaron a 45°C durante 5 h y se almacenaron a 4°C tras la fermentacioén. Se
obtuvieron discos de 3 mm de espesor empujando el émbolo de la jeringa y cortando la
muestra con una cuchilla afilada. La muestra se transfiri6 al reémetro y una vez que el
sistema alcanzd la posicion de medida (2,5 mm), se cortaron los bordes para ajustarla al
diametro del sensor. La muestra se mantuvo en reposo durante 5 minutos para permitir
su relajacion. El ensayo dindmico oscilatorio empleado fue un barrido de frecuencia. El
analisis se realizo a una temperatura de 4°C usando platos paralelos rugosos de 20 mm
para evitar el deslizamiento de la muestra. El barrido de frecuencias se realizo entre 0,1
y 1 Hz, aplicando una deformacion del 1%. Esta deformacion se encuentra dentro del
intervalo lineal de viscoelasticidad, que se determind previamente mediante un test de
barrido de esfuerzo desde 0,001 a 1 Pa. Los parametros viscoelasticos G' (modulo de
almacenamiento), G" (moédulo de pérdida), Tan 6 y G* (moddulo complejo) se
obtuvieron mediante el software Rheowin Data Manager (ThermoHaake GmbH). El
analisis de las muestras se realiz6 a los dias 1, 7, 14, 21 y 28 (de almacenamiento), por

triplicado.
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3.9. Analisis de la desnaturalizacion de proteinas.

La desnaturalizacion de las proteinas se analizd6 mediante calorimetria diferencial de
barrido (DSC) usando un calorimetro Mettler-Toledo 821 (Mettler-Toledo S. A. E.,
Barcelona), que mide la cantidad de calor absorbida o emitida por una muestra respecto
a una referencia, al someterse a un gradiente de temperatura o tiempo que le provoca
cambios fisicos y/o quimicos. Para el andlisis, las muestras se liofilizaron (Telstar-
Cryodo 50, Terrasa) y se reconstituyeron con agua destilada a un 20% (p/v). Se pesaron
entre 20-251+0,01 mg de muestra, que se calentaron de 25°C a 100°C a una velocidad de
10°C/min en una cépsula de aluminio con un flujo de nitrégeno de 80 ml/min. Las

muestras se analizaron por triplicado.

3.10. Determinacion de estabilidad fisica del licuado de soja.

Para la determinacion de la estabilidad fisica, las muestras se almacenaron a 4°C con un
0,04% de azida de sodio (NaN3) con el fin de evitar la contaminacion del producto. Se
pesaron 30 g de muestra en tubos de pléstico flexibles de polipropileno (32 mm de
diametro y 115 mm de longitud) que se centrifugaron (Centrifuga Sigma 4KI15,
Postfach, Alemania) a 3000 rpm durante 45 min a 20°C. El analisis se realizo los dias 1,
30 y 60 después del tratamiento. Los resultados se expresaron como % (p/p) de solidos

depositados después de la centrifugacion. El anélisis se realizé por cuadruplicado.

3.11. Analisis de color.

Se realiz6 usando un colorimetro portatil Hunter Lab (MiniScan XE™ Hunter
Associates Laboratory Inc., Reston, Virginia, USA). Las muestras se atemperaron a
20°C antes del analisis. El licuado se vertié directamente en el vaso de medida, mientras
que el yogur de soja se homogenizd previamente con una espatula antes de ser
introducido en el mismo, en ambos casos hasta que la muestra alcanzé una altura de 10
mm. Se utiliz6 el iluminante Dgs con un angulo de observacion de 10°. Se obtuvieron
los valores segun la escala CIE L* a* b*, donde L* corresponde a la luminosidad que

varia de 0 a 100; a* a la contribucion de rojo-verde (valores positivos se corresponden
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con el rojo mientras que un valor negativo indica una contribucion de verde); y b* a la
contribucion de azul-amarillo (valores positivos se corresponden con el amarillo
mientras que un valor negativo indica una contribucion de azul). La diferencia de color
(AE) de las muestras tratadas UHPH frente a la muestra control, asi como la diferencia

de color durante el almacenamiento para una misma muestra se calculé usando la

formula AE = \/ AL® + Aa® + Ab* . Para los yogures de soja el analisis se realizo los dias

1,7, 14,21 y 28 de almacenamiento a 4°C por triplicado.

3.12. Determinacion de volatiles.

Aislamiento de compuestos volatiles. Se realiz6 mediante microextraccion en fase solida
(SMPE) utilizando una fibra de 85 um CARD/PDMS (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Germany). 10 ml de muestra se encapsularon en viales de cristal de 20 ml (75,5 x 22,5
mm, Supelco Inc), introduciendo una barra de premovimiento y sellando con un
casquillo de aluminio y tapa de silicona. El vial fue colocado en un bafo durante 5
minutos a 45°C en agitacion a 1000 rmp para alcanzar el equilibrio. Para la adsorcion de
los volatiles, la fibra fue insertada a una longitud de 1,5 cm en el vial atravesando la
tapa de silicona y manteniéndola durante 60 min. Después de este tiempo la fibra fue
contraida y se retird del vial ajustdndola a 3 cm para proceder a inyectar al cromatdgrafo

de gases. Después de cada inyeccion la fibra se limpio durante 10 min a 250°C.

Identificacion de compuestos. El analisis de cromatografia de gases de los compuestos
absorbidos de la fibra SMPE se realizé con una columna capilar DB-5 de 60 m x 0,25
mm de didmetro interno con una capa de espesor de 1 pm (J & W Scientific, Folsom,
USA). La masa espectral de los volatiles del licuado de soja se obtuvo utilizando un
cromatografo de gases HP 9890 Series Il equipado con un detector selectivo de masa
HP 5973 (MDS, Helett-Packard Inc., Wilmington, DL, USA). La desorcion fue a 250°C
2 min trabajando el inyector en modo splitless. Se utilizé helio como gas de transporte
con una velocidad de 29 cm s™'. La temperatura inicial del horno fue de 35°C durante 8
min, la primera rampa de 4°C/min hasta 150°C, la segunda rampa de 20°C/min hasta
280°C, manteniendo la temperatura final durante 5 min. El tiempo total fue de 48 min.

La ionizacion de impacto electronico se realizd con un voltaje de 70 eV, y la masa
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espectral se obtuvo con un rango scan m/z:33-220 con una temperatura del detector de
280°C. La identificacion de estos analitos se realizd por comparacion de los espectros de
masa de los picos en tiempo y retencion con las bibliotecas Willey 275 y NITS 05. Los

compuestos volatiles identificados fueron expresados en area absoluta alcanzada.

3.13. Determinacion de lipoxigenasa (LOX).

Extraccion de LOX. La extraccion se realizo siguiendo el procedimiento descrito por
Van der Ven et al. (2005) con algunas modificaciones. 50 ml de muestra se vertieron en
tubos de polipropileno (32 mm de diametro y 115 mm de longitud) que se centrifugaron
a 3000g en una centrifuga Sigma 4K15 (Sigma, Postfach, Alemania) durante 60 min a

4°C. El sobrenadante obtenido se utiliz6 para el analisis de la actividad enzimatica.

Andlisis de LOX. La determinaciéon de actividad de LOX se realizd segin el
procedimiento descrito por Axelrod et al. (1981). La reaccion se llevo a cabo a 25°C en
una cubeta de cuarzo de 1,0 cm. La mezcla del ensayo contenia 2,945 ml tampén borato
de sodio a pH 9, 25 ul de linoleato de sodio y 30 pul de sobrenadante procedente de la
muestra centrifugada. Para la cubeta de referencia, el sobrenadante se calent6 a
ebullicién durante 5 minutos para inactivar la enzima. El contenido de la cubeta se
mezcld con cuidado para, inmediatamente después, realizar la lectura de la absorbancia
a 234 nm en modo continuo, usando un espectrofotémetro CECIL 9000 (CECIL
Instruments, Cambridge, Reino Unido). Para expresar la actividad de LOX de las
muestras, una unidad de enzima se tom6 como el equivalente a un aumento en la

absorbancia de 0,01min™". El analisis se realizé por triplicado.

3.14. Determinacion de la oxidacion.

Preparacion de la curva patron de malonaldehido (MDA). Se realizdé segun el
procedimiento de Botsoglou et al. (1994). Se pesaron 73,2 mg de 1,1,3,3-
tetractoxipropano (TEP), que se vertieron en un tubo de ensayo, se diluyeron con 10 ml
de HCI 0,1 N. Se sumergio el tubo en agua en ebullicion durante 5 minutos para

hidrolizar el TEP. Para la preparacion de la solucion madre de MDA (239 pg/ml), se
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aforo el TEP hidrolizado con agua destilada a un volumen de 100 ml. Se transfiriéo 1 ml
de solucion madre de MDA a un matraz aforado de 100 ml y se enrasé con agua
destilada, para obtener la solucion de trabajo de MDA (2,39 pg/ml), con la que se
realizaron las diluciones para la preparacion de la curva patron.

Para el estudio de licuado de soja, el analisis se efectu6 después de haber llevado a cabo
los tratamientos; en el estudio de almacenamiento de los yogures de soja, el analisis se

efectuo los dias 1 y 28 de almacenamiento. Los andlisis de realizaron por triplicado.

Andlisis de oxidacion. La preparacion de la muestra se realizd siguiendo el
procedimiento de Fenaille et al. (2001). 3 ml de muestra se transfirié a un tubo pirex de
10 ml y se les adiciono 2,4 pl de acido tiobarbiturico (TBA) al 1%, acido tricloroacético
(TCA) al 5% y 2,4 ul de butilhidroxitolueno (BHT) al 0,8% en etanol. La mezcla se
homogenizd y se centrifugd (Centrifuga Sigma Model 4K 15, Postfach, Germany) a
2700g durante 5 min. El sobrenadante se transfirido a nuevos tubos que se mantuvieron
en bafio de agua a 70°C durante 1 h. Se prepar6d un tubo al que se denomin6 blanco,
adicionando agua en lugar de la muestra.

Después de enfriarse los tubos en agua, la absorbancia se midié usando un
espectrofotometro CECIL 9000 (CECIL Instruments, Cambridge, Reino Unido) a
521,5 nm. El espectro de la disolucion de malonaldehido (MDA) se registro de 400 a
650 nm a una velocidad de absorbancia de 240nm min™ contra la reaccion del blanco.
La tercera derivada se obtuvo por diferenciacion electronica del espectro y se realizo la

cuantificacion usando la curva patron de calibracion.

3.15. Analisis de la actividad del inhibidor de tripsina (I1T).

Extraccion de IT. Se realizo segun el procedimiento de Van der Ven et al. (2005). El
licuado de soja se diluy6 5 veces en una solucion de NaOH 0,015M y NaCl 0,5M. La
soluciéon se agitdé durante 2h a temperatura ambiente y se centrifugd con una
ultracentrifuga Beckman Modelo L8 60M (Beckman Instruments Inc., Fullerton, USA)
a 19000 rpm y 20°C durante 20 min. El sobrenadante se utilizé para el analisis de la
actividad del inhibidor de tripsina.

La determinacion de la actividad del IT se realizéd siguiendo el procedimiento descrito

por Hamerstrand et al. (1981). Para la obtencion del tampén Tris, 1,21g de tris
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hidroximetil aminometano y 0,59 g de cloruro de calcio dihidratado se disolvieron en
180 ml de agua destilada, se ajustd el pH a 8,2 con HCI IN y se aforé con agua
destilada a un volumen de 200 ml. Para la formulacién del BAPA, se disolvieron 0,080g
de Ny-Benzoil-L-arginina 4-nitroanilina hidrocloruro (BAPA) en 2 ml de dimetil
sulféxido (DMSO) y se afor6 a un volumen de 200 ml con tampoén Tris previamente
calentado a 37°C. Para preparar la solucion de tripsina, se pesaron 0,004 g de tripsina y

se enrasaron con HC1 0,001N a un volumen de 200 ml.

Preparacion de las muestras. 30 pl del extracto de IT se diluyeron en un matraz aforado
de 10 ml y se enras6 con tampon Tris. Para cada muestra se utilizaron cuatro tubos de
ensayo; primero, se adicionaron 2 ml del extracto de muestra diluido. Posteriormente, a
3 de los cuatro tubos se les adicionaron 2 ml de la solucion tripsina, y se colocaron
dentro de un bafo de agua a temperatura de 37°C. A los cuatro tubos se adicionaron 5
ml de la solucion BAPA. 10 min después se adiciono 1 ml de acido acético al 30% para
detener la reaccion. Al cuarto tubo (el blanco de cada muestra) se adicionaron 2 ml de
solucién tripsina después de terminada la reaccion. A cada paso en la adicion de las
soluciones, los tubos se homogenizaron rapidamente en un vortex. Se prepararon dos
tubos para la lectura del patrén de tripsina, al primero se agregd 2 ml de tripsina, al
segundo 2 ml de agua destilada (blanco) y se repiti6 el procedimiento seguido con las
muestras. Se midi6 la absorbancia de las muestras en un espectrofotometro CECIL 9000
Instruments (CECIL, Cambridge, Reino Unido) a 410 nm frente a su respectivo blanco.
Los valores de cada muestra se restaron del valor del patréon de tripsina y la actividad

residual del inhibidor de tripsina fue determinada con la formula siguiente:

TI, mg g"' de muestra = Diferencia de absorbancia x factor de dilucion
0,019 x 1,000

En el estudio de licuado de soja el andlisis se llevo a cabo después de haber realizado el
tratamiento, en el estudio de almacenamiento de los yogures se realizo los dias 1 y 28 de
almacenamiento. Los resultados se expresaron en porcentaje de actividad residual del TI

a partir de valor de la muestra control y los anélisis se realizaron por triplicado.
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3.16. Determinacion de digestibilidad de proteina in vitro.

Las muestras se liofilizaron previamente en un liofilizador Modelo Telstar Cryodos 50
(Telstare, Terrasa, Espafia). El estudio de la digestibilidad in vitro se realiz6 segun el
procedimiento descrito por Hsu et al. (1977). 1,30 g de muestra liofilizada se
suspendieron en 50 ml de agua destilada en un matraz, se ajusté a pH 8,0 con HCI 1,0N
y/o NaOH 1,0N (de acuerdo al pH que presentaba de la muestra) y se mantuvo a
temperatura constante a 37°C. Se prepar6 una solucién multienzima con 1,6 mg/ml de
tripsina, 3,1 mg/ml de quimotripsina y 1,3 mg/ml de peptidasa (Sigma Chemical
Company, St. Louis, MO, USA). Se ajusté pH 8,0 con HCI 1,0N y/o NaOH 1,0 y se
mantuvo en bafio de hielo. Se anadieron 5 ml de la solucidon multienzima a las muestras,
que fueron introducidas en un bafio térmico de agitacion Serie NE5-28 (Clifton.,
Newton Abbot, Devon) y se mantuvieron durante 10 min a una temperatura de 37°C. El
pH se registré utilizando un pHmetro multicanal CINAC® Sistema (Ysebaert Dairy

Division, Frepillon, Francia). El andlisis se realizé por triplicado.

3.17. Fermentacion del licuado de soja.

Para la elaboracion de los yogures de soja se utiliz6 una mezcla comercial de cultivos de
bacterias 4cido-lacticas (DVS YF-3331, Chr. Hansen, Horsholm, Dinamarca),
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii spp bulgaricus, que se
conservaba almacenadas a -70°C. Se descongeld y se diluyd a un volumen de 0,1% (v/v)
en agua de peptona estéril (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Los licuados de soja
fueron previamente calentados a una temperatura de 45°C en bafio de agua. El cultivo
diluido se inoculd al 0,03% (v/v) y las muestras se incubaron a 45°C (los recipientes y
volumen dependieron de tipo de andlisis). En el estudio de coagulacion las muestras se
mantuvieron en incubacién hasta que alcanzaron pH 4,6; en el estudio de
almacenamiento las muestras de incubaron durante 5 h y, posteriormente, se

almacenaron a una temperatura de 4°C hasta el momento de su anélisis.
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3.18. Cinética del proceso de acidificaciondel licuado de soja.

Las curvas de acidificacion del licuado de soja se obtuvieron por monitorizacion
continua del pH y la acidez mediante un pHmetro multicanal CINAC® (Ysebaert Dairy
Division, Frepillon, Francia). El sistema controla la evolucion de la variacion del pH, la
acidificacion y la temperatura en tiempo real con multiples electrodos. Cada electrodo
es controlado de manera independiente y estd conectado, a su vez, al moddulo
informatico del sistema, dotado del programa especifico para las diversas funciones del
equipo y para analizar los resultados obtenidos. Las muestras se prepararon como se
describi6 en el apartado 3.16 y se vertieron en matraces de 50 ml. Los electrodos se
introdujeron en las muestras y, éstas, en un bafio térmico de agitacion Serie NE5-28,
(Clifton., Newton Abbot, Devon), a 45°C. Las curvas de pH y temperatura se registraron

hasta que las muestras alcanzaron pH 4,6.

3.19. Analisis de la acidez valorable.

Los licuados de soja (50 ml) inoculados se depositaron en vasos de polipropileno
estériles que se incubaron a 45°C en estufa Selecta (Afora, S. A., Barcelona). La acidez
se determind mediante el procedimiento IDF (1991), utilizando un pHmetro MicropH
Modelo 2001 (Crison, Barcelona, Espafa). En el estudio de coagulacion, la acidez se
midi6 cada hora hasta que la muestra alcanz6 pH 4,6 y en el estudio de almacenamiento,
la acidez de los yogures almacenados a 4°C se analiz6 los dias 1, 7, 14, 21 y 28 de
almacenamiento. Los resultados se expresaron como porcentaje de acido lactico y se

determinaron por duplicado.

3.20. Medida del pH.

Los licuados de soja (50 ml) inoculados se depositaron en vasos de polipropinelo
estériles que se incubaron a 45°C en estufa Selecta (Afora, S. A., Barcelona). El pH se
midi6 usando un pHmetro MicropH Modelo 2001 (Crison, Barcelona, Espafia). En el

estudio de coagulacion, el pH se midié cada hora hasta que la muestra alcanz6 pH 4,6 y
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en el estudio de almacenamiento, el pH de los yogures almacenados a 4°C se analizo los

dias 1, 7, 14, 21 y 28 de almacenamiento. Los andlisis se realizaron por duplicado.

3.21. Evaluacion del proceso de coagulacion.

Las curvas de coagulacién se obtuvieron con un coagulometro Optigraph® (Ysebaert
Dairy Division, Frepillon, Francia). El equipo esta constituido por una pieza de
aluminio que contiene 10 cubetas alineadas, de 1 x 3 cm de ancho y 5 cm de
profundidad. Cada cubeta tiene dos ventanas de zafiro enfrentadas que permiten el paso
de un haz de luz infrarroja. Esta pieza se introduce en un receptaculo del propio equipo,
dotado de un elemento calefactor para lograr una temperatura constante dentro del
intervalo entre 25 y 45°C, donde se localizan los diodos emisores y receptores a cada
lado de las cubetas. El receptdculo se comunica con un modulo electronico, que
convierte las sefiales Opticas en eléctricas. El coagulémetro estd conectado, a su vez, al
modulo informatico del sistema, dotado del programa especifico para las diversas
funciones del equipo y para analizar los resultados obtenidos. El principio de medicion
se basa en la atenuacion de un haz de luz luminoso infrarrojo que atraviesa la muestra
colocada en cubetas de 10 ml. El software explora las muestras de manera simultanea y
en tiempo real. Las muestras se inocularon como se ha descrito previamente en el
apartado 3.16. Inmediatamente después, se vertieron 10 ml en las cubetas del
coagulometro y se registraron las curvas durante 5 h, a una temperatura de 45°C. Se
determinaron los parametros de coagulacion: tiempo de inicio de coagulacion (TC), que
viene determinado por el valor maximo de la primera derivada; velocidad o tasa de
agregacion (TA), que viene dada por la pendiente de la region linear de la curva; y la
densidad del entramado o red del gel (DG), relacionado con la firmeza alcanzada, y que
se calcula restando el valor de la sefial de voltaje final y el voltaje inicial en el comienzo

de la coagulacion.

3.22. Microestructura de los yogures de soja.

Las imagenes se obtuvieron usando un microscopio confocal Leica TCS4D (Leica

Microsystems, Heidelberg, Germany) con objetivo de inmersion, a una longitud de onda
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de 488 nm. Se mezclaron 5 ml de licuado inoculado con 3-4 gotas de isotiocianato de
fluoresceina (FITC) para la tincion de proteinas y con 4-5 gotas de rojo de Nilo para la
tincion de las grasas, ambos previamente diluidos con etanol al 5%. Se introdujeron 4
gotas de muestra inoculada en un portaobjetos escavado, cubriéndolo con un
cubreobjetos que se selld. Inmediatamente, se incubd a 45°C durante 5 h. Después, las
muestras se mantuvieron en la cdmara de frio a 4°C. Para el estudio de coagulacion las
muestras se observaron al cabo de 24 h. Para el estudio de almacenamiento se
prepararon las muestras, se almacenaron a 4°C y se observaron los dias 1, 7, 14, 21 y 28

de almacenamiento.

3.23. Analisis instrumental de textura de los yogures de soja.

Las muestras de licuado de soja (100 ml) se inocularon y se vertieron en un vasos de
polipropileno (55mm de didmetro, 72 mm de altura) incubandose a 45°C en estufa hasta
alcanzar pH 4,6. Inmediatamente después, se almacenaron a 4°C y se mantuvieron 24 h
antes de realizar el analisis de textura.

Se realizé un ensayo de puncion a 5°C con un texturémetro TA.TX2 Texture Analyzer
(Stable Microsystems, Surrey, Reino Unido) provisto de una sonda cilindrica de 25 mm
de diametro, a velocidad constante de puncién de 2mm s™', hasta una profundidad de 25
mm. Se registraron curvas fuerza vs. distancia de las que se obtuvo la fuerza méxima,
indicativa de la firmeza del gel. En el estudio del almacenamiento, los andlisis se
realizaron los dias 1, 7, 14, 21 y 28. Se efectuaron cinco repeticiones del analisis para

cada muestra.

3.24. Andlisis de la capacidad de retencion de agua (CRA) de los yogures de soja.

Los licuados de soja (30 g) inoculados se vertieron en tubos de pléstico flexibles de
polipropileno (32 mm de diametro y 115 mm de longitud), las muestras se incubaron a
45°C en estufa. Para el estudio de coagulacion, las muestras se incubaron hasta alcanzar
pH 4,6 y para el estudio de almacenamiento las muestras fueron incubadas durante 5 h,
realizando el analisis 24 h después de enfriarse a 4°C y a los dias 1, 7, 14, 21 y 28 de

almacenaje a 4°C, respectivamente. La capacidad de retencion de agua se realizo de
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acuerdo al procedimiento de Remeuf et al. (2003). Los tubos se centrifugaron en una
centrifuga Sigma 4K15 (Sigma, Postfach, Alemania) a 480g, 20°C durante 10 min. El
agua expulsada fue pesada, y se expresé como porcentaje de agua retenida. El andlisis

se realiz6 por cuadruplicado.

3.25. Andlisis de sinéresis espontanea.

Se vertieron 100g de licuado de soja inoculado en vasos cilindricos (55 mm de
diametro, 72 mm de alto), se incubaron a 45°C durante 5 h y se almacenaron a 4°C. El
suero expulsado espontdneamente se peso los dias 1, 7, 14, 21 y 28. La sinéresis
espontanea se expresd como el peso de suero expulsado por g de muestra fermentada. El

analisis se realiz6 por triplicado.

3.26. Evaluacion sensorial del yogur de soja.

Se llevo a cabo una prueba de aceptacion de los yogures de soja por un grupo de 35
panelistas pertenecientes al Departamento de Ciéncia Animal 1 dels Aliments. Tres
yogures de soja se prepararon como se describio en el apartado anterior. Dos fueron
elaborados a partir de licuado de soja tratado por UHPH a 200 y 300 MPa, ambos con
una temperatura de entrada de 40°C y el tercero con licuado de soja tratado por UHT.
Los yogures de soja presentados a los catadores fueron identificados por un nimero de
tres digitos asignado al azar y se les solicitd que indicaran su preferencia en una escala
ordinal de 5 valores e impresion global acerca de los yogures de soja. Los resultados de

preferencia fueron expresados en porcentajes.

3.27. Andlisis estadistico.

Los datos se obtuvieron a partir de tres experimentos independientes. Los datos fueron
analizados mediante el Analisis de varianza (ANOVA) con el paquete estadistico SPSS
version 12.0.1, Sistema SPSS® para WIN™ (SPSS Inc, Chicago, Illinois). Se utilizé el

test de Tukey para la comparacion de datos tomando un nivel de significancia del 95%.
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4.1. Estudio del licuado de soja

4.1.1. Composicién quimica.

Los valores medios de los componentes de los licuados de soja, expresados en
porcentaje (= d.e.) fueron los siguientes: 3,82 (£ 0,02) de proteina, 1,78 (= 0,016) de
grasa, 1,86 (= 0,30) de glucidos, 0,68 (£ 0,15) de cenizas y 8,27 (+ 0,40) de extracto
seco. Estos resultados son similares a los descritos por otros autores (Rosenthal et al.,
2003; Iwuoha & Umunnakwe, 1997) y parcialmente concuerdan con lo descrito por
Achouri et al. (2007a); sin embargo, es importante mencionar que la composicion
quimica del licuado puede variar dependiendo de los diferentes métodos de extraccion,
de la variedad del grano y su periodo de almacenamiento (Iwuoha & Umunnakwe,

1997; Achouri et al., 2007a).

4.1.2. Microbiologia.

En la tabla 7 se observan los resultados del analisis microbiologico. Los licuados de soja
tratados por UHPH mostraron una reducciéon de la carga microbiana respecto al
producto base. Los tratados a 200 y 300 MPa a temperatura de entrada de 40°C,
disminuyeron su recuento total en 2,42 y 4,24 log UFC/ml, respectivamente. En
relacion a las esporas, la reduccion fue de alrededor de 2 log UFC/ml; mientras que en
la poblacion de enterobacterias no se detectd ningun superviviente. Estas reducciones se
observaron en ambos tratamientos de UHPH. Los resultados encontrados fueron
similares a los descritos por otros autores que realizaron estudios en leche. Pereda et al.
(2006) demostraron que la aplicacion de presiones de 200 y 300 MPa a temperatura de
entrada de 30 y 40°C, provocan la reduccion de la carga microbiana a niveles
semejantes a los de la leche pasteurizada (90°C, 15s), obteniendo disminuciones de 3-4
log UFC/ml. De igual forma, Thiebaud et al. (2003), aplicando presiones de 200 y 300
MPa a temperatura de entrada de 24°C, encontraron una disminucién del recuento total
de entre 1 y 2,8 log UFC/ml, respectivamente, mientras que Smiddy et al. (2007),
empleando presiones de 200 y 250 MPa, consiguieron una disminucion de alrededor de
5 log UFC/ml en el recuento total y de 4 log UFC/ml en la poblacion de coliformes. Es

presumible que los microorganismos sean lesionados o inactivados a causa de la pérdida
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repentina de la presion, la torsion, el roce o la cavitacion durante la aplicacion del
tratamiento UHPH. Aparentemente, el principal dafio es ocasionado en la pared celular,
ya que el tratamiento provoca su ruptura y, por tanto, la descarga del contenido
citoplasmatico de la célula, que ocasiona la muerte celular (Kheadr et al., 2002; Vachon

etal., 2002).

Tabla 7. Recuento de poblaciones bacterianas (log UFC/ml + d.e.) de los
licuados de soja PB y UHPH.

Tratamientos Recuento total ~ Esporas  Enterobacterias
PB 481096 2,37+1,21 2,28 £2,54
200 MPa 40°C* 239+1,25  0,36+0,32 NDP

300 MPa 40°C* 0,57+0,50 0,24+0,34 ND®

* Temperatura de entrada en los tratamientos UHPH, ° Indica que no se detectaron colonias.

4.1.3. Microestructura.

Para el estudio de la microestructura de los licuados de soja se utiliz6 la microscopia
electronica de transmision (TEM). Esta técnica, que permite la fijacion de proteinas y
grasa, y que se sirve de cortes ultrafinos, permite la observacion a muy grandes
aumentos de las estructuras coloidales que se encuentran dispersas en el licuado de soja.
En las micrografias (Figura 6) se observo la esperada reduccion del tamaiio de las gotas
producida por UHPH, las cuales presentaron forma esférica y bien protegidas por
proteina, muchas de ellas en estado de agregacion y unidas, a su vez, a través de
agregados proteicos. Sin embargo, segin se aprecid en las imdgenes a grandes
aumentos, el establecimiento de puentes entre gotas parecen ser de caracter débil, por lo
que cabe pensar que se trata de un fenémeno de floculacion y, por lo tanto, reversible.
Por otra parte, en ningin caso se detectaron estructuras que pongan de manifiesto la
dindmica de fenémenos de coalescencia, aunque en algunos tratamientos UHPH es
posible que se hayan producido, dando como resultado la presencia de gotas de tamafos
mayores a los esperados. En las micrografias a pequefios aumentos, se detectaron

diferencias de tamafio de los globulos de grasa dependiendo de los tratamientos
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aplicados; apenas se hallaron diferencias entre los licuados PB y UHT. Sin embargo, el
tratamiento UHPH dio lugar a una disminucién en el tamafio de los globulos grasos,
aunque no se revelaron diferencias entre las presiones de 200 y 300 MPa. Sin embargo,
si se pudo observar que al aumentar la presion de 200 a 300 MPa, aparecieron pequeias
formaciones de agregados de globulos de grasa, especialmente en una estructura (q)
diferente (Figura 6, 300 MPa), que podria describirse como el resultado de la inclusion
de glébulos grasos muy pequeios en el interior de agregados de proteina. En las
micrografias a mayores aumentos, se observa el aspecto de los agregados de proteina,
los cuales aparecieron mas dispersos en el PB, mientras que su densidad se acrecentd en
los licuados tratados por UHPH y fue mayor en el UHT. Como se comenta mas
adelante, los resultados del andlisis por calorimetria diferencial de barrido de los
licuados tratados por UHT y a 300 MPa revelaron una total desnaturalizacion proteica,
lo que concuerda con las imagenes de TEM, en las que fue evidente la presencia de
agregados de proteina en la fase continua, asi como también la formacion de agregados
de globulos grasos. Estas imdgenes ayudan a confirmar la hipotesis de que la proteina
desnaturalizada actia como puente para mantener parte de los globulos de grasa en

forma agregada.
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Figura 6. Micrografias TEM de los licuados de soja PB, UHT y UHPH. (gg) globulos
de grasa, (ap) agregados de proteina, (agg) agregados de globulos de grasa, (apg)

agregados de proteinas-globulos de grasa, (p) proteina (q) agregados de inclusion de

microgotas de grasa en proteina.

74



Resultados y discusién

4.1.4. Tamario de particula.

Los resultados de tamaio de particula se describen a través de los parametros Dy g5, 032
y d43 (Tabla 8), obtenidos mediante el analisis de las curvas de distribucion, utilizando
un equipo con una capacidad de deteccion de tamanos de particula entre 0,04 y 2000
um. Este amplio intervalo de tamafios de particula no solo incluye globulos de grasa,
sino también pequefias particulas, agregados de proteina e incluso agregados mixtos.
Las muestras que presentaron mayores valores de los parametros Dy 5 y ds;» fueron el
PB seguido por el licuado tratado por UHT. Esto indica que la homogenizacion
convencional, aplicada a estos ultimos, no produjo una reduccion importante del tamafio
de particula en comparacion con la molienda en molino coloidal aplicada al PB. Los
licuados tratados por UHPH mostraron una reduccidon considerable de tamano de
particula comparados con los del PB y UHT. Sin embargo, no se produjo una reduccion
adicional al aumentar la presion de 200 a 300 MPa, sino al contrario, pues al
incrementar la presion, el licuado tratado a 300 MPa exhibi6 valores significativamente
mayores de los didmetros medio Dyos y d»3 aunque estos siguieron siendo muy
pequenos. El licuado de soja tratado a 300 MPa mostré los valores significativamente
mas altos del parametro ds3 en comparacion con los demas tratamientos. Este
parametro, que refleja la presencia de pequefias cantidades de agregados, presentd una
variabilidad muy alta (~51%) para el tratamiento a 300 MPa, aunque siempre fue el que
tuvo valores mas altos de este parametro. Esto sugiere la presencia de fendmenos de
coalescencia bajo estas condiciones de UHPH. Por otra parte, la curva de distribucion
de tamafios de particulas (Figura 7) correspondiente a los productos tratados a 300 MPa,
mostro siempre en su distribucién bimodal, la presencia de una cola en el intervalo de
10-170 um, unos valores muy elevados para tratarse de glébulos de grasa individuales,
lo que hizo pensar que se trata de agregados que, a su vez, fueron observados mediante
microscopia electronica del licuado tratado a 300 MPa, ademés de la presencia de
algunos globulos de gran tamafio. Los PB y UHT mostraron una pequefia cola alrededor
de los valores de 1,5-2,5 y 1-6 um respectivamente, lo que también apunta a una posible
formacion de agregados pero en un intervalo de tamafio mucho menor, reflejados por
los valores del parametro ds3 mas bajos. Este comportamiento también fue observado
por Hayes et al. (2005) en leche tratada por UHPH, mostrando un incremento del
parametro d43 al incrementar la presion de 200 a 250 MPa, y sugiriendo que se debia a

la formacién de agregados parciales de globulos de grasa muy pequenos. Esta
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referencia, asi como la constatacion de la presencia de estos agregados a través de la
observacion por TEM, pone de manifiesto que el tratamiento UHPH a 300 MPa provoca
cambios sustanciales en el tipo de estructuras coloidales, que se obtienen como
consecuencia de la magnitud de los tratamientos UHPH. Una hipdtesis que ha sido
apuntada por algunos autores para explicar estos cambios, es que, a partir de ciertas
magnitudes de presion, no existiria la suficiente disponibilidad de proteina para dar una
correcta proteccion a la superficie de la fraccion de grasa incrementada por el
tratamiento UHPH (Hayes & Kelly, 2003a; Hayes et al., 2005). Sin embargo, segin se
desprende de las observaciones por TEM, el término disponibilidad no haria referencia
tanto a la cantidad de proteina, que si la hay, sino a cuestiones de reorganizacion de la
proteina en la interfase aceite-agua inmediatamente después del paso del producto por la
valvula de alta presion. En este sentido, hay que mencionar que el mayor grado de
desnaturalizacién proteica producido en tratamientos UHPH mas severos, como 300
MPa, puede dar lugar a una competencia entre la interaccion proteina-proteina y
proteina-grasa que apoyaria los fenomenos descritos. De manera particular, entre todos
los tratamientos analizados, el tratamiento a 200 MPa fue el que present6d un intervalo
mas estrecho, y por tanto con una distribucion mas homogénea, con distribucion

monomodal en el tamafio de particulas.

Tabla 8. Valores promedio (£ d.e) de los pardmetros relacionados con el tamafio de

particula y temperatura de entrada y de salida de los licuados de soja PB UHT y UHPH.

Tratamientos Parametros
To(°C)! T, (°C)
Dyos(pm)’  ds; (um)*  da3(um)y
PB - - 0,36 £ 0,01° 0,30 +0,03* 0,55=+0,06
UHT - - 0,20 +0,11° 0,27 +0,02° 0,47 +0,09°
200 MPa 40 87-88  0,11+0,01¢ 0,10+0,01% 0,13+0,01°
300 MPa 40 99-108 0,14+0,01° 0,13+0,01° 436+223"

*% Distintos superindices entre columnas indican diferencias significativas (p< 0,05). 1Temperatura de entrada en los
tratamientos UHPH,; 2Ternperatura alcanzada por los licuados en la valvula de alta presion; D, 0.5, €s el didmetro por
debajo del cual se hallan el 50% de la fraccion de volumen de las particulas; 4d3’2, es el diametro medio de la
superficie total correspondiente a las particulas y 5d4,3, es un parametro relacionado con la presencia de pequeiias
cantidades de agregados de particulas.

76



Resultados y discusién

Differential Yolurme

5 —
- — UHT
— 200 WP
7 — 300 MPa
L1~ -
B i

Wolume (%)

T T T T T T T T T T 1 T T T T T
0.04 008 0.1 0z 04 06 1 2 4 6 8 10 20 40 60 100 200

Particle Diarmeter (prm)

Figura 7. Distribucion de tamafio de particulas de licuados de soja PB, UHT y UHPH (T,=40°C)

4.1.5. Viscosidad.

El andlisis de las curvas de flujo de los licuados de soja, en general, mostré6 un
comportamiento Newtoniano en el ajuste al modelo de la Ley de Potencia, reflejado por
los indices de comportamiento (n) que fueron practicamente 1, por lo que el indice de
consistencia K, coincidio con el valor de viscosidad a la temperatura de medida. En la
figura 8 se representan los valores de viscosidad de los licuados sometidos a los
diferentes tratamientos. El PB presentdé mayor viscosidad comparado con las muestras
tratadas por UHT y UHPH. Este resultado, se debe a que el PB solamente fue sometido
a una homogeneizacion en molino coloidal para obtener la emulsion de partida que,
posteriormente, fue sometida a otra homogenizacion por alta presidon convencional
previa al tratamiento UHT o UHPH. En el producto tratado por UHT se hallé un valor
significativamente mas bajo de viscosidad (p<0,05) al observado en los licuados de soja
PB y UHPH. Posiblemente, el aumento de la relacion entre superficie/volumen de la
fase dispersa, debido a la disminucion del tamafo de particula en los tratamientos por
UHPH, sea la causa principal del mayor valor de viscosidad de estos licuados con
respecto a los licuados UHT, ya que el incremento de superficie de las gotas contribuye
al aumento de la friccion interna entre particulas, que es uno de los fendmenos que

influyen sobre la viscosidad.
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Por otra parte, los tratamientos a 200 y 300 MPa presentaron valores similares de
viscosidad, lo que indica que un incremento de la presion a partir de unas determinadas
condiciones no conduce a una disminucién adicional del tamafio de particula, sino todo
lo contrario, como se explico previamente. No obstante, tanto las pequefias diferencias
en tamafo de gota entre los tratamientos a 200 y 300 MPa, como la presencia de
pequefias cantidades de agregados de particulas no produjeron diferencias en los valores

de viscosidad de estos dos tratamientos UHPH.

Viscosidad
(mPa¥*s)

PB UHT 200 MPa 40°C 300 MPa 40°C
Tratamiento

Figura 8. Valores medios de viscosidad (mPa-s & d.e.) de licuados de soja PB, UHT y

UHPH. *“Distintos superindices indican diferencias significativas (p< 0,05).

4.1.6. Desnaturalizacion de proteinas.

En la figura 9 pueden observarse los termogramas obtenidos por DSC para evaluar la
desnaturalizacion de la proteina de los licuados de soja estudiados. Estos termogramas
presentaron picos endotérmicos en donde se puede observar el fendmeno de
desnaturalizacion, causado por el aumento de la temperatura de 20 a 100°C, y que va
acompaifiado por una significativa absorcion de calor. El licuado PB y el tratado a 200

MPa, mostraron un pico endotérmico a los 94,93 + 0,58°C, que corresponde a la
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desnaturalizacion de la globulina 11S, mientras que el pico endotérmico de la globulina
7S no se percibio debido a que ésta se desnaturaliza alrededor de los 70°C (German et
al., 1982), siendo ésta temperatura inferior a la alcanzada en todos los tratamientos
experimentales. El pico que se observa en el licuado de soja tratado a 200 MPa, genero
una entalpia de calor de 0,12+0,03 J/g. Esta entalpia endotérmica fue significativamente
mas pequefia que la del PB (0,23 + 0,02 J/g), lo que sugiere que la globulina 118 se
encuentra parcialmente desnaturalizada. En los licuados tratados a 300 MPa y por UHT,
no se hallaron picos endotérmicos, lo que indica una completa desnaturalizacion de las
proteinas en ambos tratamientos. Floury et al. (2002a) también encontraron un
comportamiento similar de la globulina 11S en disoluciones acuosas de soja utilizando
presiones de 250 y 350 MPa, apuntando que el efecto de la temperatura y de la presion
sobre los cambios en la conformacion de las proteinas no son similares. Las
interacciones débiles como los puentes de hidrogeno, son mas sensibles al calor y son
estables o so6lo ligeramente afectadas por la presion, mientras que los enlaces mas
sensibles a la presion (interacciones electrostaticas e hidrofébicas), son mucho menos
sensibles a la temperatura. Sin embargo, en presencia de oxigeno, el incremento de la

presion y temperatura, favorecen el intercambio y/o formacion de enlaces disulfuro.

En estudios sobre el comportamiento de las proteinas de soja tratadas por alta presion
hidrostatica, se manifiesta que la desnaturalizacion de la globulina 11S empieza a los
200 MPa durante 15 min y se completa a 400 MPa durante 10 min (Molina et al., 2001;
Zhang et al., 2005). Estos autores y Kajiyama et al. (1995), mencionan que después de
la disociacion inducida por la presion, las nuevas cadenas estabilizadas por enlaces

disulfuro y la exposicion de grupos hidrofébicos pueden causar la agregacion.

La total desnaturalizacion de la globulina 11S durante el tratamiento a 300 MPa, puede
ser debida principalmente al paso del flujo a través de la valvula de homogenizacion que
induce fendmenos de cavitacion, cizalla y turbulencia, que de manera simultanea
afectaron grandemente la conformacion macromolecular de la globulina; mientras que
la desnaturalizacion de la globulina 11S en los licuados de soja tratados por UHT es

provocada mayoritariamente por el tratamiento térmico.
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Figura 9. Termogramas de licuados de soja PB, UHT y UHPH.

4.1.7. Estabilidad fisica.

La evaluacion de la estabilidad fisica de los licuados de soja se realizo los dias 1, 30 y
60, manteniéndolos almacenados a 37°C en presencia de un agente conservador para
evitar la coagulacion del producto. El indice de estabilidad se valor6é determinando el %
p/p) de solidos sedimentados después de la centrifugacion. Un valor alto de este
parametro indica una baja estabilidad como consecuencia de la sedimentacion de las
particulas. A su vez, este pardmetro también puede relacionarse con la percepcion de
granulosidad en la boca. Adicionalmente, se llevo a cabo la observacion visual de la

presencia de sedimento en el fondo del envase durante el almacenamiento.

En el licuado tratado por UHT se observo, después de 7 dias de almacenamiento, una
capa delgada de precipitado en fondo de la botella, mientras que en los UHPH no se
percibié ningun tipo de sedimentacion durante el almacenamiento. Esta observacion
visual coincide con los indices de estabilidad, que se muestran en la tabla 9. El licuado
tratado por UHT, en general presentd valores que practicamente duplicaron el indice de
estabilidad respecto a los tratados por UHPH en los tres dias analizados. Sin embargo, a
los 30 y 60 dias se observo un aumento significativo (p<0,05) del indice de estabilidad
(mayor % de particulas sedimentadas) de las muestras tratadas a 300 MPa. Nik et al.
(2008); y Ono et al. (1991) mencionan que, al obtener el licuado de soja por extraccion
y filtracion, las particulas grandes se encuentran compuestas de globulina 11S que se

pueden sedimentar facilmente por centrifugacion; mientras que cuando son
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posteriormente esterilizados por el método convencional o por UHT, el tratamiento
térmico causa la desnaturalizacion de las proteinas provocando su precipitacion (Ang &
Kwik, 1985). En el PB, la presencia de particulas proteicas relativamente grandes
procedentes de la molienda facilitaria la sedimentacién por centrifugacion. En los
licuados UHT, la mayor inestabilidad puede atribuirse a dos aspectos: por una parte, a
que la previa homogenizacion no redujo en mayor grado el tamafo de particula, ya que
¢stas mostraron valores minimos de diferencia respecto al PB, y por otra, a que la
desnaturalizacién completa de las proteinas conlleva una disminucion de su solubilidad,
resultando mas facilmente sedimentables, incluso sin necesidad de la aplicacion de la
fuerza centrifuga. En los licuados tratados por UHPH, la mayor estabilidad puede
atribuirse a la reduccion del tamafio de particula. No obstante, el incremento del indice
de estabilidad del producto tratado a 300 MPa durante el almacenamiento en
comparacion con el de 200 MPa, puede estar relacionado con la ya descrita presencia a
esta presion de grandes particulas o agregados, que pudieron actuar como nucleo de
agregaciones para las particulas mas pequenas durante la sedimentacién forzada por

centrifugacion.

Tabla 9. Indice de estabilidad durante el almacenamiento de los licuados de soja

PB, UHT y UHPH'.

Tratamientos BP UHT 200 MPa 40°C> 300 MPa 40°C>
Dia 1 434+0,76™ 6,52+1,54™ 2,62+041Y  2,55+0,47%
Dia 30 3,94+0,16™ 5,18+1,57  2,73+0,49” 3,44+ 0,99%
Dia 60 4,56 £ 0,27 531158 2,90+047%  3,27+0,34"

"Valores expresados en % + d.e. (p/p) de particulas sedimentadas por centrifugacion. *Temperatura de
entrada en los tratamientos UHPH. *“Distintos superindices entre columnas indican diferencias significativas
(p < 0,05). "“Distintos superindices entre filas indican diferencias significativas.

4.1.8. Color.

El color es un importante atributo de calidad del licuado de soja, ya que puede
condicionar la aceptabilidad del producto por el consumidor. La evaluacién del color se

realizd con un colorimetro portatil Hunter Lab, obteniendo los valores de las
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coordenadas L*, a* y b*, las cuales, ademas de aportar la informacion relativa a los
parametros del color permitieron calcular la diferencia total de color (4E) entre los
licuados UHPH y UHT, asi como entre estos y los licuados PB. Los resultados que
aparecen en la tabla 10 muestran que los licuados PB y UHT presentaron resultados
similares, mostrando mayores valores de L* que los tratados por UHPH, lo que indica
que estos ultimos presentaron una apariencia ligeramente mas oscura. A su vez, el
licuado tratado a 300 MPa presentd6 una disminucion adicional de la luminosidad
comparado con el tratado a 200 MPa. En relacion al valor de las coordenadas a* y b*, a
pesar de que los licuados mostraron diferencias en sus valores (p<0,05) todos ellos se
encontraron en el cuadrante verde-amarillo. Respecto a la coordenada —a* (verde) los
tratamientos UHPH presentaron una variacion creciente de la intensidad del verde, que
se intensificod con el incremento de la presion. Por otra parte, la coordenada +b*
(amarillo) mostr6 un descenso de su magnitud en los tratamientos UHPH respecto al PB

y al UHT, disminuyendo con la presion aplicada. Al observar los parametros AE """

y
AE ™ se evidencia que el licuado tratado a 300 MPa presenté la mayor diferencia total

de color con ambos productos.

Los valores de las coordenadas de color del PB fueron similares a los descritos en otros
estudios realizados con licuados de soja (Achouri et al., 2007a; Saito et al., 2004;
Thomas et al., 1989); a su vez, el licuado UHT estuvo dentro de los valores normales
presentados por otros productos comerciales analizados por Achouri et al. (2007a). Por
otra parte, hay que mencionar que los parametros de color varian dependiendo de la
variedad del grano, de las condiciones de almacenamiento, la region del cultivo y el
método de obtencion del licuado (Achouri et al., 2007a; Saito et al., 2004; Thomas et
al., 1989). De los resultados se desprende que el tratamiento UHPH fue responsable de
las variaciones observadas en el color de los licuados, probablemente asociadas,
sobretodo, a la modificacion del tamafio de particula y no tanto a la intensidad del
tratamiento térmico, como podria ocurrir a causa de la formacién de pigmentos pardos,
productos de las reacciones de Maillard (Kwok et al., 1999). La composicion y
estructura de una emulsion, esto es, la concentracion y tipo de cromoforos, y el tamafio,
concentracion, estado de agregacion y naturaleza de las particulas, determinan el color
de las mismas (Chantrapornchai et al., 1998; Chanamai & McClements, 2001). En una
emulsion con mayor nimero de gotas predominan los efectos de dispersion,

incrementandose la reflexion de la luz y por lo tanto la emulsidon posee una apariencia
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mas clara (Chantrapornchai et al., 1998). De acuerdo a esto, cabria esperar que la
reduccion del tamafio de particula debida a la UHPH diera lugar a un incremento de la
luminosidad, especialmente en el licuado tratado a 200 MPa, que es el que posee un
tamafio medio de particulas menor y mas uniforme. Sin embargo, éste present6 un valor
de L* ligeramente menor que los licuados PB y UHT, probablemente debido a otros
cambios fisicoquimicos que influyen sobre la luminosidad. Respecto a los licuados
tratados a 300 MPa, los agregados de proteina y proteina-grasa pudieron ser los
causantes del descenso de la luminosidad, debido a que su presencia provoca una

disminucidn de la reflexion de luz.

Tabla 10. Valores (promedio + d.e.) de las coordenadas de color L*, a*, b* y diferencia de color

(AE) en licuados de soja PB, UHT y UHPH'.

Tratamientos L* ax* b* AE UHT AEPB
PB 84,15 + 0,25 -1,06 £0,18°  2121+1,30° 335+1,78° —
UHT 8431+ 1,77*  -028 +0,68° 1837 +0,76° — 3,35+ 1,78°

200 MPa 40°C> 82,24 +0,53° 2,00 £0,17° 16,57 +1,01° 3,89+0,57° 5,12 40,50
300 MPa 40°C> 79,68 £0,58° 2,66 0,17 16,01 £1,03% 5,83+ 1,90 7,05+ 0,58

"Distintos superindices en una misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05), *Temperatura de entrada en los
tratamientos UHPH.

4.1.9. Componentes volatiles.

El flavor de licuado de soja juega un rol critico en la calidad global del producto ya que,
en ocasiones, es un factor limitante para la aceptacion del consumidor, debido al sabor
amargo y a los aromas a haba verde y a rancio, que se manifiestan dependiendo de los
métodos de obtencion del licuado (Liu, 1999).

Mediante el andlisis por cromatografia de gases-espectrometria de masas (SPME-CG-
MS) se obtuvieron las areas absolutas de los compuestos volatiles responsables del

aroma de los licuados de soja en sus diferentes tratamientos.
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Se identificaron 63 compuestos aromaticos (Tabla 11), que se agruparon atendiendo a
su estructura quimica en aldehidos, alcoholes, cetonas, hidrocarburos, compuestos con
nucleo aromatico, ésteres, furanos y otros de diferentes grupos quimicos detectados en
menor cantidad. Otros autores (Min et al., 2005b; Wilkens & Lin, 1970) encontraron
similares resultados, aunque los principales grupos quimicos de las substancias
aromaticas fueron los aldehidos, alcoholes, hidrocarburos y cetonas. A algunos de estos
grupos pertenecen a compuestos volatiles que son extremadamente importantes en el
perfil aromatico del licuado de soja porque proporcionan olores desagradables, los
cuales proceden de reacciones enzimaticas o trasformaciones causadas por la alta
temperatura a partir de aminoacidos, proteinas, glicidos y lipidos (MacLeod & Ames,
1988). Ademas, algunos compuestos voldtiles de importancia como hidrocarburos,
alcoholes, aldehidos, cetonas y furanos proceden de la oxidacion de los lipidos,
especificamente de la oxidacion de radicales libres de los 4cidos linoleico y linolénico

del aceite de la soja (Min et al., 2005b).

En general, entre los licuados de soja estudiados, el mas diferente en compuestos
volatiles fue el tratado por UHT. Este contuvo tiofeno, acetona, butirato de etilo y una
serie de compuestos derivados del trimetil; sin embargo, no se detectaron propanal, 2,3-

pentanodiona, t-2-hexenal, 2,4-hexadienal y 3-octeno-2-ona.

En cuanto al PB y los licuados tratados por UHPH, dentro del grupo de los aldehidos,
principalmente el hexanal, se observaron altos valores absolutos comparados con el
licuado tratado por UHT. El hexanal es un compuesto presente en la fraccion volatil de
los productos de la soja y algunos autores mencionan que es probablemente uno de los
principales compuestos que contribuye al aroma desagradable (off-flavor) en el licuado
de soja (Achouri et al., 2006; Achouri et al., 2007a; MacLeod & Ames, 1988; Wilkens
et al., 1967). Se ha mencionado que el desarrollo del off-flavor es consecuencia de los
productos procedentes de la rancidez oxidativa promovida por la actividad LOX sobre
los 4cidos grasos insaturados. Estos productos son muy dificiles de eliminar por su alta
afinidad con las proteinas de la soja (Liu, 1999). En nuestro estudio, no se detectd
actividad de la LOX en los licuados de soja tratados por UHPH y UHT, por lo que
unicamente una pequeia parte del hexanal detectado en estos licuados tendria su origen
en la actividad LOX desarrollada durante la manipulacion inicial del producto, mientras

que mayoritariamente seria consecuencia de los fendmenos de la oxidacion
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autocatalitica, como producto secundario durante el procesamiento y almacenamiento
de los productos (Fenaille et al., 2003; Matoba et al., 1985; Sanches-Silva et al., 2004).
Desde este punto de vista, los contenidos de hexanal observados concuerdan con los
resultados de la oxidacién analizados por TBA en los licuados de soja estudiados. Es
presumible que esta situacion se produjera por el cambio de presion ultra rapido que
tiene lugar al paso del liquido por la valvula UHPH, favoreciendo la formacién de
burbujas de aire (Thiebaud et al., 2003; Vachon et al., 2002). Esto pudo facilitar el
contacto con el oxigeno y la consiguiente iniciaciéon de la oxidaciéon mediante la

formacion de hidroperdxidos (Robinson et al., 1995).

Otro aldehido presente fue el 2-heptenal, que se encontré6 mas abundantemente en el PB
y en los licuados tratados por UHPH, principalmente en el tratado a 300 MPa 40°C; este
volatil se forma por la accion de la excitacion de la riboflavina, contenida en el licuado
de soja en contacto con el oxigeno y la luz, la cual promueve el desencadenamiento de
las reacciones de oxidacion que dan lugar a la formacion del 2-heptenal. Por ello, es
importante preservar al maximo la produccién del licuado de soja de la exposicion a la

luz y aire para minimizar la formacion de olor y gusto a haba (Min et al., 2005b).

Del grupo de los alcoholes volatiles, los productos tratados por UHT, presentaron
mayores valores en area absoluta comparados con los tratados por UHPH y el PB. Se
encontraron 3-metil-1-butanol, 2-metil-1-butanol, heptano, 1-hexanol, 3-octanol y 1-
octeno-3-ol. Este ultimo tiene un olor mohoso y se forma durante el remojo de la soja en

agua como pretratamiento para la preparacion de la soja (Wilkens & Lin, 1970).

Respecto al grupo de las cetonas, los licuados de soja tratados por UHPH presentaron
mas compuestos de este grupo en comparacion con los licuados tratados por UHT. Por
el contrario, del grupo de los hidrocaburos, los licuados tratados por UHT presentaron
compuestos con areas absolutas elevadas como el hexano, pentano y 2-metil-1,3
pentadieno; este grupo de volatiles procede de la B-oxidacion catalizada por la LOX, de
la oxidacion del radical a i6n carbonilo y de la descarboxilacion a partir de acidos
grasos insaturados (Belitz & Grosch, 1997). Teniendo en cuenta que el licuado UHT no
poseia actividad LOX, es probable que estos compuestos procedieran de los otros dos
mecanismos antes mencionados, quizds favorecidos por las temperaturas mayores

alcanzadas en dicho tratamiento.
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En referencia a los compuestos con nucleo aromatico, sus dreas absolutas fueron
menores en los licuados tratados por UHPH respecto a los de UHT y el PB, y
unicamente se observo la presencia del tiofeno en el licuado de soja tratado por UHT, el
cual es un componente volatil que se forma por la hidrélisis de la tiamina y proporciona

el aroma a carne cocida (Belitz & Grosch, 1997).

En el grupo de los furanos se encontraron el 2-etilfurano, 2-metilfurano y 2-
pentilfurano; estos aparecieron mayoritariamente en el licuado tratado por UHT
mientras que el tratamiento a 300 MPa, 40°C fue el que mostrd el menor valor de area
absoluta. Los furanos y sus derivados son comunmente productos de reacciones de
Maillard (Achouri et al., 2007b; Fisher & Scott, 1997). El mecanismo de la formacion
del 2-pentilfurano se produce mediante un oxigeno monoatémico activado por la
riboflavina del licuado de soja; este componente también contribuye al aroma a haba
verde o hierba, que probablemente hace que sea inaceptable o desagradable para el
consumidor (Min et al., 2005b). Achouri et al. (2007b) mencionan que la esterilizacion
(142°C, 4s) de productos formulados con licuado de soja, asi como el envasado puede
dar lugar al desarrollo adicional de compuestos volatiles, por ejemplo el 2-etil furano y

octanal.

El dimetilsulfuro fue el tinico componente con azufre que se encontrd en los licuados de
soja; su formacion es promovida por los radicales libres en presencia de rivoflavina. El
area mas pronunciada aparecié en el licuado UHT seguido por el PB y el producto
tratado a 200 MPa 40°C, mientras que en el de 300MPa 40°C, este componente no se
detecto. A este compuesto se le atribuye el olor desagradable a pienso en la leche (Belitz

& Grosch, 1997).

También se observd la presencia de triclorometano. Este volatil es un componente
toxico que aparece por la contaminacion residual de pesticidas aplicado en el cultivo de
la soja (Min et al., 2005b) y presentd mayor area absoluta el licuado de soja tratado por

UHT, seguido por el PB y UHPH.

Wolf (1975) menciona que el aroma tipico de los productos de la soja no es causado por
un numero limitado de compuestos, es decir, que un sélo pico del cromatograma no
puede abarcar todo el off-flavor (Wilkens & Lin, 1970; Wolf, 1975), ya que otros

compuestos responsables del mismo incluyen también el hexanol, 2-nonenal, 1-onten-3-
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ol, 4-decadienal y dimetilsulfuro (Yuan & Chang, 2005), aunque también depende

mucho del umbral de deteccion de cada compuesto (Fisher & Scott, 1997).

Por otra parte, algunos de ellos quizas queden enmascarados debido a otros compuestos
que no poseen olores desagradables; por ejemplo, algunos aldehidos que también son
responsables de muchos aromas a fruta, como el benzaldehido que proporciona un
aroma a almendras y se asocia con el aroma de las cerezas (Wilkens & Lin, 1970; Fisher
& Scott, 1997); el octanol, que tiene un olor evocador a rosas, y la mayoria de las
cetonas, que poseen aroma a frutas. Estos compuestos ocupan una muy pequeiia porcion
del total de los compuestos volatiles del licuado de soja; sin embargo, la interaccion
entre todos ellos, cuando se mezclan entre si, proporciona el peculiar aroma del licuado

de soja (Wilkens & Lin , 1970).

Es posible que la reduccion o la ausencia de algunos compuestos volatiles, los cuales si
se encontraron en los licuados de soja tratados por UHT, produjeran menor off-flavor en
los licuados tratados por UHPH, ya que en estudios preliminares de evaluacion sensorial
(datos no mostrados), los catadores participantes indicaron que en los licuados de soja
tratados por UHPH, principalmente el de 300 MPa 40°C, la percepcion del aroma

caracteristico a haba fue menor comparado con el tratado por UHT.
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Tabla 11. Compuestos volatiles de licuados de soja PB, UHT y UHPH"

Compuestos Tratamientos

PB UHT 200 MPa40°C 300 MPa 40°C
Aldehidos
Acetaldehido ++ + +++ +++
Propanal ++ ND + +
Hexanal e+ + ++ +
2-heptenal ++ + +++ ++
Heptanal + + o+ —+
Pentanal ++ + ++ +++
2,4-hexadienal + ND +++ ++
Nonanal ++ + 4+ +
Isovaleraldehido +++ ++ + FH++
2,4-heptadienal +++ + ++ +
c-2-octenal ++ + F++ ++
t-2-octenal ++ + +++ ++
2-butenal +++ + ++ ++
Alcoholes
1-penteno-3-ol + + +++ ++
t-2-hexenal + ND ++ +
1-pentanol +++ + +++ ++
2-penteno-1-ol +++ ++ ++ +
3-metil-1-butanol ++ +++ + +
2-metil-1-butanol ++ +44 + +
Heptanol ++ +++ + +
1-hexanol +H+ ETEFIES . +
1-octeno-3-ol + S 4+ ++
3-octanol +++ ++++  ++ +
Cetonas
2-pentanona + 4+ + +
2-3-pentanodiona + ND +++ ++
3-octanona ++ +4++ + +
2-heptanona +++ ++++ 4+ ++
2,3-octadienona ++ + ++++ +++
2-octanona +H+ ETEFIES . +
3-octeno-2-ona + ND ++ F+
3,5-octadieno-2-ona ++ + +++ +++
Propanona (acetona) ND + ND ND
Hidrocarburos
Hexano ++ +++ + +
Pentano +++ +H++ ++ +
4-metil-1-hepteno ND + ND ND
2-metil-1,3 pentadieno +++ ++++ +H+ +
2,3,4-trimetilpentano ND + ND ND
2,2,5-trimetilhexano ND + ND ND

Continua....
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2,3,5-trimetilhexano ND + ND ND
1-penteno ND ND + ND
3-metileno-heptano ND + ND ND
2,2,4-trimetilheptano ND + ND ND
Compuestos con nucleo aromatico

Benzaldehido ++ 4+ + +
1,3,5-trimetilbenzeno ++ +++ + ++
Metilbenceno (tolueno) +++ +H++ + ++
1,2-dimetilbenceno (o-xileno) ++ +++ + +
1,4-dimetilbenceno (p-xileno) +++ ++++ 4+ 4+
Etilbenceno ++ +++ + ND
Tiofeno ND + ND ND
Esteres

Acetato de isoamilo +++ ++++ 4 ++
Acetato de isobutilo +++ ++++ + ++
Acetato de butilo +++ ++++ 4+ ++
Acetato de metilo ++ + ND ND
Butirato de etilo ND + ND ND
Furanos

2-pentil-furano +++ 4+ ++ +
2-metil-furano +++ 4+ ++ +
2-etilfurano +++ FH++  ++ +
Sulfuros

Dimetil sulfuro (DMS) ++ +++ + ND
Cloruros

Triclorometano (cloroformo) 4+ ++++  ++ +
Eter

Eter etilico +++ + -+ ++
Otros

(C1-butanol, 2-metil, acetato) +++ ++++  + ++

Mas signos positivos indican mayor valor de area absoluta.
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4.1.10. Lipoxigenasa

Para valorar los resultados del analisis de la enzima LOX, se establecidé una unidad de
actividad como el equivalente a la cantidad de enzima que generd un aumento en la
absorbancia de 0,01 unidades por minuto a 234 nm. En el PB se hallaron valores de 10
unidades de esta enzima; y después de aplicar los tratamientos UHT y UHPH esta

enzima no fue detectada, indicando con ello que se produjo una total inactivacion.

En algunos estudios sobre alta presion hidrostdtica, se ha observado una completa
inactivacion de la enzima LOX en licuados de soja cuando son sometidos a presiones de
800 MPa, o en combinaciones con temperatura moderada de 60°C a 600 MPa (Van der
Ven et al., 2005); de igual forma, ha sido posible conseguir una inactivacion irreversible
de la enzima con combinaciones de temperatura entre 5-60°C y presiones entre 250-650
MPa (Wang et al., 2008), observando que la velocidad de inactivacion aumenta con el
incremento de la presion a temperatura constante. En base a estos resultados, parece
evidente que la inactivacion de la LOX de los productos tratados por UHPH se debe al
efecto combinado de la temperatura y presion durante el tratamiento, ya que los licuados
alcanzaron temperaturas de entre 92 y 118°C (Tabla 12), dependiendo de las
condiciones UHPH aplicadas. Los resultados demuestran que el tiempo de paso del
fluido a través de la valvula de alta presion (~0,7 s) fue suficiente para inactivar la LOX
cuando la temperatura fue de 90°C, que fue la menor alcanzada por los licuados en este
estudio. La inactivacion de la enzima en tan corto tiempo fue favorecida por la presion
aplicada, que aceler6 la inactivacion; pues es sabido que se requieren tratamientos
térmicos a temperaturas entre 80-100°C durante 10 min para inactivarla (Kwok &
Niranjan, 1995), mientras que, con el tratamiento UHPH a 200 MPa a temperatura de
entrada de 40°C y sin aplicacion de tiempo de retencion se consiguid la total
inactivacion. Posiblemente, y tal como apuntan otros autores que han estudiado la
inactivacion de diversas enzimas de la leche tratada por UHPH (Datta et al., 2005;
Hayes et al., 2005; Pereda et al., 2007; Picart et al., 2006), los fenomenos fisicos que
intervienen en la UHPH como la alta fuerza de cizalla, cavitacion e impacto
contribuyan, junto con la temperatura, a la modificaciéon de la estructura nativa de la

LOX causando pérdida de actividad enzimatica.
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Tabla 12. Valores medios (+ d.e.) de temperaturas de tratamiento UHPH, actividad lipoxigenasa (LOX), sustancias

reactivas al TBA (TBARS) y actividad residual de los inhibidores de tripsina (IT) de licuados de soja.

Tratamientos T, ' Retencion T, ? T,? LOX TBARS IT

(°C) (s) (°C) (°C) (Unidades)  (mg/L) (%)
PB B B B B 10 0,41 (0,18)" 100
UHT B B B B nd.  039(0,10° 8,76 (2,5)
200 MPa 40 (0,5) B 92 (0,5) 2886(1,6) nd.  064(021)" 78,89 (11,8)®
300 MPa 40 (0,6) B 108 (2,0) 30,20(1,3) nd. 0,60 (0,07)" 79,10 (18,5)"
200 MPa 50 (0,7) B 95 (2,5) 29.87(1,00 nd.  0,65(0,10" 78,23 (10,8)®
300 MPa 50 (0,3) B 109 (3,0) 29,90(1,5)  nd. 0,57 (0,090 74,04 (18,5)"
200 MPa 40 (0,5) 15 91 (0,5) 29,40(1,2) nd.  062(0,07)" 84,15 (20,8)
300 MPa 40 (0,6) 15 114 (2,0) 30,60(0,3)  nd. 0,66 (0,17)" 77,48 (24,2)"
200 MPa 50 (0,9) 15 95 (0,5 29,40(1,00 nd.  0,66(0,050 82,44 (10,00
300 MPa 50 (0,7) 15 118 (0,2) 29,90(1,8)  nd. 0,56 (0,06 66,88 (15,2)"

"Temperatura de entrada: “Temperatura después de la valvula de alta presion; *Temperatura de salida; n.d.: no detectado. *distintos superindices en
los valores de una misma columna indican diferencias significativas (p<0,05)
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En referencia a los productos tratados por UHT, los resultados de este estudio fueron
similares a los ya mencionados por otros autores (Kwok & Niranjan, 1995); quienes
pusieron de manifiesto que la inactivacion de la LOX es dependiente principalmente de
la temperatura, y que el tratamiento UHT da lugar a un producto comercialmente estéril
con una satisfactoria inactivacion de la enzima; sin embargo, el elevado tratamiento
térmico puede tener desventajas, como la pérdida de nutrientes, la excesiva
desnaturalizacion de proteinas y consecuentemente, la modificacion de sus propiedades
funcionales (Robinson et al., 1995), entre ecllas, la capacidad emulsionante, de

espumado y de formacion de geles.

4.1.11. Andlisis de sustancias reactivas al TBA (TBARS).

Los lipidos presentes en el licuado de soja contienen acidos grasos poliinsaturados
(4cido linoleico y linolénico fundamentalmente) susceptibles a la oxidacion, que pueden
generar como producto de degradacion malonaldehido (MDA), cuantificable mediante
el ensayo de acido tiobarbitirico (TBA). Su principio se basa en la reaccion de
condensacion entre dos moléculas de TBA con una de malonaldehido, en la que se
produce un compuesto cromdégeno de color rojo cuya concentracion se determina por
espectrofotometria. Puesto que otras sustancias (alcanos, alquenos y alcadienos) pueden
reaccionar con el TBA proporcionando un espectro idéntico al que se forma con el
MDA, los resultados del andlisis se expresan en ppm de equivalentes de MDA o

sustancias reactivas al TBA (TBARS) (Beltran et al., 2003; Grau et al., 2000).

De acuerdo con los resultados obtenidos (Tabla 12), los licuados de soja tratados por
UHPH presentaron valores significativamente mayores (p<0,05) que los licuados PB y
UHT. Por una parte, la actividad de la LOX estd directamente relacionada con la
oxidacién de los lipidos. Sin embargo, en este trabajo, aunque los licuados de soja en
sus diferentes tratamientos no mostraron actividad de la LOX excepto en el PB, si se
observo la presencia de TBARS en todos ellos. Segin Wilkens et al. (1967), la
peroxidacion lipidica catalizada por la LOX en el licuado de soja, ocurre principalmente
durante el proceso de molienda. Esta observacion concuerda parcialmente con lo
descrito por Wang et al. (2001) que sefialan que, durante la elaboracion del licuado de

soja, si el grano es molido después de un blanqueado durante 10 min en ebullicion, se
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forman muy bajas cantidades de TBARS. Sin embargo, observan que después de la
pasteurizacion (82°C/1 min) de este licuado, el contenido de TBARS aumenta
ligeramente, sugiriendo que los lipidos son oxidados lentamente aunque que la LOX
haya sido inactivada por el blanqueado, atribuyéndolo a que, durante el tratamiento
térmico, la peroxidacion lipidica es promovida por otros factores que catalizan su
desarrollo, tales como el incremento de la temperatura, dando como resultado, la

formacion de TBARS.

Por otra parte, durante el tratamiento UHPH, la ruptura y significativa reduccion de
tamafio de las gotas de grasa, debida a los fenémenos de turbulencia, cizalla y
cavitacion, junto con el aumento de temperatura, puede hacer mas susceptibles a los

acidos grasos a la autooxidacion y promover la aparicion de hidroperdxidos.

Un estudio sobre la UHPH en leche cruda estandarizada al 3,5% de grasa (Pereda et al.,
2008c) en el que se aplicaron presiones de 200 y 300 MPa, permitio observar leves
aumentos de MDA, indicando que la reduccion de tamafio y la modificacion de la
membrana de los glébulos de grasa tuvieron influencia sobre la oxidacion lipidica. Por
otra parte, Pereda et al. (2008a) estudiando la composicion de volatiles en particular
hexanal, en leche cruda de vaca tratada por UHPH, también indicaron que la mayor
exposicion de los acidos grasos y el aumento de temperatura durante el tratamiento

pueden promover la formacion de hidroperoxidos.

En el caso del licuado de soja, no existen referencias que indiquen los niveles de
percepcion o maximos permitidos de MDA. Si nos basamos en estudios realizados en
otros alimentos, los valores de aceptacion son muy diversos, dependiendo de la matriz.
Por ejemplo, en salchichas secas fermentadas, jamones secos salados, chorizo y quesos,
el indice aceptable de oxidacion lipidica es de 0,1-0,3 mg MDA/Kg (Chizzolini et al.,
1998); en carnes de cerdo (chuletas de cerdo, higado, salchichas y bacon) se puede
detectar la rancidez a partir de niveles de 0,50 mg MDA/Kg (Sheard et al., 2000);
mientras que si nos fijamos en alimentos con una tendencia extrema a la oxidacion,
como el pescado, éste no debe superar los 4 mg MDA/Kg para poder ser aceptado
(Bello & Gil Rivas, 1992). Considerando que el perfil de composicion de acidos grasos
del licuado de soja se podria aproximar al del pescado por su alto contenido de 4cidos

grasos insaturados, los valores obtenidos de equivalentes de MDA en el licuado (0,66
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mg/L, el mas elevado) parecen bastante reducidos. En principio, cabria esperar que
estos niveles fueran aceptables y no perceptibles por el consumidor, ya que en la
evaluacion sensorial del licuado de soja tratado por UHPH (datos no mostrados), los
participantes en el panel de cata no manifestaron la percepcion de aromas relacionados
con procesos de oxidacion, mas alla del tipico flavor de soja. Incluso, manifestaron que
en comparacion con el licuado UHT de referencia, los tratados por UHPH resultaron

mas agradables al paladar, en términos de flavor.

4.1.12. Determinacion de la actividad de los inhibidores de tripsina.

Los inhibidores de tripsina (IT) son polipéptidos que forman complejos estables con la
tripsina, obstruyendo sus enlaces y distorsionando sus acciones enzimaticas. La
actividad residual de los IT se expresd en porcentaje a partir del valor de actividad
obtenido en el PB. La evaluacion del efecto de los distintos tratamientos sobre la
reduccion de la actividad de los IT mostr6é que los licuados de soja tratados por UHPH
se comportaron, en general, de manera muy semejante, no observandose diferencias
significativas (p<0,05) entre ellos (Tabla 12). Sin embargo, el tratamiento mas intenso,
300 MPa, 50°C, 15 s mostr6 una actividad residual algo inferior al resto de los
tratamientos UHPH (66,88%), lo que apuntaria a que el incremento de la intensidad del
tratamiento térmico fue el factor que afectd principalmente a la inactivacioén de los IT y
no tanto la accion mecénica de la alta presion. Es sabido que los IT son estables a
temperaturas por debajo de los 80°C (Griffiths, 1984) y, ademas, es dificil eliminar al
100% su actividad residual, debido a que se requiere de tiempos muy prolongados
(Kwok et al., 2002). El tratamiento UHT es el proceso mayoritariamente utilizado para
lograr una elevada inactivacion, consiguiéndose alcanzar un 90-93% de inactivacion
(Kwok et al., 1995; Kwok et al., 2002), valores que fueron similares a los obtenidos en

este estudio.

No existe literatura disponible acerca de la reduccién de la actividad de los IT en
licuados de soja tratados por UHPH, aunque se ha observado que a altas presiones
isostaticas se puede alcanzar un 90% de inactivacion de los IT con temperaturas de entre
77 y 90°C, utilizando presiones de entre 750 y 525 MPa, durante un tiempo de menos de

2 minutos. Con presiones de 600 MPa a 60°C, se alcanza una actividad residual del 60-
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70%, sin embargo al elevar la presion a 800 MPa, la inactivacion no aumenta, por lo
que los autores del estudio sefalan que la temperatura es un factor determinante para la
inactivacion de los IT (Van der Ven et al., 2005). Esta referencia, como base, aunque no
sea completamente comparable con nuestro estudio, puede servir de orientacion para
comparar el efecto de una tecnologia en la que también se combina el efecto de la alta
presion con el de la temperatura. Asi, los resultados de inactivacion fueron parecidos a
los obtenidos en los productos tratados a 300 MPa, 50°C, 15 s, es decir, en el
tratamiento en que se mantuvo durante mas tiempo una mayor temperatura, gracias a la
combinacion de temperatura de entrada y la presion aplicada y temperatura retenida
durante 15 s. Aumentando la presion o la temperatura de entrada, es posible que se
pudiera conseguir un mayor porcentaje de inactivacion de los IT, por supuesto, bajo

condiciones de retencion.

4.1.13. Estimacion de digestibilidad de proteina in vitro.

Las curvas de digestibilidad in vitro de los licuados de soja tratados aparecen en la
figura 10. Estas se obtuvieron mediante la incubacion de los licuados de soja a 37°C
durante 10 min en presencia de diferentes enzimas digestivas. Todos los productos
revelaron un comportamiento semejante frente a la accion de las enzimas utilizadas en
el ensayo, manifestando una elevada digestibilidad, a excepcion del PB, en el que fue
inferior (p<0,05) comparada con la del resto de los licuados. Los productos tratados por
UHT vy los obtenidos por UHPH a presiones de 300 MPa 50°C, 15 s manifestaron un
comportamiento semejante, alcanzando los valores finales de pH mas bajos. En general,
los licuados tratados a 300 MPa, presentaron valores ligeramente mas bajos de pH que

los tratados a 200 MPa, lo que indicaria una mayor digestibilidad de los primeros.

Se sabe que uno de lo principales efectos del tratamiento UHT en el licuado de soja es
la destruccion de los factores antinutricionales con la consiguiente mejora de la
digestibilidad de la proteina (Kwok & Niranjan, 1995), situacion que también se
observo en el licuado tratado por UHT de nuestro estudio, con una baja actividad
residual de los IT y, por tanto, una buena actividad de la tripsina, que se traduce en una
elevada digestibilidad. Sin embargo, la elevada digestibilidad de los licuados de soja

sometidos a UHPH no se correlaciona con la mayor actividad residual de los IT de los
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licuados UHT. De hecho, ¢l estudio realizado por Ikeda et al. (1995) en habas de soja,
demostrd que no existe correlacion significativa entre la digestibilidad de la proteina
estimada in vitro y sus niveles de actividad inhibitoria contra la tripsina y o-
quimotripsina. Por otro lado, hay que tener en cuenta que el tratamiento térmico per se
ya aumenta la digestibilidad, gracias a la desnaturalizacion y la apertura de la estructura
de las moléculas de proteina, que aumenta la accesibilidad de la enzima proteolitica
(Kwok & Niranjan, 1995; Liu, 1999). En estudios sobre proteinas de soja tratadas por
UHPH, se ha observado que, a diferentes niveles de presion, se produce un
desdoblamiento parcial o una total desnaturalizacién, provocados por el efecto
combinado de la alta velocidad de cizalla en la valvula de presion y el aumento de la
temperatura (Desrumaux & Marcand, 2002; Floury et al., 2002a). En el presente trabajo
también se observo desnaturalizacion parcial y total de las proteinas al aplicar presiones
de 200 y 300 MPa, respectivamente, lo que explicaria la elevada digestibilidad de los
licuados UHPH a pesar de la actividad residual de los IT.
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Figura 10. Curvas de digestibilidad in vitro (variacion de pH vs tiempo) de licuados de
soja PB, UHT y UHPH.
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4.2. Estudio de la coagulacion.

4.2.1. Evolucién del pH y de la acidez durante la fermentacion.

La fermentacion del licuado de soja por parte de las bacterias acido lacticas es efectiva
para reducir el flavor tipico de la soja y se han utilizado diferentes microorganismos y
métodos para obtener un buen producto gelificado de caracteristicas semejantes al yogur
(Cheng et al., 1990; Chou & Hou, 2000; Karleskind et al., 1991). La principal funcion
de las bacterias acido lacticas en el licuado de soja es la de producir acidificacion
gracias a la produccion de 4acido lactico a partir de los glicidos. Durante la
fermentacion, también se produce hidrélisis de las proteinas por parte de los
lactobacilos, lo que favorece el crecimiento de los estreptococos. (Garro et al., 1998;
Favaro Trindade et al., 2001; Wang et al., 2002; Omogpbai et al., 2005; Donkor et al.,
2007a). Por lo tanto, los parametros que describen el proceso fermentativo son
fundamentalmente la acidez valorable y el pH, que proporcionaran una descripcion del

proceso de fermentacion a lo largo del tiempo hasta alcanzar pH 4,6.

Esta evolucion se presenta en forma de curvas en la figura 11, donde se puede observar
que el producto AC (licuado tratado en autoclave a 121°C 15 min) fue el que presentd
un desarrollo mas marcado de la acidez y descenso del pH, en contraste con los licuados
de soja tratados por UHT y UHPH. Después de aproximadamente 5 h de fermentacion,
los productos AC y UHT alcanzaron pH 4,6, presentando valores de acidez de 0,59 y
0,50%, respectivamente, mientras que los productos tratados por UHPH alcanzaron este
valor de pH 2 h después, mostrando entre 0,44-0,51% de acidez. El intenso tratamiento
térmico (121°C 15 min) en el producto AC y, en menor grado, en el UHT contribuyeron
al desarrollo rapido de la acidez, debido a que el tratamiento por autoclave reduce la
presencia de oligosacaridos (estaquiosa y rafinosa) presentes en la soja, causando su
hidroélisis parcial (Jood et al., 1985) y, a la vez, una mayor desnaturalizacion proteica,
facilitando el desdoblamiento y disociacion de las globulinas que dan lugar a
subunidades mas pequefias de las mismas (Kwok et al., 1998; Ono et al., 1991). Por
ello, es posible que se obtuvieran glucidos y péptidos mas pequefios, que al estar mas
disponibles para los cultivos iniciadores, produjeran un desarrollo més rapido de la
acidez. Sin embargo, en los productos tratados por UHPH las condiciones de

tratamiento térmico fueron mucho mas suaves (Tabla 13), siendo el tratamiento a 300
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MPa con 50°C el que alcanzé la méxima temperatura, alrededor de 109°C, a su paso por
la valvula de alta presion. Ademas, el tiempo de residencia que alcanzaron todos los
productos tratados por UHPH después del paso de la valvula de alta presion, fue de
alrededor de 0,07 s, un tiempo muy inferior al de los tratamientos AC y UHT. Por lo

tanto, los cultivos iniciadores requirieron de mdas tiempo para hidrolizar los

oligosacaridos presentes en los licuados de soja tratados por UHPH.
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Figura 11. Curvas de acidez y pH durante la fermentacion de licuados de soja AC, UHT

y UHPH
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Tabla 13. Valores medios (+ d.e.) de temperatura de los licuados de soja

tratados por UHPH.

Tratamientos To (°C)* T, (°C)° T, (°C)°

200 MPa 40 (0,5) 89 (0,5 26,86 (1,6)
200 MPa 50 (0,7) 95 (2,5) 29,87 (1,0)
300 MPa 40 (0,6) 108 (2,0) 2820 (1,3)
300 MPa 50 (0,7) 109 (3,0) 30,60 (0,5)

 Temperatura de entrada del producto en el equipo UHPH, ° Temperatura del
licuado a la salida de la valvula UHPH, © Temperatura de salida de licuado tratado
por UHPH.

4.2.2. Propiedades de coagulacion.

Para conocer el comportamiento de la coagulacion de los licuados de soja se utilizé un
coagulometro (Optigraph®). Este equipo se basa en la atenuaciéon de la sefial NIR
emitida de forma continua durante la coagulacion a su paso a través de la muestra. Los
parametros de coagulacion se calcularon a partir de las curvas (Figura 12) obtenidas con
el coaguldémetro, siendo los siguientes: inicio de coagulacion (TC), que se obtiene por el
valor méximo de la primera derivada; velocidad o tasa de agregacion (TA) que fue
determinada por la pendiente de la region lineal de la curva; y densidad del entramado o
red del gel, que vino dada por la diferencia del valor de la sefial de voltaje final (S;) y el
voltaje inicial (Sp) en el comienzo de la coagulacion. Los valores obtenidos aparecen en

la tabla 14.
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Figura 12. Representacion general de curvas de coagulacion expresadas como

sefial de atenuacion en funcion del tiempo.

De manera general, el comportamiento de los productos AC, UHT y UHPH en cuanto a
las propiedades de coagulacion, fue significativamente diferente (p<0,05). El tiempo de
coagulacion del licuado AC se detecto alrededor de tres horas después del inicio de la
incubacion, teniendo en ese momento un pH de 4,99; mientras que los licuados de soja
obtenidos por UHT y UHPH presentaron menores tiempos de coagulacion y cifras
significativamente mayores de pH. En cuanto al parametro de velocidad de agregacion,
se observo que los valores de los licuados tratados por UHPH fueron menores en
comparacion con los licuados tratados por AC y por UHT. Esta misma tendencia se
manifestd para el indice de densidad del gel al finalizar la gelificacion. No se
encontraron diferencias significativas (p<0,05) entre los diferentes tratamientos UHPH

aplicados.

Para que comience el proceso de gelificacion, es necesario que se produzca
desnaturalizacion y desdoblamiento de la proteina, como pasos previos a la agregacion
y desarrollo de la red proteica (Boutin et al., 2007; Hua et al., 2005). Algunos principios
basicos pueden explicar el comportamiento observado sobre las propiedades de
coagulacion en los tratamientos aplicados; por un lado, el calentamiento del licuado de
soja provoca la desnaturalizacion, seguida de agregacion y polimerizacion de las
proteinas, en las que la reaccion de intercambio sulfidrilo-disulfuro juegan un
importante papel (Saio, 1979); por otro lado, dado que la proteina desnaturalizada por el
calor posee un exceso de carga negativa (Kohyama & Nishinari, 1993), los

hidrogeniones procedentes de la fermentacion acida neutralizan la carga neta de la
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proteina, promoviendo el desarrollo del gel, mediado mayoritariamente por

interacciones hidrofobicas y dando lugar a agregados proteicos de manera desordenada.

Segiin un estudio realizado sobre la aplicacion de la UHPH en relacion con las
propiedades de coagulacion acida a partir de leches desnatadas, la velocidad de
agregacion de las leches tratadas por UHPH mostré valores superiores respecto a la
leche desnatada control, y valores semejantes en el tiempo de coagulacion e indice
densidad del gel (Serra et al., 2008a). Los autores sefialaron que el comportamiento de
las propiedades de gelificacion depende principalmente del nimero potencial de
interacciones proteina-proteina durante la formacion del gel y, que al mismo tiempo,
estas interacciones podrian depender de los cambios en las particulas y las moléculas

dispersas, inducidos por el tratamiento aplicado al producto antes de la elaboracion del

yogur.

Considerando esto, es posible que antes de iniciarse la coagulacion, el licuado de soja
AC ya contara con la presencia de agregados, ya que las altas temperaturas inducen la
disociacion, desnaturalizacion y, subsecuentemente, la agregacion de las proteinas de la
soja (Sorgentini et al., 1995), presentando asi una elevada carga negativa que favorece
la repulsion entre proteinas y, por tanto, haciendo mas lento el proceso de gelificacion.
Unicamente cuando una cantidad suficiente de protones procedentes de la fermentacion
neutralizan el exceso de carga negativa comenza el desarrollo de la red proteica
mediante interacciones hidrofobicas. Por el contrario, en los licuados de soja tratados
por UHPH y en un grado menor, los tratados por UHT, la superficie activa para la
formacion del gel fue considerablemente mas alta. Esto es debido a que cada pequefia
gota de grasa generada en el proceso de homogeneizacion presentd un buen
recubrimiento proteico, con lo que actuaron, a efectos practicos, como si se tratara de
particulas proteicas, a las que hubo que sumar ademas las proteinas dispersas en la fase
continua. Por otra parte, el grado de desnaturalizacion de los licuados UHPH y UHT fue
mas bajo que el de los AC, por lo cual la carga negativa se encontrd disminuida en los
primeros, lo que permitid que con una menor concentracion de hidrogeniones, se

produjera la formacion de los geles y se iniciara con anterioridad a los licuados AC.
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Tabla 14. Parametros de coagulacion y valores de pH y acidez titulable (%) al tiempo de coagulacion (TC) de licuados de soja tratados por AC,

UHT y UHPH (promedio + d.e).

Propiedades de coagulacion

Tratamientos TC Acidez a TC

(min)

(mA min )

Tasa de agregacion Red de Gel pHaTC
indice de densidad (mA)

(% acido lactico)

AC

UHT

200 MPa 40°C"
300 MPa 40°C'
200 MPa 50°C"
300 MPa 50°C'

183,26 (0,34)
170,26 ™ (0,31)
160,35 **4(0,21)
175,03 ** (0,31)
153,79 ¢ (0,10)
153,244 (0,13)

1,25 (0,30)
0,80 ° (0,09)
0,55 °(0,13)
0,57 °(0,12)
0,57 °(0,12)
0,50 © (0,09)

46,07 * (4,31)
44,56 * (3,03)
31,85°(4,16)
30,84 ° (5,36)
32,67 °(5,08)
27,69 ° (2,94)

4,99 ¢ (0,17)
540° (0,09)
6,00* (0,35)
5,65 (0,33)
5,94 % (0,20)
5,92 °(0,20)

0,417 (0,03)
0,29° (0,01)
0,24° (0,02)
0,24°¢ (0,01)
0,26 ™ (0,02)
0,26 ™ (0,02)

*d Distintos superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05), ! Temperatura de entrada en los tratamientos UHPH.
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En relacién a la tasa de agregacion, los licuados AC y UHT presentaron valores
mayores que los UHPH. Esto podria ser debido principalmente a que en los primeros,
que presentaron mayor desnaturalizacion proteica, hubiera una mayor tendencia a la
interaccion de tipo hidrofobico, aunque pudieron intervenir también otras fuerzas
diferentes (Van der Waals, electrostaticas) actuando sobre el rapido desarrollo del gel
(Kulmyrzaev et al., 2000); asimismo, la temperatura de incubacion (45°C) que se aplico
también pudo contribuir a la velocidad de agregacion, y al mismo tiempo, a la
estabilizacion de las fuerzas, especialmente las hidrofobicas que se ven favorecidas a las
temperaturas utilizadas durante la fermentacion. Por el contrario, los menores valores de
velocidad de agregacion encontrados en los geles de los productos tratados por UHPH,
se podrian atribuir a una alta contribucion de puentes de hidrogeno para formar el gel,
ya que en estos la desnaturalizacion proteica fue menor. De este modo, la temperatura
de incubacioén no favorecié la formacion de este tipo de interacciones, que como es
sabido, requiere temperaturas bajas para su estabilizacion. Estos geles ademas,
mostraron un indice de densidad del gel més bajos comparados con los licuados
obtenidos por AC y por UHT. A pesar de esto, cuando los geles fermentados alcanzaron
pH 4,6 y se almacenaron en la cdmara de refrigeracion a 4°C durante 24 horas, las
interacciones puente de hidrogeno, estabilizadas en estas condiciones, proporcionaron
geles fuertes comparados con los geles de los productos AC y UHT, detalle que se

comentara mas adelante.

4.2.3. Determinacion de microestructura.

Mediante microscopia confocal se obtuvieron imagenes de la estructura de los geles de
los yogures de soja tras 24 horas en refrigeracion. En la figura 13 se puede ver la tincion
diferencial de los globulos de grasa frente al fondo verde que constituyo la red proteica.
En los yogures de soja provenientes del licuado AC, se pudieron distinguir muchos
glébulos grasos de diversos didmetros distribuidos heterogéneamente, mientras que en
los UHT, se observaron globulos grasos de menor diametro, y a la vez, huecos de
diferentes tamafios y con formas irregulares, dispersos en la matriz proteica. Por otro
lado, en los yogures de soja obtenidos a partir del producto tratado por UHPH, se
aprecian escasos globulos de grasa de diversos diametros, y existe una predominancia

de superficie proteica en la que se ocultan pequeiias microgotas retenidas en la red. A la
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vez, se pudo observar algunos globulos grasos aislados y/o unidos de gran tamafio,
posiblemente, resultado de la coalescencia de dos o mas gotas de grasa.

Los huecos que se aprecian en el yogur de soja elaborado con el licuado tratado por
UHT, estan constituidos por agua atrapada entre la red proteica. Al parecer, el gran
tamafo de los globulos grasos de los yogures de soja AC no permitié que quedaran
estos huecos ya que, posiblemente sirvieron de relleno de los mismos proporcionando
por tanto, una matriz mas compacta que la observada en el producto UHT. En los
yogures de soja elaborados con el producto tratado por UHPH, la agregacion de las

proteinas y los gldébulos de grasa dio lugar a una matriz mas homogénea y compacta.

101m 101m

200 MPa 40°C 10pm 200 MPa 50°C 10pm

300 MPa 40°C 10pm 300 MPa 50°C 10pum

Figura 13. Microestructuras de yogures de soja elaborados con licuados AC, UHT y
UHPH. Las diferentes estructuras marcadas corresponden a la matriz proteica (mp),

globulo graso (gg) y agua atrapada (aa.).
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4.2 4. Determinacion de textura.

La textura juega un papel importante en la aceptacion global del alimento, y se puede
evaluar por métodos sensoriales o instrumentales. En este estudio, se realiz6 el analisis
de la textura mediante un ensayo de puncion en los yogures de soja, los cuales se
analizaron inmediatamente después de sacarlos de la cdmara de refrigeracion. En esta
parte del estudio, se pretendié conocer como afectaba el tratamiento aplicado al licuado
de soja posteriormente al estudio de la coagulacion, ya que ésta se produce en
incubacién a 45°C, unas condiciones muy distintas de temperatura a las que el producto
es consumido tras la estabilizacion del gel en refrigeracion. Por ello, los geles obtenidos
fueron almacenados en refrigeracion durante 24 h antes de realizar la evaluacion de la
textura. En la figura 14 aparecen las curvas fuerza-distancia, que muestran el
comportamiento mecanico a la rotura macroscopica cuando se aplica una fuerza de
puncién con un sensor cilindrico sobre la superficie de los sogures. Los resultados
obtenidos mostraron que los geles elaborados con el producto UHT, seguidos por los
AC, presentaron muy baja capacidad de deformacion y una escasa fuerza del gel, es
decir, mostraron una gran debilidad de la estructura interna. Sin embargo, los tratados
por UHPH presentaron unas excelentes propiedades de textura, con una deformabilidad
marcada y elevada fuerza del gel, yendo estas propiedades en aumento con el

incremento de la presion aplicada.

Las diferencias de textura entre los sogures obtenidos a partir del licuado de soja tratado
por UHPH y UHT, coinciden con las imdgenes de microestructura mostradas
anteriormente, en donde los primeros presentaron una red extremadamente homogénea,
con las pequetias gotas de grasa integradas en la matriz proteica, lo que hizo posible la
deformacion de la red pero, al mismo tiempo, permitié experimentar una alta fuerza del
gel. Sin embargo, en los sogures UHT, el agua atrapada en la matriz proteica contribuyd
en gran parte a la debilidad del gel, ya que la presencia de grandes espacios con agua en
el seno de la red fue posiblemente responsable de la escasa resistencia a la penetracion
de la sonda en el gel. A pesar de que el yogur de soja del producto tratado por AC
también mostrara una matriz proteica compacta a causa de las interacciones
hidrofobicas, los grandes globulos de grasa presentes en la estructura posiblemente
participaron obstaculizando la continuidad de la red proteica responsable en gran

medida de las caracteristicas de firmeza y por lo tanto, pudieron influir
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considerablemente en la deformacion, dando un gel mas firme que el UHT pero débil en
definitiva; ademas, retomando los resultados de la tasa de agregacion relativamente alta
observada durante el estudio de las propiedades de coagulacion, es posible que en este
tipo de sogur se desarrollara la formacion de grandes agregados, dando lugar a una

estructura proteica mas grosera y desordenada que la obtenida en los sogures UHPH.

Por otro lado, los yogures de soja UHPH a 300 MPa, a ambas temperaturas de entrada,
presentaron mayor firmeza y deformabilidad que los de 200 MPa. Cabe resaltar que en
el estudio del licuado de soja, al aplicar presiones de 300 MPa, se presentaron
microgotas de grasa dentro de agregados de proteinas; es posible, que al estar
intimamente ligados, este fendmeno de agregacion proporcionara un elevado namero de
interacciones, generando asi la extrema homogeneidad de la matriz proteica y alta
fuerza del gel. En un estudio anédlogo realizado en yogur obtenido a partir de leche
tratada por UHPH, Serra et al. (2007) observaron un comportamiento similar; los
autores indicaron que los agregados de proteina-grasa que se formaron en la leche al
aplicar la presion a 300 MPa, pudieron actuar como puntos de union proporcionando
fortaleza a la red, dado que estos se hallaron integrados en ella con un alto grado de
interaccion. Ademads, es sabido que las temperaturas bajas propician la dureza de la
grasa, por lo tanto, al refrigerar los yogures de soja a 4°C, los pequenos glébulos grasos
que se encontraban distribuidos homogéneamente en la matriz proteica, estaban en un

estado altamente solido, contribuyendo a las mencionadas caracteristicas de textura.
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Figura 14. Curvas de fuerza-distancia de yogures de soja elaborados con licuados AC,

UHT y UHPH, después de 24 horas de almacenamiento en refrigeracion a 4°C.

La firmeza de los geles vino dada por la fuerza méxima alcanzada en las curvas fuerza-
distancia, y permitio valorar la magnitud de las diferencias entre los sogures. En la
figura 15 se muestra que todos los yogures de soja elaborados con el licuado en sus
distintos tratamientos se comportaron de forma diferente, y se corrobora con la
tendencia a la deformacion en las curvas de fuerza-distancia mostradas anteriormente.
En los sogures obtenidos a partir del producto tratado por UHPH, se observa una
tendencia al aumento de la firmeza del gel en proporcion directa con el aumento de la
presion-temperatura aplicadas, a excepcion del tratamiento mas severo de UHPH (300
MPa 50°C), en el que esta tendencia se interrumpe. Es este caso, hubo un mayor grado
de desnaturalizacion de las proteinas que en el tratamiento 300 MPa, 40°C y, por lo
tanto, tuvo lugar mayor grado de interacciones hidrofobicas durante la coagulacion, que
influy6 en la consolidacion de la red gelificada. Sin embargo, como se mencion6 en el
apartado de coagulacion, la mayor proporcion de puentes de hidrogeno en los sogures
UHPH, jug6 un papel importante en la estabilidad y fortaleza de la red del gel una vez

formada ya que, durante el enfriamiento, los contactos hidrofébicos llegan a ser mas
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débiles y los puentes de hidrogeno mas fuertes progresivamente (Bryant &

McClements, 1998; Haque et al., 2001)

OAC mUHT 0O200MPa40°C @200 MPa50°C m300MPa40°C 0300 MPa50°C

a
Tb
4 - 1
—~ [
Z 1
Td
43 9
¢
L f
) ]
Tratamientos

Figura 15. Firmeza de yogures de soja elaborados con licuados AC, UHT y UHPH,
analizada 24 horas después del almacenamiento en refrigeracion. Distintos superindices

indican diferencias significativas entre tratamientos (p< 0,05)

4.2.5. Capacidad de retencion de agua.

Un parametro de calidad importante del yogur es la capacidad de retencion de agua
(CRA), ya que estd relacionado con la sinéresis o expulsion de la fase acuosa por
retraccion del gel durante el enfriamiento, fendmeno indeseable en este tipo de
productos. La sinéresis es un reflejo de inestabilidad intrinseco de los geles y puede
producirse después de un periodo largo de almacenamiento, a consecuencia de la
difusion pasiva (Sanderson, 1990). La CRA fue valorada como el % de agua retenida
después de la centrifugacion de los yogures de soja y se presenta en la figura 16. Se
aprecia que todos los yogures de soja presentaron una sinéresis baja, con un intervalo

entre 2 y 7% de suero expulsado, salvo en el sogur elaborado con el licuado de soja
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tratado por UHT, que presentd porcentajes mayores, de entre 13 y 19% de suero
expulsado. A modo orientativo, lo valores proporcionados por la bibliografia en
referencia a la CRA de yogures de soja, muestran valores de entre 4 y 16% de suero
expulsado en yogures de soja elaborados con licuado tratado a 95°C, 15 minutos
(Kovalenko & Briggs, 2002). Por otra parte, Yazici et al. (1997) encontraron cantidades
de suero expulsado de 9,75 a 13,5% en sogures preparados con licuado de soja tratado
con temperaturas de entre 85-90°C, 15 min y que fue pasteurizado posteriormente a

65°C durante 30 min.

Kovalenko & Briggs (2002) mencionan que los geles de proteina de soja con elevado
numero de cadenas (o estructuras mas desarrolladas), tienen mas habilidad para atrapar
el agua dentro de su red tridimensional; también indicaron que el tratamiento térmico
provoca mayor grado de desplegamiento y uniones disulfuro, lo que facilita la
interaccion para producir una red fina con espacios pequefios, en la que se encuentra el
agua atrapada. Es probable que en los yogures de soja AC se produjera una situacion
parecida, con un alto nimero de interacciones por el mayor grado de desnaturalizacién
de la proteina. En relacion a los yogures de soja elaborados con el licuado tratado por
UHT, que mostraron una red débil, seguramente el agua atrapada mas débilmente en el
gel fue expulsada con mas facilidad, pues los sogures que presentan un gel débil, son
mas sensibles a la sinéresis por el potencial aumento de reorganizaciones de la red (Lee

& Lucey, 2003).

Respecto a los yogures UHPH, Serra et al. (2007) observaron que la aplicacion previa
del tratamiento UHPH a la leche, dio lugar a yogures que tienden a retener mas agua en
contraste con los yogures elaborados con leche homogenizada y pasteurizada
convencionalmente (90°C, 90s) y con leche fortificada con un 3% de leche en polvo
desnatada. En este sentido, el tratamiento UHPH produjo, en comparacién con los
tratamientos térmicos convencionales una desnaturalizacion moderada que junto a la
elevada reduccion de tamano de particulas, permitieron la formacion de una fina red

homogénea con alta capacidad de retencion de agua.
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Figura 16. Porcentaje de agua retenida de yogures de soja elaborados con licuados AC,
UHT y UHPH, tras 24 h de almacenamiento en refrigeracion. Las letras diferentes sobre

las barras indican diferencias significativas entre las muestras (p< 0,05).

4.2.6. Evaluacion sensorial del yogur de soja

La evaluacion sensorial es la identificacion, analisis e interpretacion de las propiedades
(atributos) de un producto que se perciben a través de los sentidos (Fisher & Scott,
1997). Con el fin de conocer posibles diferencias y aprobacion de los yogures de soja
elaborados con licuados tratados por UHPH, se llevo a cabo una prueba de aceptacion.
Se presentaron a los catadores 3 yogures de soja, de los cuales uno fue elaborado con
licuado tratado por UHT y los otros dos con licuados UHPH, a presiones de 200 y 300
MPa a una temperatura de entrada de 40°C. Intervinieron 35 catadores, los cuales
indicaron el grado de preferencia en una escala de 5 intervalos. El andlisis de
frecuencias mostrd que el 38,57% de los catadores prefirieron el yogur de soja tratado
por UHPH a 200 MPa; el 37,14 %, el de 300 MPa; y el 24,29%, el UHT (Figura 17).

Aparentemente, los participantes prefirieron el yogur de soja tratado por UHPH a 200
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MPa. Sin embargo el analisis estadistico indico que los niveles de preferencia entre los
tratamientos UHPH no fueron diferentes significativamente, mientras que el yogur de
soja elaborado con el licuado UHT fue significativamente distinto (p<0,05) siendo, por

lo tanto, el de menor preferencia.

Cabe mencionar que casi el 50% de los catadores respondieron que no estaban
familiarizados con el licuado de soja y so6lo el 36% de ellos respondieron que les
agradaba este producto. Asimismo, estos catadores proporcionaron informacién general,
en donde mencionaron que los yogures de soja elaborados con el producto tratado por
UHPH presentaron una agradable textura, mayor firmeza, mayor acidez y eran mas

amarillos; asi como una menor intensidad en astringencia, sabor y olor a soja.
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Figura 17. Porcentaje de preferencia de yogures de soja elaborados con licuados de soja
UHT y UHPH. **Distintos superindices indican diferencias significativas (p< 0,05)

entre tratamientos.
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4.3. Estudio de almacenamiento del yogur de soja.

4.3.1. Composicién quimica.

Los valores promedios de composicion de los yogures de soja correspondientes al dia 1
de almacenamiento fueron: 4,11% + 0,33 de proteina; 0,98% =+ 0,15 de grasa; 2,31% +
0,60 de glucidos; 0,44% =+ 0,10 de cenizas y 7,83% + 0,40 de extracto seco. Estudios
realizados por Favaro Trindade et al. (2001) mostraron resultados similares en sogures
elaborados con licuado de soja homogenizado a 17 MPa y fermentado en las mismas
condiciones, obteniendo un contenido en grasa ligeramente y un menor contenido de

glacidos.

4.3.2. Evolucién de pH y acidez del yogur de soja durante el almacenamiento.

Uno de los principales problemas de calidad del yogur es que durante el periodo de
distribucion y venta, el producto puede desarrollar una acidez excesiva, por lo que se
estudio la evolucion de los parametros de pH y acidez a lo largo de su vida util. Los
resultados se presentan en la tabla 15. El intervalo de pH durante la evolucion de los
yogures a lo largo del almacenamiento se situ6 entre 4,62-4,67, el dia 1, y 4,58-4,61, el
dia 28. No se encontraron diferencias entre los distintos tipos de yogur de soja a lo largo
del almacenamiento, excepto en el de licuado tratado a 200 MPa, 50°C, que mostré un
pH ligeramente superior un dia después de la elaboracion, aunque no llegé a traducirse
en diferencias en la acidez. A los 28 dias, todos los sogures, excepto el de licuado
tratado a 300 MPa 50°C, mostraron una muy ligera disminucion de pH pues, aunque
significativa, no super6 las 0,06 unidades y solo en los sogures de licuado tratado a 200

MPa 50°C se tradujo en un aumento de la acidez.

En general, los distintos tratamientos no causaron diferencias de acidez entre muestras,
hallandose ésta entre 0,42-0,44%, el primer dia y entre 0,44-0,47 % el dia 28. Si se
observé un ligero aumento de la acidez a lo largo del almacenamiento en los yogures de
licuados de soja tratados a 200 MPa 50°C y 300 MPa 50°C. La post-acidificaciéon es un
fendbmeno causado por la actividad metabolica de L. delbrueckii spp bulgaricus, a

temperatura de refrigeracion, sobre los azicares residuales (Zourari et al., 1992;
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Weinbrenner et al., 1997), y puede dar lugar a una disminucion del pH hasta valores de
3,5. Estos valores en ninglin caso se alcanzaron en nuestro estudio, ya que el pH nunca
fue inferior a 4,58, y estos son mdas aceptable para su consumo. En este sentido,
Weinbrenner et al. (1997) sefialan que los yogures con pH 4,2 - 4,3, son todavia de alta
calidad para consumirse, manteniendo una elevada viscosidad, sabor y aroma

apropiados.
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Tabla 15. Evolucion de pH y acidez titulable (%) de yogur de soja elaborado con licuados tratados a 95°C, 15 min y por UHPH.

Dias de almacenamiento a 4°C

Tratamientos 21 28

pH AT pH AT pH AT pH AT pH AT
95°C 15 min 4,62 +0,06™  0,44+0,01™ 4,61 +£0,06™ 0,48 +0,03" 4,60 +0,09™ 0,47 +0,05™ 4,59 +£0,06™ 0,47 +0,05™ 4,58 £0,04” 0,47 £ 0,04™
200 MPa 50°C 4,67+0,01™ 0,42+0,01% 4,65+0,01% 0,45+ 0,05 4,63 £0,03%* 0,44 +0,04™ 4,61 +0,02* 0,47 +0,05™ 4,61 +£0,02** 0,47 +0,04™
300 MPa 50°C 4,64 +0,03"™ 0,42 £0,027 4,62 +0,05™ 0,45 £ 0,04™ 4,62+ 0,05 0,45+0,04™ 4,60 £ 0,02 0,47 +0,04™ 4,61 £0,02* 0,47 +0,04™
300 MPa 50°C, 15 s 4,63 +0,07™  0,42+0,01™ 4,62 +0,09™ 0,43 +0,02* 4,61+0,09" 0,44 +£0,03* 4,58 £0,097 0,43 +0,04™ 4,60 = 0,06™ 0,44 £ 0,03™

**Distintos superindices en la misma columna indican diferencias significativas entre tratamientos de un mismo dia (p < 0,05).; **distintos superindices en la misma linea indican diferencias significativa en un mismo
tratamiento a lo largo del almacenamiento (p < 0,05).



Resultados y discusion

4.3.3. Comportamiento de los microorganismos durante el almacenamiento.

Antes de elaborar los yogures de soja, se realiz6 el andlisis microbioldgico del licuado
PB, para el que se obtuvieron valores de recuento total de 4,90 = 0,36 log UFC/ml y
1,93 £ 0,80 log UFC/ml de enterobacterias. Después de aplicar los tratamientos de ésta
etapa del estudio, los resultados de recuento total fueron de: 1,50 + 0,40; 1,97 + 0,15;
1,66 £ 0,60 y 1,70 = 0,10 log UFC/ml, correspondientes a los tratamientos de 95°C, 15
min; 200 MPa 50°C; 300 MPa 50°C y 300 MPa 50°C, 15 s, respectivamente,
alcanzandose reducciones cercanas o ligeramente superiores a las 3 unidades
logaritmicas. En ninguno de los licuados tratados se detectd la presencia de

enterobacterias.

En los yogures de soja del dia 1 no hubo diferencias significativas entre los recuentos
alcanzados en las distintas muestras para cada especie, aunque se constatd que S.
thermophilus alcanz6 un recuento superior al de L. bulgaricus (Figura 18). Este
comportamiento tiene sentido, ya que, en la mezcla comercial de los cultivos iniciadores
la proporcion del S. thermophilus es ligeramente mayor, con el fin de prevenir la
produccion excesiva de acidez en el yogurt (Weinbrenner et al., 1997). Como esta
ampliamente descrito, la interaccion de los cultivos iniciadores en el yogur es compleja,
describiéndose su comportamiento como simbiotico, ya que se favorecen mutuamente.
El crecimiento de S. thermophilus se beneficia de los aminoacidos y péptidos de las
proteinas hidrolizadas por L. delbrueckii spp bulgaricus, y el crecimiento de éste es
estimulado a la vez por el acido férmico y CO,, entre otros compuestos, producidos por
S. thermophilus. Algunos autores han observado que S. thermophilus crece mejor en el
licuado de soja que el L. bulgaricus (Farnworth et al., 2007; Karleskind et al., 1991),
como sucede en nuestro estudio, aunque en nuestro caso el crecimiento fue suficiente
para obtener un pH de 4,6 en un tiempo de 5 h, muy inferior al descrito por Farnworth

et al. (2007) que requirid hasta 10 h de incubacion para alcanzar pH 4,6.

Durante el almacenamiento, el recuento de ambos microorganismos fue disminuyendo
progresivamente. En el caso de S. thermophilus, el descenso fue muy gradual, inferior a
1 unidad logaritmica y muy similar en todas las muestras. A los 28 dias de
almacenamiento a 4°C no se detectaron diferencias entre los recuentos de los 4 tipos de

sogur.
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En cambio, la disminucion de los recuentos de L. delbrueckii spp bulgaricus fue mas
acentuada, sobre todo a partir de los 21 dias de almacenamiento y, en el caso de los
yogures de licuado tratado a 95°C 15 min, superd las 2,5 unidades logaritmicas. Al final
del estudio se observaron diferencias significativas entre este ultimo y el procedente de
licuado tratado a 300 MPa 50°C 15 s, que mostro el recuento final mas elevado,
probablemente debido al extrafio comportamiento que se detectd el dia 21 de analisis, en

que el recuento aumentd de forma significativa para volver a disminuir después.

Distintos autores han observado pérdidas de viabilidad de L. bulgaricus durante el
almacenamiento. En yogur Lanciotti et al. (2004a) sefialan una reduccion de 1 unidad
logaritmica y Damin et al. (2008); y Gueimonde et al. (2003) sefialan disminuciones
similares a las observadas en nuestro estudio. Uno de los factores que puede afectar a la
viabilidad de L. bulgaricus es la presencia de oxigeno disuelto (Damin et al., 2008;
Rochat et al., 2006) ya que no dispone de las enzimas necesarias (catalasa, peroxidasa,
superoxido dismutasa) para eliminar el peroxido de hidrogeno u otros compuestos
causantes de estrés oxidativo que la misma bacteria puede producir, causando la
detencion del crecimiento (Rochat et al., 2006; Van de Guchte et al., 2001). En
cualquier caso, los recuentos finales de bacterias vivas en nuestro producto fermentado
superan las 7 unidades logaritmicas, uno de los requisitos establecidos en la norma de

calidad del yogur tradicional.

La disminucion de la poblacion de L. bulgaricus explicaria la casi nula post-

acidificacion que se observa al final de la vida util del producto.
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Figura 18. Supervivencia de los cultivos iniciadores en el yogur de soja elaborados con licuados tratados a 95°C 15 min y por UHPH
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4.3.4. Microestructura de los yogures de soja.

Se obtuvieron imagenes mediante microscopia confocal de los yogures de soja, que
revelaron el grado de interaccion entre la grasa y la proteina y las fracciones proteina-
proteina a los dias de estudio 1, 7, 14, 21 y 28. Se seleccionaron las de los dias 1 y 28,
que se muestran en la figura 19. En estas micrografias se muestra la matriz proteica de
los geles con tincion fluorescente que, como contribuyente mayoritario a la formacion
de la red del gel, es la fraccion que proporciona informacion mas detallada sobre su
estructura. En las imagenes del dia 1, en los yogures de soja elaborados con licuado
tratado a 95°C, 15 min, se pudo observar facilmente la grasa a pesar de no haberse
utilizado tincion especifica para ella, pues migrd a la superficie del gel durante el
proceso de fermentacion. En este tratamiento se pudieron observar el gran numero y
elevado tamano de los globulos grasos. Por el contrario, estos no fueron facilmente
visibles en los sogures UHPH, pues permanecieron dentro de la red proteica. En
general, el tratamiento UHPH proporciono6 una red proteica densa y homogénea aunque
algo distinta entre tratamientos. Las muestras procedentes de licuados tratados a 300
MPa 50°C, tuvieron una estructura mas compacta, comparadas con las de licuado
tratado a 200 MPa 50°C. El tratamiento a 300 MPa 50°C, 15 s mostrd un aspecto similar
pero con una estructura ligeramente mas abierta, en la que se pueden observar pequenos
espacios, en negro, donde el agua estd atrapada. El comportamiento de estos geles fue
muy similar a los obtenidos en el estudio de coagulacion y el tratamiento a 95°C 15 min
dio lugar a un sogur comparable al obtenido con el tratamiento AC aplicado en aquel

estudio.

El dia 28 se observd, en todos los casos, una compactaciéon de la estructura,

probablemente debida al efecto de la sinéresis.
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Figura. 19. Micrografias de la matriz proteica de yogures de soja elaborados con
licuados tratados a 95°C, 15 y por UHPH, correspondientes a los dias 1 y 28 de

almacenamiento a 4°C.
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4.3.5. Propiedades viscoelasticas.

Las caracteristicas de viscoelasticidad de los geles tales como los sogures pueden
describirse mediante los pardmetros G' (m6dulo de almacenamiento), relacionado con
los fenémenos moleculares de naturaleza elastica; G" (modulo de pérdida) relacionado
con el caracter viscoso; Tan 0, que corresponde a G"/ G', en el que los valores cercanos
a 0 indican un comportamiento mas solido y G* (modulo complejo), que corresponde a
(G*+ G")". En la figura 20 se muestran las curvas de barrido de frecuencia de los
yogures de soja, correspondientes a los dias 1 y 28 de almacenamiento en refrigeracion.
Los valores de G' fueron siempre mas altos que los de G", indicando el caracter
predominantemente sélido de los yogures de soja. El comportamiento de G' y G" esta
relacionado con el nimero y la fuerza de las interacciones responsables de la red del gel
(Lucey & Singh, 1998). Se observo que los yogures de soja elaborados con el producto
tratado a 95°C, 15 min mostraron menores valores de G' respecto a los tratados por
UHPH, esto es debido a que estos ultimos presentaron mas interacciones proteina-
proteina y proteina—grasa, mientras que los de 95°C 15 min, presentaron una red
desordenada, debido a los gldbulos de grasa dispersos en la red proteica. Ademas, los

tratados a 300 MPa 50°C, 15 s presentaron un incremento adicional del valor G'.

Los valores de Tan 0 resultaron similares para todos los tratamientos (Tabla 16). A lo
largo del almacenamiento este valor sufri6 una pequeia disminucioén, que fue solo
significativamente diferente (p<0,05) entre el primer y el ultimo dia en los yogures de
soja elaborados con licuados tratados a 200 MPa 50°C y 300 MPa 50°C. Los valores
promedio de Tan 6 para todos los yogures de soja fueron de 0,224 + 0,005 para el dia 1
y 0,215 £ 0,007 para el dia 28, indicando que los cambios en la estructura del gel fueron

muy leves.
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Figura 20. Curvas de barrido de frecuencia de yogures de soja elaborados con licuados tratados a 95°C, 15 min y por UHPH,

correspondientes a los dias 1 y 28 de almacenamiento a 4°C.
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El valor G* representa la resistencia total de un material contra el esfuerzo aplicado;
¢éste se calculd para conocer el desarrollo de rigidez en los yogures de soja (Tabla 17).
Los resultados obtenidos demostraron que todos los tratamientos aplicados causaron
diferencias significativas (p<0,05) en los valores de G*. Los yogures de soja elaborados
con licuado de soja tratado a 95°C, 15 min, presentaron los valores mas bajos de rigidez,
mientras que el tratamiento UHPH permitié obtener yogures de soja con valores
superiores. Este pardmetro fue aumentando a medida que incremento la intensidad del
tratamiento, siendo la combinacién 300 MPa 50°C, 15 s la que presentd los mayores

valores.

La evolucion de G* de los yogures de soja procedentes de los tratamientos a 200 MPa
50°C y 300 MPa 50°C no presento diferencias a lo largo del almacenamiento, aunque se
observé un leve aumento entre los dias 1 y 7. Los valores mas bajos y mas altos de G*
respectivamente fueron para los yogures de soja elaborados con licuados tratados a
95°C, 15 min y 300 MPa 50°C, 15s y, ademas, en ambos casos su evolucion durante el
almacenamiento presentd fluctuaciones, indicando una menor estabilizacion de la

estructura del gel.
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Tabla 16. Valores medios (+ d.e.) de Tan 6 (Pa) de yogures de soja elaborados con licuados tratados a 95°C, 15 miny

por UHPH, durante el almacenamiento a 4°C..

Dias de almacenamiento a 4°C.

Tratamientos 1 7 14 21 28

95°C 15 min 0,221 +0,012% 0,214+ 0,005 0,217 = 0,004™ 0,208 + 0,006® 0,211 + 0,007>
200 MPa 50°C 0,223 +0,005™ 0,220 + 0,007 0,217 + 0,008™Y 0,214 + 0,005"™ 0,213 + 0,005%
300 MPa 50°C 0,223 = 0,005 0,220 = 0,005°™ 0,220 + 0,000™Y 0,216 + 0,005%* 0,212 + 0,004

300 MPa 50°C, 15 s 0,227 +0,010™ 0,224+ 0,007 0,218 +£0,006™ 0,217 £ 0,004 0,223 +0,010™

*¢ Distintos superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos; *” Distintos superindices en la misma linea
indican diferencian significativas (p < 0,05) entre dias.

Tabla 17. Valores medios (+ d.e.) de G* (Pa) de yogures de soja elaborados con licuados tratados a

95°C, 15 min y por UHPH, durante el almacenamiento a 4°C.

Dias de almacenamiento a 4°C

Tratamientos 1 7 14 21 28

95°C 15 min 1527+ 84% 1676+ 96% 1763+ 68™ 1792+ 2% 1786+ 93%
200 MPa 50°C 2003 + 31 2120+ 185™ 2095+ 100 2067 + 176%™ 2148 + 146™
300 MPa 50°C 2251 +125% 2293 + 134%™ 2286+ 157%  2385+£236™ 2363 + 78™

300 MPa 50°C, 15 s 2814 + 87*™ 2542+ 78 2671+ 48" 2627+ 82%* 2891 + 129*

*d Distintos superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos; ** Distintos superindices en la
misma linea indican diferencian significativas (p < 0,05) entre dias.
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4.3.6. Firmeza del yogur de soja durante el almacenamiento.

Los resultados del analisis de la firmeza, que se define como la fuerza necesaria para
alcanzar una deformacion dada (Van Vliet et al., 1991), se presentan en la tabla 18. Los
yogures de soja elaborados con licuado tratado a 95°C, 15 min presentaron los valores
mas bajos de firmeza; por el contrario, el tratamiento UHPH del licuado condujo a la
obtencion de yogures de soja mas firmes (p<0,05) y se observo que la firmeza aumento
con el incremento de presion de tratamiento. Sin embargo, no se produjo un aumento
adicional de firmeza con el tratamiento de 300 MPa 50°C, 15 s. Durante el
almacenamiento, excepto por el tratamiento de 300 MPa 50°C, 15 s, en donde el
aumento se observo el dia 21, los demas sogures presentaron un aumento de la firmeza a

partir del los 7 o 14 dias, para estabilizarse después.

Las caracteristicas mecanicas de los sogures obtenidas mediante el ensayo de puncion,
presentaron, en general, una tendencia similar a las observadas en los ensayos de
viscoelasticidad. Sin embargo, la excepcion la constituyd el yogur de soja obtenido a
300 MPa 50°C, 15 s, en el que la firmeza no aumenté con el efecto adicional del tiempo
de retencién de la temperatura. Es posible que la diferencia entre los parametros
mecanicos de G* y firmeza, pueda atribuirse a la diferencia de magnitud de la fuerza
aplicada en la evaluacion mecénica, ya que el parametro G* se obtiene de un analisis
que no rompe la estructura de la red y, por lo tanto, su sensibilidad para detectar la
contribucion de las diferentes interacciones es mas alta que en la prueba de puncion, en

la que se experimenta la rotura macroscopica de gel.

Tabla 18. Valores medios (+ d.e.) de firmeza (N) de yogures de soja elaborados con

licuados tratados a 95°C, 15 min y por UHPH, durante el almacenamiento a 4°C.

Dias de almacenamiento a 4°C

Tratamientos 1 7 14 21 28

95°C 15 min 1,33+024%  1,53+0,30% 1,60+0,33% 1,67+0,38"  1,55+0,35%
200 MPa 50°C 1,66 £0,20 1,97 +0,34™ 195+0,35™ 2,00+037™  2,05+0,26"
300 MPa 50°C 2,11+£0,23% 2,04+038% 227+0,37™ 240+035 2,19+ 0,44

300 MPa 50°C, 15seg  2,10+0,23% 2,40+0,21™ 2,29+0,22* 2,31 +0,24™ 2,35+0,38%

*“Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p<0,05) entre tratamientos;* “Diferentes
superindices en la misma linea indica diferencia significativas (p < 0,05) entre dias.
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4.3.7. Capacidad de retencion de agua (CRA) del yogur de soja durante el

almacenamiento.

Durante el almacenamiento de los yogures de soja es probable que se produzcan
transiciones y/o rupturas en la red proteica que provoquen la expulsion del agua. Para
estimar la capacidad de retenciéon de agua de los yogures de soja se realizaron dos
analisis: la medida de la sinéresis espontdnea y la medida de la expulsion de la fase
acuosa inducida por centrifugacion. En la tabla 19 se presentan los resultados de
sinéresis espontdnea y se observa que los distintos yogures de soja no mostraron
diferencias significativas (p<0,05) entre ellos durante la primera mitad del
almacenamiento pero si se detectaron en los andlisis del dia 21 y 28. La sinéresis
espontdnea aumentd en todos los yogures (p<<0,05) a lo largo del almacenamiento, a
partir del dia 1 y de manera progresiva. El dia 28, los yogures elaborados con licuado de

soja tratado a 300 MPa, 15 s, mostraron un leve incremento respecto al resto.

Tabla 19. Resultado de sinéresis espontanea (%) de yogures de soja elaborados con

licuados tratados a 95°C, 15 min y por UHPH, durante el almacenamiento.

Dias de almacenamiento a 4°C

Tratamientos 1 7 14 21 28

95°C 15 min 1,42+0,67% 1,79+020% 2,01 £0,40™ 1,92+0,28" 2,12+0,32™
200 MPa 50°C 1,64+0,52%  1,88+0,46™ 2,09+030™ 2,10+0,48"™ 2,15+0,33™
300 MPa 50°C 1,34+0,65% 1,69+041% 1,80+0,50™ 1,96+0,58" 2,13 +0,36™

300 MPa 50°C, 15s  1,75+0,40™ 1,74+£0,37* 2,04+0,23%* 235+0,48%* 2,49+0,22*

Dy~ - , N N N N N N N N R N
*"Diferentes superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos;
**Diferentes superindices en la misma linea indican diferencias significativas (p < 0,05) entre dias.
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Figura 21. Evoluciéon de agua expulsada inducida por centrifugacion en los yogures de
soja elaborados con licuados tratados a 95°C, 15 min y por UHPH, durante el
almacenamiento a 4°C. ““Diferentes superindices en la misma columna indican
diferencias significativas (p < 0,05) entre tratamientos; *~Diferentes superindices en la

misma linea indicas diferencias significativas (p < 0,05) entre dias.

Los resultados de la expulsion de fase acuosa inducida por centrifugacion (Figura 21)
fueron distintos a los de sinéresis espontdnea. Los yogures de soja elaborados con
licuado tratado por UHPH, presentaron valores significativamente mas bajos de agua
expulsada (p<0,05) que los elaborados con licuado tratado a 95°C, 15 min y este efecto
fue mas evidente a medida que la aplicaciéon de presion se fue incrementado. Sin
embargo, los yogures de soja elaborados con licuado de soja tratado a 300 MPa 50°C,
15 s, no manifestaron una retencion de agua adicional comparados con el tratamiento de
presion a 300 MPa 50°C. La evolucion durante el almacenamiento de todos los yogures
de soja dio lugar a un producto estable en términos de CRA pues, en general, no se
observaron diferencias significativas (p<0,05) durante el periodo de almacenamiento, a
excepcion de los yogures de soja elaborados con licuados tratados a 95°C, 15 min y 200
MPa 50°C, en los que la expulsion de la fase acuosa fue significativamente mas baja
(p<0,05) el dia 28 de almacenamiento que el dia 1. Es importante mencionar que todos

los aspectos de microestructura antes mencionados estan estrechamente relacionados
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con los resultados de CRA, un parametro muy importante en los geles alimentarios, ya

que la sinéresis es un defecto indeseable en estos productos.

Comparados con los resultados descritos por Kovalenko & Briggs (2002) en yogur de
soja elaborado con licuado tratado a 95°C, 15 min, nuestros resultados de sinéresis
espontanea fueron bajos, pues estos autores obtuvieron valores de sinéresis situados en
un intervalo del 4 al 15 %. En nuestro caso, la principal, aunque baja expulsion de agua
por parte del gel, se produce durante las primeras 24 horas, cuando la estructura se esta
estabilizando en refrigeracion. Después se produce una leve retraccion de la red durante
el almacenamiento en frio que implica la expulsion de agua causada por el
establecimiento de nuevas interacciones entre particulas y moléculas, como confirman

las micrografias del dia 28 de almacenamiento (Figura 19).

4.3.8. Parametros de color de yogur de soja durante el almacenamiento.

Durante el periodo de almacenamiento de los sogures, se evaluaron las coordenadas de
color L*, a* y b* (Tabla 20). Un dia después de la elaboracion, los yogures de soja
elaborados con el licuado tratado a 95°C, 15 min, presentaron valores significativamente
bajos de la coordenada L* (luminosidad) respecto a los UHPH, que presentaron valores
semejantes entre ellos. La evolucion de L* wvario arbitrariamente a lo largo del
almacenamiento mostrando, en algunos casos, diferencias entre los dias 1 y 28. De
todas maneras, las diferencias observadas fueron de aproximadamente 1 unidad, un
cambio que probablemente no pueda ser detectado por los consumidores. Aunque en el
licuado de soja investigado en la primera etapa de estudio el tratamiento UHPH caus6
una disminucion de la luminosidad, la estructura coloidal de los geles cambid la

interaccion con la luz, de manera que se contrarresto €ése efecto inicial.

En la coordenada a* (eje del rojo al verde), los yogures de soja presentaron valores
positivos en todos los tratamientos aplicados. Estos valores fueron contrarios a los
obtenidos en el licuado de soja, que presentd una contribucion negativa de a*, en la
zona del verde y atribuibles a la formacion del gel. Aunque el yogur de soja tiene color
blanco a la vista, el colorimetro detect6 la contribucion positiva en la zona del rojo, y se

observé que en todos los yogures de soja UHPH, los valores de a* fueron mas altos que
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en los yogures obtenidos con licuado tratado a 95°C, 15 min. Ademas, durante el
periodo de almacenamiento, todos los sogures presentaron un aumento significativo de

a*, que ya se produjo, sobre todo, entre los dias 1 y 7 de refrigeracion.

En los resultados de la coordenada b* (eje del azul al amarillo), los valores fueron
positivos en todos los casos, con contribucion del amarillo al color del yogur de soja. El
valor significativamente mas alto (p<0,05) fue el del yogur procedente de licuado de
soja tratado a 95°C, 15 min, que también presentd valores estables durante el
almacenamiento, mientras que la contribuciéon del amarillo en los yogures de soja
UHPH disminuy¢ significativamente durante el almacenamiento, produciéndose la

diferencia mas acentuada entre el dia 1 y el dia 7.

Los datos obtenidos en nuestro estudio son comparables a los del estudio realizado por
Cheng et al. (1990) en sogures elaborados con licuado tratado por autoclave (121°C, 15
min), con valores similares en los cuadrantes rojo (0,18) y amarillo (9,25), aunque
menores en el parametro L* (68,58). Lee et al. (1990) proporcionan valores de L* de
80,80 en sogures elaborados con licuado tratado por ebullicion, similares a los
encontrados en nuestro estudio. Estos Gltimos autores mencionan que la luminosidad del
yogur de soja es atribuida a las propiedades de dispersion de la luz de las globulinas de

la soja coagulada.

Para tener una estimacion del cambio global del color a lo largo del almacenamiento, se
calculd el valor de AE entre el dia 1 y el dia 28. Los resultados indicaron que el sogur
mas estable en términos de diferencia de color fue el elaborado con licuado tratado a
95°C, 15 min, con un valor AE=0,88%0,11; seguido por el de 300 MPa 50°C, 15 s, con
AE=2,44+0,59; y por ultimo, los de 200 MPa 50°C y 300 MPa 50°C, que dieron valores
similares de AE, alrededor de 4,67.

Por otro lado, asumiendo que, en nuestro estudio, el sogur obtenido a partir del producto
tratado a 95°C, 15 min, es el producto de referencia para el consumidor, se calculd la
diferencia de color entre éste y los elaborados con licuado UHPH (Tabla 20). Esta
diferencia global fue incrementando a lo largo del almacenamiento, siendo
principalmente debida a los menores valores de b* en los yogures UHPH. El yogur de
soja obtenido con el tratamiento a 300 MPa 50°C, 15 s, fue el que exhibi6é la menor

diferencia de color comparado con el producto de referencia. Los cambios de color en
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los yogures de soja UHPH pueden ser debidos, por un lado, a los cambios quimicos que
se desarrollaron en los licuados de soja tratados durante el tratamiento UHPH vy, por
otro, a las distintas estructuras de los geles formadas durante la fermentacion y que,

como ya se ha discutido, evolucionan durante el almacenamiento.
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Tabla. 20. Resultado de parametros de color de L*, a*, b* y diferencia de color (4E) de

yogures de soja elaborados con licuados tratados a 95°C, 15 min y por UHPH, durante el

almacenamiento a 4°C.

Almacenamiento Tratamientos
(dias) 95°C 15min 200 MPa 50°C 300 MPa 50°C 300 MPa 50°C, 15 s
L* 1 85,45+ 0,37 86,41 +0,10° 85,99 + 0,78 86,10 + 0,23
7 86,28 £ 0,16™ 85,73 +0,33% 85,40 + 0,52 85,77 + 0,40
14 86,59 + 0,18 84,95+ 0,50 85,47 + 0,40 85,17 = 0,80%7
21 86,50 + 0,09™ 84,89 + 0,39 85,30 + 0,37™ 85,23 + 1,22%7
28 86,24+ 0,05  85,17+0,06” 84,61 +0,27% 84,95 + 1,13%
a* 1 0,14+0,01  043+0,07  0,25+0,03% 0,31 + 0,02
7 0,33+0,03*  1,19+£0,02% 0,81 £0,04% 1,37 +0,02%
14 0,34+0,02°  1,44+0,03"  1,39+0,03" 1,37 +0,01%
21 031+0,01%  130+0,02™  1,16+0,17% 1,47 +0,03*
28 036+0,03"  137+0,01%  1,38+0,02™" 1,38 +0,01%
b* 1 14,25 +0,04% 11,83 +0,46™ 11,34 +0,16° 11,25 +0,10%
7 13,60 £ 0,27  8,54+0,56% 9,12+ 0,07% 10,89 + 0,03
14 14,19+ 0,51°Y 828 +027Y 8,98+ 0,47 10,52 +0,16%
21 13,93 £0,56™  7,33+0,05%  847+0,20% 10,56 + 0,07%
28 13,94 + 0,63 7,41 £0,05% 7,03+ 0,27 9,34 + 0,47
AE 1 - 2,62+047%  2,95+0,16™ 3,07 + 0,05
7 -- 517+057%  4,61+0,15% 2,97 + 0,07
14 - 6,24 +0,38"  5,44+0,52" 4,13 + 0,08~
21 - 6,87 0,14  5,67+0,16™ 3,93 +0,22%
28 - 6,70 £ 0,06™ 7,17 +0,23™ 4,97 £ 0,66™

*dDjistintos superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05) entre dias; “* Distintos
superindices en la misma linea indican diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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4.3.9. Actividad del inhibidor de tripsina (IT) en el yogur de soja durante el

almacenamiento.

En la figura 22 se muestran los valores de actividad residual de los IT del licuado antes
de fermentar y en los sogures de 1 y 28 dias. El licuado de soja tratado a 95°C, 15 min
presentd los valores mas bajos de actividad de los IT, seguido por los productos tratados
a 300 MPa 50°C, 15 s, 300 MPa 50°C y 200 MPa 50°C. La reduccién de la actividad
residual de los IT entre los licuados de soja tratados por UHPH fue mas evidente cuando
la aplicacion de presion se fue incrementando, asi como el tiempo de retencion aplicado,
mostrando un valor de 66,13%, en el producto tratado a 300 MPa 50°C, 15 s, muy
similar al obtenido en la primera etapa de estudio del licuado de soja. El bajo valor de
actividad residual de licuado de tratado a 95°C, 15 min se atribuye al intenso
tratamiento térmico aplicado (Liu, 1999); a consecuencia de esto, los sogures

elaborados con este licuado, presentaron valores inapreciables respecto a los demas.

Los yogures de soja del dia 1 mostraron una reduccion significativa de actividad
residual de los IT en todos los casos, excepto en los procedentes de licuado tratado a
300 MPa 50°C, 15 s. Entre ellos mostraron diferencias significativas, las mismas que se
observaron en los licuados de soja de los que procedian. La reduccion de la actividad
residual en los productos UHPH después de la fermentacion se situ6 entre el 1% (300
MPa 50°C, 15 s) y el 10% (200 MPa 50°C). En el producto tratado térmicamente, la
reduccion fue total, aunque hay que tener en cuenta que el licuado ya partia de unos
valores de actividad IT muy bajos. Kanekar et al. (1992) demostraron que, en masas
preparadas con harina de soja y agua, la fermentacion lactica reduce la actividad IT en
un 5-6%. Ademads, observaron que las bacterias acido-lacticas pueden hidrolizar la
caseina en presencia de los IT activos, aunque estos inhiban la hidrélisis de la caseina
por parte de la tripsina, por lo que sugieren que la proteasa producida por las bacterias
acido-lacticas parece ser diferente a la tripsina. Este comportamiento puede ser una gran

ventaja para la produccion de productos fermentados derivados de licuado de soja.

El almacenamiento a 4°C durante 28 dias también tuvo efecto sobre la actividad de los
IT, causando una disminucioén respecto al dia 1. La disminucién mas acentuada se
observo en los productos tratados a 200 MPa 50°C (19% de reduccion adicional),
seguida de 300 MPa 50°C (16,4%). La reduccion del 10% en los sogures procedentes de

licuado tratado a 300 MPa 50°C, 15 s no se sefial6 como significativa en el analisis
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estadistico. Esta disminuciéon de la actividad IT durante el almacenamiento en
refrigeracion podria tener relacion con la disminucion de la poblacion de L. delbrueckii
spp bulgaricus. En la leche, este es el microorganismo con mayor actividad proteolitica
de los que integran el cultivo iniciador y en licuado de soja también se ha demostrado
este comportamiento (Donkor et al., 2007b). Como ya se ha descrito, la poblacion de L.
bulgaricus disminuy6 a lo largo de la vida util del yogur de soja (Figura 18). Si se
produjo lisis celular, se pudieron haber liberado peptidasas al medio (Saldo et al., 2002)
causando desactivacion de los IT. Esta hipotesis concuerda con una menor disminucion
de la actividad IT durante el almacenamiento en los sogures con un mayor numero de

células vivas de L. bulgaricus (300 MPa 50°C, 15 s).
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Figura 22. Actividad residual de los IT (%) de licuados de soja tratados a 95°C, 15 min
y por UHPH vy sus respectivos sogures. ““Distintos superindices indican diferencias
significativas (p<0,05) entre dias; *“Distintos superindices indican diferencias

significativas entre tratamientos (p < 0,05).
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4.3.10. Oxidacion en el yogur de soja durante el almacenamiento.

Para conocer la evolucion de la oxidacion durante el periodo de almacenamiento se
determind el contenido de TBARS en los licuados de soja sin fermentar y los sogures
almacenados los dias 1 y 28. Tanto el licuado tratado a 95°C, 15 min como el yogur
obtenido a partir de éste, presentaron valores de TBARS inferiores (p<0,05) (Tabla 21)
a los de los licuados tratados por UHPH y sus respectivos sogures. No se detectaron
diferencias entre los licuados tratados por UHPH, y los valores obtenidos fueron
comparables a los de la primera etapa de estudio. La fermentacion no tuvo efecto sobre
la cantidad de TBARS en ninguna de las muestras estudiadas. El tiempo de
almacenamiento si tuvo efecto, aunque limitado, sobre la cantidad de TBARS, pues el
dia 28 s6lo aumentd en los sogures 95°C 15 min, si bien muy levemente, y en los
procedentes de los licuados tratados a 200 MPa 50°C, de manera mas manifiesta. Serra
et al. (2008c¢), en un estudio con yogures elaborados con leche tratada por UHPH, se
observd una pequefia tendencia, aunque no significativa, al aumento de la oxidacion
durante el almacenamiento de estos.

Lin & Yen (1999) mencionan que las bacterias acido lacticas poseen habilidad para
inhibir la oxidacién y que, a pesar de no poseer actividad superdxido-dismutasa, son
capaces de quelar iones metdlicos, eliminar especies reactivas al oxigeno o demostrar
capacidad reductora. Asi, las bacterias acido-lacticas junto con las condiciones de

almacenamiento en frio, habrian protegido a los sogures del progreso de la oxidacion.

Tabla 21. Contenido en TBARS (mg/1) de licuados de soja tratados a 95°C, 15 min y por

UHPH vy sus respectivos sogures.

Tratamientos Licuados de soja Yogures de soja

Dia 1 Dia 28
95°C 15 min 0,29 + 0,06% 0,31 + 0,05 0,35 + 0,02
200 MPa 50°C 0,59 % 0,09% 0,57 £ 0,06% 0,82 +£0,11%
300 MPa 50°C 0,58 = 0,07 0,50 = 0,02 0,60 + 0,11
300 MPa 50°C, 15 s 0,59 = 0,07 0,55 + 0,05™™ 0,56 = 0,07

““Distintos superindices en la misma columna indican diferencias significativas (p < 0,05); **Distintos superindices
en la misma linea indican diferencias significativas (p < 0,05).
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Conclusiones

1. La UHPH es un tratamiento eficaz para disminuir la carga microbiana de los licuados
de soja, ya que garantiza la destruccion total de la poblacion de enterobacterias y tiene
un efecto significativo sobre la de esporas. El efecto sobre la poblacion inicial aumenta

al incrementar la presion del tratamiento.

2. Las caracteristicas fisicoquimicas de los licuados de soja tratados por UHPH,
muestran aspectos diferenciales respecto a los tratados térmicamente por métodos
convencionales, entre los que cabe destacar los siguientes: importante reduccion del
tamafio de particula en los licuados tratados por UHPH; ligera disminucién de la

luminosidad, y mejora considerable de la estabilidad fisica.

3. Las principales caracteristicas quimicas de calidad del licuado de soja revelan que los
tratamientos UHT y UHPH inactivan completamente la enzima LOX. Los valores de
TBARS son superiores en los licuados de soja tratados por UHPH respecto a los UHT.
Sin embargo, los niveles detectados en los tratados por UHPH podrian ser
imperceptibles por el consumidor y, ademas, se encuentran dentro de los valores o
aceptables para productos con perfil de 4cidos grasos similar al de la soja. Los licuados
de soja tratados por UHT presentan un elevado porcentaje de inactivacion de los IT
comparado con los tratados por UHPH. Estos, no obstante, muestran una elevada

digestibilidad, similar a los UHT, favorecida por la desnaturalizacion de las proteinas.

4. En relacion al perfil de componentes volatiles, el licuado de soja tratado por UHT
presenta mas diferencias cualitativas respecto al producto base que los UHPH, debido a
que el tratamiento térmico es responsable de la formacion de gran cantidad de
sustancias aromaticas. Sin embargo, algunos componentes, tales como el hexanal,
presentan mayor area bajo el pico en los licuados UHPH, en consonancia con los

resultados observados en el estudio de la oxidacion lipidica.

5. El estudio del proceso de coagulacion a 45°C pone de manifiesto diferencias en la
cinética del desarrollo de los geles debidas a los tratamientos térmicos y UHPH. El
inicio de la coagulacion se produce mas rapidamente en los licuados UHPH, debido a la
mayor superficie activa de interaccion generada por la homogeneizacion. Sin embargo,
la velocidad de agregacion es superior en los licuados tratados térmicamente a causa del

mayor grado de desnaturalizacion sufrido por las proteinas en comparacion con el
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tratamiento UHPH. Por otra parte, la densidad del entramado del gel al finalizar el
proceso de coagulacion fue mayor en los geles obtenidos a partir de licuado tratado
térmicamente, ya que a la temperatura de incubacion se ven favorecidas las

interacciones hidrofdbicas, las cuales fueron predominantes en dichos tratamientos.

6. Los sogures obtenidos a partir del licuado tratado por UHPH presentan mayor
firmeza, deformabilidad y capacidad de retencion de agua que los elaborados a partir de
los productos AC y UHT. Los sogures UHPH son mas homogéneos, debido
fundamentalmente a las caracteristicas de distribucion de la grasa y al incremento de la
superficie activa de interaccion, ya que las gotas se encuentran muy bien recubiertas con
proteina. Este hecho facilita una intima interaccion proteina-proteina y la estabilizacion
de los geles UHPH, especialmente durante la refrigeracion de los mismos. El resultado
de la evaluacion sensorial avala estas diferencias, mostrando mayor preferencia de los

yogures de soja elaborados a partir de licuado tratado por UHPH.

7. La disminucién de la poblacion de lactobacilos durante el almacenamiento de los
yogures de soja contribuye a que todos ellos mantienen valores de pH adecuados para el

consumo, no observandose post-acidificacion.

8. El comportamiento mecanico de los sogures durante el almacenamiento muestra
mayor caracter viscoelastico en los UHPH en comparacion con los obtenidos a partir de
tratamiento térmico a 95°C durante 15 min. Los valores de viscoelasticidad a lo largo
del almacenamiento indican la alta estabilidad de las interacciones responsables de la
estructura de los geles UHPH.

En cuanto a la rotura macroscopica exhibida por los sogures mediante puncion, la
firmeza de los UHPH es mayor que la de los tratados térmicamente, y aumenta con la
presion aplicada. Durante el almacenamiento se observa un ligero aumento de la
firmeza debido a la compactacion de la estructura como consecuencia de la expulsion de

Su€ro.

9. La sinéresis espontanea exhibida durante el almacenamiento es pequefia en todos los
sogures y similar en todos los tratamientos; a lo largo del almacenamiento so6lo se
incrementa ligeramente. La expulsion de fase acuosa inducida por centrifugacion es

mayor en los sogures obtenidos a partir de licuado tratado a 95°C 15 min en
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comparacion con los de UHPH; en estos ultimos se observa que el incremento de la

presion conduce un aumento en la CRA.

10. En términos de color, los sogures UHPH muestran una mayor luminosidad, aunque
la estabilidad observada por la diferencia de color entre el dia 1 y el 28 de
almacenamiento es mayor en el elaborado con licuado de soja tratado a 95°C, 15 min. El
sogur UHPH que presenta una menor diferencia de color respecto al de 95°C 15 min,
tomado como producto de referencia, es el elaborado con licuado de soja tratado a 300

MPa 50°C, 15 s.

11. La fermentacion y el almacenamiento de los sogures favorecen la disminucion de la
actividad de los inhibidores de tripsina y apenas tienen efecto sobre los niveles de

oxidacion.

12. Como conclusion final, se puede afirmar que la tecnologia UHPH es muy adecuada
para el tratamiento del licuado de soja y la obtencion de sogur, ya que da lugar a un
producto con unas caracteristicas de calidad, en general, mejoradas respecto del
tratamiento término convencional. De los tratamientos estudiados el que ha dado lugar a

mejores caracteristicas globales es el de 300 MPa.
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