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Resumen y Abstract IX

Resumen

Se estudi6 efecto de diferentes condiciones de proceso en las operaciones de
producciéon de una bebida de soya a partir de una variedad de semilla colombiana, sobre
variables de respuesta relacionadas con las caracteristicas nutricionales (proteina,
inhibidor de tripsina, enzima ureasa, solubilidad de proteina), propiedades sensoriales
(desarrollo de aroma afrijolado) y su aptitud como sustrato de fermentacion lactica
(carbohidratos fermentables). Se demostré la ventaja de realizar la hidratacién 20°C y
escaldar a 80°C por 2 minutos para evitar la pérdida excesiva de carbohidratos
fementables y minimizar el desarrollo de aromas indeseables; se establecié el modelo
para predecir la actividad del inhibidor de tripsina en esta etapa. Se determiné el
rendimiento en la extraccion acuosa de nutrientes y la eficiencia de la fermentacion
(acidificacion, células viables) segun las operaciones previas y la proporcién soya:agua,

se probé el beneficio sensorial de la fermentacion lactica mediante nariz electronica.

Palabras clave: bebida de soya, fermentacién lactica, inhibidor de tripsina, nariz

electréonica
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Abstract

The effect of different process conditions during the production operations of a soy
beverage, on the response variables related to the nutritional characteristics (protein,
trypsin inhibitor, urease, solubility of protein), sensory properties (beany flavour
development) and suitability as substrate for lactic fermentation (fermentable
carbohydrates) was studied. It was verified the advantage of carrying out hydration at
20°C and blanching at 80°C for 2 minutes to avoid excessive loss of fermentable
carbohydrates and minimize the development of undesirable flavors. It was established a
model to predict the activity of trypsin inhibitor in this stage. Yield of nutrients by aqueous
extraction and the efficiency of the fermentation (acidification, viable cells) was
determined according to the previous operations and the proportion soya: water. Through

electronic nose analysis was tested sensory benefit of lactic acid fermentation.

Key words: soymilk, lactic fermentation, trypsin inhibitor, electronic nose
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Introduccioén

La observacion del panorama que explica la supervivencia del hombre a través de sus
relaciones con el reino animal y vegetal para lograr su alimentacién, permite sugerir que
si se quisiera mejorar la eficiencia en el aprovechamiento de los recursos, con evidentes
consecuencias energéticas y con la disminucion de la contaminacion ambiental, seria
indispensable acudir directamente a las fuentes vegetales. El hombre ha podido aplicar
esta reflexiobn para aumentar la productividad en la crianza de animales de abasto; en
esta tarea, las semillas constituyen el principal recurso alimenticio y la soya se destaca
entre ellas como indispensable fuente de proteina. Sin embargo, a pesar de la urgencia
de disponer de alimentos suficientes en cantidad y calidad para las poblaciones del
mundo, esta semilla no ha logrado ubicarse visiblemente como una alternativa alimenticia
directa para el hombre.

El cultivo de la soya tiene ventajas que se evidencian en su gran rendimiento en cuanto a
la transformacion de nitrégeno inorganico en proteina vegetal depositada en los granos
producidos; es importante en la rotacion de cultivos en sistemas integrados de
produccién sostenible debido a su capacidad para formar asociaciones simbidticas,
aumentar la capacidad de reciclaje y almacenamiento de nutrientes en el ecosistema
(CORPOICA 1998; Knechtges & H. T. Huang 2002). La importancia de la investigacion
de los aspectos agrondmicos de la soya en Colombia ha contribuido al desarrollo de
variedades de alta produccién (mas de 3 ton/ha), de alta calidad y alto contenido de
proteina. La produccion de soya en Colombia es efectuada en su mayoria de forma
limpia, circunstancia que aporta beneficios adicionales a la utilizacion de esta semilla en
nutricion humana. En el cultivo no se utilizan productos quimicos, dado que para el
manejo de los insectos plaga como limitante importante se usa control biolégico
representado en parasitoides como Trichogrammma, predatores, entomopatdégenos
como Bacillus thuringiensis, varios de estos encontrados en forma natural.
Adicionalmente, el cultivo de soya es mejorador de la sostenibilidad del suelo; aporta de
70 a 150 kg de nitrégeno al suelo en cada cosecha y presenta simbiosis positiva para la
rotacién con otros cultivos como maiz, sorgo, algodén y girasol (CORPOICA 1998; L.
Quintero et al. 2004).

Aunque a primera vista la soya constituye una excelente reserva de proteina y grasa, al
profundizar en su naturaleza, se revelan serios inconvenientes. Por una parte se
encuentran de manera significativa componentes antinutricionales que limitan seriamente
el aprovechamiento de la proteina (Van den Hout, M. Pouw, et al. 1998; Ruiz, Belalcazar,
et al. 2004; Palic et al. 2008; Grancic et al. 2011); por otra, su grasa puede degradarse
facilmente, pues la misma semilla contiene la enzima que cataliza su oxidacion, bajo
ciertas circunstancias, ocasionando su deterioro y liberacibn de aromas y sabores
desagradables (A. S. Huang et al. 1981; Indrawati et al. 2002; K. Liu 2004).



2 Introduccién

La utilizacion de la soya en la alimentacidon animal ha implicado grandes esfuerzos. La
revision de las fuentes bibliograficas muestra bastante trabajo realizado para poder
lograr este avance y emplear la soya de una manera segura, en diferentes especies
animales (Yin et al. 1993; Perilla 1996; Perilla et al. 1997; K. Liu 1999). La preservacién
de las propiedades sensoriales, el desarrollo de procesos térmicos orientados a degradar
los factores antinutricionales y el disefio de pruebas confiables para la verificacién de la
calidad a través de ensayos bhiologicos e indicadores quimicos para juzgar la calidad
nutricional, han demandado extensos y valiosos estudios (Matsuura et al. 1989; Araba,
M. Dale 1990; K. Liu 1999).

A pesar de los avances alcanzados en el campo de la alimentacién animal respecto al
efecto de los procesos aplicados a la soya sobre su calidad nutricional, es muy escaso el
grado de aprovechamiento de esta experiencia en el desarrollo de aplicaciones a la
nutricion humana. En la actualidad solamente se dispone, ademas del proceso para la
extraccion y procesamiento del aceite de soya, de procedimientos para la extraccion de
fitonutrientes de importancia farmacoldgica, de métodos para la obtencion de aislados y
concentrados proteicos, importantes para su inclusién en productos elaborados, con el
propésito de reducir costos y también con la opcién de elaborar bebidas de soya (Venturi
& Amaducci 1988; Tanteeratam et al. 1994, K. Liu 2004; R. Valencia & Garzén 2004). Sin
embargo, se ha perdido de vista el estudio de procesos que involucren la semilla en una
perspectiva enfocada en el aprovechamiento de todo su potencial nutricional con criterios
de eficiencia y sustentabilidad. Con frecuencia en paises en via de desarrollo han
fracasado programas de nutricion gubernamentales, dirigidos a poblaciones vulnerables,
fundamentados en la semilla de soya, ya sea por la poca aceptabilidad de los productos
0 por problemas digestivos ocasionados a los consumidores, debido principalmente a la
falta de conocimiento proporcional al disponible en el campo animal (DNP & Planeacion
1998; ICBF. Instituto Colombiano de Bienestar Familiar. Subdireccion de intervenciones
Directas 2003; Ortiz-Moncada et al. 2005; Torres y Torres & Tovar-Palacio 2009).

El desarrollo de procesos de transformacion de la soya para la obtencion de productos
aplicables en nutricibn humana presenta en la actualidad rasgos peculiares. Por una
parte, las tendencias modernas de alimentacion han motivado el surgimiento de areas de
investigacion en el desarrollo de alimentos funcionales obtenidos a partir de este grano,
es decir productos que no sélo proporcionen una nutricion balanceada, sino que también
prevengan, controlen o curen ciertas patologias (ILSI. International Life Sciences
Institute. 1999; Vasconcellos 2001). Diversos estudios han demostrado que algunas
enfermedades, de alta incidencia en paises occidentales, tienen relacibn con
caracteristicas de los alimentos que conforman la dieta de estas poblaciones y que la
soya 0 sus componentes tienen actividad contra muchas de estas enfermedades (M. J.
Messina et al. 1994; Adlercreutz, H. Mazur 1997; Potter et al. 1998; Das &
Mukhopadhyay 1994; Ohba et al. 1998; Troncoso et al. 2007; Mello et al. 2009; Fanga et
al. 2010).

En la bdsqueda de alternativas, algunos investigadores han propuesto fermentar la
bebida de soya utilizando bacterias lacticas, algunas de ellas con caracteristicas
probidticas, con el fin de ofrecer un alimento similar al yogurt lacteo, teniendo ademas en
cuenta las ventajas de este proceso en cuanto al desarrollo de caracteristicas sensoriales
agradables (Patel et al. 1980; E. Farnworth, Mainville, et al. 2007; C. Champagne et al.
2009). En la revision de estos trabajos se encuentran maltiples resultados, que involucran
largos tiempos de fermentacion y bajas eficiencias, que con frecuencia son atribuidos al
microrganismo utilizado y a las condiciones bajo las cuales se realiza la fermentacion. En
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cada investigacion se parte de un cierto tipo de bebida de soya adquirida en el comercio
o de una bebida elaborada con cierto método desarrollado previamente, pero en ninguna
de ellas se encuentran relaciones entre el proceso previo aplicado en la elaboracién de la
bebida sujeta a fermentacion y los resultados obtenidos en la bebida fermentada.

En el presente trabajo se aborda por tanto, la produccion de bebida fermentada de soya,
partiendo de una variedad de semilla colombiana, considerando tanto su gran potencial
nutricional como las importantes barreras que se oponen a su verdadero
aprovechamiento, que en el caso de la alimentacion humana se torna critico por la
sensibilidad a las sustancias antinutricionales y a las caracteristicas sensoriales
indeseables y que dependen del pretratamiento al que haya sido sometida.

Se parte de la etapa de hidratacion o remojo, en la cual se logra evidenciar que ademas
del incremento de masa, la semilla tiene un comportamiento asociado a la germinacién
en la cual se activan enzimas que hidrolizan los galacto-oligosacaridos, lo cual facilita la
accion posterior de las bacterias lacticas, pero simultaneamente promueven la pérdida de
monosacaridos en esta operacion por transferencia al agua. A la vez, se encuentra que
es posible predecir el valor nutricional de grano hidratado a partir de caracteristicas
medidas en la semilla.

En el blanqueo o escaldado posterior de la semilla hidratada, se muestra que se
desarrollan aromas desagradables en la molienda, y que se encuentra también un efecto
negativo en cuanto a la solubilidad de la proteina, lo cual limita el tiempo de duracion de
este tratamiento. Las pruebas de extraccion acuosa de los componentes de la soya
después de estas dos etapas, emplean diferentes relaciones soya:agua lo que influye en
la cantidad y concentracion de los carbohidratos de la soya, al no contener almidén.

Se encuentran reportes de estudios realizados con diferentes cepas de microrganismos,
logrando caracteristicas sensoriales muy variadas, observandose que no existe
uniformidad en la bebida empleada como sustrato. Para el seguimiento de la
fermentacion se realizan las determinaciones convencionales como seguimiento de
azucares y produccion de acido, dejando las propiedades organolépticas para el producto
final. Existen actualmente equipos, tal como el sistema de olfato artificial, que permite
hacer un seguimiento objetivo de las caracteristicas organolépticas.

Con base en lo anterior y con el fin de contribuir a la busqueda de alternativas que
efectivamente se ajusten a resolver de manera eficiente las necesidades alimenticias del
hombre y a afrontar el dificil reto de lograr sustentabilidad en los procesos, se plantea la
siguiente hipétesis de trabajo.

Hipotesis: Las variables de proceso en las diferentes etapas de pretratamiento de la
soya, influyen en las caracteristicas de la bebida de soya y por lo tanto en la calidad de la
bebida fermentada obtenida a partir de ella.

Objetivo General:

Evaluar el efecto de las variables de proceso en cada una de las etapas de la
preparacion de la bebida de soya, sobre las caracteristicas nutricionales, organolépticas
y aptitud para la fermentacion, a partir de una variedad de semilla colombiana.
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Objetivos Especificos:
e Determinar el comportamiento de la soya en la etapa de hidratacion a diferentes
temperaturas en cuanto a su absorcién de agua, pérdida de sdlidos totales,
indicadores de su calidad nutricional y caracteristicas sensoriales.

e .Evaluar el escaldado por inmersibn como alternativa para prevenir el desarrollo
de caracteristicas sensoriales indeseables y calificar la accion ejercida por esta
operacién sobre los azlUcares fermentables y los indicadores de la calidad
nutricional de la proteina.

e Establecer los rendimientos de la extraccion acuosa de los nutrientes de la soya
en la molienda humeda vy valorar la calidad nutricional de las bebidas obtenidas
utilizando diferentes proporciones soya-agua.

e Examinar el comportamiento de la accion fermentativa ejercida por dos cultivos
lacticos comerciales sobre las bebidas preparadas en cuanto a la acidificacion, la
estabilidad fisica y las caracteristicas sensoriales.



1.Revision Bibliografica

El frijol soya (Glycine max) es conocido como producto alimenticio desde hace miles de
afios. Tradicionalmente se ha utilizado en diferentes preparaciones en la dieta humana
en extremo Oriente. La soya fue introducida en Europa durante los inicios del siglo XVIII
y en América solamente hasta principios del siglo XX para alimentacién animal. Como
consecuencia de la falta de alimentos, tras la primera gran crisis econémica mundial, se
buscaron nuevas fuentes de alimentacién para los animales y fue entonces cuando en
Occidente se acudi6 a la soya. El Ministerio de Agricultura de los Estados Unidos envio
dos expediciones a Asia, a partir de las cuales se impuso la aplicacion en alimentacion
animal y convirti6 a Estados Unidos en el mayor productor mundial. La proporcion de
soya producida en el Lejano Oriente en los Ultimos afios muestra una tendencia a
disminuir y en la pasada década alcanz6 solamente a un 10 % de la produccién mundial.
La soya lleg6 a Colombia en 1929 y su produccion comercial se inici6 en 1955 con
variedades provenientes de Estados Unidos tales como Missoy, Mamoth Yellow,
Acadian, Hale 3, entre otras (CORPOICA 1998; Fenalce- Fondo para el Financiamiento
del Sector Agropecuario. Colombia 2010)

1.1 La soya en el contexto colombiano e
internacional

El cultivo de la soya tiene ventajas manifestadas en su gran rendimiento en cuanto a la
transformacion de nitrégeno inorganico en proteina vegetal depositada en los granos
producidos. Las hojas, vainas y demas residuos de la planta, resultantes después de la
cosecha, quedan sobre la tierra agregando asi materia organica al suelo y regenerando
su capacidad para almacenar y aprovechar el agua, lo cual activa la accién biologica de
organismos que mejoran la calidad de la tierra. La soya es importante en la rotacién de
cultivos en sistemas integrados de produccién sostenible debido a su capacidad para
formar asociaciones simbioticas, aumentar la capacidad de reciclaje y almacenamiento
de nutrientes en el ecosistema (CORPOICA 1998; Knechtges & H. T. Huang 2002).

La relevancia del consumo de soya y torta de soya en Colombia radica en la nutricién
animal; la industria de aceites vegetales para consumo humano se abastece de soya
integral y la torta o subproducto de esta industria se dedica fundamentalmente a nutricion
animal. Se han efectuado intentos por parte de diferentes instituciones colombianas para
fomentar el consumo de soya en alimentacion humana, sin que hasta el momento
represente una fraccion importante en el panorama nacional de esta leguminosa (R.
Valencia & Garzon 2004; R. Valencia & Alfonso 2005; Fenalce- Fondo para el
Financiamiento del Sector Agropecuario. Colombia 2010).



6 Aplicacion de fermentacion lactica como alternativa en el desarrollo de bebidas
de soya en Colombia

La produccion mundial de soya crece cada afio. En el afio 1993 se produjeron 108
millones de toneladas, cifra que se duplicé en el afio 2006 (222 millones de toneladas),
en 2009 se produjeron 247 millones de toneladas y en 2011 se alcanz6 una nivel de 260
millones de toneladas. De esta produccién, el 38% corresponde a Estados Unidos,
seguido por Brasil con el 25%; 21%, Argentina, China el 5%, India con el 4%. Antes de la
Segunda Guerra Mundial el rendimiento medio era de aproximadamente 1 tonelada/Ha;
la investigacion agricola ha permitido aumentar estos valores hasta el orden de 3,5
ton/Ha. La semilla se destina principalmente a la alimentacién animal. Se estima que el
consumo mundial per capita es de 28,8 kg/afio; se destaca la Unién Europea como el
principal consumidor con 56kg/afio, mientras que en Colombia es 11,4 kg/afio (Fink 2005;
L. Quintero et al. 2004).

Los avances de la ingenieria genética han desarrollado la produccion de semillas de soya
transgénicas o modificada genéticamente para lograr mayor resistencia a herbicidas y
mejorar rendimientos y otras propiedades tecnoldgicas. Multiples controversias han
surgido respecto a la conveniencia de estas modificaciones y sus implicaciones en la
salud humana. Sin embargo, dia a dia crece la proporcién mundial de soya transgénica.
Para el afio 1998, el cultivo mundial de soya transgénica sectorizado por paises fue el
siguiente: Estados Unidos manejé el 74 % de los cultivos transgénicos en el mundo;
Argentina el 15 %, Canada el 10 % y el 1 % entre Australia, México, Espafa, Francia y
Sudéafrica; 70 % de la produccién mundial tiene actualmente esta condicion. Solamente
el 1 % es semilla organica y el 29 % es convencional (no transgénica). Sin embargo, las
dudas aun existentes en cuanto a la bondad de los productos transgénicos, ha originado
nuevos comportamientos en el mercado mundial. Se destaca el rechazo paulatino de
algunos paises a adquirir semillas transgénicas. Entre el afio 2000 y el 2005 Estados
Unidos perdio6 el 45 % de las ventas de soya transgénica a Europa; por otra parte India
rehGsa comprar este tipo de semilla. (Anon 2006).

En Colombia, en 1960 la soya se incorpor6 al Programa de Leguminosas del Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) con la produccién y seleccion de lineas hibridas para dar
origen a las primeras variedades desarrolladas. La importancia de la investigacion de los
aspectos agrondmicos de la soya en Colombia ha contribuido al desarrollo de variedades
de alta produccién (mas de 3 ton/ha), de alta calidad y alto contenido de proteina. A
mediados de la década de los 70 la empresa privada comenzé la mejora de variedades;
a partir de 1992 en Colombia se cuenta con 25 variedades, de las cuales 15 han sido
producidas por el ICA y Corpoica. Desde su adopcion como cultivo comercial, en este
pais ha ido mejorando su produccién gracias al avance tecnolégico de la agricultura, de
las industrias de extraccibn de aceites comestibles y de elaboracion de alimentos
balanceados para animales (CORPOICA 1998). En el Anexo A se presentan las
principales variedades producidas en Colombia, con los rendimientos de semilla en el
cultivo y su respectivo contenido de grasa y proteina.

La mayoria de los cultivos de soya en Colombia estdn en manos de medianos y grandes
agricultores (entre 50 y 200 hectareas/agricultor) de las zonas del Valle del Cauca,
Tolima y Llanos Orientales, especialmente. A pesar de que tradicionalmente la soya se
ha cultivado en zonas templadas, en el clima tropical colombiano se logran rendimientos
altos que oscilan entre 2,7 y 3,5 ton/ha; adicionalmente la proteina obtenida es alta en
calidad y cantidad.
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A pesar de que Colombia tiene 400.000 hectdreas aptas para cultivar la soya necesaria
para el consumo interno, la crisis del sector agropecuario en las ultimas décadas han
ocasionado un descenso en la produccion nacional, de niveles de 148.140 toneladas en
1990 a 71.900en 1998 (CORPOICA 1998) y a 61600 toneladas en (L. Quintero et al.
2004). Para el afio 2009 la produccién nacional fue de solamente 53.100 toneladas, en
una superficie sembrada de 27.480 hectareas con rendimientos que oscilan, segun la
region, entre 1,7 y 3,0 toneladas/ha. Los departamentos del Meta y el Valle del Cauca
siempre se han destacado en la produccién de esta leguminosa, aportando un 90% del
total del pais (Fenalce- Fondo para el Financiamiento del Sector Agropecuario. Colombia
2010). Consecuentemente las importaciones se han incrementado; en 1998 se
importaron 155.252 toneladas y en el afio 2000 llegaron 230.826 toneladas (107.671
provenientes de Bolivia, 83.792 de Estados Unidos y el resto de Argentina y Ecuador) (L.
Quintero et al. 2004). En el afilo 2009 se importaron 315.186 toneladas de soya y
803.065 toneladas de torta de soya (Fenalce- Fondo para el Financiamiento del Sector
Agropecuario. Colombia 2010), cifras que indican el decrecimiento de la produccion
agricola y el ascenso en el desarrollo pecuario. En Colombia aun no se cultivan semillas
transgénicas, pero la soya importada en su mayor parte es de ese tipo (ICA. Instituto
Colombiano Agropecuario. 2005).

El desarrollo de procesos de transformacion de la soya para la obtencion de productos
aplicables en nutricibn humana presenta en la actualidad rasgos peculiares. Por una
parte, las tendencias modernas de alimentacién han motivado el surgimiento de areas de
investigacion en el desarrollo de alimentos funcionales obtenidos a partir de este grano,
es decir productos que no sélo proporcionen una nutricion balanceada, sino que también
prevengan, controlen o curen ciertas patologias (ILSI. International Life Sciences
Institute. 1999; Vasconcellos 2001; Ashwell 2002). Diversos estudios han demostrado
gue algunas enfermedades, de alta incidencia en paises occidentales, tienen relacion con
caracteristicas de los alimentos que conforman la dieta de estas poblaciones y que la
soya 0 sus componentes tienen actividad contra muchas de estas enfermedades (M.
Messina & Mesina 2000; Adlercreutz, H. Mazur 1997; Das & Mukhopadhyay 1994; Ohba
et al. 1998; Troncoso et al. 2007; Mello et al. 2009; Fanga et al. 2010).

Sectores de la poblacién con adecuado poder adquisitivo y preocupados por su salud,
generalmente acuden a los productos de soya como alternativa para disminuir los riesgos
de enfermedades, en especial de las relacionadas con el sistema cardiovascular, de
manera que tanto en los paises desarrollados como en Colombia, ya se encuentran en el
mercado algunas alternativas de alimentos elaborados con soya, en los cuales se declara
abiertamente este ingrediente y en el rotulado se utilizan mensajes alusivos a sus
propiedades benéficas, generalmente como recurso comercial. Se considera que en
Norteamérica un 13 % de la poblacion acude a estos alimentos (Fallon 2000; K. Liu 2004;
Wansink 2005), pero en Colombia no se dispone de datos.

Por otra parte, en la mayoria de los paises, multiples alimentos manufacturados no
divulgan abiertamente la presencia de soya como ingrediente ya que simplemente la
utilizan como recurso para mantener los niveles de proteina y bajar costos; se destacan
aqui productos carnicos, productos lacteos, de galleteria y bebidas, entre otros (Fallon
2000; Wansink et al. 2000; K. Liu 2004; Wansink 2005).

Por ser una fuente de proteina barata respecto a la proteina de origen animal (ver Anexo
C), diversos programas gubernamentales y no gubernamentales de paises en via de
desarrollo, tales como Guatemala, Colombia, México, Perd y Ecuador, reconocen esta
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leguminosa como alternativa para afrontar el déficit nutricional que soporta una amplia
franja de la poblacién con bajo poder adquisitivo. Estos programas se introdujeron en
América Latina en los afios 60 y 70, iniciando en Centroamérica con la Incaparina,
formulacion de mezclas de torta de soya desengrasada con leche en polvo y harina de
cereales, y extendiéndose a los demas paises en poco tiempo (Torres y Torres & Tovar-
Palacio 2009). En Colombia estos programas aun estan vigentes y a cargo del Instituto
Colombiano de Bienestar Familiar, con la Bienestarina como formula de distribucion
masiva (ICBF. Instituto Colombiano de Bienestar Familiar. Subdireccion de
intervenciones Directas 2003; ICBF. Instituto Colombiano de BienestarFamiliar. n.d.;
ICBF. Instituto Colombiano de Bienestar Familiar. 2006). Mediante experimentacion en
animales y estudios in vitro en Colombia se ha logrado la reformulacion y la aceptacion
de este producto, cuya distribucion es gratuita a sectores de bajos ingresos de la
poblacion nacional (ICBF. Instituto Colombiano de BienestarFamiliar. n.d.; ICBF. Instituto
Colombiano de Bienestar Familiar. 2006).

Se encuentran reportes de estudios sobre el procesamiento del grano para obtener
bebida de soya, a partir de 1980, cuando en Instituto de Investigaciones Tecnoldgicas
emitié el informe sobre diferentes alternativas para procesar la bebida de soya con el fin
de mejorar su nivel de proteina y sus caracteristicas organolépticas (IIT. Instituto de
Investigaciones Tecnoldgicas. 1980). A pesar de estos avances, los inconvenientes
sensoriales y culturales impidieron su apropiacion.

En la mayoria de los paises latinoamericanos se han efectuado, con minimo impacto,
intentos para promover el consumo de la soya integral, es decir la semilla de manera
completa en la dieta de poblaciones desfavorecidas (Torres & Tovar-palacio 2009)
(Torres y Torres & Tovar-Palacio 2009). En Colombia, en el afio 1998 se incluy6 vy
financié un programa de soya en el Plan Nacional de Desarrollo con miras a resolver los
problemas nutricionales de los sectores mas pobres del pais (DNP & Planeacion 1998) a
través del Instituto Colombiano de Bienestar Familiar-ICBF. Se han efectuado campafias
divulgativas por parte de otras instituciones (R. Valencia & Garzon 2004) para promover
la utilizacion de esta semilla o de productos elaborados a partir de ella. Sin embargo no
se ha logrado su incorporacion de esta semilla a la dieta de los colombianos y por el
contrario se han originado problemas nutricionales en nifios y ancianos especialmente
debido a las limitaciones en las caracteristicas sensoriales de los productos que se
elaboran a partir de este grano y a los malestares que ocasiona su consumo cuando no
se han degradado o extraido adecuadamente los factores antinutricionales,
inconvenientes que afectan principalmente a personas desnutridas y en la capital del
pais, donde se concentran comunidades vulnerables (DNP & Planeacion 1998; M.
Quicazan, A. Sandoval, et al. 2001; ICBF. Instituto Colombiano de Bienestar Familiar.
Subdireccién de intervenciones Directas 2003).

La economia de la soya es evidente cuando se compara el precio unitario de su proteina
con las de otros alimentos (ver Anexo C). En Colombia, al igual que en otros paises, la
diferencia entre el costo de proteina animal y vegetal se ha vuelto mas notoria debido,
entre otros factores, al surgimiento de los biocombustibles, cuyas materias primas son
comunes a las de la alimentacion animal (FAO. Organizacién de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agriculturara. 2007; CORPOICA 2007). Obviamente esto
conlleva un pronunciamiento de los problemas nutricionales ocasionados por bajo
consumo de proteina de la poblacion. En el Anexo C se presentan datos de costos
unitarios relativos de proteina segun la fuente alimenticia. (Minagricultura 2007).
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A pesar de que se han logrado importantes avances en la aplicacion de la soya en
nutricion animal, la realidad muestra que para desarrollar alimentos a base de esta
semilla, en busqueda de alternativas nutricionales para humanos, se requiere profundizar
en conceptos relacionados con las caracteristicas quimicas de este grano, en los
fendmenos que ocurren durante las operaciones aplicadas en su transformacién y en
las relaciones existentes entre éstas y los distintos factores que determinan su inocuidad,
valor nutricional y caracteristicas sensoriales que conlleven la aceptaciéon de los
productos por parte de los consumidores (Fallon 2000; ICBF. Instituto Colombiano de
Bienestar Familiar. Subdireccion de intervenciones Directas 2003; Wansink et al. 2000; K.
Liu 2004).

1.2 Composicion de la soya

El frijol soya maduro es de forma casi esférica y varia considerablemente en tamafio
dependiendo de las condiciones de cultivo y crecimiento. Morfolégicamente la semilla
consta de tres partes principales: la llamada cobertura (testa o cascara), los cotiledones y
el germen(hipocétilo); en promedio se encuentran en una proporcion en masa del 8 %, 90
% y 2 % respectivamente. La cobertura de la semilla contiene un area facilmente
identificable conocida como hilum de color distinto al resto de semilla. Algunas
variedades tienen un hilum negro, otros grises o color café. Debido a que el hilum oscuro
puede contaminar los productos elaborados a partir de soya, las variedades de hilum
claras son generalmente preferidas para procesamiento (Cheftel et al. 1989; K. Liu 2004).

Dentro de la cobertura de la semilla puede distinguirse la cuticula, seguida de las células
empalizadas, una capa de células de forma distintiva de reloj de arena y varias capas de
células de parénquima. La presencia de células en forma de reloj de arena facilmente
identificables sirve como método cualitativo para detectar los ingredientes de soya
afiadidos a los productos alimenticios. La capa empalizada es altamente refractaria y es
conocida como linea clara (Venturi & Amaducci 1988; K. Liu 1999).

El cotileddn tiene por si mismo una epidermis y el interior esta lleno de células elongadas
tipo empalizada que contienen la mayor parte de la proteina y aceite del grano. La
proteina esta almacenada en cuerpos proteinicos cuyo didmetro es de 2 a 20 micras y
cuyo contenido de proteina es de 80 a 90 %. El aceite esta contenido en unas estructuras
llamadas cuerpos lipidicos, esféricos y mucho mas pequefios que los cuerpos
proteinicos, tienden a adherirse a otras inclusiones celulares tales como membranas
celulares y cuerpos proteinicos. Las paredes celulares estan constituidas principalmente
por celulosa, hemicelulosa y lignina. Las células estan aglutinadas por sustancias
pécticas. Si bien durante el desarrollo temprano del grano existe almidon en la soya, en
los frijoles maduros es practicamente despreciable. Durante la coccién del grano se
produce reblandecimiento debido a la ruptura de las sustancias pécticas (Venturi &
Amaducci 1988; K. Liu 2004).

De acuerdo con la estructuracion del grano, en la tabla 1 se presenta la composicion
guimica de las diferentes partes de la semilla y sus componentes en base seca. Las
proteinas y los lipidos constituyen los componentes de mayor importancia y comprenden
en conjunto aproximadamente un 60 % de la semilla. El contenido de proteina se
destaca dentro de las leguminosas. Al comparar la composicién quimica de la soya con
otros alimentos, se evidencia la superioridad respecto a otros vegetales y su relaciéon con
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alimentos de origen animal. Ademas, la soya es una fuente razonable de minerales y
vitaminas (CORPOICA 1998).

En Colombia no existe una normatividad especifica para la soya para consumo humano;
se encuentran vigentes normas para soya destinada a la alimentacién animal, en las
cuales se considera implicito un tratamiento térmico o una molienda. En la tabla 1-2 se
encuentran los valores recomendados en la norma técnica colombiana, NTC 3716,
establecida para semilla de soya integral destinada a alimentacion animal, excepto para
poligastricos, que ya ha sido adecuada térmicamente para consumo. También se
encuentran los requisitos para harina de soya sin desengrasar, con aplicabilidad para
alimentacién humana.

Tabla 1-1: Composicion de la semilla de soya en sus fracciones estructurales (K. Liu

1999)

Componente Proporcién en Carbohidratos Grasa Proteina Cenizas
Semilla soya el grano(%) totales* (%) (%) (%) (%)
Cuticula 7,3 85,9 1,0 8,8 4,3
Cotiledones 90,3 29,4 22,8 42,8 50
Hipocatilo 2,4 43,4 11,4 40,8 4,4
Semilla 100 33,8 21,0 40,3 4,9
completa

Valores en % m/ m, en base seca  * Por diferencia

Tabla 1-2: Requisitos en Colombia para la soya integral y la harina integral de soya a
alimentacion animal (ICONTEC. Instituto Colombiano de Normas Técnicas y
Certificacion. 2001; ICONTEC. Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion.

2002)
Requisito Soya Integral Harina de soya sin
tratada desengrasar

Humedad Maximo 12% (b.s.) Maximo 10% (b.s.)
Proteina Minimo 33%(b.s.) Minimo 40.8 (b.s.)
Fibra cruda Maximo 7%(b.s.) Maximo 3.0% (b.s.)
Grasa total Minimo 16 % (b.s.) Minimo 18% (b.s.)
Cenizas Maximo 6%(b.s.) Maximo 5,5 (b.s.)
Solubilidad en KOH Minimo 75%

A pesar del gran nimero de variedades de soya que se han desarrollado en el mundo, su
composicion proximal no tiene mucha varianza; fundamentalmente influyen las
condiciones de cultivo y la época de cosecha El rendimiento en la extraccion de los
componentes y la composicién de los productos elaborados a partir de la semilla varian
fundamentalmente segun el proceso utilizado (Poysa & Woodrow 2002a).

1.2.1 Carbohidratos

Los carbohidratos totales corresponden en la soya aproximadamente a un 34 % de la
masa seca. Esta fraccion es fundamentalmente libre de almidén y por lo tanto tiene
mucho menos significado nutricional e industrial que la proteina y la grasa. En la semilla
se encuentran tanto carbohidratos insolubles como solubles, con diferentes
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caracteristicas quimicas, nutricionales y sensoriales. Parte de los carbohidratos de la
soya corresponden a la categoria general denominada ultimamente fibra dietaria, que de
acuerdo con la definicién general involucra a todos aquellos compuestos enddgenos del
material vegetal de la dieta humana que son resistentes a la digestion. El papel de la
fibra dietaria en la salud ha sido objeto de mucha atencion en las Gltimas décadas debido
a la asociacion entre algunas enfermedades emergentes y la falta consumo de fibra de
las sociedades modernas (K. Liu 2004).

La fraccion de carbohidratos insolubles corresponde a compuestos tales como las
hemicelulosas del tipo arabinogalactanos, las pectinas y la celulosa (responsables con la
lignina de un contenido de fibra en el grano proximo al 5 %); son compuestos
estructurales que se encuentran fundamentalmente en la pared celular y es en la cuticula
de la semilla donde se hallan en mayor proporcion. Durante la elaboracion de la bebida
de soya esta fraccion no es extraida y aparece como subproducto en la filtracién junto
con las proteinas insolubles; este residuo se denomina generalmente “okara” (K. Liu
1999).

La fraccion soluble de los carbohidratos de la soya incluye azlcares no reductores,
dentro de los que se encuentran la sacarosa y galacto-oligosacaridos (galactosa ligada
en posicion a-1,6), como el trisacarido rafinosa y el tetrasacéarido estaquiosa. La glucosa,
la arabinosa y otros azlcares reductores se encuentran en el grano verde, pero
desaparecen con la maduracion (Wijeratne 1995). En la Figura 1-1 se presentan las
estructuras de estos azlcares

Figura 1-1: Estructura de los oligosacaridos de la soya, adaptado (K. Liu 2004)

CH,0OH | rafinosa
. o/ e o | sacarosa
galactosa 0 CH,
galactosa (o) CH,OH_O
0
| glucosa | fructosaCH?OH
1 Estaquiosa melibiosa

La rafinosa, [a-D-galactopironosil-(1,6)-a—D-glucopiranosil-p-D-fructofuranosido] y la
estaquiosa, [a-D-galactopironosi-(1,6)-a—D-galactopironosil-(1,6)-a—D-glucopiranosil-p-D-
fructofuranosido], son los principales azucares presentes en la soya. La verbascosa
(penta galacto oligosacarido) se encuentra en pequefias cantidades. Debido a que los
humanos y otros monogastricos carecen de la enzima a-galactosidasa [E.C. 3.2.1.22, a-
D-galactosido galactohidrolasa] indispensable para la hidrdlisis de los enlaces a-1,6
presentes en estos carbohidratos, estos azlcares pasan intactos al intestino grueso,
donde normalmente existen microorganismos que los degradan y generan gases como
producto de su metabolismo (diéxido de carbono, metano, entre otros) y por consiguiente
dan lugar a las molestias propias de la flatulencia y a una reduccién en el
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aprovechamiento de la proteina (Guimardes et al. 2001). Estos oligosacéridos tienen
bastante estabilidad térmica y quimica, explican muchos de los problemas digestivos en
los monogéstricos y han motivado toda clase de investigaciones; inclusive, se ha probado
aplicaciéon de rayos gama en dosis del orden de 0,25 kGy para degradar estos
carbohidratos (Machaia et al. 1999). En los ultimos afios se intenta hidrolizar estos
oligosacéridos en productos de soya utilizando enzimas extraidas de microorganismos
(Patares Reis et al. 2010), utilizar soya verde (Saldivar et al. 2010) y trabajar en el
desarrollo de variedades de soya con bajos niveles de estos oligosacéridos (K. Liu 2004).

Son escasos los estudios en los que se reporta el contenido de carbohidratos solubles
en el grano de soya; solamente se han efectuado algunas mediciones durante la
germinacion de la semilla. En tres variedades de semillas brasilefias se encontré que
ninguna de ellas presentaba contenidos de fructosa ni de glucosa, mientras que, en base
seca, el contenido de rafinosa oscilaba entre 0,75% y 1,16%; la estaquiosa entre 3,28 y
4,09% vy la sacarosa entre 3,97% y 4,81%. Se ha comprobado que estos contenidos
cambian apreciablemente durante la germinacion; la estaquiosa es la que mas facilmente
sufre hidrdlisis y practicamente en 6 dias desaparece, mientras que la rafinosa se
degrada en una proporcion del 90% y la sacarosa se degrada entre un 50 y 90%.
Simultaneamente aparece la fructosa en una concentracion en base seca del orden del
1% y glucosa en un 1% (H. C. Silva et al. 1990; K. Liu 2004) (Silva et al., 1990; Liu,
2004). (Poysa & Woodrow 2002a) investigaron la composicion quimica de diez
variedades de soya en Canada y encontraron que en cuanto a los azlcares, los
contenidos de sacarosa se encuentran alrededor del 6% y la estaquiosa en el orden del
4%.

Aunque generalmente se reportan contenidos despreciables de monosacaridos en la
soya, con metodologias modernas de analisis se han podido establecer los contenidos de
glucosa y fructosa en valores comprendidos, segun la variedad, entre el 0,07 y el 0,19%
y se han determinado valores para los oligosacaridos con mayor exactitud; para la
sacarosa entre 5,5y 9,4% (b.s.); la rafinosa entre 0,3 y 1,4% y la estaquiosa entre 0,3 y
6,3% (b. s.); los contenidos totales de azlcares se han reportado entre 10 y 14%
(Giannoccaro, Y-J. Wang, et al. 2008).

La hidrdlisis de estos galacto-oligosacaridos sucede por accion tanto de las enzimas a-
galactosidasa e invertasa. La a-galactosidasa hidroliza el enlace a-1,6 de la rafinosa
produciendo galactosa y sacarosa; la invertasa hidroliza el enlace a-1,2 produciendo
glucosa y fructosa. Las enzimas a-galactosidasas estan ampliamente distribuidas en
microorganismos, animales y plantas. La ingestion de células vivas o extractos de ciertas
bacterias ha demostrado que en ratas mejora la digestibilidad de alimentos elaborados
con soya debido a la presencia de a-galactosidasas activas que contribuyen a la
degradacion de los oligosacaridos (J. G. LeBlanc et al. 2005). También se ha reportado la
caracterizacion de a-galactosidasas obtenidas de granos germinados de soya, cuya
actividad aumenta a medida que avanza el proceso de germinacion. Se ha probado la
utilizacién de este tipo de enzimas para reducir los contenidos de rafinosa y estaquiosa
en la bebida de soya (V.M. Guimaraes et al. 2001; Thippeswamy & Mulimani 2002) y en
productos elaborados a partir de esta semilla (Viana et al. 2007). Algunas de las
bactérias acido lacticas pueden degradar estos oligosacaridos debido a la actividad de a
enzima de a-galactosidasa en su estructura (Mital & K. Steinkraus 1975).
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Aunque en general la presencia de oligosacaridos es considerada indeseable con
respecto a su accion flatulenta, nuevos estudios muestran que estos carbohidratos
pueden tener algunos beneficios, tales como generar una proliferacion de bifidobacterias
en el colon cuya accion biolégica es antagonista con la de los microorganismos que
ocasionan putrefaccién, reducir metabolitos toxicos y enzimas degenerativas, prevenir
diarreas por el mismo mecanismo que reduce la poblacién de bacterias deterioradoras,
proteger el higado al reducir la produccién de metabolitos téxicos, reducir la presion
sanguinea, tener efecto antioxidante y favorecer la produccion de vitaminas por parte de
las bifidobacterias (Tomomatsu 1994; K. Liu 2004; J. G. LeBlanc et al. 2004).

1.2.2 Grasa

La soya es la oleaginosa mas importante a nivel mundial. En general, el contenido de
aceite en la soya es del orden del 20 % en base seca, con diferencias dependiendo de
las variedades y de las condiciones el cultivo. Los lipidos de la soya estan conformados
por triglicéridos (la mayor parte), fosfolipidos, tocoferoles, esteroles y derivados de
triglicéridos. Durante el proceso de maduracion de la semilla, los lipidos se almacenan
principalmente en forma de triglicéridos en un organelo conocido como cuerpo graso
(esferosomas u oleosomas), cuya forma es casi esférica, con un didmetro entre 0.2 y
0.5 um (aproximadamente la quinta parte del diametro de estos cuerpos en otras
leguminosas) (R. Valencia & Garzén 2004; Torres y Torres & Tovar-Palacio 2009).

En el aceite crudo de soya se encuentra aproximadamente un 2 % de fosfolipidos. La
colina fostatida, la etanolamina fosfatida y el inositol fosfatidos son los mayores
componentes de esta fraccion, que generalmente son removidos en el proceso de
refinacion del aceite (desgomado) y forman un valioso producto conocido corrientemente
como lecitina de soya, a la cual se le reconocen muchas propiedades funcionales (contra
enfermedades cardiovasculares especialmente) y cuya aplicaciébn en la industria de
alimentos es muy importante como agente emulsificante (Venturi & Amaducci 1988;
Besler 1999).

El aceite de soya es reconocido por su importante aporte de acidos grasos esenciales,
por sus propiedades funcionales en eventos cardiovasculares (Lichtenstein et al. 2006) y
por ser vehiculo destacado de vitaminas liposolubles de accion antioxidante (K. Liu
2004). Dentro de la conformacion de los triglicéridos, se encuentran los siguientes acidos
grasos esenciales: el acido oleico (C18:1) 25 a 35 %; linoleico (C18:2) 45 a 55 % vy
linolénico (C18:3) 5 a 10 %. La fraccion saturada de los triglicéridos representa del 10 al
15 % del total de los lipidos de la soya y esta conformado por: laurico (C12:0) 4 a 8 %;
miristico (C14:0) 4 a 6 %; palmitico (C16:0) 10 a 12 % Yy estearico (C18:0) 4 a 5 % (K. Liu
1999; Besler 1999).

La presencia de acido linolénico es generalmente reconocida como benéfica desde el
punto de vista nutricional y es el componente al cual se le atribuye la accion funcional; sin
embargo constituye un inconveniente desde el punto de vista tecnol6gico ya que su
susceptibilidad de oxidacion es apreciable y ocasiona olores desagradables. Por esta
razén en el procesamiento convencional del aceite de soya se induce una hidrogenacion
selectiva de este acido graso; sin embargo en la actualidad este proceso se cuestiona
debido al efecto indeseable nutricionalmente de transesterificacion que reciben los acidos
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grasos insaturados (K. Liu 2004). Se han efectuado intentos para producir variedades de
soya que contengan cantidades minimas de este acido graso (Venturi & Amaducci 1988).

En los proceso de elaboracion de productos derivados de la soya integral, los lipidos se
ven afectados en las operaciones en que hay contacto con el oxigeno del aire debido a la
activacion de la lipoxigenasa, enzima presente en la soya que cataliza la reaccion de
oxidacion (Adreou & Feussne 2009).

1.2.3 Minerales y Vitaminas

El contenido de minerales de la soya se encuentra entre 4,5 y 6 %, formando carbonatos,
fosfatos y sulfatos principalmente. El elemento que se  encuentra en mayor
concentracion es el potasio, seguido por el fésforo, el magnesio, el azufre, el calcio, el
cloro y el sodio. El contenido de cada uno de estos minerales va en promedio entre 0,2%
y 2,1% y corresponden principalmente a fésforo, magnesio y potasio. Se encuentran
otros minerales en menor proporcién, tales como el silicio, hierro, zinc, manganeso,
cobre, molibdeno, fldor, cromo, selenio, cobalto y cadmio. Los contenidos de estos
elementos minoritarios estan entre 0,01 y 140 ppm. Igual que en todos los vegetales, las
concentraciones particulares dependen de la variedad, del suelo y las estaciones (K. Liu
2004; K. Liu 1999).

Durante el procesamiento la mayor parte de los minerales sigue preferiblemente ligada a
la fase proteica respecto a la fase grasa. Parte del calcio, magnesio y fésforo puede ser
extraida con los fosfolipidos en la fase oleosa. Otros, como el hierro y el cobre, si
aparecen en el aceite, se consideran contaminantes ya que aceleran el enranciamiento.
La principal fuente de fésforo en la soya, como en la mayoria de las semillas es la fitina y
fosfatos de calcio, potasio y magnesio. Los fitatos son muy importantes por su efecto
sobre la solubilidad de la proteina y la disponibilidad del calcio.

La soya contiene tanto vitaminas hidrosolubles como liposolubles. Excepto la vitamina C,
las demas vitaminas hidrosolubles (tiamina, riboflavina, niacina, acido pantoténico y acido
félico) se encuentran en niveles importantes y permanecen en la torta cuando se extrae
el aceite de la semilla. Para el remojo de semillas en agua se han reportado pérdidas por
difusion superiores al 50%. Las vitaminas liposolubles presentes en niveles importantes
son la Ay la E y son extraidas con el aceite. Sin embargo existen reportes de la aparicion
de las vitaminas D y K durante la germinacion de la semilla (Venturi & Amaducci 1988;
K. Liu 2004).

1.2.4 Proteinas

El componente de la soya mas importante cuantitativa y cualitativamente es la proteina;
actualmente es la principal fuente de nutrientes en la alimentacién animal y presenta
una tendencia creciente en nutricion humana. Segun la funcion biolégica en la planta, las
proteinas de la semilla son de dos tipos: las proteinas biol6gicamente activas (o
metabdlicas) y las proteinas de almacenamiento. Las primeras constituyen
aproximadamente un 15% del total de proteinas y estan conformadas principalmente por
enzimas, inhibidores de tripsina y hemaglutininas o lectinas. Las proteinas de
almacenamiento conforman un 65-80% del total de la proteina de la soya y en su mayor
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parte comprende las globulinas glicinina y p-conglicinina, también denominadas
proteinas 11S y 7S, respectivamente (Cheftel et al. 1989; Agudelo, H. Carmen 1998).

Las proteinas de la soya, (40-45 % del grano, b.s.) se localizan casi totalmente en los
cotiledones y contienen todos los 11 aminoacidos esenciales requeridos para la nutricion
humana o animal: isoleucina, leucina, lisina, metionina, cisteina, fenilalanina, tirosina,
treonina, triptéfano, valina e histidina. Los aminoacidos azufrados son los limitantes de su
calidad, mientras que la lisina es elevada, lo cual justifica su complemento en mezclas
alimenticias con cereales, deficientes en lisina y ricos en aminoacidos azufrados (Venturi
& Amaducci 1988; JW Erdman & EJ Fordyce 1989). En la tabla 1-3 se presentan las
necesidades diarias de aminoacidos para el hombre en diferentes etapas de la vida y en
la tabla 1-4 el contenido de aminoacidos de la proteina de soya en paralelo con el patrén
de aminoacidos esenciales recomendado por la FAO. El perfil de aminoacidos de la
proteina de soya es bastante completo para una proteina de origen vegetal.

Tabla 1-3: Necesidades diarias de aminoacidos para el hombre (Wijeratne 1995)

Necesidades Necesidades Necesidades

Aminoacido Infantes Adolescentes Adultos

(mg/dia) (mg/dia) (mg/dia)
Histidina
Isoleucina 83 28 9,5
Leucina 135 42 12,5
Lisina 99 44 9,4
Metionina+cistina 49 22 12,1
Fenilalanina+tirosina 141 22 12
Treonina 68 28 6,5
Triptofano 21 3,3 2,9
Valina 92 25 10,7

Tabla 1-4: Contenido de aminoacidos de diferentes fuentes proteicas (Wijeratne 1995)

Patron Soya integral Leche Lechede | Huevo
Aminoacido FAO (mg/g) Humana vaca (mg/g)
(mg/9) (mg/g) (mg/g)
Isoleucina 42 49 64 64 68
Leucina 48 76 89 99 90
Lisina 50 63 63 78 63
Metionina+cistina 35 13 22 24 31
Fenilalanina+tirosina 60 80 141 22 12
Treonina 28 39 46 46 50
Triptofano 14 14 16 14 17
Valina 42 43 66 69 74

Por otra parte, las proteinas metabdlicas presentan adversos efectos nutricionales y otras
acciones indeseables generadas cuando la soya se consume cruda, lo cual se atribuye a
la presencia de estructuras proteicas que tienen accion inhibidora de las enzimas
digestivas, a lectinas o hemaglutininas y a la baja digestibilidad. Para mejorar la calidad
de estas proteinas es indispensable la aplicacion de tratamientos térmicos para
desnaturalizar estas proteinas (K. Liu 2004).
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Considerando la solubilidad, la mayor parte de las proteinas de la soya son de tipo
globulinas (insolubles en agua, solubles en soluciones salinas), pero en la practica esta
solubilidad no proporciona una idea sobre su capacidad para dispensarse en fase
acuosa. Para tener una idea mas clara de la solubilidad o extractabilidad de las proteinas
de soya se ha utilizado un sistema de clasificacion por centrifugacion. Bajos ciertas
condiciones buffer pH= 7.6 (y fuerza idnica igual a 0.5), la proteina de soya exhibe un
comportamiento ante la centrifugacion de separacion en 4 fracciones denominadas: 2S,
5S, 7S y 11S. La letra S indica Unidades Svedburg y se calculan como la velocidad de
sedimentacion por unidad de campo de fuerza centrifuga, calculada a partir de la

siguiente ecuacion:
5= (G
={—Jjwc
dt

Donde c: distancia desde el centro de la centrifuga; t: tiempo; w: velocidad angular. S
varfa ente 1 y 200 con unidades 10™*% s. En general el anlisis por centrifugacién de las
proteinas de la soya muestra que las fracciones 11S y 15S son proteinas puras; la 11S
es una globulina: la glicinina y corresponde a una tercera parte de la proteina extractable
de la soya, mientras que se piensa que la 15S es una globulina( polimero de la glicinina)
y la ureasa; corresponde a un 10% de la proteina extractable de la soya. En contraste
las fracciones 2S y 7S son heterogéneas. La 2S corresponde a un 20% de la proteina
extractable e incluye los inhibidores de tripsina de Kunitz y Bowman-Birk, el citocromo C
y enzimas. La fraccion 7S corresponde al otro tercio de la proteina extractable y esta
conformada por conglicinina, a-amilasa, lopixigenasa y hemaglutininas Es importante
aclarar que esta clasificacion corresponde a términos promedios, ya que puede cambiar
segun la variedad de semilla; ademas los resultados de la clasificacién pueden variar
segun las condiciones experimentales, sobre todo la estandarizacion del buffer (VH & K.
1978; VH & K. 1977; NC et al. 1989; Zilic et al. 2011). En la tabla 1-5 se resume esta
clasificacion de las proteinas de la soya, con las correspondientes masas moleculares.

Tabla 1-5: Fracciones proteicas hidrosolubles del grano de soya (Cheftel et al. 1989;
Besler 1999)

Fraccion Componente Proteico Masas Moleculares Proporcion
(Da) (%op/p )

Inhibidor de Tripsina (Bowman —Birk) 7.900
Citocromo C 12.500 10-20

2S Inhibidor de Tripsina (Kunitz) 21.500
Enzimas 15.000-25.000
Enzimas
[ -amilasa 70.000-24.0000
Lipoxigenasas 100.000 30-35
Hemaglutininas o Lectinas 110.000

7S Globulina 7S (Conglicinina) 120.000
Globulina 7S (B Conglicinina) 140.000-170.000

11S Globulina 11S (Glicinina) 320.000-350.000 30-50

15S Ureasa 480.000 5-10
Globulina 15S 600.000
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En medio acuoso, un 85 % de la proteina de soya es soluble a un pHentre 7y 2. Aun
pH 11 puede solubilizarse hasta un 95 %. Las globulinas, principales constituyentes
proteicos, son insolubles en una zona de pH 3,7 a 5,2, situada en torno a su punto
isoeléctrico (pH 4,2 a 4,6), pero pueden solubilizarse progresivamente a esos mismos pH
por aumento de la fuerza iénica. A un pH 7, las proteinas de soya se expanden entre las
fuerzas ionicas 0 y 0,1, y se solubilizan ain mas. Los tratamientos térmicos y los
cambios de pH producen grandes modificaciones en las estructuras secundarias,
terciarias y cuaternarias de la soya. La disociacion y asociacion tienen un papel muy
importante durante algunas operaciones tecnolégicas como la gelificacion y el hilado; la
baja solubilidad a pH 4,2 a 4,6 se utliza para aislar la proteina por precipitacion
isoeléctrica (Cheftel et al. 1989; Shen 1976).

Las investigaciones se han enfocado al empleo de la soya como fuente Unica de proteina
en diversos estudios. De acuerdo con los valores del coeficiente de eficiencia proteica
(CEP), indicador de la calidad de la proteina de soya, que se muestran en el Anexo C, los
bioensayos en ratas generalmente subestiman la calidad de la proteina de soya para
consumo humano en virtud de que la rata tiene requerimientos relativamente mayores
gue el hombre de aminoacidos azufrados, metionina y cistina, que son limitantes en la
proteina de soya (R. Valencia & Garzon 2004).

Diversos estudios con seres humanos, publicados en afios recientes, se han referido a la
calidad proteica de la soya en la alimentacién de adultos, adolescentes e infantes. En
muchos de ellos se han utilizado concentrados o aislados de soya, con o0 sin
suplementacion con metionina, como fuente de proteina; la evaluacién del balance de
nitrdgeno ha mostrado resultados similares a fuentes tradicionales de proteina. Los
estudios metabdlicos con adolescentes alimentados con concentrado de soya a razon de
0,8 g/kg. dia, mostraron que los productos de soya disponibles comercialmente, siempre
y cuando estén procesados adecuadamente, pueden ser utilizados como Unica fuente de
proteina (JW Erdman & EJ Fordyce 1989; R. Valencia & Garzon 2004).

1.2.5 Factores antinutricionales de caracter proteico presentes en
la soya

Generalmente en alimentos de origen vegetal, sobre todo en semillas de leguminosas, se
encuentran presentes sustancias quimicas cuya accién en la alimentacién es contraria a
la de un nutriente, denominadas factores antinutricionales. Aproximadamente un 15% de
las proteinas de la soya, como se muestra en la tabla 1-6, corresponden a estos
compuestos.

Los efectos nocivos son mas notorios en los animales monogastricos. Su mecanismo de
accion y su susceptibilidad a los tratamientos térmicos depende de su estructura. Como
puede notarse la mayoria de ellos tienen una naturaleza proteica; en su valoracion
analitica facilmente se confunden ya que no pueden ser distinguidos por las
metodologias quimicas corrientes. Su valoracion requiere metodologias muy especificas
basadas en el fundamento de su accion antinutricional.
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Tabla 1-6: Factores antinutricionales del grano de soya crudo (Certificacion 2000;
Cheftel et al. 1989)

Naturaleza Sensibilidad C
Factor P Efecto fisioldgico
quimica al calor
Inhibidores de tripsina Aumenta la secrecion intestinal,
P Oligopéptida Media y alta causa hipertrofia del pancreas
Factor hemoaglutinante S . Cubre la superficie absorbente del
- Polipéptida Mediana o ; .
(Lectinas) epitelio intestinal, diarreas
Lipoxigenasas Péptida Alta Cataliza I.a, OX'daC'ot‘ Qe la grasa y
la formacién de peréxidos
Factores alergénicos Proteina Alta (I;_actor de _predlsposmon de
iarrea en recién nacidos
Fitatos Carbohidratos Ninguna Elnoquea la absorcion de Mg, Mn'y
Saponinas Glicosidas Ninguna No significativo
. - . No es antinutricional. Indicativo
Ureasa Oligopeptida Mediana de la actividad de los otros

1.2.6 Inhibidores de Tripsina

Los inhibidores de tripsina son sustancias de caracter proteico, que se encuentran en
leguminosas. Cuando se encuentran en presencia de una proteasa y un sustrato,
producen una notoria disminucién en la velocidad de la reaccion catalizada por la enzima.
Las caracteristicas estructurales que determinan la actividad funcional de estas
moléculas han sugerido diferente tipo de clasificaciones en familias conocidas como
Kunitz, Bowman-Birk, Papa |, Papa Il, Calabacin, Cebada y Miscelaneas; en la soya
predominan los dos primeros y constituyen aproximadamente un 15% del total de las
proteinas presentes en la semilla (Oliva et al. 2010; Cheung et al. 2009)

Desde que el inhibidor de tripsina de la soya fue descubierto, muchos otros inhibidores
de proteasas han sido aislados a partir de diferentes especies de leguminosas de las
subfamilias Mimosoideae, Caesalpinioideae y Papilionoideae y aunque se han realizado
muchas investigaciones enfocadas en su papel nutricional enddégeno, su extrafio
desempefio fisioldgico aun no se comprende completamente. Los inhibidores de tripsina
son potentes sustancias téxicas para los insectos, ya que limitan la acciéon de sus
enzimas digestivas, ocasionando un inadecuado aprovechamiento de las proteinas y por
ende de los aminoacidos esenciales, originando problemas en el desarrollo del insecto y
muerte por hambruna; esto explica la gran estabilidad de la soya en almacenamiento
poscosecha. Esta accion ha sugerido recientemente la investigacion en variedades
especiales de leguminosas con resistencia a insectos y la formulacién de plaguicidas
mediante la mezcla de estos potentes factores antinutricionales, para ser usados en
agricultura (Oliva et al. 2010)

Este tipo de proteinas activas generalmente inhiben serin-proteasas, dentro de las que se
encuentran la tripsina y la quimotripsina. Esta accion tiene grandes implicaciones en el
valor nutricional de la soya tanto para el hombre como para los animales, pues involucra
la digestibilidad; la fisiologia del pancreas, glandula productora de la mayoria de las
enzimas digestivas, se afecta notablemente y se evidencia su hipertrofia ante la ingestion
continua de soya o derivados con el inhibidor activo. No se conoce muy bien cémo se
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genera esta hipertrofia, pero se sabe que el agente que media entre las enzimas y el
pancreas es la colecistoquinina, hormona producida en el epitelio endocrino del yeyuno y
cuando los niveles de tripsina se reducen, automaticamente esta hormona se libera e
induce en el pancreas a la produccién de mas tripsina. Si el consumo del inhibidor es
repetido, se genera la hipertrofia del pancreas y su debilitamiento (Cheftel et al. 1989; K.
Liu 2004). Se ha detectado dos potentes inhibidores de tripsina en la soya: el de Kunitz y
el de Bowman Birk. El primero fue identificado por el cientifico M. Kunitz (1946) mediante
extraccidn con agua y posterior precipitacién con alcohol; tiene un peso molecular que
puede estar comprendido ente 15000 y 25000 kDa, con una especificidad directa sobre la
tripsina en proporcion molar 1 a 1 (1 mol de tripsina es inactivada por 1 mol de inhibidor).
La estructura primaria del inhibidor fue establecida en 1973; se encontré que consta de
181 aminoacidos, con dos puentes disulfuro, con su sitio activo en los residuos arginina e
isoleucina. El inhibidor de Bowman Birk fue descrito por primera vez en 1944, por
extraccién con alcohol al 60% y precipitaciébn con acetona, como un factor insoluble en
acetona en contraste con el inhibidor de Kunitz que es insoluble en alcohol. En 1973 se
establecio que su estructura primaria es simple, incluyendo 7 puentes disulfuro; su peso
molecular es de aproximadamente 8 kDa. Tiene capacidad de inhibir tanto la tripsina
como la quimotripsina, pero cada una en diferentes puntos; el sitio reactivo para la
tripsina se encuentra en los residuos lisina y serina, mientras que para la quimotripsina el
sitio activo se encuentra en los residuos leucina y serina. Actualmente aun se estudian
las otras estructuras y se ha podido comprobar que aunque por tratamiento térmico se
degraden los enlaces disulfuro, el inhibidor sigue activo contra las proteasas. Ademas de
los inhibidores mencionados, la soya contiene trazas de acidos grasos libres y sus
ésteres con AcetilCoA, han sido reportados también como inhibidores de tripsina. Estos
inhibidores no proteicos han sido reportados como causantes del aumento de la accion
inhibidora de tripsina en soya fermentada (K. Liu 2004; Cheftel et al. 1989; Perilla 1996)

» Inactivacion del inhibidor de tripsina

Por estar constituidos por proteinas, los inhibidores de ftripsina  pueden ser
desnaturalizados. Con este fin es posible aplicar tratamientos térmicos y aunque en 1917
no se habian aislado ni reconocido, se sabia que era indispensable aplicar calor a la
soya para adecuarla al consumo animal; en ensayos con ratas se prob6 claramente la
relacion entre la intensidad del tratamiento térmico aplicado al alimento y el crecimiento
de los animales. Debido a que las raciones son suministradas con bajo contenido de
humedad al animal, se encuentran en la literatura multiples reportes en los que se
validan diferentes tipos de tratamientos, tales como el tostado, la extrusién, el proceso
en autoclave o sistemas de aplicacion de vapor a la torta de soya o a la semilla integral
(Matrai et al. 1996; Ellenrieder et al. 1980). Estos estudios soportan, para diferentes
especies animales, su nutricibn moderna, con un alto grado de especializacion segun la
edad y el propdsito productivo. Se ha reportado, por ejemplo, que el nivel inicial en
harina de soya cruda igual a 52.1 mg/g harina, pudo reducirse a 3.2-7.9 mg/g en harina
de soya tratada; a 6.3-13.7 mg/g en concentrado de soya; a 4.4-11.0 mg/g en aislado de
soya (Liener 1994).

Se han realizado importantes trabajos en Colombia para establecer los parametros de
calidad de la soya (Perilla 1996), sometiendo la semilla integral a diferentes tratamientos
térmicos con vapor o extrusion y evaluando la degradacion del inhibidor de tripsina, asi
como probando el desarrollo de pollos alimentados con dietas con inclusion de la soya;
se pudo comprobar una estrecha correlacion entre la actividad el inhibidor de tripsina en
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el alimento y el desarrollo biolégico de los pollos (Perilla 1996; Perilla et al. 1997; K. Liu
2004). A nivel humano es poca la informacién disponible, pero existen estudios que
afirman que estos factores antinutricionales afectan de manera similar a los
monogastricos y que se presenta alta correlacion entre la fisiologia humana y ciertas
especies, como pollos o cerdos, con distinto grado de sensibilidad segin el estado
nutricional de la persona y la variedad de la soya (Liu, 2004). Teniendo en cuenta su alta
termoestabilidad, la destruccién del inhibidor de tripsina hasta niveles de actividad
aceptables se ha estimado tomando como referencia la tolerancia de monogastricos a
este factor. Se considera que una actividad de 1mg de tripsina inhibida por gramo de
alimento, garantiza la degradacion de los demas factores y que este hecho ocurre
secuencialmente en el siguiente orden: lectinas, lipoxigenasa, ureasa, inhibidor de
tripsina, alergenos (Matrai et al. 1996)

La composicion proximal de la soya, en general, varia dentro de unos intervalos muy
estrechos; sin embargo las diferencias se pueden presentar segun la variedad en
aspectos de orden nutricional. La presencia del inhibidor de tripsina en la soya y los
inconvenientes que ocasiona en la nutricion han motivado el desarrollo de nuevas
variedades con muy baja actividad de este inhibidor, que aun hoy dia se investigan (K.
Liu 2004; Dragicevi¢* et al. 2010). En contraposicion a los efectos antinutricionales,
estudios recientes muestran un eventual efecto anticancerigeno del inhibidor Bowman
Birk (Kennedy et al. 1993; WB et al. 2003; K. Liu 2004). En el campo médico se ha
mostrado la capacidad de estos factores antinutricionales para controlar el crecimiento
celular en tejidos afectados por distintos tipos de enfermedades inmunoldgicas,
inflamatorias, cancer, incluyendo el cancer de seno y la leucemia (Das & Mukhopadhyay
1994; Ohba et al. 1998; Troncoso et al. 2007; Mello et al. 2009; Fanga et al. 2010).

= Modelos de degradacién térmica del inhibidor de tripsina

En las aplicaciones de la soya en alimentacion o humana indispensablemente se debe
considerar la degradacioén del inhibidor de tripsina en las fases de adecuacién nutricional.
Generalmente se combinan procesos térmicos con acciones mecanicas, lo cual complica
los estudios de los fendmenos involucrados. Existe actualmente una rama de
investigacion en los aspectos cinéticos de procesos mecano quimicos aplicados tanto a
alimentos como a polimeros. En los Ultimos 20 afios se han desarrollado modelos
aplicables a la soya (Van den Hout, M. Pouw, et al. 1998; Van den Hout, Marieke Pouw,
et al. 1998; Zhao et al. 2011).

La degradacion del inhibidor de tripsina se ha modelado considerando tratamientos
aplicables a la industria, tales como el tostado, tratamiento en autoclave y el tratamiento
con vapor (Yin et al. 1993). Los fenédmenos que ocurren son complejos, ya que
simultdneamente se pierde valor nutricional por degradacién de aminoacidos esenciales,
de manera que procura modelar y optimizar, tomando como indicadores generalmente la
actividad del inhibidor de tripsina y el indice de solubilidad de proteina (Van den Hout, M.
Pouw, et al. 1998). Se ha propuesto el siguiente modelo (ecuacion 21) para la
degradacion de la actividad del inhibidor de tripsina (TIA) en harina de soya sometida a
tratamiento con vapor, considerando la importancia que tiene su valor inicial en
intensidad del tratamiento (Van den Hout, M. Pouw, et al. 1998; Van den Hout et al. 1988)
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TIA i v
TIA)_ae +(1-a)e™ (21)

TIA,: actividad inicial del inhibidor de tripsina
TIA:: actividad del inhibidor de tripsina al tiempo t

La ecuacion puede interpretarse como dos etapas de inactivacion, con k1 y k2 como las
constantes de inactivacién en cada una de las etapas. La dependencia de la velocidad de
inactivacion con la temperatura se describe mediante la ecuacién de Arrhenius. La
energia de activacion y los factores pre-exponenciales se asumen dependientes del
contenido de humedad soya mientras que la energia de activacion y el orden de reaccion
se asumen independientes del contenido de humedad. Sinembargo ninguno de los
modelos se ha respaldado con mecanismos de reaccion (Van den Hout, M. Pouw, et al.
1998; Zhao et al. 2011). Se ha encontrado que la degradacion del inhibidor de tripsina
tiene el mismo comportamiento en soya integral que en soya que ha sido desengrasada y
se ha comprobado que la cinética de la pérdida de solubilidad de la proteina depende del
contenido inicial de humedad del grano; si la humedad inicial es mayor, se tendran
valores finales mayores para la solubilidad de la proteina; adicionalmente se ha
comprobado que el tamafio de la particula influye de manera diferente sobre la
degradacién de cada uno de estos factores antinutricionales (Van den Hout, M. Pouw, et
al. 1998; Van den Hout et al. 1988). Previamente (A. M. Pilosof et al. 1981) encontraron
que en frijol la pérdida de la solubilidad de proteina sigue una cinética de primer orden a
temperaturas comprendidas entre 60°C y 90°C.

Recientemente se han obtenido variedades de soya desprovistas de ciertas proteinas
con actividad antinutricional, entre las que se destaca el factor Kunitz, y se han efectuado
valoraciones de la degradacién de la actividad del inhibidor de tripsina mediante
tratamientos térmicos. Por consiguiente se ha encontrado mayor efectividad del calor
para adecuar la soya al consumo (Machado et al. 2008).

1.2.7 Lectinas

Las lectinas, también llamadas hemaglutininas, son proteinas presentes en las
leguminosas, hojas, cascaras y algunas raices, que poseen una notoria capacidad de
aglutinar los eritrocitos y otros tipos de células. Las lectinas se caracterizan por su alto
contenido de 4-hidroxiprolina y su caracteristica aglutinante se debe a su capacidad de
ligarse especificamente a sacaridos de la superficie 0 membrana de las células y actla
como puentes entre las células (Pulsztai 1991).Las lectinas de la soya estan localizadas
en los cuerpos proteicos de las células de los cotiledones; son glicoproteinas que
contienen cinco residuos de glucosamina y 37 residuos de manosa por mol; sedimentan
con la fraccion 7S durante la ultracentrifugacion y tienen un peso molecular de
aproximadamente 120 kDa y su estructura comprende cuatro unidades idénticas, cada
una con un peso molecular de 30kDa (Lotan et al. 1974; K. Liu 2004).

Existen variantes genéticas de los niveles de lectinas en la soya; se estima un contenido
promedio entre 1.1 y 14.5 mg/g de proteina extraida de la soya. Se degradan de
manera semejante al inhibidor de tripsina mediante aplicacion de calor, pero con mayor
efectividad si el tratamiento térmico es himedo. Durante mucho tiempo estas lectinas
han llamado la atencion como principios activos para combatir plagas ya que se ha
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comprobado el efecto inhibidor en el crecimiento de ciertas especies. Se ha reportado
gue las lectinas de la soya se ligan a ciertos tejidos, ocasionan el agrandamiento del
pancreas, bajan los niveles de insulina en la sangre, inhiben los disacaridos y las
proteasas en el intestino, causan deterioro de rifiones e higado y ademas interfieren en
la absorcion del hierro no hémico y los lipidos de la dieta (Liener 1994).

Recientemente se han evaluado otras propiedades y efectos benéficos o aplicaciones de
las lectinas de la soya. Se ha detectado su capacidad para ligarse a ciertas células
malignas o enfermas, por lo cual se han efectuado desarrollos en diagndstico,
especialmente en la deteccion de tejidos cancerosos, en pruebas bioquimicas de biologia
celular e inmunologia. También se ha reconocido su accién antitumoral. (Mody et al.
1995)

= Enzimas activas

Aunque desde el punto de vista cuantitativo las enzimas presentes en la soya no son
apreciables, el hecho de exhibir una alta actividad en la semilla cruda, tiene gran
importancia tanto desde el punto de vista tecnolégico para la elaboracion de productos,
como desde el punto de vista nutricional, por su estrecha relacién con la disponibilidad de
los componentes proteicos en la alimentacion humana y animal. Se destacan la
lipoxigenasa y la ureasa.

» Enzima Lipoxigenasa

Las enzimas lipoxigenasa (EC1.13.11.) constituyen una familia de metaloenzimas que
incorporan hierro y que catalizan la reaccibn de oxidacibn de acidos grasos
polinsaturados que contienen la estructura cis,cis-1,4-pentadieno, dando lugar a los
hidroperéxidos correspondientes. Segun las pruebas de centrifugacion, la lipoxigenasa
de la soya se clasifica dentro de la fraccion 7S de las proteinas extractables de la semilla
y tiene un peso molecular de 110 kDa (Cheftel et al. 1989). Existen varios tipos de
isoenzimas de este tipo en la soya. (Shibata et al. 1987) reportaron la determinacion de
la estructura primaria de la lipoxigenasa-1, deducida por la secuencia de nucleétidos del
cDNA y establecieron que esta constituida por 838 aminoacidos.

Actualmente se conocen todas las estructuras de las lipoxigenasas de la soya. La
estructura cristalina contiene un extremo con un atomo N- terminal (con ocho filamentos
en 3 hélice anti paralela) y otro extremo mayor, con un C-terminal que contiene el sitio
activo, con 18-22 hélices y dos B-hélices antiparalelas. La enzima mantiene su actividad
siempre y cuando los dos fragmentos estén intimamente unidos. En el sitio activo, el
atomo de hierro esta unido por cuatro ligandos, tres de los cuales son residuos de
histidina. Seis histidinas se conservan en todas las secuencias de las lipoxigenasas,
cinco de las cuales se encuentran agrupadas en una seccion de 40 aminoacidos; esta
region tiene dos de tres ligandos con zinc. La histidina también es importante en la
actividad de la enzima (K. Liu 1999; Cheftel et al. 1989; Baysal & Demirdéven 2007).
Aunque este tipo de enzimas se encuentran tanto en tejidos animales y vegetales, la
lipoxigenasa de la soya se destaca por su gran actividad oxidante; se localiza en el
citosol, en los cloroplastos, las mitocondrias y las vacuolas. Su accion desde el punto de
vista bioquimico es muy importante dentro de la semilla, ya que da origen a
hidroperéxidos, compuestos inestables e intermediarios en la formacién de metabolitos
secundarios que se involucran con la captacion de nitrégeno y en la capacidad de
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defensa de la semilla, lo cual determina la viabilidad y las caracteristicas peculiares de la
soya (Baysal & Demirddven 2007).

Aunque la lipoxigenasa no es propiamente un factor antinutricional y cuantitativamente
estd en baja concentracién, es muy importante tener en cuenta su presencia debido a
gue su accibén catalitica genera compuestos muy inestables, que facilmente se degradan
a moléculas volatiles causantes de aromas muy desagradables que limitan
apreciablemente la aceptabilidad que tiene la soya tanto en animales como en humanos
(K. Liu 1999). Por lo tanto las lipoxigenasas estan involucradas en el “sabor afrijolado”
pues son liberadas en la molienda, cuando se rompe el tejido crudo de los cotiledones, y
en presencia de agua catalizan rapidamente la oxidacion 4cidos grasos insaturados y de
sus glicéridos que contienen sistemas de dobles enlaces conjugados, tales como el
linoleico, el linolénico y el araquiddnico, originando hidroperdxidos, los cuales se
degradan posteriormente por ruta enzimatica 0 no enzimatica para originar
principalmente aldehidos y alcoholes responsables del sabor desagradable o afrijolado.
Por ejemplo, los productos de la degradaciéon de hidroperéxido linoleico son el n-hexanal
y n-pentanal. La degradacion térmica de la enzima lipoxigenasa minimiza estos
problemas (Matsuura et al. 1989; Pinthong, Macrae & Rothwell 1980°C).

Por su naturaleza proteica, la lipoxigenasa de la soya puede desnaturalizarse y perder su
actividad mediante la aplicacion de tratamientos térmicos, pero los inconvenientes que se
presentan en la reduccion de la solubilidad de la proteina han motivado investigaciones
en las que se prueban tecnologias emergentes, tales como pulso eléctricos o altas
presiones (Y.-K. Li et al. 2008). Los tratamientos tradicionalmente aplicados para la
inactivacion de la lipoxigenasa de leguminosas es el escaldado o blangqueo, operacion
consistente en sumergir las semillas en agua caliente o en aplicar vapor, por unos pocos
minutos. Esta operacién ademas tiene efectos positivos en caracteristicas de textura y
reduce las necesidades energéticas para su completo procesamiento. Con base en
estudios en diferentes granos se han propuesto modelos que describen el
comportamiento para leguminosas (A. Gowen, Abu-Ghannam, et al. 2007).

Especificamente para la soya, muchos de los procesos desarrollados para elaborar
bebidas se han centrado en la inactivacion de esta enzima mediante la aplicacion de
tratamientos térmicos (Al-Obaidy, H.M. Siddigi 1981). La actividad de la lipoxigenasa
presente en diferentes oleaginosas se ha estudiando y se ha encontrado que la mas
potente es la de la soya y que su actividad optima se encuentra alrededor de los 30 °C;
se calcula que la energia de activacién de esta enzima es de 4,3 kcal/mol, relativamente
baja, respecto a la de otras leguminosas. Parece también que el pH 6 es optimo para la
actividad de la enzima y que decrece apreciablemente a pH 8 y pH 4. Se ha demostrado
también que la velocidad de la reaccion enzimatica aumenta a medida que incrementa la
concentracion del sustrato, de manera similar a la generalidad de las enzimas. El
calentamiento de la enzima a 55°C durante lapsos prolongados de tiempo no disminuye
su actividad, mientras que a 70°C se degrada de forma logaritmica y en 180 segundos
practicamente se inactiva. Si la temperatura se aumenta en 10°C, los tiempos de
inactivacion se reducen apreciablemente (Garrote et al. 2004).

Se encuentran dificultades para valorar la actividad de esta enzima ya que la naturaleza
volétil de los productos que genera tiene alta incidencia en el olfato humano, de manera
gue con frecuencia los métodos analiticos no logran predecir o evaluar acertadamente la
oxidacion (Baysal & Demirdéven 2007). Por esta razén aun se acude a metodologias de
andlisis sensorial para juzgar la oxidacién enzimatica.



24  Aplicacion de fermentacion lactica como alternativa en el desarrollo de bebidas
de soya en Colombia

= Enzima Ureasa

La ureasa (urea amino hidrolasa E.C. 3.5.1.5) es una metaloenzima muy potente que
cataliza la hidrélisis de la urea, con una velocidad de reacciéon aproximadamente 10
veces mas rapida que la reaccidn no catalizada (Quin et al. 2002). Se encuentra presente
en semillas de leguminosas, en hongos y bacterias. Est4 ligada a la acumulacion de
proteina en estas semillas, lo cual sugiere un papel fisiolégico importante que ain no se
ha aclarado completamente. Se han comprobado , especificas contra ciertas plagas, lo
cual sugiere su papel importante en la defensa de la planta. Ciertas ureasas aisladas de
algunos tipos de frijol (la canatoxina de canavalia) ocasiona convulsiones y muerte en
ratones, induce indirectamente hemoaglutinacion e induce la exocitosis en distintos tipos
de células. Aunque la urea es el principal sustrato de la ureasa, esta enzima es capaz de
hidrolizar, aunque con una velocidad menor, otros compuestos tales como acetamida,
formamida, N-metilurea, semicarbazida e hidroxiurea (Dixon et al. 1980; Follmer 2008).
Como la urea es uno de los fertilizantes mas usados, su hidrélisis enzimatica es de gran
importancia en agricultura. Adicionalmente, la ureasa es conocida como una de las
mayores causas de las patologias inducidas por Helicobacter pylori, debido a que su
ureasa facilita la supervivencia de esta bacteria a los bajos pH del estbmago durante su
colonizacién y por lo tanto juega un papel importante en la patogénesis de Ulceras
gastricas, que en algunos casos pueden conducir a un cancer (Mobley et al. 1995;
Follmer 2008). Se han publicado numerosos articulos sobre la aplicaciéon de la ureasa en
biotecnologia, incluyendo la determinacion de urea con fines médicos, para analizar
metales pesados en agua para beber y remocion de urea de bebidas alcohdlicas, entre
otras (Viera llleova, Polakovic, et al. 2003).

Aunque existen en la actualidad métodos calorimétricos para determinar la actividad de la
ureasa en la soya, dentro de las pruebas mas utilizadas se destaca, por su sencillez, la
determinacion de la actividad de la ureasa a través de su efecto en el pH de una
solucion gue contienen urea y es especialmente (til para detectar falta de procesamiento
de la soya y la presencia de sustancias antinutricionales; esta vigente desde mediados
del siglo pasado (Smith et al. 1956) y en la actualidad se sigue utilizando como medida
rapida de la calidad nutricional de la soya. La medicién de la actividad de la enzima
ureasa (expresada como ApH) se emplea como indicativo de efectividad del tratamiento
térmico y tiene una alta correlacién con la actividad del inhibidor de tripsina; en la soya
cruda tiene un valor de 2,0 para productos con algun tratamiento térmico, de 1,0 y para
alimentacion de animales se aceptan valores inferiores a 0,098 (ICONTEC. Instituto
Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion. 1985; Matrai 1996; Matrai et al. 1996;
Wijeratne 1995; Perilla 1996). En la figura 1-2 se observa la relacion que aun es utilizada
para estimar la actividad residual de la ureasa (Baker, E. C., Mustakas 1973) en la
harina de soya y relacionarla con su grado de coccién.
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Figura 1-2: Relacion entre resultados de la prueba (ApH) la actividad de la enzima
ureasay el grado de coccion de harina integral de soya (Baker, E. C., Mustakas 1973).
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FIG. 1. Conversion of ursase test pH increass to per cent residual

Esta prueba no es muy Util para evaluar sobre procesamiento, ya que la aplicacién
excesiva de calor no ocasiona cambios en el resultado de la prueba; también ha sido
utilizada para evaluar la inactivacién de sustancias antinutricionales en la soya cuando se
procesa en medios acidos o alcalinos (K. Liu 2004) se ha demostrado que el inhibidor de
tripsina es el factor antinutricional mas termoestable; la adicion de acidos o bases acelera
la degradacion de la ureasa; mientras que la base acelera la degradacién de inhibidor de
tripsina, el acido la retarda. Sin embargo un valor de cero en la actividad de esta enzima
no puede interpretarse adecuadamente (Caprita, R. Caprita, A. Cretescu 2010).

Recientes estudios en los que se trata de validar la técnica analitica con pruebas intra e
inter laboratorios y correlacionarlas con pruebas in vivo en pollos muestran resultados
gue confirman la utilidad de la evaluacion de la actividad de la enzima ureasa, su
correlacion con la actividad del inhibidor de tripsina y como indicador nutricional de la
soya integral en nutricibn de pollos; se ha concluido que valores inferiores a 0,10
unidades de pH indican una buena calidad nutricional (Ruiz, De Belalcazar, et al. 2004) y
coinciden con otros autores en reportar deficiencias de esta prueba para predecir
sobreprocesamiento o degradacion de la calidad de la proteina de la soya (Palic et al.
2008).

= Cinéticade ladegradacion térmica de la ureasa

Se pueden distinguir dos aspectos determinantes de la estabilidad enziméatica, el
conformacional y la estabilidad cinética. La estabilidad conformacional se define como la
resistencia de la enzima a perder su estructura geométrica espacial, en cuanto a su
grado de plegamiento y disposicion en el espacio; la estabilidad cinética se refiere a la
reversibilidad de la inactivacion. Con la inactivacion se pierde la funcién bioldgica de la
enzima y en muchos casos se debe a que la estructura se afecta en cuanto a su grado
de plegamiento y por lo tanto la estructura terciaria se modifica en cuanto al grado de
exposicion de las regiones hidrofébicas, lo cual conduce a una agregacion irreversible,
diferente a la original (K. Liu 2004).
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En general, cuando se prueba la cinética de la degradacion de la actividad de las enzima
0 en general la desnaturalizacién de la proteina en el tiempo x(t), expresada como una
reaccion de orden n, dx/dt=-kx", los o6rdenes encontrados van de 1 a 2 con su
correspondiente  mecanismo de reaccion, pero no predicen la reversibilidad o
irreversibilidad de cada etapa. Sin embargo en el estudio de la inactivacién de la ureasa
se ha avanzado bastante, principalmente debido a su estrecha relacién con el valor
nutricional de la proteina de las leguminosas.

Se destacan las investigaciones sobre inactivacién en diferentes medios e intervalos de
temperatura (55 a 87°C); se han propuestos modelos y mecanismos de inactivacién que
incluyen al menos tres etapas en las que se incluye su desnaturalizacion. Se ha podido
comprobar que la inactivacion de esta enzima es reversible si la temperatura es inferior a
75°C, lo cual sugiere una alta estabilidad térmica de la enzima. Para temperaturas
superiores a 75°C la inactivacion es irreversible debido a que sufre agregacion de su
estructura (Viera llleova, Polakovic, et al. 2003). Se ha podido comprobar que la
inactivacion sigue una cinética de segundo orden y se han asociado las etapas de
degradacién con los cambios estructurales de la proteina, el nimero de moléculas
presentes en los agregados Yy se ha avanzado en el modelamiento y estimacion de
magnitudes de los cambios de la estructura terciaria (Grancic et al. 2011).

1.2.8 Estimacion de la calidad de la proteina de la soya

La proteina contenida en la soya se destaca por su alto nivel dentro de las leguminosas,
por el importante aporte de aminoacidos esenciales y por ser de gran solubilidad. Sin
embargo la evaluacién de su calidad bioldgica en el momento del consumo constituye un
criterio determinante de su capacidad real como alimento. Los estudios sobre la calidad
nutricional de la soya se han realizado en animales de abasto y fundamentalmente se
han enfocado en torta de soya, el subproducto de la extraccion del aceite de la semilla.
Desde el siglo pasado, con el impulso de la producciéon animal, se ha reconocido la
imperiosa necesidad de aplicar calor a la soya para adecuarla al consumo, por los
efectos nocivos que ocasiona en animales cuando la ingieren cruda, efecto explicado por
la presencia de los factores antinutricionales. Se presenta un impacto negativo en el
desempefio del animal cuando el tratamiento térmico es insuficiente; si por el contrario el
calentamiento es excesivo, se pierden aminodcidos, en especial la lisina (via reaccién de
Maillard) y se reduce su valor bioldégico. Mediante pruebas in vivo se han podido
establecer correlaciones con analisis in vitro que miden la eficiencia del aprovechamiento
del nitrégeno proteico, traducido en la metabolizacion de este elemento en su estructura
corporal, en el crecimiento o incremento del peso y buen desarrollo del animal (Parsons
et al. 1991; K. C. Kwok et al. 1993; Perilla 1996; Palic et al. 2008). En la actualidad
continda la investigacion en este campo debido, fundamentalmente a las modificaciones
gue ha sufrido la metodologia de cultivo de la soya, en especial el uso de semillas
transgénicas (Machado et al. 2008).

Tanto en rumiantes como en monogastricos se han logrado grandes avances en el
establecimiento de indicadores quimicos que estimen el valor biolégico de la proteina de
soya. Sin embargo en nutricion humana son escasos los estudios enfocados en este
aspecto, razon por la cual se acude a pruebas y resultados obtenidos en pollos o cerdos,
especies que presentan similitud o que permiten prever en cuanto a los efectos
nutricionales negativos ocasionados por la soya mal procesada (Ruiz, Belalcazar, et al.
2004).
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Se han impuesto diferentes metodologias quimicas en la industria de alimentos para
animales, cuyos resultados permiten estimar con alta confiabilidad el valor biolégico de la
soya. Una de las pruebas més utilizadas es la medicién de la actividad de la enzima
ureasa (explicada anteriormente), sobre todo porque puede detectar deficiencia de
tratamiento térmico; como se explicé anteriormente presenta el inconveniente de no
poder detectar de manera precisa si la soya ha sido sobrecalentada. También es
frecuente emplear la determinacién de la actividad del inhibidor de tripsina como prueba
de calidad de la soya; el inconveniente que presenta es la complejidad de la prueba, que
si no se realiza adecuadamente puede conducir a graves errores. La prueba més usada
es la Solubilidad de la Proteina en KOH (ICONTEC. Instituto Colombiano de Normas
Técnicas y Certificacion. 1999), pues ademas de revelar fallas por defecto (valores altos
de solubilidad), puede determinar exceso de calentamiento de la soya (baja solubilidad).

El indice de dispersabilidad de la Proteina (PDI) de la soya recientemente se esta
imponiendo; mide la proporcién de la proteina de la soya que se puede dispersar en agua
después de homogenizarla en una licuadora, mediante pruebas biolégicas se ha
probado su eficiencia en la valoracion del grado de calentamiento que ha sufrido la soya
(Batal et al. 2000). Se considera que un valor del orden del 45% es adecuado
(correspondiente a un valor de ureasa inferior a 0,3).

» Solubilidad de la proteina en KOH

La solubilidad de la proteina es muy importante, pues de ella depende su disponibilidad
para ser digerida. La proteina de la soya sobresale por su alta solubilidad, pero la
presencia de factores antinutricionales contrarresta esta conveniencia. Es necesaria la
aplicacion de tratamientos térmicos, que por una parte son favorables al degradar los
factores antinutricionales, pero por otra, ocasionan una disminucién de la solubilidad. Por
lo tanto, para incluir la soya en la alimentacion de monogastricos no es adecuado un
valor demasiado alto de solubilidad de la proteina, pues es indicativo de un escaso
calentamiento de la soya. Valores muy bajos indican entonces un excesivo tratamiento
térmico.

El indice de calidad de la proteina de soya conocido como solubilidad de la proteina en
KOH, es un indice muy utilizado en la nutricién de animales monogastricos. La muestra,
con un contenido de proteina conocido, se dispersa en una solucién de KOH y se evalla
la proporcion de proteina que logra pasar a la solucion. Cuando la soya se encuentra
cruda, la solubilidad en KOH del orden del 100%, mientras que si esta sobrecalentada el
valor se reduce considerablemente (inferior a 70%) y en pruebas con animales se
correlaciona con bajos indices de desarrollo (Araba, M. Dale 1990).

Sin embargo, aunque es dificil establecer valores 6ptimos, se considera que si la
solubilidad se encuentra entre 75 y 85%, la proteina de la soya estd adecuada para
proporcional una buena nutricion (Shen 1976). Esto se ha comprobado mediante
correlaciones con pruebas in vivo, con pollos y cerdos especialmente. En pruebas en
pollos se ha establecido que valores mas altos, entre 85 y 89% puede ser adecuado para
animales adultos, que son mas resistentes a los factores antinutricionales (W. A. Dudley-
Cash 2003). En cerdos, valores inferiores al 66% en la solubilidad de la proteina de soya
mostraron una muy baja eficiencia en el aprovechamiento de la proteina (Parsons et al.,
1991). Valores inferiores a 74% reflejan una pérdida apreciable de lisina disponible para
el animal (Caprita, R. Caprita, A. Cretescu 2010; Ruiz, Belalcazar, et al. 2004).
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Aun en soya modificada genéticamente para estar exenta de inhibidor de Kunitz, se ha
encontrado una adecuada correlacion entre los valores quimicos y biolégicos (Machado
et al. 2008). La mayoria de la informacion disponible se refiere a tratamientos térmicos
aplicados a la soya integral, a torta de soya o a derivados de ésta. Se ha evaluado torta
de soya procedente de semillas producidas en diferentes paises y se ha determinado su
calidad en alimentacion de pollos, a través de diferentes indices in vitro e in vivo (Mateo
et al. 2009).

En la tabla 1-7 se encuentran resultados resumidos, que muestran la relacion entre estos
dos tipos de pruebas y se observa que la solubilidad de la proteina es el indice quimico
mas correlacionado con las pruebas bioldgicas. No se dispone de informacién sobre el
comportamiento de la solubilidad en KOH de la proteina de soya en alimentos para
humanos.

Tabla 1-7: Andlisis de torta de soya proveniente de diferentes paises mediante pruebas
guimicas y biol6gicas (Mateo et al. 2009) (adaptado)

Pruebas quimicas

Torta de soya/Origen Estados Unidos Filipinas Argentina India
Proteina total (%) 48,5 48,6 47,7 47,6
Fibra Cruda (%) 4,2 4,0 3,9 4,1
Grasa total (%) 1,6 1,7 2,0 2,9
Solubilidad proteina (%) 82 79 75 78

Actividad Ureasa (L] pH) 0,06 0,02 0,03 0,10
Ensayos bioldgicos

Ganancia en peso (g) 276 272 256 246

Alimento/Peso 1,74 1,85 1,99 2,04

PER 4,24 3,98 3,77 3,68

Sin embargo en la Ultima década se han efectuado evaluaciones de la calidad de la soya
integral en alimentacion de monogastricos. En la tabla 1-8 se presentan algunos
resultados importantes realizados en pollos alimentados con soya integral, tratada en
autoclave durante diferentes periodos de tiempo.

Tabla 1-8: indices de calidad biologica y quimica de soya tratada térmicamente en
autoclave por diferentes periodos de tiempo y utilizada en nutricién de pollos (W. A.
Dudley-Cash 2003)

Tiempo en Ganancia de Ganancia: Solubilidad Actividad
autoc_:lave peso (q) consumo proteina en KOH Ureasa
(min) (9/g) (%) (ApH)
0 219 0,472 90 1,76
3 257 0,496 85 0,86
6 259 0,505 84 0,48
9 275 0,512 72 0,14
12 277 0,521 79 0,02
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1.3 Caracteristicas funcionales de la soya

Las caracteristicas funcionales de la soya comprenden aquellas que se encuentran
relacionadas con efectos sobre la salud humana. Recientemente han surgido
investigaciones realizadas en los paises occidentales en las cuales se han abordado
temas afines con la composicion de la soya y las posibles asociaciones con la baja
incidencia de ciertas enfermedades degenerativas en las poblaciones orientales, cuya
dieta tradicionalmente ha sido de tipo vegetariano con aporte de proteina proveniente de
la soya. Estas, relativamente recientes investigaciones, se han enfocado a ciertos
aminodcidos, acidos grasos e isoflavonas presentes en esta semilla, asi como en su
metabolismo al ser ingeridos (Adlercreutz, H. Mazur 1997; Bertkau et al. 1999; Leroy
2004).

A diferencia de los paises orientales, la enfermedad cardiovascular es una de las
principales causas de muerte en los paises occidentales. Considerables estudios han
buscado una explicacion teniendo en cuenta las diferencias dietarias. En
experimentaciones clinicas, realizadas en diferentes especies animales y en hombres y
mujeres se ha encontrado que la sustitucion de proteina animal por proteina de soya
ocasiona un descenso en los niveles de colesterol total, colesterol de baja densidad (C-
LDL) y triglicéridos, mientras que se mantienen las concentraciones de colesterol de alta
densidad. Este hecho se ha explicado por la interrupcién de la circulacién hepatobiliar,
cambios en el metabolismo del colesterol y lipoproteinas e influencia en el sistema
endocrino. Un incremento en la excrecién de &cidos biliares puede retirar el colesterol
corporal debido a un aumento de la actividad de los receptores de C-LDL. Otra
explicacién que se ha dado es que, en comparacién con la caseina, la proteina de soya
afecta la secrecion de las hormonas involucradas en el metabolismo del colesterol,
especialmente la tiroxina. El indice de tiroxina libre y en algunos casos las hormonas
estimulantes de la tiroides se incrementan y la relacion insulina-glucagén decrece
(Wilcox & Blumenthal 1995; Potter et al. 1998; Lovati et al. 1987; Adlercreutz, H. Mazur
1997; Potter 2000). Bajo investigacion se encuentran diferentes componentes de la soya
gue tienen relacién con cambios en indicadores de la salud cardiovascular (Nagata et al.
2003). La proteina de soya baja el colesterol mas eficazmente que una mezcla
semejante de aminoacidos, las saponinas incrementan la excrecion de acidos biliares. El
acido fitico forma quelatos de minerales, incluyendo el zinc y disminuye su absorcion,
pues una relacién alta zinc-cobre esta relacionada con hipercolesterolemia. La fibra y las
globulinas de la soya estimulan una alta afinidad de receptores LDL en las células del
higado. No sélo la capacidad de la soya de reducir los lipidos sanguineos explica su
efecto sobre la reduccion de riesgo de enfermedad cardiovascular. Diferentes estudios
han demostrado la capacidad antioxidante de las isoflavonas presentes en la soya y su
efecto sobre el mecanismo de formacién de los ateromas sobre los tejidos (Hodgson et
al. 1996; Potter et al. 1998; Raines & Ross 1995; Potter 1995; Potter 1996).

Los fitoestrégenos se encuentran naturalmente en algunos vegetales. Aunque estos
compuestos no poseen propiedades nutricionales, estudios demuestran que poseen
actividad biolégica en humanos y animales, similares a la del estradiol, hormona humana.
De acuerdo con su estructura quimica los fitoestrogenos se clasifican en isoflavonas,
cumestranos, lactonas del acido resorciclico y lignanos. La soya es la leguminosa en la
gue se han hallado mayores concentraciones de fitoestrégenos, razon por la cual se han
llevado a cabo estudios para cuantificar el contenido en el grano y en productos
elaborados a partir de él. Estos resultados son de mucha importancia en regiones como
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Indonesia, donde el consumo per capita de soya es de 8,9 kg/persona/(Hutabarat et al.
2001). Las isoflavonas se detectaron en harina de soya en los afios 60, época en que
fueron asociadas con la astringencia o factor de resequedad de boca al ingerir productos
de elaborados a partir de este grano. En los afos 80 se comprobd que la enzima [3-
glucosidasa se vuelve muy activa al remojar la soya y que hidroliza los glucésidos de la
isoflavona (daidzina y genistina) para producir las agliconas de isoflavona daidzeina y
genisteina (aproximadamente 39 mg de agliconas de isoflavona por cada 100 g de
bebida de soya). Debido a que en aquella época no se tenia conocimiento de los efectos
benéficos de las agliconas, se probaron diferentes métodos para evitar su liberacion
durante el remojo de la soya y se llegd a recomendar la utilizacién de glucono-3-lactona
en una concentracién de 0,5 % durante el remojo (Matsuura et al. 1989; Tanteeratam et
al. 1994). A partir de 1990 se reconocio la actividad benéfica para la salud del consumo
de soya y actualmente la semilla o extractos de ella, debido a su contenido de estos
fitoestrogenos, es utilizada en la prevenciébn de sintomas de climaterio y de la
osteoporosis en mujeres menopausicas. Su accion es explicada por la similitud quimica
con las hormonas femeninas (Potter 1995; Anderson, JJ. Garner & SC 1997; Arjmandi, B.
H., Alekel, L. and Hollis n.d.; Potter et al. 1998; M. Messina & Mesina 2000).

En 1990 el Instituto Americano de Cancer reconocio, con base en los estudios realizados,
gue la soya tiene accion anticancerigena relacionada con componentes tales como el
inhibidor de tripsina, las isoflavonas, el acido fitico y el B-sitosterol (M. J. Messina et al.
1994; Potter 2000). Se han probado la accién benéfica de algunos péptidos presenten en
la soya sobre el sistema inmune, sobre neurotransmisores y la funcién cerebral (Yimit et
al. 2011). Recientemente las investigaciones han verificado la relacién entre la actividad
antioxidante de la soya y su capacitad para retardar la proliferacion de cancer gastrico y
colorectal (B. Xu & S. Chang 2011).

1.4 Elaboracion de bebida de soya

La bebida de soya es el alimento elaborado a partir de la semilla, potencial alternativa
nutricional para los pueblos occidentales debido a que el aporte proteico se equipara con
el de la leche de vaca y a que la ausencia de lactosa en su composicion beneficia a
personas con intolerancia a este disacarido. Aunque en términos generales la proteina
vegetal es de menor calidad que la de origen animal, es mucho mas econémica y su uso
en alimentacion humana implica mayor eficiencia desde el punto de vista del
aprovechamiento global de la energia (J. Erdman & E. Fordyce 1989; CENDES. Centro
de Desarrollo Industrial del Ecuador . Unidad de Evaluacion Tecnoldgica Servicio de
Informacién Técnica 1982).

La bebida de soya es fundamentalmente un extracto acuoso de los componentes de la
soya. Por tradicion oriental la bebida de soya se elabora mediante la hidratacion del
grano, seguida de la molienda con agua, tratamiento térmico y por ultimo la separacion
de solidos. Se obtiene el liquido o bebida y un residuo sélido llamado comunmente
okara. Este Ultimo es aprovechado en la elaboracién de variados productos (Rhee 1993;
H. D. Genta et al. 2002).

La composicion quimica y demas caracteristicas de la bebida cambian ampliamente
dependiendo fundamentalmente de las condiciones de proceso. Se ha encontrado que a
pesar de las diferencias en la composicion del grano, algunas caracteristicas de la
bebida no varian. Por ejemplo el pH es del orden de 6,4 a 6,6; la recuperaciéon de las
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proteinas es de 72 a 74 %. EI contenido de proteina de la semilla es el factor
determinante en el rendimiento del proceso, el cual esta positivamente correlacionado
con el contenido de proteina y de estaquiosa de la semilla y negativamente
correlacionado con el contenido de grasa, de sacarosa y de azUcares libres (Poysa &
Woodrow 2002b). A nivel industrial se han desarrollado procesos que conservan, con
ligeras modificaciones, las etapas basicas tradicionalmente empleadas. La primera
patente para la produccion de bebida de soya fue otorgada en 1910 en Gran Bretafia y la
primera planta se establecié6 en Shangai, China en 1936. El primer éxito comercial de
bebida de soya (“Vitasoy”) se inici6 en Hong Kong en 1940; desarrollos posteriores
ocurrieron en Singapur, Tailandia, Taiwan, Japén y Corea. La inactivacion de la
lipoxigenasa, la obtencion de un producto de buen sabor, la eliminacion de los factores
antinutricionales y oligosacéaridos responsables de la flatulencia y una adecuada
extraccion proteica son esencialmente los objetivos de los diferentes procesos (CENDES.
Centro de Desarrollo Industrial del Ecuador . Unidad de Evaluacion Tecnoldgica Servicio
de Informacién Técnica 1982; Hsu et al. 1983; Matsuura et al. 1989).

A partir de 1964 se reportan estudios realizados en centros de investigaciéon de
universidades norteamericanas (Lo et al. 1968; Wilkens et al. 1967). Los estudios se
enfocaron especialmente en explicar la naturaleza de los compuestos causantes del olor
desagradable y del mecanismo de liberacion de éstos durante el proceso de elaboracién
de la bebida de soya. Diferentes universidades de Estados Unidos (Cornell, lllinois,
Texas, principalmente) abordaron estos estudios. En los dltimos afios no solo
universidades americanas, sino europeas, africanas, latinoamericanas y orientales han
enfocado sus estudios a los aspectos nutricionales y a la evaluacion de los tratamientos
térmicos en cuanto a su efectividad para degradar el inhibidor de tripsina y para
aumentar la vida util del producto (Mnkeni & Nyruhucha 1994; Gutiérrez & Morales 2000;
K.-C. Kwok et al. 2002; Ospina 2003).

Los métodos de preparacion de la bebida de soya influyen en el contenido de proteina.
Las diferencias pueden deberse a los efectos de duracién y temperatura de los
tratamientos térmicos, al tostado, el descascarillado y al escaldado. Se ha encontrado
gue los mayores niveles se consiguen cuando se efectia un descascarillado previo al
grano. No se presentan diferencias marcadas en cuanto al contenido de grasa o en el de
minerales, aunque se nota menor contenido de minerales cuando la semilla es remojada.
La diferencia en carbohidratos es marcada seguin el método de preparacién; influyen en
especial el descascarillado y el remojo (Chinyere, 1. I. Umunnakwe 1997).

Una etapa critica en cuanto al manejo de materiales es la separacién de la fase liquida
de la sélida después de la extraccion. A pequefia escala se utiliza tela filtrante; a nivel
intermedio se utilizan filtros tipo prensa; para escalas mayores se emplean filtros o
centrifugas continuas (D. Hand et al. 1964; Nelson et al. 1976; M. Quicazan et al. 2000).
Las industrias modernas que producen bebida de soya a gran escala utilizan métodos
automatizados en todas las etapas (Rhee 1993; Tsumura & Nishimura 2001).

En cuanto a las propiedades pH, acidez titulable, viscosidad y gravedad especifica, se ha
encontrado que ademas de la relacion soya: agua empleada en la preparacién, tiene
gran influencia el método de molienda y el estado de la soya inicial (descascarillada,
remojada o tostada). Durante el almacenamiento varian las propiedades sensoriales, la
acidez y la estabilidad de las proteinas a una velocidad que depende de del método de
preparacion y de las condiciones reinantes. En cuanto a caracteristicas sensoriales, las
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condiciones iniciales de grano influyen considerablemente en la apariencia de la bebida;
cuando se emplea soya tostada, las caracteristicas color, sabor y aroma difieren
significativamente de la bebida elaborada con granos secos sometidos a remojo.
(Chinyere, I. I. Umunnakwe 1997)

En Colombia, estudios realizados en el Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
(ICTA) de la Universidad Nacional de Colombia han validado el método que se ensefia a
amas de casa para la produccion de la bebida de soya y se han efectuado pruebas a
nivel de planta piloto. Estas investigaciones han demostrado que se deben efectuar
ajustes al proceso y que las precarias condiciones de las amas de casa a quienes van
dirigidos los programas no permiten garantizar la calidad (higiénica, nutricional y
sensorial) del producto. Se ha recomendado enfocar la investigacion, tanto de bebida de
soya como de otros productos elaborados a partir de esta semilla, al desarrollo de
procesos a nivel industrial de manera que sea posible controlar todas las condiciones,
aplicar buenas practicas de manufactura y asegurar la calidad (M. Quicazan et al. 2000;
M. Quicazan, A. Sandoval, et al. 2001; Agudelo, G. Mufoz 2002).

1.5 Problemas asociados ala produccion de la
bebida de soya

La complejidad de la composicion de la soya y la forma como se reparten o transforman
sus componentes al aplicar diversas condiciones de operacion, afectan tanto el valor
nutricional como las caracteristicas fisicas, quimicas y sensoriales de la bebida de soya.
Pueden destacarse los siguientes aspectos que inciden en la calidad de este producto.

1.5.1 Desarrollo de sabor desagradable

Cuando se parten o desintegran los cotiledones del grano de soya, se libera tanto la
enzima como los sustratos de la oxidacion lipidica, una de las reacciones limitantes de
las caracteristicas sensoriales de la bebida de soya. En cuanto a la actividad de la
enzima lipoxigenasa, si el grano esta seco y se muele, la enzima no actla, pero si el
grano es remojado se facilita la accion de la enzima. A medida que el grano esta mas
seco (hasta el 13 %) no se produce la reaccion. Sin embargo si se adiciona agua, la
reaccion tiene lugar rapidamente y produce el caracteristico sabor afrijolado u oxidado
gue solamente es aceptado en poblaciones orientales que tradicionalmente han
consumido soya. Desafortunadamente, para los occidentales, la bebida que se produce
de esta manera tienen un sabor que podria describirse como a pintura o “afrijolado” poco
aceptado. Muchas investigaciones continian emprendiéndose con el fin de resolver este
problema. Se ha probado la adicion de agentes antioxidantes como BHT, BHA, acido
citrico, acido ascérbico y tocoferol, solos 0 en combinacion, sin que se hayan encontrado
resultados positivos (Rhee 1993; Chinyere, I. I. Umunnakwe 1997). La operacion de
remojo del grano, etapa durante la cual el grano de soya embebe agua, se considera
una de las que mas influye en la calidad sensorial de la bebida de soya ya que tiene que
ver con la apariencia, tiempo de coccion y la palatabilidad. La temperatura y el pH
influyen en la velocidad a la cual sucede la hidratacién, en la dureza del grano, la
solubilidad de la proteina y el desarrollo de volatiles (Rhee 1993). Se ha encontrado que
a mayor temperatura, mayor es la velocidad de hidratacién y que la adicion de hasta 1 %
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de bicarbonato de sodio en el agua de remojo tiene poco efecto en la velocidad de
remojo, pero que para concentraciones superiores disminuye esta velocidad (Hsu et al.
1983).

Diferentes evaluaciones realizadas en la Universidad de lllinois muestran que no hay
reaccion significativa durante el remojo en agua durante 8-12 horas, hasta que se haya
duplicado el peso de los granos y que el problema no se desarrolla significativamente si
se efectlla un escaldado posterior a condiciones de ebullicién. El proceso, conocido
como lllinois, desarrollado en esa universidad en los afios 70 y modificado mediante
estudios posteriores, ha sido objeto de numerosas variaciones e investigaciones, con el
fin primordial de evitar el desarrollo de sabores y aromas desagradables. Se ha
establecido que la adicion de sales de calcio en el agua de remojo, que eleven en pH,
contribuye a controlar el desarrollo de sabores y olores desagradables. Segun este
método los granos de soya se remojan durante toda la noche en una solucion con
carbonato de calcio, 84 ppm, y bicarbonato de sodio 0,5 %; al otro dia se drena y se
vuelve a tratar con solucion de bicarbonato de sodio al 0,5 %; posteriormente se retira la
cascarilla procurando un dafio minimo de los cotiledones, efectuando una molienda con
un molino de discos, controlando la apertura entre discos. Se somete el producto a
calentamiento en marmita, se homogeniza y se completa con agua hasta alcanzar el
nivel deseado de proteina. Se neutraliza con HCI 6N hasta pH 6,8-7,2. Se le adicionan
saborizantes y se pasteuriza a 80°C, se envasa y enfria. (D. Hand et al. 1964; Nelson et
al. 1976) .

En la Universidad de Cornell, mediante aplicacién de cromatografia de gases, se pudo
establecer que a mayor temperatura de molienda, aparece una menor concentracién de
compuestos volatiles de olor desagradable y que la inactivacién de la lipoxigenasa
sucede a una temperatura minima de 80°C, por lo cual es inconveniente moler a
temperatura ambiente (Wilkens et al. 1967). La explicacion mas difundida sobre el origen
de este sabor es la accién de la enzima lipoxigenasa que actla sobre acidos grasos
polinsaturados y sus esteres que contienen el grupo cis,cis-pentadienol-4. (sistema
dieno cis,cis-, interrumpido con metileno) con los &cidos linoleico, linolénico vy
araquidoénico. Los productos primarios son los cis, trans hidroperéxidos conjugados cis y
trans. Luego, los hidroperdxidos se descomponen para formar 40 compuestos diferentes
gue tienen que ver con el sabor desagradable. Los volatiles encontrados de bajo peso
molecular, son cetonas y aldehidos como el pentanal, hexanal y cetona vinilica. Al
procesar datos utilizando analisis de componentes principales (PCA) se han establecido
diferentes origenes del sabor desagradable de la soya y se ha determinado el efecto del
tamafio de la particula en el desarrollo de esos compuestos volatiles (Wang et al., 1998).
Se ha planteado la posibilidad de efectuar un blanqueado o escaldado con el fin de inhibir
la lipoxigenasa. Se han estudiado modelos cinéticos para explicar la influencia del
escaldado o pre-blanqueo en la absorcion de agua. El remojo puede describirse por un
modelo empirico asint6tico de primer orden, con una constante de hidratacién, k, que
tiene una dependencia de la temperatura tipo Arrhenius ( a. Gowen, Abu-Ghannam, et al.
2007).

Una vez presentes en la bebida de soya, los componentes volatiles que ocasionan el mal
sabor de la bebida de soya pueden ser eliminados aplicando una operacién de
desodorizacion al vacio a alta temperatura de manera similar al tratamiento que se aplica
a la leche de vaca (0,526 mm Hg, 70-115°C) o mediante aplicacién de vapor vivo durante
1 a 10 minutos ya sea a los granos crudos o a la bebida procesada ((Wilkens et al. 1967;
Rhee 1993; Agudelo, G. Muioz 2002). Para evitar el problema del sabor, se ha
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propuesto emplear harina de soya desengrasada, concentrado o aislado proteico como
materia prima, agregar agua caliente, emulsificante, aceite vegetal refinado, edulcorante,
saborizantes, vitaminas y minerales (Rhee 1993).

Diferentes estudios, variando las condiciones de homogenizacion de la bebida, han
permitido establecer que si se efectla la molienda y posteriormente dos etapas de
homogenizacion, una a 8000 y otra a 3500 psi a 80°C se obtiene bebida de soya de muy
buenas caracteristicas sensoriales y excelente estabilidad coloidal. Durante el
almacenamiento a 1°C de bebida de soya pasteurizada es posible mantener su calidad
por dos meses. (D. Hand et al. 1964; Nelson et al. 1976; Rhee 1993).

También se ha intentado mejorar el sabor de la bebida de soya al poner en suspension
harina de soya en agua caliente o bien esparciendo la harina de soya en esta,
minimizando el tiempo de contacto con el agua, produciendo después de la coccion
hidrotérmica a 154°C por espacio de 30 a 40 segundos. (Johnson et al. 1981).También
es posible aplicar el método de esterilizacion a temperatura ultra alta (UHT), proceso en
el cual se aplica vapor directo a 140°C durante 4 segundos. (Rhee 1993). Las diferentes
alternativas probadas también se han complementado con la aplicaciébn de enzimas
hidroliticas tales como celulasas, pectinasas, con las cuales se ha logrado mejorar las
caracteristicas sensoriales de la bebida de soya (A. Rosenthal, R. Deliza, et al. 2003).

La complejidad de la inactivacién de la lipoxigenasa ha motivado investigaciones en las
gue se trabajan modelos mateméaticos que permitan hacer predicciones. Se ha podido
comprobar que como todo material con accion bioquimica, su inactivacion depende de
las condiciones iniciales y que a una misma temperatura, por ejemplo 100°C, puede
demorar miles o unos pocos minutos (Garrote et al. 2004). Se han probado procesos que
combinan tratamientos térmicos y alta presién en matrices reales de soya o frijol, en
extractos acuosos de las semillas y simulando con preparados elaborados con enzimas
comerciales: se ha demostrado que la velocidad de degradacién se ajusta a una cinética
de primer orden y que el régimen de inhibicion depende de la complejidad de la matriz y
de su contenido de humedad, siendo mas facil la inactivacion a medida que el contenido
de agua es mayor (Indrawati et al. 2002). Esto también se ha podido comprobar al aplicar
pulsos eléctricos para inactivar la enzima en bebida de soya ya preparada (Y.-K. Li et al.
2008). Sin embargo (R. Wang et al. 2008) al aplicar altas presiones para inactivar
lipoxigenasa en bebida de soya procesada y en extracto crudo de soya comprobé que la
velocidad de degradacién no de pende de la complejidad de la matriz, aunque en las
pruebas no utilizé la semilla.

En los estudios realizados en Colombia se ha detectado una especial sensibilidad de los
consumidores al sabor afrijolado y mediante ensayos se ha podido comprobar que para
evitarlos en la bebida de soya es conveniente la aplicacion de un tratamiento térmico,
previo a la molienda, a una temperatura superior a 80°C (M. Quicazan et al. 2000).
También se comprob6 que la aplicacion de vacio durante el tratamiento térmico de la
bebida de soya sirve para eliminar olores desagradables (M. Quicazan, Malagon, et al.
2002).

Hasta el momento no se ha establecido con certeza el componente principal causante del
sabor debido a la gran capacidad sensorial humana para detectarlo respecto a la
eficiencia analitica instrumental. Por esta razon se ha propuesto elaborar las bebidas de
soya con granos verdes, que no hayan madurado debido a que no contienen activa la
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enzima lipoxigenasa, escaldarlos y mantenerlos almacenados bajo congelacion o en
atmosfera inerte (Saldivar et al. 2010).

Aunque la mayoria de los investigadores relacionan el desarrollo del sabor desagradable
de la bebida de soya con la reaccion enzimética de oxidacion, se encuentran otros
reportes que lo atribuyen al comportamiento de las isoflavonas durante el procesamiento
(Matsuura et al. 1989; H. Wang & P. A. Murphy 1996). La daidzeina (la aglicona de la
daidzina) y la genisteina (la aglicona de la genisitina), compuestos fendlicos presentes
con frecuencia en tejidos vegetales, se han aislado de la harina de soya desengrasada y
se han considerado como las principales responsables del sabor desagradable de la
soya. Se ha explicado que durante el remojo la enzima B-glucosidasa hidroliza los
glucosidos, libera las agliconas y se desarrolla el mal sabor. La maxima produccion de
estas isoflavonas ocurre a 50°C y pH 8. La adicion de glucono-8- lactona logra inhibir la
enzima causante de la reaccion (A. S. Huang et al. 1981; Matsuura et al. 1989).

1.5.2 Caracteristicas inadecuadas de la proteina en la bebida

La elaboracion de la bebida de soya pretende extraer de manera eficiente las proteinas
presentes en el grano y a la vez degradar adecuadamente el inhibidor de tripsina. La
intensidad del tratamiento térmico (combinacion tiempo, temperatura), el pH, la
proporcion de agua utilizada y las condiciones de la molienda influyen cualitativa y
cuantitativamente en las caracteristicas de la proteina lixiviada. Dependiendo de las
condiciones, generalmente se recupera del 70 al 80 % de la proteina y un 55-65 % de los
otros solidos. En la soya, la actividad del inhibidor de tripsina es una combinacion de la
actividad de dos inhibidores de caracter proteico, el inhibidor de Kunitz y el de Bowman-
Birk. El primero es mas termolabil, mientras que el segundo es muy termoestable. La
degradacién del inhibidor depende principalmente del tratamiento térmico, el cual
presenta diferente efectividad segun la presion a la cual se efectie (Cheftel et al. 1989;
M. Quicazan, A. Sandoval, et al. 2001). Aunque en la mayoria de los procesos que
aplican calor a los alimentos como mecanismo de destruccion de microorganismos y
consecuente aumento de la vida util, en el caso del procesamiento de la soya, el aspecto
limitante es la calidad nutricional de la proteina, es decir, aunque los microorganismos
gue degradan el alimento se hayan destruido adecuadamente, puede ocurrir que el
inhibidor de tripsina quede activo y por lo tanto la calidad nutricional no es la adecuada
para el consumo humano. Los resultados muestran que la destruccion del inhibidor de
tripsina se facilita con el remojo y con la adicion de bicarbonato de sodio al agua de
hidratacion. El blanqueo o escaldado a temperatura de ebullicibn con agua o con
solucion al 0,5 % de bicarbonato de sodio durante al menos 5 minutos destruye el
inhibidor de tripsina. (Nelson et al. 1976). Con la molienda en fase acuosa se garantiza la
extraccion proteica y de los demas componentes de la bebida; la cantidad de agua usada
en el proceso afecta de manera muy importante el contenido de sélidos y de proteinas
(Rhee 1993).

Puede efectuarse por calentamiento directo (inyeccion de vapor) o indirecto. Las
globulinas 7S y 11S se disocian en subunidades mas pequefias y permanecen solubles;
por lo tanto, en la preparacion de la bebida es posible calentar el extracto acuoso por
debajo del punto de ebullicion para reducir la actividad de los inhibidores de tripsina,
manteniendo la mayor parte de las proteinas en solucion estable (Cheftel et al. 1989).
Con un calentamiento a 93°C, 60 minutos, se consigue la destruccion del 90 % del
inhibidor de tripsina; para este nivel de inactivacion se logra el mayor valor nutritivo de la
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bebida. La degradacion de los factores antinutricionales también puede llevarse a cabo
por calentamiento de la bebida a 100°C durante 14 a 30 minutos ¢ a 110 °C durante 8 a
22 minutos (K. C. Kwok et al. 1993).

En los ultimos afios se han efectuado estudios que han demostrado que al aplicar
tratamiento UHT predomina la degradacion del inhibidor de tripsina como criterio para
establecer la duracion del tratamiento, es decir los tiempos de tratamiento son muy
superiores a los requeridos para lograr la esterilidad comercial. A 143 y 154°C, en el
tratamiento UHT, los tiempos requeridos para inactivar el 90 % del inhibidor de tripsina a
pH 6,5 fue establecido en 62 y 29 segundos, respectivamente. (K.-C. Kwok et al. 2002).
Estos tiempos de calentamiento, mayores que los necesarios para la destruccién de
esporas, pueden ocasionar también deterioro en las caracteristicas (K. C. Kwok et al.
2000). El valor Z (diferencia de temperatura en °C que afecta en 10 veces la destruccion
térmica) para la inactivacion del inhibidor de tripsina se ha estimado en 28°C ((K. C.
Kwok et al. 1993). Por lo tanto se presenta conflicto entre la conveniencia del tratamiento
térmico para la degradacion del inhibidor de tripsina y el efecto sobre la calidad sensorial
(indices de color y sabor). Mediante analisis multivariado aplicado para la optimizacion
del tratamiento UHT considerando aspectos como la esterilidad comercial, el minimo
deterioro sensorial y nutricional y la adecuada degradacién del inhibidor de tripsina se ha
podido encontrar que los tiempos son bastante largos si se comparan con un proceso
similar para leche de vaca. Se han establecido modelos que permiten hacer predicciones
en los aspectos mas importantes para un determinado tratamiento UHT: degradacién del
inhibidor de tripsina, degradacién de la tiamina, deterioro del color y del sabor. (K.-C.
Kwok et al. 2002). Investigaciones de la Universidad de Cornell han evaluado diferentes
condiciones del proceso para elaborar bebida de soya en polvo a nivel de planta piloto,
en cuanto a rendimiento, sabor y eficiencia proteica del producto. En algunos ensayos se
probo el proceso sin incluir la etapa de remojo. Aplicaron solamente una operacion de
molienda con agua caliente y una posterior filtracion a través de un filtro prensa; el
filtrado se tratd térmicamente a 121°C durante 10 min. Finalmente se concentrd hasta
obtener un nivel de sélidos de 16 % y se someti6 a secado spray (210°C entrada/100°C
salida). En otras pruebas se inactivé inicialmente el inhibidor de tripsina tratando los
granos de soya con vapor a 100°C durante 45 minutos; posteriormente la soya se seco a
105°C durante 10 minutos, se separd la cascarilla por densidad y los cotiledones se
molieron con agua a 60°C, la mezcla se homogeniz6 y posteriormente se deshidraté en
un secador spray. También se prob6 un proceso similar pero acidificando la bebida con
acido acético hasta alcanzar pH=4,5 para ocasionar la coagulacién de las proteinas, las
cuales molieron con agua, se homogenizaron y se sometieron a secado spray. Los
mejores rendimientos las mejores caracteristicas sensoriales se encontraron cuando la
soya es descascarillada y los ensayos para probar la calidad de la proteina mostraron
gue el indice de eficiencia proteica de la bebida (PER) evaluada en ratas es inferior a la
del residuo obtenido en la filtracion (D. Hand et al. 1964; Rhee 1993).

La degradacion del inhibidor de tripsina, problema critico en el procesamiento de
alimentos a base de soya, por consiguiente ha motivado investigaciones tendientes a
producir semillas genéticamente modificadas para carecer de este factor antinutricional.
Estas investigaciones pretenden reducir o eliminar el tratamiento térmico necesario para
una adecuada ingestion de los productos de soya tanto para animales como para
humanos (Nufiez-Zarate 2005).

El proceso validado en el ICTA se tuvo en cuenta la presién atmosférica de Bogota (560
mm Hg) y las implicaciones que ella tiene en las temperaturas alcanzadas durante los
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tratamientos térmicos y en la duracién de los mismos para asegurar la calidad del
producto. El proceso ha sido ajustado, pues en algunas etapas se encontré que no se
lograba degradar el inhibidor de tripsina y por lo tanto se han efectuado recomendaciones
para efectuar un precalentamiento del grano, sin descascarillar y realizar la molienda en
fase acuosa a temperatura igual o superior a 80 °C. Se logré en promedio la extraccion
de un 70 % de la proteina presente en el grano y una degradaciéon del 97 % de la
actividad del inhibidor de tripsina (M. Quicazan, A. Sandoval, et al. 2001). Se encontré
gue tanto el efecto de la presion atmosférica de Bogota como la aplicaciéon de vacio y la
agitacion durante el tratamiento térmico de la bebida influye en la cinética dela
degradaciéon del inhibidor de tripsina (M. Quicazadn, A. Sandoval, et al. 2001; M.
Quicazan, Malagon, et al. 2002).

1.5.3 Presencia de oligosacaridos causantes de flatulencia

Un aspecto limitante de la aceptacion nutricional y sensorial de la bebida de soya es la
presencia de los oligosacéaridos provenientes del grano. En individuos cuya flora intestinal
estd desbalanceada, con predominio de microorganismos coliformes, la flatulencia que
ocasionan estos oligosacaridos puede llegar a generar graves inconvenientes digestivos.
En la prevencién de este inconveniente de la bebida de soya, el remojo de grano es una
operacion determinante de la concentracion de estos carbohidratos en el producto final.
La relacién grano: agua utilizada, los solutos presentes en el agua y la temperatura a la
gue sucede la hidratacion influyen decididamente en la magnitud en que son extraidos
estos carbohidratos. A pesar del remojo del grano, estos oligosacéridos aparecen en la
bebida de soya y son muy termoestables, razén por la cual se han probado diferentes
tacticas para reducir su concentracion (Tanteeratam et al. 1994; Tsumura & Nishimura
2001). Mohos, tales como Mortierella vancea, productor de a - galactosidasa
especialmente en el micelio, ha sido utilizado para degradar la rafinosa y la estaquiosa
presentes en la bebida de soya; se ha empleado inmovilizada en gel de poliacrilamida
(Thanankul et al. 1976). También se han efectuado estudios cinéticos de extractos
enzimaticos de cultivos de bacterias lacticas, tales como Lactobacillus fermenti, que han
permitido probar su efectividad para degradar la rafinosa presente en la bebida de soya
(Schuller et al. 1985).

Debido a que las enzimas extraidas de microorganismos no se consideran totalmente
seguras, se han efectuado aislamientos de a-galactosidasas de Debaryomyces hansenii
UFV-1, levadura normalmente presente en quesos y salchichas tradicionales y se han
probado, libres o inmovilizadas, sobre los oligosacaridos de la bebida de soya con
resultados positivos en cuanto a la reduccién de los oligosacaridos de la bebida de soya
(Viana et al. 2007). También se ha probado, con resultados aceptables, la accion de
células de levadura inmovilizadas con la enzima presente en forma intra o extracelular o
inmovilizando a—galactosidasa proveniente de Giberella fujikuroi para degradar los
oligosacéridos presentes en la bebida de soya (Thippeswamy & Mulimani 2002; Viana et
al. 2007). Recientemente se han desarrollado, mediante ingenieria genética, bacterias
lacticas productoras de a-galactosidasas que, en pruebas para degradar oligosacéaridos
de la bebida de soya, han mostrado resultados positivos (J. G. LeBlanc et al. 2004).

En Colombia, y en especial en Bogota o en zonas ubicadas a alturas considerables sobre
el nivel del mar, el problema de la flatulencia generada por la rafinosa y estaquiosa
presentes en la bebida de soya se torna mas critica que para otras regiones ya que el
hecho de que la presién atmosférica se encuentre reducida ocasiona una produccién de
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volumenes mayores de gases, (para una misma masa de oligosacarido degradado), que
generan una mayor distensién intestinal. Aunque no se explicd en su momento, esta
podria ser una de las razones que explican el rechazo de la poblacion bogotana a
consumir soya durante el desarrollo de los programas gubernamentales iniciados en
1998 y que por lo tanto fundamentan las recomendaciones planteadas para los nuevos
programas (R.S. 2000; ICBF. Instituto Colombiano de Bienestar Familiar. Subdireccion de
intervenciones Directas 2003). Los estudios adelantados en el ICTA para producir bebida
de soya han pretendido minimizar la concentracion de estos carbohidratos en la bebida
de soya mediante el seguimiento de la etapa de hidratacién y el planteamiento de una
etapa de lixiviacion en agua caliente previo a la desintegracion del grano (M. Quicazan,
A. Sandoval, et al. 2001; Agudelo, G. Mufioz 2002).

1.6 Hidrataciéon de la semilla

El remojo o hidratacion de la soya es una etapa esencial en el proceso de produccion de
alimentos destinados a alimentacion humana, tales como el tofu y las bebidas. Se realiza
fundamentalmente para promover en el grano la absorcion de agua, lo cual mejora las
caracteristicas texturales de la semilla y facilita las operaciones siguientes, tales como la
extraccion de las proteinas en la etapa de molienda (Z.-S. Liu et al. 2004; K. Liu 2004).
Sin embargo,ademas de la hidratacion propiamente, los fendmenos sucedidos en la soya
son bastante complejos y han sido abordados por bastantes investigadores. No obstante,
es muy escasa la informacion acerca de las caracteristicas de la soya durante el remojo
con un enfoque en la produccion de bebidas fermentadas.

Los cambios ocurridos durante el proceso de deshidratacién e hidratacion de las
leguminosas han sido estudiados debido a la importancia que tienen en la manipulacion,
el procesamiento y el envasado de los alimentos. Se han examinando tanto las
tranformaciones ocurridas en la semilla como en la composicion del agua de remojo
durante el tiempo, por lixiviacion de los componentes (Bayram et al. 2004; Bhatty 1989;
H. C. Silva & Leite 1982). Se han explorado los efectos de la absorcion de agua en el
comportamiento de los componentes del alimento, tales como el almiddn, las proteinas,
los lipidos y otros nutrientes (Lupano & Gonzales 1999; Nashed et al. 2003) y se ha
tratado de entender el fendbmeno considerando lo que sucede en materiales no
alimenticios (Karoglou et al. 2005).

Aunque los principios bésicos son los mismos, la realidad de lo que sucede en un
material alimenticio es muy diferente a otro. Se han reportado trabajos en los que se
estudiaron los fenbmenos ocurridos en el remojo del frijol (Abu-Ghannam, N. McKenna
1997b); la deshidratacion y rehidratacion de champifiones (Garcia-Pascual et al. 2005).
Por su parte otros trabajos (Jovanovich et al. 2003) han estudiado la hidratacion de
proteinas deshidratadas de soya; desde distinto puntos de vista se ha examinado el
remojo de la soya (Z. Pan & Tangratanavalee 2003); el triogo (Roman-Gutierrez et al.
2002); la gelatina (Sablani et al. 2002). También se ha explorado el efecto del remojo de
leguminosas y su fermentacion con hongos, sobre los galacto-oligosacaridos, el inhibidor
de tripsina y otros factores antinutricionales (Egounlety & Aworth 2003).

Tedricamente las velocidades de hidratacion y de lixiviacion crecen simultdneamente a
medida que aumenta la temperatura. Los compuestos migran del interior a la superficie
del grano de manera simultanea con la absorcion del agua. Al penetrar el agua, se
produce la disolucién de solutos en ella y esto ocasiona difusién del soluto a través de la



Capitulo 1. Revision Bibliogréfica 39

solucién hacia la superficie de la semilla. Finalmente el soluto es vertido al agua externa.
En general, la velocidad de transferencia del agua desde el exterior hacia a superficie de
la semilla es alta. La velocidad de migracion del agua dentro del grano puede ser alta o
baja, dependiendo de la etapa en que se encuentre el proceso (Geankopolis 1983). Se
han efectuado ensayos para evaluar diferentes aspectos y se han deducido o probado
modelos para predecir el contenido de humedad en semillas a través del tiempo. Muchas
de las investigaciones se han basado en las leyes de difusion (Hayakawa 1974), las
cuales normalmente involucran numerosas funciones y parametros, que dificilmente
conducen a modelos practicos.

La transferencia de nutrientes desde la cascarilla y el aleurona hacia el endospermo de la
semilla ha sido investigada para granos como el trigo y el arroz en el tratamiento
conocido como parboiling. Investigaciones enfocadas especificamente en la soya han
mostrado que durante el remojo de esta semilla, inicialmente hay un movimiento interno
de nutrientes en el interior de grano, ocasionada por el ingreso de agua. El agua se
difunde a través de la capa externa de la semilla y arrastra nutrientes hacia el exterior los
aminodcidos, vitaminas, pigmentos, carbohidratos, minerales y otros compuestos. Sin
embargo la velocidad con la que lo hacen no depende solamente de su solubilidad en
agua, ya que se ha podido comprobar que estos componentes se encuentran
generalmente dispuestos en estructuras microencapsuladas dentro de las células, lo
cual hace que la difusion dependa fundamentalmente de la solubilidad o dispersabilidad
en agua de la estructura encapsulante. A continuacion se deberia producir la
transferencia de solutos al agua externa, pero la cascarilla actia como resistencias y al
avanzar el tiempo puede producirse una reabsorcién de nutrientes al interior del grano
(Bayram et al. 2004)

Se sabe que la absorcion de agua principalmente depende del tiempo y temperatura de
remojo y que a medida que aumentan estas dos variables aumenta el grado de
hidratacion del grano (H. L. Wang et al. 1979; Sopade & Obekpa 1990; Chopra, R.
Prasad 1994; Lo et al. 1968); es ha reportado que la soya remojada por 24 y 72 horas
pierde 5% y 10% de los sélidos, respectivamente; ademas alrededor del 24% de esta
pérdida correspondia a compuestos no proteicos y que fundamentalmente los sélidos
perdidos estaban constituidos por carbohidratos, incluyendo rafinosa y estaquiosa. Para
garbanzos remojados con agua, se ha encontrado que adquieren mayor peso durante la
coccion aquellos que no han sido hidratados previamente (Quast & S. D. da Silva 1977).

1.6.1 Modelos para describir la hidratacion

Desde hace aproximadamente 50 afios se encuentran reportes de estudios del
comportamiento de la hidratacion de semillas, especialmente enfocados en el trigo
(Becker 1960) tratando de aplicar la Ley de Fick en la comprension del fenémeno. (Fan
et al. 1965) extendieron la ecuacion deducida por Becker para remojo de semillas de
maiz.

Por la complejidad de los estudios basados en las leyes de la difusién, se han
desarrollado modelos tedricos, empiricos, semiempiricos, exponenciales, no
exponenciales. A pesar de la difusion del uso del computador y sus programas
asociados, prevalecen las ecuaciones empiricas debido a su simplicidad y facil manejo
computacional (Igelesias & Chrife n.d.; Turhan et al. 2002). Algunos de los modelos
tedricos se basan en las ecuaciones de difusion de moléculas de agua en una esfera, en
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las cuales se asume que el cambio de volumen durante el remojo es despreciable, que
el coeficiente de difusion (D) es independiente de la temperatura y que la resistencia de
la superficie a la transferencia es despreciable ( a. Gowen, Abu-Ghannam, et al. 2007). El
contenido de humedad de la soya en cualquier momento se calcula utilizando la siguiente
ecuacion y se tienen las condiciones iniciales y limite, como se muestra en las
ecuaciones (1) y (2):

2
M (oM 2aM) )
ot or r or

M =M, +(M,—M,)e™ (2)

M: contenido de humedad del grano en base seca en cualquier instante de tiempo
r: radio de la esfera

t: tiempo

Mo: contenido inicial de humedad en el grano en base seca

Me: contenido de humedad en base seca en el equilibrio

k: constante de hidratacion

= Modelo de Peleg

Aunque se ha estudiado bastante la hidratacion en alimentos, en especial en semillas o
en granos de almidén, los modelos (A. M. R. Pilosof et al. 1985; B. P. N. Singh &
Kulshrestha 1987) y el de (Peleg 1988) son los modelos empiricos no exponenciales mas
conocidos y algunos de sus parametros (por ejemplo el contenido de humedad de
equilibrio, Me, el régimen constante) tienen inmenso significado practico en la cinética de
la hidratacién (Peleg, 1988; Pilosof, Boquet, & Batholomai, 1985; Singh & Kulshrestha,
1987). Estos tres modelos pueden ser usados independientemente; (Shittu et al. 2004)
observaron diferencias en su capacidad predictiva para la hidratacién de cierto tipo de
semillas. A pesar de que las formas originales de los tres modelos estan diferentemente
estructurados, pueden ser reorganizadas para demostrar que son matematicamente
equivalentes e idénticamente predictivos, tal como ha sido probado con almidén de trigo
y algunas semillas y tipos de proteinas (Sopade et al. 2007).

El modelo empirico no exponencial, mas simple y frecuentemente utilizado es el de
(Peleg 1988), representado en la ecuacion (3), que puede reorganizarse para obtener la
ecuaciones (4y 5):
t
k, + Kt

M=M,+ 3)

Esta es la ecuacion comunmente conocida para el modelo de Peleg
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t
—— =k, +k,t (4
M-M, ot ()

k.: constante de velocidad de Peleg (tiempo™. %™)
k,: constante de capacidad de Peleg (%™)

La primera constante tiene relacion inversa con la velocidad a la cual se produce la
absorcion de agua por parte de la semilla, mientras que la segunda constante esta
relacionada con la capacidad de absorcidon de agua que tiene la semilla.

Si el tiempo tiende a infinito, en la ecuacién (5) puede observarse la expresion para el
contenido de humedad de equilibrio (Me):

M. =M, 4 )

2

Por lo tanto la humedad de equilibrio depende inversamente de k, y puede calcularse con
la expresion anterior para cada temperatura. Se encuentra en general, que la humedad
de equilibrio tiende a aumentar con la temperatura.

1 1
— = =k,| |+, (6
M — M, l(t) 2 )

La aplicabilidad de la ecuacion de Peleg ha sido demostrada por diversos
investigadores ((Sopade & Obekpa 1990) en semillas de leguminosas (frijol, arveja,
mani, garbanzos, entre otros) sometidas a hidratacion bajo diferentes condiciones, con o
sin escaldado previo.

Incorporando el contenido inicial de humedad, la ecuacién (7) muestra el modelos de (A.
M. R. Pilosof et al. 1985) que puede ser reorganizado en las ecuaciones (8 y 9):

Kt
k, +t

t 1 K,
MM, (FJH ®
1 (kY1) (L
il (e

(B. P. N. Singh & Kulshrestha 1987) encontraron que la ecuacion (11) era la que mejor
representaba el comportamiento de la absorcion de agua por parte de soya y frijol; esta
ecuacion se puede reacomodar como aparece en la ecuacion (12), mientras que la
ecuacion (13) representa la forma lineal obtenida en afios (Sopade et al. 2007), como se
explica a continuacion:

M =M, + )
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Por lo tanto se puede deducir de las ecuaciones (1) a (13) que k;=Ka4/ks = 1/ (kskg), Y ko =
1/ks = 1/ks. Ademas, k;, que es una medida del régimen constante, en el modelo de
Peleg esta relacionada con k, (tiempo necesario para adsorber la mitad de la maxima
cantidad de agua) en el modelo de Pilosof-Boquet—Batholomai y con kg (régimen
constante) del modelo de (B. P. N. Singh & Kulshrestha 1987).

El parametro k, (constante de capacidad) del modelo de Peleg, que mide la humedad de
equilibrio (si ky, tiende a infinito , M. =M, + [1/ k;]) esté relacionado con ks y ks, las cuales
son los indicadores de la capacidad de absorcién o la humedad de equilibrio de los
modelos de Pilosof-Boquet-Batholomai y Singh—Kulshrestha, respectivamente.
Adicionalmente, en el modelos de Singh—Kulshrestha, Me - My = ks, lo cual implica que
Me =M + ks, y esta es la misma expresion de M, en el modelo de Peleg.

Con base en las deducciones anteriores, el modelo de Peleg, a pesar de haber sido
formulado en 1988, sigue siendo el que mejor puede representar la migracion de agua
al interior del grano durante su hidratacion. Por lo tanto volviendo a las ecuaciones (3) y
(4), al representar graficamente t/(M-Mg) contra el tiempo, se obtiene una linea recta,
donde k; es el intercepto en la ordenada vy k, es la pendiente de la linea. (Z. Pan &
Tangratanavalee 2003) encontraron para soya que k; y k., son funciones de la
temperatura de hidratacion y que desde el comienzo se presenta pérdida de sélidos del
grano. Generalmente la velocidad de absorcién de agua es alta durante la primera hora y
después de dos horas se produce un descenso apreciable de esta velocidad.

Se encuentran diferencias en los valores hallados por diferentes investigadores para los
valores de k; y k, del modelo de Peleg a diferentes temperaturas (Z. Pan &
Tangratanavalee 2003) hallaron para soya, relaciones entre la temperatura y las
constantes: k; = -0.0001 T + 0.0081; k, = -0.0013 In T + 0.0108, que difieren de los
valores hallados en otros trabajos debido principalmente a la transformacion de los datos
gue hacen los autores.
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Para semillas como el amaranto se ha encontrado que en el modelo de Peleg, k; y k»
muestran una tendencia a disminuir con el aumento de la temperatura (Calzetta- Resio et
al. 2006), contrario a lo hallado por (Abu-Ghannam, N. McKenna 1997a) en frijoles rojos:
k, es practicamente constante con la temperatura. Resultados similares hallaron (Sopade
& Kaimur 1999) para la hidratacién de frijoles y mani, asi como (Maskan 2002) durante
el remojo de trigo.

En algunos caso, para ciertas semillas, se ha encontrado que Kk;disminuye
significativamente a medida que aumenta la temperatura. El reciproco de esta constante
puede entenderse como la velocidad inicial de hidratacion W,, y puede calcularse
derivando la ecuacion (4) respecto al tiempo:

Mk

w="A2- 5
dt (k, +k,t)?

(14)

Al evaluar W al inicio del proceso, caso en el que cuandot >0, W =W,

w. M@

1
== (15
- (15)
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Algunos investigadores han buscado los valores k; y W, para ciertas semillas a diferentes
temperaturas y han evaluado el efecto al adicionar diferente tipo de solutos al agua de
hidrataciéon. Para amaranto, por ejemplo se ha encontrado que el acido lactico y el
diéxido de azufre afectan apreciablemente el valor de k; y muy poco el valor de k»
(Calzetta- Resio et al. 2006).

Trabajos recientes (Wardhani et al. 2008; Harrynanan & Sankat 2008) con base en el
mismo modelo de Peleg, han avanzado en la aplicacion del modelo de Arrhenius para
establecer la relacion entre la velocidad especifica de adsorcion (1/k;) y la temperatura.
Aplicando la expresion:

E
& (16
RT()

1 E
Inf =[=InA — =2 Ink, =InA —
= Modelo de Weibull

Para los procesos de secado y rehidratacion, una ecuacion exponencial basada en el
modelo de Weibull puede representarse en la ecuacion (17) (Machado et al. 1999):

MO-M, | (t)
0t —opl (1) o

Donde o es el pardmetro de forma (adimensional) y tiene relacion inversa con la
velocidad inicial de absorcion de agua; B es el parametro de velocidad (min) representa
el tiempo necesario para completar un 63% de la rehidratacién (Saguy et al. 2005). Los
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parametros del modelo pueden estimarse por minimos cuadrados no lineales (Ruiz-Diaz
et al. 2003) utilizando Matlab. Se ha considerado que M. es un parametro adicional en el
modelo de Weibull (Garcia-Pascual et al. 2006). En ensayos realizados para evaluar el
comportamiento la hidratacion de pasta alimenticia a diferentes temperaturas, se
encontré que a y B no presentan cambios significativos entre 40 y 80°C ((Cunningham et
al. 2007), que coincide con lo hallado por (Garcia-Pascual et al. 2005) para la
rehidratacion de champifiones secos, atribuible a la prevalencia de una resistencia
interna a la transferencia de masa dentro del alimento. Los valores de 3 encontrados en
estudios en diferentes alimentos disminuyen a medida que aumenta la temperatura vy la
humedad de equilibrio aumenta significativamente al aumentar la temperatura
((Cunningham et al. 2007; Garcia-Pascual et al. 2005). En general se encuentran muchas
coincidencias al aplicar el modelo de Peleg y el de Weibull y en muchos estudios se
reportan que k, y la humedad de equilibrio no cambian con la temperatura.

1.6.2 Efectos de la presencia inicial de solutos en el agua de
hidratacion

La facilidad con que suceden los fendbmenos de transferencia esté influenciada por la
presencia de sustancias disueltas en el agua de hidratacion. Se han realizado numerosas
investigaciones para determinar este comportamiento y con base en ellas se han
establecido las mejores condiciones de hidratacién previa, especialmente en maiz,
cuando los cereales van a ser sometidos a un proceso de molienda humeda para
extraccion de almidén, caso en que se requiere facilitar una separacion de los
componentes. Algunos investigadores han demostrado que el diéxido de azufre en el
agua de remojo de cereales facilita su hidratacion (Biss, R. Cogan 1996) y que la adicién
de acido lactico a estas soluciones de dioxido de azufre, mejora este efecto (Shandera et
al. 1995), al aumentar las velocidades de absorcion de agua de las proteinas presentes
en el grano. Por su parte (Dailey 2002) determin6 que este incremento de velocidad era
debido a la solubilizacion de la proteina presente en el maiz, con el consecuente
beneficio para la extraccién del almidén. Para los pseudocereales o granos nativos de
Latinoamérica se han iniciado estudios, tal es el caso del amaranto en el que se ha
evaluado la cinética de la absorcién de agua sin solutos y soluciones acuosas de SO, al
0.01%, al 0.02 % y SO, con concentraciones variables de acido lactico (0.0025% vy
0.005%) a temperaturas entre 30°C y 60°C. Ademas de comprobar un comportamiento
de la hidratacion que ajustado al modelo de Peleg, se encontr6 que las constantes k; y
k., dependen de la temperatura y del medio de hidratacion. k; y k, decrece al aumentar
la temperatura. Ademas k; para agua pura es mayor que cuando el agua contiene
solutos, lo cual indica que éstos tienen una accién acelerante de la velocidad de
hidratacion. El efecto sobre k, es menos marcado, dando como resultado humedades de
saturacién semejantes. Se encontrd que el acido lactico también aumenta la velocidad de
absorcion de agua (menores valores de k,) (Calzetta- Resio et al. 2006).

1.6.3 Migracion de componentes de la semilla hacia el agua de
remojo

Debido a la dinamica que prevalece en la migracién de sustancias durante el remojo,
algunos investigadores han efectuado seguimiento de la composicion del agua de remojo
a través del tiempo. El valor del pH del agua de hidratacion ha sido una de las
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caracteristicas mas estudiadas y se ha encontrado que, en el caso de la soya,
disminuye gradualmente a medida que avanza el tiempo. Si se aumenta la temperatura
de hidratacion, esta disminucion de pH ocurre a mayor velocidad, lo cual indica que las
sustancias 4cidas se extraen mas facilmente a alta temperatura. Al acidificarse el medio,
suceden interacciones con el fendmeno de lixiviacibn de otros componentes de la
semilla, en especial con las proteinas y los carbohidratos que son afectadas por la
fuerza i6nica del medio, ademas de la temperatura (Snyder & Kwon 1987; H. L. Wang et
al. 1979). La coloracién del agua también va cambiando; en pruebas realizadas a 500nm
para evaluar la turbidez, se demostré que se producen cambios apreciables en el agua
de hidratacion debido a la migracién, posiblemente de pigmentos y compuestos
proteicos, que aunque cuantitativamente no son significantes, producen apreciables
cambios en el color y la apariencia del agua de hidratacion (Bayram et al. 2004). Por lo
tanto los cambios de color del agua de hidratacion estan relacionados inversamente con
el color final que tiene la bebida de soya y por consiguiente con su aceptabilidad, por lo
tanto este aspecto ha sido de interés en la calidad de la bebida de soya. Se sabe que
durante los tratamientos térmicos los alimentos pueden tener cambios desfavorables en
el color y se han reportado bastantes estudios en los que se evalla detalladamente este
fendmeno, en los cuales se resalta la degradacion que sufren los carotenoides, la
clorofila y la vitamina C, las reacciones de pardeamiento o de Maillard, la de gradacion de
azlcares, entre otros (Avila, I. M. L. B., Silva 1999). A la vez estos cambios se ven
afectados por la presencia de otros agentes como la acidez, el cultivar y los metales
pesados contaminantes (Garcia-Viguera et al. 1999). Durante el remojo la medida del
color del agua puede dar una idea acerca del proceso global de lixiviacion de los
compuestos hidrosolubles. Dentro de este tipo de compuestos, en el grano de soya
maduro se han encontrado pigmentos , carotenoides , tiamina, riboflavina, niacina, acido
pantoténico, piridoxina, biotina, &cido folico, inositol y acido ascérbico y clorofila. Algunos
pigmentos encontrados en la soya son solubles en agua y estan constituidos por
flavonoides (Snyder & Kwon 1987). La dispersion coloidal de la clorofila es afectada por
la inmersion del material vegetal en agua caliente, que ocasiona destruccion de la
clorofila para formar la feofitina, la cual puede transformarse para dar unos compuestos
solubles y otros insolubles en agua (Humphrey 1980).

Estudios realizados por (Bayram et al. 2004) sobre los colores desarrollados en el agua
durante el remojo de la soya encontraron que a medida que la temperatura es mayor, los
colores obtenidos son mas oscuros y lo explicaron por la migraciéon de carbohidratos y
proteinas, que facilitan la reaccién de Maillard. Encontraron que a mayor temperatura de
remojo, mayor migracion al agua de pigmentos amarillos, asi como una mayor pérdida
de claridad y brillo en el agua, aspectos que indican la lixiviacién de materia organica.

La migracion de componentes de diferentes tipos de semillas sometidas a remojo, tales
como el acido fitico, compuestos nitrogenados no proteicos , azucares, minerales (Fe,
Cu, Zn, Mn, P, Ca, Mg), almidén, proteinas , vitaminas hidrosolubles como tiamina,
riboflavina y niacina, han sido descritas por varios autores (H. L. Wang et al. 1979;
Snyder & Kwon 1987). Se ha podido establecer que la lixiviacion se produce en un
régimen de velocidad constante aproximadamente durante la primera hora y que en las
horas siguientes la velocidad es decreciente. Ademas se sabe que la velocidad de
lixiviacion aumenta al incrementar la temperatura.También ese ha establecido la
proporcion en que la cascarilla o cuticula de la soya ofrece resistencia a la migracion de
agua y de nutrientes (B. P. N. Singh & Kulshrestha 1987; Bayram et al. 2004).
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La conductividad eléctrica del agua de hidratacion depende de la presencia de
sustancias inorganicas disueltas o electrolitos tales como los iones cloro, nitrato, sulfato,
fosfato (negativos) y la presencia de los iones sodio, magnesio, calcio, hierro y aluminio,
entre otros (positivos). Los compuestos organicos como grasas, fenoles, alcoholes y
azucares no afectan significativamente el valor de la conductividad eléctrica. Los
minerales mas importantes en la soya son potasio, sodio, azufre y fésforo (Snyder &
Kwon 1987). La temperatura y el tiempo tienen un efecto significativo y creciente sobre la
conductividad del agua de remojo y se correlaciona muy bien con los cambios de color;
los cambios a 70°C son mas notorios que a las otras temperaturas, por lo cual se debe
tener cuidado con la perdida de nutrientes al realizar esta operacion a alta temperatura,
pues los iones inorganicos son los que mas sufren la accion de la lixiviacion (Bayram et
al. 2004).

= Migracion de carbohidratos solubles

La soya se caracteriza por ser practicamente la Unica leguminosa que no contiene
almidon; los carbohidratos de esta semilla estan constituidos fundamentalmente por fibra
dietaria insoluble y oligosacéaridos cuya accién antinutricional es muy reconocida. En la
etapa de remojo de estas semillas sucede migracién de estos componentes al agua de
hidratacion, con un comportamiento que no es muy bien conocido. Se ha investigado en
diferentes variedades de frijol y se ha demostrado que aunque los oligosacéaridos son
solubles en agua, su difusion al agua de remojo es escasa y depende fundamentalmente
del tipo de semilla, de su grado de madurez y en especial del espesor y naturaleza de la
cuticula en cuanto a su permeabilidad; se ha probado la adicién de bicarbonato de sodio
al agua de remojo y se ha encontrado que esto facilita la salida de aproximadamente un
20% de estos carbohidratos de los frijoles, probablemente debido a la fuerza idnica y a
un posible reblandecimiento de la cuticula ocasionado por el medio basico que genera el
bicarbonato (Vijayakumari et al. 1998; Vijayakumari et al. 2007).

Efectuando pruebas de hidratacién de soya a 10°C, 20°C, 30°C y 40°C, en todos los
casos en la primera media hora se perdié el 1% de los s6lidos del grano, mientras que a
las dos primeras temperaturas probadas se requirieron 4 horas adicionales para perder
otro 1% de los sélidos. La pérdida de soélidos fue significativamente mas alta a 40°C y en
el mismo tiempo se perdié aproximadamente el doble que a las temperaturas bajas. A
40°C se induce la fermentacibn del agua de remojo debido a la accién de
microorganismos mesofilos presentes, lo cual afecta de manera significativa la inocuidad
y las caracteristicas sensoriales. Los resultados analiticos y los balances de materia
requieren ser ajustados y se debe tener especial cuidado debido a que simultaneamente
se presenta una migracion de carbohidratos del grano al agua de remojo. Los
investigadores que han estudiado la hidratacion a temperaturas cercanas a 40°C
coinciden en hallar problemas de fermentacion durante los ensayos (Z. Pan &
Tangratanavalee 2003). Los mismos autores encontraron que la coccion en autoclave
reduce en un 80% estos oligosacaridos, mientras que la coccion los degrada en un 70%.

1.6.4 Efecto de la hidratacion sobre compuestos bioactivos

La soya es reconocida no solo, por su composicion quimica proximal, sino por el
contenido de sustancias bioactivas con efectos favorables sobre la salud. Dentro de
este grupo de fitoquimicos sobresalen las isoflavonas, compuestos que han sido
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estudiados desde aproximadamente 25 afios y de los cuales se ha podido comprobar
sus efectos benéficos sobre la salud, tales como la prevencion del cancer, la
osteoporosis, problemas post-menopausicos y enfermedades cardiovasculares. (K. Liu
1999; M. Messina & Mesina 2000; Snyder & Kwon 1987). El contenido de estos
compuestos bioactivos esta afectado por el proceso al que haya sido sometida la soya.

Existen 12 isbmeros de isoflavonas en la soya, los cuales estan divididos en cuatro
categorias quimicas (con tres isébmeros en cada una). Estas formas son la 6”-O-
malonilglucésidos, 6”-O-acetilglucésidos, a- glucésidos y agliconas (Liu, 1997). Se sabe
gue las agliconas son mas bioactivas y tienen mayores propiedades funcionales que sus
glicosidos. Dos de las agliconas (daidzeina y genisteina) y sus correspondientes
glicésidos (daidzina y genistina) han sido ampliamente estudiadas debido a su accién
anticancerigena a causa de sus actividades antagonistas y agonistas sobre los
estrégenos (Birt, D. F., Hendrich, S. Wang 2001; Chien, J. T. Hsieh, H. C. Kao, T. H.
Chen 2005).

El remojo es una de las etapas mas importantes en la preparacion de los alimentos a
base de soya (Toda et al. 2001) debido a que disminuye la energia necesaria para el
proceso (K. Liu 1999). Se ha reportado que la enzima o- glucosidasa es la responsable
de la hidrdlisis de los glicésidos a agliconas (Matsuura et al. 1989). Hay numerosas
investigaciones recientes sobre la transformacion de los compuesto bioactivos de la soya
durante su procesamiento, dentro de las que se destaca la transformacion de las
isoflavonas (Kao et al. 2004; J. A. Kim et al. 2006; S. Lee et al. 2003; Matsuura et al.
1989; H. Wang & P. A. Murphy 1996) y sobre el estudio de estos compuestos durante la
fermentacion (Esaki et al. 1997; J. A. Kim et al. 2006; Tsai et al. 2006; Pyo et al. 2005; A.
M. Romero et al. 2004; Tsangalis et al. 2002).

La aparicion de daidzeina y genisteina durante el remojo de la soya siguen una cinética
de primer orden y no es equimolar respecto a la desaparicion de daidzina y genistina,
respectivamente; se han propuesto los mecanismos de reaccién y se ha comprobado
gue al aumentar la temperatura de remojo de la soya, aumenta la conversion de la
reaccion. De manera semejante, se ha podido evaluar la actividad de la enzima a -
glucosidasa y establecer que su maxima actividad se encuentra cuando la temperatura
esta entre los 50°C y 60°C (optima a 45°C; a 85 °C se degrada la enzima). Se ha podido
comprobar que de las agliconas generadas durante el remojo, de un 12 a 50% migran
hacia el agua y esta pérdida es mayor a medida que aumenta la temperatura (Wardhani
et al. 2008; Goes-Favoni et al. 2010). La aparicion de las agliconas en el grano sometido
a remojo a temperaturas entre 25°C y 45°C aumenta considerablemente con el tiempo y
con la temperatura; la genisteina es la aglicona que parece con mayor facilidad, pero si el
tiempo se prolonga mas alla de las 12 horas, decrece esta concentraciéon (Kao et al.
2004).

» Influencia de la hidratacion de la soya sobre la textura

La hidratacion de la soya como etapa previa a otras operaciones tiene importancia ya
gue afecta el comportamiento del grano en cuanto a sus caracteristicas texturales y
reolégicas. La eficiencia alcanzada en la molienda, la extraccion de proteinas y los
diferentes tratamientos térmicos depende fundamentalmente de las condiciones previas
de la hidratacién del grano. La soya, durante la coccién, pierde mas firmeza si se ha
hidratado previamente (Gandhi & Bourne 1991). Se ha establecido que se requiere mas
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trabajo o fuerza para la ruptura de soya a baja humedad cuando el hilium es horizontal si
se ha hidratado previamente el grano (Bilanski 1966; Paulsen 1978). (Henry et al. 2000),
reportaron que la fuerza para deformar el material celular en leguminosas, incluyendo la
soya, puede ser descrita como una funcién de la deformacién mediante la siguiente serie
de Taylor (ecuacion 18):

F =ax + bx* + cx® (18)

Donde F es la fuerza en N, x es la deformacion en mm, y a, b y ¢ son los coeficientes de
elasticidad del modelo con unidades N/mm, N/mm? y N/mm?, respectivamente. Con base
en esta ecuacion la pendiente de la curva fuerza vs deformacién en cualquier punto es la
tangente T y esta dada por la primera derivada (19):

T =a+bx+cx® (19)

La méxima tangente se encuentra en el punto de inflexion, donde x = -b/3c. Este es un
indicador de la dureza. La secante S es la pendiente de una linea dibujada desde el
origen a un punto en la curva y se expresa como (ecuacion 20):

S =a+bx+cx* (20)

La maxima secante se encuentra en el punto donde el valor de la deformacién x es igual
a -b/2c.

Este valor describe tanto la elasticidad inicial como la elasticidad préxima a la ruptura.
Este andlisis aun se emplea para modelar molienda de semillas; (Henry et al. 2000) lo
aplicaron para estudiar la resistencia a la compresion de nueve variedades de soya
cosechados en dos épocas diferentes. Ellos demostraron que el incremento en el
contenido de humedad ocasionaba una disminucién de la fuerza necesaria para la
ruptura. La tangente maxima y la secante maxima tienen una disminucién con el
aumento de humedad del grano.

Con base en estos antecedentes (Z. Pan & Tangratanavalee 2003) estudiaron las
caracteristicas de textura de la soya sometida a hidratacion a cuatro temperaturas
diferentes (10°C, 20°C, 30°C y 40°C) durante 8 horas. Evaluaron la textura del grano
hidratado mediante pruebas de compresion y encontraron que la fuerza de ruptura y los
maximos para los médulos tangente y secante, disminuyen a medida que aumenta la
humedad hasta en un 122%. Las propiedades de molienda de los granos hidratados se
correlacionaron solamente con el contenido final de humedad, independientemente de
las condiciones de hidratacion. Mayor temperatura implica solamente menor tiempo de
hidratacion. Los estudios de estos autores recomiendan efectuar la molienda cuando el
grano ha aumentado la humedad en un 120%.

(Bayram et al. 2004) encontraron efectos contrarios ocasionados por hidratacion del
grano y la progresiva acidificacion del agua. Por una parte comprobaron que la
hidratacion causa un ablandamiento de la semilla, pero que a medida que avanza el
tiempo se produce una migracion de sustancias acidas del grano hacia el agua de
hidratacion, lo cual produce una reduccion del pH y un consecuente endurecimiento de
la semilla.
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1.7 Molienda y extraccion de las proteinas del grano

Dependiendo de la aplicacion que vayan a tener los productos de la soya, la extraccion
de la proteinas se efectia mediante diferentes métodos. Para la preparacion de bebidas
generalmente se lleva a cabo una molienda himeda después de la hidratacion del grano,
operacion que mejora la textura y la extractabilidad de los nutrientes de la soya (Z. Pan
& Tangratanavalee 2003). La molienda incluye cambios fisicos y quimicos, dependiendo
de la actividad que presenten algunos catalizadores, en especial las enzimas (Wilkens et
al. 1967; Amauri Rosenthal, Rosires Deliza, et al. 2003). Se ha podido comprobar que la
variedad y el genotipo de la semilla utilizada constituyen factores importantes en el
rendimiento y tamafio de las particulas que se puedan obtener en la extraccién acuosa.
Al evaluar diferentes variedades de soya para la obtencién de bebida y de tofu, se
encontraron diferencias significativas en cuanto a la recuperacion de proteina y grasa,
tanto por la variedad como por la escala a la cual se efectuaba el proceso (banco y planta
piloto). La recuperacion de solidos de la semilla oscilé entre el 77 y 79% y el reparto de
proteina y grasa presento correlaciones significativas con el contenido de cenizas y calcio
de las semillas originales (Cai et al. 1997).

Dentro de este aspecto se considera fundamental la presencia o ausencia de cierto tipo
de globulinas en la soya, en especial la glicinina y la conglicinina, en el rendimiento y las
caracteristicas fisicoquimicas de la bebida de soya, ya que estas proteinas originan
menor rendimiento. La extraccion en caliente origina mayores rendimientos y menor
tamano de particulas en la bebida (Nik et al. 2009).

Existe informacion para la extraccion de las proteinas a partir de la soya integral o de la
torta de soya molidas, pero a pesar de que la molienda himeda es la que ofrece mejores
resultados para las bebidas, con muy escasos los estudios formales sobre ella. Se ha
podido comprobar que para harina integral de soya molida, la extraccion acuosa de
proteina y grasa estan correlacionados entre si y siguen los parametros de reparto
segun los fendmenos de difusion y solubilizacion, complejos en este caso por la gran
diferencia quimica existente entre estos dos componentes, ademas de la presencia
simultanea de minerales y carbohidratos. La recuperacion de grasa y proteina en el
agua depende de factores como: pH, temperatura, tamafio de las particulas, potencia
aplicada, relaciébn soya: agua, numero de etapas de la extraccion y el uso de
tratamientos preliminares, entre otros (Rosenthal et al., 1998).

Para la obtencion de la bebida pueden utilizarse diferentes tipos de molinos y se han
reportado eficiencias en la extraccién del orden del 90% combinando diferentes tipos de
molienda en un mismo proceso (Vishwanathan, V. Singh & Subramanian 2011a;
Vishwanathan, V. Singh & Subramanian 2011b).

Los estudios recientes muestran que a medida que se utiliza menos agua en la molienda,
se reduce el porcentaje de extraccion de la misma y que el comportamiento no es lineal.

Se han efectuado estudios en soya descascarillada y para una relacion soya :agua igual
a 1:5, a alta temperatura, se ha encontrado un rendimiento de la extraccion de la proteina
igual a 67,4%; mientras que para una relacién 1:7 se encontraron rendimientos de 74,7%
y 78,8% , respectivamente con agua fria y con agua caliente. Si se afiade a la ultima
una segunda etapa de refinado, es posible mejorar el rendimiento hasta 79,2% . Si se
mejora la molienda con un molino coloidal, es posible mejorar el rendimiento hasta 85,5%
(Vishwanathan, V. Singh & Subramanian 2011b). Se han efectuado estudios que
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muestran que si la hidratacién de la soya se hace con algunos solutos, tales como el
bicarbonato de sodio, en el agua de hidratacion se elimina un buena proporcién de
carbohidratos, lo cual hace que en la molienda mejoren los indices de recuperacion de la
proteina; igualmente se ha comprobado que a un pH entre 3 y 5,5 se presentan bajos
indices de solubilidad de la proteina de la soya, razén por la cual no conviene efectuar la
molienda himeda en este intervalo (Vishwanathan, V. Singh & Subramanian 2011a).

1.8 Aplicacion de la fermentacion lactica

Las bacterias lacticas se utilizan desde hace mucho tiempo para la obtencién de
alimentos fermentados de origen lacteo, carnico o vegetal. Tradicionalmente y
cientificamente se reconoce la bondad de la fermentacién lactica debido a que las
bacterias involucradas tienen un caracter no patégeno, no presentan toxicidad,
desarrollan vitaminas y aminoacidos, mantienen apreciablemente su viabilidad , resisten
bajos pH y la presencia de acido lactico. Para su crecimiento, las bacterias lacticas
requieren que se tengan en cuenta aspectos tales como la utilizacion de fuentes de
nitrégeno y carbono, produccién de compuestos aromaticos, produccién de polisacaridos,
metabolismo aerobio, fermentaciobn malolactica, accién de los minerales sobre su
metabolismo, lipdlisis y produccién de compuestos antagonistas. Las bacterias lacticas
son muy sensibles a una amplia gama de sustancias, entre las que se encuentran
compuestos presentes en el medio, tales como antibiéticos, residuos de los tratamientos
de limpieza y desinfeccion de utensilios de las instalaciones, contaminantes ambientales
y bacteriéfagos. La mayoria de los estudios de fisiologia se han hecho con bacterias
aisladas de la leche o productos lacteos (R. Robinson & Tamine 1991).

En el grupo de las bacterias lacticas se rednen varios géneros capaces de fermentar
hexosas y producir acido lactico. En la tabla 1-9 se presentan los principales géneros y
sus caracteristicas generales. Son bacterias Gram-positivas, generalmente inmdviles,
nunca esporuladas, catalasa-negativas, oxidasa-negativas, generalmente nitrato
reductasa negativas. Si en la fermentacién so6lo se produce acido lactico, se denomina
homolactica; si ademas del acido lactico, se forman otros productos como acido acético,
etanol, diéxido de carbono, etc., la fermentacion se considera heterolactica. Por ello,
segun el tipo de fermentacion, se habla de bacterias homofermentativas y
heterofermentativas, pero existen algunas que son homofermentativas capaces de llevar
a cabo fermentaciones heterolacticas en condiciones no éptimas, o segun el tipo de
azucar utilizado (Jay 2002).

Tabla 1-9: Caracteristicas de los principales géneros de bacterias lacticas

Genero Células Tipo ADN: %G C*
Forma Agrupamiento Fermentacion
Streptococcus Coco Cadenas Homolactica 34-46
Leuconostoc Coco Cadenas Heterolactica 36-43
Pediococcus Coco Tetradas Homolactica 34-42
Lactbobacillus Bacilo Cadenas Homolactica 32-53
Heterolactica
Bifidobacterium. | Variada Variado Acética y lactica | 55-67

*Porcentaje molar del ADN en bases Gy C
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Cuando la fermentacién es homolactica, la produccion de lactato pasa por la via de
Embden-Meyerhof-Parnas. Cuando la fermentacion es heterolitica, la via empleada es la
de las pentosas fosfato y conlleva a la produccién de lactato, de etanol y eventualmente
de acetato (ver Anexo D, figura D-4). Aunque existen termdfilas y mesdfilas, algunas
pueden crecer a 5°C. Con respecto al pH de crecimiento, algunas crecen a pH menores
que 3,2 o a valores cercanos a 9,6, pero en general, la mayoria crece a pH entre 4,0 y
4,5; cabe anotar que las bacterias lacticas son ligeramente proteoliticas y lipoliticas (Jay
2002).

Generalmente, las bacterias lacticas se utilizan en mezcla de cepas de una misma
especie o0 de varias subespecies, ya sea en asociacion de especies o géneros diferentes,
mesodfilos o termdfilos. Los cultivos lacticos comerciales se consiguen generalmente en
forma de iniciadores; es una de las técnicas mas utilizadas en la industria pues permiten
una siembra directa. Se utilizan cultivos mixtos en la fabricacion de yogurt, quesos, en la
fabricacién de kefir y en maduracion de quesos. En la tabla 1-10 se presentan algunos de
los productos lacteos fermentados mas conocidos, las materias primas de las que se
parte para su fabricacion y el tipo de organismos que llevan a cabo la fermentacion.

Tabla 1-10: Algunos productos lacteos fermentados

Alimento Materias primas Organismos Fermentadores

Leche aciddfila Leche Lactobacillus acidophilus

Suero de leche bulgaro Leche Lactobacillus delbrueckii susp.
bulgaricus

Kefir Leche Lactococcus lactis
Lactobacillus delbrueckii susp.
bulgaricus
Torula spp.

Kumis Leche fresca de yegua Lactobacillus leichmannii

Lactobacillus delbrueckii
susp.bulgaricus

Torula spp.
Taette Leche Streptococcus lactis var. taette
Tarhana Harina de trigo y yogurt Lactobacillus
Yogurt Leche, leche en polvo Lactobacillus delbrueckii susp.
bulgaricus

Streptococcus thermphilus

Dentro de los cultivos mesoéfilos, se encuentran principalmente los Lactococos,
antiguamente llamados Estreptococos mesofilos, ciertos Leuconostoc (Ln. cremoris, Ln.
dextranicum) y ciertos lactobacilos (Lb. casei, Lb. plantarum). Se utilizan para la
fabricacién de quesos frescos como el Quarg, Feta, Cottage, Cheddar, Gouda, Edam, o
de pasta azul como el Roquefort. Para estas cepas, la temperatura oOptima de
fermentacion esta entre 25 y 30°C; acidifican la leche hasta un pH de 4,5 y en un medio
complejo liquido presentan un tiempo de duplicacién entre 35 y 40 minutos.

Dentro de los cultivos termofilos, se encuentran los Streptococcus thermophilus,
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus lactis, Lactobacillus helveticus,
Lactobacillus acidophilus. Este tipo de cultivo es menos sensible al pH; ademas,
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus se desarrollan
en la leche hasta pH entre 3,8 y 4,1 y su temperatura 6ptima se encuentra entre 41y
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43°C (ver ruta de utilizacion de la lactosa en el anexo D, figura D-1). Con frecuencia,
estos cultivos se asocian en yogurt y el kumis. También se pueden asociar con el
Lactobacillus helveticus en la flora de quesos suizos como el Emmental y el Gruyere, e
italianos como el Parmesano, Romano y Grana.

En el Anexo D se amplia esta informacion.

1.9 Fermentacion de la bebida de soya con bacterias
acido lacticas

En el extremo oriente la soya ha sido empleada durante siglos; se consume en formas no
fermentadas, como la leche y el tofu o en formas fermentadas por hongos como son el
miso, el sufu, el koji, el tempeh y el natto. Sorprendentemente los orientales no han
tenido tradicién en la fermentacién lactica aplicada a la soya en la alimentacion humana y
solamente en los Ultimos afios ha surgido investigacion en esos paises en estos temas.
Sin embargo, en 1934 se reporto la leche acidofila y en 1937 se efectud el primer estudio
sistematico sobre la aplicacion de cultivos lacticos a bebida de soya. En occidente, a
pesar de que desde la década de los 40 se efectuaron estudios sobre estos temas,
solamente en las Ultimas tres décadas se ha prestado atencion a la fermentacion lactica
en la soya. Se han tratado de desarrollar procesos que disminuyan el sabor afrijolado y
la flatulencia, ya sea a partir de la bebida sola o de mezclas con leche de vaca o de otros
mamiferos, mediante la fermentacion lactica para la elaboracion de productos similares al
yogurt. El bajo pH del producto permite prolongar el tiempo de vida util. El “zabadi”, un
tipo de yogurt egipcio, es un ejemplo de la posibilidad de enriquecer leche de vaca o
bufala con extractos proteicos (Y. Cheng et al. 1990; R. Robinson & Tamine 1991). En la
India se ha desarrollado yogurt de bebida de soya sola o mezclada con leche de bufala 'y
se ha evaluado la vida util del producto fermentado mezclado con pulpa de mango y
deshidratado, empacado en diferentes materiales poliméricos (Pradyuman Kumar &
Mishra 2004)

A nivel latinoamericano, en 1994 el Instituto de Investigaciones para la Industria
alimenticia (Il1A) de Cuba desarrollé una tecnologia novedosa para la elaboracion de la
bebida de soya destinada a la fabricacién de yogurt, con la cual se logré deprimir de
forma apreciable el desagradable sabor a frijol no aceptado por la poblacién. Esta
tecnologia se implanté de forma muy rapida en mas de 28 fabricas cubanas, lo que
posibilitd desde 1995 el suministro de un producto similar al yogurt tradicional de forma
masiva. Este se destind inmediatamente a nifios de 7 a 13 aflos de edad, al ser un sector
poblacional al que no se le podia continuar suministrando un litro de leche de vaca
diariamente por enfrentarse Cuba a las condiciones de periodo especial de la economia.

En 1980 en Colombia se realiz6 un estudio para la produccién de una bebida de soya
fermentada denominada soy-yoghurt, en el cual se evalu6 el comportamiento del efecto
de algunas variables, tales como condiciones de incubacion, tipo de cultivo iniciador y
uso de aditivos, sobre las caracteristicas y aceptacion del producto. Las condiciones de
incubacién fueron 30, 37 y 45°C, con tiempos de fermentacion entre 5y 18 horas. Se
emplearon cultivos liofilizados conformados por las bacterias tipicas coco y bacilo. Las
pruebas permitieron definir las operaciones del proceso y establecer las mejores
condiciones de fermentacién a 30 °C durante 18 horas; sin embargo la aceptabilidad del
producto fue muy baja ya que no poseia un aroma agradable y su consistencia fue muy
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baja al compararse con los yogures comerciales (IIT. Instituto de Investigaciones
Tecnoldgicas. 1980).

1.9.1 La bebida de soya como sustrato para el crecimiento de
bacterias lacticas

Los carbohidratos fermentables de la soya son oligosacéridos de bajo peso molecular
tales como sacarosa y los a-galacto-oligosacaridos rafinosa, estaquiosa y verbascosa.
Debido a la ausencia de a-galactosidasa en el tracto intestinal humano, el destino
metabdlico de estos compuestos es incierto y a ellos se les atribuye la flatulencia de la
soya. En cambio, algunos microorganismos acido-lacticos poseen la enzima a-
galactosidasa, lo cual explica la factibilidad del proceso fermentativo de la bebida de soya
por parte de estas bacterias. La aptitud de la bebida de soya como medio de
crecimiento de bacterias lacticas esta determinada por multiples factores, dentro de los
cuales se ha dedicado especial atencién al tratamiento térmico de la bebida durante su
produccién y procesamiento y a la presencia de carbohidratos que puedan ser utilizados
por las células (Mital & K. Steinkraus 1975; Y. Cheng et al. 1990).

= [Efecto del tratamiento térmico

Algunos reportes mencionan que el tratamiento térmico aplicado a la bebida de soya en
cualquier etapa de su procesamiento previo a la inoculacién con las bacterias es el factor
mas importante que influye en la capacidad de la bebida de soya de soportar el
crecimiento de las bacterias &cido-lacticas. En un estudio detallado sobre la influencia del
tratamiento térmico en el crecimiento del cultivo se observé que la bebida de soya no
calentada promovia un crecimiento 6ptimo o cercano al éptimo para la mayoria de los
cultivos. Mientras que el tratamiento térmico a 60°C ocasionaba un incremento en la
formacion de acido por parte de especies Streptococus y Leuconostoc y una reduccién
en la produccién de acido por parte de especies Lactobacillus. Un mayor calentamiento
de la bebida de soya redujo su aptitud como sustrato para todos los cultivos estudiados.
Ademds se encontrd que la produccion de acido era minima con un tratamiento a 80°C
por 1-60 minutos y a 100°C por tiempos cortos. Estos efectos inhibitorios coinciden con
el desarrollo de una alta concentracion de sulfhidrilos y sulfuros téxicos. Estos hallazgos
fueron corroborados mas tarde cuando se reportd que cultivos lacticos utilizados para
gueso y yogurt crecian mejor en leche preparada con frijoles no cocidos que con
cocidos. Parece por lo tanto, segln estos estudios, que el tratamiento térmico de la
bebida de soya generalmente no mejora el crecimiento de bacterias lacticas,
presumiblemente debido a su efecto destructivo en algunos de los factores de
crecimiento del medio o debido a la produccién de ciertos compuestos inhibidores (Patel
et al. 1980).

A pesar de las anteriores consideraciones, otros reportes manifiestan que un
calentamiento més fuerte, a temperaturas superiores a 80°C progresivamente mejora la
calidad de la bebida de soya como medio de crecimiento, que puede atribuirse a la
expulsion de sulfuros, a una concurrente disminucion de la concentracion de sulfhidrilos y
a una reduccion en el potencial redox del sistema. También encontr6 un efecto
estimulante del tratamiento a 121°C, que se tornaba inconveniente para algunos cultivos
después de 10, 15 0 20 minutos, segun la especie. Estudios sobre la produccion de
yogurt mediante fermentaciobn con Lactobacillus de bebida de soya (preparada a partir
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de granos escaldados con solucién 0,2 % de bicarbonato de sodio durante 5 minutos)
indicoé que de varios tratamientos térmicos 90°C, 100°C y 120 °C por 10 o 20 minutos, el
mejor fue 100°C por 20 minutos (Patel et al. 1980).

Los estudios desarrollados en Colombia muestran que de todas maneras es conveniente
la aplicacién de tratamiento térmico a la bebida de soya pues mejora el desarrollo de los
microorganismos inoculados y que si no se cumple este requisito, el desarrollo de acidez
se debe a la accion incontrolada de diferentes tipos de microorganismos presentes en la
bebida de soya. Adicionalmente se comprobd que al incrementar la intensidad del
tratamiento térmico previo a la inoculacion, se observa mejor desarrollo de viscosidad y
textura de la bebida fermentada (M. Quicazan, Gomez, et al. 2002). Ademas, teniendo en
cuenta las caracteristicas nutricionales y sensoriales de la bebida de soya, por ejemplo,
para eliminar la actividad de la enzima lipoxigenasa y destruir el inhibidor de tripsina
presentes en la soya cruda, se vuelve indispensable un tratamiento térmico minimo. Esto
concuerda con resultados de otros investigadores que consideran que, teniendo en
cuenta que el hecho de que un tratamiento térmico severo tiende a favorecer la actividad
de los cultivos lacticos, han promovido la utilizacion de tratamientos térmicos fuertes,
como 100°C por 20 minutos, en tres dias consecutivos, o 120°C por 10 minutos o mas
(Mital et al. 1974; Patel et al. 1980).

= Efecto de la presencia de carbohidratos fermentables

La produccion de acido, a menudo considerada como el unico criterio de crecimiento de
las bacterias lacticas, depende primordialmente de la presencia de carbohidratos que
puedan ser metabolizados por los organismos. Se sabe que las bacterias 4cido lacticas
utilizan azucares tales como lactosa, glucosa, fructosa, galactosa y maltosa. Sin
embargo, a diferencia de la leche de vaca, la bebida de soya contiene pequefias
cantidades de esos azUcares y en cambio contienen cantidades apreciables de
oligosacaridos y polisacaridos. Adicionalmente, se ha ob,servado que algunos de los
tratamientos aplicados a la soya, tales como remojo y coccion, reducen
considerablemente el contenido de carbohidratos fermentables en la leche resultante.
Por esta razon los procesos que involucran el remojo y la ebullicion del grano tienden a
originar bebida con menor capacidad de acidificacion (Mital & K. Steinkraus 1976).

A pesar del hecho de que los oligosacaridos como estaquiosa y rafinosa pueden ser
utilizados al menos en cierta proporcién por ciertas bacterias lacticas, lactobacilos en
particular, la habilidad global de los azlcares presentes en la soya de promover el
crecimiento de los organismos, es inadecuada para la mayoria de ellas. Por lo tanto, la
fortificacion de la bebida de soya con ciertos azucares, de una manera u otra, se ha
considerado. La lactosa y la glucosa se destacan por ser las mas convenientes que otros
azucares, excepto para algunos microorganismos. El tipo de azlcar puede variar con el
tipo de microorganismo para lograr la mayor produccién de acido.

Se observé que la lactosa adicionada en una proporcion del 1 % mejoré la produccién de
acido lactico por parte de S. lactis, S. cremoris, y S. diacetilis pero no por S.
thermophilus y varias especies de Lactobacillus. Bebida de soya sin la adicién de ningan
tipo de azucar fue adecuada para el S. thermophilus, el cual a diferencia de otros
microorganismos produjo 0,41 % de acido lactico. La adicion de 1 % de lactosa origin un
incremento apreciable en la produccién de acido por tres especies de Streptococcus y un
pequefio incremento en la produccion de acido por S. thermophilus y L. bulgaricus.
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Después se not6 que la suplementacion con 1 % de lactosa puede aumentar
considerablemente la produccion de &cido por S. thermophilus de 0,20 % a 0,47 %. Esta
desviacion de observaciones anteriores puede atribuirse a diferencias en las cepas o en
el método de preparacion de la bebida de soya. (Patel et al. 1980).

En general se ha encontrado que una suplementacién con 1 % de lactosa tiene un
efecto estimulante, por encima del cual disminuye. Algo similar se encuentra cuando se
sigue el proceso lllinois en la preparacion de la bebida de soya. Estos investigadores
encontraron que mientras todos los niveles (0.5, 1.0 y 2.0 %) de adicion de lactosa
ocasionaba coagulacion de la bebida inoculada (con Streptococcus lacticos, incluyendo
ciertas bacterias generadoras de aroma), la concentracion del 1 % reducia en mayor
proporcion el pH de la bebida de soya (de 7,4 a 4,4) que el nivel 0,5 % (pH 4,6); el nivel 2
% sin embargo, no aumentaba significativamente da produccion de &cido (Patel et al.
1980).

El enriquecimiento de la bebida de soya con glucosa ha sido estudiado, dando buenos o
mejores resultados en la producciébn de &cido lactico que cuando se efectia la
suplementacion con lactosa. La adicion de 1 % de glucosa aumenta apreciablemente la
produccion de acido por S. lactis, S. cremoris, S. diacetilis, L. delbrueckii y L. casei y en
menor proporcion por Leuconostoc mesentoroides, Leuconostoc cremoris y Lactobacillus
helveticus. Sin embargo, se encontr6 que practicamente no tiene influencia en S.
thermophilus y cierto tipo de Lactobacillus, aunque estudios posteriores mostraron
resultados contrarios. Se han efectuado también pruebas con adicién a niveles del 2.5 %
y 4 % (Patel et al. 1980).

La fortificacion de la bebida de soya con sacarosa ha mostrado un uso limitado. Para
todos los Streptococcus y Lactobacillus estudiados la adicion de sacarosa a un nivel del
1 % ha tenido leves ventajas. De hecho se ha demostrado una ligera inhibicion sobre S.
thermophilus. Sin embargo se ha demostrado que ciertos microorganismos como S.
thermophilus, L. acidophilus, L. celobiosis y L. palntarum produjeron cantidades
apreciables de acido lactico en bebida de soya a la cual se le habia adicionado 2 % de
sacarosa. La produccion de &cido se incrementé aun mas cuando el S. thermophilus
crecié en combinacion de L. acidophilus y L. bulgaricus. En otro estudio L. acidophilus
produjo un maximo de acido (0,73 %) en bebida de soya fortificada con 1 % de sacarosa
(Favaro et al. 2001).

Por lo tanto, la sacarosa parece ser particularmente adecuada para cierto tipo de
lactobacilos como L. acidophilus, solo o en combinaciéon con S. thermophilus y por lo
tanto puede ser de definitiva aplicacién practica en la produccion de yogurt o bebida
aciddfila de soya. Un proceso patentado describe la preparaciéon de yogurt de soya
enriguecido con 15 % de sacarosa. AzlUcares como la galactosa, fructosa, manosa y
melobiosa también han sido estudiados en fortificacién de la bebida de soya para mejorar
la produccion de acido lactico por cultivos lacticos, pero los resultados no han sido tan
convincentes como con glucosa y lactosa. También se han efectuado pruebas
adicionando leche descremada y suero lacteo liquido o en polvo. Los streptococcus en
bebida de soya adicionada con leche descremada mostraron un incremento en la
produccion de acido. Una patente japonesa (Hushiro, 2001) describe la produccion de
bebida de soya fermentada con la adicion de leche en polvo descremada. La adicion de
1 % de suero deshidratado estimulé la produccién de acido lactico por S. lactis, S.
cremoris y S. diacetilactisen en un estudio (Chumchuere & R. K. Robinson 1999),
mientras que en otro, 2 % de adicién de suero y 5 % de sacarosa dio lugar a un producto
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de gran aceptacion, similar al de leche de vaca (Y. Cheng et al. 1990). También se han
efectuado pruebas adicionando de 10 a 15 % de sdlidos de leche de bufala a la bebida
de soya, notdndose mayores incrementos que cuando se utilizan solidos de leche de
vaca, en la produccion de &cido lactico por parte de bacterias lacticas, excepto por S.
thermophilus (Patel et al. 1980)

Los trabajos realizados en la Universidad Nacional de Colombia muestran resultados que
no concuerdan con los anteriormente expuestos. Posiblemente debido a la composicién
de la bebida de soya utilizada, se ha encontrado que la acidificacion sucede de la misma
forma con o sin adicion de sacarosa a la bebida de soya y que la adicion de fructosa
inhibe completamente la fermentacion (Padilla & A. Sandoval 2000). La adicion de leche
de vaca a la bebida de soya favorece la acidificacibn y es posible lograr mayor
acidificacion que para la leche de vaca pura. Sin embargo, como el proceso aplicado en
estas investigaciones para la obtencion de la bebida de soya ha sido el validado en los
primeros trabajos, cuyo fin era minimizar la presencia de carbohidratos flatulentos en la
bebida, es recomendable validar si los niveles de estos oligosacaridos es el justo para la
fermentacion o si es posible efectuar modificaciones al proceso para lograr mejoras en la
bebida fermentada (M. Quicazan 2003).

= Efecto de otros pardmetros del procesamiento de la bebida de soya

Otros aspectos del procesamiento de la bebida de soya tienen efecto, aunque en menor
proporciéon, en el comportamiento de las bacterias lacticas. En experimentos con
diferentes variedades de soya (Bragg, Clark-65, Hardy, Hood, Pb-1, entre otras) y varios
cultivos lacticos, se encontré que Strptococcus cremoris, S. diacetilactis y L. bulgaricus
producian la mayor proporcién de acido lactico cuando la bebida de soya se preparaba a
partir de la variedad Braga, mientras que S. lactis en la variedad Hood y S. thermophilus
en la variedad Pb-1. El mismo reporte menciona que la optima produccién de éacido
lactico sucede cuando el remojo se lleva a cabo durante 6-12 horas y se emplea un
tiempo de molienda de 7 minutos (con una relacién 1:5 entre frijol remojado y agua
caliente). Comparando la bebida de soya preparada moliendo los granos remojados en
agua caliente y la elaborada con frijoles crudos desengrasados con alcohol 95 % y
cloroformo, se encontré que los Lactobacillus y Strptococcus bajo estudio crecian mejor
en el primer caso. El nivel de sdélidos en la bebida de soya juega un papel directo o
indirecto en cuanto a la fermentacién. Trabajando con S. lactis, S. cremoris, S
thermophilus y L. bulgaricus, se desarroll6 més acidez cuando la bebida de soya fue
preparada utilizando una relacion agua: soya igual a 4 que cuando se utilizé mayor
dilucién. (Tanteeratam et al. 1994; Poysa & Woodrow 2002a).

= Efecto de ciertos aditivos y mejoradores

El caracteristico sabor afrijolado de la bebida de soya ha motivado estudios de
investigacion en el campo de la fermentacion lactica, tendientes a mejorar las
propiedades sensoriales. Para resolver este problema, se han desarrollado trabajos
agregando leche de vaca o directamente la lactosa y asi favorecer la actividad
microbiana y mejorar las caracteristicas organolépticas de producto. Los estudios
revisados muestran contradicciones tanto en el fundamento como en los resultados. En
algunos casos se parte del supuesto que los carbohidratos de la soya no son
fermentables por bacterias lacticas y por ende se adicionan ya sea lactosa, sacarosa o
glucosa. Ensayos con Lactococcus lactis lograron incrementos apreciables en la
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poblacion de microorganismos adicionando glucosa en niveles de 2 y 3,5 % de glucosa y
en algunos casos se adiciond puré de fresa para mejorar el sabor (Beasley, S., Tuorila,
H. Saris 2003).

Ademas, tal como sucede en la fermentacion de la leche de vaca, el contenido de solidos
influye en el grado de acidificacién y las caracteristicas fisicas del producto; por esta
razon numerosos estudios se han enfocado a evaluar diferentes formas de preparacion
de la bebida de soya y la adicién de diferentes sustancias para aumentar el contenido de
solidos de la misma. Se han realizado pruebas para fortificar los productos con calcio y
en otros casos se acude solamente al mejoramiento de la textura y la estabilidad de las
proteinas, casos en los que se agregan sales (acetato de calcio, en algunos casos) y
estabilizantes de diferente tipo (gelatina u otros) (Y. Cheng et al. 1990; Buono et al. 1990;
Ankenman & C. Morr 1996).

Se han llevado a cabo investigaciones en la Universidad de Ohio con el fin de evaluar la
eficacia de un tratamiento con carb6n activado para mejorar el sabor de la bebida de
soya destinada a elaborar yogurt y determinar la funcionalidad de la adicion de leche en
polvo descremada y de concentrado de proteinas de suero en la manufactura de yogurt.
Se comprobd que ajustando las concentraciones de lactosa en la bebida de soya a
valores semejantes a los de la leche de vaca es posible mejorar la produccion de acido
lactico en el yogurt de soya y lograr concentraciones cercanas al 1 %; los niveles de
aminoacidos presentes en el producto y su viscosidad son mas altos que en el yogurt de
leche de vaca. El tratamiento con carbén activado no retird efectivamente los pigmentos
pardos ni los componentes causantes del sabor desagradable de la bebida de soya. La
adicion de leche en polvo descremada mejoré apreciablemente el sabor acido (S. Y.
Lee et al. 1990)

Se ha empleado la adicién de fructosa, leche en polvo y sélidos no grasos de soya hasta
aumentar el nivel de sélidos a 14 % (Buono et al. 1990). Al aumentar la relacién soya
/agua en el momento de la extraccion se lograron diferentes niveles de sélidos en la
bebida de soya obtenida para preparar el vyogurt; esta propiedad influy6é
significativamente en la acidificacién y en la aceptabilidad (Yoo et al. 1996). También se
han intentado mejoras mediante la adicion de proteinas lacteas tales como caseina,
caseina hidrolizada y proteina de suero hidrolizada (Mital & K. Steinkraus 1976;
Ankenman & C. Morr 1996). Estos ensayos demostraron que es posible aumentar la
acidificacion y mejorar la textura de los productos.

Evaluaciones realizadas en Brasil consideraron el proceso de elaboracién de yogurt de
soya utilizando diferentes niveles de suplementacion con sacarosa y aplicando diversas
presiones de homogenizacion. Se concluyd que el yogurt de soya preparado a partir de
bebida con 9° Brix, con la adicion de 2 % de sacarosa antes de la fermentacion y
homogenizacién a 17 MPa y fermentada por 6 horas es un producto con gran potencial
para su comercializacion, pues se logra mejorar apreciablemente sus caracteristicas
sensoriales (Favaro et al. 2001).

El contenido de sélidos presentes en la bebida de soya tiene efecto sobre las
caracteristicas de la bebida fermentada. Las bebidas mas diluidas (°Brix<6,5) alcanzan
valores de acidez menores al 0,38 % y no se logra la formaciéon de un coagulo firme;
esto influye en la baja viscosidad y la alta sinéresis del producto; las bebidas intermedias
(°Brix: 6,5y 7,0) alcanzan valores de acidez entre 0,39 % y 0,42 %, el coagulo formado
es firme y se obtiene una bebida de apariencia y consistencia similar al yogurt de leche
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de vaca, probablemente debido a la interaccion entre la proteina y la acidez; las
bebidas de 7,5 y 8,0 °Brix alcanzan los maximos niveles de acidificaciéon (entre 0.42 % -
0.47 %), pero presentan propiedades organolépticas deficientes como el sabor a frijol,
grumos Yy una elevada viscosidad (Quicazan et al. 2001)

Al efectuar analisis a leches de soya que mostraron buena capacidad para desarrollar L.
acidophilus y L. bulgaricus se encontré la presencia de adenina, guanosina y L-
triptofano. Por lo tanto la de este tipo de compuestos organicos nitrogenados tienen
relacién con el desarrollo de la fermentacion lactica en bebida de soya. Se han realizado
pruebas adicionando 1 % de peptona y 1 % de casitona a la bebida de soya, mostrando
un incremento en la formacion de &cido por parte de S. thermophilus, L. pentosus y
especies de Leuconostoc y reduccion en L. delbrueckii. La adicion de aminoacidos libres
tales como L-prolina, L-alanina y metionina estimulé también la produccion de é&cido
lactico (Lee et al. 1990).

La adicion de citrato o acido citrico para incrementar el desarrollo de aroma en la
fermentacion de bebida de soya también modifica la produccion de acido lactico. Un
cultivo conformado por S.lactis, L. cremoris y L. dextranicum fue estudiado y se reportd
gue cuando se adicion6 0,15 % de acido citrico a la bebida de soya, su pH bajo de 6,1 a
4,8 después de 12 horas a 21°C y permanecié sin cambiar, incluso durante 48 horas. En
ausencia de &cido citrico el pH de la bebida de soya se redujo a 5,4 y 4,6 después de 12
y 24 horas respectivamente. La suplementacién de bebida de soya con 0,1 % de citrato
de sodio retardé la produccion de &cido lactico de diferentes cultivos cuando la
fermentacion se llevé a cabo por 24 horas a 30°C. Sin embargo cuando la bebida de
soya se fortificd con 0,5 % de lactosa, el efecto inhibitorio del citrato se observé solo en
los lactobacillus pero no en los streptococcus. Por lo tanto la adicion de acido citrico y
citrato puede tener efecto inhibitorio o estimulante, dependiendo del tipo de
microorganismo y probablemente del tipo y nivel de azucar adicionado. (Patel et al.
1980).

Los aspectos bioguimicos de la fermentaciébn de la bebida de soya han sido
recientemente evaluados Estos investigadores determinaron que los o- galactosidos y el
acido fitico presentes en la soya son extraidos en la etapa de elaboracién de la leche y
gue la concentracion de la estaquiosa (0,5 %) es significativamente mayor que la rafinosa
(0,08 %). Encontraron que la concentracibn de monosacaridos aumentd
significativamente con la fermentacion debido probablemente a la hidrélisis de
carbohidratos de alto peso molecular. Las concentraciones de rafinosa, estaquiosa y
acido fitico no disminuyeron significativamente, mientras que se produjo una reduccién
del 90 % en la concentracién de la sacarosa, reforzando asi la idea de que el cultivo
utilizado tiene baja actividad de o- galactosidasa y alta actividad de invertasa. (Favaro et
al. 2001)

= Otras condiciones del cultivo que afectan el crecimiento de bacterias lacticas
en labebida de soya

Las amplias experiencias en investigacion sobre el desarrollo de microorganismos
lacticos en leche de vaca, tales como aspectos relacionados con el in6culo, temperatura
y tiempo de incubacion, han dado pautas para orientar los estudios de la fermentacion de
bebida de soya.
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La proporcién de inéculo utilizado ha sido del 2 al 5 % cuando se utiliza cultivo activado.
Los periodos de incubacion han sido estudiados durante unas pocas horas hasta 72
horas. Las més frecuentes han sido de 18 a 24 horas. En algunos casos la coagulacion
de la bebida de soya se ha presentado en 8 horas, a 40°C con L. bulgaricus (acidez 0,37
%), con otros microorganismos se ha necesitado 5 horas (L. acidophilus). Sin embargo
debe tenerse en cuenta que la coagulacion, indicador del final de la incubacion debido a
gue ésta no solo es funcién de la acidez, sino de otros factores como el tratamiento
térmico y el nivel de sodlidos, entre otros. A veces la bebida de soya coagula sin
necesidad de que haya desarrollado suficiente acidez como para hacer aceptable el
producto. El desarrollo de 0,23 a 0,25 % de acidez corresponde a un pH de 5,7 y se ha
notado que ocasiona la coagulacion de la bebida de soya.

Respecto a la temperatura de incubacién la bebida de soya se cultiva a la misma
temperatura que la leche de vaca, es decir a 30°C para Streptococcus meséfilos y 37 a
40°C para termdfilos (Streptococcus y Lactobacillus). Sin embargo la temperatura de
45°C ha sido empleada para S. thermophilus y temperaturas de 24 a 28°C para L.
plantarum y 30°C para L. plantarum, L. casei, L. pentosus y L. brevis. La produccion de
componentes del flavour como el diacetilo es influenciada por la temperatura de
incubacion. La temperatura de incubacion se vuelve especialmente critica cuando crecen
simultdneamente microorganismos productores de aroma y de &cido. Se han utilizado
temperaturas de 30°C. (Patel et al. 1980).

1.9.2 Microorganismos utilizados para fermentar bebida de soya

* Empleo de bacterias lacticas solas y combinadas

Varios investigadores han intentado producir bebidas fermentadas de soya mediante
diferentes bacterias lacticas, tales como S. lactis, S. citrovorus, S. thermophilus, L.
bulgaricus, |. cellobiosis, L. buchneri, L. fermenti, L. plantarum, L. acidophilus y
L..pentosus con bebida de soya preparada ya sea a partir del grano entero o del grano
desengrasado y adicionando en algunos casos suplementos fermentables. Se
encontraron apreciables diferencias en el incremento de la poblacion de S. thermophilus
segun el proceso utilizado para la elaboracion de bebida de soya. Se encuentra en
general, que hay mejor crecimiento cuando se utilizan granos enteros que cuando se ha
efectuado desengrasado previo, siempre y cuando la fermentacién se prolongue 16
horas. Dentro de todos los microorganismos evaluados se encontr6 que el S.
thermophilus (Mital et al. 1974; H. Wang et al. 1974; Mital & K. Steinkraus 1975) produce
la mayor acidez, (0,64 % acidez total, pH 4,28), pero el sabor del producto es aln
insatisfactorio. EIl L. bulgaricus en ausencia de suplementos no crecié en bebida de
soya. Con suplementos se reportd una acidez total de 0,21 % y pH 6,32 al cabo de 24
horas de fermentacién a 43°C. Cuando se utiliza uno de los tipos de Lactobacillus con S.
thermophilus mejora la acificacion (Mital et al. 1974; H. Wang et al. 1974; Mital & K.
Steinkraus 1975).

Otros estudios (Pinthong, Macrae & Rothwell 1980a; Pinthong, Macrae & Rothwell 1980Db;
Pinthong, Macrae & Rothwell 1980c) corroboraron los resultados anteriores; se evaluo el
crecimiento de bacterias lacticas en bebida de soya y su efecto en la produccion de
acido, los compuestos volatiles que influyen en las caracteristicas organolépticas y los
niveles de oligosacaridos. Se utilizaron L. bulgaricus y S. thermophilus solos y
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combinados, variando las cantidades de suplemento adicionado (glucosa y extracto de
levadura). En el caso del S. thermophilus, cuando no se adiciona ningun suplemento se
alcanza una acidez méaxima de 0,3 % al cabo de 24 horas a 43°C. La adicion de glucosa
tiene una pequefa influencia en la produccion de &cido, pero la suplementacion con
glucosa y extracto de levadura mejora apreciablemente la acidificacion (0,6 %). Debido a
gue el L. bulgaricus no posee actividad hidrolitica sobre los oligosacaridos de la soya, no
se produce acidificacién cuando se utiliza este microorganismo en bebida de soya sin
suplementar; la adicién de glucosa al medio incrementa considerablemente la cantidad
de acido producido (0,8 %) y suplementacién por encima del 1,0 % no tienen efecto
adicional; la presencia de extracto de levadura no tiene un efecto significativo sobre el
incremento de acidez.

La combinacion de los dos microorganismos produjo un nivel de acidez ligeramente
mayor que en los casos con S. thermophilus solo y considerablemente inferior a los
casos de L. bulgaricus con suplementacion. En todos los casos la fase logaritmica se
produjo entre las 4 y 8 horas de fermentacion. El producto obtenido present6é un coagulo
firme y homogéneo con ligera separacion de suero. Se demostré que el L. bulgaricus
conlleva una mejora del sabor debido a que no permite el desarrollo del n-pentanal
mientras que el S. thermophilus es el responsable de su formacion; el n-hexanal esta
presente en la bebida de soya original (Pinthong, Macrae & Rothwell 1980b).
Adicionalmente, bajo las condiciones ensayadas, se encontrd que el grado de remocion
de los oligosacéridos presentes fue relativamente pequefio (Pinthong, Macrae & Rothwell
1980a; Pinthong, Macrae & Rothwell 1980b; Pinthong, Macrae & Rothwell 1980c).

Se ha demostrado que tanto el L. acidophilus como el S thermophilus son capaces de
metabolizar la rafinosa y la estaquiosa, siendo éste Ultimo significativamente mas
eficiente. Durante la fermentaciéon por un tiempo de 24 a 32 horas con uno solo de los
cultivos, los contenidos de rafinosa, estaquiosa y sacarosa disminuyeron, el pH
disminuyé y los contenidos de fructosa y galactosa mas glucosa aumentaron. La
fermentacion de la bebida de soya utilizando L. acidophilus la estaquiosa y rafinosa se
redujeron de una concentracion inicial 6,02 y 1,42 mmol/l respectivamente a 4,15y 1,29
mmol/l respectivamente después de 24 horas de fermentacién. Para la fermentaciéon con
S thermophilus las concentraciones estaquiosa y rafinosa descendieron respectivamente
a 3,88 y 1,15 mmol/l (Y. Wang 2003). Esto concuerda con los reportes de (Chumchuere
& R. K. Robinson 1999; Mital & K. Steinkraus 1975). Los trabajos reportados no dan
importancia a la procedencia de la bebida de soya o al procedimiento de elaboracién. En
algunos casos se trabaja bebida de soya elaborada a partir de granos enteros, en otros
de harina desengrasada y en otros de bebida de soya en polvo, cuyo procedimiento de
elaboracion no se tienen en cuenta.

Desde el inicio de las investigaciones desarrolladas en la Universidad Nacional de
Colombia se ha empleado un cultivo liofilizado mixto conformado por dos bacilos y un
coco en proporciones iguales: Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus, Lactobacillus
delbrueckii subsp. lactisy Streptococcus thermophilus, MY 800, marca Ezal®, producido
por Danisco. Después de varios ensayos con otras marcas comerciales, se encontré que
éste era el que mejor se comportaba en bebida de soya (Padilla & A. Sandoval 2000),
pues logra en corto tiempo (maximo7 horas) descender el pH a valores entre 4,4y 4,6 y
tiene capacidad de desarrollar aroma. Este mismo tipo de microorganismos se han
probado inmovilizados en carragenina, logrando resultados semejantes a las células
libres (Cuenca et al. 2005).
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» Empleo de bifidobacterias

El término probidtico se aplica a aquel suplemento alimenticio con microorganismos
vivos que tiene efectos benéficos en el huésped mejorando su balance microbiol6gico
intestinal. Por lo tanto son benéficas para el hombre; para ejercer los efectos benéficos
el nimero de bacterias en los alimentos y en las heces del sujeto es determinante. Se
considera que se requieren al menos 10° ufc/ ml ya que al dia se deben ingerir de 10° a
10° células. Las bifidobacterias son microorganismos que habitan normalmente en el
intestino de animales de sangre caliente y constituyen el mayor componente de la flora
intestinal de personas saludables. Se ha reportado que estos microorganismos ejercen
efectos benéficos, incluyendo la reduccidon del colesterol sérico, la inhibicion del
crecimiento de potenciales patdogenos causantes de enfermedades infecciosas,
activacion del sistema inmune y aumento de la digestibilidad de la proteina. Por tal razén
las bifidobacterias se emplean con frecuencia en productos lacteos fermentados para
mejorar su actividad terapéutica. Para ejercer sus efectos benéficos es esencial que las
bacterias se encuentres viables y abundantes en el momento del consumo por parte del
hombre (Samona et al. 1996; Marteau et al. 2002).

Asi como la leche de vaca, la bebida de soya puede ser fermentada por bifidobacterias.
Algunos estudios han permitido demostrar que estos microorganismos poseen alta
actividad de a - galactosidasa y -B galactosidasa y que poseen una mayor actividad
hidrolitica sobre varios p-nitrofenil glicosidos que otras bacterias intestinales. Los
estudios han permitido sugerir que las enzimas a — D- galactosidasa vy la B-D-
galactosidasa, hidrolizan el enlace a —D- fructosa en la rafinosa y estaquiosa. Por lo
tanto los niveles de monosacéaridos se incrementan durante la fermentacién (M. L.
Desjardins et al. 1990; Tochikura et al. 1986; J. Hou 2000; Ortiz-Moncada et al. 2005).

Universidades italianas han evaluado numerosas especies de bifidobacterias en cuanto a
la actividad de la enzima a- galactosidasa y su capacidad para producir acido lactico y
acético. Se ha demostrado que son capaces de reducir los contenidos de estaquiosa y
rafinosa y que el n-hexanal es metabolizado por Bifidobacterium breve. Estos datos
pueden explicar que la fermentacién con bifidobacterias puede convertirse en una
alternativa practica para evitar la accion flatulenta de la soya y para mejorar su sabor
(Scalabrini et al. 1998).

El crecimiento de Bifidobacterium infantis ha mostrado mejores resultados que el de
Bifidobacterium longum. La suplementacion con bifitosa (isomaltooligosacaarido),
glucosa, lactosa y galactosa mejora el crecimiento de estas bacterias, mientras que la
adicion de otras sustancias como extracto de levadura, peptona, tristona y caseina lo
inhiben. Durante el almacenamiento a 5°C de la bebida fermentada se presenta poca
reduccion en el nimero de células viables . (Chou, C. C. Hou 2000). La fermentacion de
bebida de soya utilizando Bifidobacterium infantis produce mayor aumento en la acidez
titulable que cuando se emplea Bifidobacterium longum (0,69 y 0,36 %de acido lactico,
respectivamente). Los contenidos de &cido acético y lactico aumentan durante la
fermentacion a la vez que la relacion molar acético/lactico disminuye (hasta valores
cercanos a 1,45 a las 48 horas de fermentacion). El acido acético aumenta hasta un nivel
de 17,81 y el lactico a 12,26 mmol/l en la fermentacién con Bifidobacterium infantis
mientras que en la fermentacion con Bifidobacterium longum el acético asciende hasta
13,72mmol/l y el lactico hasta 9,25 mmol/l. El grado de hidrélisis de la proteina y los
contenidos de tiamina, riboflavina aumentan mientras que el de niacina disminuye con los
dos tipos de bacterias. Los contenidos de riboflavina encontrados en la bebida
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fermentada con Bifidobacterium infantis y con Bifidobacterium longum fueron
respectivamente 8,34 y 8,88 mg/100 m. La niacina se redujo de 24,1 mg/100ml a 13,52y
18,49 respectivamente, lo cual puede atribuirse al consumo de esta vitamina por parte de
los microorganismos para su crecimiento. Los contenidos de estaquiosa, rafinosa y
sacarosa (desde valores iniciales de 14,41 mmol/l, 0,74 mmol/l y 1,05 mmol/l
respectivamente) disminuyen, siendo mas notoria la reduccion de la estaquiosa. El
contenido de estaquiosa en las dos fermentaciones redujo su contenido desde un valor
inicial de 5,88 mmol/ a 2,08 mmol/l al final de la fermentacién. Por otra parte, los
contenidos de fructosa y glucosa mas galactosa aumentan durante la fermentacion (J.
Hou 2000). Con el fin de mejorar la fermentacion se han efectuado pruebas adicionando
distinto tipo de carbohidratos a la bebida de soya (glucosa, galactosa y lactosa), asi como
suplementos nitrogenados (extracto de levadura, proteosa, peptona, aminoacidos
sulfurados); para mejorar la textura se ha probado agregar carragenatos (Kamaly 1997).

Se ha evaluado el efecto de bebida de soya fermentada con Bifidobacterium breve sobre
la funcion probidtica. Inéculos de este microorganismo crecieron en bebida de soya, sin
utilizar ningin aditivo, hasta alcanzar una poblacién de 10° ufc/ml. Durante el
almacenamiento de esta bebida de soya fermentada a 10°C durante 20 dias, no se
presentaron cambios en el nimero de células viables. Posteriores experimentos
suministrando este alimento a humanos mostr6 una recuperacibn de este
microorganismo en las heces a niveles similares de células viables y un incremento en el
namero total de bifidobacterias. (Shimakawa et al. 2003)

= Empleo de bacterias lacticas combinadas con bifidobacterias

A nivel comercial existen desarrollos para leche de vaca basados en estudios que
emplean la fermentacion de manera simultanea con bacterias &cido lacticas vy
bifidobacterias. Se han efectuado importantes avances y se tiene conocimiento del curso
de la acidificacion, asi como del comportamiento del yogurt durante el almacenamiento
refrigerado (Gilliland et al. 2002). De manera semejante, se ha efectuado evaluacion de
la fermentacion de bebida de soya que han mostrado que en forma simultanea pueden
crecer y sobrevivir bifidobacterias y bacterias lacticas (L. acidophilus o S. thermophilus),
pero el B. infantis y B. longum disminuyen el crecimiento de L. bulgaricus. (Y. C. Wang et
al. 2002). Efectuando pruebas separadas con un solo tipo de microorganismo (L.
acidophilus, S thermophilus, L. bulgaricus, B. infantis y B. longum) y teniendo en cuenta
el pH después de 24 horas de fermentacibn se encontr6 que solamente el S.
thermophilus logra reducir el pH a un valor igual a 4,56. Los demas mantienen el valor
entre 6,08 y 6,45. Cuando se efectla la fermentacién con una bacteria lactica y una
bifidobacteria se encontr6 que solamente cuando se utiliza S. thermophilus con
cualquiera de las otras bifidobacterias ensayadas se reduce el pH a valores entre 4,45 y
4,34 en 24 horas. Estos resultados concuerdan con el crecimiento de las células; para
conseguir una reduccion apreciable en el pH en los otros casos se requieren tiempos
demasiado largos, del orden de 48 horas. Ademas se comprobd que si las bebidas
fermentadas se almacenan a 25°C, rdpidamente se reduce apreciablemente la poblacion
de bacteriana, pero a 5°C es posible mantenerlas por lo menos 10 dias. La adicion de
sacarosa no mostré un efecto sobre el almacenamiento. (Y. C. Wang et al. 2002).

Al combinar las bacterias lacticas con las bifidobacterias se encuentran efectos
favorables para la degradacion de los oligosacaridos. La fermentacion durante 32 horas
de bebida de soya utilizando simultdaneamente L acidophilus con B infantis redujo
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significativamente los niveles de estaquiosa y rafinosa inicial de 6,02 y 1,42 mmol/
respectivamente a 1,91 y 0,8 mmol/ | respectivamente. Durante 24 horas de fermentacion
el cultivo mixto conformado por S thermophilus y B. infantis metabolizaron estos
oligosacéridos en alta proporcion (58,1 % y 39,4 % respectivamente), significativamente
diferente de las alcanzadas con cada cultivo individual o cualquier otra combinacién de
cultivos (Y. Wang 2003).

Los cambios en pH y acidez titulable para los cultivos solos o0 combinados a las 8 horas
no son apreciables. Solo a las 16 horas aparecen cambios, siendo notorios el de S.
thermophilus y de éste con B. infantis. El B. longum no logra este efecto con el S.
thermophilus. (Y. Wang 2003). Tanto el L. acidophilus como el S. thermophilus tienen
capacidad de degradar la sacarosa. Después de 24 horas de fermentacién el contenido
de sacarosa decrecié de su valor inicial de 15,02 mmol/l a 12,36 y 11,53 mmol/l en
bebida de soya inoculada con cultivos simples de L. acidophilus y S. thermophilus,
respectivamente. Esto va acompafiado de un incremento de monosacaridos debido a la
accion catalitica de la a- y B- galactosidasa. La adicion de B. infantis al S thermophilus
conduce a mayores concentraciones de fructosa y glucosa mas galactosa acompafado
de las mayor reduccién en el contenido de estaquiosa y rafinosa. Partiendo de
concentraciones iniciales de glucosa mas galactosa , de fructosa igual a 1,01 , 0,68 y
15,02 mmol/l respectivamente, los valores aumentan a 2,33 y 1,11 mmol/l
respectivamente alas 16 horas de fermentacion. (Y. Wang 2003).

Ensayos con Bifidobacterium longum y Lactobacillus fermentum, solos o combinados
inoculados en bebida de soya y sometidos a incubacion a diferentes temperaturas, han
permitido establecer que, para estos dos tipos de microorganismos, 37°C es la mejor
temperatura ya que promueve la mayor produccion de &cidos organicos (del orden de 5
gramos por litro) y la degradacion de oligosacaridos (de aproximadamente el 85 % de los
presentes inicialmente) (J. LeBlanc & M. Garro 2004). En seguimiento de la fermentacion
de bebida de soya con este tipo de microorganismos se ha efectuado con metodologia
no tradicionales, por ejemplo se ha aplicado la conductimetria y se ha correlacionado con
la viabilidad de las células (M. S. Garro et al. 2001).

Con el fin de desarrollar alimentos funcionales, se han efectuado ensayos con bebida de
soya fermentada con varias combinaciones de bacterias lacticas (Streptococcus
thermophilus, Lactobacillus acidophilus y bifidobacterias) para evaluar su supervivencia
al someterlas a deshidratacion mediante liofilizacion y secado spray y posterior
rehidratacién. Se ha encontrado que sobreviven en una proporcién que varia entre el 46
y el 75 % cuando se aplica liofilizaciébn y que son menos resistentes las bifidobacterias.
Pueden durar almacenadas en buen estado hasta por 4 meses. Igualmente en la
rehidratacion recobran actividad (Y. C. Wang et al. 2004)

La fermentacion de bebida de soya con bacterias lacticas, especialmente lactobacilos y
bifidobacterias ha mostrado beneficios adicionales en cuanto a la transformaciéon que
sufren las isoflavonas durante el proceso. La actividad de la enzima B-glucosidasa
favorece el incremento de las concentraciones de las agliconas daidzeina, genisteina y
gliciteina, puede duplicarla o hasta incrementar la concentracion 7 veces al cabo de 24
horas de fermentacién, por lo cual se considera que mejoran los beneficios a la salud
(Pyo et al. 2005).

En los estudios efectuados en la Universidad Nacional de Colombia se han realizado
comparaciones entre el cultivo MY800 (constituido por dos lactobacilos y un streptococo)
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y otro cultivo constituido por Streptococcus thermophilus, Lactobacillus delbrueckki,
Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium (Marca Ezal®, referencia MY Bio-2-MY Bio
4). Se ha demostrado que se logra una acidificacion semejante con los dos cultivos y
que si se adicionan avena como mejorador, se logra mayor acidificacion y mejores
caracteristicas sensoriales de la bebida fermentada. La adicién de sacarosa no mejora la
acidificacion, pero contribuye a una mejor textura por su aporte de solidos. Si la bebida
de soya tiene demasiados sélidos (més de 6°Brix) desmejora la calidad del producto. Se
logra la supervivencia de las células durante el almacenamiento refrigerado en niveles
superiores a 10° bacterias /ml con baja postacidifiacion y sinéresis despreciable
(Mendoza & Mancera 2003).

1.9.3 Caracteristicas sensoriales de la bebida de soya fermentada

=  Sabor

La calidad sensorial de la bebida de soya mejora con la fermentacion. Esto se debe al
poder de enmascaramiento que tienen los compuestos que se forman o a la capacidad
de retardar la percepciéon del sabor. La adicion de aminoacidos también ha logrado
mejorar el sabor. La eliminacion del sabor afrijolado de la bebida de soya se ha logrado
efectuando desodorizacion a vacio. El desarrollo de yogurt de soya ha pretendido dar
lugar a un producto semejante a los de leche de vaca. Sin embargo no todos los
experimentos lo han logrado en la misma proporcion. En algunos reportes la pobre
produccion de é&cido lactico ha sido la mayor falla, incluso en los casos en que se ha
adicionado lactosa. La aceptabilidad de la bebida de soya fermentada depende del tipo
de microorganismo que haya sido utilizado en la fermentacion. Se destaca en el L.
diacetilactisen su capacidad e impartir un sabor agradable al producto. EI método de
preparacion de la bebida de soya es un factor primordial. Bebida de soya fermentada con
L. acidophilus ha obtenido un valor igual a 6 sobre 10 cuando los granos han sido
escaldados con solucién de bicarbonato de sodio a diferencia de un puntaje de 4,5 sobre
10, obtenido cuando no se hace el escaldado. Se ha logrado mejorar el sabor
adicionando salsas de frutas (P Kumar 2004).

Como ya se menciond, el desarrollo de compuestos del flavor influye decididamente en la
aceptaciéon del producto. La presencia de &cido citrico o de citrato en el sustrato es
reconocido como promotor de ciertos metabolitos que influyen en el flavor, como el
acetilmetilcarbinol y el diacetilo; en leche de vaca se tiene amplio conocimiento, mientras
gue en bebida de soya es escaso. Se han efectuado fermentaciones comparativas de
leche de vaca y de soya, mostrando que el desarrollo de estos metabolitos es mucho
mas lento en la bebida de soya.

En los reportes revisados se encuentran resultados muy diversos y que no se establecen
relaciones claras entre las condiciones de procesamiento de la bebida de soya y las
caracteristicas de la bebida fermentada. En general se parte de tipos muy diferentes de
bebida de soya con muy variados microorganismos. Los trabajos realizados en la
Universidad Nacional de Colombia siempre han acudido al mismo proceso de
elaboracion de la bebida de soya en la cual se ha buscado reducir al maximo el sabor
afrijolado. Se ha considerado que tal como se trabaja en la fermentacion de leche de
vaca para obtener yogurt, la materia prima debe tener un sabor aceptable, lo cual
obviamente contribuye al desarrollo de sabores agradables en el yogurt. La mayoria de
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las pruebas se han efectuado sin adicionar saborizantes con el fin de poder evaluar mas
objetivamente las caracteristicas sensoriales del producto (Padilla & A. Sandoval 2000;
Mendoza & Mancera 2003; M. Quicazan 2003).

= Consistencia

Las propiedades reoldgicas de la bebida de soya fermentada determinan también en
gran medida su aceptabilidad. El comportamiento es diferente al de leche de vaca, ya
gue no presenta el mismo cuerpo y la textura no es tan suave. El método de preparacion
de la bebida de soya tiene gran influencia en estas caracteristicas. Se ha reportado que
la homogenizacién de la bebida de soya contribuye al logro de una buena textura.(Patel,
1980). Debido a que, a diferencia de la leche de vaca, la naturaleza quimica de la grasa
presente en la bebida de soya es de caracter insaturado y a que carece de lipoproteinas
gue le den estabilidad, la viscosidad de las bebidas fermentadas de soya tiende a ser
bajas e inestable ante la agitacién. Algunos investigadores han probado la adicién de
pulpas de frutas con el fin de mejorar la textura y reducir la sinéresis; se destacan los
trabajos realizados con mango en los cuales también se ha probado la adicion de
hidrocoloides como alginatos, almidones, gelatina y pectina, mostrando que la adicion de
hidrocoloides mejora las caracteristicas del yogurt de soya (P Kumar 2004).

Las pruebas efectuadas recientemente en Colombia han establecido relaciones entre el
nivel de solidos de la bebida de soya y la viscosidad que alcanza la bebida fermentada,
asi como el efecto de la adicibn de mejoradores como sacarosa y avena. Se ha podido
comprobar que la bebida fermentada es un fluido no newtoniano con un comportamiento
tixotrépico (Cuenca, 2005) y que el tratamiento térmico de la bebida de soya, previo a la
fermentacion contribuye a mejorar la textura del producto (Caceres, R. Castafieda 2002).

= Desarrollo de compuestos del aromay el sabor

Como se mencioné anteriormente, el desarrollo de compuestos de aroma y sabor
justifican la aplicacién de la fermentacion lactica en los productos de soya. La presencia
de &cido citrico o citrato de sodio en el medio promueven la produccion de acetilmetil
carbinol y diacetilo en la leche de vaca, compuestos que contribuyen al mejoramiento del
sabor. Sin embargo la informacion a este respecto en la fermentacién de la bebida de
soya es muy escasa. Ensayos de fermentacion lactica en leche de vaca y bebida de
soya adicionadas con 0,15 % de acido citrico mostraron incrementos en la produccién de
compuestos de aroma tanto en leche de vaca como de soya. En esta Ultima la
produccion fue mas lenta (Patel et al. 1980).

Si la bebida de soya utilizada tiene baja intensidad de sabor y aroma afrijolado, la bebida
fermentada exhibird el aroma que logran desarrollar las bacterias utilizadas. El
enfriamiento a vacio de la bebida elimina considerablemente los aromas desagradables
antes de la fermentacion. (Céaceres, R. Castafieda 2002).
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1.9.4 Caracteristicas nutricionales de las bebidas de soya
fermentadas

= Accion proteolitica

Una de las vias més sencillas para obtener hidrolizados de proteinas es la fermentacion
lactica debido a que se considera un proceso seguro, tanto en matrices animales como
vegetales. En el caso de la fermentacion de leche se sabe muy bien el mecanismo
mediante el cual estas bacterias actian (ver anexo D, figura D-3) y se conocen los
productos de hidrolisis, asi como si beneficio nutricional (Visser 1993). Para la
fermentacion lactica en soya, solamente de manera reciente se han emprendido estos
estudios. Se ha evaluado el efecto de la fermentacion realizada por 12 tipos de bacterias
lacticas sobre las proteinas de la soya y se ha comprobado que las unidades ay o’de la
B conglicinina son los sustratos preferidos por la mayoria de las bacterias lacticas;
solamente algunas de estas bacterias ejercen accidon sobre los polipéptidos de la
glicinina, pues esta proteina es mucho mas resistente a la hidrélisis. Mediante
electroforesis se pudo comprobar que la hidrolisis genera polipéptidos hidrofilicos e
hidrofébicos y algunas bacterias elevan el contenido de amino&cidos libres, en especial
aminodcidos esenciales y aminoacidos precursores de sabores. Se libera &cido
glutdmico, valina, acido aspartico y glicina, aminoacidos que cambian favorablemente el
sabor en los alimentos fermentados. (Aguirre, L., Garro, M., Savoy 2008).

= Contenido de isoflavonas

En la semilla de soya las isoflavonas se encuentran ligadas a los carbohidratos formando
conjugados glucosidico, cuyo valor nutricional es inferior a la correspondiente aglicona
(ver figura 1-3); la accion bioactiva se relaciona con efectos anticancerigenos. Solamente
en los Ultimos afios han comenzado a aparecer reportes de estudios para evaluar el
efecto de la fermentacion lactica sobre la hidrolisis de glicésidos de isoflavonas y se ha
visto que la reaccién sucede segun las condiciones bajo las cuales se realice la
fermentacion vy el tipo de bacteria lactica utilizada. Adicionalmente se ha encontrado
correlacion con el cambio de la actividad antioxidante de las bebidas. Al fermentar cierto
tipo de bebida de soya comercial con microorganismos individuales o
combinados(Lactobacillus  plantarum, Lactobacillus delbrueckii  subsp. lactis,
Bifidobacterium breve y Bifidobacterium thermophilum) se ha reportado la hidrolisis total
de los glic6sidos con una consecuente alta concentracion de las agliconas en las
bebidas fermentadas y una alta correlacion con la actividad de la enzima B- glucosidasa
(Pyo et al. 2005).

Figura 1-3: Estructura de isoflavonas de soya, formando conjugado glicosidico y la
correspondiente aglicona
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Al probar bacterias lacticas (Streptococcus thermophilus BCRC 14085, Lactobacillus
acidophilus BCRC 14079) y bifidobacterias (Bifidobacterium infantis BCRC 14633, B.
longum B6) individualmente y en combinacion, el cambio en el contenido de isoflavonas
(glicésidos y agliconas) se ha encontrado que la bebida fermentada tiene un contenido
aglicona mayor que la bebida sin fermentar y que el S. thermophilus es el que ocasiona
una mayor hidrélisis debido a una mayor actividad de la enzima a- galactosidasa (Chien,
2006).

Al llevar a cabo la fermentacién de la bebida de soya con dos cepas de Lactobacillus
paracasei, dos cepas de Lactobacillus acidophilus y una acepa de Bifidobacterium
longum, se encontré que el contenido de isoflavonas tuvo un aumento del 62 al 97 %,
respecto a 17% en la bebida sin fermentar; se detecté ademas que si a la bebida a
fermentar se le adiciona sacarosa, el efecto disminuye. (Q. Wei et al. 2007)

Por otra parte se ha evaluado la accién de Sreptococcus thermophilus, Lactobacillus
helveticus y Bifidobacterium longum, puros y combinados y se ha podido comprobar que
cuando actian independientemente, solamente el Lactobacillus helveticus tiene
capacidad de reducir los glicésidos en un 50%, mientras que los otros dos no tienen
ninguna capacidad y se ha observado que combinando los dos primeros, se reduce la
accion hidrolizante del segundo (C. P. Champagne et al. 2010).

» Hidrdlisis de saponinas

Las saponinas son glicésidos triterpenoides con 4 anillos principales. Se han identificado
las principales saponinas de la soya como saponinas A, B y E., las cuales al ser
ingeridas, se ponen en contacto con la microflora intestinal, las cuales las metabolizan.
Los metabolitos son facilmente absorbidos en el tracto gastrointestinal si su naturaleza es
no polar comparada con los componentes parenterales y pueden ejercer efectos
benéficos para la salud. Se asume que las saponinas son pobremente absorbidas en el
intestino y que si sucede una hidrélisis del glicésido (sapogenol), la aglicona, se absorbe
facilmente. Esta accidon puede ser ejercida por algunas bacterias lacticas. Se han
efectuado evaluaciones del contenido de saponinas en bebidas de soya antes y después
de ser fermentadas por diferentes bacterias lacticas solas y combinadas. Se ha
comprobado que el consorcio de microorganismos favorece la hidrélisis de saponinas a
la vez que se mejora la calidad sensorial; tal es el caso de Bifidobacterium breve, que
libera el sapogenol B cuando fermenta la bebida de soya, ya sea solo 0 en consorcio con
Sterptococcus thermophilus y Lactobacillus acidophilus (Y. C. Wang et al. 2004).

= Actividad antioxidante

Muchas enfermedades son atribuidas procesos oxidativos de las células y cominmente
se reconocen como estrés oxidativo. Se destacan las Ulceras gastrica y muchos tipos de
carcinoma. Se han efectuado ensayos que han demostrado el desarrollo de actividad
antioxidante de las bebidas de soya a causa de la fermentacion lactica.

Pruebas de fermentacion de bebida de soya realizadas con Lactobacillus acidophilus 6
Streptococcus thermophilus en conjuncion con bifidobacteria (Bifidobacterium infantis)
0 Bifidobacterium longum, mostraron un aumento de la capacidad de inhibicién de la
oxidacion del ascorbato y la capacidad secuestrante del radical anion superéxido, (Y.-
C. Wang et al. 2006). También se ha probado la realizacion de fermentaciones con
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cultivos mixtos, en los que ademas de las bacterias lacticas se incluyen levaduras
(Saccharomyces boulardii) (C. Rekha & Vijayalakshmi 2008).

Se ha podido demostrar que el paso de glicésidos a aglicona de las isoflavonas esta
relacionado con la actividad de enzimas que degradan los fenoles poliméricos y la
lignina, tales como la lacasa y la peroxidasa. Mediante ensayos con cultivos lacticos
propios de la produccion de kéfir (Streptococcus lactis, Streptococcus cremoris,
Streptococcus diacetylactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei, Saccharomyces
fragilis y Leuconostoc cremoris), aplicados a la fermentacion de bebida de soya, se ha
podido demostrar la prevalencia de estas enzimas y su correlacion con el incremento de
la actividad antioxidante de la bebida fermentada (McCue & Shetty 2005).

Mediante pruebas in vivo en ratas se ha podido comprobar la accién preventiva, debido
a accion antioxidante de las bebidas de soya fermentadas con bacterias lacticas, sobre
la mucosa intestinal , en especial sobre las afecciones del piloro. Bebidas preparadas
con 75% de bebida de soya y 25% de leche, fermentadas con Lactobacilus paracasei y
Lactobacilus plantarum mostraron ser efectivas en la prevencion de Ulceras y en la
reduccion del indice de peréxidos presentes en la mucosa intestinal; su accién se
relacioné con el incremento de la actividad de la enzima superdxido dismutasa vy el
incremento de la sintesis de ciertas prostaglandinas (C.-F. Liu et al. 2009).

» Remocion de oligosacaridos

Debido a que la soya es rica en oligosacéridos, su digestibilidad generalmente presenta
problemas de flatulencia. La fermentacion lactica remueve estos oligosacéridos lo cual,
ademas de la propia acidificacion, mejora su valor nutricional ya que libera las agliconas
presentes en al semilla. Se han efectuado estudios para verificar como sucede esta
degradacién y cual es el efecto de las condiciones a la cual se lleva a cabo. El pH tiene
gran importancia y se ha podido comprobar que cuando la fermentacion se lleva a cabo
con Lacobacillus fermentum , la mayor velocidad de degradacién de la rafinosa, tiene un
valor de 0,25 g/L.h y sucede a valores de pH entre 5y 6, lo cual concuerda con la alta
actividad de la enzima a-galactosidasa (pH 6ptimo =5,5), que es del orden de 5U/ml y
con la alta velocidad de produccién de acido lactico A un pH igual a 4,5 practicamente se
inhibe la degradacioén de la rafinosa (J. G. LeBlanc et al. 2004).

Se han realizado ensayos en los que se efectda un detallado seguimiento de la actividad
de la enzima a- galactosidasa durante la fermentacion de bebida de soya con diferentes
tipos de bacterias (Lactobacillus bulgaricus, Steptococcus thermophilus y Bifidobacterium
lactis) y en todos se ha encontrado actividad de esta enzima, lo cual permite la
degradacion de la rafinosa en el orden de 77.4%, 64.5% y 55.9%, respectivamente
(Donkor et al. 2007). Efectuando pruebas similares, pero con enzima extraida de
Lactobacillus fermenti se ha probado que a medida que avanza la reaccion, la produccion
de galactosa ocasiona una inhibicibn competitiva con la enzima, mientras que la fructosa
y la sacarosa producen inhibicion no competitiva (Schuler et al. 1985).

Recientemente los galactooligosacaridos de la soya, que anteriormente se consideraban
antinutricionales, han adquirido importancia por su caracter prebiotico. La enzimas o-
galactosidasas, especialmente de Bifidobacterium, han mostrado concordancia con el
fundamento de esta naturaleza prebiotica (Van Den Broek & Voragen 2008).
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= Agentes reductores del colesterol

Dentro de los efectos atribuidos a las bacterias acido lacticas, es de particular interés la
capacidad de asimilacion del colesterol, con impacto en la absorcién del colesterol de la
dieta en la sangre. La tolerancia a la bilis es una caracteristica utilizada para seleccionar
los beneficios de estos microorganismos en el intestino. Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus delbrueckii ssp bulgaricus y Enterococcus faecium (individuales y
combinadas fueron probados para realizar fermentacion (solas y combinadas) de bebida
de soya, asi como su efecto funcional en las caracteristicas anteriormente mencionadas.
Se ha encontrado mediante pruebas in vitro, que las bebidas obtenidas con las cepas
individuales producen una reduccion del colesterol del 1,3 al 52% y en bebidas
producidas con cultivos combinados, se puede obtener una capacidad de reduccion del
colesterol de hasta el 65% (Elizeu A Rossi et al. 1999). Hay discrepancias en las
relaciones entre esta capacidad y la resistencia a sales biliares.

1.9.5 Recopilacion de antecedentes referentes a fermentacion
de bebida de soya con bacterias lacticas

En la tabla 1-11 se presenta una recopilacion de las publicaciones de los ultimos afios
referentes a estudios de fermentacion lactica de bebidas de soya con diferentes especies
de bacterias lacticas. Se incluyen el tiempo total y las condiciones bajo las cuales se
realizan los procesos. Se anotan los principales resultados obtenidos en cuanto al pH o la
acidez alcanzada, asi como el nimero de microrganismos. Puede notarse que en todos
los casos los tiempos empleados son superiores a 15 horas y en la mayoria son del
orden de las 24 horas. También puede observarse que en la mayoria de los casos se
adicionan fuentes de carbono y otros suplementos nutricionales, tales como suero lacteo,
leche en polvo o extracto de levadura, en especial cuando las bebidas de soya
empleadas se han conseguido en el comercio. Esto es explicable, pues muchas de las
bebidas comerciales actualmente se preparan a partir de aislado o concentrado proteico
de la soya.

Tabla 1-11: Microorganismos empleados, condiciones de proceso Yy resultados
obtenidos en la fermentacion lactica de bebida de soya en los ultimos afios

Microorganismos,

Temperatura y Tipo de bebida de soya

Resultados al final de

. a fermentar (proceso de C Referencia
tiempo de iy la fermentacion
! elaboracion)
fermentacion
Lactococcus lactis Bebida comercial marca No reporta la acidez. (Beasley, S.,
Tofuline, Carlshamn Log ufc/ml=9 Tuorila, H. Saris
30°C, toda la noche | Mejeri, Karlshamn, 2003)
Sweden (soya limpia, con
cascarilla).

Suplemento adicionado:
Glucosa en dos niveles:
1.5% y 3.5%
Saborizante fresa
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Microorganismos,
Temperaturay
tiempo de
fermentacion

Tipo de bebida de soya
a fermentar (proceso de
elaboracion)

Resultados al final de
la fermentacién

Referencia

Streptococcus
thermophilus,
Lactobacillus
delbrueckii subsp.
lactis, Lactobacillus
helveticus,
Lactobacillus
rhamnosus,
Bifidobacterium
longum

(Solos y
combinados)

37°C, 20-24 horas

- Bebida comercial marca
Natura (Nutrisoya, St-
Hyacinthe QC,
Canada).(Proteina 3.2% ,
grasa 1,6%)

Suplemento adicionado:
carbonato de calcio,
saborizantes, palmitato
de vitamina A, vitaminas
B2,

D2y B12)

- Bebida preparada en
laboratorio (remojo 16 h,
25C; molienda relacion
soya:agua 1:5 (4,5
proteina; grasa 2,3% )
Suplemento adicionado:
0,1% acido ascorbico
para Bifidobacterias

Lactobacillus
rhamnosus y
Bifidobacterium longum:
no acidifican.
Lactobacillus helveticus:
Log ufc/ml=9

pH 4,6 entre8y24
horas

0,29 a 0,47% acidez

(C. Champagne et
al. 2009)

Lactobacillus Bebida preparada Log ufc/ml:entre 7y 9 (Q. Wei et al.
paracasei, dos (remojo, lavado, 2007)

cepas de molienda con agua), no

Lactobacillus se anotan condiciones ni

acidophilus y una proporciones. .

cepa de Coccién a 80 °C, 15 min.

Bifidobacterium

longum

37°C, 24 horas

Lactobacillus Bebida comercial (Chuan | A las 24 horas: (C.-F. Liu et al.
paracasei subsp. Kui Yuba, Factory. 10° ufc/mL; Acidez: 2009)

paracasei NTU101

Taipei, Taiwan)

1,5%;

and Lactobacillus pH=4,0

plantarum NTU

102 Leche en polvo

37°C, 48 horas descremada: 25%

Bifidobacterium Remojo: 24 h, 4C pH 4,3-4,7 (Chang, S. Kim, D.
breve K- Molienda (1 soya-10 Acidez 0,51-0,66% Han 2010)

110, Streptococcus | agua), ajuste de sélidos a | Brix 8,6-9,12

thermophilus 3781,
6 Lactobacillus
acidophilus
Q509011

37°C, 36 horas

10Brix.

Suplemento adicionado:
5% sacarosa

ufc/ml entre 8,43y 8,96
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Microorganismos,
Temperaturay

Tipo de bebida de soya

Resultados al final de

. a fermentar (proceso de C Referencia
tiempo de iy la fermentacion
f - elaboracién)
ermentacion
Saccharomyces Bebida de soya pH final: 5,2 a 6,13 (C. R. Rekha &
boulardii con preparada (remojo toda Vijayalakshmi
Lactobacillus la noche, molienda con 6 | Acidez final: 3,6 a 8,5 2008)

acidophilus B4496,
Lactobacillus
bulgaricus CFR
2028, Lactobacillus
casei B1922,
Lactobacillus
plantarum B4495 vy
Lactobacillus
helviticus B4526

37°C, 24 horas

apartes de agua,
esterilizacion a 121C, 15
min.)

(estos valores de acidez
reportados son
anormales).

Se reportan valores
anormales de pH final

(PH=2)

Lactobacillus
acidophilus (La4962
and L10),
Bifidobacterium
lactis

B94 and
Bifidobacterium
longum BI536,
Lactobacillus casei
Lc279 and
Lactobacillus casei
L26, Streptococcus
thermophilus
St1342 and
Lactobacillus.
delbrueckii ssp.
bulgaricus Lb1466

42°C, 48 horas

Bebida de soya comercial
(Simply Soy, Sanitarium,
NSW, Australia)

Suplemento adicionado:
Glucosa 2% (w/v) y
Extracto de levadura 1%
(wiv)

Alas 12 horas:
pH: 6,16-6,50

A las 24 horas:
pH:4,1a6,4

Log ufc/ml:
incremento de 7 a 8 en
las 12 primeras horas.

Degradacion de los
oligosacaridos esta
correlacionada con la
actividad de la enzima a
galactosidasa. B. lactis
B94, S. thermophilus
St1342 and L.
acidophilus La4962
reducen
significativamente la
rafinosa en 77.4%,
64.5% and 55.9%

(Donkor et al.
2007)

respectivamente.
Steptococcus Bebida de soya comercial | A las 12 horas: (E. R. Farnworth,
thermophilus (So Nice Organic pH=4,3 Mainville, et al.

(ATCC 4356) and
Lactobacillus
delbrueckii subsp.
bulgaricus (IM 025).
Lactobacillus
johnsonii NCC533
(La-1),
Lactobacillus
rhamnosus ATCC
53103 (GG)

41°C, 12 horas

Original, SoyWorld Inc.,
Vancouver, BC, Canada)

2.4% proteina, 1.2%
grasa.

Suplemento adicionado:
Jugo de cafa evaporado,
14 vitaminas y minerales

Log ufc/ml: 8,5
Cambios en los
contenidos de azlcares
(g/mL):

Gllucosa:0,33;
Estaquiosa:0,21:
Rafinosa:0,01,
Sacarosa:0,38
Fructosa: 1,82

2007)
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Microorganismos,
Temperaturay
tiempo de
fermentacion

Tipo de bebida de soya
a fermentar (proceso de
elaboracion)

Resultados al final de
la fermentacién

Referencia

Bifidibacterias:
Bifidobacterium
infantis CCRC
14633y
Bifidobacterium .
longum B6.
Bacterias lacticas:
Lactobacillus
acidophilus CCRC
14079 y
Streptococcus
thermophilus CCRC
14085.

37°C, 24 h (S.
thermophilus)
Los demas
37°C, 48horas

Soya en remojo toda la
noche. Molienda con 10
veces masa de agua.
Tratamiento térmico
posterior (121C, 15 min)

Incremento de agliconas
de isoflavonas
(daidzeina, genisteina,
gliciteina) aumentan.
Aumento de la actividad
de la b-glucosidasa

Chien et al., 2006

Bifidobacterium
infantis CCRC
14633y
Lactobacillus
acidophilus CCRC
14079,
Streptococcus
thermophilus CCRC
14085

y Lactobacillus
bulgaricus CCRC
14009

37°C , 48 horas

Soya en remojo toda la
noche. Molienda con 10
veces masa de agua.
Tratamiento térmico
posterior (121C, 15 min)

A las 8 horas, todos los
valores de pH estan
entre 5,5y 6,6

A las 48 horas:
Streptococcus
thermophilus:

Acidez 0,43% (pH=3,8)
Los demas: Acidez
<0,19% (pH entre 5 y 6)
Todos los Lactobacillus
con Bifidus: Acidez
<0,25% (pH entre 5 y 6)
Log ufc/ml= 8 a las 48
horas

(Y. C. Wang et al.
2002; Y. Wang
2003; Y. C. Wang
et al. 2004)

Lactobacillus
plantarum KFRI
00144,
Lactobacillus
delbrueckii subsp.
lactis KFRI 01181,
Bifidobacterium
breve K-101 and
Bifidobacterium
thermophilum
KFRI 00748

37°C, 48 horas

Bebida comercial marca
Hanmi Co.,

Ltd. (Asan-City, Korea),
Proteina: 40 g/L; Grasa:
20 g/L; carbohidratos, 35
g/L; oligosacéridos,

4.6 g/L; fibra dietaria, 35
gL,

Suplemento adicionado:
Carbohidratos: 35 g/L

Lactobacillus:
Acidez:0,88-0,90%,
pH:4,7-4,8: Log
ufc/ml:7,8-8,5.
Bifidobacterium:
Acidez:0,81-0,89;
pH:4,9-5,1;

Log ufc/ml:7,6

(Pyo et al. 2005)
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Microorganismos,
Temperaturay
tiempo de
fermentacion

Tipo de bebida de soya
a fermentar (proceso de
elaboracion)

Resultados al final de
la fermentacién

Referencia

Bifidobacterium
longum CRL 849 y
Lactobacillus
fermentum CRL 251
Puros y mezclados
30°C, 37C y 42°C,
25 horas

Bebida de soya
preparada (no se
describe proceso,
esterilizada a 115C, 20
min.):

Proteina 3.0%, Lipidos
2.5%, Azlcares 3.5%,
cenizas: 0.5% y Agua:
90.5%.

Azlcares conformados
por:

2.8% sacarosa y 0.7%
Estaquiosa.

37C es la mejor
condiciéon. Acidez a las
25 horas :

A 30°C:0,2%

A 37C:0,1a0,5%

A 40°C: 0,2%
Reduccion de 70% de la
estaquiosa.

Produccion de acido
lactico: 55 mmol /L, a
las 24 horas

A las 6 horas se
presenta la mayor
actividad de [I-
galactosidasa.
Incremento Log ufc/mL:
6

(Marisa S Garro et
al. 2004)

Bifidobacterium
breve

37°C, 15 horas

Bebida de soya comercial
Shikokukakouki
(Tokushima,

Japan). Brix 12.0%,
Proteina 4.8%, y Grasa
2.5%)

Suplemento adicionado:
Caseina, Proteina de
soya

Log ufc/ml: 8-9
pH=4,6

Efecto probiético in vivo

(Shimakawa et al.
2003)

Bifidobacterium
infantis CCRC
14633 and B.
longum B6,

37°C, 48 horas

Bebida preparada
(remojo, molida con 10
veces su peso de agua,
tratamiento térmico en
autoclave 15 min a
121C.

Suplemento adicionado:
Glucosa, lactosa,
maltosa, galactosa,
rafinosa, estaquiosa,
trehalosa, xilosa, bifitosa
(isomaltooligosacarido)
Extracto de levadura,
extracto de malta,
peptona, triptona,
casitona

A las 24 horas:
pH=6,10 a 6,3

Log ufc/ml: 6,2 a 6,8

Se requieren mas de 30
horas para alcanzar
pH=4,6

(C C Chou & J. W.
Hou 2000)
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Microorganismos,
Temperaturay
tiempo de
fermentacion

Tipo de bebida de soya
a fermentar (proceso de
elaboracion)

Resultados al final de
la fermentacién

Referencia

Lactobacillus
delbruckii subsp.
bulgaricus y
Streptococcus
salivarus subsp.
hermophilus, Chr.
Hansen

45°C, 4-7 horas

Bebida preparada 9°Brix,
Homogenizada 17Mpa
(método Wilkens,1967)

Suplemento: adicion 2-
2,5 g sacarosa/ 100 g de
bebida

pH final = 5,5
Acidez final: 0,45%

Las bebidas a las que
se adiciona sacarosa
tienen la mejores
caracteristicas
sensoriales

(Favaro et al.
2001).

Bifidobacterium
longum B6 y
Bifidobacterium
infantis CCRC
14633

37°C, 48 horas

Bebida preparada
(remojo, molida con 10
veces su peso de agua,
tratamiento térmico en
autoclave 15 min a
121C.

Alas 24 horas

Acidez: 0, 25%-0,30%.
11,57-11,19 mmol a.
acético/L

6,39-6,82 mmol acido
lactico /L

A las 48 horas
0,69%-0,36%
17,81-13,72 mmol a.
acético/L
12,26-9,25mmol acido
lactico /L

Incremento de leucina
equivalente de 7,45
mmol/L a 9,46-10,29
mmol/L respectivamente
Incremento vitamina B6,
disminuciéon de niacina

(J. Hou 2000)

L.delbrueckii spp
bulgaricus 73,
Streptococcus
thermophilus 85y
Lactobacillus jugurti
416, Enterococcus
faecium CRL 183,
L. acidophilus CRL
1014 and L. casei
CRL 87

37°C 6 41C (hasta
alcanzar pH=4,4)

Bebida de soya
preparada con mezclas
de bebidas comerciales
de soya en polvo: 35 g/l
bebida soya en polvo
(Olvebra SA; P. Alegre,
RS-Brazil), 35 g/l
proteina de soya (Sanbra
SA; S. Paulo, SP-Brazil),
80 g/l sacarosa, 26 g/l
aceite de soyay 5 g/l
gelatina en polvo.

Suplemento adicional:
25 g/l suero lacteo
deshidratado

pH final: 5,2 a 4,6
Viscosidad: 155
a 302 cP

E. faecium y L. jugurti,
combinados, producen
reduccidn in vitro de
colesterol en un 43%

(Elizeu A Rossi et
al. 1999)
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Microorganismos,
Temperaturay

Tipo de bebida de soya
a fermentar (proceso de

Resultados al final de

Referencia

tiempo de = la fermentacion
- elaboracion)
fermentacion
27 cepas de Bebida comercial de soya | Reduccién de la (Scalabrini et al.

Bifidobacterium
pertenecientes a
Bifidobacterium
longum, B. breve,
B. infantis, B.
bifidumy B.
adolescentis

37°C, 48 horas

(Valsoia, Bologna, Italy)
Proteina, 36 g/ I; grasa ,
21 g/ |; carbohidratos , 28
o/ | (estaquiosa, 5.3 g/ [;
rafinosa, 2.5¢g/1 y
sacarosa 20.0 g/ I), n-
hexanal y pentanal, 16.5
y 8.9 ppm
respectivamente.

estaquiosa de 5,3 g/L
1,9 g/L, rafinosa de 2,5
g/L a 0 g/L, sacarosa de
20g/La18 g/L
Produccion de &cido
lactico ente 2,1y 6,9 g/L
y acido acético entre 2,1
y51g/L

1998)

Bifidobacterium
longumy
Bifidobacterium.
bifidus

37°C, 24 horas

Bebida preparada, con
soya remojada en
solucién de bicarbonato
de sodio al 0,5% (6-8 h,
temperatura ambiente).
Molienda con 9 veces
peso de gua a 80°C;
tratamiento térmico a
121C, 15 min

Suplementos
adicionados:
Extracto de levadura,
polipeptona, glucosa,
galactosa, lactosa
Leche en polvo

A las 24 horas, sin
suplementos:

Log ufc/mL: 5,7 a 8
pH final 5,9

Con suplementos,
valores finales:

pH entre 5,4y 6,6
Bifidobacterium
Longum:

Log ufc/mL: entre 8,4y
8,9

Bifidobacterium. Bifidus:
Entre 45y 4,9

Con adicién de leche en
polvo:

pH fina entre 5,0y 5,8
Acidez final: entre 0,2 y
0,4%

(Kamaly 1997)

Exudado de la
fermentacién de
casaba

42°C, 12 a 48 horas

Bebida de soya
preparada con 10% de
sélidos

Suplementos
adicionados:

1% de sacarosa
Extracto de levadura
parcialmente hidrolizado

Alas 12 horas:
pH final: 5,7 a 5,9
A las 48 horas:
pH final: 4,4 a 4,8

Nsofor et al., 1995







2.Materiales y Métodos

2.1 Soya

Se utilizé frijol soya (Glycine max), variedad colombiana Soyica P-33 (no transgénica),
proveniente de cultivos del departamento del Valle del Cauca (Colombia), a la cual se le
determiné su composicién proximal de acuerdo con la siguiente metodologia.

e Humedad segin método 925.10 AOAC, 1998.

e Cenizas por método gravimétrico mediante incineracion segin método 942.05
AOAC, 1998.

e Proteina por el método Kjeldahl segun método 960.52 AOAC, 1998.

¢ Fibra mediante determinacioén de fibra cruda por el método 962.09 AOAC, 1998.

e Grasa por determinacion de extracto etéreo mediante Soxlhet, segin método
945.39 AOAC, 1998.

¢ Contenido de azucares por HPLC de acuerdo con la metodologia descrita por Kuo
et al, 1988, y considerando algunas modificaciones (Giannoccaro et al. 2006;
Giannoccaro, Y. Wang, et al. 2008). La semilla se muele y desengrasa previamente; se
efectiia la extraccion de los azlcares, los cuales son separados y cuantificados
utilizando una columna de intercambio i6nico de calcio Sugar Pack o Metha Carb Ca
Plus (VARIAN A5205, USA) en un equipo JASCO (Japén) con detector de indice de
refraccion. Como fase mavil se utiliza agua destilada degasificada desionizada. La
temperatura de la columna se mantiene a 80°C, mientras el detector a 45°C, con un
flujo de 0.5 mL/min. Se utilizaron patrones Sigma de glucosa, fructosa, galactosa,
sacarosa, rafinosa y estaquiosa.

Los analisis se realizaron por duplicado a tres muestras tomadas del lote de la soya
utilizada en la investigacion.

Figura 2-1: Diagrama de flujod e las operaciones evaluadas

2.2 Cultivos lacticos

Para realizar la fermentacion de las bebidas se utilizaron dos tipos diferentes de cultivos
comerciales:
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2.2.1 Cultivo 1

Cultivo termdfilo para yogurt (Marca Danisco Choozit®-MY 800) constituido por los
siguientes microorganismos: Streptococcus salivarius ss thermophilus; Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus y Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis

2.2.2 Cultivo 2

Cultivo termofilo para yogurt probiético (Marca Danisco Yomix® 205 LYO-250 DCU)
constituido por: Streptococcus salivarius ss thermophilus; Lactobacillus delbrueckii subsp.
bulgaricus, Lactobacillus delbrueckii subsp. acidophilus, y Bifidubacterium lactis. Las
especificaciones de estos dos cultivos se encuentran en el Anexo E

Figura 2-1: Diagrama de flujo de las las operaciones evaluadas
agua

\

soya———>| REMOJO Relacién agua/soya=3

tiempo, temperatura

ESCALDADO

80°C Relacién agua/soya= 3

agua 80°C —> MOLIEDA Relacién agua/soya=6 a 12

v

FILTRACION ——> okara

v

TRATAMIENTO
TERMICO 80°C, tiempo

y

cultivo starter ——> FERMENTACION
43°C, 7 horas

AGITACION

AMACENAMIENTO
4°C
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2.3 Pruebas de hidratacion de la semilla

Se efectuaron experimentos para evaluar la hidratacion de la soya, mediante un disefio
en bloques completamente al azar, utilizando tres tratamientos correspondientes a la
temperatura de hidratacién: 20°C, 40°C y 80°C. Para cada prueba se tomaron 10
recipientes, en cada uno de los cuales se colocaron 100 g de semilla con 300 g de agua
en un bafio con control de la temperatura de prueba. Los experimentos se realizaron por
duplicado con tres repeticiones. Cada hora se retir6 uno de los recipientes y mediante un
tamiz se separaron los granos del liquido remanente para proceder a hacer las
mediciones de las variables de respuesta en cada fraccion.

2.3.1 Variables de respuesta

Como variables de respuesta, se midieron cada hora, el peso del grano y el peso del
liquido remanente. En el liquido se determiné el contenido de sélidos y el contenido de
nitrégeno, cada hora. En la soya, para el tiempo cero y para cada hora de hidratacion se
efectuaron las siguientes mediciones: solubilidad de la proteina en KOH, actividad de la
enzima ureasa, la actividad del inhibidor de tripsina. Se efectuaron pruebas sensoriales
del aroma durante el avance del experimento.

= Contenido de sélidos en el liquido de hidratacion

Para monitorear la pérdida de sélidos de la semilla durante la hidratacién, se midi6 en el
liquido de hidratacién su contenido de materia seca mediante método gravimétrico
utilizando secado en estufa a 103°C con aire forzado hasta alcanzar peso constante
(método 952.10 AOAC, 1998). Mediante un balance de masa, se calcul6 la masa de
solidos transferidos al liquido de hidratacién remanente.

= Contenido de nitrégeno en el liquido de hidratacion

Para valorar el paso de compuestos nitrogenados desde la semilla al liquido de
hidratacion, se midi6 el contenido de nitrégeno total en el liquido remanente, aplicando la
metodologia Kjeldahl (método 960.52 AOAC, 1998).

= Contenido de aztucares en el liquido de hidratacién

El contenido de carbohidratos transferidos al liquido de hidratacion se determind por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con base en la metodologia AOAC (2005)
979.23 y 983.22; los azucares son separados y cuantificados utilizando una columna de
intercambio idnico de calcio Sugar Pack o Metha Carb Ca Plus (VARIAN A5205, USA) en
un equipo JASCO (Japoén) con detector de indice de refraccion. Como fase movil se
utiliza agua destilada desgasificada y desionizada. La temperatura de la columna se
mantiene a 80°C, mientras el detector a 45°C, con un flujo de 0.5 mL/min. Se utilizaron
patrones Sigma de glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa, rafinosa y estaquiosa.
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= Solubilidad de proteina en KOH en la soya

En la soya se aplicé el método descrito en la NTC 3682 (primera actualizacion 2006-08-
30, basada en la Norma ISO 3074:1993), segun la cual se evalla inicialmente el
contenido de proteina por el método Kjeldahl (método 960.52 AOAC, 1998) en la muestra
y posteriormente se mide el contenido de proteina, por el mismo método, en el extracto
obtenido al someter la muestra a agitacion durante 20 minutos en una solucion de KOH
0.036 N. Mediante un balance de materia, se calcula la fraccibn o porcentaje de
proteina del grano que ha pasado a la solucion (Araba and Dale, 1990).

= Actividad de la enzima ureasa

La enzima ureasa se valoro en la soya aplicando el procedimiento indicado en la NTC
771 (primera actualizacion 2000-08-30, basada en la Norma ISO 5506:1998, equivalente
(EQV) a la Norma AOCS Ba 9-58). La actividad de la enzima (AEU) ureasa se expresa
como la diferencia de pH (A pH) ocasionada por la enzima presente en la soya al actuar
sobre la urea disuelta en una solucion buffer fosfato de pH 7 a 30°C. Un mayor valor de
esta diferencia implica una mayor actividad de la enzima. Para tener un mismo punto de
referencia, la masa de grano tomada para cada prueba se tomé efectuando un balance
de masa para referirse siempre a la misma masa seca de la prueba para el tiempo inicial,
del grano sin hidratar.

= Actividad del inhibidor de tripsina en la soya

La actividad del inhibidor de tripsina se determind en la soya utilizando el procedimiento
detallado en la NTC 5149 (2003-02-26, Adopcion idéntica (IDT) por traduccion a la
Norma ISO 14902:2001). En esta prueba el inhibidor es extraido de la muestra mediante
una solucién basica y se somete a interaccién con tripsina bovina. La actividad de la
tripsina no inhibida se mide adicionando benzolio-L-Arginina-p-nitroanilida (L-BAPA)
como sustrato. La cantidad de p-nitroanilida liberada se mide espectrofotométricamente
a 410 nm. La actividad del inhibidor de tripsina (AIT) se expresa en mg de tripsina
inhibida por gramo de muestra. En este caso, para tener el mismo punto de referencia y
poder comparar los resultados obtenidos, los resultados se expresan por gramo de masa
seca.

= Andlisis sensorial

Aunque el sabor de la bebida esta determinado en gran medida por la etapa de remojo
de la soya, no se considerd pertinente, durante esta etapa, la realizacion de andlisis
sensoriales que implicaran probar el producto, debido principalmente a la alta
probabilidad de encontrar factores antinutricionales en las muestras y a la ausencia de
un tratamiento térmico definido. Por lo tanto se efectuaron pruebas para evaluar el
aroma desarrollado durante la hidratacion del grano a las tres temperaturas (20°C, 40°C
y 80°C), mediante juicios emitidos por 7 panelistas, quienes fueron entrenados
previamente de acuerdo con la NTC 4503 (Andlisis Sensorial. Metodologia. Iniciacion y
entrenamiento de evaluadores en la deteccién y reconocimiento de olores. 1998-10-28.
Equivalente (EQV) a la Norma ISO 5496) y teniendo en cuenta las consideraciones de
Kwok et al, (2000a) y Espinosa, (2000). Considerando las caracteristicas que debe
cumplir la soya para la molienda, se tomaron muestras cuando se alcanz6 un grado de
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hidratacion minimo del 100%. Para calificar el aroma de la soya hidratada a cada una de
las temperaturas de prueba, cada panelista emiti6 un puntaje acerca del “grado de
desarrollo aroma afrijolado” o aroma caracteristico de deterioro de la soya, segun una
escala ordinal, siguiendo los lineamientos para la metodologia de analisis sensorial
contemplados en la Guia Técnica Colombiana GTC-165 (2007; adopcién modificada de
la norma ISO 6658-2005). El andlisis de varianza en una via, la diferencia minima
significativa y la comparacion de los resultados obtenidos para cada temperatura se
efectuaron utilizando el programa Matlab R 2009b para pruebas no paramétricas, de
acuerdo con el modelo de Kruskal Wallis.

Para complementar el andlisis sensorial y debido a que no era posible efectuar pruebas
de sabor, se efectuaron mediciones del pH agua de remojo durante la hidratacion a las
tres temperaturas probadas.

= Andlisis estadistico

La exploracion del comportamiento de la varianza de los resultados obtenidos en las
diferentes pruebas se efectué mediante andlisis de componentes principales (PCA). Se
llevd a cabo un analisis de varianza (ANOVA) ( o = 0.05) para determinar el efecto del
tiempo y la temperatura en las variables de respuesta. Las diferencias en los valores
promedio fueron evaluadas mediante una prueba de Tuckey con una confiabilidad del
95%. Para este manejo de la informacién se utilizé el programa Matlab R 2009b.

Para la correlacion mdltiple entre variables se empled el método Minimos Cuadrados
ordinarios (OLS), procesando las matrices de datos con Matlab R 2009b, probando el
poder predictivo de la regresion mediante validacion cruzada, Venetian Blinds, con 10 cv
grupos.

2.4 Pruebas de escaldado de la semilla hidratada

Las pruebas de escaldado de la semilla hidratada se efectuaron mediante inmersion en
agua a 80°C en proporcién en masa 1:3 (semilla: agua), respecto a la masa inicial de la
semilla (masa de la soya antes de la hidratacion), tomando como tiempos de inmersién 1,
2, 3 y 4 minutos, contabilizados desde que en el sistema se alcanzan los 80°C. Las
pruebas se efectuaron por duplicado, con tres repeticiones.

2.4.1 Variables de respuesta

Para esta etapa del proceso se valoraron las siguientes variables de respuesta:

= Contenido de sélidos en el agua de escaldado

Se determind, en el agua de escaldado, el contenido de materia seca mediante método
gravimétrico utilizando secado en estufa a 103°C con aire forzado hasta alcanzar peso
constante (método 952.10 AOAC, 1998). Mediante un balance de masa, se calcul6 la
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masa de solidos transferidos al liquido y el porcentaje de sélidos perdidos por el grano en
el escaldado.

= Contenido de azlGcares en el agua de escaldado

El contenido de carbohidratos transferidos al agua de escaldado se determiné por
cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con base en la metodologia AOAC (2005)
979.23 y 983.22; los azlcares son separados y cuantificados utilizando una columna de
intercambio idnico de calcio Sugar Pack o Metha Carb Ca Plus (VARIAN A5205, USA) en
un equipo JASCO (Japén) con detector de indice de refraccion. Como fase movil se
utiliza agua destilada desgasificada y desionizada. La temperatura de la columna se
mantiene a 80°C, mientras el detector a 45°C, con un flujo de 0.5 mL/min. Se utilizaron
patrones Sigma de glucosa, fructosa, galactosa, sacarosa, rafinosa y estaquiosa.

= Solubilidad de proteina en KOH en la soya escaldada

En la soya escaldada se aplicé el método descrito en la NTC 3682 (primera actualizacion
2006-08-30, basada en la Norma 1SO 3074:1993), segun la cual se evalla inicialmente
el contenido de proteina por el método Kjeldahl (método 960.52 AOAC, 1998) en la
muestra y posteriormente se mide el contenido de proteina, por el mismo método, en el
extracto obtenido al someter la muestra a agitacion durante 20 minutos en una solucion
de KOH 0.036 N. Mediante un balance de materia, se calcul6 la fraccion o porcentaje
de proteina del grano que pasé a la solucién (Araba and Dale, 1990).

= Actividad de la enzima ureasa en la soya escaldada

La enzima ureasa se valoro en la soya aplicando el procedimiento indicado en la NTC
771 (primera actualizacion 2000-08-30, basada en la Norma ISO 5506:1998, equivalente
(EQV) a la Norma AOCS Ba 9-58). La actividad de la enzima (AEU) ureasa se expresa
como la diferencia de pH (A pH) ocasionada por la enzima presente en la soya al actuar
sobre la urea disuelta en una solucién buffer fosfato de pH 7 a 30°C. Un mayor valor de
esta diferencia implica una mayor actividad de la enzima. Para tener un mismo punto de
referencia, la masa de grano tomada para cada prueba se tomé efectuando un balance
de masa para referirse siempre a la misma masa seca de la prueba para el tiempo inicial,
del grano sin hidratar.

= Actividad del inhibidor de tripsina en la soya escaldada

La actividad del inhibidor de tripsina se determiné en la soya utilizando el procedimiento
detallado en la NTC 5149 (2003-02-26, Adopcion idéntica (IDT) por traduccion a la
Norma I1SO 14902:2001). En esta prueba el inhibidor es extraido de la muestra mediante
una solucion basica y se somete a interaccion con tripsina bovina. La actividad de la
tripsina no inhibida se mide adicionando benzolio-L-Arginina-p-nitroanilida (L-BAPA)
como sustrato. La cantidad de p-nitroanilida liberada se mide espectrofotométricamente
a 410 nm. La actividad del inhibidor de tripsina (AIT) se expresa en mg de tripsina
inhibida por gramo de muestra. En este caso, para tener el mismo punto de referencia y
poder comparar los resultados obtenidos, los resultados se expresan por gramo de masa
seca.



Materiales y Métodos 83

= Pruebas sensoriales

Debido a que no fue posible disponer de una prueba quimica para valorar la actividad de
la enzima lipoxigenasa como indicador del deterioro del aroma que sufre la soya en la
molienda, se efectuaron pruebas sensoriales para estimar el desarrollo de “aroma
afrijolado, de manera semejante a lo reportado por (Siegwein 2010) a través de
calificaciones del aroma, emitidas por 7 panelistas previamente entrenados de acuerdo
con la NTC 4503 (Analisis Sensorial. Metodologia. Iniciacibn y entrenamiento de
evaluadores en la deteccion y reconocimiento de olores. 1998-10-28. Equivalente (EQV)
a la Norma ISO 5496) y teniendo en cuenta las consideraciones de Kwok et al, (2000a).
Para calificar el aroma desarrollado durante la molienda de la soya escalda a los
diferentes tiempos, cada panelista emitio un puntaje acerca del “grado de desarrollo
aroma afrijolado” o aroma caracteristico de deterioro de la soya, segun una escala
ordinal, siguiendo los lineamientos para la metodologia de analisis sensorial
contemplados en la Guia Técnica Colombiana GTC-165 (2007; adopcién modificada de
la norma ISO 6658-2005). El andlisis de varianza en una via, la diferencia minima
significativa y la comparacion de los resultados obtenidos para cada tiempo de
escaldado, utilizando el programa Matlab R 2009b para pruebas no paramétricas, de
acuerdo con el modelo de Kruskal Wallis.

2.4.2 Analisis estadistico

Se llevé a cabo un analisis de varianza (ANOVA) ( o = 0.05) para determinar el efecto del
tiempo en las variables de respuesta. Las diferencias en los valores promedio fueron
evaluadas mediante una prueba de Tuckey con una confiabilidad del 95%. Para este
manejo de la informacién se utilizé el programa Matlab R 2009b.

2.5 Pruebas de extraccion acuosa para obtener las
bebidas

Con el fin de seleccionar la temperatura mas adecuada para efectuar la extracciéon
acuosa de los componentes de la semilla, las bebidas se obtuvieron mediante molienda
hameda, utilizando el grano previamente hidratado y escaldado. En la molienda hiimeda
se realizé en un molino de martillos, empleando agua a 20°C y a 80, utilizando diferentes
proporciones soya: agua. Las pruebas se efectuaron por duplicado, con tres repeticiones.

Relaciones masica soya-agua utilizada: 1-6; 1-8; 1-10; 1-12 y 1-14, considerando la masa
de soya inicial (antes de la hidratacion).

Se empleé el grano de soya previamente hidratado en agua a 20°C durante 5 horas y
escaldado durante dos minutos en agua a 80°C. Inmediatamente después del escaldado
se realiz6 la molienda con agua a las temperaturas sefialadas. Posteriormente efectud la
separacion de las particulas en suspension mediante filtracién en lienzo con tamafio de
abertura igual a 25 um y centrifugacion. Se midié la masa de bebida y la masa de
residuo resultante, asi como la composicion de la bebida y del residuo resultantes con el
fin de determinar los rendimientos en la extraccion de proteina y de carbohidratos.
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En la bebida se determinaron las siguientes propiedades: contenidos de humedad, masa
seca, proteina, grasa, fibra, cenizas y carbohidratos; actividad del inhibidor de tripsina y
actividad de la enzima ureasa, utilizando metodologias ya mencionadas para la soya:

¢ Humedad segin método 925.10 AOAC, 1998.

e Cenizas por método gravimétrico mediante incineracion segun método 942.05
AOAC, 1998.

e Proteina por el método Kjeldahl segin método 960.52 AOAC, 1998.

e Fibra mediante determinacién de fibra cruda por el método 962.09 AOAC, 1998.
¢ Grasa en la bebida por Babcock segin Método 942.05 AOAC, 1998.

e Actividad de la enzima Ureasa de acuerdo con la NTC 771 (2000).

e Actividad del Inhibidor de Tripsina segun la NTC 5149 (2003).

Mediante balances de materia se calcularon los porcentajes de recuperacién de la
proteina, la grasa, la fibra, las cenizas y los carbohidratos en los diferentes tipos de
bebidas obtenidas.

2.5.1 Analisis estadistico

Se llevo a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) ( o = 0.05) para determinar el efecto de
las diluciones utilizadas en las variables de respuesta. Las diferencias en los valores
promedio fueron evaluadas mediante una prueba de Tuckey con una confiabilidad del
95%. Para este manejo de la informacién se utilizé el programa Matlab R 2009b.

2.6 Tratamiento térmico de las bebidas

Las bebidas preparadas mediante molienda hiumeda a 80°C, segun la metodologia
explicada en el punto anterior, se sometieron a tratamiento térmico en marmita a una
temperatura de 80°C. Se tomaron muestras por duplicado, cada 5 minutos con el fin de
determinar la actividad de la enzima ureasa y la actividad del inhibidor de tripsina, segun
las normas NTC 771 (2000) y NTC 5149 (2003) respectivamente. Se realizaron tres
repeticiones, para cada bebida.

Mediante regresion multivariada, a través del método de Minimos Cuadrados Ordinarios
(OLS), utilizando en programa Matlab R 2009b se determind una funcion para poder
predecir la actividad del inhibidor de tripsina con base en el tiempo y la actividad de la
enzima ureasa.
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2.7 Fermentacion de las bebidas

Se prepararon las bebidas segun la metodologia descrita en los puntos anteriores y cada
una fue tratada térmicamente durante el tiempo necesario para hasta inactivar la enzima
ureasa y degradar el inhibidor de tripsina; posteriormente se enfriaron hasta alcanzar una
temperatura de 43C y se sometieron a fermentacion durante 9 horas a esta misma
temperatura, utilizando dos tipos de cultivos lacticos comerciales (Cultivo 1 y Cultivo 2,
cuyas especificaciones se encuentran en el Anexo E). Se aplicé el cultivo de manera
directa, en una proporcién adecuada para iniciar con una poblacion comprendida entre 2
y 3 log ufc/ml. Con el fin de minimizar los errores por contaminacion en el muestreo, para
cada prueba, la bebida después de inoculada, se fracciond en 9 recipientes estériles, que
fueron colocados en incubacion, con el fin de retirar cada hora la muestra a analizar, sin
tocar las restantes. Las pruebas se efectuaron por duplicado, con tres repeticiones y las
variables de respuesta medidas fueron las siguientes:

Acidez total mediante valoracion potenciométrica con potenciometro Orion 420 por el
Método 950.15 AOAC, 1998. Con base en los resultados obtenidos para la acidez total,
se calculé la productividad de la fermentacion referida a la masa total de &cido total
producido respecto a la masa de soya inicial. Teniendo en cuenta la reaccidon quimica
involucrada en la acidificacion, se estim6 la cantidad de azUcares fermentables
degradados.

e pH medido con un Potenciémetro Orion 420 de acuerdo con el Método 981.12

AOAC, 1998.

¢ Viscosidad, determinada a 4C, utilizando un Viscosimetro Haake Rotovisco RV

20, con sistema NV, segun Lewis, 1993. Se tomaron los datos de la viscosidad
aparente de la bebida homogenizada con el fin de valorar su relacién con los aspectos
sensoriales.

e Capacidad de retencion de agua, aplicando la metodologia reportada en ensayos
de fermentacion de bebida de soya por Céaceres et al., 2002 y Ferragut et al, 2009,
seguln la cual una muestra de 30 g de la bebida se coloca en un tubo de polipropileno
para centrifuga (diametro 33 mm, altura 115 mm), se enfria hasta 4C y se centrifuga a
3000 rpm en una centrifuga ALC International, modelo 4235, durante 5 min a 20°C; el
suero expelido se extrae y se pesa. La capacidad de retencién de agua se expresa
como el porcentaje de liquido expulsado de la masa total. A medida que el valor es
mas alto la capacidad de retencién de agua es menor.

e Acido lactico mediante Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (HPLC)

haciendo uso de un Cromatégrafo Jasco, Bomba Jasco PU-980. Detector UV/9757, A=
210 nm. Paquete Borwin para manejo de datos, Columna de exclusion Iénica 300x7.8
mm Aminex.HPX-87H, seguin la metodologia descrita por Marsili et al., 1981. Fase
movil: acido sulfarico 4mM, flujo 0,6 ml/min (presion 48 kg/cm? - 53 kg/cm?). Patrén
lactato de sodio Sigma.
Preparacion de la muestra: Se pesan 5 g de la muestra en un tubo de centrifuga de 50
ml, se le adicionan 20 ml de acetonitrilo y 5 ml de agua HPLC, se lleva este tubo al
Vortex por un minuto a 1500 rpm; luego se centrifuga durante 5 minutos a 4500 rpm.
Se toman 3 ml del sobrenadante con una jeringa y se filtran por una membrana de
0,22um. Se inyectan 20ul de esta solucion filtrada en el cromatografo.
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¢ Recuento de bacterias lacticas totales, cada dos horas, de acuerdo con el Método

998.25 AOAC, 1998. Para verificar la inocuidad de las bebidas al final de la
fermentacion, para aquellas que pasaron a evaluacion sensorial, se efectuaron
pruebas microbiolégicas: Coliformes totales UFC/g (Método 996.23 AOAC 1998),
Coliformes fecales UFC /g (Método 996.23 AOAC 1998) y Recuento Mohos y
levaduras segun el Método 972.44 AOAC, 1998.

2.7.1 Analisis sensorial

Para el anadlisis sefiorial de las bebidas fermentadas se emplearon los siguientes
métodos

= Pruebas con jueces

Las bebidas fermentadas seleccionadas, con los mejores indicadores objetivos de su
calidad sensorial (acidez, pH, viscosidad, capacidad de retencion de agua) fueron
sometidas a analisis organoléptico para calificar propiedades visuales y propiedades de
sabor, siguiendo lineamientos generalmente aceptados para evaluacion de bebidas
lacteas fermentadas (Danisco A/S. 2010). Se evaluaron las siguientes caracteristicas:
apariencia general, aroma, acidez, sabor y viscosidad. A siete panelistas se les
proporcionaron las muestras de bebida fermentada, las cuales se encontraban a 4C y se
les habia adicionado previamente sacarosa en un 8%. Se emple6 una escala ordinal y
para cada propiedad se emitié un juicio respecto a “caracteristica de yogurt”. El analisis
de varianza en una via, la diferencia minima significativa y la comparacion de los
resultados obtenidos para cada bebida, utilizando el programa Matlab R 2009b para
pruebas no paramétricas, de acuerdo con el modelo de Kruskal Wallis.

= Pruebas con nariz electrénica

Se seleccion6 una de las bebidas de soya y se sometio a pruebas de fermentacion con el
Cultivo 1 y con el Cultivo 2, durante 8 horas, de acuerdo con el método descrito
previamente. De manera paralela se efectud la fermentacion de leche semidescremada.
Se tomaron muestras cada hora se evaluaron mediante una nariz electrénica portatil
PENS3 (Airsense Analytics, Alemania). Este equipo consiste de una unidad de muestreo,
una unidad de deteccion que contiene el arreglo de sensores y un software de
reconocimiento de patrones (Winmuster v. 3.0) para la obtencién de datos. El arreglo de
sensores estd compuesto de 10 semiconductores de Oxido metélico (MOS): W1C
(aromaticos), W5S (amplio rango), W3C (aromaticos), W6S (hidrégeno), W5C
(aromaticos-alifaticos), W1S (metano), W1W (azufre-organicos), W2S (alcohol), W2W
(azufre — cloro), W3S (alifaticos). La respuesta de los sensores estd expresada como
conductancia.

Para las mediciones, se colocé 1g de muestra en un vial de 30mL provisto de una septa
de silicona en la tapa, considerando la validacion previa de la metodologia (Knobloch et
al, 2009), como se explica en el Anexo F. Las respuestas de los sensores fueron usadas
para el subsecuente andlisis estadistico.



Materiales y Métodos 87

Andlisis de datos: Se aplicd Analisis de Componentes Principales (PCA) (Bereton, 2007)
para los datos de nariz electronica como herramienta de exploracion de datos, con el fin
de descubrir las modificaciones en aroma durante el proceso de fermentacion. Los
célculos fueron realizados con MATLAB v 7.9 (Mathworks, USA). Para cada proceso de
fermentacion se obtuvieron las graficas de score plot que permite relacionar el
comportamiento de las muestras entre ellas y con las variables y el loading plot relaciona
el comportamiento de las variables entre ellas; entre tanto, se elabord un tercer gréafico
gue relaciona el comportamiento de la fermentacion en el tiempo con los scores del
Componente Principal 1.

2.7.2 Andlisis estadistico

Se llevo a cabo un andlisis de varianza (ANOVA) ( a. = 0.05) para determinar el efecto de
las diluciones utilizadas en las variables de respuesta. Las diferencias en los valores
promedio fueron evaluadas mediante una prueba de Tuckey con una confiabilidad del
95%. Para el andlisis simultaneo de las variables medidas durante el proceso
fermentativo y de las caracteristicas finales de las bebidas fermentadas se realizd
Andlisis de Componentes Principales (PCA). Para este manejo de la informacion se
utilizé el programa Matlab R 2009b.






3.Resultados y Discusion

3.1 Composicion proximal de la soya

En la tabla 3-1 se presentan los resultados obtenidos para la composicion proximal de la
soya utilizada en este estudio, en base hiumeda y en base seca. Los valores obtenidos
se encuentran dentro de los intervalos reportados por Corpoica para la proteina (35,9%
a 39,1%b.h.) y grasa (20,7% a 22,3% b. h.)(R. A. Valencia 2005). Respecto a los
valores promedio reportados a nivel internacional en base seca por algunos autores
(Besler 1999; K. Liu 2004) la soya colombiana utilizada, concuerda en el contenido de
proteina, fibra y cenizas, pero tiene un contenido de grasa mayor al 20%.

Tabla 3-1: Composicion proximal y de carbohidratos de la soya utilizada en la
investigacion, variedad Soyica P33

Componente Contenido Desviacion Contenido
%(base estandar %(base seca)
humeda)
Humedad 9,10 0,14 10,02
Proteina 36,20 0,33 39,82
Grasa 21,88 0,10 24,07
Cenizas 4,49 0,05 4,94
Fibra cruda 458 0,29 5,04
Carbohidratos totales* 23,75 0,74 26,13
Carbohidratos fermentables 15,05
Glucosa 0 0 0
Fructosa 0 0 0
Galactosa 0 0 0
Sacarosa 5,20 0,35 5,72
Rafinosa 2,80 0,25 3,08
Estaquiosa 7,05 0,45 7,76

*Por diferencia

Aunque no existe en Colombia normatividad para la soya para consumo humano, al
comparar esta composicion proximal con los requisitos contemplados en las normas
colombianas, (ICONTEC. Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion. 2001)
(ICONTEC. Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion. 2002), utilizadas
fundamentalmente en alimentacién animal, se encuentra conformidad en todos los
pardmetros y se nota un alto contenido de grasa. Se encuentra también concordancia
con reportes recientes de otros paises latinoamericanos (De Luna-Jiménez, 2007).

Aunque son muy escasos los reportes acerca del contenido de los azlcares presentes en
la soya, los resultados obtenidos que muestran ausencia de monosacaridos, concuerda
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con los reportes de otros investigadores que efectuaron estudios similares (Kuo et al.
1988) . Para la sacarosa, el valor encontrado es inferior al reportado en otros trabajos
(Kuo et al. 1988; Poysa & Woodrow 2002b); el contenido de estaquiosa es superior a
encontrado por los mismos autores (4,1-4,6%). El contenido de rafinosa es superior al
hallado por (H. C. Silva et al. 1990) y por (Kuo et al. 1988) (1,2-1,3%). Sin embargo hay
concordancia con los resultados obtenidos por (Giannoccaro, Y. Wang, et al. 2008) en
cuanto al contenido total de oligosacéridos. Se encuentra concordancia con los autores
mencionados en cuanto a la ausencia de monosacéridos en la semilla de soya seca, que
solamente se han detectado cuando se inicia el proceso de germinacion. Puede notarse
ademés que dentro del 23,75 g de carbohidratos contenidos en 100 g de la semilla
(diferentes a la fibra cruda), se encuentran los 15,05 g de oligosacéridos
(sacarosa+rafinosa+estaquiosa). Los 8,79 g restantes deben corresponder a otro tipo de
componentes, dentro de los que se pueden encontrar heteropolisacaridos (pectina,
gomas, mucilagos) y otros compuestos (isoflavonas, vitaminas, &cidos, entre otros).

En la tabla 3-2 se presentan los resultados obtenidos para los indicadores de la calidad
nutricional de la soya, que sirven de punto de referencia para la evaluacion de las
diferentes operaciones del proceso. Son pocos los trabajos que han publicado estas
caracteristicas en soya integral fresca ya que en alimentaciéon animal generalmente los
estudios se enfocan en soya integral ya tratada térmicamente o en torta de soya. Se
encuentran reportes para soya integral cruda un valor para la actividad de la enzima
ureasa igual a 1,99; 50,88 para la actividad del inhibidor de tripsina y 98% para la
solubilidad de la proteina en KOH (Ruiz, Belalcazar, et al. 2004). Estas diferencias dan
idea de la variabilidad en estas caracteristicas, probablemente debidas a las variedades y
a las condiciones previas de deshidratacion de la semilla.

Tabla 3-2: Contenido de carbohidratos e indicadores de la calidad nutricional de la soya

Caracteristica Valor
Actividad enzima ureasa (ApH) 2,55

Actividad Inhibidor de tripsina (mg tripsina inhibida/g soya) 34,70
Solubilidad de proteina en KOH (%proteina soluble/proteina total) 83,30

3.2 Hidratacion de la Soya

Debido a que los resultados de los andlisis del contenido de humedad de la soya estan
influenciados por el grado de hidratacién alcanzado en cada momento, para hacer
evaluar los resultados ha sido necesario expresarlos en base seca. En el Anexo F se
presentan los datos obtenidos para la soya y el liquido de hidratacion a las diferentes
temperaturas. En el Anexo G aparece la muestra detallada de célculos para los valores
gue aparecen en las figuras y en las tablas correspondientes a esta etapa. En la figura 3-
1 se presentan los valores promedios de los resultados obtenidos para las pruebas de
hidratacion y puede observarse el efecto del tiempo y la temperatura. Al realizar el
andlisis de varianza se encuentra que se presentan diferencias significativas en los
resultados tanto por el efecto del tiempo como por el de la temperatura y que los mayores
grados de hidratacién suceden a 40°C. Para todas las temperaturas probadas se puede
notar que la velocidad de absorcion de agua es alta en los momentos iniciales y va
decreciendo a medida que avanza el tiempo.
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Figura 3-1: Valores promedio del contenido de humedad de la soya (expresada en base
seca) contra el tiempo de hidratacion, a las tres temperaturas probadas.
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La maxima absorcion de agua se presenta a las 8 horas a 40°C, momento en que
alcanza 147% de humedad (base seca); este valor es mayor que el reportado por (Z. Pan
& Tangratanavalee 2003) (140%) y que (Chopra, R. Prasad 1994) (129%) posiblemente
debido a las diferencias en la semilla. Segun lo hallado por (Mullin & W. Xu 2001) la
composicion de la cascarilla, en especial la proporciéon de celulosa y la naturaleza de las
estructuras que conforman los minerales dentro de los cotiledones, tienen efecto sobre la
capacidad de absorcion de la soya durante el remojo.

Como se observa la soya absorbe mas agua y a mayor velocidad a 40°C que a 20°C.
Sin embargo a 80°C la proporcién de agua absorbida y la velocidad de hidratacion
aunque es mayor que a 20°C, es menor que a 40°C. Este comportamiento difiere de
afirmaciones de algunos investigadores que han trabajado con otras semillas, sobre el
efecto positivo que ejerce el aumento de la temperatura para la hidratacién de semillas.
Este resultado contrario puede ser debido a la peculiaridad de la composicién quimica de
la soya, ya que el contenido de proteina es bastante alto y el de almidén es
practicamente nulo. Por lo tanto si la temperatura es relativamente baja, no hay un
efecto notable de coagulacion de proteinas ni de gelatinizacion de almidones, pero al
estar la semilla en contacto con el agua a 80°C, la estructura de las proteinas es afectada
y disminuye su capacidad de absorcién de agua; ademas la carencia de almidén no
ocasiona gelatinizacion ni por ende absorcién de agua (Sopade & Okonmah 1993). Otro
aspecto a destacar es que en la determinacion del contenido de humedad en base seca
fue necesario considerar la pérdida de sélidos que tiene el grano a medida que se
produce la hidratacion, lo cual da lugar a estos resultados y en otros estudios no se
reporta haber efectuado esta correccién (Lo et al. 1968)

Mediante la aplicacion de un andlisis de componentes principales (Principal
ComponentAnalysis-PCA) para explorar el origen de la varianza, al observar el score
plot y loading plot (figura 3-2), se puede afirmar que solamente a partir de la tercera hora
hay un efecto apreciable de la temperatura y en las horas precedentes la hidratacion
depende fundamentalmente del tiempo. Ademés se nota que el comportamiento a 40°C
es bastante diferente al de 20°C y 80°C, que entre si tienen mayor similitud.
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Figura 3-2: Score ploty Loading plot de los componentes principales 1y 2 de los
resultados obtenidos durante 8 horas para el contenido de humedad de la soya en base
seca del grano a las tres temperaturas de ensayo, obtenido por PCA
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Debido a que el 98,9% de la varianza en los resultados esta explicada por el primer
componente principal, en la figura 3-3 se representan las muestras contra este
componente, donde se puede observar un perfil del comportamiento cinético global del
proceso de hidratacion, con una forma tipica de saturaciéon. Se puede confirmar que las
variaciones suceden de manera secuencial segln el tiempo, con varianza que va
disminuyendo a medida que avanza el proceso, con una tendencia a un valor constante,
gue podria interpretarse como la humedad de equilibrio.

Figura 3-3: PClen funcién del tiempo de los resultados del contenido de humedad de la
soya, durante la hidratacion a las tres temperaturas de ensayo, obtenido por PCA
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3.2.1 Aplicacion del modelo de Peleg para describir la hidratacion
de la soya

Considerando que las condiciones experimentales a las cuales se efectud la hidratacién
de la soya buscan una aplicabilidad industrial y teniendo en cuenta la complejidad de los
fendmenos que suceden simultaneamente, en especial la migracion de solutos al medio
acuoso, se han considerado los modelos empiricos formulados por algunos
investigadores. De los modelos ensayados se encontré que uno de los de mayor ajuste
a la hidratacion de la soya es el modelo del Peleg, el cual establece relaciones entre el
contenido de humedad de la semilla (M) y el tiempo (t), incluyendo el efecto de la
humedad inicial (M,).

t

—— =k, +k,t(4
M — M, Kt (4)

k.: constante de velocidad de Peleg (tiempo™. %™)
k,: constante de capacidad de Peleg (%)

En este modelo se observa que existe una dependencia de M,, es decir de la humedad
inicial de la semilla; aunque tedricamente la humedad inicial de una semilla podria variar
dentro de un amplio rango, en términos reales, la humedad de la soya tiene valores que
no deben oscilar demasiado; tanto valores iniciales muy altos como muy bajos presentan
inconvenientes tecnoldgicos. Si el valor de la humedad inicial de la soya es alto, la
semilla no se podria almacenar pues su deterioro microbiol6gico seria demasiado rapido.

Por lo general, se recomienda que la soya debe ser cosechada de la planta con una
humedad entre 13 y 15%, cuando el follaje de la planta ha comenzado a secarse. La
humedad no puede ser superior a 15, pues el deterioro de la semilla seria muy rapido y
no permitiria su manejo o adecuacién para el secado y almacenamiento. Sila humedad
de la soya al cosecharla es inferior a 13%, las vainas donde se encuentran las semillas
tienden a abrirse, lo cual facilita la contaminaciéon del grano que se encuentra en el
interior; si es demasiado baja, inferior a 10% al cosechar, la semilla tiende a quebrarse y
por lo tanto sus indices de calidad y su precio bajan (lowa State University.Univerity
Extension 2008).

Normalmente, después de cosechada, la soya se somete a secado a 60°C y se procura
deshidratarla hasta alcanzar una humedad entre 9% y 10% (equivalente a 10% y 11%
base seca); no se deshidrata demasiado debido al costo adicional de la energia y a que
se favorece la oxidacion de la grasa (lowa State University.Univerity Extension 2008).

Por las razones anteriores el modelo de Peleg en el caso de la soya se aplicaria
solamente para valores de humedad inicial entre 10 y 11 %, lo cual le da mayor
aplicabilidad practica.

En la figura 3-4 se presentan los resultados reales y los que se pueden predecir al aplicar
el modelo de Peleg. En la tabla 3-3 se redinen los pardmetros encontrados del modelo de
Peleg y el coeficiente de correlacion para cada temperatura ensayada.
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Figura 3-4: Aplicacion del Modelo de Peleg para la hidratacion de la soya a diferentes
temperaturas
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Como puede observase el grado de ajuste es bastante alto en los tres casos. Se
encuentra que independientemente de la temperatura, el valor de k, es el mismo, lo cual
si se considera la expresion de la humedad de equilibrio (M), o valor de humedad que
alcanza la semilla en un tiempo que tiende a infinito:

1
=M, +— (5
ot ©

2

M

e

Se puede concluir gue independientemente de la temperatura, se alcanza practicamente
el mismo valor de humedad de equilibrio.

Con los valores de ki1, en la tabla 3-3 incluyen los valores de la velocidad inicial de
hidratacion (W,) para cada temperatura, teniendo en cuenta:

aM@ 1
w, = 22O _ 2 g5
T B

Los valores de los coeficientes de regresion, R* en todos los casos son superiores a
0,99, lo cual indica un altisimo grado e ajuste del modelo de Peleg. Hay coincidencia con
lo encontrado por (Sopade et al. 1992) y con (Abu-Ghannam, N. McKenna 1997hb) para
frijol, en cuanto a que el valor de k; no difiere con la temperatura de hidratacién y que la
humedad de equilibrio es la misma. En el caso de la soya esto es l6gico ya que esta
semilla no contiene almidén, por lo cual durante le remojo no se produce la reaccion de
gelatinizacion del almidon, que es el cambio que més afectaria el contenido de humedad
de equilibrio a diferentes temperaturas.
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Tabla 3-3: Parametros del Modelo de Peleg aplicado a la hidratacion de la soya a las
tres temperaturas probadas

B Temperatura

Parametro

20°C 40°C 80°C
M,: % humedad base seca inicial
ki : Constante de velocidad
(h/% humedad base seca) 0,0124 0,0049 0,0086
k, :Constante de capacidad
(1/%humedad base seca) 0,0067 0,0067 0,0064
W,:velocidad de hidratacién especifica
inicial ( % humedad base seca / h) 80,64 204,08 116,27
(1/kq)
Me:Humedad base seca de equilibrio(%
base seca) 159 159 166
(1/k2)+Mo
R? 0.9966 0.9986 0.9979

El valor de k, coincide con el hallado por (Abu-Ghannam, N. McKenna 1997b) (k.=
0,0067) para frijoles no escaldados y por lo tanto coincide el valor de humedad de
equilibrio, pero esto es diferente a lo afirmado para la soya por (Z. Pan &
Tangratanavalee 2003) (k. disminuye con la temperatura, en ensayos ente 10°C y40 C),
gue coincide con lo afirmado por (Turhan et al. 2002), para ensayos de hidratacién de
garbanzos entre 20°C y 100°C. Por el contrario, (Jideaniand & Mpotokwan 2009), para
cierta leguminosa africana hallaron que k, aumenta con la temperatura en pruebas entre
25C y 75C. Las discrepancias pueden indicar que segun el tipo de semilla y su
composiciéon quimica, es posible tener diferentes humedades de equilibrio segin la
temperatura. Para el caso de la soya las diferencias con otros autores que han trabajado
la misma semilla, ademas de las diferencias propias de los tipos de soya probados,
pueden deberse a que la humedad en base seca ha sido calculada de diferente manera
por cada autor, sin considerar las pérdidas de sélidos detectadas durante le remojo. En
el presente estudio se confirma lo encontrado por otros autores en cuanto a la
dependencia de k; de la temperatura; el valor hallado para 40°C coincide con el
encontrado por (Abu-Ghannam, N. McKenna 1997b) y el valor a 80°C concuerda con lo
hallado por este mismo autor. Sin embargo para la soya en el presente estudio se
encuentra algo peculiar: el valor de k; a 40 C es menor que k; a 20°C, lo cual implica
una mayor velocidad inicial de hidratacion (W,) a 40°C que a 20°C, pero a 80°C el valor
de (W,) es intermedio entre el hallado a las dos temperaturas anteriores. Esto quiere
decir que la velocidad inicial de hidratacién a 80°C es inferior (aproximadamente la mitad)
gue a 40°C, como se observa en la tabla 3-1. Este resultado se contradice con lo
encontrado por (Jideaniand & Mpotokwan 2009), sobre la afirmacién que k; disminuye
con el aumento de la temperatura, en pruebas efectuadas entre 25 y 100°C. Este hecho
en la soya podria explicarse por el efecto que tiene una alta temperatura sobre las
proteinas de la soya (contrario al comportamiento de los almidones), que en esta semilla
constituyen una alta proporcion de la masa y por lo tanto al ser desnaturalizadas o
coaguladas pierden capacidad de hidratacion.



96  Aplicacion de fermentacion lactica como alternativa en el desarrollo de bebidas
de soya en Colombia

En la figura 3-5 se representan la correlacion entre k; y la temperatura absoluta de
hidratacion de la soya. Los datos se ajustan a una ecuacion polinomica con un
coeficiente de correlacion igual a 1,0 lo cual muestra un alto grado de ajuste. Difiere con
las correlaciones halladas para soya por otros autores: k;=—0.0001T+0.0081 (Z. Pan &

Tangratanavalee 2003).

Figura 3-5: Dependencia de k; con la temperatura al aplicar el modelo de Peleg para
hidratacién de soya
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3.2.2 Aplicaciéon del Modelo de Weibull para describir la
hidratacion de la soya

El modelo empririco de Weibull ha mostrado ser aplicabe a casos de deshidratacion y
rehidratacion de diversos tipos de alimentos para describir el comportamiento de la
humedad. En el caso del modelamiento de absorcion de agua, se puede generar un
modelo de Distribucion de Weibull, de acuerdo a la siguiente ecuaciéon (Cunningham et
al. 2007).

F(t) =1—exp{—(t/c)?] cona, >0
Donde a es el parametro de forma (adimensional) y B el parametro de escala (horas).

Mediante transformaciones matematicas, es posible expresar dicha funcibn como una
linea recta:

1— F(t) = exp{—(t/o<)*F)

In(1—F(2)) = —(t/)f

In (1_;3:@) = (t/o)B
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i (=) =)

In [E*n (1—#1:'&})] = fIn(t) — pinlea)

En comparaciéon a la ecuacién de la linea recta Y=mX+b, es posible encontrar los
factores ay B.

Y=lIn [5'” (1-;3})]

m=f

X = In(t)

b = —pin{a)
Por lo tanto

a = exp(-(coeficiente intercepcién/p))

El valor de F(t) es posible determinarlo a partir de la informacién de la humedad vy el
estimador del ranking de la mediana (6 Median Rank), basado en la ecuacion:
M—-03

Median Rank = N 1042

Donde M es el contenido de humedad y N el nimero de observaciones.

Para 20°C, a partir de los datos de humedad, es posible calcular los correspondientes
valores de Median Rank (F(t)); X; Y del modelo linealizado, como aparece en la tabla

3-4 y se representa en la figura 3-6

Tabla 3-4: Valores calculados a partir de los datos de humedad de la soya y tiempo de
hidratacién a 20°C, en la valoracion de la aplicabilidad del modelo de Weibull

U | Humedad y&glia” Rank |1 /1-Median Rank) ga(llr?lf)l)ll_Medlan In(tiempo)
) X)
1 0,482 0,0833 1,0909 -2,4417 -0,7298
2 0,669 0,2024 1,2537 -1,4867 -0,4020
3 0,816 0,3214 1,4737 -0,9474 -0,2033
4 0,937 0,4405 1,7872 -0,5436 -0,0651
5 1,016 0,5595 22703 -0,1986 0,0159
6 1,077 0,6786 3,1111 0,1266 0,0742
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7 1,099 0,7976 4,9412 0,4685 0,0944
1,114 0,9167 12,0000 -2,4417 0,1080

Figura 3-6: Valores reales y valores que se pueden predecir segun el modelo linealizado
de Wiebull para la hidratacién de la soya a 20°C
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Un analisis de varianza para el ajuste de los datos muestra la informacién del coeficiente
de regresion (R) y los valores de pendiente e intercepto. También muestra el error
estandar de la generaciéon del modelo (RMSE o error tipico) para las tres temperaturas
ensayadas, como aparecen la tabla 3-5.

Tabla 3-5: Parametros del modelo de Weibull para la hidrataciéon de la soya a diferentes

temperaturas
Temperatura a B R? RMSD
20 1,01 3,569 0,934 | 0,303
40 1,21 4,901 0,796 | 0,532
80 1,13 4,154 0,905 | 0,363

Se puede observar que el coeficiene de correlacién es superior a 0,9 para 20°C y 80°C,
pero para 40°C el ajuste es inferior. Por otra parte el valor de a no es afectado
apreciablemente por la temperatura, lo cual indicaria que la velocidad inicial de
hidratacion no es afectada por la temperatura; esto es contrario a lo encontrado por el
modelo de Peleg, en el cual se hallé6 un coeficiente de correlacion superior a 0,99.
Tampoco se encuentra concordancia con el modelo de Peleg en cuanto a los valores
hallados para B, pardmetro que segun (Saguy et al. 2005), representa el tiempo, en este
caso en horas, necesario para que la soya alcance el 63% de humedad. En este caso no
se presenta concordancia con los valores obtenidos experimentalmente. Estos
resultados son opuestos a los hallados por Cunningham et al (2007) para pasta
comestible; por Garcia-Pascual et al. (2005); por Garcia Pascual et al. (2006) en la
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rehidratacion de champifiones: por Corzo et al (2009) para osmodeshidrataciéon laminas
de sardina.

3.2.3 Migracion de solutos del grano hacia el agua de hidratacién

Considerando que la soya es una leguminosa con un contenido de almidén
practicamente nulo y teniendo en cuenta la informacion obtenida sobre su composicion
guimica, consignada en la tabla 3-1, se puede observar que los componentes que tienen
posibilidad de solubilizarse son la proteina y los carbohidratos solubles.

En los analisis efectuados se encontré que en todos los ensayos, durante la hidratacion
de 100 g de soya, los compuestos nitrogenados no se pudieron medir ya que los valores
hallados, a todas las temperaturas probadas, se encontraron por debajo de los niveles
de cuantificacion de la metodologia utilizada (0.5%); si se tiene en cuenta que la
hidratacion maxima del grano, en base seca, fue de 147%, en el agua remanente
(aproximadamente 153 g) como maximo se perdieron aproximadamente 0,8 g de
proteina, valor que no es apreciable respecto al contenido total de proteina en la soya.

Aunque en las consideraciones sobre la naturaleza quimica y la solubilidad de las
proteinas de la soya se afirma que la mayor parte de ellas son globulinas, solubles en
agua, el hecho de que no se encuentren de manera apreciable en el agua implica que
por una parte la cuticula impide la transferencia de estas macromoléculas y que por otra
las proteinas de la soya se encuentran en estructuras complejas ligadas a la fibra y a los
carbohidratos solubles que ejercen una funcién natural protectora sobre la proteina. Este
fendmeno peculiar de la soya (y del maiz)se puede explicar ya que ha sido comprobado y
se relaciona con la gran viabilidad que tiene esta leguminosa en el cultivo; cuando la
semilla aun estd en la planta ya alcanza su madurez, de manera natural tiende a
deshidratarse. Después, cuando la semilla cae al suelo, en la rehidrataciéon para germinar
se ha podido evidenciar que la soya no ha perdido viabilidad, que la proteina se conserva
por un buen tiempo y que los carbohidratos solubles e insolubles ejercen una accion
protectora sobre la proteina (Blackman et al., 1992).

En la figura 3-7 aparecen los valores medios de los resultados obtenidos para el
porcentaje de pérdida de sdélidos contra el tiempo a las diferentes temperaturas probadas.
Mediante el analisis de varianza puede comprobarse que tanto el tiempo como la
temperatura tienen un efecto en el comportamiento. Sin embargo este comportamiento
es diferente al encontrado en la hidratacion.

Para 20 C fue posible tomar datos durante mas de 8 horas, pero para 40°C, después de
tres horas, se comienza a notar una disminucion en los valores de contenido de soélidos
del liquido de hidratacion; esto coincide con lo reportado por (Pan vy
Tangratanavalee,2003) y es ocasionado por la fermentacion que sucede en este liquido a
temperatura de prueba, que es muy adecuada para el desarrollo de microorganismos
mesdfilos y termdfilos.

Algunos investigadores han realizado trabajos en los que adicionan compuesto fenélicos
como agentes antimicrobianos, que es de utilidad para obtener modelos matematicos,
pero que carece de aplicabilidad practica debido a la alta toxicidad de los estas
sustancias. Como alternativa también se han empleado sustancias antimicrobianas en el
agua de hidratacion, tales como diéxido de azufre en cereales (Calzetta- Resio et al.
2006) o bicarbonato de sodio en la soya (Nelson et al. 1976; IIT. Instituto de
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Investigaciones Tecnoldgicas. 1980; CENDES. Centro de Desarrollo Industrial del
Ecuador . Unidad de Evaluacion Tecnoldgica Servicio de Informacion Técnica 1982), que
en este caso de adecuacion de la soya para la obtencion final de una bebida fermentada,
no tiene aplicabilidad por su efecto inhibitorio sobre las bacterias lacticas.

Figura 3-7: Valores promedio del % de pérdida de sélidos en la soya contra el tiempo
de hidratacion, a las tres temperaturas probadas.
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Puede observarse ademas que la velocidad a la que ocurre la pérdida de sélidos a 20°C
es considerablemente mas baja que a 40°C y esta a su vez mucho mas baja que a 80°C.
El comportamiento en las horas finales so6lo es importante a 80°C, temperatura a la cual
se puede realizar una extraccion practicamente completa de los sdlidos solubles con
algun efecto sobre otros compuestos que inicialmente no tenian solubilidad, pero que
pueden pasar a formar suspensiones o emulsiones debido a que se afecta notablemente
la textura del grano con una tendencia a la desintegracion. (Z. Pan & Tangratanavalee
2003), evaluaron el remojo de la soya a 10, 20 y 30°C y encontraron que tomé solamente
30 minutos o menos la pérdida inicial del 1% de los sdlidos iniciales a todas las
temperaturas y que se requirieron 4 a 5 horas para perder otro 1% a 20 y a 10°C,
mientras que a 40°C perdi6 mucho mas. Al igual que en este estudio reportan una alta
velocidad a 40°C, pero solamente reportan una pérdida de 5,7% de los sélidos, valor que
difiere considerablemente de lo que se muestra en la figura 3-7, que es del orden del
40%. Posiblemente los mencionados autores no efectian el balance de materia y
solamente se refieren a la forma como se incrementa el valor del contenido de sélidos en
el agua de remojo.

Implicaciones de estos resultados

Si se consideran las posibles implicaciones de estos resultados en la factibilidad de
obtener una bebida adecuada para la fermentacion lactica, es importante resaltar que el
remojo de la semilla es indispensable para facilitar la extraccion de las proteinas, pero a
la vez es necesario retirar parcialmente los carbohidratos solubles, que en el caso de la
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soya son la rafinosa y estaquiosa; estos azUcares estan en un nivel alto y si quedan en la
bebida final originaran flatulencia, pero si se retiran completamente o en una alta
proporcion no seran suficientes como fuente de energia para las bacterias lacticas y por
lo tanto no se desarrollard un buen nimero de células ni el grado necesario de acidez por
parte de las bacterias lacticas. Como el propdsito de los trabajos revisados es estudiar
condiciones previas a la obtencién de la bebida (Lo et al. 1968; H. L. Wang et al. 1979),
pero no con el fin de fermentarla, las recomendaciones que se encuentran van en
contravia de lo que se pretende en este trabajo.

Al evaluar los resultados mediante un analisis de componentes principales (PCA), como
se representa en la figura 3-8, se nota la mayor varianza durante la primera hora de
hidratacion, un mayor efecto de la temperatura de hidratacion a partir de la segunda hora,
asi como un comportamiento a 20°C muy diferente que a las otras dos temperaturas.

Figura 3-8: Score ploty Loading plot de los componentes principales 1y 2 de los
resultados obtenidos durante las 4 primeras horas de remojo, para la perdida de sélidos
de la soya a las tres temperaturas de ensayo, obtenido por PCA
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Considerando que la varianza estd explicada en su mayor parte por el primer
componente principal, en la figura 3-9 aparece el tiempo contra este componente; se
aprecia el comportamiento cinético global de la migraciéon de solutos al liquido, con un
comportamiento

Figura 3-9: PClen funcién del tiempo de los resultados de la pérdida de soélidos de la
soya, durante la hidratacion a las tres temperaturas de ensayo, obtenido por PCA
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= Aplicaciéon del modelo de Peleg para describir la migracion de
solutos

En la evaluacion de la pérdida de sélidos de la semilla puede tomarse también el modelo
de Peleg, pero en sentido contrario a la hidratacion, es decir analizando el fendbmeno
ocurrido en la semilla como un despojamiento de estos componentes con el tiempo (t) y
tomando como base para expresar el porcentaje de esta pérdida ( M), la cantidad de
carbohidratos iniciales de la semilla (M,), ademas de tener en cuenta los cambios en las
masas tanto del grano cono en el liquido de remojo, debido a la hidratacion.

En la figura 3-10 se representan los resultados reales y los esperados al aplicar el
modelo de Peleg; se encuentran en todos los casos un alto grado de ajuste del modelo.

Figura 3-10: Aplicacion del modelo de Peleg para la migracion de carbohidratos al agua
de hidratacion durante el remojo de la soya a diferentes temperaturas
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En la tabla 3-6 aparecen los parametros del modelo y el coeficiente de correlacion para
cada temperatura. El valor de k;a 20°C es mayor que el que tiene a 40°C, mientras que
a 80°C el valor es intermedio entre los anteriores. EI comportamiento del inverso de esta
constante, entendido como la velocidad especifica inicial de pérdida de sdlidos, es
semejante a la de hidratacién; se observa que la velocidad inicial a 40°C es la mas alta 'y
gue a 80°C el valor es diferente al esperado, probablemente debido a que a esta
temperatura se producen cambios quimicos importantes tanto en la cuticula de la soya
como en las proteinas de los cotiledones, hechos que impiden la salida de los sélidos. A
40°C a la vez que se produce una fécil hidratacion de estos componentes de la semilla,
se favorece la migracion de los solutos hacia el agua de remojo.

Los valores de equilibrio encontrados para la pérdida de soélidos de la soya son bastante
diferentes entre si y solamente el hallado para 20°C tiene una relacién con el verdadero
valor del 100%. A 40°C se encuentra que solamente se puede extraer el 40% de los
sélidos, lo cual realmente se puede interpretar como la imposibilidad de hallar el
momento en que han migrado los soélidos completamente del grano, por la evidente
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fermentacion que sucede, hecho que ocasiona la obtencion de valores bajos en la
medicion del contenido de soélidos en el liquido de hidrataciéon, que no representan la
verdaderamente el fenébmeno ocurrido.

Tabla 3-6: Parametros del Modelo de Peleg aplicado a la migracion de soélidos de la
soya hacia el liquido de remojo a las tres temperaturas probadas

. Temperatura

Parametro
20°C 40°C 80°C

Mo: % solidos inicial 0 0 0
ki: Constante de velocidad
(h/%s6lidos perdidos) 0.0518 0.0075 0.0089
k, :Constante de capacidad
(L%s0lidos perdidos) 0.0098 0.0209 0.0067
W,:velocidad especifica inicial de
pérdida de sélidos (%sélidos/h) 19.30 133.33 112.36
(1/ k1)
Me: Pérdida de solidos de equilibrio (%
sélidos perdidos) 102 48 149
(1/k2)*+Mo
R’ 0.9666 0.9771 1

Para 80°C en cambio, se obtienen un valor de equilibrio de pérdida de sélidos superior al
100%, lo cual refleja la facilidad de salida del grano de componentes debido a su mayor
solubilizarian a mayor temperatura, pero también expresa una salida de componentes no
solubles. De acuerdo con lo investigado por (Bayram et al. 2004), realmente el efecto de
la temperatura sobre el grano es el ablandamiento, que conduce a una facil migracion de
solidos, no necesariamente contabilizados inicialmente como solubles en agua, hacia el
exterior de la semilla; ademas de los carbohidratos solubles, salen minerales,
polisacaridos presentes en la fibra y pigmentos, entre otros. Estos hechos han sido
observados en otras semillas por otros investigadores (Vijayakumari et al. 1998;
Vijayakumari et al. 2007). En la figura 3-11 se presenta el resultado obtenido para la
correlacion entre la temperatura absoluta y k1, segun la cual se ajusta completamente
una funcion polindmica. El modelo de Arrhenius no se aplica en este caso.

Figura 3-11: Dependencia de k; con la temperatura al aplicar el modelo de Peleg para
pérdida de sélidos durante la hidratacién de soya
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3.2.4 Actividad de la enzima ureasa durante la hidratacion de la
soya

Teniendo en cuenta que la actividad de la enzima ureasa se mide como una diferencia de
pH, en la figura 3-12 se muestran los resultados obtenidos durante las pruebas de
hidratacion a diferente temperatura. Al efectuar el analisis de varianza (a=0.05) para
comparar los promedios se encuentra que hay diferencia significativa entre las
temperaturas ensayadas, pero no entre los tiempos. Los valores més altos de actividad
uredsica se encuentran para la hidratacion a 40°C y los mas bajos para 80°C.

Figura 3-12: Valores promedio de la actividad de la enzima ureasa durante 8 horas de
hidratacién de la soya a las tres temperaturas probadas
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Por tratarse de una proteina este comportamiento es explicable, pues a 20°C y a 40°C
no ocurre una apreciable desnaturalizacién, mientras que a 80°C esta reaccion es
notoria. Considerando que la actividad de la enzima ureasa es un indicativo de la calidad
nutricional de la soya, se puede concluir que el grano tratado a 80°C es adecuado para
consumo, mientras que el que es remojado a 20 o a 40°C tiene una calidad nutricional
demasiado baja, no aprovechable para consumo animal o humano.

El comportamiento observado en la grafica concuerda con los hallazgos de algunos
investigadores en cuanto a la inactivacion irreversible de la ureasa para temperaturas
superiores a 75°C (V. llleova, Polakovic™, et al. 2003), se encuentra que la inactivacion a
80°C sucede a alta velocidad ya que predomina el efecto de la desnaturalizacién de la
proteina explicado por el cambio en su estructura terciaria que ocasiona una pérdida de
sus funciones por coagulacibn o agregacion de la proteina de la soya, de manera
irreversible (Dill et al. 1995)). Por el contrario a 20°C la enzima no sufre inactivacion
apreciable, lo cual indica que a esta condicién la proteina de la soya no tiene una calidad
nutricional adecuada y puede inferirse una alta actividad de los factores antinutricionales,
tales como el inhibidor de tripsina y las lectinas (Ruiz, Belalcazar, et al. 2004). El
comportamiento a 40°C es peculiar y muestra como la ureasa se activa
considerablemente; si se tienen en cuenta los estudios realizado por algunos
investigadores en cuanto al mecanismo de la reaccién de inactivacion (V. llleova,
Polakovic™, et al. 2003), es posible suponer que la soya cosechada inicialmente tenia una
alta actividad de ureasa, valor que se redujo al deshidratar la semilla, pero que se
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recuperé al humedecer el grano, de manera similar a la que sucede en la soya al
rehidratarse para germinar. Esto concuerda con el hecho de que la enzima se encontraba
en la etapa reversible de su inactivacion y que es muy notoria respecto a lo que sucede a
20°C.

Para explorar el origen de la varianza, en la figuras 3-13 se muestra el score plot y el
loading plot, obtenidos mediante un analisis de compontes principales (Principal
ComponentAnalysis-PCA).

Figura 3-13: Score plot y Loading plot de los componentes principales 1y 2 de los
resultados obtenidos durante 8 horas para la actividad de la enzima ureasa de la soya a
las tres temperaturas de hidratacion, obtenido por PCA
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Se puede verificar que con los dos primeros componentes principales explican el 93% de
la varianza. Los cambios en la actividad de la ureasa para los ensayos realizados a 20°C
y a 80°C son notables en las dos primeras horas, mientras que a 40°C los valores son
determinados a partir de la tercera hora.

Al representar las muestras contra el primer componente principal, que explica el 66,6%
de la varianza total de los datos, en la figura 3-14 se encuentra que la mayor varianza
aparece en la primera hora de hidratacion.

Figura 3-14: PClen funcién del tiempo de los resultados de la actividad de la enzima
ureasa, durante la hidratacién a las tres temperaturas de ensayo, obtenido por PCA
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En las horas siguientes esta tendencia es menor, hasta alcanzar la sexta hora que
coincide con el valor maximo de actividad ureasica. Después comienza a disminuir, pero
no por el efecto de la temperatura, sino por otros factores que entran a jugar un papel
importante como es el inicio de una actividad fermentativa en el medio.

= Aplicacion del modelo de Weibull al comportamiento de la actividad de la
ureasa durante la hidratacién de la soya

Como se puede observar en la tabla 3-7, este modelo solo es aplicable para 20°C y
80°C. EIl comportamiento a 40°C no puede ser explicado debido a la complejidad de los
fendmenos ocurridos, no solamente debido a la activacibn de esta enzima a esta
temperatura, como por la accién fermentativa que sucede espontdneamente a estas
condiciones de hidratacion de la semilla.

Tabla 3-7: Pardmetros del Modelo de Weibull aplicado al comportamiento de la actividad
de la enzima ureasa durante la hidratacion de la soya

Temperatura a B, horas R? Error tipico
20 °C 2,26 -18,26 0,967 0,215
40 °C 2,39 -3,62 0,014 1,172
80 °C* 0,00 -0,44 0,959 0,216

*Este modelo fue creado con datos de las 3 primeras horas
Implicaciones de estos resultados

Con base en los resultados encontrados se puede afirmar que desde el punto de vista
nutricional, la calidad de la soya cuando es hidratada a 20°C y a 40°C no es adecuada,
pues los valores de la actividad de ureasa son demasiado altos; adicionalmente se
verificd que para 40°C la actividad ureasica es mayor que en el grano original, lo cual
indica que la enzima se encuentra a una temperatura muy favorable e indicadora de
activacion de otras enzimas o componentes con actividad biol6gica en la soya. Por el
contrario, al hidratar a 80°C se inactiva la enzima en la primera hora por el efecto térmico
gue ocasiona desnaturalizacion, no solo de esta sino de otras proteinas; esto indica que
nutricionalmente la soya hidratada a 80°C tiene una calidad nutricional mejor que a las
otras dos temperaturas. Los valores hallados para la actividad de esta enzima coincide
con lo reportado por diferentes autores en semilla y torta de soya. Los modelos
corrientemente aplicados en la hidratacion de semilla son aplicables para esta variable.

3.2.5 Solubilidad de la proteina durante la hidratacion de la soya

En la figura 3-15 se encuentran los resultados obtenidos para la solubilidad de la proteina
de la soya en KOH en los ensayos de hidratacion. Puede observarse en la gréfica y
comprobarse mediante el analisis de varianza que no existe diferencia significativa ni
entre tiempos ni entre temperaturas para los valores obtenidos a 20°C y a 40°C, lo cual
indica que no existe un cambio apreciable en la estructura de las proteinas respecto a la
soya cruda mientras se realiza la hidrataciéon a estas condiciones.



Capitulo 3. Resultados y Discusion 107

Figura 3-15: % de Solubilidad de la proteina en KOH en la soya durante la hidratacion de
la semilla a las tres temperaturas ensayadas
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Por el contrario a 80°C sucede un significativo descenso en la solubilidad de la proteina;
esto es explicable por la desnaturalizacion que sufren las proteinas a causa del calor. En
las primeras horas el valor desciende por debajo del minimo recomendado para el
consumo, que es del orden del 70%. Si se tiene en cuenta que en las etapas siguientes
para obtener la bebida, se debe aplicar calor adicional, puede considerarse que a 80°C,
aungque se degradan las sustancias antinutricionales, el valor nutricional no seria
adecuado para preparar la bebida de soya, ya que indispensablemente se debe realizar
la extraccibn con agua. En la figura 3-16 se muestra la correlacién polinbmica
encontrada entre el tiempo y la solubilidad de la proteina de la soya a esta temperatura,
gue puede ser de utilidad para otras aplicaciones.

Figura 3-16: Correlacion polindmica entre el tiempo y la solubilidad de la soya durante la
hidratacion a 80°C
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Aplicando PCA para evaluar la varianza, se observa en la figura 3-17, que con los dos
primeros componentes se cubre mas del 99% de la varianza total. Para 80°C los valores
van definidos en las primeras horas mientras que para 20°C y 40°C los valores de

solubilidad se definen a partir de la segunda hora.

Figura 3-17: Score plot y Loading plot de los componentes principales 1y 2 de los
resultados obtenidos para la solubilidad de la proteina durante la hidratacion de la soya a
las tres temperaturas de ensayo, obtenido por PCA
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Para estos resultados la varianza esté explicada en un 83,6% por el primer componente
principal y se ha graficado en la figura 3-18 para las muestras; se encuentra que el perfil
de los datos corresponden al comportamiento cinético.

Figura 3-18: PC1len funcion del tiempo de los resultados de la solubilidad de la proteina
de la soya, durante la hidratacion a las tres temperaturas de ensayo, obtenido por PCA
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» Aplicacién del modelo de Peleg para describir la solubilidad de la proteina
durante la hidratacion de la soya

Aunque los cambios de solubilidad de la proteina de la soya no corresponden
propiamente a un fendmeno de migracién de componentes, puede entenderse como la
pérdida de un componente y al aplicar el modelo de Peleg se encuentra un buen grado
de ajuste, como puede verse en la figura 3-19. El empleo de este modelo se cefiiria a
soya cruda de uso en alimentacion humana, a la cual corresponde un valor inicial de
solubilidad de proteina bastante alto, igual o mayor al 85%, que no tiene tanta variacion
en la préctica, lo cual hace que el modelo tenga mayor aplicabilidad.

Figura 3-19: Aplicacion del modelo de Peleg para la solubilidad de la proteina de la soya
a diferentes temperaturas
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En la tabla 3-8 se encuentran resumidos los parametros del modelo. Para 20°C se
encuentra un valor alto de k;, que puede entenderse como la baja velocidad inicial de
cambio de la solubilidad de la proteina a esta temperatura. Para 40°C y 80°C se
encuentran valores muy bajos de ki, lo cual puede interpretarse como una alta velocidad
inicial en el cambio de la solubilidad, que es mucho mas marcada a 80°C.

El valor de la constante k, tiene relacion con el valor de solubilidad de equilibrio (M), que
como puede verse, para 20°C alcanza un valor alto, que se acerca al 100% y que puede
interpretarse como la solubilidad que tiene la semilla de soya cuando es cosechada, que
sufrié una disminucién debido a la operacién de deshidratacion a la que fue sometida.

A 40°C el valor de k, es més alto que a 20°C; esto indica que la solubilidad de equilibrio
es menor y tiende a igualarse a la inicial que tiene el grano. Para 80°C el comportamiento
es totalmente contrario; el valor de k, es negativo y muestra cémo al avanzar el tiempo
se reduce la solubilidad hasta alcanzar un valor muy bajo debido al excesivo
calentamiento y demasiada desnaturalizacion que sufre la proteina.
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Tabla 3-8: Parametros del modelo de Peleg aplicado a la solubilidad de la proteina de la
soya durante el remojo a las tres temperaturas probadas

Temperatura

Parametro

20°C 40°C 80°C
Mo: % solubilidad de proteina inicial 83,5 83,5 83,5
k,: Constante de velocidad
(h/%solubilidad) 0,2616 -0,141 -0,0779
k, . Constante de capacidad )
(1/% solubilidad) 0.1028 0.3024 0.0206
W,: Velocidad especifica inicial de
solubilidad (%solubilidad/h) 3.82 7.09 12.84
(1/ kq)
Me: %Solubilidad de proteina de
equilibrio (% solubilidad) 93.23 86.51 84.53
(1/k2)+Mo
R? 0.8574 0.9657 0.9749

En la figura 3-20 se encuentran los valores reales de k1 y los que se pueden predecir
mediante un ajuste polindmico. Se encuentra un alto coeficiente de correlacion entre
estas dos variables y en su interpretacion puede notarse que a bajas temperaturas la
velocidad inicial con la que se pierde solubilidad es baja, pero al aumentar la temperatura
se nota la el aumento que hay en la pérdida de solubilidad debido a su desnaturalizacion.

Figura 3-20: Relacion entre k; y la temperatura al aplicar el modelo de Peleg para la
solubilidad de la proteina de la soya durante el remojo
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» Aplicacién del modelo de Weibull para describir la solubilidad de la proteina
durante la hidratacion de la soya

Como puede observarse en la tabla 3-9, el modelo de Weibull solamente es aplicable
para describir el comportamiento de la solubilidad de la proteina durante la hidratacion a
20°C y a 80°C. Para 40°C pude afirmarse que el modelo no explica los fenébmenos
complejos ocurridos a esta temperatura.

Tabla 3-9: Parametros del Modelo de Weibull para los valores de solubilidad de proteina
durante la hidratacion de la soya a diferentes temperaturas

Temperatura a B, horas R* Error tipico
20 °C 90,81 39,65 0,891 0,389
40 °C 86,48 -74,08 0,082 1,131
80 °C 55,02 -8,38 0,981 0,163

3.2.6 Actividad del inhibidor de tripsina durante la hidratacion de
la soya

A diferencia de las enzimas (proteinas con actividad bioquimica, cuantitativamente no
son apreciables), el inhibidor de tripsina constituye mas del 10% de la proteina de la soya
y a la vez presenta una alta actividad antinutricional cuando el grano esta crudo. En la
figura 3-21 se encuentran los resultados obtenidos para la actividad del inhibidor de
tripsina en la soya durante el remojo a las tres temperaturas probadas.

Figura 3-21: Actividad del inhibidor de tripsina en la soya remojada (mg tripsina
inhibida/g soya seca) a las tres temperaturas ensayadas
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Al efectuar un analisis de varianza (0=0,05) se comprueba que existe diferencia
significativa entre temperaturas, pero que no existe diferencia significativa entre el
tiempo. Puede observarse que a las temperaturas de 20°C y 40°C, los valores de la
actividad del inhibidor de tripsina se mantienen altos, mientras que al remojar la soya a
80°C la actividad del inhibidor se reduce drasticamente con el tiempo. Es notorio el
hecho de que a 40°C los valores son més altos que a 20°C, lo cual podria explicarse por
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la activacion que sufre este factor al ser hidratado, posiblemente a la temperatura éptima
de accién que se acerca a la temperatura corporal y en presencia de alta humedad, como
se ha podido comprobar en animales monogastricos, cuyo sistema digestivo presenta
similitudes con el humano (Cheftel et al. 1989; K. Liu 2004).

En la figura 3-22 aparece el PCA realizado, en el que se muestra que para 20°C y 80°C
las mayores variaciones se presentan en las dos primeras horas, mientras que para 40°C
la actividad del inhibidor de tripsina presenta mayor varianza de la segunda hora en
adelante.

Figura 3-22: Score plot y Loading plot de los componentes principales 1y 2 de los
resultados obtenidos durante 8 horas para la actividad del inhibidor de tripsina de la
soya a las tres temperaturas de hidratacion, obtenido por PCA
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Al graficar el primer componente principal contra las muestras, como aparecen el figura
3-23, se observa el comportamiento cinético global de la actividad del inhibidor de tripsina
y se puede reconocer la maxima actividad que tiende a tener el inhibidor al acercarse a
los 40°C.

Figura 3-23: PClen funcion del tiempo de los resultados de la actividad del inhibidor de
tripsina en la soya, durante la hidratacion a las tres temperaturas de ensayo, obtenido

por PCA oading oot
score plot oading plof
1 T T T T T T T T T T 1k r i
ons  CH6 oH7
o[- oHa oH8  on
OH3
0 OH2 0.5~ bt
740
8 05 OHL ES
3 S
3 ab s
1 "
> > 0
L ops- o
- —
g 2F Q
25k ] 0.5 o |
4 T80
oHO
350 c c c c c c c ¢ ¢ e . . . 7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1 2 3
samples

variables



Capitulo 3. Resultados y Discusion 113

Con base en estos resultados, se puede verificar que cuando la soya es remojada a 20°C
0 a 40°C, la alta actividad que presenta el inhibidor de tripsina no permitiria el consumo
directo de este grano, mientras que si se hidrata a 80°C, a partir de la segunda hora el
grano ya esti adecuado para el consumo.

= Aplicaciéon del modelo de Weibull para la actividad del inhibidor de tripsina

Como puede observarse en la tabla 3-10, se encuentran valores altos para el coeficiente
de correlacién a 20°C y a 80°C, mientras que para 40°C el modelo no es aplicable. Este
resultado concuerda con lo ya descrito en cuanto el comportamiento de las variables a
esta temperatura, a la cual no sélo sucede una activacion del inhibidor, sino que el
fendmeno se complica al inducirse procesos fermentativos no controlados que influyen
en los resultados obtenidos.

Tabla 3-10: Pardmetros del modelo de Weibull aplicado al comportamiento de la
actividad del inhibidor de tripsina durante la hidratacion de la soya a diferentes

temperaturas
Temperatura a B, horas R? Error tipico
20°C 30,89 -19,16 0,927 0,318
40°C 32,26 -3,62 0,014 1,172
80°C * 0,00 -0,44 0,959 0,216

*Este modelo fue creado con datos de las 3 primeras horas

» Prediccion de la actividad del inhibidor de tripsina durante la hidratacion de la
soya mediante regresion multivariada

Mediante regresion multivariada, a través de Minimos Cuadrados Ordinarios (OLS),
tomando como variable independiente (Y), la matriz de datos de Actividad del Inhibidor
de tripsina (TIA) y como variables independientes los valores de Humedad (Hd),
Solubilidad de Proteina (Sp) y la Actividad de la Enzima Ureasa (U), se obtuvo la
siguiente ecuacion de regresion lineal, con los paradmetros de ajuste que se muestran:

T|A=b0+b1*Hd+b2*Sp+b3*U

TIA = 4,026 + 0,873 * Hd — 0,010 * Sp + 15,072 * U

Parametro Resultado
R® 0,994
RMSEC 1,179
R°cv 0,991
RMSEC.y 1,531
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Segun los pardmetros y como se muestra en la figura 3-24, puede destacarse que la
regresion tiene alto poder descriptivo y alto poder predictivo. Ademas en la figura 3-25
puede apreciarse la influencia o el peso de las variables en la regresion; la actividad de la
enzima ureasa es la variable que influye més directamente en el valor de la actividad del
inhibidor.

Figura 3-24: Valores experimentales y valores calculados mediante OLS de la actividad
del Inhibidor de Tripsina durante la hidratacion de la soya, a partir de los valores de la
humedad, la solubilidad de la proteina y la actividad de la enzima ureasa
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Figura 3-25: Coeficientes estandarizados de las variables independientes en la regresion
multiple para la actividad del inhibidor de tripsina durante la hidratacion de la soya
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Puede notarse que la correlacion es principalmente determinada apreciablemente y en
sentido positivo por la actividad de la enzima ureasa; en menor proporcion y en sentido
negativo por la solubilidad de la proteina y en baja proporcion pro el contenido de
humedad. La correlacién obtenida tiene bastante importancia desde el punto de vista
practico ya que permite predecir, a partir de variables que se pueden medir facilmente,
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una cuarta variable importante, cuya cuantificacion es engorrosa y requiere una
validacion previa cuidadosa para obtener resultados confiables.

3.2.7 Analisis sensorial y pH

Al procesar los datos de juicios obtenidos con el panel sensorial (ver Anexo 1), se
encuentra que hay diferencia significativa entre el aroma de la soya remojada segun la
temperatura a la cual se haya realizado esta operacion; la mayor intensidad de olor
“afrijolado“aparece a 40°C y la menor a 20°C. En la figura 3-26 corresponde al box plot
de los resultados obtenidos.

Figura 3-26: Box plot y comparacién grafica de rangos, resultantes al procesar los datos
de andlisis sensorial para el desarrollo de aroma afrijolado a cada una de las
temperaturas de hidratacion (1:20°C: 2:40°C;3:80°C)

Click on the group you want to test
T T

10 (- 1

| vla ]
o

: : : :
1 2 3 0 5 10 15 20 25
2 groups have mean ranks significantly different from Group 1

Cuando la soya se hidrata a 40°C se favorece la activacion de las enzimas, en especial
de la enzima lipoxigenasa, que es la causante del aroma afrijolado; ademas esta
temperatura ayuda al desarrollo de procesos de deterioro fermentativo en el agua de
hidratacion y en el grano, que ocasionan aroma desagradable. Estos resultados
concuerdan con los otros hallazgos relacionados con la actividad el inhibidor de tripsina y
la enzima ureasa. Considerando que en la produccion de alimentos es muy grave el
desarrollo de caracteristicas sensoriales indeseables durante el proceso ya que es muy
dificil remediarlas o0 corregirlas, se puede concluir que una temperatura de 40°C o
cercana a ella no es conveniente.

En la figura 3-27 se encuentran los resultados del pH medido durante la hidratacion de la
soya. Se puede observar que tanto a 20 como a 80°C se produce acidificacion debida a
gue algunos componentes de la soya se disuelven en el agua.

Al efectuar un analisis de varianza se encuentra que no hay diferencia significativa en los
valores de pH para estas dos temperaturas, pero si difieren significativamente de lo que
sucede a 40°C, condicion a la cual el pH en las tres primeras horas desciende hasta un
valor cercano a 6,2; después se mantiene en este valor durante aproximadamente otras
3 horas y posteriormente vuelve a descender apreciablemente
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Figura 3-27: Resultados obtenidos para el pH durante la hidratacion de la soya a las tres
temperaturas probadas.
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Complementando estos resultados con los de aroma, puede afirmarse que ademas de la
disolucion de componentes acidos, a 40°C se produce una fermentacion apreciable de
los carbohidratos disueltos, que da lugar a una acidificacion. Desde el punto de vista
sensorial, un cambio de pH de practicamente una unidad, ocasiona cambios indeseables
en el sabor tanto por los productos que se generan como por los componentes que se
degradan. Ademas, muy probablemente esta acidez inhibira la fermentacion lactica que
se pretende posteriormente inducir en la bebida.

3.2.8 Seleccidén del tiempo y la temperatura de remojo de la soya

Para la elaboracién de la bebida de soya se necesita cumplir varios requisitos, dentro de
los que se destacan como criticos: tener un buen grado de hidratacion, buena solubilidad
de la proteina, buen aroma. Adicionalmente, es necesario que el grano no haya perdido
excesivamente los carbohidratos solubles, pues se requieren como sustrato para la
fermentacion lactica que tendra posteriormente la bebida.

A las diferentes temperaturas ensayadas y por el andlisis de la informacién resultante, se
pudo comprobar que la hidratacion de grano, es posible en el intervalo de las
temperaturas probadas y cambia solamente en cuanto a su velocidad, razén por la cual
se podria utilizar cualquiera de las temperaturas para hidratar el grano.

Considerando que en las etapas siguientes no se pueden resolver problemas criticos
tales como un aroma desagradable o una falta de solubilidad de la proteina, se descarta
el remojo a 40°C (alta solubilidad de proteina, pero alto desarrollo de aromas
desagradables) y a 80°C (baja solubilidad de proteina). Adicionalmente, para 40°C la
migracion de sélidos de la semilla al agua es muy alta (ver figura 3-7) y el grado de
deterioro de los mismos a causa de la fermentacidon es considerable. Para 20°C, en el
grano hidratado la solubilidad de la proteina es alta, el aroma afrijolado es bajo; aunque
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las actividades de la enzima ureasa y del inhibidor de tripsina son altas, en esta primera
fase no se consideran como aspectos criticos ya que en las etapas posteriores es
indispensable efectuar tratamientos térmicos, podran reducir estos valores. En la tabla
3-11 se presentan de manera cualitativa estos resultados respecto al ideal.

Tabla 3-11: Resumen de los resultados obtenidos en las pruebas de hidratacién de la
soya respecto al ideal para obtener la bebida fermentada

Grado de Solubilidad Actividad Actividad Solidos Aroma
Condicién | hidratacién . Enzima Inhibidor ) .
de Proteina S Perdidos | Afrijolado
Ureasa de tripsina
20°C bueno alta alta alta medio bajo
40°C bueno alta alta alta alto alto
80°C bueno baja baja baja alto medio
Ideal bueno alta baja bajo medio bajo

Por las consideraciones anteriores, se concluye que 20°C es la temperatura mas
adecuada para realizar la hidratacion de la soya; considerando que para la molienda
otros autores han recomendado un grado de hidratacion minimo del orden de 120% (Z.
Pan & Tangratanavalee 2003), se observa en la tabla 3-12 que a las 5 horas de
hidratacion se alcanza este valor.

Con el fin de explorar la naturaleza y la proporcidon de carbohidratos de la soya que han
migrado al agua de remojo y verificar si en el grano permanecen suficientes
carbohidratos que permitan la fermentaciébn posterior de la bebida, se evalud
experimentalmente el contenido de monosacaridos y oligosacaridos presentes en el
liquido de hidratacién; los resultados se muestran en la tabla 3-13.

Tabla 3-12: Resultados obtenidos para la soya y el liquido de remojo durante la
hidratacién de la soya a 20°C, considerando 100 g de semilla inicial

Masa (g)
0, Al
Tiempo(h) gr':\a/lnaS?g) Ii'\c;lL?iSdao /((;(I: :Jams?)(i;d Oe/(;]S”(Z I:ﬁg; peﬁﬁggg/sloo (ﬁ’esrg::jdooss
(9) (b.s.) g soya

inicial (g)
0 100,0 300,0 10,01 0 0 0
1 148,2 251,8 63,04 1,32 3,32 3,66
2 166,9 233,1 83,61 2,91 6,78 7,46
3 181,6 218,4 99,74 4,26 9,31 10,24
4 193,7 206,3 113,13 5,40 11,14 12,25
5 201,6 198,4 121,82 6,24 12,38 13,62
6 207,7 192,3 128,46 6,78 13,04 14,35
7 209,9 190,1 130,91 7,22 13,73 15,10
8 211,4 188,6 132,56 7,50 14,15 15,56
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Tabla 3-13: Resultados obtenidos para el contenido de azucares fermentables (mg/kg)
disueltos en el liquido de hidratacion durante el remojo de la soya a 20°C

Tiempo(h) | Glucosa | Fructosa | Galactosa | Sacarosa | Rafinosa | Estaquiosa
0 0 0 0 0 0 0
1 99 111 126 456 242 1543
2 227 274 283 1042 669 3798
3 472 504 477 1123 1697 5518
4 694 752 771 1150 2000 6733
5 2171 2161 1358 1808 2717 6095
6 1979 2114 1812 1776 2942 7223
7 1426 2378 2626 1931 3042 7484
8 1513 2470 3010 2275 2994 7555
9 1329 2505 3382 2265 3069 7441

Con base en estos valores y con la composicion de la soya inicial (tabla 3-1), al efectuar
un balance de masa es posible establecer el contenido de estos carbohidratos,
remanentes en la soya, como se presentan en la tabla 3-14.

Tabla 3-14: Masa total de azUcares fermentables perdidos en el liquido y remanentes
en el grano (mg) durante el remojo a 20°C, expresados por 100 g de soya inicial

Total

Tiempo Glucosa | Fructosa | Galactosa | Sacarosa | Rafinosa | Estaquiosa az-ll;cétaarles azucares

(h) en liquido remanentes
en soya
0 0 0 0 0 0 0 0 15050
1 25 28 32 115 61 389 649 14401
2 53 64 66 243 156 885 1466 13584
3 103 110 104 245 370 1203 2134 12916
4 143 155 159 237 412 1387 2493 12557
5 430 428 269 358 538 1207 3229 11821
6 380 406 348 341 565 1387 3426 11624
7 271 452 499 367 578 1422 3589 11461
8 286 467 569 430 566 1428 3745 11305
9 249 468 632 424 574 1391 3738 11312

Como se puede observar, aunque en la soya seca inicial no se encuentran
monosacaridos, en el agua de hidratacion si aparecen. Este resultado concuerda con los
de algunos investigadores en pruebas de germinacion y de remojo de soya y otras
leguminosas, que reportan el desarrollo de la enzima a-glucosidasa cuando la semilla se
humedece, la cual hidroliza los oligosacéridos presentes, de manera que aparecen
glucosa, fructosa y galactosa (H. C. Silva et al. 1990; Matsuura et al. 1989); en el caso de
la germinacion, estos monosacaridos constituyen la fuente directa de energia para el
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desarrollo de una nueva planta, mientras que en el remojo, ocasionan fermentacion.
Puede observarse en la tabla 3-14 que los carbohidratos se van acumulando en el agua,
pero a partir de la quinta hora, la glucosa comienza a disminuir, lo cual puede indicar
inicio de fermentaciones apreciables. En la figura 3-28 se presenta de manera
esquematica el comportamiento de los azlcares presentes en el agua de hidratacion a
20°C.

Figura 3-28: Migracion de los azucares fermentables de la soya al agua de hidratacion a

20°C
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Teniendo en cuenta que la bebida a fermentar debe contener carbohidratos suficientes
para el desarrollo de las bacterias lacticas, el valor hallado para la hora 5 (11,82%)
corresponde al 80% de los carbohidratos solubles iniciales y puede considerarse
adecuado para generar la acidez en la fermentacion.

En la tabla 3-15 se encuentra la proporcion de sélidos y de azlucares fermentables
perdidos durante la hidratacion de la soya a 20°C.

Tabla 3-15: Proporcion de sélidos y de azlcares perdidos durante la hidratacién de la
soya a 20°C, para 100g de soya inicial

Tiempo(h) Solidos perdidos | AzUcares perdidos | % Solidos Qe la %Agucares en los
(9) (9) soya perdidos solidos perdidos

0 0 0 0 0

1 3,32 0,649 3,66 19,54
2 6,78 1,466 7,46 21,62
3 9,31 2,134 10,24 22,92
4 11,14 2,493 12,25 22,38
5 12,38 3,229 13,62 26,08
6 13,04 3,426 14,35 26,27
7 13,73 3,589 15,10 26,14
8 14,15 3,745 15,56 26,47
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Estos valores indican que de los sélidos perdidos, aproximadamente una cuarta parte
corresponden a azUcares, por lo que se puede concluir que adicionalmente migran otros
componentes, como pueden ser minerales y componentes de la fibra soluble
principalmente.

3.3 Escaldado de la semilla hidratada

La etapa de escaldado de la soya hidratada se considera necesaria como tratamiento
previo a la molienda ya que es indispensable inactivar la enzima lipoxigenasa, catalizador
de las reacciones de oxidacién de los lipidos; al someter las semillas a dafio mecéanico y
contacto con oxigeno, se ocasiona deterioro de las caracteristicas sensoriales debido a
los productos de estas estas reacciones. Facilmente es posible valorar el deterioro
sensorialmente, pero no fue posible encontrar un indicador quimico del deterioro
ocasionado. El escaldado también afecta el contenido de soélidos y las caracteristicas de
la soya relacionadas con la calidad de la proteina.

3.3.1 Pérdida de solidos durante el escaldado de la soya

Dentro de los solidos de la soya se encuentran oligosacaridos que actiian como sustratos
de la fermentacioén y por lo tanto es importante valorar su pérdida por solubilizacién en el
agua durante el escaldado. En el Anexo J se encuentran los datos y muestra de calculos
de los valores que se presentan en la figuras y en las tablas, correspondientes a esta
operacion. En la figura 3-29 se presentan los valores promedio obtenidos para la pérdida
de sdlidos en la soya al ser sometida a escaldado por inmersién en agua a 80°C. Como
puede observarse, en el primer minuto se obtiene la mayor velocidad y ésta va
decreciendo a medida que avanza el tiempo.

Figura 3-29: Pérdida de solidos de la soya durante el escaldado por inmersion en agua
a 80°C
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En la figura 3-30 se muestra el alto grado de ajuste que tiene este comportamiento al
modelo de Peleg; la constante de velocidad (k;) toma un valor igual 0,0515 (min/%
solidos base seca), cuyo inverso o velocidad inicial tiene un valor igual a 19,4 (%
sélidos/min), valor bastante alto que indica la gran solubilizacion que tienen los sélidos de
la soya a esta temperatura. Por otra parte k, toma un valor igual a 0,2698 (1/%sdlidos) el
valor reciproco Me= 3,71(% sdlidos), valor que indica la pérdida de sélidos de equilibrio a
estas condiciones.

Figura 3-30: Aplicacion del Modelo de Peleg a la pérdida de sélidos de la soya durante el
escaldado en agua a 80°C
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En la tabla 3-16 aparecen los resultados obtenidos para las concentraciones de azUcares
en liquido de escaldado, expresadas en ppm, para diferentes tiempos del tratamiento.
Con base en estos valores, en la tabla 3-17 se encuentran las masas calculadas de
azlcares perdidos y los remanentes en el grano, considerando una masa inicial de soya
de 100 g, a diferentes tiempos de escaldado. Puede observarse que aparecen
monosacaridos y sacarosa en niveles semejantes; mientras que la rafinosa y la
estaquiosa lo hacen en mayor proporcion (doble o triple respecto a los anteriores).

Tabla 3-16: Resultados obtenidos para el contenido de azlcares (mg/kg) disueltos en el
agua de escaldado a 80°C

Tiempo(min) | Glucosa | Fructosa | Galactosa | Sacarosa | Rafinosa | Estaquiosa
0 0 0 0 0 0 0
228 292 279 181 500 587

265 349 326 218 564 658

1
2
3 300 382 358 294 594 693
4

313 423 378 316 646 739
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Tabla 3-17: Masa de azUcares presentes en el liquido y remanentes en el grano (mg)
durante el escaldado en agua a 80°C, por 100 g de soya inicial

Total Total
Tiempo | Glucosa | Fructosa | Galactosa | Sacarosa | Rafinosa | Estaquiosa azué:r?res azucares
(min) liquido en soya
0 0 0 0 0 0 0 0 11820
1 68 87 83 54 149 175 616 11204
2 78 103 96 65 167 195 704 11116
3 88 112 105 86 174 203 768 11052
4 91 123 110 92 188 215 819 11001

En la figura 3-31 se encuentra representado el comportamiento en el tiempo de la
migracion de los azucares fermentables al agua de escaldado durante esta operacién a
80°C. La estaquiosa y la rafinosa son los carbohidratos que se pierden en mayor
proporcioén, pero se observa también salida de monosacaridos. La sacarosa aparece en
baja proporcion, pero se debe tener en cuenta que muy probablemente es hidrolizada y
sale como glucosa y fructosa.

En la tabla 3-18 se encuentran los resultados obtenidos para la pérdida de sélidos en el
agua de escaldado y los azUcares totales contenidos en los mismos. Se observa que el
contenido de azucares perdidos constituye aproximadamente el 25% de los sdlidos
perdidos, de manera semejante a los que ocurre en la etapa de hidratacion. Este
comportamiento es semejante al reportado por Saldivar et al., 2010 para escaldado de
semillas verdes de soya.

Figura 3-31: Comportamiento de la migracién de azlcares fermentables al agua durante
el escaldado de la soya a 80°C

Migracion de azicares fermenteables al liquido de escaldado

Estaquiosa(mg)

Rafinosa(mg)
B 4 minutos
Sacarosa(mg) 2 minutos
Galactosa(mg) B 2 minutos
B 1 minuto

Fructosa(mg)

Glucosa(mg)

0 50 100 150 200 250
masa de azlicares (mg)




Capitulo 3. Resultados y Discusion 123

Tabla 3-18: Proporcion de sélidos y de azlcares perdidos durante el escaldado de la
soya a 80°C, para 100g de soya inicial

Solidos Azlcares % Solidos de % Azl
. ) ; b AzUcares en los
Tiempo(h) perdidos perdidos la soya A .
) solidos perdidos
(mg) (mQ) perdidos

0 0 0 0 0

1 2306 616 2,54 26,71
2 3028 704 3,33 23,26
3 3176 768 3,49 24,18
4 3221 819 3,54 25,43

3.3.2 Solubilidad de la proteina durante el escaldado

La aplicaciébn del escaldado, aunque busca desactivar la enzima lipoxigenasa,
simultdneamente tiene efectos sobre la solubilidad de la proteina. Si se considera que en
el proceso de obtencidon de la bebida se requiere extraer la proteina mediante lixiviacion
con agua, es necesario verificar que esta caracteristica no se afecte demasiado, pues
reduciria el rendimiento de la extraccion. En la figura 3-32 se presentan los resultados
obtenidos para la solubilidad de la proteina de la soya durante el escaldado.

Figura 3-32: Comportamiento de la solubilidad de la proteina de la soya durante el
escaldado en agua a 80°C
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Como puede apreciarse, esta caracteristica se ve afectada considerablemente en los
primeros minutos, sin embargo los valores se mantienen dentro de los valores aceptados,
considerando que en el caso de la soya es necesario aplicar tratamientos térmicos que
aunque reducen un poco la solubilidad de la proteina, mejoran su calidad biol6gica en
especies monogastricas ((W. Dudley-Cash n.d.). Los valores alcanzados se pueden
considerar adecuados y presentan un comportamiento diferente al reportado en estudios
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realizados en torta de soya seca tratada a altas temperaturas en aire caliente o con vapor
(Araba, M. Dale 1990; Parsons et al. 1991; Ruiz, Belalcazar, et al. 2004). Esto se puede
explicar por el alto contenido de humedad que contiene la soya hidratada, lo cual facilita
la transferencia de calor en el grano y por lo tanto el efecto sobre las especies quimicas
sensibles al calor; a los 4 minutos del tratamiento, la solubilidad de la proteina de la soya
se ha reducido apreciablemente, a un valor igual a 84%. Como se observa, el
comportamiento en el tiempo de la solubilidad de la proteina de la soya durante el
escaldado se ajusta muy bien a una funcién polinémica.

Cabe anotar, que aunque no se verificO experimentalmente mediante andlisis
microbioldgicos, el escaldado también tiene un efecto higienizante ya que a temperaturas
superiores a 60°C los microorganismos son degradados apreciablemente y coincide con
observaciones encontradas por otros autores en escaldado de semillas de soya ( a.
Gowen, Abu-Ghannam, et al. 2007).

Se presenta, como aparece en la figura 3-33 un ajuste aceptable al modelo linealizado de
Peleg, a pesar de que la pérdida de solubilidad de la proteina se debe
fundamentalmente a la reacciébn de desnaturalizacion por efecto del calor y no a
fendmenos de migracion de la misma. En este caso k;=-0,0776, cuyo inverso o velocidad
inicial es igual a 12,89 %/min, indica la alta pérdida inicial de solubilidad que tiene la
proteina; el valor k,= -0.1207 es diferente al hallado en la etapa de remojo, pero al hallar
la solubilidad de la proteina de equilibrio, dada por M= M+1/k,= 83,31%, coincide con el
hallado en el remojo, valor que indica la solubilidad que alcanza la proteina de la proteina
de la soya en estas condiciones.

Figura 3-33: Aplicacion del modelo de Peleg para la pérdida de solubilidad de la proteina
de la soya durante el escaldado en agua a 80°C
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3.3.3 Inhibidor de tripsina durante el escaldado

Simultdneamente con la pérdida de solubilidad de la proteina de la soya, disminuye la
actividad del inhibidor de tripsina durante el escaldado, como se observa en la figura 3-
34. El caracter proteico de este inhibidor explica sus susceptibilidad al calor, pero al
encontrase la soya hidratada la disminucion de su actividad sucede a mayor velocidad
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gue en la etapa de hidratacion inicial, cuando el grano se encuentra seco. Puede
observarse que en pocos minutos la actividad del inhibidor se reduce a valores del orden
de 20 mg de tripsina inhibida/g de soya, lo cual es explicable por el efecto de la
conveccion en medio acuoso Yy la hidratacion previa del grano. Esto difiere
apreciablemente de lo que se ha encontrado en los tratamientos térmicos que se aplican
tradicionalmente a la soya integral o a la torta de soya a condiciones de baja humedad,
caso en los cuales se requieren temperaturas por encima de 100°C y tiempos
prolongados para causar un efecto similar. De todas maneras los valores de actividad del
inhibidor de tripsina aun no son los adecuados para consumo, pero se puede prever una
reduccion considerable en las etapas posteriores en las que se efectuaran diluciones
apreciables y tratamientos térmicos adicionales.

Figura 3-34: Comportamiento de la actividad del inhibidor de tripsina de la soya durante
el escaldado a 80°C
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Aunque la disminucion de la actividad del inhibidor de tripsina sucede fundamentalmente
por efecto de la desnaturalizacion, su comportamiento presenta un buen grado de ajuste
al modelo de Peleg como se aprecia en la figura 3-35. En este caso k;=-0,0347, cuyo
inverso o velocidad inicial es igual a 28,98 mg tripsina inhibida/g soya/min, indica la alta
velocidad inicial de inactivacion del inhibidor de tripsina; el valor k,= -0.667 1/mg tripsina
inhibida/g de soya, permite hallar el valor de equilibrio, dada por M= My+1/k,= 20,45 mg
tripsina inhibida/g de soya.
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Figura 3-35: Aplicacion del Modelo de Peleg para la inactivacién del inhibidor de tripsina
durante el escaldado de la soya en agua a 80°C
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3.3.4 Actividad de la enzima ureasa durante el escaldado

En la figura 3-36 aparecen los resultados obtenidos para la actividad de la enzima ureasa
de la soya durante el escaldado. Puede observarse que la velocidad a la cual sucede la
inactivacion de la enzima es alta y constante, lo cual muestra que este indicador de la
calidad de la proteina de la soya es el mas sensible al calor. Al comparar estos
resultados con los obtenidos para esta misma variable en la etapa del remojo, se observa
gue las velocidades de inactivacion en el escaldado son considerablemente mas altas, lo
cual concuerda con lo observado para la degradacion de la actividad del inhibidor de
tripsina y la pérdida de solubilidad de la proteina y se explica por el grado de hidratacion
gue tiene la semilla. Con base en los resultados anteriores se puede concluir que la
aplicacion del escaldado afecta las caracteristicas nutricionales de la soya, asi como el
rendimiento en la etapa de extraccion de la semilla para obtener la bebida.

Figura 3-36: Comportamiento de la actividad de la enzima ureasa durante el escaldado
de la soya en agua a 80°C
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3.3.5 Andlisis sensorial del desarrollo de la oxidacion

El efecto de la enzima lipoxigenasa se manifiesta durante la molienda de la soya debido
a que todos los factores son favorables al desarrollo de la reaccion de deterioro de los
lipidos: la fractura que sufre el grano aumenta considerablemente el &rea de contacto con
el oxigeno del aire y con el agua, facilitan la accién enzimatica.

Con base en el procesamiento de los datos obtenidos en los ensayos sensoriales (ver
Anexo K), mediante la prueba de Kruskal Wallis, se obtuvieron los resultados que se
muestran en la figura 3-37 para cada uno de los tiempos de escaldado. Se observa que
el deterioro sensorial aplicando un minuto de escaldado es apreciable y que a partir de
los dos minutos se disminuye apreciablemente este inconveniente, pero prolongando el
tiempo de escaldado no se logra una disminucion adicional del deterioro lo cual indica
gue la inactivaciébn de la enzima lipoxigenasa se completa a los dos minutos del
escaldado. La prolongacion del escaldado por un tiempo superior a dos minutos no tiene
un efecto adicional en la prevencion del deterioro sensorial de la soya.

Figura 3-37: Box plot y comparacion gréfica de rangos, resultantes al procesar los datos
de analisis sensorial para el deterioro del aroma a cada uno de los tiempos de escaldado
evaluados (1:1 minuto; 2: 2 minutos; 3: 3 minutos; 4: 4 minutos)
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3.3.6 Seleccidn del tiempo de duracion del escaldado

Considerando los resultados anteriores referentes a los cambios ocurridos en la soya
durante el escaldado, se puede concluir que a pesar de que durante el tratamiento ocurre
una disminucién de la solubilidad de la proteina, el valor minimo alcanzado es del orden
del 85%, valor que se considera adecuado; ademas el escaldado favorece la
degradacioén del inhibidor de tripsina y de la enzima ureasa, aspectos positivo en cuanto
a la calidad de la soya. La pérdida de sélidos que ocurre esté alrededor del 3% de los
solidos totales de la soya, pero se verificd que el contenido de azlcares que queda en el
grano es del orden del 11%, cantidad apreciable y adecuada para garantizar la posterior
fermentacion que se requiere en la bebida a obtener. Por otra parte la evaluacion
sensorial permite establecer que un tiempo de escaldado de dos minutos es suficiente
para inactivar la enzima lipoxigenasa.
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3.4 Extraccion acuosa para obtener las bebidas
mediante molienda humeda

Del grano de soya se deben extraer los componentes solubles mediante la molienda
humeda. Se consideraron solamente pruebas a 20°C y a 80°C, con base en
apreciaciones enfocadas principalmente en la inocuidad y minimizacion de los riesgos; no
se probaron temperaturas intermedias principalmente por los inconvenientes de tipo
microbiolégico que afectan esta extraccion, teniendo en cuenta que el pH se encuentra
muy cercano a la neutralidad (pH=6,7) y que con el significativo aumento del contacto
con aire y superficies generado en la molienda, se facilita la proliferacion de
microorganismos de alto riesgo desde el punto de vista de la estabilidad de la bebida y
de la salud humana.

En la tabla 3-19 aparecen los resultados obtenidos para la recuperacion de proteina y de
azucares fermentables a las condiciones probadas. Se puede observar que existen
diferencias significativas entre temperaturas, con valores superiores en los porcentajes
de extraccion a 80°C y que se afecta mucho mas la recuperacion de carbohidratos que
la de proteina por accién de la temperatura. Para la extraccion de proteina, al aumentar
la proporcibn de agua, aumenta la eficiencia de la extraccion. Con base en estos
resultados se seleccion6 80°C como la temperatura mas adecuada para efectuar la
molienda himeda.

Tabla 3-19: Porcentajes de recuperacion de proteina y de carbohidratos de la soya, en
la bebida obtenida mediante molienda himeda a 20°C y 80°C

% Recuperacion % Recuperacion
Relaci6n Soya-Agua proteina carbohidratos

20°C 80°C 20°C 80°C
1-6 45,6 57,5 55,6 100,7
1-8 57,4 70,2 58,3 103,7
1-10 58,2 69,0 59,4 93,9
1-12 60,5 70,6 60,5 92,8
1-14 61,2 72,9 60,4 91,1

En la tabla 3-20 se presentan los resultados obtenidos para la composiciéon proximal de la
bebida de soya obtenida al realizar la extraccion con diferentes proporciones soya:agua,
con molienda himeda a 80°C. Se puede observar que la composiciébn se afecta
significativamente al cambiar la proporcién de agua utilizada en la extraccion. Es posible
obtener una bebida con un contenido de proteina similar al de la leche utilizando una
proporcion 1:8 y se observa que aunque la grasa no es soluble en el agua, al efectuar la
extraccion se produce una trasferencia de la grasa al agua; esto es explicable por la
presencia de fosfolipidos en la soya (lecitina), cuyas caracteristicas emulsificantes son
muy reconocidas, con gran aplicacion industrial. Aunque la molienda pretende extraer
fundamentalmente las proteina, se nota que la fibra también es transferida a la fase
acuosa ya que dentro de esta fraccibn se encuentran polisacaridos que forman
dispersiones coloidales, que actian como agentes retenedores de agua, aspecto muy
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conveniente para darle estabilidad fisica a la bebida, ademas de constituir un nutriente
importante en la dieta humana. Algo similar sucede con los minerales y con los
carbohidratos presentes en la soya; se puede observar que estos componentes se
encuentran en concentraciones apreciables y considerando que la soya no tiene almidén,
se puede deducir que esta fraccibn corresponde a azlcares susceptibles de ser
degradados en la fermentacion. A diferencia de otros estudios, las bebidas obtenidas
presentan contenidos apreciables de fibra, carbohidratos y minerales debido a que no se
realizé descascarillado previo; sin embargo esto no ocasiona reduccion en los contenidos
de proteina y grasa. Este hecho se puede explicar por la hidratacion previa del grano y
por el control en el tiempo de duracion de esta operacion.

Tabla 3-20: Composicion de la bebida de soya obtenida en extraccion con diferentes
relaciones soya-agua, con molienda humeda a 80°C

Relacién | Proteina| Grasa | Fibra | Cenizas | Carbohidratos Solidos Humedad | Brix
Soya-Agua (%) (%) (%) (%) (%) totales (%) (%) (%)
1-6 3,9a 1,33a | 0,27a | 0,53a 2,1a 8,13a 91,87a 7,5a
1-8 3,5b 0,97b | 0,20b | 0,35b 1,59b 6,61b 93,39b 6,7b
1-10 2,82c 0,75c 0,17c | 0,28c 1,18c 5,2¢c 94,8c 5,3c
1-12 2,45d 0,61d 0,14d 0,24d 0,99c 4,43d 95,57d 4,6d
1-14 2,21e 0,53e | 0,12e | 0,21e 0,85d 3,92e 96,08d 4,3e

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa a p<0,05

En la tabla 3-21 se presentan los resultados hallados para la actividad del inhibidor de
tripsina y la actividad de la enzima ureasa en las bebidas preparadas (la primera fila
corresponde a la soya escaldada sometida a molienda).

Puede notarse que estas dos caracteristicas, indicadoras de la calidad de la proteina se
han reducido considerablemente en las bebidas, lo cual significa un mejoramiento de la
disponibilidad nutricional de la proteina. Este hecho puede explicarse por la
termosensibilidad de estos dos componentes y al estrecho contacto que se presenta en
la molienda entre el grano y el agua a 80°C, que favorece su desnaturalizacion. Sin
embargo los valores alcanzados aun no son los indicados para considerar la bebida
adecuada para el consumo. Esto implica que indispensablemente se debe aplicar un
tratamiento térmico adicional para alcanzar la calidad adecuada.

Tabla 3-21: Actividad del Inhibidor de tripsina y de la enzima ureasa en las bebidas
preparadas mediante molienda himeda a 80°C, con diferentes proporciones de agua

Proporcién Ac';ivi(_jad Inhibi_dor de Actividad Enzima
Soya-Agua Tnpsma_(mg tripsina Ureasa
inhibida/g (A pH)
0* 24,30 2,14
1-6 2,13 0,35
1-8 1,53 0,26
1-10 1,23 0,21
1-12 1,13 0,19
1-14 0,93 0,15

*Valor inicial de la soya escaldada, antes de la molienda
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Adicionalmente, dependiendo de la proporcién soya:agua se puede observar que la
recuperacion de los nutrientes en el agua cambia segln su naturaleza quimica, como se
muestra en la tabla 3-22. La eficiencia en la extraccion de proteina cambia
significativamente de acuerdo con la proporcién de agua empleada; se puede destacar
gue para la menor proporcion de agua, la eficiencia en la extraccién de la proteina es la
menor. Este resultado concuerda con trabajos recientemente publicados (Vishwanathan,
V. Singh & Subramanian 2011b). Sin embargo para las proporciones intermedias no hay
diferencia significativa en esta eficiencia y para la proporcibn mas alta de agua se
presenta la eficiencia mas alta. Para la recuperacion de la grasa se observa que debido
al alto grado de instauracién de los lipidos de la soya que le confieren una consistencia
liquida, es posible extraerla con el agua de manera que en la bebida se encuentra en un
nivel importante, que le confiere estabilidad fisica y valor nutricional. De todas maneras la
mayor parte de la grasa queda retenida en el residuo debido a la forma intima como se
encuentra ligada a las estructuras solidas de la semilla. Cuando se utilizan proporciones
mayores de agua en la elaboracién de la bebida, la recuperacion de la grasa disminuye
(al contrario de lo que ocurre con la proteina). En este aspecto se encuentran diferencias
apreciables con resultados de (Nik et al. 2009), quien reporta comportamientos similares
de la proteina y de la grasa. Por otra parte, el requisito para monogastricos, que no
permiten valores superiores a 1 mg tripsina inhibida/g, solamente lo cumple la bebida
preparada con la relacién soya:agua igual a 1-14.

Tabla 3-22: Rendimientos (masicos) obtenidos en la extraccion de los componentes de la
soya mediante molienda himeda a 80°C, al preparar la bebida con diferentes
proporciones soya-agua

Relacion Proporcién | Proporcién % % % % %
Soya- Bebti)ia/So a Okarr)a/So a Extraccién | Extraccién | Extraccién | Extraccion Extraccion
Agua y y Proteina Grasa Fibra Ceniza Carbohidratos

1-6 5,33 2,37 57,52 32,42 31,42 62,9° 100,72
1-8 7,25 2,6 70,2° 32,12 31,72 56,5° 103,72
1-10 8,85 2,82 69,0° 30,3° 32,8° 55,25 93,9°
1-12 10,42 3,16 70,6° 29,1° 31,9 55,7° 92,8°
1-14 11,92 3,62 72,9 28,9 31,28 55,8° 91,1

Letras iguales en la misma columna indican que no hay diferencia significativa a p<0,05

Aproximadamente una tercera parte de la fibra de la soya es extraida en la bebida, lo
cual se puede explicar en parte por el tamafio de las particulas obtenidas en la molienda
como por la presencia de componentes solubles o dispensables en la fibra, tales como
heteropolisacaridos hidréfilos. Las otras dos terceras partes quedan en el residuo. La
extraccién de los minerales sucede en el orden del 50% y el rendimiento es mayor
cuando se utiliza menor proporcidon de agua; los minerales en las leguminosas estan
ligados de manera importante a la fibra y a aquellas proteinas de baja solubilidad, razon
por la cual la recuperacion no se mejora al incrementar la proporcion de agua para la
extraccion. Para los carbohidratos se encuentra que la recuperacion es practicamente del
100%, lo cual confirma la necesidad de controlar el tiempo de hidratacion de la semilla
para que estos componentes queden presentes en la semilla y no se pierdan en el agua
de hidratacién, lo cual asegura la posibilidad de acidificar la bebida durante la
fermentacion.
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3.5 Tratamiento térmico de las bebidas de soya

Como se anotd anteriormente, en las bebidas obtenidas prevalece aun el inhibidor de
tripsina y la enzima ureasa, razén por la cual es indispensable la aplicacién de un
tratamiento térmico que permita adecuarlas al consumo. Adicionalmente, a través de
esta operacion se efectla una accién de higienizacibn de la bebida previa a la
fermentacion.

3.5.1 Degradacién del inhibidor de tripsina durante el tratamiento
térmico de la bebida

No se encuentran reportes de la degradacion del inhibidor de tripsina durante el
tratamiento térmico de la bebida de soya, a pesar de que siempre se recomienda
efectuar esta etapa. Aunque algunos autores han estudiado el efecto que tiene la
humedad en la degradabilidad del inhibidor de tripsina frente a tratamientos térmicos, se
han referido a semillas integrales o a torta desengrasada, con variaciones de humedad
relativamente bajas respecto a la experimentacion para elaboracion de la bebida (Van
den Hout, Marieke Pouw, et al. 1998; Van den Hout et al. 1988; Zhao et al. 2011). Al
observar los resultados presentados en la tabla 3-23, se puede notar que la degradacién
del inhibidor de tripsina sucede a velocidades mucho mas altas que las reportadas para
este mismo componente en condiciones de baja humedad y que a medida que la
proporcion de agua es mayor, la reaccion sucede mas rapidamente. A temperatura de
80°C es posible inactivar completamente el inhibidor en un tiempo méaximo de 30
minutos, lo cual no es posible cuando la soya o la torta secas son tratadas en autoclave o
con vapor, a temperaturas superiores a 100°C (Matrai et al. 1996; Ruiz, Belalcazar, et al.
2004; Perilla et al. 1997).

Tabla 3-23: Actividad del Inhibidor de Tripsina (mg tripsina inhibida/g) durante el
tratamiento térmico a 80°C de bebidas preparadas con diferentes relaciones Soya-Agua

Tiempo Relacion Soya-Agua

(min) 1-6 1-8 1-10 1-12 1-14
0 2,13 1,53 1,23 1,13 0,93
5 1,82 1,32 1,02 0,92 0,72
10 1,70 1,20 0,90 0,80 0,60
15 1,59 1,09 0,79 0,69 0,49
20 1,41 1,01 0,71 0,61 0,41
25 1,00 0,50 0,20 0,10 0,10
30 0,50 0 0 0 0
35 0 0 0
40 0

Al probar el grado de ajuste de estos datos a los modelos propuestos por varios autores,
se encuentra que la degradacién sigue una cinética de orden cero y que efectivamente
en la dltima etapa de la degradacion el comportamiento es diferente. Esto concuerda con
las pruebas efectuadas por otros autores (Van den Hout, Marieke Pouw, et al. 1998), que
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reportan la degradacion de inhibidores puros en soluciones acuosas con almidon y
comprueban que en la primera etapa la inactivacion se debe a la perdida de grupos tiol,
por pérdida de los grupos sulfhidrilo del factor antitripsina y posteriormente por
desnaturalizacion de la proteina, es decir en la primera fase por la degradacion de los
aminodcidos azufrados que conforman el inhibidor y en la segunda fase por la accién del
calor que origina un cambio geométrico de la estructura del inhibidor.

3.5.2 Inactivacion de la enzima ureasa durante el tratamiento
térmico de la bebida

Los valores presentados en al tabla 3-24 muestran la mayor susceptibilidad al calor de la
enzima ureasa. Se puede observar el tiempo minimo requerido para cada una de las
bebidas para alcanzar el valor 0,1 en la actividad de ureasa (valor maximo tolerable para
monogastricos).

Tabla 3-24: Actividad de la enzima ureasa (ApH) durante el tratamiento térmico a 80°C
de bebidas preparadas con diferentes relaciones Soya-Agua

Tiempo Relacion Soya-Agua

(min) 1-6 1-8 1-10 1-12 1-14
0 0,35 0,26 0,21 0,19 0,15
5 0,27 0,18 0,13 0,11 0,07
10 0,24 0,15 0,10 0,08 0,04
15 0,19 0,10 0,05 0,03 0,01
20 0,09 0,05 0,01 0,01 0,0
25 0 0 0 0 0
30 0

3.5.3 Prediccién de la actividad el inhibidor de tripsina durante el
tratamiento térmico mediante regresion multivariada

En la figura 3-38 se presentan la comparacion entre los valores reales y los calculados
mediante regresion multivariada con OLS (Minimos Cuadrados Ordinarios) para la
actividad del inhibidor de tripsina (TIA) de las bebidas tratadas térmicamente, a partir de
los valores de tiempo (t) y actividad de la enzima ureasa (U). La ecuacién de regresion
obtenida es la siguiente, con los parametros de ajuste que se muestran:

T|A=b0+b1*t+b2* U

TIA = 6,915359 - 0,04197* t -2,26691* U

Parametro Resultado
R’ 0,950
RMSEC 0,133
R’cv 0,898
RMSEC.y 0,190
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Se puede apreciar que la actividad de la enzima ureasa es la variable que tiene una
mayor influencia en el célculo del valor de la actividad el inhibidor de tripsina. Esta
correlacion hallada es de mucha importancia, pues disponiendo solamente del valor del
tiempo y de la actividad de la enzima ureasa, se puede estimar con un buen grado de
aproximacion el valor de la actividad del inhibidor de tripsina, caracteristica intimamente
relacionada con el valor nutricional, pero cuya determinacién analitica es complicada.

Figura 3-38: Valores experimentales y valores calculados mediante OLS de la Actividad
del Inhibidor de Tripsina durante el tratamiento térmico a partir de los valores de tiempo y
actividad de la enzima ureasa
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3.6 Fermentacion lactica de las bebidas de soya

3.6.1 Desarrollo de la acidez y cambios de pH

En la figura 3-39 se presentan los resultados obtenidos para la acidez titulable durante la
fermentacion, con el Cultivo 1, de las bebidas preparadas con diferente relacion
soya:agua. Se puede observar que las curvas presentan una conformacion tipica de
fermentacion lactica, con una etapa de latencia durante aproximadamente una hora y
media para las bebidas mas concentradas, mientras que para las menos concentradas el
periodo de latencia se prolonga dos horas. El curso de la fermentacion de cada bebida
fundamentalmente difiere de las demas en el nivel de acidez maxima alcanzada, lo cual
concuerda con el grado de dilucién de la bebida y por ende en la concentracion de
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carbohidratos. Al contrastar estos resultados con los presentados en la revision
bibliogréfica (ver tabla 1-11), se puede encontrar que, a diferencia de lo reportado por la
mayoria de los autores, en el presente estudio las bacterias lacticas logran el desarrollo
de la acidez de las bebidas, sin necesidad de que les sean agregados suplementos de
carbohidratos o de nutrientes, ya que durante el procesos se ha efectuado un
seguimiento de la pérdida de azlcares fermentables. Adicionalmente un tiempo de 7
horas es suficiente para alcanzar niveles de acidez comprendidos entre 0,4 y 0,8 %
segun la clase de bebida y a partir de este tiempo no suceden cambios significativos en
esta propiedad, lo cual indica ya sea un agotamiento de la fuente de carbohidratos o una
inhibicién de la fermentacion debida a la acidez alcanzada.

Figura 3-39: Comportamiento de la acidez total de las bebidas, preparadas con diferente
relacion soya-agua, sometidas a fermentacion con el Cultivo 1
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Con base en los rendimientos masicos obtenidos al preparar la bebida con diferentes
proporciones de agua (tomados de la tabla 3-22) y los valores de la acidez total
alcanzada en la fermentacion con el cultivo 1, en la tabla 3-25 se presentan los
rendimientos obtenidos con referencia al acido producido. Adicionalmente posible hacer
un estimativo de la cantidad de carbohidratos fermentables que fueron degradados para
el desarrollo de esta acidez considerando el tipo de azlcares presentes en la soya y
teniendo en cuenta que esta semilla es exenta de almidén. Se puede observar que para
la bebida mas concentrada se presenta el menor rendimiento, lo cual puede ser
explicado por la alta concentracion de sélidos que presenta esta bebida (8,13%, tomado
de la tabla 3-20); por consiguiente, para este caso se presenta la menor cantidad de
azucares fermentados. Puede destacarse que a medida que la bebida se diluye aumenta
el rendimiento, hasta encontrar un 6ptimo pero al seguir diluyendo vuelve a descender el
rendimiento. Esto puede indicar que en la bebida tan diluida se presentan
concentraciones de nutrientes bajas, que al agotarse no permiten un desarrollo adicional
de acidez.
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Tabla 3-25: Relaciones masicas obtenidas en la fermentacion, con el cultivo 1, de las
bebidas preparadas con diferente relacién soya-agua

iy - %Acidez . Azlcares
Relacién **Proporcion : Rendimiento
Soya*-Agua Bebida/Soya* Bebida Acido/Soya* fermentados
fermentada /Soya*
1-6 5,33 0,766 0,0408 0,0305
1-8 7,25 0,714 0,0518 0,0386
1-10 8,85 0,602 0,0533 0,0398
1-12 10,42 0,498 0,0519 0,0387
1-14 11,92 0,423 0,0504 0,0376
*Soya inicial **tomado de la tabla 3-22

En la figura 3-40 se encuentran los resultados obtenidos para el pH de las bebidas
durante la fermentacion con el cultivo 1. Se puede apreciar que de manera similar a lo
observado en las curvas de acidez, a partir de las 7 horas de fermentacion no se
observan cambios en esta propiedad y que los mayores cambios se presentan para las
bebidas mas concentradas. Los valores finales de pH estan comprendidos entre 4,2 y
5,0. Para los tres tipos de bebidas mas concentradas el pH alcanza a descender por
debajo de 4,6 punto isoeléctrico de las proteinas de soya.

Figura 3-40: Comportamiento del pH de las bebidas, preparadas con diferente relacion
soya-agua, sometidas a fermentacion con el cultivo 1
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En la figura 3-41 se encuentran los resultados obtenidos para la acidez total durante la
fermentacion de las bebidas con el cultivo 2. Al comparar con los resultados obtenidos
con el cultivo 1, se nota que en todo momento los valores de acidez total son menores,
para el mismo tipo de bebida y el mismo tiempo de fermentacion. La acidificacion sucede
a menor velocidad vy a partir de las 7 horas, no hay incrementos significativos en la
acidez. Los valores finales de acidez total estan comprendidos entre 0,28 y 0,63%. La
naturaleza de los microorganismos presentes en esta fermentacion explica estos
resultados, ya que la presencia de Bifidobacterium influye en el desarrollo de una menor
acidez; este hecho ha sido reportado por varios autores, tanto en bebida de soya como
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en leche (J. Hou 2000; Y. Wang 2003; J. LeBlanc & M. Garro 2004; C. Champagne et al.
2009).

Figura 3-41: Comportamiento de la acidez total de las bebidas, preparadas con diferente
relacién soya-agua, sometidas a fermentacién con el cultivo 2
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En la tabla 3-26 pueden observarse los valores obtenidos para la productividad de la
produccién de acido con relacién a la masa de soya inicial. Se evidencia el menor
rendimiento para la bebida cuyo contenido de sélidos es mayor, hecho que puede ser
explicado por una inhibicion del desarrollo de las bacterias lacticas a causa de la alta
concentracion de solidos. El rendimiento aumenta para bebidas preparadas con relaciéon
1-8 y 1-10, pero para la mas diluida desciende nuevamente el rendimiento. Esto puede
indicar que existen unas concentraciones adecuadas de nutrientes en las bebidas que
concuerdan con las necesidades de los microorganismos, fuera de las cuales se
presenta inhibicion en su desarrollo.

Tabla 3-26: Relaciones masicas obtenidas en la fermentacion, con el cultivo 2, de las
bebidas preparadas con diferente relacién soya-agua

L Iy %Acidez . Azlcares
Relacion *Proporcion . Rendimiento
Soya*-Agua Bebida/Soya* Bebida Acido/Soya* fermentados

fermentada /Soya*
1-6 5,33 0,636 0,0339 0,0253
1-8 7,25 0,532 0,0386 0,0289
1-10 8,85 0,416 0,0368 0,0275
1-12 10,42 0,327 0,0341 0,0254
1-14 11,92 0,284 0,0339 0,0253

*Soya inicial **tomado de la tabla 3-17

El comportamiento del pH durante la fermentacion de las bebidas con el cultivo 2 se
aparece en la figura 3-42. Debido a que los valores de acidez desarrollada son bajo, los
valores de pH son altos, respecto a los obtenidos con el cultivo 1. Aunque los valores de
la acidez son bajos respecto a las obtenidas con el cultivol, las diferencias en los valores
de pH, para la misma bebida y el mismo tiempo no son tan grandes, lo cual puede ser
explicado por el valor del pK de los acidos que estan apareciendo en la fermentacion,
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cuyo valor de pH depende mas del tipo de acido, que del intervalo de diferencias de
concentracion.

Figura 3-42: Comportamiento del pH de las bebidas, preparadas con diferente relacion
soya-agua, sometidas a fermentacion con el cultivo 2
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3.6.2 Contribucion del acido lactico a la acidez total de las
bebidas

En las figuras 3-43 y 3-44 se encuentran las concentraciones de acido lactico,
determinado mediante HPLC, de las bebidas durante la fermentacion, con el cultivo 1y
con el cultivo 2, respectivamente.

La forma de las curvas concuerdan con las obtenidas para la acidez total y se encuentran
diferencias apreciables a partir de la tercera hora de fermentacién y el comportamiento
depende del tipo de bebida.

Se origina una concentracion final de acido lactico mayor en la bebida preparada con la
menor proporcion de agua, lo cual es explicable por la mayor concentracion en que se
encuentran los carbohidratos fermentables, asi como los demas nutrientes
indispensables para el desarrollo de los microrganismos. En los analisis realizados
mediante cromatografia liquida no se not6 la acumulaciéon de otros acidos organicos en
forma apreciable.
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Figura 3-43: Produccion de acido lactico durante la fermentacién de las bebidas,
(preparadas con diferentes relaciones soya-agua), con el cultivo 1
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Figura 3-44: Produccion de &cido lactico durante la fermentacion de las bebidas,
(preparadas con diferentes relaciones soya-agua), con el cultivo 2
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Con base en los valores de acidez total (titulable) alcanzada y considerando los analisis
realizados mediante HPLC para la determinacion del contenido de acido lactico, en las
tablas 3-27 y 3-28 se presentan los valores del porcentaje de acido lactico que ha sido
producido por la fermentacion de las bacterias lacticas durante la fermentacion y se ha
calculado la proporciéon que representa de la acidez total producida en la fermentacion.
Se ha tenido en cuenta sustraer la acidez inicial de la bebida. Como se puede observar,
para las diferentes bebidas el 4cido lactico representa aproximadamente el 90% del total
de la acidez producida en la fermentacion.
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Tabla 3-27: Expresiones de acidez en las bebidas en la fermentacion con el cultivo 1

Tiempo (h) Expresion de Acidez REL 1-6 REL 1-8 REL 1-10 REL 1-12 REL 1-14
0 Acidez total (%) 0,253 0,201 0,155 0,116 0,082
Acidez total (%) 0,282 0,241 0,157 0,125 0,098
1 gﬁggﬁtg’é%f?;f)‘”o”ada debido ala 0,029 0,03 0,002 0,009 0,016
Acido lactico (%) 0,026 0,027 0,001 0,008 0,014
Proporcién de acido lactico en la acidez
desarrollada (%) 89,7 90,0 50,0 88,9 87,5
Acidez total (%) 0,366 0,32 0,179 0,154 0,116
2 fecrﬁzf]tg’;%:ae)‘”o”ada debido ala 0,113 0,109 0,024 0,038 0,034
Acido lactico (%) 0,098 0,098 0,019 0,033 0,027
Proporcién de acido lactico en la acidez
desarrollada (%) 86,7 89,9 79,2 86,8 79,4
Acidez total (%) 0,528 0,476 0,293 0,247 0,142
3 fecrﬁeeﬁtg’éﬁ;r??;f)‘”o”ada debido ala 0275 0275 0,138 0,131 0,06
Acido lactico (%) 0,244 0,236 0,126 0,112 0,052
Proporcién de acido lactico en la acidez
desarrollada (%) 88,7 85,8 91,3 85,5 86,7
Acidez total (%) 0,651 0,573 0,371 0,31 0,235
4 gﬁﬁiﬁgﬂ&e{;&)‘"o”wa debido a la 0,398 0,362 0,216 0194 0,153
Acido lactico (%) 0,358 0,315 0,18 0,167 0,131
Proporcion de 4cido lactico en la acidez
desarrollada (%) 89,9 87,0 83,3 86,1 85,6
Acidez total (%) 0,675 0,614 0,463 0,375 0,306
5 fecrﬁeeﬁtg’éﬁ;r??;f)‘”o”ada debido ala 0422 0,403 0,308 0,259 0,224
Acido lactico (%) 0,375 0,372 0,285 0,229 0,204
Proporcién de acido lactico en la acidez
desarrollada (%) 88,9 92,3 92,5 88,4 91,1
Acidez total (%) 0,713 0,635 0,519 0,422 0,353
6 fecrﬁeeﬁtg’é%r??;g”o”ada debido ala 0.46 0,424 0,364 0,306 0271
Acido lactico (%) 0,409 0,375 0,33 0,264 0,238
Proporcion de 4cido lactico en la acidez
desarrollada (%) 88,9 88,4 90,7 86,3 87,8
Acidez total (%) 0,753 0,662 0,549 0,461 0,408
7 g‘iﬁzﬁtt;;%r?(e;"’)‘”o”ada debido ala 05 0,461 0,394 0,345 0,326
Acido lactico (%) 0,476 0,445 0,365 0,345 0,297
Proporcién de acido lactico en la acidez
desarrollada (%) 95,0 90,9 86,8 92,8 86,8
Acidez total (%) 0,755 0,691 0,557 0,492 0,416
8 fefﬁiﬁtz’é%:?;é;rro"ada debido ala 0,502 0,49 0,402 0,376 0,334
Acido lactico (%) 0,476 0,445 0,353 0,345 0,297
Proporcion de &cido lactico en la acidez
desarrollada (%) 94,8 90,8 87,8 91,8 88,9
Acidez total (%) 0,766 0,714 0,602 0,498 0,423
9 gﬁggﬁtg’é%ﬁ?;a)‘"o”ada debido ala 0,513 0,513 0,447 0,382 0,341
Acido lactico (%) 0,482 0,466 0,388 0,347 0,3
Proporcién de &cido lactico en la acidez 94.0 90,8 86.8 90,8 88.0
desarrollada (%)




140 Aplicacion de fermentacion lactica como alternativa en el desarrollo de bebidas
de soya en Colombia

Tabla 3-28: Expresiones de acidez en las bebidas en la fermentacién con el cultivo 2

Tiempo (h) Expresion de Acidez REL 1-6 REL 1-8 REL 1-10 REL 1-12 REL 1-14
0 Acidez total (%) 0,253 0,211 0,155 0,116 0,082
Acidez total (%) 0,277 0,233 0,159 0,122 0,086
1 gﬁiﬁ tg’é%:‘(*%rm”ada debido a la 0,024 0,022 0,004 0,006 0,004
Acido lactico (%) 0,02 0,017 0,003 0,005 0,003
Proporcion de acido lactico en la
acidez desarrollada (%) 83,3 77,3 & 83,3 &
Acidez total (%) 0,342 0,295 0,213 0,15 0,105
2 'écr'riz tt;’é%r?‘(a;)a)"o”ada debido a la 0,089 0,084 0,058 0,034 0,023
Acido lactico (%) 0,077 0,075 0,053 0,031 0,019
Proporcién de acido lactico en la
acidez desarrollada (%) 86,5 89.3 9L4 91,2 82,6
Acidez total (%) 0,506 0,39 0,279 0,213 0,132
3 fA;Cr'rfl'Zf] tz’é%:?%""”ada debido a la 0,253 0,179 0,124 0,097 0,05
Acido lactico (%) 0,233 0,159 0,113 0,085 0,045
Proporcién de acido lactico en la
acidez desarrollada (%) 92,1 88,8 91,1 87,6 90,0
Acidez total (%) 0,582 0,49 0,35 0,248 0,176
4 Q}f‘rﬁ‘; tfé%?ﬁ;f)‘""”ada debido ala 0,329 0,279 0,195 0,132 0,094
Acido lactico (%) 0,292 0,238 0,169 0,119 0,079
Proporcién de acido lactico en la
acidez desarrollada (%) 88,8 85.3 86,7 90,2 84,0
Acidez total (%) 0,615 0,525 0,401 0,302 0,203
5 éﬁﬁzﬁ ;:é%:?%”"”ada debido a la 0,362 0314 0,246 0,186 0,121
Acido lactico (%) 0,317 0,266 0,214 0,158 0,104
Proporcion de &cido lactico en la
acidez desarrollada (%) 87.6 84,7 87,0 84,9 86,0
Acidez total (%) 0,619 0,528 0,412 0,312 0,252
6 ?ef:gii tfé%??;";"o"ada debido ala 0,366 0317 0,257 0,196 017
Acido lactico (%) 0,325 0,286 0,227 0,178 0,157
Proporcién de acido lactico en la
acidez desarrollada (%) 88,8 90,2 88,3 90,8 92,4
Acidez total (%) 0,62 0,531 0,417 0,325 0,28
7 %‘i'rng] tt:é%:ﬁ;f’)‘”"”ada debido a la 0,367 032 0,262 0,209 0,198
Acido lactico (%) 0,337 0,288 0,227 0,192 0,174
Proporcién de &acido lactico en la
acidez desarrollada (%) 91,8 90,0 86.6 91,9 87.9
Acidez total (%) 0,625 0,533 0,415 0,328 0,294
8 }:Cr'rggf] tg’é%:?;a)”m”ada debido ala 0,372 0,322 0,26 0212 0212
Acido lactico (%) 0,342 0,289 0,226 0,195 0,192
Proporcién de &cido lactico en la
acidez desarrollada (%) 91.9 89.8 86.9 92,0 90,6
Acidez total (%) 0,636 0,532 0,416 0,327 0,284
o Q}f‘ggﬁ tfé%:?;f;”"”ada debido ala 0,383 0321 0,261 0,211 0,202
Acido lactico (%) 0,352 0,288 0,227 0,194 0,175
Proporcién de acido lactico en la
acidez desarrollada (%) 91.9 89,7 87,0 91,9 86,6
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3.6.3 Comportamiento de la viscosidad de las bebidas durante la
fermentacion

Considerando que ademas del desarrollo de acidez, un cambio muy importante en la
fermentacion lactica de las bebidas es el aumento de la viscosidad, en la figura 3-45 se
presentan los resultados obtenidos durante el proceso para el cultivo 1. En las curvas se
encuentra en su mayor parte, un comportamiento similar a la curva de acidificacion
(figuras 3-39); sin embargo para las tres primeras bebidas mas concentradas, se observa
que la curva llega a un maximo, que es del orden de 0,12 Pa.s y que corresponde
aproximadamente al momento en que se alcanza el pH cercano a un valor 4,6 (ver figura
3-40), punto isoeléctrico de las proteinas de soya (Wijeratne 2005). Estos valores
viscosidad alcanzados para las bebidas més concentrada son comparables a las
viscosidades que obtiene la leche descremada al ser fermentada por un cultivo corriente
para yogurt (entre 0,11y 13 Pa*s a 4°C).

A partir de ese momento la viscosidad comienza a descender ya que debido al
incremento en la acidez ocurre la sinéresis 0 coagulacién de proteinas y se desestabiliza
la emulsibn que se habia logrado en las horas previas. La viscosidad cae mas
rapidamente para la bebida mas concentrada, en la cual se alcanza un mayor nivel de
acidez. El valor maximo alcanzado de viscosidad es de 0,12 Pa*s, valor mucho menor
(una tercera parte) del reportado por (Elizeu A Rossi et al. 1999), para fermentacion de
bebida de soya con un cultivo comun para yogurt. La diferencia puede ser debida a que
el mencionado autor empleé bebida de soya en polvo con adiciébn de suero lacteo,
condicién que por una parte aumenta la viscosidad inicial y por otra favorece el desarrollo
de acidez al utilizar una matriz con lactosa.

Para las dos bebidas mas diluidas fermentadas con el cultivo 1, la viscosidad incrementa
progresivamente a medida que avanza el tiempo y en el periodo evaluado no se alcanza
un méaximo de viscosidad, lo cual puede ser explicado por el hecho que en ninguna de
ellas se alcanza el punto isoeléctrico de las proteinas de la soya (ver figura 3-40).

Figura 3-45: Comportamiento de la viscosidad, medida a 4°C, de las bebidas
(preparadas con diferente relacion soya-agua) durante la fermentacién con cultivo 1
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En la figura 3-46 aparecen los resultados de la viscosidad de las bebidas durante la
fermentacion con el cultivo 2. Los valores presentan incremento a medida que avanza el
tiempo, pero son inferiores a los logrados con el cultivo 1, lo cual puede ser explicado por
los menores niveles de acidez desarrollados. En las tres ultimas horas los valores
tienden a estabilizarse, de manera semejante a lo que ocurre con la acidez desarrollada.
Estos resultados muestran un comportamiento a lo que se encuentra para fermentacion
de leche con cultivos que incluyen Bifidobacterium.

A diferencia de lo ocurrido con el cultivo 1, en ninguno de los procesos ocurren pérdidas
de viscosidad y solamente en la bebida mas concentrada se alcanza el punto isoeléctrico
de las proteinas de la soya.  Aunque se encuentran varios trabajos reportados en la
bibliografia en los que emplean Bifidobacterium para fermentar bebidas de soya, ninguno
de ellos reporta los valores de viscosidad; sin embargo se nota que la mayoria de ellos
incluyen la adicién de suplementos a la bebida (especialmente leche en polvo, extracto
de levadura, glucosa, sacarosa, caseina 0 suero lacteo), muy probablemente con el fin
de lograr mayor acidificacion y por ende alcanzar mayor viscosidad (Chang, S. Kim, D.
Han 2010; Donkor et al. 2007; Pyo et al. 2005; Shimakawa et al. 2003).

Figura 3-46: Comportamiento de la viscosidad, medida a 4°C, de las bebidas
(preparadas con diferente relacion soya-agua) durante la fermentacion con cultivo 2
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3.6.4 Capacidad de retencion de agua (CRA) de las bebidas
fermentadas

La aparicién de acido durante la fermentacién es un cambio deseable pues su produccion
esta ligada a cambios sensoriales favorables, en especial el aroma, la consistencia y el
sabor Sin embargo también tiene efectos negativos desde el punto de vista de la
estabilidad de las particulas en suspensién, ya que las proteinas, al aproximarse al su
punto isoeléctrico tienden a coagularse, arrastrando de paso los otros componentes de la
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bebida que estan formando emulsiones; surge una tendencia a la separacién de fases o
sinéresis, que deteriora la calidad sensorial de la bebida. En la figura 3-47 se presentan
los resultados de las pruebas de capacidad de retencion de agua aplicadas a las bebidas
durante la fermentacién con el cultivo 1. Mayores valores del % de liquido expulsado,
indican menor estabilidad de la bebida. Puede observarse que antes de la fermentacion,
la estabilidad de las bebidas depende del contenido de sélidos; aquellas que contienen
mayor contenido de sélidos tienen una mayor estabilidad. En las dos primeras horas no
se producen cambios significativos; a medida que avanza la fermentacién las bebidas
van perdiendo estabilidad. Las bebidas que contienen mas agua son las que, al aparecer
la acidez, tienen la menor capacidad de retencion de agua, de manera que muy
facilmente se presenta la separacion de fases. Por otra parte, las bebidas que contienen
menos agua, en las que se desarrolla mayor acidez, sufren una rapida pérdida de
estabilidad; la bebida preparada con la relacién 1-6 (soya-agua), en la que los valores de
acidez son mas altos, es mucho mas inestable que las bebidas preparadas con la
relaciéon 1-8 y 1-10 a partir de la sexta hora. Por lo tanto, estas bebidas mencionadas
son las que poseen la mayor estabilidad desde la sexta hora hasta el final de la
fermentacion. Las bebidas preparadas con la relacién 1-12 y 1-14 (soya-agua), al final
de la fermentacion presentan un dafio evidente de su apariencia con la presencia de
grumos.

Figura 3-47: Comportamiento de la capacidad de retencion de agua de las bebidas
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Como se puede ver en la figura 3-48, las bebidas fermentadas con el Cultivo 2, en todos
los casos tienen una menor tendencia a la separacion de fases que las fermentadas con
el cultivo 1. Esto puede explicarse por los menores niveles de acidez alcanzados. De
todas maneras se observa que aquellas bebida que contienen mas agua, son mucho
ma&s inestables que las mas concentradas. Pero al comparar las dos bebidas mas
concentradas se encuentra, de manera semejante a lo ocurrido con el cultivol, que la
bebida que contiene mas sélidos es la que mas pierde capacidad de retencién de agua al
fermentarse. Las bebidas preparadas con la relacion 1-12 y 1-14 (soya-agua) presentan
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un deterioro evidente en su apariencia al final de la fermentacion, debido a su poca
capacidad de retencion de agua, que ademas de la aparicién de 4cido son debidas a su
contenido de proteina y de los demas componentes de la soya, en especial de la lecitina
gue es un reconocido gente emulsificante presente en la semilla.

Para ambos cultivos, se observa el hecho de que si la bebida no tiene un adecuado
contenido de solidos, facilmente pierde estabilidad al someterse a fermentacion.

Figura 3-48: Comportamiento de la capacidad de retencion de agua de las bebidas
(preparadas con diferente relacion soya-agua) durante la fermentacion con el cultivo 2
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3.6.5 Recuento de bacterias lacticas durante la fermentacion de
las bebidas

Con base en numerosos estudios, tanto en Colombia como en la mayoria de los paises
gue lo tienen normalizado (ICONTEC. Instituto Colombiano de Normas Técnicas y
Certificacién. 2006; Gueimonde et al. 2004), actualmente se acepta que para que para
gue un alimento pueda considerarse con una adecuada carga de microorganismos
probidticos, debe contener al menos 10° ufc/mL (nimero minimo de microorganismos
viables). Al examinar los resultados presentados en las tablas 3-29, se puede observar
gue con el Cultivo 1 este valor se supera a las 6 horas para los tres primeros tipos de
bebidas y a las 8 horas para los otros dos. Los resultados de la tala 3-30 para el Cultivo
2 muestran que el incremento en el nimero de microoganismos es mas lento y
solamente en los dos primeros tipos de bebidas se alcanza el minimo namero de células
viables. Estos resultados concuerdan con los hallazgos de otros investigadores (C.
Champagne et al. 2009). Este hecho se puede explicar por la baja concentracién en que
se encuentran los nutrientes, en especial las fuentes de carbono, en estas bebidas, lo
cual no permite un desarrollo méas rapido de las bacterias. Otros autores (C. Champagne
et al. 2009; Chang, S. Kim, D. Han 2010) recientemente han logrado valores altos, pero
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con bebidas de soya suplementadas, especialmente con carbohidratos o con vitamina C,
considerando que las Bifidobacterium son mucho mas exigentes en estos requerimientos.

Tabla 3-29: Recuento de bacterias lacticas (Log ufc/mL) de las bebidas (preparadas con
diferente relacion soya-agua) durante la fermentacién con el cultivo 1

Tiempo (h) | REL 1-6 REL 1-8 REL 1-10 | REL 1-12 | REL 1-14
0 2,1 18 2,5 3,2 2,8
2 3,4 2,9 3 3,5 3,4
4 5,4 5,2 4,8 4,2 4,3
6 6,5 6,7 6,2 55 54
8 7,5 7,3 8,1 6,4 6,8
9 7,3 7,6 7,9 6,3 6,5

diferente relacién soya-agua) durante la fermentacion con el cultivo 2

Tiempo (h) | REL 1-6 REL 1-8 REL 1-10 | REL 1-12 | REL 1-14
0 2,2 1,7 2,9 3,1 2,7
2 3,1 3,8 3,7 3,5 3,4
4 4,4 4,2 4,3 4,2 4,3
6 5,5 54 51 4,8 54
8 6,4 6 54 55 54
9 6,3 6,2 5,5 54 5,3

Tabla 3-30: Recuento de bacterias lacticas (Log ufc/mL) de las bebidas (preparadas con

3.6.6 Evaluacion de todas las caracteristicas simultaneamente

Debido a la complejidad de los resultados obtenidos, al tener involucrados diferentes
tipos de bebidas, se aplicé Analisis de Componentes Principales (PCA) para poder tener
mayor claridad en la evaluacién simultanea de las variables, ya que al proyectar las los
datos en un hiperespacio, efectuando combinaciones lineales de la varianza existente en
las variables medidas, es posible disponer de pocos componentes, respecto al nUmero
de variables, que explican un buen porcentaje de la varianza total. (Kvalheim, 1987; Wold
et al., 1987). En la figura 3-49 y 3-50 aparecen el score plot y el loading plot de los dos
primeros componentes principales de las variables evaluadas en las bebidas
fermentadas con el cultivo 1 y cultivo 2, respectivamente.

Puede observarse que se presenta un ordenamiento secuencial de las muestras de
acuerdo con el tiempo de fermentacion y que las diferencias se deben fundamentalmente
al tipo de bebida. Puede notarse que existe una correlacién directa entre la acidez, el
contenido de &cido lactico y la viscosidad, mientras que estas variables se correlacionan
indirectamente con la capacidad de retencion de agua.

La mayor varianza sucede para las bebidas que tienen una mayor concentracion de
nutrientes. Puede verse la similitud en el comportamiento de las bebidas mas
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concentradas y el alejamiento que presentan las bebidas més diluidas, lo cual es
explicable por la baja concentracion de nutrientes, que no favorecen la fermentacion.

Figura 3-49: Score plot y Loading plot de los Componentes Principales 1y 2 de las
variables evaluadas en las bebidas preparadas con diferente proporcién soya-agua,
durante la fermentacion con el Cultivo 1, obtenidos mediante PCA
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Figura 3-50: Score plot y Loading plot de los Componentes Principales 1y 2 de las
variables evaluadas en las bebidas preparadas con diferente proporcion soya-agua,
durante la fermentacién con el Cultivo 2, obtenidos mediante PCA
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Al representar simultdneamente la fermentacién de las bebidas con los dos cultivos,
como se muestra en la figura 3-51, se observan diferencias debidas al tipo de cultivo
utilizado, pero se confirma que es el tipo de bebida el aspecto que mas influye en las
variables de respuesta indicadoras de la fermentacion.

Figura 3-51: Score plot y Loading plot de los Componentes Principales 1 y 2 de las
variables evaluadas en las bebidas preparadas con diferente proporcién soya-agua,
durante la fermentacién con el cultivo 1 y con el cultivo 2, obtenidos mediante PCA
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3.6.7 Analisis sensorial de las bebidas fermentadas

En las figuras 3-52 y 3-53 aparecen los respectivos resultados consolidados para las
bebidas fermentadas, con el Cultivo 1 y el Cultivo 2, respectivamente. Se puede ver que
las bebidas preparadas con la relacion 1-8 son las que exhiben las mejores
caracteristicas sensoriales, tanto en cuanto a la apariencia como la viscosidad, el sabor,
la acidez y el aroma, al ser calificados respecto a atributos caracteristicos de yogurt.

Se puede notar que cuando la evaluacion se efectia sensorialmente, las bebidas
fermentadas, preparadas con la proporcion 1-6 (soya-agua) obtienen una calificacion
inferior en viscosidad a las bebidas preparadas con la proporcién 1-8, a pesar de que el
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valor obtenido al medir objetivamente esta caracteristica es superior. Esto se debe a la
gran influencia que tiene la viscosidad de las bebidas lacteas fermentadas que se
consumen en Colombia; a pesar de que la bebida con mayor viscosidad contiene mayor
cantidad de nutrientes, la calificacion obtenida estd asociada a los parametros de
consumo vigentes y no logra obtener puntajes altos. Sin embargo los valores obtenidos
para la bebida més diluida (relaciéon 1-10) son comparables a las de la relacion 1-8.

Figura 3-52: Resultados obtenidos para la evaluacion sensorial de las bebidas de soya

preparadas con diferente proporcién soya-agua y fermentadas con el cultivo 1
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Figura 3-53: Resultados obtenidos para la evaluacion sensorial de las bebidas de soya
preparadas con diferente proporcién soya-agua y fermentadas con el cultivo 2
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3.6.8 Caracteristicas finales de las bebidas fermentadas

En las tablas 3-31 se presentan las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales de las
diferentes bebidas fermentadas con el cultivo 1. En la figura 3-54 se encuentran las
graficas correspondientes al Andlisis de Componentes Principales (PCA), segun las
cuales con los dos primeros componentes es posible explicar el 87% de la varianza total.
Al observar el score plot y relacionarlo con el loading plot se encuentra que la bebida con
la relacion 1-6 (soya-agua) presenta los valores més altos de acidez, viscosidad (Pa.s) y
contenido de &cido lactico (indicadores de un buen avance de la fermentacion), pero las
caracteristicas sensoriales (aroma, viscosidad, apariencia y sabor) tienen calificaciones
relativamente bajas.

Por su parte las bebidas correspondientes a las relaciones 1-8 y 1-10, son las que
presentan mejores caracteristicas sensoriales, asi como un numero alto bacterias
lacticas. Las bebidas con las relaciones 1-12 y 1-14 no tienen buenos indicadores del
avance de la fermentacién ya que el pH es relativamente alto, tiene baja capacidad de
retencién de agua y el nUmero de bacterias lacticas es relativamente bajo; los puntajes
de estas bebidas en la valoracién sensorial son relativamente bajos.

Puede observarse también la interrelaciéon entre las variables. Se nota la correlacion
directa existente entre la acidez titulable, el contenido de acido lactico, la viscosidad
medida instrumentalmente. También se observa una correlacion entre el pH y la
capacidad de retencion de agua, asi como correlacion directa entre las propiedades
sensoriales aroma, viscosidad, apariencia y sabor, con el nimero de células viables de
bacterias lacticas.

Tabla 3-31: Caracteristicas finales de las bebidas fermentadas con el cultivo 1

Caracteristicas REL 1-6 REL 1-8 REL 1-10 REL 1-12 REL 1-14
Tiempo de fermentacion (h) 5 6 7 9 9
Caracteristicas fisico-quimicas

Acidez total (% a.lactico) 0,675 0,635 0,549 0,498 0,423
Acido lactico (%) 0,375 0,375 0,365 0,347 0,300
pH 4,60 4,58 4,65 4,79 4,95
Viscosidad (Pa.s) 0,120 0,118 0,121 0,104 0,092
oot | | w2 | w | om | e
Células viables (Log ufc/mL) 6,5 6,7 6,2 6,3 6,5
Caracteristicas sensoriales

Apariencia 7 9 8 8 7
Aroma 8 10 8 8 7
Acidez 9 8 7 7 6
Sabor 6 8 7 7
Viscosidad 6 8 6 6
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Figura 3-54: Score plot (A), Loading plot (B) de los Componentes Principales 1y 2
obtenidos mediante PCA para las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales finales de
las bebidas de soya fermentadas con el cultivo 1
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En la tabla 3-32 se recopilan las caracteristicas finales de las bebidas fermentadas con el
cultivo 2 y en las figura 3-55 y 3-56 aparece el correspondiente Analisis de Componentes
Principales (PCA). Se puede evidenciar que la bebida preparada con la relaciéon 1-6, a
pesar de ser la que tiene una mayor concentracion de nutrientes, que implican alto valor
nutricional, y muy buenos indicadores de la fermentacién, no presenta las mejores
calificaciones sensoriales, esto puede ser explicado especialmente por una alta acidez,
gue no concuerda con los parametros sensoriales que se tienen para este tipo de
bebidas; sin embargo la viscosidad evaluada sensorialmente tiene valores altos. Las
bebidas preparadas con las relaciones 1-8 y 1-10 son las que presentan mejores valores
de aroma, apariencia y sabor. Las bebidas preparadas con las relaciones 1-12 y 1-14
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presentan bajos indices de avance de la fermentacion y no tienen buenas calificaciones
en los atributos sensoriales.

De manera semejante a lo ocurrido con el cultivo 1, se puede comprobar que las
diferencias ocurren principalmente por el tipo de bebida, mas que por el tipo de cultivo.
También se presenta una agrupacion de las variables asociadas a los tipos de bebidas y
se pueden resaltar el tipo de correlaciones entre las variables. ElI numero de células
viables esta correlacionado con la acidez, la viscosidad (tanto sensorial como
instrumental); el sabor y el aroma estan directamente correlacionados, asi como la
capacidad de retencion de agua y el pH. Todas las expresiones de acidez se encuentran
directamente correlacionadas.

Tabla 3-32: Caracteristicas finales de las bebidas fermentadas con el cultivo 2

REL 1-6 REL 1-8 | REL 1-10 | REL 1-12 | REL 1-14
Tiempo de fermentacion (h) |9 9 9 9 9
Acidez total (% a.lactico) 0,636 0,532 0,416 0,327 0,284
Acido lactico (%) 0,352 0,288 0,227 0,194 0,175
pH 4,55 4,7 4,84 5,02 5,24
Viscosidad (Pa.s) 0,107 0,101 0,09 0,076 0,064
Capacidad Retencion de 34 34 38 42 58
Agua (% liquido expulsado)
Células viables (Log ufc/mL) | 6,3 6,2 5,5 54 53
Caracteristicas sensoriales
Apariencia 7 9 8 6 5
Aroma 8 9 8 7 7
Acidez 8 7 7 6 5
Sabor 7 8
Viscosidad 6 6 5 4 3

Figura 3-55: Score plot de los Componentes Principales 1y 2 obtenidos mediante PCA
para las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales finales de las bebidas de soya
fermentadas con el cultivo 2
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Figura 3-56: Loading plot de los Componentes Principales 1 y 2 obtenidos mediante
PCA para las caracteristicas fisico-quimicas y sensoriales finales de las bebidas de
soya fermentadas con el cultivo 2
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Con base en estos andlisis se puede concluir que los cultivos originan cambios en las
caracteristicas de las bebidas, pero el aspecto fundamental es el tipo de bebida, es decir
su composicion, pues de ella depende el desempefio de las bacterias lacticas.

3.6.9 Pruebas sensoriales objetivas, utilizando nariz electrénica

Bebida de soya fermentada con el cultivol. El andlisis del perfil aromatico descrito por
PCA (figura 3-57), alcanza una varianza acumulada de 91% entre los dos primeros
componentes principales, observandose que la tendencia de analisis sigue estando
centrada solamente en el PC1 considerando que la evolucién de la fermentacion cambia
con respecto a lo encontrado con la leche.

Segun la figura 3-57, parte (B), las primeras horas (1 a 4) de fermentacién estan en la
region negativa del PC1 que son influenciadas por los sensores W1C, W3C, W5C y W5S,
mientras la etapa final es influenciada por los sensores W1W, W1S, W2S, W6S y W2W,
siendo este Ultimo el de mayor respuesta en la hora 6 que a su vez muestra un pico de
respuesta en el grafico de PC1 en funcion del tiempo (figura 3-57, parte (C)). También es
posible observar que la mayor tasa de cambio se alcanza entre las horas 4 y 5, utilizando
este cultivo.

Puede notarse ademas que al evaluar las muestras tomadas cada hora contra el primer
componente principal, que explica el 80% de la varianza, el perfil obtenido muestra la
cinética del proceso involucrando la combinacién lineal de todas las variables. Con el
cultivo 1 se alcanza la méxima varianza a las 6 horas, tiempo que corresponde a unas
buenas caracteristicas en la fermentacion desde el punto de vista sensorial.
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Figura 3-57: Score plot (A), Loading plot (B) de los Componentes Principales 1y 2y
Score plot (C) de las muestras contra el Componente 1, obtenidos mediante PCA, para
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Bebida de soya fermentada con el cultivo 2. En la figura 3-58, parte A, se observa que la
evolucién de la fermentacion puede ser descrita mediante el analisis de los dos primeros
componentes principales, los cuales alcanzan una varianza acumulada de 98%. El score
plot muestra que los tiempos de fermentacién pueden ser agrupados en tres clases.
Segun la figura 3-58, parte B, el inicio de la fermentacion (horas 0 a 2) se describen por
las respuestas de los sensores W1C, W3C, W5C y W3S, mientras que las horas 4 a 6
por el sensor W5S; la finalizacion (horas 7 y 8) por los sensores W1W, W1S, W2S y
W2W. El gréfico de PC1 en funcion del tiempo, correspondiente a la figura 3-58, parte C,
muestra que la mayor tasa de cambio del perfil aromatico se alcanza entre las horas 2 y
3, observandose un crecimiento posterior entre las horas 6 y 8.
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Figura 3-58: Score plot (A), Loading plot (B) de los Componentes Principales 1y 2y
Score plot (C) de las muestras contra el Componente 1, obtenidos mediante PCA, para
las sefales de los sensores de la nariz electronica en la valoracion del aroma en la
fermentacion de bebida de soya, durante 8 horas con el cultivo 2
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Leche semidescremada fermentada con el cultivo 1. Como se observa en el score plot,
figura 3-59, parte A, existe una tendencia de agrupacién de acuerdo al tiempo de
fermentacion, siendo posible determinar 3 grupos clasificados por su ubicacion en
distintos cuadrantes. El loading plot, figura 3-59, parte B, muestra que entre los dos
primeros componentes principales existe una varianza acumulada de 97.6%. Es posible
establecer que las caracteristicas aromaticas al inicio de la fermentacion (horas 1y 2)
estan influenciadas por los sensores W1C, W3C y W5C, posteriormente (horas 3 a 5) la
influencia se determina por los sensores W3S y W6S, mientras que la finalizacion del
proceso esta descrito por los sensores W5S, W1W, W2S, W1S y W2W, siendo este
ultimo el de mayor respuesta al final de la fermentacién. La figura 3-59, parte C, muestra
gue entre las horas 2 y 3 se alcanza la mayor tasa de cambio en el comportamiento del
perfil aromético, considerando la variacién en los valores de los scores para las
muestras. Una nueva tasa de cambio se observa entre las horas 5y 6. Estos resultados
se correlacionan con lo encontrado en el score plot.
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Figura 3-59: Score plot (A), Loading plot (B) de los Componentes Principales 1y 2y
Score plot (C) de las muestras contra el Componente 1 obtenidos mediante PCA para
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Leche semidescremada fermentada con el cultivo 2. En la 3-60, parte A, se observa que
los dos primeros componentes principales alcanzan una varianza acumulada de 90.5%,
cuyo comportamiento es mejor descrito analizando Unicamente el PC1. Con base en lo
anterior es posible agrupar las muestras en dos clases, el inicio de la fermentacion (horas
1 a 5) se ubica en la regién positiva del PC1. Como se muestra en la figura 3-60, parte
B, los sensores W5S, W6S, W1W, W1S, W2S y W2W, describen el comportamiento,
siendo este Ultimo en de mayor influencia en las horas 4 y 5; entre tanto, la finalizacion
de la fermentacion es descrita por la respuesta de los sensores W5C, W3C y W1C. En la
figura 3-60, parte C, del PC1 en funcidon del tiempo se muestra un aumento en la
respuesta de los scores hasta la hora 5, a la cual alcanza un méaximo para
posteriormente ir disminuyendo hasta la finalizacion de la fermentacion, evidenciandose
gue en este tiempo es donde se encuentra la mayor tasa de cambio del perfil aroméatico.
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Figura 3-60: Score plot (A), Loading plot (B) de los Componentes Principales 1y 2y
Score plot (C) de las muestras contra el Componente 1 obtenidos mediante PCA para
leche de vaca fermentada 8 horas con el cultivo 2
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Con base en estos resultados, analizando las graficas en las que se presentan las
muestras contra el primer componente principal, se puede disponer de informacién
acerca del perfil cinético del desarrollo del aroma durante la fermentacién de las bebidas
de soya y se muestra, al efectuar la comparacion con la fermentacién de la leche de
vaca, que el comportamiento difiere en el momento en que se inicia el desarrollo del
aroma, pero la naturaleza de las sustancias detectadas es similar lo cual se muestra en
los sensores involucrados a medida que avanza el tiempos. Esto se cumple para los dos
cultivos utilizados.

Para el cultivo 1, en la leche de vaca el cambio brusco en el aroma se presenta entre las
horas 2 y 3, mientras que en la bebida de soya el aroma comienza a desarrollarse en la
hora 2 de una manera mas lenta, pero los sensores que se van involucrando son los
mismos que en la leche de vaca. Para el cultivo 2, en leche de vaca, la maxima varianza
en el aroma se encuentra entre las horas 2 y 3 y se desarrolla hasta la hora 5, momento
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en el cual se inicia pérdida del aroma; en la bebida de soya se inicia el desarrollo entre
las horas 2 y 3; contintia el desarrollo del aroma hasta las horas 7 y 8, involucrando los
mismos sensores que en la leche de vaca.

La realizacion de estas pruebas demuestra que, desde el punto de vista sensorial, la
fermentacion de las bebidas de soya tiene grandes beneficios ya que no se detectan ni al
inicio ni al final de la fermentacién aromas extrafios. Esto explica de una manera objetiva
atributos de calidad sensorial de estas bebidas de soya fermentadas.



4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

e En la etapa de hidratacion o remojo, aunque la soya tiende a absorber agua a
40°C a mayor velocidad que a 20°C y a 80°C, se presenta un comportamiento
similar en cuanto a la tendencia a alcanzar valores similares de humedad de
equilibrio, la cinética se ajusta al modelo de Peleg y este comportamiento se
puede explicar por la peculiar ausencia de almidén en esta leguminosa y que
dista mucho de las otras semillas de interés en alimentacion.

¢ La migracién de soélidos al liquido de hidratacion difiere apreciablemente segun la
temperatura a la cual se efectle esta etapa. A 80°C la pérdida de sélidos es muy
alta y en 2-3 horas abarca la mayoria de los carbohidratos fermentables. A 40°C
la pérdida también sucede rapidamente por transferencia al agua y por la
activacion de fermentaciones indeseadas, que coincide con el significativo
deterioro sensorial de la soya a esta condicion. A 20°C el paso de sélidos al agua
sucede a menor velocidad y es factible obtener la semilla simultdneamente con un
buen grado de hidrataciéon y con carbohidratos fermentables remanentes en el
grano.

e La hidratacion de la soya es una etapa que induce cambios notorios en la
naturaleza de los carbohidratos al generar monosacéridos a partir de los
oligosacéaridos propios de la semilla, hecho que facilita la fermentabilidad
mediante bacterias lacticas, pero a la vez promueve su pérdida por migracion,
razén por la cual es necesario controlar el tiempo y la temperatura a la cual se
efectlia esta operacion.

¢ Durante la hidratacion, la actividad el inhibidor de tripsina y la solubilidad de la
proteina de la soya no sufren cambios apreciables cuando la hidratacién se
realiza a 20°C y a 40°C, mientras que a 80°C, se degrada el inhibidor pero se
reduce apreciablemente la solubilidad de la proteina. Se comprobd que es
posible predecir el valor de la actividad de este factor antinutricional
(caracteristica de dificil valoracién experimental) a partir del contenido de
humedad, de la actividad de la enzima ureasay de la solubilidad de la proteina.

e Se puede afirmar que desde el punto de vista nutricional, la calidad de la soya
cuando es hidratada a 20°C y a 40°C no es adecuada, pues los valores de la
actividad de ureasa son demasiado altos.
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El blanqueo o escaldado es una etapa efectiva para prevenir el desarrollo de
aromas indeseables y para degradar los factores antinutricionales. Aunque se
reduce la solubilidad de la proteina, es posible predecirla segun el tiempo del
tratamiento.

Para la preparacion de las bebidas, la molienda humeda permite realizar la
extraccion de los componentes de la soya con rendimientos que dependen del
nutriente, de la temperatura y de la relacién entre la masa de semilla y la masa de
agua. A menor proporcion de agua se obtienen menores rendimientos globales
en la extraccion, pero bebidas mas concentradas en nutrientes, en especial en
proteina y carbohidratos.

Las bebidas presentan diferencias en la composicion; los carbohidratos y la
proteina de la soya son los componentes que se extraen con mayor eficiencia; la
grasa y la fibra a pesar de no ser solubles en agua logran formar suspensiones
gue son facilitadas por los agentes emulsificantes propios de esta semilla. Para
esta operacion realizada a 80°C, se obtienen bebidas cuya composicion logran
buenos rendimientos més altos, ademas de una contribucién a la degradacion de
los factores antinutricionales, pero que no alcanza a la reduccién hasta niveles
adecuados, por lo cual se requiere un tratamiento térmico adicional que puede
estimarse mediante el modelo desarrollado.

La acidificacion de las bebidas mediante bacterias lacticas se lleva a cabo
dependiendo del nivel de nutrientes presentes y la concentracion de acido lactico
desarrollado, para que sensorialmente se alcance un valor adecuado, depende de
la concentracion de carbohidratos iniciales. A pesar de que la mayoria de autores
reportan tiempos de fermentacion del orden de 24 horas, es posible obtener en
menos de 6 horas y sin necesidad de adicion de suplementos al sustrato, bebidas
con un numero adecuado de bacterias lacticas, acidez total superior a 0,5 % y pH
cercano a 4,6. Para esto indispensablemente se debe tener control especial en
las etapas de hidratacion y escaldado previos de la semilla.

Por otra parte, la viscosidad desarrollada en las bebidas y su capacidad de
retencion de agua guardan relacion directa con la acidificacion, pero dependen
también del nivel de proteina de la bebida.

Al comparar el curso de la fermentacion de bebidas utilizando diferentes cultivos
lacticos, se notan diferencias segun la especie utilizada, pero fundamentalmente
del tipo de bebida es la que define la varianza en los indicadores del avance del
proceso.

Se comprobd con un sistema de olfato artificial que durante la fermentacion de las
bebidas de soya con cultivos lacticos se induce el desarrollo de aromas cuya
naturaleza quimica es similar a la de los aromas desarrollados en la fermentacién
de leche de vaca, aunque a una velocidad menor. Este hecho fundamenta los
beneficios en las caracteristicas sensoriales que ejerce la fermentacion lactica
sobre las bebidas de soya.
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4.2 Recomendaciones

e No atribuir al tipo de microrganismo la factibilidad de fermentar las bebidas de
soya ya que es primordial la procedencia de la bebida y las condiciones bajo las
cuales se proceso. En el estudio realizado en este trabajo muestra que existen
muchas posibilidades en la obtencion de bebidas de soya y por lo tanto multiples
resultados al probar fermentacidén con bacterias lacticas.

e Por las dificultades de experimentar con pruebas in vivo en investigaciones que
pretenden desarrollar nuevos procesos para la obtencidon de alimentos para
humanos a partir de fuentes no tradicionales, es recomendable aprovechar los
avances alcanzados en nutricibn animal, sobre todo el empleo de indicadores
guimicos in vitro del valor biolégico de fuentes vegetales que surgen con
posibilidades de mejorar la sustentabilidad de la supervivencia del hombre.

e En Colombia se deben mantener y aprovechar los importantes avances logrados
en el desarrollo de variedades propias de soya y de préacticas agricolas no
agresivas con el medio ambiente con miras al mejoramiento directo de la
alimentacion humana.
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A.

Anexo: Rendimiento agronomico

y Contenido de grasa y proteina en
variedades de soya producidas en
Colombia (CORPOICA 1998)

Tabla A-1: Rendimiento en semilla de cultivos de soya de diferentes variedades, en

Colombia
Variedad Institucional Rendimiento Variedad Empresa Rendimiento
(kg/ha) Privada (kg/ha)
Soyica P-31 3000 SV-89 3200
Soyica P-33 3400 Andree-23 3200
Soyica P-34 3500 Procampo-1 2600
Soyica Ariari-1 2800 Valluna 5 3000
Soyica Cesar M-11P-31 2900 Superma 3500
ICA Corpoica Obando 1 3000
ICA Corpoica Obando 2 3000

Tabla A-2: Composicion de algunas variedades de soya producidas en Colombia

Variedad Institucional Grasa Proteina | Variedad Empresa Grasa Proteina
(%bs.) | (b.s) Privada (% b.s.) (% b.s.)
Soyica P-31 18,0 41,0 Valluna 5 22,2 36,1
Soyica P-33 19,0 37,0 Andree-23 18,8 38,2
Soyica P-34 19,9 37,5 Procampo-1 21,0 35,0
Soyica Ariari-1 Valluna 5 22,2 36,1
Soyica Cesar M-11P-31 19,5 38,5 Suprema 219 38,3
ICA Corpoica Obando 1 19,5 38,5
ICA Corpoica Obando 2 19,9 38,9
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B. Anexo: Composicion quimica de
la soya y de otros alimentos

Tabla B-1: Macronutrientes de la soya y otros alimentos (CORPOICA 1998)

Alimento Energia | Carbohidratos | Proteinas Lipidos Ca P Fe
100g keal (9) (9) (9) (mg) | (mg) | (mg)
Arroz 364 79,70 7,20 0,60 9 104 1,3

Trigo Integral 354 70,10 12,70 2,50 37 386 4,3
Maiz 363 70,70 11,80 4,50 11 290 25
Frijol 344 62,37 20,74 1,27 145 471 4,3
Soya 395 30,00 36,10 17,70 226 546 8,8

Carne res 110 0,00 21,00 3,00 12 224 3,2

Carne pollo 107 0,00 19,70 3,10 2 200 1,9

Carne cerdo 181 0,00 18,50 11,90 6 220 2,0

Higado res 130 0,00 20,20 5,50 8 373 12,1

Higado gallina 137 2,40 22,40 4,20 16 240 7,4

Huevo gallina 151 0,00 12,30 11,30 73 224 3,1

Leche vaca 63 5,00 3,10 3,50 114 102 0,1

Tabla B-2: Micronutrientes de la soya y otros alimentos (Corpoica, 1998)

Alimento Retinol A (ug) | Tiamina B | Riboflavina B2 (ug) | Niacina | A. Ascérbico
100g (H9) (mg) (mg)
Arroz 0 88 40 0,775 0,0

Trigo Integral 0 462 256 4,300 0,0
Maiz 23 150 203 2,400 1,3
Frijol 2 540 190 2,100 3,0
Soya 2 660 220 2,200 0,0

Carne res 5 130 170 5,500 0,0

Carne pollo 10 80 160 9,000 0,0

Carne cerdo 0 950 230 5,100 0,0

Higado res 3,020 235 2,040 16,683 30,0

Higado gallina 4,000 230 2,560 8,000 -

Huevo gallina 530 100 300 0,100 0,0

Leche vaca 38 40 653 0,200 1,0
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C.

Anexo: Precio unitario relativo de

la proteina proveniente de diferentes

alimentos en Colombia winagricultura 2007,

adaptado)
Alimento Precio Contenido Precio relativo Valor
Relativo por | de Proteina del Kg de Nutricional
Kg proteina Proteina
(%)

CEP

Frijol Soya 1,8 40 1,0 0,7-2,0
Frijol comdn 4,0 25 3,6 1,0
Carne Res 6,0 20 6,7 3,2
Carne Pollo 6,0 20 6,7 3,2
Huevos 1,0 13 1,7 3,8
Leche 1,4 3,2 51 2,5
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D. Anexo: La fermentacidon lactica
para la produccion de yogurt a partir
de leche de vaca

Tradicionalmente se denomina yogurt al producto obtenido a partir de leche de vaca
higienizada fermentada por accion de Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus y
Streptococcus salivarius ss thermophilus, los cuales deben ser viables, abundantes y
activos en el producto hasta el final de su vida util. El consumo del yogurt, originario de
la region de los Balcanes y de los paises de Oriente Medio, se ha extendido a los paises
occidentales y sus técnicas de fabricacién se han modernizado en cuanto a los equipos
utilizados y la pureza de los cultivos empleados, aungue los pasos basicos siguen
siendo los mismos (R. Robinson & Tamine 1991).

La concentracion de lactosa en la leche es de 40 a 50 g/l y es practicamente le Gnico
azulcar en estado libre. Al final del crecimiento en la leche, la tasa de acido lactico y el pH
final varian con el tipo de bacterias. Inicialmente la leche es estandarizada en cuanto al
contenido de sélidos lacteos no grasos (de 8,2 a 9,0 %) y de grasa (de 0,1 a 10 %), de
acuerdo con las regulaciones de cada pais y con los gustos de los consumidores. Se
adicionan azlcares u otros agentes edulcorantes y agentes estabilizantes y
emulsificantes. Esta mezcla se somete a homogenizacién, operacion que consiste en
efectuar un mezclado a alta velocidad pasando el fluido a través de un pequenfio orificio a
elevada presion (100 a 200 kg/cm2); se producen modificaciones fisico-quimicas debido
a la reduccion del tamafio de los glébulos de grasa y al aumento de la absorcién de
agua por parte de las proteinas. La mezcla lactea destinada a la produccion de yogurt se
pasteriza antes de la fermentacion. Después del tratamiento térmico, se enfria la mezcla
hasta ajustar entre 40°C y 45°C la temperatura para la inoculacién e incubacion del
cultivo estarter (Lactobacillus delbrueckii ss. bulgaricus y Streptococcus salivarius ss
thermophilus). No obstante, la fermentaciébn puede ocurrir mas lentamente a
temperaturas cercanas a 30°C. En algunos casos el periodo de incubacién puede ser de
s6lo dos horas y media, para cultivos estarter activos con una relaciébn cocos/bacilos
adecuada. Algunos autores reportan que temperaturas superiores a 45°C favorecen al
bacilo, mientras que temperaturas cercanas a 30°C permiten que el coco domine.
Ambas especies son resistentes al acido, pero el S. thermophilus crece mejor a pH alto,
es decir al inicio de la fermentacién. Cuando el pH cae por debajo de 5,5 el L. bulgaricus
es mas activo que el coco y a pH inferior a 4,2 la fermentacion es enteramente dominada
por el bacilo (Oberman 1985; R. Robinson & Tamine 1991; Garcia & R. Quintero 1993).

Existen dos tipos de yogurt: el firme y el batido. Para el primero, la fermentacién ocurre
en el envase en el que se comercializa el producto y no hay rompimiento del coagulo.
Para el yogurt batido, la fermentacion se lleva a cabo en tanques de acero inoxidable y
después de la fermentacion se efectia el rompimiento del codgulo. En promedio, la
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acidez alcanzada en esta etapa es del orden del 1 % en peso de acido lactico (R.
Robinson & Tamine 1991)Las bacterias acido lacticas obtienen su energia de los
carbohidratos; en el caso de la fermentacion de leche de vaca el catabolismo de la
lactosa ocurre en el interior de las células. La lactosa es un p-galactodisacarido y en los
Streptococos homofermentativos del grupo N, el transporte de este carbohidrato a través
de la pared celular implica la participacion del sistema fosfotransferasa; dependiente del
fosfoenolpiruvato, siendo fosforilada la lactosa a glucosil B-(1-4)-galactosa —6P (Lactosa-
P) durante esta incorporacion. En la siguiente figura D-1 se presentan las posibles rutas
de la utilizacion de la lactosa por S. thermophilus y L. bulgaricus (Oberman 1985).

Figura D-1: Rutas de utilizacion de la lactosa por parte de S. thermophilus y L. bulgaricus
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Una vez en el interior de la célula la lactosa-P es hidrolizada hasta D-glucosa y
galactosa-6P por accion de la enzima B-D-fosfogalactosidasa (B-P gal) (R. Robinson &
Tamine 1991). La enzima lactato deshidrogenasa, presente en las bacterias &cido-
lacticas, cataliza la sintesis de lactato a partir de &cido pirdvico. Se pueden producir
distintos isémeros del acido lactico, L(+), D(-) y D(+) los cuales difieren en la
configuracion del segundo atomo de carbono.

Se ha reportado que el S. thermophilus produce principalmente &cido L(+) lactico y
preferiblemente sucede a temperaturas inferiores a 40°C, mientras que el L. bulgaricus
produce el &cido D(-) lactico y preferiblemente ocurre a temperaturas superiores a 45°C.
Normalmente se encuentran los dos tipos de acidos en el yogurt y la proporcion entre los
isbmeros es indicativo de las condiciones bajo las cuales ha ocurrido el proceso. La
relacion entre L(+) y D(-) oscila entre 0,38 y 8,28; algunos investigadores han propuesto
gue la relacion méas adecuada es 2,0 (Oberman 1985; R. Robinson & Tamine 1991).

La velocidad de acidificacion influye en la estructura y consistencia del coagulo y en la
separacion del suero. En la figura D-2 se muestran, por una parte, la sucesién de las
fases del desarrollo microbiano y por otra, el desfase de la curva de acidificacién. Se
presentan la Fase 1, de latencia o adaptacion, la cual depende de la cantidad de inéculo
y del estado fisiol6gico de las bacterias. La Fase 2 6 logaritmica, tiene una pendiente
constante para una cepa dada; al final de esta fase el nUmero de microorganismos se
acerca al maximo, mientras que no sucede lo mismo con la acidez. Las dos ultimas fases
corresponden al maximo numero de células y al descenso durante las cuales se agotan o
se limita el aprovechamiento de las sustancias nutritivas del medio; la acidez continda
aumentando aungue con una pendiente menor (R. Robinson & Tamine 1991).

Figura D-2: Curvas de crecimiento y acidificacion durante la fermentacion lactica de
leche de vaca
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La importancia del &cido lactico en la produccién del yogurt de leche de vaca radica en
gue, en primer lugar, contribuye a la desestabilizacibn de las micelas de caseina
mediante el paso del fosfato y del calcio de un estado coloidal a una forma soluble
(lactato y fosfato célcico) que se difunde en la fraccién acuosa de la leche, lo cual origina
la precipitacion de la caseina a valores de pH de 4,6 a 4,7 dando lugar a cambios
importantes en las caracteristicas reoldgicas que conducen a la formacién del gel o
coagulo que constituye el yogurt. En segundo lugar, el &cido lactico proporciona el sabor
acido peculiar de esta bebida, contribuye a acentuar el “flavor” aromatico y ayuda a la
estabilidad microbioldgica del producto debido a su comprobada accién controlante sobre
flora indeseable. La excesiva o rapida acidificacion ocasiona sinéresis y por lo tanto una
escasa estabilidad del yogurt. En la figura D-4 se presentan las rutas metaboliv=cas de
las bacterias homofermentativas y d elas heterofermentativas. Durante la fermentacion
también se forman, principalmente a partir de lactosa, treonina y metionina, compuestos
carbonilo (acetaldehido y diacetilo), responsables del “flavor” tipico del yogurt (R.
Robinson & Tamine 1991). En la figura D-3 se muestra el origen de los aminoacidos
liberados durante la fermentacion, por hidrélisis de las proteinas.

Aunque los cultivos estarter del yogurt s6lo son débilmente proteoliticos, S. thermophilus
y L. bulgaricus pueden provocar durante la fermentacion reacciones proteoliticas
responsables de la formacién de péptidos y aminoacidos libres. Estos cambios afectan la
estructura fisica del yogurt y ocasionan el desarrollo de reacciones quimicas
responsables del flavor. Durante la fermentacion y posterior almacenamiento del yogurt
se observa, dependiendo de diferentes factores, un apreciable aumento de la
concentracion de acidos grasos en el producto originados por accién de lipasas o de
proteasas. Se ha comprobado que durante la produccion del yogurt se sintetizan
vitaminas, tales como la niacina a partir de purinas y el 4cido félico a partir de triptéfano;
en menor grado se produce vitamina B6 (Oberman 1985). Se ha comprobado que el
acido lactico y numerosos compuestos volatiles, entre los que se encuentra el
acetaldehido, el heptano, la acetona y el diacetilo, son los principales responsables del
flavor del yogurt (Laye et al. 1993).

Figura D-3: Generacién de aminoacidos po parte de las bacterias lacticas por hidrélisis
de la proteina de la leche
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Figura D-4: Rutas metabdlicas, homofermentativa y heterofermentativa, de las bacterias
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E.

Anexo: Especificaciones de los

cultivos lacticos utilizados (Danisco

A/S. 2010)

CULTIVO LACTICO 1

Danisco Serie Choozit ® MY 800 liofilizado

Mezclas termofilicas Liofilizada iniciadora para inoculacion directa

COMPOSICION

Streptococcus thermophilus
Lactobacillus delbrueckii subsp.lactis
Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus

ESPECIFICACIONES

Cuantitativas / Actividad estandar

Poder de acidificacidon estandar del cultivo

Sustrato Leche estéril reconstituida (12 % de solidos)
Calentada a110°C
Estandarizada a pH 6,60

Temperatura 42°C

Relacion de inoculacion

8 u /100 litros

Delta pH:

1,00

Tiempo para alcanzar el delta de pH

<0 =3 horas
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Andlisis Quimico

Presencia de metales pesados

Cadmio <1 mg/kg
Arsénico <3 mg/kg
Plomo <5 mg/kg
Mercurio <5 mg/kg

Andlisis microbioldgico

Microorganismos Especificacion Métodos analiticos de

referencia
Conteo de coliformes totales <10enlg NF V08-015,IDF 73A-1985
Enterococos <20enlg Gélose Bile, esculine

Sodium azide 48 houras a 37
Mohos y levaduras <10enlg NF V08-022, IDF 94B-1991
Staphylococcus aureus <10enlg NF V08-057,IDF 145A-1997
Listeria monocytogenes Nulaen 25g NF V08-055

IDF 143-1990
Salmonella Nulaen 25¢g NF V08-052

IDF 93B-1995

VIDA UTIL / ALMACENAMIENTO

El producto se debe almacenar maximo a 4°C para obtener una vida util de 18 meses

desde la fecha de produccion.
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EMPAQUES
MY 800: sobres de 2, 10, 20 y 100 unidades.

Los cultivos se empacan en sobres hechos de tres capas de material (polietileno,

aluminio y poliéster) y embarcada en cajas de 20 sobres.

La siguiente informacién aparece impresa en cada sobre:

- Nombre del producto

- Cantidad empacada

- Nomero de lote, por ejemplo 01.061.A = Afo de empaque, numero de
preparacion de lote, letra de secuencia de empaque

- Cadigo, por ejemplo, 09/2001 = usar antes de la fecha.

EMBARQUE
Transporte refrigerado (maximo 10°C).
Francia: 48 a 72 horas

Exportacion: adaptado a las condiciones locales

MARCO REGULATORIO

Los microorganismos utilizados en estos cultivos no han sido sujetos a ninguna
modificacion genética de acuerdo con la Directriz Europea 2001/18/EC (Formalmente
Directiva 90/220/EC).

No nos responsabilizamos en caso de darle un uso diferente a los usos recomendados

(ver el primer parrafo de descripcion
CERTIFICACION

ISO 9001, KOSHER: O-U-D
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CULTIVO LACTICO 2

Danisco Yomix® 205 LYO-250 DCU

Mezclas termofilica probidtica paraleches fermentadas

Iniciador Liofilizado para inoculacién directa

COMPOSICION

Streptococcus thermophilus

Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus
Lactobacillus delbrueckii subsp. acidophilus

Bifidubacterium lactis

ESPECIFICACIONES

Cuantitativas / Actividad estandar

Inoculacion directa. Genera 10° ufc/ml de Lactobacillus delbrueckii subsp. acidophilus y

Bifidubacterium lactis. Rapida acidificacion hasta pH 4,8-4,7: posterior postacidifaicacion

lenta.

Poder de acidificaciéon estandar del cultivo

Sustrato Leche estéril reconstituida (12 % de sdélidos)
Calentada al110°C
Estandarizada a pH 6,60

Temperatura 42°C

Relaciéon de inoculacion

25 DCU/ 100 litros

Delta pH:

1,80

Tiempo para alcanzar el delta de pH

<0 =6 horas
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Analisis microbiol6gico

Microorganismos

Especificacion

Métodos analiticos de
referencia

Conteo de coliformes totales <10enlg NF V08-015,IDF 73A-1985
Enterococos <20enlg Gélose Bile, esculine

Sodium azide 48 houras a 37
Mohos y levaduras <10enlg NF V08-022, IDF 94B-1991
Staphylococcus coagulasa positivo <10enlg NF V08-057,IDF 145A-1997
Listeria monocytogenes Nulaen 25¢g NF V08-055

IDF 143-1990
Salmonella Nula en 25 ¢ NF V08-052

IDF 93B-1995

VIDA UTIL / ALMACENAMIENTO

El producto se debe almacenar maximo a 4°C para obtener una vida Util de 12 meses

desde la fecha de produccion.

EMPAQUES

Los cultivos se empacan en sobres hechos de tres capas de material (polietileno,

aluminio y poliéster) y embarcada en cajas de 50 sobres.

La siguiente informacién aparece impresa en cada sobre:

- Nombre del producto
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- Cantidad empacada

- Numero de lote, por ejemplo 01.061.A = Afio de empaque, numero de
preparacion de lote, letra de secuencia de empaque

- Cadigo, por ejemplo, 09/2001 = usar antes de la fecha.

EMBARQUE

Transporte refrigerado (maximo 10°C).

Francia: 48 a 72 horas

Exportacion: adaptado a las condiciones locales
MARCO REGULATORIO

Los microorganismos utilizados en estos cultivos no han sido sujetos a ninguna
modificacion genética de acuerdo con la Directriz Europea 2001/18/EC (Formalmente
Directiva 90/220/EC).

No nos responsabilizamos en caso de darle un uso diferente a los usos recomendados

(ver el primer parrafo de descripcion
CERTIFICACION
ISO 9001

No contiene materiales de organismos genéticamente modificados
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F. Anexo: Estandarizacion de la
metodologia valoracion aroma de
bebidas con nariz electrénica

F1. Parametros de estandarizacion

F1.1 Evaluacién del peso de muestra.

De la cantidad de muestra a tomar para cada analisis depende la generacién de volatiles
y semivolatiles en el HeadSpace. Al tratarse de un producto fermentado, se espera que
no se requiera una gran cantidad de muestra, por lo que se empezaron los ensayos con
1 g de muestra, pero como se observa en la figura G-1 el perfil obtenido no fue estable
durante todo el tiempo de analisis, por lo que se decidié ensayar con una menor cantidad
de muestra, en este caso 0.5g, con el cual se consiguieron perfiles mas estables y
repetibles, como lo muestran los coeficientes de variacion en las tablas G-1y G-2.

Parametros de analisis:

Flujo de gas a la cAmara de sensores: 400 ml/min Tiempo de andlisis: 450 s
Temperatura de estabilizacion del headspace: ambiente

Tiempo de estabilizacion del headspace: ninguno
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Tabla F-1: Valores de los sensores para el analisis del perfil aroméatico para 1g

Sensor 1. W1C 2. W5s 3.W3c 4.W6S 5. W5C 6.wis | 7.wiw s.w2s | o.waw | 10.w3s

0,6831 2,8545 0,6537 1,0201 0,6343 1,5986 1,0175 1,6088 1,2538 1,0046

50 segundos 0,5781 2,5369 0,5638 1,0320 0,5537 1,8971 1,0386 2,0500 1,4344 1,0073

0,5485 2,7031 0,5419 1,0351 0,5281 2,0374 1,0510 2,1975 1,4997 1,0115

Promedio 0,6032 2,6982 0,5865 1,0291 0,5720 1,8444 1,0357 1,9521 1,3960 1,0078
Desviacién Estandar 0,0707 0,1589 0,0592 0,0079 0,0554 0,2241 0,0169 0,3063 0,1274 0,0035
Coeficiente de Variacién (%) 11,73% 5,89% 10,10% 0,77% 9,69% 12,15% 1,64% 15,69% 9,12% 0,35%
0,6304 2,8606 0,6131 1,0304 0,5868 1,7264 1,0393 1,7805 1,4358 1,0051

100 segundos 0,5454 2,9547 0,5301 1,0613 0,5119 2,0205 1,1036 2,1758 1,8767 1,0052
0,4873 3,4793 0,4859 1,0658 0,4597 2,3097 1,1375 2,5520 2,1182 1,0185

Promedio 0,5544 3,0982 0,5430 1,0525 0,5195 2,0189 1,0935 2,1694 1,8102 1,0096
Desviacién Estandar 0,0720 0,3334 0,0646 0,0193 0,0639 0,2917 0,0499 0,3858 0,3460 0,0077
Coeficiente de Variacién (%) 12,98% 10,76% 11,89% 1,83% 12,30% 14,45% 4,56% 17,78% 19,11% 0,76%
0,6266 3,3567 0,6122 1,0373 0,5842 1,7014 1,0615 1,7834 1,5578 1,0115

150 segundos 0,5333 2,9664 0,5037 1,0728 0,4721 2,2315 1,1738 2,3875 2,1155 1,0088

0,5159 2,7251 0,5084 1,0733 0,4803 2,1809 1,1949 2,3099 2,2104 1,0245

Promedio 0,5586 3,0161 0,5414 1,0611 0,5122 2,0379 1,1434 2,1603 1,9612 1,0149
Desviacion Estandar 0,0595 0,3187 0,0613 0,0206 0,0625 0,2925 0,0717 0,3287 0,3526 0,0084
Coeficiente de Variacién (%) 10,66% 10,57% 11,33% 1,95% 12,20% 14,35% 6,27% 15,21% 17,98% 0,83%
0,7228 2,9888 0,7015 1,0227 0,6794 1,3573 1,0611 1,3631 1,4449 1,0067

200 segundos 0,5347 2,6167 0,5348 1,0736 0,5138 1,9492 1,2124 2,0786 2,0871 1,0162

0,4887 3,1551 0,4793 1,0836 0,4481 2,3559 1,2630 2,5015 2,3459 1,0208

Promedio 0,5821 2,9202 0,5719 1,0600 0,5471 1,8875 1,1788 1,9811 1,9593 1,0146
Desviacién Estandar 0,1240 0,2757 0,1156 0,0327 0,1192 0,5022 0,1051 0,5754 0,4639 0,0072
Coeficiente de Variacién (%) 21,31% 9,44% 20,22% 3,08% 21,79% 26,60% 8,91% 29,05% 23,68% 0,71%
0,7497 3,0125 0,7318 1,0156 0,7115 1,2942 1,0519 1,2893 1,3386 1,0074

250 segundos 0,5061 3,2055 0,4939 1,0931 0,4724 2,2870 1,2499 2,4751 2,1707 1,0228

0,4972 2,9052 0,4835 1,0871 0,4474 2,3428 1,3182 2,4553 2,3579 1,0208

Promedio 0,5843 3,0411 0,5697 1,0653 0,5438 1,9747 1,2067 2,0732 1,9557 1,0170
Desviacién Estandar 0,1433 0,1522 0,1405 0,0431 0,1458 0,5900 0,1383 0,6790 0,5426 0,0084
Coeficiente de Variacién (%) 24,52% 5,00% 24,65% 4,05% 26,81% 29,88% 11,46% 32,75% 27,74% 0,82%
0,7538 3,2204 0,7343 1,0072 0,7120 1,2895 1,0410 1,2770 1,2725 1,0091

300 segundos 0,5339 2,9712 0,5053 1,0827 0,4790 2,1769 1,2805 2,3038 2,1201 1,0082
0,5220 2,5426 0,5176 1,0687 0,4814 2,0792 1,3582 2,1531 2,2706 1,0149

Promedio 0,6032 2,9114 0,5857 1,0529 0,5575 1,8485 1,2266 1,9113 1,8877 1,0107
Desviacion Estandar 0,1305 0,3428 0,1288 0,0402 0,1338 0,4866 0,1653 0,5545 0,5381 0,0036
Coeficiente de Variacién (%) 21,64% 11,78% 21,99% 3,81% 24,01% 26,32% 13,48% 29,01% 28,50% 0,36%

Figura F-1: Tendencia del comportamiento de los sensores para 19
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Tabla F-2: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético para

0.5g

Sensor 1.WicC 2. W5S 3.W3C 4. W6S 5. W5C 6. W1S 7.Wiw 8. W2s 9. W2w 10. W3S

0,7878 2,9828 0,7678 1,0060 0,7595 1,2724 1,0086 1,2704 1,0836 1,0020

50 segundos 0,7921 2,9991 0,7756 1,0012 0,7668 1,2455 1,0059 1,2431 1,0786 0,9978

0,7772 2,8831 0,7743 1,0035 0,7639 1,2388 1,0023 1,2481 1,0886 1,0000

Promedio 0,7857 2,9550 0,7726 1,0036 0,7634 1,2522 1,0056 1,2539 1,0836 0,9999
Desviacion Estandar 0,0077 0,0628 0,0042 0,0024 0,0037 0,0178 0,0032 0,0145 0,0050 0,0021
Coeficiente de Variacion (%) 0,98% 2,13% 0,54% 0,24% 0,48% 1,42% 0,31% 1,16% 0,46% 0,21%
0,7769 2,9999 0,7557 1,0076 0,7442 1,2806 1,0163 1,2803 1,1387 1,0002

100 segundos 0,7810 3,0010 0,7686 1,0010 0,7567 1,2441 1,0119 1,2446 1,1235 0,9989

0,7856 2,9797 0,7699 1,0028 0,7578 1,2531 1,0045 1,2512 1,1308 1,0002

Promedio 0,7812 2,9935 0,7647 1,0038 0,7529 1,2593 1,0109 1,2587 1,1310 0,9998
Desviacion Estandar 0,0044 0,0120 0,0079 0,0034 0,0076 0,0190 0,0060 0,0190 0,0076 0,0008
Coeficiente de Variacion (%) 0,56% 0,40% 1,03% 0,34% 1,00% 1,51% 0,59% 1,51% 0,67% 0,08%
0,7691 3,0494 0,7477 1,0088 0,7316 1,2890 1,0255 1,2785 1,1715 0,9999

150 segundos 0,7625 2,9979 0,7576 1,0002 0,7434 1,2606 1,0164 1,2541 1,1545 0,9970

0,7764 3,0433 0,7600 1,0031 0,7455 1,2601 1,0066 1,2540 1,1554 0,9994

Promedio 0,7693 3,0302 0,7551 1,0040 0,7402 1,2699 1,0162 1,2622 1,1605 0,9988
Desviacion Estandar 0,0070 0,0281 0,0065 0,0044 0,0075 0,0165 0,0095 0,0141 0,0096 0,0016
Coeficiente de Variacion (%) 0,90% 0,93% 0,86% 0,44% 1,01% 1,30% 0,93% 1,12% 0,82% 0,16%
0,7535 3,0096 0,7450 1,0081 0,7286 1,2831 1,0302 1,2781 1,1923 0,9981

200 segundos 0,7659 2,9851 0,7562 0,9989 0,7395 1,2554 1,0224 1,2490 1,1740 0,9947

0,7798 3,0029 0,7618 0,9968 0,7459 1,2546 1,0076 1,2466 1,1710 0,9987

Promedio 0,7664 2,9992 0,7543 1,0013 0,7380 1,2644 1,0201 1,2579 1,1791 0,9972
Desviacion Estandar 0,0132 0,0127 0,0086 0,0060 0,0087 0,0162 0,0115 0,0175 0,0115 0,0022
Coeficiente de Variacion (%) 1,72% 0,42% 1,13% 0,60% 1,19% 1,28% 1,13% 1,39% 0,98% 0,22%
0,7736 3,0018 0,7443 1,0100 0,7265 1,2958 1,0377 1,2826 1,2074 0,9983

250 segundos 0,7567 2,9054 0,7538 1,0000 0,7366 1,2612 1,0278 1,2564 1,1907 0,9959

0,7761 3,0311 0,7600 1,0013 0,7419 1,2542 1,0078 1,2442 1,1769 0,9989

Promedio 0,7688 2,9794 0,7527 1,0038 0,7350 1,2704 1,0244 1,2611 1,1917 0,9977
Desviacion Estandar 0,0106 0,0658 0,0079 0,0054 0,0078 0,0223 0,0152 0,0196 0,0153 0,0016
Coeficiente de Variacion (%) 1,37% 2,21% 1,05% 0,54% 1,06% 1,75% 1,49% 1,56% 1,28% 0,16%
0,7845 2,8500 0,7517 1,0128 0,7329 1,2820 1,0440 1,2734 1,2180 0,9999

300 segundos 0,7688 2,9832 0,7502 0,9993 0,7328 1,2714 1,0325 1,2641 1,2039 0,9948

0,7753 2,9982 0,7584 0,9976 0,7405 1,2551 1,0100 1,2457 1,1872 0,9982

Promedio 0,7762 2,9438 0,7534 1,0032 0,7354 1,2695 1,0288 1,2611 1,2030 0,9976
Desviacion Estandar 0,0079 0,0816 0,0044 0,0083 0,0044 0,0136 0,0173 0,0141 0,0154 0,0026
Coeficiente de Variacion (%) 1,02% 2,77% 0,58% 0,83% 0,60% 1,07% 1,68% 1,12% 1,28% 0,26%

Figura F-2: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g
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F1.2 Evaluacion del tiempo y temperatura de estabilizacién del headspace

La siguiente etapa de la estandarizacion del método, se dividio en tres partes, en la cual
se plante6 el estudio del efecto sobre el perfil aromético, variando el tiempo de
estabilizacion del headspace a tres distintas temperaturas. La primera parte se analiz6 el
efecto a 10, 20 y 30 minutos a temperatura ambiente, en la segunda parte se analizé con
los mismos tiempos a 30°C y en la tercera a 40°C. Las tablas G-3 a G-11 se muestran
los valores de los perfiles obtenidos y las figurasG-3 a G-11 muestran las tendencias del
comportamiento de los sensores. A partir de este analisis se puede determinar que los
resultados mas estables y repetibles se consiguen a una temperatura de 30°, durante un
tiempo de estabilizacion de 20 minutos.

Parametros de analisis:

Peso de la muestra: 0.5 g

Flujo de gas a la camara de sensores: 400 ml/min
Tiempo de andlisis: 450 s
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Tabla F-3: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5g de
muestra, con 10 minutos de estabilizacién del headspace a temperatura ambiente

1. W1C 2. W55 3.W3C 4. W6S 5. W5C 6.Wis | 7.wiw s.w2s | o.waw | 10.w3s
0,7964 2,6937 0,777 1,0107 0,778 1,2329 1,0093 1,2472 1,0822 0,9922
50 segundos 0,7808 3,013 0,7692 1,0053 0,7721 1,2515 1,0095 1,2635 1,078 0,9833
0,7828 3,1429 0,7514 1,0179 0,7385 1,3305 1,0132 1,3329 1,0937 0,9977
Promedio 0,7867 2,9499 0,7659 1,0113 0,7629 1,2716 1,0107 1,2812 1,0846 0,9911
Desv. Estandar 0,0085 0,2312 0,0131 0,0063 0,0213 0,0518 0,0022 0,0455 0,0081 0,0073
Coef. Variacién (%)|  1,079% 7,836% 1,713% 0,625% 2,793% 4,075% 0,217% 3,552% 0,749% 0,733%
0,7404 3,0248 0,7326 1,0048 0,7246 1,2683 1,0217 1,2849 1,165 0,9815
100 segundos 0,7649 2,8396 0,7601 1,0116 0,7613 1,2327 1,0667 1,2497 1,1494 0,9779
0,7693 2,9705 0,746 1,023 0,7311 1,3103 1,0289 1,3289 1,1745 0,995
Promedio 0,7582 2,9450 0,7462 1,0131 0,7390 1,2704 1,0391 1,2878 1,1630 0,9848
Desv. Estandar 0,0156 0,0952 0,0138 0,0092 0,0196 0,0388 0,0242 0,0397 0,0127 0,0090
Coef. Variacién (%)|  2,054% 3,233% 1,843% 0,908% 2,650% 3,058% 2,326% 3,081% 1,090% 0,915%
0,7537 2,7525 0,7449 1,0123 0,7433 1,2559 1,0302 1,2906 1,2213 0,9979
150 segundos 0,7634 3,0064 0,7451 1,0179 0,7445 1,2798 1,0657 1,3001 1,1864 0,9847
0,7451 2,969 0,7295 1,0274 0,71 1,3395 1,0443 1,3452 1,2364 0,9955
Promedio 0,7541 2,9093 0,7398 1,0192 0,7326 1,2917 1,0467 1,3120 1,2147 0,9927
Desv. Estandar 0,0092 0,1371 0,0089 0,0076 0,0196 0,0431 0,0179 0,0292 0,0256 0,0070
Coef. Variacién (%)| 1,214% 4,712% 1,210% 0,749% 2,673% 3,333% 1,708% 2,223% 2,111% 0,708%
0,7388 2,9605 0,7298 1,0223 0,7268 1,3112 1,0349 1,3477 1,2507 1,0054
200 segundos 0,7582 2,8169 0,7464 1,0172 0,7437 1,2847 1,0715 1,3148 1,2278 0,9876
0,7647 2,7847 0,7398 1,0316 0,7188 1,316 1,0599 1,3227 1,2677 0,9934
Promedio 0,7539 2,8540 0,7387 1,0237 0,7298 1,3040 1,0554 1,3284 1,2487 0,9955
Desv. Estandar 0,0135 0,0936 0,0084 0,0073 0,0127 0,0169 0,0187 0,0172 0,0200 0,0091
Coef. Variacién (%)| 1,787% 3,279% 1,131% 0,713% 1,742% 1,293% 1,772% 1,293% 1,603% 0,912%
0,7405 2,7661 0,7368 1,0229 0,728 1,2509 1,0446 1,272 1,2693 0,99
250 segundos 0,7625 2,886 0,7451 1,014 0,7416 1,2482 1,074 1,261 1,2379 0,9827
0,7293 2,857 0,7325 1,0347 0,7114 1,3176 1,0706 1,3322 1,2902 0,9977
Promedio 0,7441 2,8364 0,7381 1,0239 0,7270 1,2722 1,0631 1,2884 1,2658 0,9921
Desv. Estandar 0,0169 0,0626 0,0064 0,0104 0,0151 0,0393 0,0161 0,0383 0,0263 0,0082
Coef. Variacion (%)|  2,270% 2,206% 0,868% 1,014% 2,080% 3,090% 1,513% 2,975% 2,080% 0,828%
0,7221 3,1014 0,7143 1,024 0,7018 1,2911 1,0528 1,3181 1,2791 0,9898
300 segundos 0,752 3,1593 0,7344 1,013 0,7305 1,2843 1,0747 1,3054 1,2435 0,9856
0,7315 3,001 0,7234 1,0375 0,7016 1,3407 1,082 1,3543 1,3127 0,994
Promedio 0,7352 3,0872 0,7240 1,0248 0,7113 1,3054 1,0698 1,3259 1,2784 0,9898
Desv. Estdndar 0,0153 0,0801 0,0101 0,0123 0,0166 0,0308 0,0152 0,0254 0,0346 0,0042
Coef. Variacién (%)|  2,080% 2,594% 1,390% 1,197% 2,338% 2,359% 1,420% 1,914% 2,707% 0,424%

Figura F-3: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 10 minutos a temperatura ambiente
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bebidas de soya en Colombia

Aplicacion de fermentacion lactica como alternativa en el desarrollo de

Tabla F-4: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5g de
muestra, con 20 minutos de estabilizacién del headspace a a temperatura ambiente

1. wic 2. W5S 3. W3cC 4. We6s 5. W5C 6. W1S 7. W1w 8. W2s 9. W2w 10. W3S

0,7849 2,938 0,7503 1,0201 0,7433 1,3036 1,017 1,3283 1,1172 0,997

50 segundos 0,8079 2,5208 0,799 1,0069 0,7977 1,227 1,0061 1,2372 1,0674 0,9932
0,8 2,9144 0,7658 1,0087 0,7592 1,2363 1,0174 1,2472 1,1051 0,9804

Promedio 0,7976 2,7911 0,7717 1,0119 0,7667 1,2556 1,0135 1,2709 1,0966 0,9902
Desv. Estandar 0,0117 0,2344 0,0249 0,0072 0,0280 0,0418 0,0064 0,0500 0,0260 0,0087
Coef. Variacién (%)| 1,465% 8,397% 3,224% 0,707% 3,648% 3,329% 0,633% 3,931% 2,369% 0,878%
0,7991 2,4393 0,7779 1,0221 0,774 1,2465 1,0208 1,2704 1,1426 0,9976

100 segundos 0,8 2,6218 0,778 1,0146 0,7815 1,2301 1,0169 1,251 1,14 0,9994
0,7731 2,8116 0,7564 1,0067 0,7472 1,223 1,0256 1,2456 1,1414 0,9884

Promedio 0,7907 2,6242 0,7708 1,0145 0,7676 1,2332 1,0211 1,2557 1,1413 0,9951
Desv. Estandar 0,0153 0,1862 0,0124 0,0077 0,0180 0,0121 0,0044 0,0130 0,0013 0,0059
Coef. Variacién (%)| 1,932% 7,094% 1,614% 0,759% 2,349% 0,977% 0,427% 1,039% 0,114% 0,593%
0,7692 2,6143 0,7562 1,0205 0,7542 1,2374 1,0345 1,2652 1,2104 0,9875

150 segundos 0,7789 2,7013 0,7629 1,0219 0,7547 1,2249 1,0286 1,2425 1,1764 0,9866
0,8024 2,4247 0,7824 1,0017 0,7773 1,1851 1,0299 1,188 1,1455 0,9815

Promedio 0,7835 2,5801 0,7672 1,0147 0,7621 1,2158 1,0310 1,2319 1,1774 0,9852
Desv. Estandar 0,0171 0,1414 0,0136 0,0113 0,0132 0,0273 0,0031 0,0397 0,0325 0,0032
Coef. Variacién (%)| 2,179% 5,482% 1,774% 1,112% 1,731% 2,246% 0,301% 3,221% 2,757% 0,328%
0,7541 3,0599 0,7356 1,0277 0,7286 1,27 1,0433 1,293 1,2346 0,9888

200 segundos 0,7553 3,0062 0,7393 1,0275 0,729 1,2686 1,0384 1,2899 1,2087 0,9915
0,7799 2,4493 0,7772 0,9969 0,7735 1,1135 1,0359 1,1398 1,1647 0,9782

Promedio 0,7631 2,8385 0,7507 1,0174 0,7437 1,2174 1,0392 1,2409 1,2027 0,9862
Desv. Estandar 0,0146 0,3381 0,0230 0,0177 0,0258 0,0900 0,0038 0,0876 0,0353 0,0070
Coef. Variacién (%)| 1,908% 11,911% 3,067% 1,742% 3,470% 7,389% 0,362% 7,057% 2,938% 0,713%
0,749 3,0535 0,7323 1,0227 0,7272 1,2561 1,0515 1,2963 1,2487 0,9907

250 segundos 0,7562 2,9813 0,74 1,0272 0,7374 1,2637 1,0429 1,3028 1,233 0,9939
0,7866 2,6168 0,7624 0,995 0,752 1,1771 1,0387 1,1847 1,1532 0,9844

Promedio 0,7639 2,8839 0,7449 1,0150 0,7389 1,2323 1,0444 1,2613 1,2116 0,9897
Desv. Estandar 0,0200 0,2341 0,0156 0,0174 0,0125 0,0480 0,0065 0,0664 0,0512 0,0048
Coef. Variacién (%)| 2,612% 8,117% 2,099% 1,718% 1,687% 3,892% 0,625% 5,264% 4,227% 0,488%
0,7522 3,0833 0,7277 1,0254 0,7155 1,279 1,0561 1,3074 1,2507 0,9958

300 segundos 0,7561 2,8966 0,7388 1,0239 0,728 1,2463 1,0518 1,2712 1,2413 0,9862
0,765 2,7376 0,7449 1,0016 0,7332 1,2273 1,0434 1,249 1,1785 0,9907

Promedio 0,7578 2,9058 0,7371 1,0170 0,7256 1,2509 1,0504 1,2759 1,2235 0,9909
Desv. Estandar 0,0066 0,1730 0,0087 0,0133 0,0091 0,0262 0,0065 0,0295 0,0393 0,0048
Coef. Variacién (%)| 0,866% 5,955% 1,183% 1,311% 1,254% 2,091% 0,615% 2,310% 3,208% 0,485%

Figura F-4: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 20 minutos a temperatura ambiente
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Anexos 185

Tabla F-5: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5g de
muestra, con 30 minutos de estabilizacién del headspace a a temperatura ambiente

1. wic 2. W5S 3.W3C 4. W6S 5. W5C 6. W1S 7.W1wW 8. W2s 9. W2w 10. W3S

0,8297 2,5736 0,8109 1,009 0,8086 1,1293 1,0119 1,1423 1,0646 0,9832

50 segundos 0,8291 2,4397 0,8127 1,0132 0,8119 1,1161 1,0092 1,1399 1,0625 0,9876
0,8796 1,6626 0,878 0,999 0,8784 1,0757 1,0069 1,0844 1,0497 0,9889

Promedio 0,8461 2,2253 0,8339 1,0071 0,8330 1,1070 1,0093 1,1222 1,0589 0,9866
Desv. Estandar 0,0290 0,4919 0,0382 0,0073 0,0394 0,0279 0,0025 0,0328 0,0081 0,0030
Coef. Variacién (%)| 3,426% 22,104% 4,585% 0,724% 4,728% 2,523% 0,248% 2,919% 0,762% 0,303%
0,8127 2,5675 0,8029 1,021 0,8013 1,11 1,0162 1,1323 1,0903 0,9928

100 segundos 0,8215 2,3036 0,8153 1,0192 0,8127 1,1029 1,0123 1,1194 1,0812 0,9963
0,8226 2,5046 0,8007 1,0187 0,7985 1,1495 1,0123 1,1633 1,0843 0,9958

Promedio 0,8189 2,4586 0,8063 1,0196 0,8042 1,1208 1,0136 1,1383 1,0853 0,9950
Desv. Estandar 0,0054 0,1378 0,0079 0,0012 0,0075 0,0251 0,0023 0,0226 0,0046 0,0019
Coef. Variacién (%)| 0,663% 5,607% 0,976% 0,119% 0,935% 2,240% 0,222% 1,982% 0,426% 0,190%
0,8498 2,2859 0,823 1,0264 0,8235 1,055 1,0218 1,0874 1,1001 0,9882

150 segundos 0,7898 2,5062 0,7883 1,0321 0,784 1,127 1,0172 1,1572 1,1033 0,9903

0,7895 2,751 0,7759 1,0376 0,7722 1,1809 1,0147 1,2159 1,1046 1,004

Promedio 0,8097 2,5144 0,7957 1,0320 0,7932 1,1210 1,0179 1,1535 1,1027 0,9942
Desv. Estandar 0,0347 0,2327 0,0244 0,0056 0,0269 0,0632 0,0036 0,0643 0,0023 0,0086
Coef. Variacién (%)| 4,289% 9,253% 3,068% 0,543% 3,387% 5,635% 0,354% 5,577% 0,210% 0,863%
0,821 2,493 0,7999 1,0227 0,7976 1,0926 1,0262 1,1194 1,1063 0,9858

200 segundos 0,7784 2,5087 0,7811 1,0361 0,7772 1,117 1,0199 1,1522 1,1195 0,9912
0,7953 2,4246 0,7859 1,0249 0,7826 1,1056 1,0267 1,1379 1,1395 0,9835

Promedio 0,7982 2,4754 0,7890 1,0279 0,7858 1,1051 1,0243 1,1365 1,1218 0,9868
Desv. Estandar 0,0215 0,0447 0,0098 0,0072 0,0106 0,0122 0,0038 0,0164 0,0167 0,0040
Coef. Variacién (%)| 2,687% 1,806% 1,238% 0,699% 1,345% 1,105% 0,370% 1,447% 1,490% 0,401%
0,8079 2,5118 0,7869 1,0347 0,7858 1,1059 1,0278 1,1514 1,1132 0,9979

250 segundos 0,7662 2,7509 0,76 1,0387 0,7506 1,1536 1,0251 1,1824 1,1335 0,992
0,7829 2,5295 0,7761 1,0257 0,7712 1,1298 1,0297 1,1621 1,1448 0,9876

Promedio 0,7857 2,5974 0,7743 1,0330 0,7692 1,1298 1,0275 1,1653 1,1305 0,9925
Desv. Estandar 0,0210 0,1332 0,0135 0,0067 0,0177 0,0239 0,0023 0,0157 0,0160 0,0052
Coef. Variacién (%)| 2,671% 5,129% 1,748% 0,645% 2,299% 2,111% 0,225% 1,351% 1,416% 0,521%
0,8176 2,3096 0,8028 1,0287 0,8022 1,0745 1,0339 1,1138 1,1277 0,9905

300 segundos 0,7839 2,5967 0,7681 1,032 0,7626 1,1293 1,0319 1,1692 1,1524 0,9867
0,7563 2,8047 0,7472 1,0187 0,7362 1,2553 1,0368 1,2656 1,1679 0,9846

Promedio 0,7859 2,5703 0,7727 1,0265 0,7670 1,1530 1,0342 1,1829 1,1493 0,9873
Desv. Estandar 0,0307 0,2486 0,0281 0,0069 0,0332 0,0927 0,0025 0,0768 0,0203 0,0030
Coef. Variacién (%)| 3,906% 9,672% 3,635% 0,675% 4,331% 8,040% 0,238% 6,494% 1,764% 0,303%

Figura F-5: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 30 minutos a temperatura ambiente
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Tabla F-6: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5g de
muestra, con 10 minutos de estabilizacion del headspace a 30°C

1. wic 2. W5S 3. W3cC 4. We6s 5. W5C 6. W1S 7. W1w 8. W2s 9. W2w 10. W3S

0,7619 2,9477 0,7606 1,0087 0,7531 1,3096 1,0103 1,3264 1,1169 1,0052

50 segundos 0,73 3,0667 0,6858 1,0178 0,6807 1,3311 1,0227 1,3686 1,1696 1,0055
0,7671 3,0063 0,7271 1,013 0,7255 1,2424 1,0177 1,2662 1,1271 1,0029

Promedio 0,7530 3,0069 0,7245 1,0132 0,7198 1,2944 1,0169 1,3204 1,1379 1,0045
Desv. Estandar 0,0201 0,0595 0,0375 0,0046 0,0365 0,0463 0,0062 0,0515 0,0280 0,0014
Coef. Variacién (%)| 2,668% 1,979% 5,172% 0,449% 5,076% 3,575% 0,613% 3,898% 2,456% 0,142%
0,7769 2,9924 0,7596 1,0091 0,7507 1,249 1,019 1,262 1,1703 1,0023

100 segundos 0,7117 2,8766 0,6792 1,025 0,6666 1,332 1,0445 1,3581 1,2712 1,0055
0,734 3,011 0,7091 1,0213 0,7025 1,2551 1,0345 1,2785 1,219 1,0015

Promedio 0,7409 2,9600 0,7160 1,0185 0,7066 1,2787 1,0327 1,2995 1,2202 1,0031
Desv. Estandar 0,0331 0,0728 0,0406 0,0083 0,0422 0,0463 0,0128 0,0514 0,0505 0,0021
Coef. Variacién (%)| 4,473% 2,460% 5,676% 0,817% 5,972% 3,618% 1,244% 3,954% 4,136% 0,211%
0,7633 2,9995 0,7545 1,0083 0,7446 1,2582 1,0281 1,268 1,2019 1,0021

150 segundos 0,6921 2,9841 0,6667 1,0326 0,6542 1,344 1,0675 1,3729 1,3428 1,0065
0,7403 3,0004 0,701 1,0271 0,6912 1,2707 1,0531 1,2942 1,282 1,0021

Promedio 0,7319 2,9947 0,7074 1,0227 0,6967 1,2910 1,0496 1,3117 1,2756 1,0036
Desv. Estandar 0,0363 0,0092 0,0442 0,0127 0,0454 0,0464 0,0199 0,0546 0,0707 0,0025
Coef. Variacién (%)| 4,965% 0,306% 6,255% 1,246% 6,524% 3,590% 1,899% 4,162% 5,540% 0,253%
0,7613 3,0102 0,7485 1,0038 0,7358 1,2852 1,0343 1,2896 1,2266 1,0025

200 segundos 0,6969 2,9527 0,6658 1,0335 0,6522 1,3527 1,0881 1,3815 1,3891 1,0066

0,7221 3,0039 0,6883 1,0335 0,6764 1,2978 1,0704 1,3247 1,3281 1,003

Promedio 0,7268 2,9889 0,7009 1,0236 0,6881 1,3119 1,0643 1,3319 1,3146 1,0040
Desv. Estandar 0,0325 0,0315 0,0428 0,0171 0,0430 0,0359 0,0274 0,0464 0,0821 0,0022
Coef. Variacidn (%)| 4,465% 1,055% 6,101% 1,675% 6,251% 2,736% 2,576% 3,482% 6,244% 0,223%
0,7525 3,1077 0,7441 1,0038 0,7289 1,3236 1,0418 1,3314 1,2456 1,0051

250 segundos 0,6853 3,0326 0,6503 1,0366 0,6331 1,391 1,1081 1,4183 1,4213 1,0061
0,7274 2,9369 0,6977 1,0377 0,6849 1,2757 1,0843 1,2984 1,35 1,0034

Promedio 0,7217 3,0257 0,6974 1,0260 0,6823 1,3301 1,0781 1,3494 1,3390 1,0049
Desv. Estandar 0,0340 0,0856 0,0469 0,0193 0,0480 0,0579 0,0336 0,0619 0,0884 0,0014
Coef. Variacién (%)|  4,705% 2,829% 6,725% 1,877% 7,028% 4,355% 3,115% 4,590% 6,600% 0,136%

0,7682 3,0283 0,7486 0,9991 0,7335 1,3141 1,048 1,3165 1,2537 1,002

300 segundos 0,6793 2,9958 0,6486 1,0368 0,6324 1,3893 1,1268 1,4194 1,4467 1,0054
0,7281 3,0051 0,6857 1,0412 0,6697 1,3093 1,1003 1,3288 1,3711 1,0033

Promedio 0,7252 3,0097 0,6943 1,0257 0,6785 1,3376 1,0917 1,3549 1,3572 1,0036
Desv. Estandar 0,0445 0,0167 0,0506 0,0231 0,0511 0,0449 0,0401 0,0562 0,0973 0,0017
Coef. Variacién (%)| 6,139% 0,556% 7,281% 2,256% 7,535% 3,354% 3,673% 4,148% 7,166% 0,171%

Figura F-6: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 10 minutos a temperatura ambiente
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Tabla F-7: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5g de
muestra, con 20 minutos de estabilizacién del headspace a 30°C

1. wic 2. W5S 3.W3C 4. W6S 5. W5C 6. W1S 7.W1wW 8. W2s 9. W2w 10. W3S

0,8239 3,0523 0,7923 1,0132 0,7914 1,2111 1,0046 1,2106 1,0669 1,0046

50 segundos 0,8202 3,0773 0,7837 1,0082 0,7789 1,274 1,0094 1,272 1,0874 1,0038
0,8121 3,0212 0,7847 1,0013 0,7788 1,2463 1,0093 1,2474 1,091 1,0002

Promedio 0,8187 3,0503 0,7869 1,0076 0,7830 1,2438 1,0078 1,2433 1,0818 1,0029
Desv. Estandar 0,0060 0,0281 0,0047 0,0060 0,0072 0,0315 0,0027 0,0309 0,0130 0,0023
Coef. Variacién (%)| 0,737% 0,921% 0,598% 0,593% 0,925% 2,535% 0,272% 2,485% 1,202% 0,234%

0,8293 2,974 0,7855 1,0152 0,782 1,2129 1,013 1,2074 1,1105 1,004

100 segundos 0,811 2,9996 0,7776 1,0081 0,7711 1,2647 1,0177 1,2581 1,1418 1,0031

0,7993 2,9935 0,7753 0,9997 0,7654 1,2633 1,018 1,2611 1,1482 1,001

Promedio 0,8132 2,9890 0,7795 1,0077 0,7728 1,2470 1,0162 1,2422 1,1335 1,0027
Desv. Estandar 0,0151 0,0134 0,0054 0,0078 0,0084 0,0295 0,0028 0,0302 0,0202 0,0015
Coef. Variacién (%)| 1,859% 0,447% 0,686% 0,770% 1,091% 2,367% 0,276% 2,429% 1,780% 0,154%
0,7987 2,8922 0,7767 1,0175 0,771 1,2262 1,0217 1,2183 1,1389 1,0074

150 segundos 0,8014 3,004 0,7728 1,0075 0,7654 1,245 1,0265 1,2404 1,1689 1,0043
0,7908 3,0795 0,7644 0,9975 0,751 1,2961 1,0269 1,2843 1,1836 1,0034

Promedio 0,7970 2,9919 0,7713 1,0075 0,7625 1,2558 1,0250 1,2477 1,1638 1,0050
Desv. Estandar 0,0055 0,0942 0,0063 0,0100 0,0103 0,0362 0,0029 0,0336 0,0228 0,0021
Coef. Variacién (%)| 0,691% 3,150% 0,815% 0,993% 1,353% 2,881% 0,282% 2,693% 1,958% 0,209%
0,806 2,9106 0,7751 1,0187 0,7677 1,2086 1,0279 1,2026 1,1537 1,0064

200 segundos 0,8028 3,0473 0,7648 1,0073 0,7543 1,2982 1,0346 1,2859 1,1899 1,0047
0,7875 3,0011 0,7644 0,9962 0,7506 1,2925 1,0347 1,2877 1,2116 1,0022

Promedio 0,7988 2,9863 0,7681 1,0074 0,7575 1,2664 1,0324 1,2587 1,1851 1,0044
Desv. Estandar 0,0099 0,0695 0,0061 0,0113 0,0090 0,0502 0,0039 0,0486 0,0293 0,0021
Coef. Variacién (%)| 1,238% 2,328% 0,790% 1,117% 1,188% 3,961% 0,378% 3,863% 2,468% 0,210%
0,8008 2,9491 0,7684 1,0187 0,7584 1,232 1,0365 1,2202 1,1665 1,0065

250 segundos 0,8037 2,9956 0,7666 1,0077 0,7574 1,2712 1,0421 1,2615 1,1997 1,0053
0,7835 3,0051 0,758 0,9923 0,7417 1,321 1,0434 1,3095 1,2284 1,0014

Promedio 0,7960 2,9833 0,7643 1,0062 0,7525 1,2747 1,0407 1,2637 1,1982 1,0044
Desv. Estandar 0,0109 0,0300 0,0056 0,0133 0,0094 0,0446 0,0037 0,0447 0,0310 0,0027
Coef. Variacién (%)| 1,372% 1,005% 0,727% 1,318% 1,245% 3,499% 0,352% 3,536% 2,585% 0,265%

0,8095 2,9716 0,7651 1,0189 0,7539 1,2466 1,0425 1,2348 1,1755 1,008

300 segundos 0,8085 3,0233 0,7642 1,0026 0,7529 1,283 1,0504 1,271 1,2053 1,0053
0,7849 3,0023 0,7573 0,9929 0,7402 1,3267 1,0494 1,3132 1,2397 1,0006

Promedio 0,8010 2,9991 0,7622 1,0048 0,7490 1,2854 1,0474 1,2730 1,2068 1,0046
Desv. Estandar 0,0139 0,0260 0,0043 0,0131 0,0076 0,0401 0,0043 0,0392 0,0321 0,0037
Coef. Variacién (%)| 1,738% 0,867% 0,560% 1,308% 1,020% 3,120% 0,411% 3,082% 2,662% 0,373%

Figura F-7: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 20 minutos a temperatura ambiente
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Tabla F-8: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5g de
muestra, con 30 minutos de estabilizacion del headspace a 30°C

1. WIC 2. W55 3.W3C 4.W6S 5. W5C 6.WiS | 7.Wiw s.w2s | o.waw | 10.w3s
0,7778 3,1312 0,7544 1,0151 0,7368 1,4906 1,0105 1,4977 1,1387 1,0078

50 segundos 0,7949 3,0271 0,775 1,0204 0,7647 1,2982 1,0082 1,2962 1,0943 1,0005
0,824 3,0241 0,7931 1,0105 0,7867 1,2251 1,0072 1,218 1,0655 1,0058

Promedio 0,7989 3,0608 0,7742 1,0153 0,7627 1,3380 1,0086 1,3373 1,0995 1,0047
Desv. Estandar 0,0234 0,0610 0,0194 0,0050 0,0250 0,1371 0,0017 0,1443 0,0369 0,0038
Coef. Variacién (%)|  2,924% 1,993% 2,501% 0,488% 3,279% 10,250% | 0,168% 10,791% | 3,354% 0,375%
0,7646 2,9977 0,7458 1,0172 0,7266 1,4774 1,028 1,4852 1,2484 1,0067

100 segundos 0,7791 2,9824 0,7624 1,0335 0,7488 1,3254 1,0227 1,3233 1,1655 1,0019
0,8317 2,9208 0,7911 1,014 0,7836 1,2044 1,0169 1,2023 1,1109 1,0063

Promedio 0,7918 2,9670 0,7664 1,0216 0,7530 1,3357 1,0225 1,3369 1,1749 1,0050
Desv. Estandar 0,0353 0,0407 0,0229 0,0105 0,0287 0,1368 0,0056 0,1419 0,0692 0,0027
Coef. Variacion (%) | 4,459% 1,372% 2,990% 1,024% 3,816% 10,241% | 0,543% 10,617% | 5,893% 0,265%
0,7768 2,8092 0,7486 1,0192 0,7316 1,43 1,0444 1,4415 1,3117 1,0057

150 segundos 0,7539 3,0008 0,7504 1,0441 0,7336 1,3443 1,0329 1,3499 1,2176 1,0094
0,7897 2,9918 0,7729 1,014 0,7632 1,2322 1,0258 1,2249 1,1387 1,0058

Promedio 0,7735 2,9339 0,7573 1,0258 0,7428 1,3355 1,0344 1,3388 1,2227 1,0070
Desv. Estandar 0,0181 0,1081 0,0135 0,0161 0,0177 0,0992 0,0094 0,1087 0,0866 0,0021
Coef. Variacion (%)|  2,344% 3,685% 1,788% 1,568% 2,382% 7,427% 0,907% 8,122% 7,084% 0,209%
0,7455 2,9973 0,7285 1,019 0,7045 1,5107 1,0603 1,5152 1,3556 1,0047

200 segundos 0,7466 3,0423 0,7417 1,0507 0,7209 1,4015 1,0452 1,3944 1,2478 1,0102
0,801 3,0151 0,7722 1,0118 0,7591 1,2313 1,0348 1,2241 1,1586 1,0039

Promedio 0,7644 3,0182 0,7475 1,0272 0,7282 1,3812 1,0468 1,3779 1,2540 1,0063
Desv. Estdndar 0,0317 0,0227 0,0224 0,0207 0,0280 0,1408 0,0128 0,1462 0,0986 0,0034
Coef. Variacién (%)|  4,151% 0,751% 2,999% 2,015% 3,847% 10,195% | 1,225% 10,614% | 7,867% 0,341%
0,7433 2,9981 0,7259 1,0223 0,7019 1,5167 1,0714 1,5283 1,375 1,0096

250 segundos 0,7452 2,942 0,7418 1,0566 0,7216 1,3751 1,0586 1,3739 1,281 1,009
0,8009 2,9313 0,7751 1,0132 0,7625 1,2151 1,0421 1,2137 1,1691 1,0073

Promedio 0,7631 2,9571 0,7476 1,0307 0,7287 1,3690 1,0574 1,3720 1,2750 1,0086
Desv. Estandar 0,0327 0,0359 0,0251 0,0229 0,0309 0,1509 0,0147 0,1573 0,1031 0,0012
Coef. Variacién (%)|  4,288% 1,213% 3,358% 2,221% 4,242% 11,022% | 1,389% 11,466% | 8,084% 0,118%
0,7267 3,0881 0,7173 1,0219 0,6955 1,54 1,0806 1,5611 1,3912 1,0174

300 segundos 0,7469 2,8615 0,7515 1,0586 0,733 1,3448 1,0678 1,3531 1,2915 1,0084
0,8115 3,0046 0,7684 1,0119 0,7536 1,25 1,0523 1,243 1,1796 1,0077

Promedio 0,7617 2,9847 0,7457 1,0308 0,7274 1,3783 1,0669 1,3857 1,2874 1,0112
Desv. Estandar 0,0443 0,1146 0,0260 0,0246 0,0295 0,1479 0,0142 0,1615 0,1059 0,0054
Coef. Variacién (%)|  5,815% 3,840% 3,491% 2,385% 4,050% 10,729% | 1,328% 11,657% | 8,222% 0,535%

Figura F-8: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 30 minutos a temperatura ambiente
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Anexos 189

Tabla F-9: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5g de
muestra, con 10 minutos de estabilizacion del headspace a 40°C

1. wic 2. W5S 3. W3cC 4. We6s 5. W5C 6. W1S 7. W1w 8. W2s 9. W2w 10. W3s

0,7891 3,0492 0,7845 1,0114 0,7831 1,3138 1,0112 1,3458 1,1152 0,9992

50 segundos 0,7784 2,8606 0,7658 1,0103 0,7528 1,4468 1,0127 1,4703 1,1591 1,004
0,7489 3,5606 0,7284 1,0138 0,7247 1,3795 1,0126 1,4488 1,1425 0,9975

Promedio 0,7721 3,1568 0,7596 1,0118 0,7535 1,3800 1,0122 1,4216 1,1389 1,0002
Desv. Estandar 0,0208 0,3622 0,0286 0,0018 0,0292 0,0665 0,0008 0,0665 0,0222 0,0034
Coef. Variacién (%)| 2,696% 11,473% 3,761% 0,177% 3,876% 4,819% 0,083% 4,681% 1,946% 0,337%
0,7743 2,9567 0,7629 1,0201 0,7595 1,3425 1,026 1,377 1,2167 1,0019

100 segundos 0,7525 2,9546 0,7475 1,0096 0,7335 1,4748 1,0285 1,5074 1,2767 1,0063
0,7797 2,8097 0,7477 1,0191 0,7395 1,3166 1,029 1,3369 1,2405 1,0027

Promedio 0,7688 2,9070 0,7527 1,0163 0,7442 1,3780 1,0278 1,4071 1,2446 1,0036
Desv. Estandar 0,0144 0,0843 0,0088 0,0058 0,0136 0,0849 0,0016 0,0891 0,0302 0,0023
Coef. Variacién (%)| 1,873% 2,899% 1,174% 0,570% 1,829% 6,158% 0,156% 6,335% 2,427% 0,234%
0,7515 2,9894 0,7493 1,0247 0,7443 1,3452 1,0384 1,3792 1,2741 1,0042

150 segundos 0,7467 3,0315 0,7388 1,0111 0,724 1,5275 1,0406 1,5645 1,3334 1,0173
0,7393 3,3746 0,7203 1,0255 0,7064 1,3988 1,0427 1,4396 1,29 1,0042

Promedio 0,7458 3,1318 0,7361 1,0204 0,7249 1,4238 1,0406 1,4611 1,2992 1,0086
Desv. Estandar 0,0061 0,2113 0,0147 0,0081 0,0190 0,0937 0,0022 0,0945 0,0307 0,0076
Coef. Variacién (%)| 0,824% 6,747% 1,995% 0,793% 2,616% 6,580% 0,207% 6,468% 2,363% 0,750%
0,749 3,1355 0,738 1,0274 0,7333 1,3559 1,046 1,3897 1,2884 1,0126

200 segundos 0,7393 3,1357 0,7289 1,0104 0,7105 1,5659 1,0559 1,5905 1,3785 1,0126

0,7095 3,0691 0,7038 1,0305 0,6929 1,4544 1,0553 1,5127 1,329 1,006

Promedio 0,7326 3,1134 0,7236 1,0228 0,7122 1,4587 1,0524 1,4976 1,3320 1,0104
Desv. Estandar 0,0206 0,0384 0,0177 0,0108 0,0203 0,1051 0,0056 0,1012 0,0451 0,0038
Coef. Variacién (%)| 2,810% 1,233% 2,448% 1,058% 2,844% 7,203% 0,527% 6,760% 3,388% 0,377%
0,727 2,9054 0,7241 1,0312 0,72 1,4166 1,0592 1,4568 1,3515 1,0118

250 segundos 0,731 2,8927 0,7383 1,0104 0,726 1,4633 1,0658 1,493 1,3929 1,013
0,7107 2,9628 0,6967 1,0313 0,6876 1,458 1,0712 1,5214 1,3831 1,0042

Promedio 0,7229 2,9203 0,7197 1,0243 0,7112 1,4460 1,0654 1,4904 1,3758 1,0097
Desv. Estandar 0,0108 0,0373 0,0211 0,0120 0,0207 0,0256 0,0060 0,0324 0,0216 0,0048
Coef. Variacién (%)| 1,488% 1,279% 2,938% 1,175% 2,905% 1,768% 0,564% 2,172% 1,573% 0,473%
0,7292 2,995 0,7352 1,0308 0,7336 1,3102 1,0658 1,3501 1,3495 1,0089

300 segundos 0,76 2,844 0,7539 1,0046 0,7478 1,3722 1,0734 1,3936 1,3768 1,0109
0,698 3,1236 0,6778 1,035 0,6667 1,4991 1,0872 1,5644 1,4296 1,0088

Promedio 0,7291 2,9875 0,7223 1,0235 0,7160 1,3938 1,0755 1,4360 1,3853 1,0095
Desv. Estandar 0,0310 0,1399 0,0397 0,0165 0,0433 0,0963 0,0108 0,1133 0,0407 0,0012
Coef. Variacién (%)| 4,252% 4,684% 5,490% 1,610% 6,049% 6,908% 1,009% 7,888% 2,939% 0,117%

Figura F-9: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 30 minutos a temperatura ambiente

3,30

—e—sensor 1

—a—sensor2
Sensor 3

Sensor 4

g 550 ———sensors
3 * ———ensor 6
= —Sensor 7
w FF o
— - —_— — Sensor 9
1,30 == =
Sensor 10
0,80 + =
0,30 - - - - -
0 50 100 150 200 250 300 350

Tiempo de analisis (s)



190 Aplicacion de fermentacion lactica como alternativa en el desarrollo de
bebidas de soya en Colombia

Tabla F-10: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5g de
muestra, con 20 minutos de estabilizaciéon del headspace a 40°C

1. wic 2. W5S 3. W3cC 4. We6s 5. W5C 6. W1S 7. W1w 8. W2s 9. W2w 10. W3S

0,8397 2,6269 0,8173 1,0064 0,8263 1,0298 1,0008 1,0631 1,033 0,9958

50 segundos 0,787 2,896 0,7653 1,0167 0,7773 1,168 1,0048 1,2297 1,0935 1,0055
0,754 2,9026 0,7381 1,0122 0,7386 1,3239 1,0113 1,3961 1,1463 1,0002

Promedio 0,7936 2,8085 0,7736 1,0118 0,7807 1,1739 1,0056 1,2296 1,0909 1,0005
Desv. Estandar 0,0432 0,1573 0,0402 0,0052 0,0440 0,1471 0,0053 0,1665 0,0567 0,0049
Coef. Variacién (%)| 5,447% 5,601% 5,202% 0,510% 5,629% 12,534% 0,527% 13,541% 5,197% 0,485%
0,8024 2,8699 0,7875 1,0085 0,797 1,0168 1,005 1,0632 1,0716 0,9967

100 segundos 0,7694 2,948 0,748 1,0203 0,7588 1,1788 1,015 1,2351 1,171 1,0018
0,7462 2,86 0,7258 1,0194 0,7292 1,3164 1,0269 1,3763 1,2548 1,0069

Promedio 0,7727 2,8926 0,7538 1,0161 0,7617 1,1707 1,0156 1,2249 1,1658 1,0018
Desv. Estandar 0,0282 0,0482 0,0313 0,0066 0,0340 0,1500 0,0110 0,1568 0,0917 0,0051
Coef. Variacién (%)| 3,655% 1,666% 4,146% 0,646% 4,463% 12,810% 1,079% 12,801% 7,867% 0,509%
0,7965 2,8208 0,7901 1,0053 0,8002 0,9717 1,0079 1,0233 1,0735 0,9967

150 segundos 0,7564 3,0859 0,7347 1,0245 0,7435 1,1919 1,0221 1,2523 1,2083 1,0031

0,7065 3,1113 0,7045 1,0227 0,7048 1,3465 1,0396 1,4158 1,3069 1,005

Promedio 0,7531 3,0060 0,7431 1,0175 0,7495 1,1700 1,0232 1,2305 1,1962 1,0016
Desv. Estandar 0,0451 0,1609 0,0434 0,0106 0,0480 0,1884 0,0159 0,1972 0,1172 0,0043
Coef. Variacién (%)| 5,987% 5,352% 5,842% 1,042% 6,402% 16,098% 1,552% 16,023% 9,795% 0,434%
0,8138 2,8711 0,7911 1,0011 0,7999 0,974 1,0092 1,0275 1,0711 0,9984

200 segundos 0,7601 3,0377 0,7399 1,0308 0,7484 1,1832 1,0278 1,2304 1,2238 1,0747
0,7343 2,7696 0,722 1,0214 0,7259 1,276 1,0514 1,3348 1,3253 1,0048

Promedio 0,7694 2,8928 0,7510 1,0178 0,7581 1,1444 1,0295 1,1976 1,2067 1,0260
Desv. Estandar 0,0406 0,1354 0,0359 0,0152 0,0379 0,1547 0,0211 0,1563 0,1280 0,0423
Coef. Variacién (%)| 5,271% 4,679% 4,775% 1,491% 5,004% 13,517% 2,054% 13,048% 10,604% 4,125%
0,8478 2,3919 0,8217 1,0003 0,8343 0,8384 1,007 0,9353 1,0453 0,9975

250 segundos 0,7594 3,0538 0,7432 1,0369 0,7515 1,1497 1,0301 1,1999 1,2152 1,0388
0,7187 3,1202 0,6997 1,0229 0,7032 1,3095 1,0586 1,3726 1,324 1,0088

Promedio 0,7753 2,8553 0,7549 1,0200 0,7630 1,1159 1,0319 1,1693 1,1948 1,0150
Desv. Estandar 0,0660 0,4027 0,0618 0,0185 0,0663 0,2126 0,0258 0,2203 0,1405 0,0213
Coef. Variacién (%)| 8,513% 14,103% 8,191% 1,810% 8,690% 19,051% 2,505% 18,837% 11,756% 2,103%
0,8212 2,5346 0,8051 0,999 0,8174 0,9021 1,0048 0,9555 1,0387 0,9988

300 segundos 0,7684 2,9413 0,7432 1,0372 0,752 1,1342 1,033 1,1879 1,2133 1,0149
0,7216 2,8167 0,7234 1,019 0,7292 1,2383 1,0631 1,3028 1,3181 1,0076

Promedio 0,7704 2,7642 0,7572 1,0184 0,7662 1,0915 1,0336 1,1487 1,1900 1,0071
Desv. Estandar 0,0498 0,2084 0,0426 0,0191 0,0458 0,1721 0,0292 0,1769 0,1411 0,0081
Coef. Variacién (%)| 6,468% 7,538% 5,628% 1,876% 5,975% 15,768% 2,821% 15,402% 11,861% 0,800%

Figura F-10: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 30 minutos a temperatura ambiente
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Tabla F-11: Valores de los sensores para el analisis del perfil aroméatico de 0.5g de
muestra, con 30 minutos de estabilizacion del headspace a 40°C

1. wic 2. W5S 3. W3cC 4. We6s 5. W5C 6. W1S 7. W1w 8. W2s 9. W2w 10. W3s

0,9266 2,4218 0,8978 1,0105 0,9292 0,7784 1,0043 0,8182 0,9754 0,997

50 segundos 0,8888 2,4446 0,87 1,0284 0,8941 0,8464 1,0004 0,8925 0,9866 1,0075
0,8561 2,6197 0,84 1,0153 0,856 0,9009 1,0004 0,9418 0,9983 1,0031

Promedio 0,8905 2,4954 0,8693 1,0181 0,8931 0,8419 1,0017 0,8842 0,9868 1,0025
Desv. Estandar 0,0353 0,1083 0,0289 0,0093 0,0366 0,0614 0,0023 0,0622 0,0115 0,0053
Coef. Variacién (%)| 3,962% 4,339% 3,325% 0,910% 4,099% 7,290% 0,225% 7,037% 1,160% 0,526%
0,8923 2,2605 0,8741 1,0121 0,9029 0,7743 1,0081 0,8151 0,9636 0,9963

100 segundos 0,9247 2,0102 0,9043 1,0247 0,9387 0,7524 1,0035 0,8012 0,9749 0,9984
0,8784 2,4281 0,8496 1,0158 0,8687 0,8612 1,0031 0,907 0,9978 1,0025

Promedio 0,8985 2,2329 0,8760 1,0175 0,9034 0,7960 1,0049 0,8411 0,9788 0,9991
Desv. Estandar 0,0238 0,2103 0,0274 0,0065 0,0350 0,0575 0,0028 0,0575 0,0174 0,0032
Coef. Variacién (%)| 2,644% 9,419% 3,128% 0,636% 3,874% 7,230% 0,276% 6,835% 1,780% 0,316%
0,8778 2,4936 0,8514 1,0231 0,8752 0,7982 1,0102 0,8464 0,9689 1,0069

150 segundos 0,8994 2,0544 0,8949 1,0391 0,9273 0,7595 1,0005 0,8091 0,95 1,0026
0,8578 2,6034 0,8369 1,0137 0,8548 0,8666 1,004 0,9185 0,9971 1,0006

Promedio 0,8783 2,3838 0,8611 1,0253 0,8858 0,8081 1,0049 0,8580 0,9720 1,0034
Desv. Estandar 0,0208 0,2905 0,0302 0,0128 0,0374 0,0542 0,0049 0,0556 0,0237 0,0032
Coef. Variacién (%)| 2,369% 12,187% 3,505% 1,253% 4,221% 6,711% 0,489% 6,482% 2,439% 0,321%
0,8897 2,4888 0,8585 1,0266 0,8861 0,7802 1,0138 0,8317 0,9689 1,0039

200 segundos 0,8995 2,207 0,8802 1,0548 0,9129 0,7924 0,9965 0,853 0,9381 1,0169
0,8755 2,0505 0,8746 1,0115 0,8962 0,8409 1,0003 0,8858 0,9933 1,0002

Promedio 0,8882 2,2488 0,8711 1,0310 0,8984 0,8045 1,0035 0,8568 0,9668 1,0070
Desv. Estandar 0,0121 0,2221 0,0113 0,0220 0,0135 0,0321 0,0091 0,0273 0,0277 0,0088
Coef. Variacién (%)| 1,359% 9,877% 1,293% 2,132% 1,507% 3,991% 0,906% 3,181% 2,861% 0,871%
0,8889 2,4888 0,8567 1,0281 0,8846 0,7715 1,0153 0,8219 0,9624 1,0057

250 segundos 0,9086 2,076 0,8909 1,0598 0,9236 0,7544 0,9995 0,8041 0,9335 1,0053
0,8782 2,258 0,8604 1,0141 0,883 0,8035 0,9988 0,8524 0,9755 1,0005

Promedio 0,8919 2,2743 0,8693 1,0340 0,8971 0,7765 1,0045 0,8261 0,9571 1,0038
Desv. Estandar 0,0154 0,2069 0,0188 0,0234 0,0230 0,0249 0,0093 0,0244 0,0215 0,0029
Coef. Variacién (%)| 1,729% 9,097% 2,159% 2,264% 2,563% 3,210% 0,929% 2,957% 2,245% 0,288%
0,8933 2,623 0,8557 1,0278 0,8826 0,774 1,0154 0,8232 0,9559 1,0048

300 segundos 0,926 2,0771 0,8976 1,0511 0,9396 0,7147 0,9947 0,7788 0,9193 1,0086
0,8827 2,3721 0,852 1,016 0,8734 0,8176 0,9916 0,8732 0,963 1,0092

Promedio 0,9007 2,3574 0,8684 1,0316 0,8985 0,7688 1,0006 0,8251 0,9461 1,0075
Desv. Estandar 0,0226 0,2732 0,0253 0,0179 0,0359 0,0516 0,0129 0,0472 0,0235 0,0024
Coef. Variacién (%)| 2,506% 11,591% 2,916% 1,731% 3,991% 6,718% 1,293% 5,724% 2,479% 0,237%

Figura F-11: Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 30 minutos a temperatura ambiente

3,30 -

2,80
- -\ e - =
S g — —asensor2
Sensor3
Sensord
g i85 S ensors
E ———Sensor 6
——Sensor 7
— 508 8
Sensor9
1,30 >
sensor 10
—_—
0,80 N — > ]
0,30 T T T 1
0 50 100 150 200 250 300 350

Tiempo de analisis (s)



192 Aplicacion de fermentacion lactica como alternativa en el desarrollo de
bebidas de soya en Colombia

F1.3 Evaluacion del flujo de gas ala cAmara de sensores

En esta etapa de la estandarizacion del método, se busca estudiar el efecto de la
cantidad de gas que entra a la camara de sensores y analizar si esto afecta la respuesta
de los mismos en términos de la estabilidad de la respuesta. Los flujos estudiados fueron
100 ml/min, 200 ml/min y 300 ml/min.

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 12 a 14 y en las figuras 12 a 14 se
muestran los comportamientos de los sensores e a estos diferentes flujos. A partir de
esto, se encontr6 que un flujo de 300 ml/min, se presenta como el mas estable y
repetible. Se determin6 igualmente, que tomar tiempos superiores a 100 segundos era
innecesario, ya que la respuesta se encuentra bastante estable a partir de ese momento
en adelante.

Pardmetros de analisis:

Tiempo de andlisis: 100 s

Peso de la muestra: 0.5 g

Tiempo de estabilizacién del headspace: 20 minutos

Temperatura de estabilizacién: 30°C

Tabla F-12: Sefal de los sensores para el andlisis del perfil aroméatico de 0.5g, con 20
minutos de estabilizacion del headspace a 30°C y un flujo de 100 ml/min

1. wic 2. W5S 3.W3C 4. W6S 5. W5C 6. W1S 7.W1wW 8. W2s 9. W2w 10. W3S
1,0507 1,7446 1,0165 1,0042 1,0691 0,6400 0,9974 0,7002 0,9391 1,0113
35segundos 1,0697 1,6433 1,0294 1,0039 1,0846 0,6364 0,9944 0,7015 0,9392 1,0136
1,0457 1,7202 1,0125 1,0162 1,0626 0,6800 0,9818 0,7524 0,9331 1,0363
Promedio 1,0554 1,7027 1,0195 1,0081 1,0721 0,6521 0,9912 0,7180 0,9371 1,0204
Desv. Estandar 0,0127 0,0529 0,0088 0,0070 0,0113 0,0242 0,0083 0,0298 0,0035 0,0138
Coef. Variacién (%)| 1,200% 3,105% 0,866% 0,696% 1,054% 3,711% 0,835% 4,146% 0,373% 1,354%
1,0221 2,0355 0,9834 1,0027 1,0409 0,6365 1,0006 0,6937 0,9030 1,0166
70 segundos 1,0389 1,8014 1,0075 1,0071 1,0717 0,6184 0,9943 0,6795 0,9010 1,0192
1,0253 1,8198 0,9902 1,0066 1,0533 0,6411 0,9838 0,7089 0,9068 1,0200
Promedio 1,0288 1,8856 0,9937 1,0055 1,0553 0,6320 0,9929 0,6940 0,9036 1,0186
Desv. Estandar 0,0089 0,1302 0,0124 0,0024 0,0155 0,0120 0,0085 0,0147 0,0029 0,0018
Coef. Variacién (%)| 0,867% 6,904% 1,250% 0,240% 1,469% 1,899% 0,855% 2,118% 0,326% 0,175%
1,0276 1,9795 0,9907 1,0099 1,0559 0,6221 1,0040 0,6835 0,8792 1,0287
100 segundos 1,0103 1,8992 0,9925 1,0111 1,0594 0,6207 0,9960 0,6837 0,8770 1,0275
1,0035 2,0049 0,9674 1,0036 1,0337 0,6455 0,9837 0,7136 0,8885 1,0229
Promedio 1,0138 1,9612 0,9835 1,0082 1,0497 0,6294 0,9946 0,6936 0,8816 1,0264
Desv. Estandar 0,0124 0,0552 0,0140 0,0040 0,0139 0,0139 0,0102 0,0173 0,0061 0,0031
Coef. Variacién (%)| 1,226% 2,813% 1,424% 0,400% 1,328% 2,213% 1,028% 2,497% 0,692% 0,298%
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Tabla F-13: Valores de los sensores para el analisis del perfil aromético de 0.5¢g, con 20
minutos de estabilizacion del headspace a 30°C y un flujo de 200 ml/min

1. wic 2. W5S 3. W3cC 4. We6s 5. W5C 6. W1S 7. W1w 8. W2s 9. W2w 10. W3s
1,0706 1,6642 1,0669 1,0043 1,1279 0,5853 1,0013 0,6512 0,9283 0,9972
35segundos 1,0636 1,5815 1,0482 1,0239 1,1080 0,6066 0,9955 0,6730 0,9259 1,0292
1,0820 1,7780 1,0450 1,0041 1,1056 0,6089 0,9978 0,6802 0,9326 1,0070
Promedio 1,0721 1,6746 1,0534 1,0108 1,1138 0,6003 0,9982 0,6681 0,9289 1,0111
Desv. Estandar 0,0093 0,0987 0,0118 0,0114 0,0122 0,0130 0,0029 0,0151 0,0034 0,0164
Coef. Variacién (%)| 0,866% 5,892% 1,123% 1,125% 1,099% 2,168% 0,293% 2,260% 0,365% 1,622%
1,0787 1,9097 1,0486 1,0000 1,1143 0,5718 1,0047 0,6310 0,8789 1,0002
70 segundos 1,0571 1,7612 1,0332 1,0331 1,1001 0,5806 1,0033 0,6373 0,8874 1,0166
1,0945 1,7618 1,0563 1,0032 1,1250 0,5798 0,9991 0,6469 0,8829 1,0100
Promedio 1,0768 1,8109 1,0460 1,0121 1,1131 0,5774 1,0024 0,6384 0,8831 1,0089
Desv. Estandar 0,0188 0,0856 0,0118 0,0183 0,0125 0,0049 0,0029 0,0080 0,0043 0,0083
Coef. Variacién (%)| 1,744% 4,725% 1,124% 1,804% 1,122% 0,843% 0,291% 1,254% 0,482% 0,818%
1,0876 1,7646 1,0659 1,0180 1,1450 0,5626 1,0018 0,6324 0,8395 1,0312
100 segundos 1,0623 1,6539 1,0417 1,0366 1,1148 0,5659 1,0074 0,6203 0,8619 1,0146
1,0928 1,7603 1,0555 1,0097 1,1307 0,5740 1,0001 0,6421 0,8549 1,0166
Promedio 1,0809 1,7263 1,0544 1,0214 1,1302 0,5675 1,0031 0,6316 0,8521 1,0208
Desv. Estandar 0,0163 0,0627 0,0121 0,0138 0,0151 0,0059 0,0038 0,0109 0,0115 0,0091
Coef. Variacién (%)| 1,510% 3,633% 1,151% 1,349% 1,337% 1,034% 0,381% 1,729% 1,345% 0,888%

Tabla F-14: Sefales de los sensores para el andlisis del perfil aromatico de 0.5g, con 20
minutos de estabilizacion del headspace a 30°C y un flujo de 300 ml/min

1.wic 2. W5S 3.W3C 4. W6S 5. W5C 6. W1S 7.W1wW 8. W2s 9. W2w 10. W3S
1,1477 1,3875 1,1329 1,0089 1,2094 0,5257 1,0027 0,5895 0,9215 0,9900
35segundos 1,1072 1,4671 1,1040 0,9942 1,1750 0,5348 1,0032 0,5942 0,9222 0,9912
1,0934 1,4319 1,1078 0,9902 1,1805 0,5346 1,0039 0,5983 0,9244 0,9914
Promedio 1,1161 1,4288 1,1149 0,9978 1,1883 0,5317 1,0033 0,5940 0,9227 0,9909
Desv. Estandar 0,0282 0,0399 0,0157 0,0098 0,0185 0,0052 0,0006 0,0044 0,0015 0,0008
Coef. Variacién (%)| 2,529% 2,792% 1,409% 0,987% 1,555% 0,977% 0,060% 0,741% 0,164% 0,076%
1,1917 1,4765 1,1450 1,0134 1,2268 0,5060 1,0023 0,5594 0,8583 0,9915
70 segundos 1,1338 1,5674 1,1136 0,9900 1,1861 0,5156 1,0040 0,5675 0,8640 0,9934
1,1232 1,5081 1,1162 0,9828 1,1932 0,5144 1,0042 0,5697 0,8653 0,9937
Promedio 1,1496 1,5173 1,1249 0,9954 1,2020 0,5120 1,0035 0,5655 0,8625 0,9929
Desv. Estandar 0,0369 0,0461 0,0174 0,0160 0,0217 0,0052 0,0010 0,0054 0,0037 0,0012
Coef. Variacién (%)| 3,207% 3,041% 1,549% 1,607% 1,809% 1,022% 0,104% 0,959% 0,432% 0,120%
1,1807 1,4300 1,1568 1,0132 1,2439 0,4870 1,0011 0,5386 0,8207 0,9943
100 segundos 1,1163 1,4384 1,1255 0,9872 1,2126 0,4919 1,0050 0,5455 0,8303 0,9973
1,1427 1,4130 1,1361 0,9811 1,2227 0,4944 1,0085 0,5522 0,8305 0,9955
Promedio 1,1466 1,4271 1,1395 0,9938 1,2264 0,4911 1,0049 0,5454 0,8272 0,9957
Desv. Estandar 0,0324 0,0129 0,0159 0,0170 0,0160 0,0038 0,0037 0,0068 0,0056 0,0015
Coef. Variacién (%)| 2,824% 0,907% 1,397% 1,715% 1,303% 0,767% 0,368% 1,247% 0,677% 0,152%

Figura F-12. Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 20 minutos a 30°C y un flujo de 100 ml/min
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Figura F-13. Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacion del headspace de 20 minutos a 30°C y un flujo de 200 ml/min
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Figura F-14. Tendencia del comportamiento de los sensores para 0.5g, con un tiempo de
estabilizacién del headspace de 20 minutos a una temperatura de 30°C y un flujo de 300
ml/min
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F2. Resultados de la estandarizaciéon

Con base en las diferentes etapas de analisis realizadas que permitan encontrar los
parametros que se ajusten adecuadamente a la obtencion de una respuesta estable de
los sensores, para determinar el perfil aromético de muestras de bebida de soya y leche
fermentada, los siguientes son los parametros de estandarizacién escogidos y con los
cuales se realizaran los respectivos analisis:

Tiempo de analisis: 100 s

Peso de la muestra: 0.5 g

Tiempo de estabilizacién del headspace: 20 minutos

Temperatura de estabilizacion: 30°C

Flujo de gas a la camara de sensores: 300 ml/min
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G.

Anexo: Datos de la hidratacion de
la soya a diferentes temperaturas

Tabla G-1: Datos obtenidos para las masas del grano hidratado a diferentes tiempos y
temperaturas (expresados en gramos, iniciando con 100g de semilla 'y 300 de agua de

hidratacién)

Masa de la soya hidratada (g) Masa del liquido de hidratacion (g)
Tiempo (h) 20°C 40°C 80°C 20°C 40°C 80°C
0 100 100 100 300,0 300 300
1 148,2 178,7 160,0 251,8 230,8 240,0
2 166,9 203,9 180,1 233,1 201,8 219,8
3 181,6 214,2 195,2 218,4 185,6 203,6
4 193,7 217,9 209,8 206,3 181,4 191,4
5 201,6 2214 215,7 198,4 179,2 185,8
6 207,7 223,8 2177 1923 178,0 183,0
7 209,9 2255 219,2 190,1 177,5 181,2
8 211,4 225,0 221,6 188,6 177,2 179,7
9 212,3 225,7 223,2 187,7 175,2 178,0
10 2124 225,8 223,3 300,0 300 300

Tabla G-2: Datos obtenidos para el contenido de soélidos en el liquido de
hidratacion y la masa del mismo a diferentes tiempos y temperaturas (partiendo
de 100 g de semillay 300 g de agua)

20°C 40°C 80°C
Contenido Contenido Contenido
L Masa del . . Masa del
Tiempo de de sélidos D de sélidos de sélidos o
p P liquido L Masa del liquido
hidratacion | €n €l liquido en el liquidO S en el

de remanente de liquido liquido de remanente
h
(h) hidratacioén ) hidratacion remanente hidratacion 9)

(%) (%) (%)
0 0,00 300 0 300 0 300
1 1,32 251,8 4,54 230,8 6,34 240,0
2 2,91 233,1 7,42 201,8 9,69 219,8
3 4,26 218,4 8,09 185,6 12,08 203,6
4 5,40 206,3 7,88 181,4
5 6,24 198,4
6 6,78 192,3
7 7,22 190,1
8 7,50 188,6
9 8,04 187,7
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H. Anexo: Muestra de calculos para
la etapa de hidratacion de la soya

En este anexo se hace una muestra de calculos para los resultados presentados en el
capitulo de Resultados, en lo correspondiente a la Hidratacion de la soya. Se presentan
los datos con los valores iniciales de la soya y la muestra se ilustra para el tiempo
correspondiente a una hora, para los ensayos a 20°C, mencionando las fuentes de los
valores e indicando la fgura o la tabla en la que aparecen los valores calculados

Tiempo cero hidratacién a 20°C

Base de célculo: 100g de soya inicial
Humedad inicial de la soya (base himeda): 9,1% (valor experimental, Tabla 3-1)
Contenido de carbohidratos totales en la soya=23,79% (valor experimental, Tabla 3-1)
Materia seca presente en la soya: 100*0,909=90,99
Agua en la soya inicial: 100*0,091=9,1g
Humedad inicial de la soya (base seca)=(9,1/90,9)*100=10,01% (Figura 3-1)
Carbohidratos totales presentes en la soya=100*0,2379=23,799
Agua de hidratacion utilizada:300g
Contenido de azlcares fermentables en el agua de hidratacién:0,0%
Actividad de la enzima ureasa en la soya=2,56 (valor experimental) (Figura 3-12)
Solublidad de la proteina de la soya: 83,5% (valor experimental) (Figura 3-15)
Actividad del inibidor de tripsina de la soya: 35 mg tripsina inhibida/g soya (valor
experimental
Contenido azucares total de azucares fermentables en la soya: 15,05% = 15050 mg/100g
(valores experimentales, Tabla 3-1):

Glucosa: 0 %

Fructosa: 0 %

Galactosa: 0 %

Sacarosa: 5,20 %

Rafinosa: 2,80 %

Estaquiosa: 7,05 %

Para una hora de hidratacion a 20°C

t=1h
Masa de la soya hidratada: 148,29 (valor experimental)
Masa de liquido remanente: 251,89 = 0,2518 kg (valor experimental)
Humedad de la soya hidratada (base humeda)=38,66% (valor experimental)
Contenido de solidos en el liquido remanente: 1,32% (valor experimental)
Contenido de azucares fermentables en el agua de hidratacion (Valores experimentales,
Tabla 3-13):
Glucosa: 99 mg/kg
Fructosa: 111 mg/kg
Galactosa: 126 mg/kg
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Sacarosa: 456 mg/kg
Rafinosa: 242 mg/kg
Estaquiosa: 1543 mg/kg

Valor para la figura 3-1:
M:Humedad de la soya hidratada en base seca:
[38,66 / (100-38,66)]*100=63,03%

Valor para la figura 3-4:
t
Célculo de W para el Modelo de Peleg: 1/ (63,03-10,01)= 0,01886
— Vo
Valor para la figura 3-7 y para la Tabla 3-12:
Soélidos perdidos por la soya: 251,8*0,0132= 3,324g
Proporcion de solidos totales perdidos por la soya: (3,324/90,9)*100=3,66%

Valor para la figura 3-10:
Proporcion de carbohidratos perdidos por la soya: (3,324/23,79)*100= 13,97%

t
Célculo de M-M, para el Modelo de Peleg: 1/(13,97-0)=0,07158

Valor para la figura 3-12:
Actividad de la enzima ureasa en la soya hidratada: 2,54 (valor experimental)

Valor para la figura 3-15:
Solubilidad de la proteina de soya hidratada: 85,4% (valor experimental)

Valor para la figura 3-19:
t
Célculo de MM para el Modelo de Peleg: 1/(85,4-83,5)=0,5263

—Wlo

Valor para la figura 3-21.:

Actividad del inibidor de tripsina de la soya: 34,05 mg tripsina inhibida/g soya (valor

experimental)

Valores para la tabla 3-14:
Masa de azucares fermentables perdidos en el agua de hidratacion:
Glucosa: (99 mg/kg) *0,2518 kg= 25 mg
Fructosa: (111 mg/kg) *0,2518 kg = 28 mg
Galactosa: (126 mg/kg) *0,2518 kg = 32 mg
Sacarosa: (456 mg/kg) *0,2518 kg = 115 mg
Rafinosa: (242 mg/kg) *0,2518 kg = 61 mg
Estaquiosa: (1543 *0,2518) kg = 389 mg
Total azUcares presentes en el liquido:
25+28+32+115+61+389= 649 mg=0,649 g
Total azlicares remanentes en la soya: 15050 mg-649 mg=14401mg
Valor para la tabla 3-15:
Porcentaje de azlUcares fermentables presentes en los sélidos perdidos:
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(0,649/3,324)*100 = 19,54%
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. Anexo: Analisis Sensorial
hidratacion

Tabla I-1: Calificaciones de los panelistas Intensidad de Sabor afrijolado durante la
hidrataciéon (escala de 1 a 10)
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Tabla I-2: Rangos asignados para las calificaciones otorgandas por los panelistas
en la evalaucion de la hidratacion

Tabla I-3:

J.

Orden Calificacion Rango Orden Calificacion Rango
1 4 2 12 8 13
2 4 2 13 8 13
3 4 2 14 8 13
4 5 4,5 15 8 13
5 5 4,5 16 8 13
6 6 6,5 17 9 18
7 6 6,5 18 9 18
8 7 8,5 19 9 18
9 7 8,5 20 10 20,5
10 8 13 21 10 20,5
11 8 13

Andlisis de Varianza aplicando el Método Kruskal-Wallis para los datos de
aroma la etapa de hidratacion
Kruskal-Wallis ANOWA Table
Source a5 df M3 Chi-=qg Prob=*Chi-sgq
Columns 5E74.571 Z Zg7.Z8e8 15_E1 0o.0oo04
Erzor lel.4Z9 18 8.5%g8
Total 738 Zo

Anexo: Muestra de calculos para

la etapa de escaldado de la soya

En este anexo se hace una muestra de calculos para los resultados presentados en el
capitulo de Resultados, en lo correspondiente al Escaldadod e la soya. Se consideran los
mismos datos iniciales de la soya y las modificaciones sufridas en la etapa de
hidratacion; la muestra se ilustra para el tiempo correspondiente a un minuto de
escaldado a 80°C, mencionando las fuentes de los valores e indicando la fgura o la tabla
en la que aparecen los valores calculados.
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Total de azucares fermentables remanentes en la soya antes del escaldado: 11820 mg

Tabla J-1: Valores de masa de soya escaldada, masa de liquido de escaldado y
sélidos perdidos durante el tiempo del tratamiento en la etapa de escaldado
(considerando 100 g de soya inicial en la hidratacion) con 300g de agua a 80°C

Sélidos

Tiem Masa soya | Masa liquido | % Sélidos en el erdidos en el % Solidos
o (mirl?) hidratada | de escaldado liquido de P liquido de totales
9) @) escaldado d perdidos
escaldado (g)
0 221 300 0 0 0
1 223 298 0,774 2,30652 25314257
2 225 296 1,023 3,02808 3,33122211
3 207 293 1,084 3,17612 34940814
4 229 291 1,107 3.22137 3,543;8613

Para un minuto de escaldado a 80°C

Masa de liquido de escaldado: 298 g (valor experimental, tabla J-1)
Contenido de solidos en el liquido de escaldado: 0,774% (valor experimental, tabla J-1)
Contenido de azucares fermentables en el liquido de escaldado (Valores experimentales,
Tabla 3-16)
Glucosa: 228 mg/kg
Fructosa: 292 mg/kg
Galactosa: 279 mg/kg
Sacarosa: 181mg/kg
Rafinosa: 500 mg/kg
Estaquiosa: 587 mg/kg

Valores para la tabla 3-17:

Masa de liquido de escaldado: 298 g =0,298 kg (valor experimental, tabla J-1)

Masa de azucares fermentables perdidos en el liquido de escaldado:
Glucosa: (228 mg/kg)*0,298 kg = 68 mg
Fructosa: (292 mg/kg)*0,298 kg = 87 mg
Galactosa: (279 mg/kg)*0,298 kg = 83 mg
Sacarosa: (181mg/kg)*0,298 kg = 54 mg
Rafinosa: (500 mg/kg)*0,298 kg = 149 mg
Estaquiosa: (587 mg/kg)*0,298 kg =175 mg

Total carbohidratos fermentables perdidos en el liquido de escaldado:

(68+87+83+54+1249=175) = 616 mg
Total carbohidratos fermentables remanentes en la soya:

11820 - 616 = 11204 mg
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Valores para tabla 3-18:
Solidos perdidos en el liquido de escaldado:
298*(0,774/100)= 2,306 g = 2306 mg

Porcentaje de sélidos de la soya perdidos en el escaldado:
(2,306/90,9)*100= 2,54%

Porcentaje de azucares fermentables en los sélidos perdidos:

(616/2306)*100= 26,71%

K. Anexo: Analisis sensorial del
desarrollo de la oxidacidon

Tabla K-1: Calificaciones de los panelistas Intensidad de Sabor afrijolado en el
escaldado (escala de 1 a 10)
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1 minuto de 2 minutos de 3 minutos de 4 minutos de
Panelista escaldado escaldado escaldado escaldado
1 7 3 3 4
2 8 4 2 3
3 7 4 4 3
4 6 3 3 4
5 8 2 3 4
6 6 4 2 2
7 7 4 3 3

Tabla K-2: Rangos asignhados para las calificaciones otorgandas por los
panelistas en la evaluacion de aroma en el escaldado

Orden Calificacion Rango Orden Calificacion Rango
1 2 2,5 15 4 17,5
2 2 25 16 4 17,5
3 2 2,5 17 4 17,5
4 2 25 18 4 17,5
5 3 9 19 4 17,5
6 3 9 20 4 17,5
7 3 9 21 4 17,5
8 3 9 22 6 22,5
9 3 9 23 6 22,5
10 3 9 24 7 25
11 3 9 25 7 25
12 3 9 26 7 25
13 3 9 27 8 27,5
14 4 17,5 28 8 27,5

Tabla K-3: Analisis de Varianza aplicando el Método Kruskal-Wallis para los datos
de aroma tomados en el escaldado

Kruskal-Wallis ANOVA Table

Source =1 df M= Chi—-=sq Prob=Chi—-=sq
Columns 1107.5 3 2E5.167 17.4Z 0. 000s&
Error E09.5 -4 ZE._ 3296
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