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RESUMEN

La leche de soya es un alimento rico en proteinas, compuestos fendlicos vy libre de
lactosa. Sin embargo, por sus caracteristicas organolépticas y la presencia de
compuestos antinutricionales su consumo es poco popular entre la poblacion de paises
occidentales. El objetivo de este estudio fue evaluar el potencial de Lactobacillus
plantarum BAL-03-ITTG, Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG y Propionibacterium
freudenreichii para reducir el contenido de factores antinutricionales, incrementar la
produccién de compuestos bioactivos y mejorar las caracteristicas organolépticas de
queso de leche de soya madurado. En una primera etapa la leche de soya fue
fermentada 24 h con L. plantarumy L. fermentum por separado, evaluando los cambios
en la actividad de la a-galactosidasa y B-glucosidasa, asi como del contenido de fitatos,
isoflavonas, compuestos fendlicos y actividad antioxidante de la leche de soya durante
la fermentacion. Después de la fermentacion de la leche de soya, el crecimiento
microbiano incrementé 1.2 y 1.4 log UFC/g para ambas cepas. Los resultados
mostraron que ambas cepas son capaces de producir las enzimas a-galactosidasa y
B-glucosidasa, ademas de convertir las isoflavonas (-glucésidos en sus
correspondientes agliconas, con un incremento del 420-490%. Ademas, mediante la
fermentacién de la leche de soya se logro disminuir el 20% del contenido de fitatos.
Posteriormente, los quesos de soya fueron obtenidos mediante la fermentacion de
leche de soya durante 8 h con L. plantarum, L. fermentum, con o sin la adicién posterior
de P. freudenreichii. Se utilizd queso de soya elaborado con &cido lactico como control.
Se determind el nUmero de microorganismos probidticos presentes en los quesos de
soya a los 0, 20 y 40 dias de maduracién a 15°C, de acuerdo a la metodologia de la
NOM-121-SAA1-1994. Ademas, el contenido de acido lactico y acético asi como el
perfil de compuestos volatiles también fueron determinados en el queso de soya. Los
microorganismos L. plantarum, L fermentum y P. freudenreichii sobrevivieron a una
concentracion mayor a 7 log UFC/g después de 40 d en quesos obtenidos mediante
fermentacion y cumplen con lo especificado en la norma NOM-121-SSA1-1994. Sin

embargo, el queso control presento cuentas microbianas indeseables antes de los 20



dias. Después de 40 d de maduracion, en los quesos de soya obtenidos mediante
fermentacién de la leche de soya, el contenido de hexanal fue 96% menor que en los
guesos de soya recién elaborados (tiempo cero). Sin embargo, los resultados de la
evaluacion sensorial indicaron que no existe diferencia estadistica significativa (p >
0.05) entre los tratamientos. El queso de soya obtenido por fermentacion con los
microorganismos estudiados, asi como la metodologia usada, permiten obtener queso
de soya madurado con mejor perfil de compuestos volatiles que el queso control. Estos
resultados sugieren que este queso tenga mejor aceptacion que el elaborado mediante
acidificacion. Sin embargo, es necesario realizar un estudio sensorial detallado

utilizando jueces entrenados para evidenciarlo.

Palabras clave: antioxidantes, alimento funcional, isoflavonas, factores
antinutricionales



ABSTRACT

Soy milk is a food that is high in protein, phenolic compounds and lactose free.
However, due to its organoleptic characteristics and the presence of antinutritional
compounds, its consumption is not very popular among the population of western
countries. The aim of this study was to evaluate the potential of Lactobacillus plantarum
BAL-03-ITTG, Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG and Propionibacterium
freudenreichii to reduce the content of anti-nutritional factors, increase the production
of bioactive compounds and improve the organoleptic characteristics of soy cheese
ripened. In a first stage, soy milk was fermented for 24 h with L. plantarum and L.
fermentum separately, evaluating the changes in the activity of the
a-galactosidase and B-glucosidase, the content of phytates, isoflavones, phenolic
compounds and antioxidant activity of soy milk during fermentation. After soy milk
fermentation, the growth was increased from 1.2 to 1.4 log CFU/g for both strains. The
results showed that both strains are capable of producing the a-galactosidase and [3-
glucosidase enzymes, in addition to converting the B-glucoside isoflavones into their
corresponding aglycones, with an increase of 420-490%. In addition, by fermenting soy
milk, approximately 20% of the phytate content could be decreased.
After, soy cheeses were obtained by fermenting soy milk with L. plantarum, L.
fermentum with or without the subsequent addition of P. freudenreichii during 8 h. Soy
cheese made with lactic acid was used as a control. The number of microorganisms in
cheese were determined at 0, 20 and 40 d of ripening at 15°C. In addition, the lactic,
acetic acid content as well as the sensory and volatile compounds profile of soy cheese
were determined. The microorganisms L. plantarum, L fermentum and P. freudenreichii
survived at a concentration greater than 7 log CFU/g after 40 d of ripening and these
cheeses meet the standard of NOM-121-SSA1-1994 Mexican test. However, control
cheese had undesirable microbial counts before 20 d. After 40 d, with fermentation of
soy milk, the hexanal content in soy cheeses was reduced by 96% compared to freshly
made tofu. However, the results of the sensory evaluation indicated that there is no
significant statistical difference (p > 0.05) between treatments. Soy cheeses obtained

by fermentation with L. plantarum, L fermentum and P. freudenreichii, as well as the



technology used, allowed to obtain soy cheese with better volatil profile than the control
cheese. That results suggested that soy cheese fermented could be more attractive to

the consumer. However, a detailed sensory study using trained judges is necessary to
demonstrate this.

Key words: antioxidants, functional food, isoflavones, anti-nutritional factors.
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1. Introduccion

1. INTRODUCCION

La soya (Glycine max) se ha utilizado en varios paises en desarrollo como un
componente nutricional importante debido a los efectos benéficos (hipolipemiante,
anticolesterolémico, reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares, entre
otros) que provoca en la salud de los consumidores, los cuales se deben
principalmente a la presencia de compuestos bioactivos, como: isoflavonas, péptidos
con actividad antioxidante y compuestos fendlicos (Chen et al., 2012; Bedani et al.,
2013).

Una amplia variedad de productos de soya son comercializados, principalmente: tofu,
yogurt de soya, helado de soya, salsa de soya, harina de soya, entre otros. Sin
embargo, su consumo en el occidente se ve limitado por su sabor, debido a la
presencia de compuestos volatiles (hexanal, 2-hexanal, nonanal, etc.) que imparten el
caracteristico sabor indeseable de la soya (Kaneko et al.,, 2014). Ademas, los
productos elaborados a partir de soya pueden contener compuestos antinutricionales,
principalmente fitatos, inhibidores de tripsina y oligosacaridos no digeribles tales como
rafinosa y estaquiosa, que usualmente se asocian con malestar estomacal (MacDonald
et al., 2012; Gemede y Ratta, 2014), por lo cual, es importante la bUsqueda de
estrategias que permitan mejorar los atributos de estos productos.

Las bacterias acido lacticas (BAL) son ampliamente utilizadas en la fabricacion de
alimentos debido a que contribuyen a desarrollar el sabor, aroma, mejorar la
digestibilidad y aceptabilidad de los alimentos (yogur, quesos, etc.), ademas de
aumentar la vida util de los productos a través de la produccién de compuestos
antibacteriales (Bedani et al., 2013; Mishra y Mishra, 2015). La leche de soya
constituye un medio para el cultivo de BAL, debido a la presencia de proteinas, y
azucares tales como: sacarosa, rafinosa y estaquiosa, que son fermentadas por la
mayoria de las cepas pertenecientes al género Lactobacillus (Rekha y Vijayalakshmi,
2011). La hidrdlisis de estos oligosacéridos requiere la actividad de la enzima o-
galactosidasa, que hidroliza el enlace a-galactésido presente en estos azlcares no
digeribles (Hati et al., 2014; Bau et al., 2015). Aunado a lo anterior, existen reportes

que indican que la fermentacion con BAL se ha utilizado como una estrategia para



1. Introduccion

reducir los compuestos antinutricionales (fitatos, inhibidores de tripsina y
oligosacaridos) en productos a base de soya (Gao et al., 2013; Obadina et al., 2013;
Fischer et al., 2014). Asi también, mediante la fermentacion de la soya, es posible
incrementar la producciéon de compuestos bioactivos, entre ellos las isoflavonas
agliconas y la actividad antioxidante (Zhao y Shah, 2014; Xiao et al., 2015). No
obstante, es necesario realizar mas estudios con diferentes cepas con la finalidad de
determinar si el comportamiento en la reduccion de factores antinutricionales y
formacion de compuestos bioactivos en la leche de soya depende o no de la cepa
empleada y de su fuente de obtencién.

A pesar de sus grandes atributos nutricionales, la soya es poco consumida por
personas del occidente siendo el principal obstaculo en el consumo de los productos
de soya la textura, el aspecto visual y el sabor a frijol (Li et al., 2017). Por lo anterior,
para mejorar la aceptacion de productos de soya, diversos autores han desarrollado
alimentos que intentan imitar las caracteristicas de textura y aspecto visual de otros
productos aceptados por la mayoria de las personas, principalmente yogurt (Mishra y
Mishra, 2015) y queso (Serrazanetti et al., 2013). En muchos paises se han fabricado
quesos de soya utilizando la adicion de sales para la produccién del gel, sin embargo,
la textura y sabor de los productos finales es poco satisfactoria comparados con los
obtenidos mediante fermentacidn (Serrazanetti et al., 2013). Es asi como el uso de co-
cultivos para la elaboracion de alimentos fermentados de soya, constituyen una
alternativa para favorecer la produccion de compuestos aromaticos y mejorar la
aceptacion global de los quesos de soya. Wu et al. (2012) reportaron que
Propionibacterium freudenreichii fue capaz de crecer en leche de soya, consumiendo
el 69% de acido lactico producido por Bifidobacterium adolescentis (Wu et al., 2012)
desarrollando caracteristicas sensoriales particulares en estos productos. Sin
embargo, el uso de Propionibacterium Unicamente se ha evaluado en la fermentacién
de leche de soya y no se ha demostrado su efecto en la elaboracion de queso de soya.
Aungque se han propuesto métodos para la eliminacibn de aromas no deseados
(tratamientos térmicos, alteracion genética de la soya y adicién de saborizantes), la

mayoria de estos métodos tienen aspectos negativos como la interferencia de la
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funcionalidad de las proteinas y el desarrollo de otros atributos sensoriales negativos.
Una estrategia para solucionar el sabor desagradable de los productos de soya, es la
fermentacion con BAL. Mediante la fermentacion de soya con estas bacterias, se
pueden reducir los compuestos volatiles que son responsables del sabor a frijol
(hexanal, 2-hexanal, entre otros) (Kaneko et al., 2014) y mejorar sus caracteristicas
sensoriales (Serrazanetti et al., 2013). Feng et al. (2014) reportaron que los lipidos
tienen un papel importante en la formacion de aromas en productos fermentados de
soya. Sin embargo, existe poca informacion sobre la relacion del desarrollo de
compuestos volétiles y los cambios en la composicion de lipidos en queso madurado
de soya elaborado mediante fermentacion.

La fermentacion de la leche de soya con BAL para la produccién de queso madurado
de soya, surge como una alternativa para su aprovechamiento, ya que mediante la
fermentacién es posible mejorar el sabor y textura de estos alimentos, asi como
incrementar la produccion de compuestos bioactivos y mejorar las propiedades
benéficas para la salud (Zhao y Shah, 2014; Bau et al., 2015). Por lo tanto, la busqueda
y la evaluacién de nuevas cepas para la produccion de alimentos fermentados de soya
es de gran relevancia. En el 2012, Gonzéalez-Escobar evalué el potencial probiético de
24 bacterias acido lacticas aisladas de la taberna, reportando la presencia de BAL
capaces de crecer a concentraciones de orden de 10° UFC/mL con tiempos de
duplicacién cortos (1.16-1.49 h) y capaces de sobrevivir a la digestion simulada
alcanzando una supervivencia por arriba del 60%, ademas de ser capaces de
fermentar rafinosa, carbohidrato presente en la soya, el cual puede causar malestar
estomacal. En la evaluacion in vivo estas cepas demostraron ademas ser capaces de
reducir los niveles de colesterol sérico y triglicéridos en un 33.9 y 15.88%,
respectivamente (Ramirez-Torres, 2015), lo que permitid sugerirlas como posibles
probidticos.

Aunque ya ha sido reportada la produccion de queso de soya obtenido mediante
fermentacion de leche de soya con BAL, la mayoria de estas investigaciones se basan
Gnicamente en las caracteristicas sensoriales y parametros de textura de estos

alimentos. Por lo cual, la evaluacion de factores antinutricionales y formacion de
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compuestos bioactivos durante el proceso de elaboracion de queso de soya elaborado
a partir de leche de soya fermentada ha sido poco estudiada. Ademas, el uso de
Propionibacterium freudenreichii para la produccion de queso madurado de soya no
se ha reportado. Por lo anterior, el desarrollo de esta investigacion contribuira a
generar conocimiento sobre los cambios fisicoquimicos, microbiolégicos y sensoriales
durante el proceso de maduracion de queso de soya. Por lo que, el objetivo de esta
investigaciéon fue evaluar el potencial de Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG,
Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG y Propionibacterium freudenreichii para la
produccion de queso madurado de soya con mayor contenido de compuestos

bioactivos y caracteristicas organolépticas atractivas para el consumidor.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Probioticos

Los probidticos se definen como "microorganismos vivos que, cuando se administran
en cantidades adecuadas, confieren un beneficio a la salud del huésped" (FAO/OMS,
2002). A través de los afios, muchas especies de microorganismos han sido utilizados
como probidticos, entre ellas las bacterias acido lacticas. Estos microorganismos
generalmente fueron aislados de diferentes tipos de fuentes: de la flora natural de los
humanos, de carnes, frutas y alimentos fermentados, entre otros. Las bacterias 4cido
lacticas son ampliamente utilizadas en la industria alimentaria para la elaboracion de
productos fermentados, predominando el género Lactobacillus. Debido a la
importancia de estos microorganismos, se ha optado por la busqueda de nuevas
fuentes alternativas para su obtencion, principalmente microorganismos aislados de

alimentos fermentados (Nawaz et al., 2011).

2.1.1 Beneficios obtenidos por el consumo de alimentos probiéticos

El consumo de probidticos se ha asociado a muchos beneficios para la salud en
humanos. Algunos probidticos tienen efectos benéficos contra enfermedades del tracto
gastrointestinal, control de infecciones en el tracto urogenital, disminucion en la
incidencia de diarreas, disminucion de colesterol sérico y enfermedades cardiacas, asi
como en la estimulacion del sistema inmune y movimiento intestinal (Gupta y Garg,
2009; Narayan et al., 2010).

Varias especies de Lactobacillus han sido -cientificamente establecidas y/o
clinicamente probadas en cuanto a sus efectos en la salud, tales como la reduccion y
prevencion de la diarrea (McFarland, 2006; Kale-Pradhan et al., 2010). Algunos de los
productos comerciales disponibles para combatir tales diarreas son: productos lacteos
fermentados como el yogurt, leches pasteurizadas, tabletas y capsulas que contienen
células vivas (= 108 UFC/mL) de Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus acidophilus,
Lactobacillus reuteri, Bifidobacterium spp, entre otras especies (Ray, 1996).
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2.1.2 Fuentes de aislamiento de probidticos

Los probidticos generalmente han sido aislados de diferentes tipos de fuentes, tales
como: la flora normal de los humanos (boca, tracto intestinal y aparato reproductor
femenino) y de muchos animales, carnes, frutas y vegetales fermentados, entre otros
(Ogueke, 2010).

Por otra parte se han aislado microorganismos probiéticos de la leche materna
recolectada asépticamente (Martin et al., 2009) y de las heces de los lactantes (Martin
et al., 2003). Otra fuente de probioticos es el tracto gastrointestinal de humanos, de
hecho, muchas de las cepas probidticas utilizadas en la actualidad son aisladas de
esta fuente (Ryan et al., 2008).

Los productos lacteos son otra una fuente de aislamiento de bacterias probidticas, la
mayoria de estos microorganismos pertenecen al grupo de las bacterias acido lacticas
y son utilizadas por la industria alimentaria para la elaboracion de productos
fermentados, predominando los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium (Ogueke,
2010). Existen reportes que evaltuan los productos fermentados tradicionales como
posibles fuentes naturales de bacterias probiéticas. Se han aislado BAL probiéticas de
masas fermentadas (Ayeni et al., 2011), de quesos (Zago et al., 2011).

Otros estudios reportan que bacterias probioticas también son aisladas de sustratos
fermentados no lacteos, como la carne, frutas, aceitunas y encurtidos (Rivera-
Espinoza et al., 2010), demostrando propiedades como reduccion del colesterol,
tolerancia a &cidos y bilis y actividad antimicrobiana (Fontana et al., 2013).

Sin embargo, la importancia que han adquirido los probiéticos en los ultimos afios ha
incrementado su demanda, por esa razon se ha optado por la busqueda de nuevas
fuentes alternativas para su obtencion, asi como el interés de usar bacterias acido
lacticas aisladas de productos fermentados naturalmente (Nawaz et al., 2011).

En el sureste mexicano, la taberna es una bebida fermentada obtenida de la savia de
palma Acrocomia aculeata mejor conocida como palma de coyol (Alcantara et al.,
2010). Esta bebida se produce por la fermentacién de la savia del tallo de la palma
adulta. Al consumo de esta bebida se le han atribuido propiedades medicinales, entre

las cuales destacan su capacidad desinflamante y cicatrizante de Ulceras estomacales
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(Rodriguez-Alvarez, 2011). La presencia de BAL en la taberna fue investigada
mediante el empleo de técnicas tradicionales y mediante el analisis e identificacion con
técnicas moleculares (Alcantara-Hernandez et al., 2010). En el 2012, Alegria-Mundo,
mediante un analisis molecular, evalu6 la dinamica poblacional de bacterias acido
lacticas que participan en el proceso de fermentacién natural de la savia de la palma
de Acrocomia aculeate. Muestreos de taberna durante los primeros 5 dias de
fermentacion permitieron aislar almenos 35 BAL. Posteriormente se realizo la
identificacion mediante biologia molecular de estas bacterias, reportando la presencia
de Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG y Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG
(Mendoza-Avendario, 2015; Ramirez-Torres, 2015). Gonzalez-Escobar (2013) realizé
la evaluacion in vitro del potencial probiético de las BAL aisladas de la taberna para
seleccionarlas por su capacidad de crecimiento, supervivencia en condiciones
gastrointestinales simuladas, capacidad de disociacion de taurocolato de sodio,
produccion de &cido Ilactico, produccion de exopolisacaridos, fermentacion de
azucares y actividad antimicrobiana. Los resultados reportaron que estas bacterias
mostraron un crecimiento de 9.67+0.01 log UFC/mL (4.69 x 10° UFC/mL) con una
velocidad especifica de crecimiento promedio de 0.46+0.01 h?, y tiempo de
duplicacién promedio de 1.49 + 0.01 h. En la prueba de fermentacién de azlcares se
encontré que las BAL fueron capaces de fermentar rafinosa. El estudio también reporta
la produccion de acido lactico por las BAL a concentraciones de 19-22.95 g/L con
porcentajes de conversion de glucosa de 86.50-96.79%. Todas las BAL evaluadas
fueron capaces de desconjugar el taurocolato de sodio y las sales biliares, lo que
sugiere que estas cepas son capaces de reducir el colesterol de la sangre utilizando
este mecanismo. Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG fue capaz de crecer a
concentraciones de 9.55+0.56 log UFC/mL (3.54 x 10° UFC/mL), con una produccién
de acido lactico de 18.06+1.26 g/L y una supervivencia a la simulacion gastrointestinal
por arriba del 60% (Mendoza-Avendafo et al., 2015). Posteriormente, Ramirez-Torres
(2015) realizé la evaluacion de las caracteristicas probioticas in vivo de Lactobacillus
plantarum BAL-03-ITTG. Los resultados reportaron que la administracion de

Lactobacillus plantarum a ratones hipercolesterolémicos redujo los niveles de
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colesterol sérico total y triglicéridos en sangre en un 33.9% y 15.88% respectivamente.
Ademas, en este estudio se demostré que es una cepa segura y susceptible de ser
empleada para el consumo humano. Debido a estos atributos encontrados en las
cepas aisladas de la taberna se puede decir que éstas tienen un gran potencial
probidtico, sin embargo, el potencial biotecnoldgico de estas BAL en la elaboracion de
alimentos fermentados no ha sido reportado.

2.2 Alimentos funcionales

En los dltimos afios se ha desarrollado un creciente interés por el consumo y
produccion de alimentos que ayuden a mejorar la salud, mediante la prevencién del
desarrollo de enfermedades cronicas no transmisibles. De ahi surge el término
“alimento funcional” el cual se refiere a un alimento que ademas de proporcionar
nutrientes, proporciona un efecto benéfico sobre la salud y reduce el riesgo de
enfermedades de quien los consume. Este término también se puede aplicar a
aquellos alimentos que contienen prebidticos y/o probidticos (Granato et al., 2010).
Entre los alimentos funcionales mas populares destacan aquellos que contienen
probiéticos. Las aplicaciones alimentarias para los probidticos se encuentran
principalmente en productos lacteos, como yogurt, bebidas, quesos, helados, barras
nutritivas, cereales, férmulas infantiles, entre otros (Granato et al., 2010). Sin embargo,
la mayoria de estos alimentos son productos pertenecientes al sector lacteo. A pesar
de lo anterior, factores como la preferencia por comida vegetariana o la intolerancia a
la lactosa ha estimulado el uso de materias primas no lacteas. Aunado a lo anterior, la
alergia a los productos lacteos afecta negativamente a muchas personas en todo el
mundo (alrededor del 75% de la poblacién) (Solomons, 2002). En México se reportd
que en 2014, alrededor del 83% de la poblacién padecia de intolerancia a la lactosa
(IMSS, 2014). Debido a que no existe un tratamiento que pueda aumentar la capacidad
de produccion de lactasa, los sintomas ocasionados por el consumo de lactosa deben
ser controlados por la dieta, ya sea consumiendo sustitutos de la leche o productos

alternativos disponibles en el mercado. Esto ha inducido a realizar investigaciones
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sobre el desarrollo de alimentos no lacteos portadores de probidticos para atraer una

gama amplia de consumidores (Granato et al., 2010).

2.3 Soya

La soya (Glycine max) es una semilla perteneciente a la familia de las leguminosas,
generalmente esférica de 8 a 10 mm de diametro y de color amarillo. En promedio, los
granos de soya contienen aproximadamente 40-41% de proteinas, 35% de
carbohidratos, 8-24% de aceites y 5% de cenizas en base seca (Medic et al., 2014).
Numerosos estudios realizados con animales y seres humanos demostraron que el
consumo de esta semilla 'y sus derivados tiene efectos importantes en mejorar la salud
de las personas que la consumen, principalmente en el tratamiento de enfermedades
del corazoén, huesos y en la disminucién de los sintomas de la menopausia (Day et al.,
2013; Coscueta et al., 2016). Debido a la presencia de compuestos bioactivos y sus
propiedades como antioxidante, antihipertensivo, hipocolesterolémico, entre otros, en
los ultimos afios se ha presentado un gran desarrollo cientifico y tecnoldgico para su
aprovechamiento en la produccién de alimentos (quesos, yogurt, harina) (Chen et al.,
2012; Day et al., 2013; Coscueta et al., 2016).

Esta leguminosa es originaria del este de Asia, sin embargo, gracias al intercambio
cultural y el empleo de la soya como simbolo de la alimentacion vegetariana/ vegana,
la preparacion y consumo de alimentos a base de esta leguminosa, asi como su cultivo
se ha extendido a otras partes del mundo (Riciputi et al., 2016). El mayor productor de
soya es Estados Unidos, con un 34% de la produccion mundial, seguido de Brasil y
Argentina con el 29 y 19% respectivamente (Medic et al., 2014). En México se
produjeron aproximadamente 432,927.48 toneladas en el 2017, siendo el quinto mayor
productor Chiapas con 24,049 toneladas. En México se cultiva principalmente para la
elaboracion de alimentos para animales y para el consumo humano, en este ultimo se
utiliza en mayor medida para la elaboracion de harinas y obtencion de aceite, el cual

se emplea para la produccion de margarinas, mantequillas y chocolate (SIAP, 2018).
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2.3.1 Composicion quimica

Las semillas de soya contienen en promedio 40-41% (en base seca) de proteina, las
cuales se pueden clasificar en cuatro grupos segun su funcidn: enzimas, proteinas
estructurales, de membrana y de almacenamiento. Las proteinas de almacenamiento
representan el 65-80% del total de proteinas de la semilla. Las principales proteinas
de almacenamiento de estas semillas son la glicinina y 3-conglicinina. Ademas de las
proteinas de almacenamiento, la soya contiene proteinas de baja abundancia
responsables de la movilizacion de nutrientes o de la defensa contra los macro y
microorganismos, entre ellas se encuentran los inhibidores de tripsina y la enzima
lipoxigenasa, que cataliza la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados lo que
conlleva al desarrollo de la rancidez y el sabor afrijolado (Krishnan, 2001; Medic et al.,
2014).

Los lipidos representan alrededor del 8-24% del peso de la semilla, funcionan
principalmente como reserva de energia para la planta y constituyentes de las
membranas. Los principales acidos grasos presentes en la soya son el acido linoleico
(18:2), seguido del acido oleico (18:1), acido palmitico (16:0), acido linolénico (18:3) y
acido esteérico (18:0) (Pefalvo et al., 2004). También se ha reportado la presencia de
tocoferoles, los cuales sirven como defensa para proteger las membranas biolégicas
contra el deterioro oxidativo de los &cidos grasos poliinsaturados. Inhiben la
peroxidacién lipidica al eliminar las especies reactivas de oxigeno y los radicales
peroxilo y, por lo tanto, evitan que reaccionen con los lipidos (Medic et al., 2014). En
la soya se reporta la presencia de carbohidratos estructurales los cuales son
polisacaridos de la pared celular (celulosa, hemicelulosa y pectinas) y carbohidratos
no estructurales (oligosacaridos). Las semillas de soya contienen alrededor de 11-25%
de carbohidratos solubles, los azucares solubles mas abundantes son sacarosa (1.1-
7.4%), estaquiosa (1.2-6.9%), rafinosa (0.1-1.4%), glucosa (0.003-2.4%) y fructosa
(0.03-2.5%) (Medic et al., 2014). La rafinosa y la estaquiosa se consideran factores
antinutricionales debido a que su consumo esta asociado a alteraciones digestivas en
humanos (Hati et al., 2014).

10



2. Antecedentes

2.3.2 Usos de la soya

La soya es ampliamente utilizada para producir alimentos como, la leche de soya,
salsa de soya, tempeh, tofu, entre otros. Los alimentos producidos con soya han
formado parte durante muchos afios de la alimentacion de los paises orientales
(Villares et al., 2011). En los paises occidentales, la soya se procesa principalmente
para la produccion de harina de soya que sirve como una fuente de proteina, la cual
se utilizan como componente de alimentos para animales o para la produccion de
proteina texturizada, concentrado de soya y aislado de soya. Estos productos se
utilizan como ingredientes en la elaboracion de formulas infantiles, productos cérnicos
y sustitutos de productos cérnicos, bebidas de proteinas, bases para sopa, etc.
Mientras que el aceite es utilizado para usos alimentarios y para la produccion de
biodiesel (Friedman et al., 2001; Graef et al., 2009; Medic et al., 2014).

El consumo de productos a base de soya se ha incrementado paulatinamente, no solo
por su alto valor nutricional, sino también por sus beneficios en la salud, como la
reduccion de enfermedades cardiovasculares, osteoporosis y cancer (Al-Wahsh et al.,
2005). Sin embargo, el uso de la soya como materia prima para la elaboracién de
alimentos en los paises occidentales muchas veces esta limitado por su sabor a
“frijol/pasto” (Krishna et al., 2003).

2.3.3 Leche de soya

Uno de los productos comunmente elaborados a partir del grano de soya es la leche
de soya, la cual es un liquido blanquecino que se elabora mediante el remojo (en agua)
de la semilla, seguida de la molienda y posterior separacién del liquido de los residuos
(Day, 2013; Mishra y Mishra, 2013). Sin embargo, su consumo se ve limitado por su
sabor, debido a la presencia de compuestos volatiles que imparten el caracteristico
sabor indeseable del frijol (Kaneko et al., 2014). Estos sabores indeseables (frijol,
verde, hierba, astringente, amargo) estan asociados con productos derivados de la
oxidacion de lipidos poliinsaturados mediante la accion de la enzima lipoxigenasa
(LOX) presente en la soya (Vong y Liu, 2018). Los granos de soya contienen acidos

grasos poliinsaturados, principalmente &cido linoleico (C18:2) y acido linolénico
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(C18:3). Ambos acidos grasos contienen una estructura cis, cis-1,4-pentadieno la cual
puede producir hidroperéxidos cuando son oxidados, los cuales son posteriormente
convertidos en compuestos volatiles asociados a sabores indeseables como el hexanal
(Figura 2.1) (Kaneko et al., 2014). Las LOX son metalproteinas con un ion hierro (lll)
en el centro activo. La enzima es activada por su producto de oxidacion; es decir,
cuando el Fe2+ se oxida a Fe3+. Del sustrato oxidable se extrae un atomo de
hidrogeno del grupo pentadieno (1-cis, 4-cis) para formar el radical pentadienilo de los
acidos grasos. La reaccion con el oxigeno produce un radical peroxilo. El radical
peroxilo formado es reducido por la enzima y, por fijacion de un protén se forma el
hidroperéxido. A partir del &cido linoleico se forma el &cido linoleico 13-hidroperoxido.
Posteriormente la enzima hidroperdxido liasa cataliza la adicion de un H*, lo cual
provoca la eliminacion del —OH del hidroperoxido como H20. Esto conduce a la
formacién de un cation éter alilico con la carga localizada en el carbono 13, adyacente
al oxigeno. Subsecuentemente, se produce la adicion de H20 al ion de carbono, lo que
finalmente produce el hexanal y acido 12-oxo, 9 dodecenoico (Ogura & Sankawa,
1997; Grechkin, 2002).

[ Acido linoleico (C18:2) ]

LOX l LA

CH(CH_),-CH, CH- - CH=CH-CH=CH-(CH),-COOH

CI) . A (hidroperoxi ;)
HPL N

CHZ-(CH;):-CH; —CH =,

= m[ Ac. 9,11-di-dodecenoico ]

Cim

CHa'(CH 2)3'CH2 —CH

Hexanal l O
ADH

- LOX: Lipoxigenasa; HPL, hidroperéxido-liasa;
[ 1-Hexanol ] ADH. alcohol deshidroaenasa

Figura 2.1 Produccion de hexanal a través de la ruta de la lipoxigenasa.

12



2. Antecedentes

Ademas, los productos elaborados a partir de soya pueden contener compuestos
antinutricionales, principalmente fitatos, inhibidores de tripsina y oligosacéridos no
digeribles como los mencionados anteriormente, que usualmente se asocian con

malestar estomacal (MacDonald et al., 2012; Gemede y Ratta, 2014).

2.3.3.1 Composicién quimica de la leche de soya

2.3.3.1.1 Compuestos bioactivos

Diversos estudios realizados con animales y seres humanos demostraron que el
consumo de la soya y sus derivados tiene efectos importantes en mejorar la salud de
las personas que la consumen, principalmente en el tratamiento de enfermedades del
corazén, huesos y en la disminucién de los sintomas de la menopausia (Day et al.,
2013; Coscueta et al., 2016). Estos beneficios se atribuyen a la presencia de
compuestos bioactivos, es decir, a la presencia de compuestos que ejercen un efecto
benéfico en alguna funcién corporal del individuo que lo consume, produciendo una
mejora en su salud y bienestar o reduciendo el riesgo de padecer una enfermedad. La
leche de soya es una fuente de antioxidantes, algunos compuestos fendlicos y
vitaminas hidrosolubles (vitamina B1l, B2 y B3) que contribuyen a su actividad
antioxidante hidréfila, mientras que las vitaminas liposolubles (vitamina A y E) se
relacionan con su capacidad antioxidante lipofila (Rodriguez-Roque et al., 2013).
Entre los principales compuestos bioactivos reportados en la leche de soya se
encuentran los compuestos fendlicos. Estos compuestos son importantes ya que son
utilizados en la industria alimentaria como aditivos y/o conservadores para
proporcionar proteccion contra la degradacién oxidativa de los alimentos provocada
por la accion de los radicales libres. Los compuestos fendlicos presentes en la soya
poseen capacidad antioxidante, previniendo o controlando la formacion de radicales
libres con efectos nocivos para la salud y por lo tanto son importantes para reducir el
riesgo de enfermedades crénicas (Chiou et al., 2014).

Los compuestos fendlicos pueden captar eficazmente los radicales libres y retrasar el

dafio oxidativo y, por consiguiente, reducir los malos olores y sabores extrafios
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derivados de la oxidacion de los acidos grasos insaturados. Los compuestos fendlicos
no solo reducen la oxidacion y degradacion de los alimentos, sino que también
desempeiian un papel importante en la prevencion de una serie de enfermedades
cronicas tales como enfermedades cardiacas, distintos tipos de céancer vy
enfermedades neurolégicas como Alzheimer y el Parkinson (Lobo et al., 2010). Entre
los compuestos fendlicos reportados en la leche de soya se encuentran el &cido gélico,
acido 4-hidroxibenzoico, acido p-cumarico, acido ferulico, acido cinamico, catequina,
acido clorogénico (Rodriguez-Roque et al., 2013; Zhao y Shah, 2014).

Otros compuestos de interés son las isoflavonas, que son derivados de fenoles
heterociclicos con una estructura similar a los estrogenos. Estas derivan de la union
de un precursor aromatico (hidroxicinamil coenzima-A éster) con un alifatico (malonil
coenzima-A). Compuestos por dos anillos bencénicos (A y B) unidos por un anillo
pirano heterociclico (C) (Figura 2.2). La posicion del anillo benzoico B divide a las
flavonas en dos clases: flavonas (posicion 2) e isoflavonas (posicion 3) (Messina y
Mark, 1999).

Las principales isoflavonas que se encuentran en la leche de soya son los B-glucésidos
daidzina y genistina (los azUcares se unen en la posicion 7 del anillo) y sus respectivas
agliconas genisteina y daidzeina. En menor cantidad se encuentran el 3-glucésido

glicitina y la aglicona gliciteina (Bau et al., 2015).

Daidzeina Genisteina Gliciteina
(4, 7-dihidroiisoflavona) (4°,5,7-trihidroiisoflavona) (7,4 -dihidroxi-6-metoiisoflavona)

Figura 2.2 Estructura de isoflavonas agliconas (adaptado de Messina y Mark, 1999).

Las isoflavonas en la soya se encuentran en mayor concentracion como p-glucésidos,
y, debido a su union con la glucosa, son compuestos con mayor solubilidad en agua

gue sus respectivas agliconas. En los humanos, las agliconas se absorben facilmente
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en la parte superior del intestino delgado por difusién pasiva. En contraste, las
isoflavonas B-glucésidos no son absorbidas pasivamente a través del tracto
gastrointestinal; para que la absorcidén ocurra, estas deben ser hidrolizadas hasta su
forma aglicona, las cuales son mas hidrofébicas y tienen peso molecular mas bajo
(Izumi et al., 2000; Manach et al., 2004). Las agliconas pueden ser absorbidas o
metabolizadas a diferentes compuestos con capacidades para unirse a los receptores
estrogénicos. La genisteina se metaboliza a p-etilfenol y dihidrogenesteina mientras
gue la daidzeina se convierte en o-desmetilangolesina, equol y otros metabolitos (An
et al., 2001).

Las isoflavonas son similares estructuralmente a los estrégenos humanos. A las
isoflavonas presentes en la soya se les atribuye diversas propiedades terapéuticas,
las cuales se han relacionado con la capacidad de estas moléculas para unirse a los
receptores de estrogenos. Estudios sugieren que estos fitoestrogenos son capaces de
actuar como estrégenos débiles, particularmente en presencia de bajos niveles de
estrogenos endodgenos, como en el caso de las mujeres postmenopausicas, lo cual
provoca una disminucién de los sintomas de la menopausia (An et al., 2001). Las
isoflavonas ayudan a prevenir el proceso de formacion de nuevos vasos sanguineos
propios de la formacién de tumores (cancer de mama), de esta forma se deja al tumor
sin fuente de alimentacién impidiendo que crezca y se facilita que el organismo pueda
eliminarlo. Las isoflavonas también pueden ayudar a la formacién de los huesos. El
equol (derivado de las isoflavonas) puede ayudar a aumentar la densidad de los
huesos, haciéndolos mas resistentes y fuertes. Una de las propiedades quimicas mas
importantes de las isoflavonas es su poder antioxidante, atribuido a la capacidad del

grupo fenolico de captar y remover los radicales libres (Mitchell et al., 1998).

2.3.3.1.2 Factores antinutricionales

Los alimentos de origen vegetal pueden contener factores antinutricionales, los cuales
son sustancias capaces de reducir el valor nutritivo de los alimentos ya que interfieren
con la biodisponibilidad de minerales y/o la digestibilidad de proteinas y carbohidratos

(MacDonald et al., 2012). Entre los principales factores antinutricionales que se han
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reportado en la soya se encuentran los fitatos, los inhibidores de tripsina y los
oligosacaridos.

Entre los principales carbohidratos presentes en la soya se encuentran los
oligosacaridos rafinosa y estaquiosa. La rafinosa esta formada por una molécula de
galactosa unida a una de sacarosa por un enlace glucosidico (1a—#6). La estaquiosa
es un tetrasacarido formado por dos unidades de a-D-galactosa, una unidad de D-
glucosa y una B-D-fructosa unidas secuencialmente como galactosa (a1—6) galactosa
(a1— 6) glucosa (a1 < 2 ) fructosa (Meisenberg y Simmons, 2018).

El consumo de estos azlcares puede provocar malestar estomacal, debido a que los
humanos no pueden sintetizar la enzima a-galactosidasa, enzima requerida para
hidrolizar los galactooligosacaridos a D-galactosa y sacarosa en el intestino delgado.
En consecuencia estos azlcares tras ser ingeridos se acumulan en el intestino grueso,
donde son degradados por la accién de bacterias anaerobias, produciendo diéxido de
carbono, hidrégeno y metano, lo cual provoca el malestar (Bau et al., 2015).

El fitato o acido mioinositol hexafosforico (IPs) se considera un factor antinutricional
debido a que reduce la biodisponibilidad de proteinas y minerales. La molécula de fitato
posee seis radicales (es una molécula polianiénica —mudltiples cargas negativas—)
gue muestran fuerte capacidad para quelar varios cationes. Por ejemplo, es bien
conocida su capacidad para unirse y bloquear o precipitar otros minerales presentes
en la dieta como el Ca, Co, Cu, Mg y Zn, y de unirse y bloquear diferentes proteinas.
La precipitacién y bloqueo de estos minerales dificulta la actividad de las enzimas
digestivas, su absorcién y provoca una disminucién de su digestibilidad y un aumento
de su excrecién. Ademas, muchos de los complejos que forma el fitato con proteinas
y minerales son insolubles, lo cual reduce la biodisponibilidad de éstos (Frolich y Asp,
1985; Nolan et al., 1987). EIl fésforo que se encuentra presente en la molécula de
fitato, no puede ser aprovecharlo por los seres humanos, ya que no tienen la capacidad
de producir la enzima fitasa, la cual es necesaria para hidrolizar el acido fitico y liberar
el fosforo (Martinez et al., 1996).

Asi mismo, la soya contiene inhibidores de tripsina, las cuales interfieren en el

funcionamiento de proteasas intestinales (tripsina). La presencia de inhibidores de
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tripsina provoca la mala absorcion de los alimentos, secrecion incrementada de

enzimas pancreaticas e hipertrofia/hiperplasia pancreatica (DragicCevi¢ et al., 2010).

2.3.3.2 Alimentos funcionales a partir de leche de soya

Algunos de los alimentos elaborados con soya que se pueden encontrar en el mercado
son especialmente bebidas y productos probiéticos desarrollados con extracto de soya
mezclado con jugos de frutas, yogur de soya, entre otros (Champagne y Gardner,
2008). La soya se considera un buen sustrato para el desarrollo de alimentos
funcionales, ya que la fermentacién por probiéticos tiene el potencial de reducir su
sabor a grano, reducir los niveles de carbohidratos que son responsables de la
produccion de gas en el sistema intestinal, aumentar los niveles de isoflavonas
agliconas y favorecer los cambios deseables en poblaciones bacterianas en el tracto
gastrointestinal. Larkin et al. (2007) reportaron que la combinacion de soya con
probidticos o prebidticos provocoé un efecto significativo en la disminucion de colesterol
de baja densidad (LDL).

Donkor et al. (2008) reportaron que la proteina de leche de soya fermentada puede
estimular el crecimiento de muchas cepas probidticas como L. acidophiuls, L. casei,
entre otras. Ademas, los alimentos fermentados a base de soya pueden proporcionar
beneficios adicionales para el consumidor, debido a sus diversas propiedades
funcionales (anticolesterolémico, anticancerigeno, entre otras). El desarrollo de un
alimento fermentado a base de soya requiere la seleccion de cepas con la capacidad
de crecer en el sustrato, asi como la capacidad de competir o incluso establecer una
sinergia entre cepas y que éstas se mantengan viables durante el procesamiento. Asi
también se busca que estos alimentos tengan propiedades sensoriales atractivas y
estabilidad durante el almacenamiento (Mishra y Mishra, 2015).

Como se mencion0 anteriormente, el consumo de leche de soya y sus derivados en
paises occidentales es limitado debido a la presencia de factores antinutricionales y
principalmente a sus caracteristicas sensoriales. A menudo, durante el proceso de
elaboracion de estos alimentos (por ejemplo mediante los tratamientos con

temperaturas altas) se pueden eliminar una parte de estos compuestos
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antinutricionales. Sin embargo, estos procedimientos pueden afectar la calidad
nutricional del alimento (Zhang et al., 2012). Debido a lo anterior, la elaboracion de
productos elaborados con soya debe estar orientada a eliminar estas sustancias antes
de ser consumidos, pero a su vez dafiar en menor medida las demas caracteristicas
del producto y mejorar sus caracteristicas sensoriales (sabor, olor, textura, entre
otros.). En la industria de los alimentos se han desarrollado diversas alternativas para
mejorar las propiedades de los alimentos, entre ellas destacan el uso de probioticos.
Dentro de los microorganismos mas utilizados como probidticos se encuentran las
bacterias acido lacticas (BAL), ya que desempefian un papel importante por su
contribucion al desarrollo del sabor, aroma y mejora del valor nutricional de los
productos alimenticios que los contienen. Ademas, pueden contribuir a aumentar la
vida util de los productos y gracias a su habilidad para producir acido lactico puede
ayudar a preservar a los alimentos de microorganismos que pueden provocar
enfermedades. La soya puede utilizarse para el cultivo de BAL, debido a la presencia
de proteinas, sacarosa, rafinosa, estaquiosa y diversos acidos grasos, los cuales son
utilizados por la mayoria de las BAL. Por esta razon la incorporacién de bacterias
probidticas en la leche de soya, se ha utilizado como una alternativa para mejorar la
aceptabilidad de estos productos (Hati et al., 2014; Bau et al., 2015).

Existen reportes que indican que la fermentacion con BAL se ha utilizado como una
estrategia para reducir los compuestos antinutricionales (acido fitico, inhibidores de
tripsina y oligosacaridos) en productos de soya, debido a la capacidad de estas
bacterias para producir diversas enzimas, entre ellas, la enzima fitasa [mio-inositol
hexaquis (dihidrogeno fosfato) fosforilasa, EC 3.1.3.8], la cual cataliza la hidroélisis
secuencial de fitato a fosfato (Sudarmadji y Markakis 1977) y la enzima a-
galactosidasa (a-D-galactésido galactohidrolasa, EC 3.2.1.22) la cual es capaz de
reducir los antinutrientes en los cereales durante la fermentacion y catalizar la hidrolisis
de enlaces a -D-glucosidicos presentes en la rafinosa y estaquiosa (Hati et al., 2014).
En leche de soya suplementada con proteina de suero de leche, se reporta la
reduccion del contenido de oligosacaridos (25-80%) cuando se realiz6 la fermentacion

con Lactobacillus plantarum (Hati et al., 2014), mientras que en harina de soya
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fermentada con Lactobacillus brevis se reporta la reduccion de inhibidores de tripsina
(57%) y fitato (96%) (Adeyemo et al., 2013; Gao et al., 2013).

Asi mismo, mediante la fermentacion de la soya, se puede aumentar el contenido de
compuestos bioactivos presentes (Rodriguez-Roque et al., 2013; Wang et al., 2014),
principalmente las isoflavonas que mediante la accion de la enzima 3-glucosidasa (EC.
3.2.1.21) (Bau et al., 2015), pueden ser convertidas de B-glucésidos a agliconas
(Figura 2.3), las cuales tienen mayor efecto benéfico en la salud humana que otros
tipos de isoflavonas.

La fermentacion de soya con BAL se ha utilizado como una estrategia para obtener
leche de soya fermentada con alto contenido de aglicona y asi también incrementar la
capacidad antioxidante de la leche de soya (Xiao et al., 2015). Zhao y Shah (2014)
reportaron que mediante la fermentacion de leche de soya con Lactobacillus
rhamnosus, se logro la biotrasformacion de isoflavonas y se increment6 la capacidad
antioxidante de la leche de soya. Bau et al. (2015) reportaron en la fermentacién de
leche de soya la presencia de B-glucosidasas, la cual provoco la bioconversion de -

glucdsidos a sus correspondientes agliconas.
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Figura 2.3 Conversién de isoflavonas B-glucésidos a agliconas.
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2.4 Queso de soya

Uno de los productos comunmente elaborados a partir del grano de soya es el tofu o
gueso de soya. El queso de soya, también conocido como cuajada de soya, es un
alimento blando, similar al queso, compuesto principalmente de proteinas y lipidos
(Villares et al., 2011; Day, 2013). Su consumo es popular en Asia ya que constituye
una excelente fuente de proteinas y aminoacidos esenciales, razén por la cual su
consumo se ha extendido a los paises occidentales (Cao et al., 2017; Kawaguchi et
al., 2018).

La formacion del queso de soya es principalmente atribuida a las propiedades de
gelificacion de las proteinas de la soya. Las proteinas de soya, las cuales al ser
desnaturalizadas térmicamente forman agregados debido al aumento de grupos
hidrofobos alrededor de la superficie molecular inducida por calentamiento. Cuando se
aflade un coagulante, las proteinas agregadas interactian entre si para formar las
proteinas polimerizadas con una estructura de red tridimensional estable. Otros
componentes no proteicos, tales como agua, polisacaridos, lipidos y otros

componentes traza, estan atrapados en esta red (Zhang y Qin, 2018).

2.4.1 Métodos de preparacién

El queso de soya se elabora a partir de la coagulacion de leche de soya (Li et al., 2017;
Fei et al.,, 2017), misma que se induce usando sales (Molamma y Conrad, 2006),
acidos organicos (Cao et al., 2017) y/o acidos provenientes de la fermentacion
microbiana (Li et al., 2017). Sin embargo, los procesos con sales organicas son
frecuentemente utilizados. Entre los coagulantes mas utilizados se encuentran el
cloruro de magnesio (MgCl2) y sulfato de calcio (CaSOa4), aunque generalmente
ocasionan que el producto final tenga una textura grumosa, tiempo de vida de anaquel
corto e incluso que durante el almacenamiento el tofu tenga problemas de sinéresis.
Ademas el producto final suele tener baja aceptacion sensorial en los paises
occidentales debido a su sabor a frijol 0 amargo (Cao et al., 2017; Serrazanetti et al.,
2013). Debido a lo anterior, la elaboracién del queso de soya podria estar orientada a

mejorar estas caracteristicas y aumentar su aceptacion en los paises occidentales.
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Una estrategia para mejorar las caracteristicas de los quesos de soya, es la
fermentacion con BAL, ya que mediante la fermentacion de leche de soya con BAL, se
puede inhibir la peroxidacién de acidos grasos insaturados y/o se puede reducir los
compuestos volatiles que son responsables del sabor a frijol (hexanal, 2-hexanal, 3-
hexeno, entre otros) dando lugar a la formacién de sus correspondientes alcoholes y
acidos (Figura 2.4) (Serrazanetti et al., 2013).

- T T T T TS SRS E e N
| 2-Nonenal Hexanal 2-heptenal 3-hexenal |
| 2-4-decadienal 2-hexanal |
N e e e e e e e e e e e e e e o e e e o e = - — /
Alcohol Aldehido
deshidrogenasa deshidrogenasa
v v
[ Alcoholes ] [ Acidos ]

Figura 2.4 Conversion de aldehidos a alcoholes y acidos (Adaptado de Vong y Liu,
2018).

Existen investigaciones que indican gue mediante la elaboracion de queso de soya a
partir de leche fermentada con BAL se logra mejorar la estabilidad y calidad del
producto final (Serrazanetti et al., 2013), asi como incrementar la concentracion de
compuestos bioactivos (Riciputi et al., 2016). Estas BAL se han utilizado ampliamente
en la industria de los alimentos como cultivos iniciadores en alimentos y bebidas
fermentadas, ya que pueden mejorar las caracteristicas nutricionales (Granato et al.,
2010) y organolépticas (Mohammadi y Mortazavian, 2011), ademas de aumentar la
vida util de los productos a través de la produccion de compuestos antibacterianos
tales como acido lactico (Tiwari et al., 2008). Sin embargo, el proceso de elaboracion
del tofu mediante fermentacién involucra el calentamiento de la cuajada a 80°C por lo
que, estas bacterias frecuentemente no logran permanecer vivas en el producto final
(Riciputi et al., 2016; Serrazanetti et al., 2013).
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Durante la fermentacion de la leche de soya con bacterias &cido lacticas el pH
disminuye, formandose un gel turbio debido a que los &cidos inducen la gelificacion de
proteinas por precipitacion isoeléctrica (a pH 5.5-5.8). Lo anterior permite la agregacion
de las moléculas de proteinas desnaturalizadas, a través de interacciones proteina-
proteina y proteina-agua. Posteriormente, se aplica un tratamiento térmico (60-80°C,
durante aproximadamente 30 minutos) permitiendo que se formen agregados de
proteinas solubles, compuestos por polipéptidos acidos y basicos de glicinina unidos
mediante enlaces disulfuro. Estos agregados interactian mediante interacciones
hidrofébicas y enlaces hidrégeno para formar particulas proteicas con subunidades
bésicas de glicinina en el interior y subunidades acidas de glicinina y subunidades a'y

a’de B-conglicina en el exterior (Cao et al., 2017).

2.5 Maduracion de quesos

El queso de soya es un alimento perecedero y tiene una vida Util corta de alrededor de
2 semanas, debido a su alto contenido de humedad (>80%) y pH (5.8-6.2). Por otra
parte su consumo se ve limitado debido a su sabor, debido a la presencia de aldehidos
(n-hexanal, nonanal, entre otros) que le confieren el sabor a frijol o a hierba, sabor
poco agradable para personas occidentales. Una de las estrategias empleadas en los
guesos para mejorar estas caracteristicas es el proceso de maduracion (Lee et al.,
2014). De acuerdo a la NOM-121-SSA1-1994, los quesos madurados son alimentos
gue se caracterizan por ser de pasta dura, semidura o blanda, con o sin corteza;
sometidos a un proceso de maduracion mediante la adicion de microorganismos, bajo
condiciones controladas de tiempo, temperatura y humedad, para provocar en ellos
cambios biogquimicos vy fisicos caracteristicos del producto de que se trate, lo que le
permite prolongar su vida de anaquel, los cuales pueden o no requerir condiciones de

refrigeracion.
2.5.1 Efecto de la maduracidn sobre las propiedades nutricionales y sensoriales

La maduracion del queso es el término utilizado para describir el proceso mediante el

cual se permite desarrollar el sabor, textura, aroma y apariencia en el producto
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madurado. Estos cambios son resultado de cambios fisicos y bioquimicos (protedlisis,
glucalisis, lipdlisis), que se rigen por la microbiologia, la actividad enzimatica y la
composicién de la cuajada. Durante la maduracion las enzimas liberadas por las
bacterias permiten la degradacion de las proteinas en péptidos y aminoacidos, y la
descomposicion de los &cidos grasos en cetoacidos, cetonas y ésteres. Estos
productos de descomposicion son importantes en el desarrollo del sabor, aroma y
textura. También se pueden desarrollar caracteristicas especiales en el queso durante
la maduracion, por ejemplo: la formacién de venas azules en el queso Roquefort y los
orificios (ojos) en el Emmental. La temperatura y la humedad se controlan
cuidadosamente para promover el desarrollo de la flora microbiana deseable y la
secrecion de las enzimas responsables de los cambios. El tiempo de maduracion varia
de 4 semanas a 28 meses dependiendo de la variedad de queso (El Soda y Awad,
2011).

La maduracién del queso puede realizarse mediante dos regimenes basicos: la
maduracién natural, es decir, en condiciones de secado y la maduracién en paquetes
impermeables a la humedad, como en el caso de quesos sin corteza (Dusterhoft et al.,
2017). La velocidad y el grado de maduracion pueden verse influidos por la
temperatura y la humedad. Las condiciones tipicas de almacenamiento/maduracion
son: 4-20°C, 70-90% de humedad relativa, segun el tipo de queso. Las condiciones de
maduracion tienen un efecto directo sobre la velocidad de maduracion. Asi mismo, la

protedlisis y otros procesos enzimaticos son mas lentos a temperaturas bajas.

2.5.2 Uso de co-cultivos en la maduracion de quesos

La produccion de queso implica una interaccion compleja de la leche, el cuajo y las
bacterias. En el proceso de pasteurizacion de la leche se eliminan mas del 99% de las
bacterias presentes, por lo cual se afiaden cultivos iniciadores a la leche después del
tratamiento térmico (Law y Tamime, 2010; Engels et al., 2017). Por su accion
metabdlica las bacterias fermentan la leche y en consecuencia disminuyen en el queso
los carbohidratos disponibles y se lleva a cabo la produccién de acido lactico y acido

acético, reduciendo el pH del queso (5.1-5.2) (Engels y Wouters, 2013; Engels et al.,
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2017). Todos estos cambios ayudan a inhibir el crecimiento de microorganismos no
deseados. Por lo cual, el cultivo iniciador desempeiia un papel crucial en el proceso
de elaboracion del queso, pero también en el proceso de maduracion.

Los microorganismos que tienen poca o ninguna funcién en la produccion de acidos
durante la fermentacion de la leche se denominan cultivos secundarios o co-cultivos.
El uso de co-cultivos para la elaboracion de alimentos fermentados es una alternativa
para favorecer la produccion de compuestos aromaticos y mejorar las caracteristicas
sensoriales de estos alimentos. Es importante la seleccién de cepas que tengan la
capacidad de crecer en el sustrato y presenten capacidad para competir y/o establecer
un crecimiento sinérgico entre las cepas que forman parte del cultivo (Engels et al.,
2017). En ese sentido, las bacterias propionicas han sido utilizadas ampliamente como
co-cultivos en la producciéon de quesos madurados elaborados mediante fermentacion
con bacterias acido lacticas, ya que pueden utilizar el acido lactico y péptidos
producidos por las BAL y trasformarlos en &cido propiénico y acido acético (Figura 2.5),
los cuales son importantes componentes del sabor en quesos madurados (Rodriguez
et al., 2011). Propionibacterium es utilizado principalmente en la produccién de queso
Emmental, en el cual tiene un papel importante en la formacién de “ojos”. La
fermentacién de alimentos mediante el uso de bacterias &cido propiénicas (BAP)
contribuye al desarrollo de las caracteristicas fisicas y organolépticas, asi también
contribuye a mejorar la vida util a través de la biopreservacién, mediante la produccién

de &cidos organicos (Wyk et al., 2018).
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Acido lactico
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Figura 2.5 Ruta metabdlica de Propionibacterium para la produccion de acido
propionico y acido acético (adaptado de Wyk et al., 2018).

Las BAP son microorganismos mesofilicos, capaces de crecer a temperaturas de 15-
40°C (Ahmadi et al., 2015) y pueden convertir diversas fuentes de carbono (lactato,
galactosa, fructosa, glucosa) en productos de fermentacién como propionato, acetato,
succinato y CO2 (Zhang et al., 2015). Wu et al. (2012) reportan que Propionibacterium
tiene la capacidad de crecer en leche de soya, produciendo acido propiénico y acido
lactico durante la fermentacion. Por lo cual, las bacterias propionicas podrian ser
utilizadas para la elaboracion de quesos de soya permitiendo obtener un producto con

mejores caracteristicas sensoriales.
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3. JUSTIFICACION

En los ultimos afios existe un creciente interés por el consumo y produccion de
alimentos probioticos y funcionales. Entre los cuales se encuentran los analogos de
los productos lacteos, los cuales son elaborados con soya (Glycine max). En promedio,
la soya seca contiene aproximadamente 40-41% de proteina (Medic et al., 2014), y se
han cuantificado altos niveles de compuestos fendlicos bioactivos, como las
isoflavonas (B-glucdsidos y agliconas), acido benzoico, clorogénico, galico, cinamico
y ferdlico (Zhao y Shah, 2014). Estos compuestos bioactivos confieren propiedades
antioxidantes (Marazza et al., 2012), antihipertensivas (Wang et al., 2015) e
hipocolesterolémicas (Belleville, 2002). Por esta razon, se considera una excelente
alternativa para desarrollar alimentos funcionales (Day, 2013). Muchos productos de
soya se comercializan y venden en todo el mundo; de estos, el queso de soya, es un
producto muy consumido en los paises orientales. El queso de soya, comunmente
llamado tofu, contiene proteinas y lipidos (Villares et al., 2011; Dia, 2013), asi como
también un alto contenido de nutrientes como las isoflavonas (Prabhakaran et al.,
2006). Aungue el queso de soya tiene muchas propiedades nutricionales, es un
producto poco atractivo para la mayoria de los consumidores en los paises
occidentales, ya que la presencia de aldehidos (nonanal y n-hexanal, principalmente),
le confieren el sabor indeseable de "hierba verde "o sabor amargo (Lee y Kuo 2011).
Por otra parte, los productos de soya pueden contener factores antinutricionales,
principalmente fitatos y oligosacaridos, como la rafinosa y la estaquiosa (MacDonald
et al., 2012; Gemede y Ratta, 2014). Estos oligosacaridos generalmente se asocian
con dolores de estobmago (Bau et al., 2015). El fitato puede afectar la biodisponibilidad
de minerales, solubilidad, funcionalidad y digestibilidad de proteinas y carbohidratos
(Garcia-Mantrana et al., 2015). Por lo anterior, es importante evaluar estrategias para
mejorar los atributos de estos alimentos. La fermentacion de la leche de soya con BAL
se ha utilizado como estrategia para reducir el contenido de factores antinutricionales
en los alimentos, debido a su capacidad para producir enzimas como la a-

galactosidasa y fitasa. Ademas, las BAL juegan un papel importante en la produccién
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de isoflavonas agliconas durante la fermentacion de alimentos de soya, a través de la
produccion de -glucosidasa. Aunado a lo anterior, las BAL se han utilizado en todo el
mundo como cultivos iniciadores en la elaboracion de quesos madurados, asi tambien
como la adicion de cultivos secundarios como P. freundereinchii, con la finalidad de
mejorar las caracteristicas nutricionales (Granato et al., 2010), el perfil sensorial y la
vida util, mediante la produccion de compuestos antibacterianos como el acido lactico
(Tiwari et al., 2009).

Por esa razén, en este trabajo se propuso un proceso para obtener queso de soya
mediante fermentacién de la leche de soya con L. plantarum BAL-03-ITTG y L.
fermentum BAL-21-ITTG, microorganismos autdctonos que mediante pruebas in vitro
mostraron potencial como probidticos (Gonzalez-Escobar, 2012). Asi mismo, debido
de a que no existen reportes sobre el uso de Propionibacterium freudenreichii para la
formulacion de quesos de soya y su efecto sobre sus propiedades, se evalué el efecto
de L. plantarum, L. fermentum y la adicion de P. freudenreichii sobre el contenido de
compuestos bioactivos, perfil volatil y caracteristicas sensoriales del queso de soya

durante su maduracion.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar el potencial de Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG, Lactobacillus fermentum
BAL-21-ITTG y Propionibacterium freudenreichii para reducir el contenido de fitatos y
oligosacaridos, incrementar la produccion de isoflavonas agliconas y mejorar las

caracteristicas organolépticas de queso de leche de soya madurado.

4.2 Objetivos especificos

Evaluar el crecimiento microbiano, reduccion de factores antinutricionales y produccion
de compuestos bioactivos durante la fermentacion de leche de soya con Lactobacillus
plantarum BAL-03-ITTG y Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG.

Evaluar el efecto de la adicibn de Propionibacterium freudenreichii sobre las
propiedades bioquimicas, microbioldgicas y sensoriales de queso de soya obtenido

mediante fermentacion con Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum.

Evaluar las propiedades bioquimicas, microbiol6gicas y sensoriales de queso de soya

durante su maduracion.

Hipotesis

La fermentacion de leche de soya con Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG vy
Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG reducird el contenido de factores
antinutricionales e incrementard la formacion de compuestos bioactivos.

El queso de soya elaborado mediante la fermentacion de leche de soya con
Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG y Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG vy
Propionibacterium freudenreichii como co-cultivo, presentard mejores propiedades
nutricionales y tendra mejor perfil de compuestos volatiles y caracteristicas sensoriales

que el queso de soya obtenido mediante la acidificacién con acido lactico.
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5. METODOLOGIA

5.1 Microorganismos

Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG y Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG se
obtuvieron de la coleccion de cultivos del laboratorio de investigacion en el Instituto
Tecnoldgico de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, en México. Las cepas conservadas en
glicerol (30% v/v) a -18°C, fueron activadas mediante dos transferencias sucesivas
de 500 pL en 5 mL de caldo MRS (De Man, Rogosa y Sharpe), incubadas a 35°C
durante 12 h y con una agitacion de 80 rpm. Para mantener las cepas activas se
tomaron 1000 pyL de las cepas reactivadas y se transfirieron a tubos de ensaye
conteniendo 10 mL de caldo MRS (DIBICO), se incubaron durante 15 h a 36°C.
Transcurrido el tiempo de incubacion los tubos se almacenaron a 4°C, realizando
resiembras bajo las mismas condiciones cada 21 dias.

El cultivo de Propionibacterium freudenreichii subsp. shermanii fue obtenido de la
empresa Vivolac (Ciudad de México, México), los cultivos liofilizados se mantuvieron

a -18°C hasta su uso.

5.2 Preparacién de leche de soya

La leche de soya se prepar6 segun Garcia-Mantrana et al. (2015) con algunas
modificaciones. La soya lavada se remojé en agua en una proporcién de 1:4 (p:v) a
97+2°C durante 5 min, luego se drend y se mezcld con agua en una relaciéon de 1.7
(p:v) y se licu6 durante 3 min con licuadora. La mezcla se filtr6 a través de dos capas
de telay se obtuvieron aproximadamente 480 mL de leche de soya por 100 g de granos
de soya en peso humedo. La leche de soya fue sometida a un tratamiento térmico a
112°C durante 12 min y se almacend a 4°C hasta su uso. El objetivo del tratamiento
térmico fue disminuir la carga microbiana que resultase del proceso de elaboracién de
la leche de soya y favorecer uUnicamente el crecimiento de los microorganismos
inoculados y que a la vez este proceso térmico no provocara cambios en la apariencia

de la leche.
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5.3 Fermentacion de leche de soya

La leche de soya se ferment6 con Lactobacillus fermentum y Lactobacillus plantarum
por separado. La leche de soya se inoculé con un 1% de un inéculo que contenia entre
7.2y 7.41og UFC/g de cultivos de Lactobacillus. La leche de soya inoculada se incubo
a 37°C durante 24 h. Se tomaron muestras a las 0, 2, 4, 6, 8, 10, 12 y 24 h para la
determinacion del recuento de células viables, pH, actividad a-galactosidasa y [3-
glucosidasa, actividad antioxidante, contenido de fitato e isoflavonas. Las muestras
para la determinacion de la actividad de la a-galactosidasa y la B-glucosidasa, la
actividad antioxidante, fitatos y el contenido de isoflavonas se liofilizaron previamente
de acuerdo con Enciso-Saenz et al. (2018) utilizando un liofilizador (Labconco
FreeZone 2.5 L, Kansas, E.U.A.), a -40°C y 0.250 mbar durante 24 h. Finalmente, las
muestras liofilizadas se almacenaron en botellas de vidrio ambar a -18°C hasta su

uso.

5.3.1 Determinacion de inhibidores de tripsina

Antes de la fermentacion, la leche de soya se someti6é a tratamiento térmico (112°C
durante 12 min). Con el fin de determinar la presencia de inhibidores de tripsina (IT) y
fitatos en la leche de soya después del tratamiento térmico, se evalud la concentracion
de estos factores antinutricionales en la leche de soya antes y después del tratamiento
térmico.

Para la determinacién de inhibidores de tripsina se tomaron 10 gramos de leche de
soya y se liofilizaron a -40°C y 0.250 mbar (Labconco, EUA). Posteriormente las
muestras se desengrasaron con hexano (1:10; p:v) y se dejaron incubar a 25°C
durante 1 hora. La determinacion de inhibidores de tripsina se realiz6 de acuerdo al
protocolo descrito por Coscueta et al. (2016). Un gramo de las muestras se mezclo
con 50 mL de NaOH 0.01 M, la suspension se incub6 por 3 horas a temperatura
ambiente. Transcurrido el tiempo de incubacion las muestras se centrifugaron (3500
rpom, 10 min), el sobrenadante se separé para realizar la determinacion de inhibidores
de tripsina. Se tomaron 0.28 mL del sobrenadante obtenido, posteriormente se
agregaron 0.72 mL de buffer Tris-HCI 0.05 M (pH 8.20) y 0.20 mL de solucién de
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trabajo tripsina bovina (TRP), se mezcl6 a 37°C durante 2 min y se agregé 1.30 mL de
solucion de trabajo a-N- benzoyl-DL-arginina-p-nitroanilida (BAPNA). Inmediatamente
después de mezclar se midi6 la absorbancia a 410 nm. El control fue preparado de la
siguiente manera: 1.0 mL de buffer Tris-HCI 0.05 M (pH 8.20), 0.20 mL de solucién
TRP y 1.30 mL de solucion BAPNA.

El resultado se expresé en unidades de inhibidores de tripsina por gramo de muestra

(UIT/g). El calculo se realizo siguiendo la ecuacion 1.

UIT /g = 100x2.5(mc0(r)1t2rgl)— mmuestra) D50 (1)

Donde 100 es el factor de conversion 0.01 U; (mcontrol-mmuestra) es la diferencia
entre la absorbancia del control y la muestra; D, es el factor de dilucion del
sobrenadante, calculado como el volumen final dividido por la cantidad de alicuota
tomada para diluir el extracto; 50 es el volumen de extraccion de NaOH 0.01 M usada
por gramo de leche de soya,; 0.28 la alicuota en mL que se utiliza en el ensayo y 2.5,
el volumen final de la reaccion en mL.

Los reactivos se prepararon de acuerdo a lo descrito por Coscueta et al. (2016). La
solucion stock TRP se preparo disolviendo 10 mg de TRP en 1 mL de HCI 0.001 M, se
almacen6 a 18°C hasta su uso. La solucién de trabajo TRP fue preparada por una
dilucién 1:100 de la solucién stock TRP con buffer Tris 0.050 M, pH 8.20. La solucion
stock BAPNA fue preparada disolviendo 100 mg de BAPNA sélido en 2.3 mL de dimetil
sulféxido, la solucién fue almacenada a 18°C hasta su uso. La soluciéon de trabajo
BAPNA fue preparada por una disolucion 1:100 de la solucién stock BAPNA con buffer
Tris-HCI 0.050 M pH 8.20.

5.3.2 Determinacion del crecimiento celular y pH
El recuento de células viables de BAL se determind por triplicado mediante siembra en
placa empleando agar MRS, las placas se incubaron a 37°C durante 72 h. Los

resultados se expresaron como log UFC/g de la leche de soya fermentada. El pH de
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la leche fermentada se determiné con un potenciémetro digital (Oakton pH 1100
Series, VernonHills, IL, E.U.A.).

5.3.3 Determinacion de actividad a-galactosidasa

Los extractos enzimaticos se obtuvieron siguiendo la metodologia descrita por Bau et
al. (2015). Se mezclaron 500 mg de leche de soya fermentada liofilizada con 5 mL de
buffer de acetato de sodio (0.2 M, pH 4.8) y se incubaron durante 1 hora a 200 rpm a
temperatura ambiente. La mezcla se centrifugd a 3500 rpm, 4°C, durante 10 min
(Hermle Labortechnink, Wehingen, Alemania) y el sobrenadante se filtr6 con un filtro
millipore de 0.45 pm (Millipore, Tullagreen, Irlanda). El filtrado se utilizé6 como extracto
enzimatico para determinar la actividad de la a-galactosidasa de acuerdo con
Scalabrini et al. (1998). El ensayo de actividad enzimética se realiz6 mediante la
hidrolisis de p-nitrofenil-a-D-galactopiranésido (pNPG), determinando la cantidad de
p-nitrofenol liberado. La mezcla de reaccién utilizada para el ensayo consistiéo en 250
uL de extracto enzimatico y 500 uL de pNPG 5 mN preparado en buffer de citrato de
sodio 50 mM y se dejo en incubacion durante 30 min a 37°C. La reaccién fue inactivada
mediante la adicioén de 500 pL de carbonato de sodio (0.2 M) y se midio la absorbancia
a 410 nm usando un espectrofotdmetro. La cantidad de p-nitrofenol liberado por la
reaccion enzimatica se determiné mediante una curva de calibracion preparada con p-
nitrofenol (en el rango de 0.02-0.44 uM/mL). Una unidad de actividad enzimética (UA)
se definid como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 pmol de p-nitrofenol
por minuto bajo las condiciones del ensayo. Los resultados se expresan en UA por
gramo de muestra seca (UA/g). El calculo se realiz6 siguiendo la ecuacion 2.

abs — b « V

Actividad enzimatica: T/I—*t (2)

donde: abs, es la absorbancia; b, es ordenada al origen de la recta; m, es la pendiente

de la recta (mg/mL); V, volumen del ensayo (mL); M, masa de la muestra (g); t, tiempo

de reaccion (min).
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5.3.4 Determinacion de actividad B-glucosidasa

La obtencidn del extracto enzimético se realizé de acuerdo al método descrito por Bau
et al. (2015). Para la actividad de la B-glucosidasa, se mezclaron 500 mg de leche de
soya fermentada liofilizada con 3 mL de buffer de citrato (0.05 M, pH 4.5) que contenia
NaCl (0.1 M) y se incubaron durante 1 h a temperatura ambiente. Las muestras se
centrifugaron (4°C, 6500 rpm, 15 min), el sobrenadante (extracto enzimético) se utilizd
para determinar la actividad enzimatica mediante el método descrito por Sanches de
Lima et al. (2014), determinando la cantidad de p-nitrofenol liberado a partir de p-
nitrofenil-B-D-glucopirandsido. Se incubaron 800 pL del sustrato p-nitrofenil-B-D-
glucopiranésido (1 mM, en buffer de citrato 0.1 M, pH 6) a 30°C durante 10 min. A
continuacion, se afiadieron 200 uL del extracto enzimatico y se dejé incubar a 30°C
durante 30 min. La reaccion se inactivd mediante la adicion de 1 mL de carbonato de
sodio (0.5 M). Posteriormente, la mezcla se centrifug6 (4500 rpm, 4°C, 10 min) y se
midioé la absorbancia a 420 nm usando un espectrofotometro. La cantidad de p-
nitrofenol liberado por la reaccién enzimatica se determind mediante una curva de
calibracion preparada con soluciones estandares de p-nitrofenol (en el rango de 0.02-
0.44 pM/mL). Una unidad de actividad enziméatica (UA) se definié como la cantidad de
enzima que libera 1 umol de p-nitrofenol por minuto en las condiciones del ensayo. Los
resultados se expresan en UA por gramo de muestra seca (UA/g). El calculo se realizo

siguiendo la ecuacion 3.
abs — b «V

Actividad enzimatica: Tlr\/ll—*t 3)

donde: abs, es la absorbancia; b, es la ordenada al origen de la recta; m, es la

pendiente de la recta (mg/mL); V, es el volumen del ensayo (mL); M, masa de la

muestra (g); t, tiempo de reaccion (min).

5.3.5 Evaluacion de isoflavonas
La extraccion y la cuantificacion de isoflavonas (daidzina, glicitina, genistina,
daidzeina, gliciteina y genisteina) presentes en leche de soya fermentada y no

fermentada se determinaron segun Zhao y Shah (2014) con algunas modificaciones.
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Un gramo de las muestras liofilizadas se mezclé con 20 mL de metanol al 80% y se
incubdé en un bafio de agua a 65°C en la oscuridad durante 2 h. Las muestras se
agitaron cada 10 min y se enfriaron a temperatura ambiente. Cuando las muestras se
enfriaron, se agregaron 0.8 mL de NaOH (2 M) a la mezcla y se agité (120 rpm) a
temperatura ambiente durante 10 min antes de agregar 0.5 mL de &cido acético glacial.
La mezcla se filtré y se agregaron 8 mL de filtrado seguido de la adicion de 2 mL de
metanol al 50%. La solucién se centrifugd a 4500 rpm durante 5 min y se filtré (0.22
UM, Millipore), la cuantificacion se realiz6 por HPLC empleando un detector UV/Vis
(Perkin Elmer, Norwalk, CT, USA) y una columna Zorbax ODS (250 mm x 4.6 mm x 5
pum; Agilent Technologies, Wilmington, E.U.A.). Se aplicé un gradiente lineal con una
mezcla de dos disolventes: (A) 88% de agua, 10% de metanol, 2% de acido acético y
(B) metanol, manteniendo un flujo constante de 0.8 mL/min. El gradiente para cada
solvente comenz6 a 90:10 (A%: B%) y disminuyé linealmente a 40:60 (A%: B%)
durante 25 min, luego se mantuvo durante 8 minutos antes de volver a las condiciones
iniciales 90: 10 (A%: B%). La longitud de onda de deteccion fue de 260 nm. El volumen
de inyeccion fue de 20 uL. Para las curvas de calibracidn, se usaron daidzina, glicitina,
genistina, daidzeina, gliciteina y genisteina (Pureza 295, Sigma-Aldrich Co., St. Louis,
MO, E.U.A). Los resultados se expresaron en mg de isoflavonas por g de muestra en

base seca (mg/qg).

5.3.6 Actividad antioxidante

El contenido de fenoles totales presentes en las muestras se determiné utilizando el
método de Folin-Ciocalteu descrito por Morales-de la Pefia et al. (2010). Un gramo de
leche de soya se afor6 a 10 mL con agua destilada y se mezcld. Se tom6 0.5 mL de la
muestra con 0.5 mL de reactivo de Folin-Ciocalteu y 10 mL de Na2COs (20%). Las
muestras se mantuvieron a temperatura ambiente durante 1 h. Las mezclas se filtraron
(0.45 pm, Millipore) y la absorbancia se midié a 725 nm con un espectrofotometro UV-
Vis (Beckman Coulter Du® 73, Alemania). Las concentraciones se determinaron
comparando la absorbancia de las muestras con una curva de calibracion construida
utilizando acido galico (Pureza 297.5, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, E.U.A.). Los
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resultados se expresaron como mg de equivalentes de acido galico (EAG) por 100 g
de leche de soya (mg EAG/100 g de leche de soya fermentada). La actividad
antioxidante de la leche de soya se determind midiendo la eficacia de inhibicion del
radical 1,1-difenil-2-picril-hidrazilo (DPPH, Sigma®, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, MO,
E.U.A), siguiendo la metodologia descrita por Zhao y Shah (2014). Una alicuota de
2 g de leche de soya fermentada se mezclé con 4 mL de metanol al 80% y se
centrifugaron a 4500 rpm durante 20 min a 4°C. El sobrenadante fue considerado como
la fraccion hidrdfila. Para la fraccion lipdfila, se mezcl6 una alicuota de 2 g de leche de
soya fermentada con 4 mL de hexano y se centrifugd a 4500 rpm durante 20 min a
4°C. Para determinar la actividad antioxidante se tomaron 0.2 mL de los extractos
hidrofilos o lipéfilos y se mezclaron con 3.8 mL de solucion metandlica de DPPH (0.025
g/L). Las mezclas se agitaron vigorosamente y se mantuvieron en la oscuridad durante
30 minutos. La absorbancia se midi6 a 517 nm usando como blanco metanol. Los
resultados se calcularon y expresaron como el porcentaje de inhibicion del radical
DPPH (Ecuacion 4):

Inhibicion de DPPH (%) = ((Ac-Asm) / Ac) x 100 4)

donde Ac es la absorbancia del control (la solucién metandlica del radical DPPH sin

extracto) y Asm es la absorbancia en presencia del extracto.

5.3.7 Determinacién de fitato

Para la extraccién de &cido fitico se utilizé la metodologia propuesta por Friihbeck et
al. (1995). Se afnadieron 20 mL de HCI (0.65 N) a 0.2 g de las muestras liofilizadas y
se agitd durante 2 h a temperatura ambiente. La mezcla se centrifugé a 4500 rpm
durante 30 min a 15 °C y se recupero el sobrenadante. Para la determinacion de fitato,
el pH de los extractos se ajusto a 6.0 con una solucion de NaOH (1 N), y luego 10 mL
se transfirieron a la columna con resina (8 mm x 65 mm; resina de intercambio aniénico
Dowex® 1-X8). La columna se lavé con 15 mL de NaCl (0.1 N). El fitato se eluy6 con

15 mL de NaCl (0.7 N) y el extracto purificado se recolectd, se tomaron 3 mL de agua
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desionizada (utilizada como blanco) o 3 mL de extracto purificado a los que el pH se
ajustdé previamente a 3 y se les afadi6 1 mL de reactivo de Wade (0.03% de
FeClz*6H20 mas 0.3% de acido sulfosalicilico disuelto en agua desionizada) y se midio
la absorbancia a 500 nm. Las concentraciones se determinaron comparando la
absorbancia de las muestras con una curva de calibracion construida utilizando fitato
de sodio (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, E.U.A.).

5.3.8 Disefio experimental y andlisis estadistico

Se utilizé un disefio experimental completamente al azar con tres repeticiones para la
fermentacion de la leche de soya. Todas las determinaciones se realizaron por
triplicado. Se realizdé un analisis de varianza (ANOVA) para evaluar el efecto de los
tratamientos sobre las variables de respuestas (concentraciéon de inhibidores de
tripsina, crecimiento celular, pH, actividad a-galactosidasa, actividad (B-glucosidasa,
concentracion de isoflavonas, actividad antioxidante y concentracion de fitatos) y se
utilizé la diferencia minima significativa para comparar las medias con un nivel de
significancia de p < 0.05 para cada prueba. Para el andlisis estadistico de los datos se

empled el Software Statgraphics Centurion XV.

5.4 Elaboracion y maduracién de queso de soya

El queso de soya se elaboré a partir de leche fermentada de soya segun lo descrito en
la seccién 5.3. L. fermentum se inocul6 al 1% (de un cultivo desarrollado durante 15 h)
en la leche de soya y se incub6 a 37°C durante 8 h. Posteriormente la leche de soya
fermentada se calent6 a 50+2°C durante 30 min, una vez formada la cuajada, se
eliminé el suero y se adicioné inulina (1.5%, p/p) y sal (1%, p/p). La cuajada se trasfirié
a moldes redondos de 10.5 cm de diametro y 6.5 cm de altura. Para los quesos a los
cuales se les adicion6 Propionibacterium freudenreichii, posterior al calentamiento de
la leche a 50+2°C durante 30 min y enfriamiento, se adiciond el cultivo de
Propionibacterium freudenreichii (con una concentracion final aproximada de 1.7x108

UFC/g de cuajada) el cual previamente fue reactivado durante 24 h en leche de soya.
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Como control se utilizé6 queso de soya elaborado con leche de soya acidificada con
acido lactico hasta tener un pH de 5.2.

Para el proceso de maduracién, los quesos se incubaron a 15+2°C, 82-86% humedad
relativa, los quesos se empacaron al vacio después de 5 d, se tomaron muestras al
inicio, 20 y 40 d de maduracion para evaluar la sobrevivencia de los microorganismos,
la concentracion de fitatos, la actividad antioxidante, el contenido de isoflavonas, la
composicidon de compuestos volatiles y el analisis sensorial del queso de soya.
Asimismo, se llevo a cabo la enumeracion de coliformes, levaduras y hongos mediante
siembra en placa en agar bilis rojo violeta y agar papa dextrosa respectivamente segun
la NOM-121-SSA1-1994. La cuantificacion del crecimiento celular se llevé a cabo
mediante el conteo de las unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL)
(Serrazanetti et al., 2013).

5.4.1 Evaluacion de la sobrevivencia de Lactobacillus sp. y P. freudenreichii
durante la maduracion

Para evaluar la sobrevivencia de las BAL, 10 g de queso se mezclaron con 90 mL de
agua peptonada estéril y se homogeneizaron. El crecimiento celular se evalu6
mediante siembra en placa en agar MRS. La cuantificacion del crecimiento celular se
llevé a cabo mediante el conteo de las unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL).

5.4.2 Determinacién de fenoles totales

La obtencion de los extractos se realizé de acuerdo a la metodologia descrita por Lee
et al. (2018). Se tomaron 1 g de la muestra liofilizada y se mezcl6 con 9 mL de metanol
al 50% y se agitd a 130 rpm durante 18 h. Posteriormente, el extracto se filtré6 dos
veces primeramente utilizando papel filtro Whatman No. 42 y posteriormente con filtro
Millipore (0.45 um). El filtrado se utilizé para analizar el contenido de fenoles totales y
la actividad antioxidante.

El contenido de fenoles totales fue determinado usando el método de Folin-Ciocalteu.

Un mililitro del extracto se mezclo con 1.8 mL de agua destilada y se agregd 0.2 mL
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del reactivo de Folin-Ciocalteu 1 N. La mezcla se incub6 durante 3 min y luego se
afadieron 0.4 mL de carbonato de sodio al 7%. La mezcla se dejo6 incubar durante 1 h
a temperatura ambiente y se midio la absorbancia a 725 nm con un espectrofotdmetro
UV-Vis (Beckman Coulter Du® 73, Alemania). Las concentraciones se determinaron
comparando la absorbancia de las muestras con una curva de calibracion construida
utilizando acido galico (Pureza 297.5, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, E.U.A.). Los

resultados se expresaron en mg de acido galico/g de muestra.

5.4.3 Determinacién de actividad antioxidante

La actividad antioxidante se determind midiendo la eficiencia de inhibicién del radical
1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH) de acuerdo al protocolo descrito por Lee et al.
(2018). Una alicuota de 1 mL de los extractos se mezclaron con 1 mL de agua destilada
y se agregd 1 mL de DPPH 0.2 mM. Las mezclas se agitaron y se mantuvieron en la
oscuridad durante 30 min. La absorbancia se midié a 517 nm usando como blanco
metanol. Los resultados se calcularon y expresaron como el porcentaje de inhibicion
del radical DPPH (Ecuacién 5):

Inhibicion de DPPH (%) = ((Ac-Asm) / Ac) x 100 (5)

donde Ac es la absorbancia del control (la solucion metandlica del radical DPPH sin

extracto) y Asm es la absorbancia en presencia del extracto.

5.4.4 Determinacion de compuestos volatiles durante la maduracién

La determinacion de compuestos volatiles presentes en el queso de soya se realizd
mediante cromatografia de gases acoplada a un espectrometro de masas (Agilent
Technologies) utilizando el método descrito por Lee et al. (2014) con algunas
modificaciones. Se colocaron 2.5 g de las muestras de queso en viales
cromatograficos para head-space de 15 mL y se adiciond como estandar interno 4-
metil-2-pentanol (100 pL) a una concentracion final de 40 ppm. Los viales se sellaron

herméticamente y se almacenaron a -18°C hasta su analisis. Se emple6 una fibra de
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microextraccion en fase sdOlida (SPME) con una fase de 75 pm de
carboxen/polidimetilsiloxano (Supelco 57324-U). Las muestras se equilibraron por
21 min a 60°C, posteriormente la fibra se expuso dentro del vial para la adsorcién de
los compuestos volatiles durante 30 min. Finalmente, la fibra se introdujo en el puerto
de inyeccion del cromatdgrafo de gases y se realiz6 el proceso de desorcidn durante
10 min. Se utilizé una columna DB-Waxter de 60 m x 0.25 mm x 0.25 um (Agilent
Tecnologies), utilizando como fase moévil helio a un flujo de 1 mL/min. La temperatura
inicial de horno fue de 40°C durante 4 min, posteriormente la temperatura se
incrementd hasta 185°C a una velocidad de 5°C/min manteniéndose a esa temperatura
durante 20 min. Las sefiales fueron identificadas por comparacion de sus espectros de

masas con la libreria NIST98.

5.4.5 Determinacién de isoflavonas durante la maduracion

La extraccion y la cuantificacion de isoflavonas (daidzina, glicitina, genistina,
daidzeina, gliciteina y genisteina) presentes en el queso de soya se determinaron
segun Verardo et al. (2015) con algunas modificaciones. Los extractos de las muestras
se filtraron usando un filtro de nylon (0.45 pM). La cuantificacion de isoflavonas se
realiz6 en un queipo HPLC acoplado a un detector UV/Vis (Perkin Elmer), se empled
una columna Zorbax C18 (250 mm x 4.6 mm x 5 pum; Agilent Technologies, Wilmington,
E.U.A)). Las fases moviles consistieron en (A) agua mas 1% de acido acético y (B)
acetonitrilo a un flujo de 0.8 mL/min. Se utilizé el siguiente gradiente: 1.5 min, 5% B;
11.5 min, 22% B; 13 min, 25% B; 14.5 min, 28% B; 15.5 min, 30% B ; 16.5 min, 31%
B; 18 min, 32% B; 19.5 min, 34% B; 20.5 min, 35% B; 22 min, 40%; 23.5 min, 50% B;
26.5 min 100% B; 41.5 min, 100% B; 46.5min, 5% B; 49.5 min, 5%B; 59.5 min, 10%
B; 64.5 min, 5% B; 69.5 min, 5% B. La longitud de onda de deteccion fue de 260 nm.
El volumen de inyeccion fue de 20 pL. Para las curvas de calibracion, se usaron como
estandares externos daidzina, glicitina, genistina, daidzeina, gliciteina y genisteina
(Pureza=95%, Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, E.U.A) como estandares externos.

Los resultados se expresaron en mg de isoflavonas por g de muestra en base seca

(mg/g).

39



5. Metodologia

5.4.6 Cuantificacion de acido lactico y acido acético durante la maduracion

La cuantificacion de acido lactico y acido acético se determindé mediante cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC, Perkin Elmer, series 200) conectado a un detector
de IR (PerkinElmer, series 200%). Se utilizé6 1 gramo de las muestras liofilizadas y se
mezcld con 10 mL de agua destilada, posteriormente se homogenizo y se centrifugo
(4500 rpm, 20 minutos), posteriormente se filtr6 a través de una membrana Millipore
con tamario de poro de 0.22 um. Para la cuantificacion se utilizé una columna Hi-Plex
Ca (300x7.7 mm) (Agilent Technologies, Alemania) mantenida a 85°C. Se emplearon
condiciones isocraticas a un flujo de 0.6 mL/min, utilizando como fase mévil agua
tridestilada y un volumen de inyecciéon de 10 uL. Las soluciones estandar de los
analitos a cuantificar fueron preparadas en agua tridestilada para conocer los tiempos

de elucién y las curvas de calibracidn respectivas (Audisio et al., 2011).

5.4.7 Analisis sensorial

Para la prueba de aceptacion de los atributos (apariencia, color, aroma, sabor, textura
y aceptacion general) del queso de soya, se utilizdé una escala hedoénica estructurada
con 9 puntos (9: me gusta extremadamente, 8: me gusta mucho, 7: me gusta
moderadamente, 6: me gusta ligeramente, 5: ni me gusta ni me disgusta, 4: me
disgusta ligeramente, 3: me disgusta moderadamente, 2: me disgusta mucho, 1: me
disgusta extremadamente) (Kamizake et al., 2018). Las muestras se presentaron
simultdneamente a los jueces en orden aleatorio.

El panel sensorial estaba conformado por 60 jueces no entrenados. Entre ellos, el
20.59% consume alimentos con soya con frecuencia (mas de 5 veces por semana), el
47.06% consume alimentos con soya moderadamente (1 a 5 veces por semana), el
23.53% consume alimentos con soya ocasionalmente (1 a 3 veces por mes) y el 8.82%
casi nunca consume alimentos con soya (1 a 5 veces al afo). El jurado estuvo
conformado por 59% de mujeres y 41% de hombres. Los jueces tuvieron entre 15y 70
afios de edad, de los cuales, 17.65% tenia entre 15y 30 afios, 44.12% ente 31 y 50
afnos y 38.24% entre 51y 70 afos.

40



5. Metodologia

5.4.8 Disefio experimental y analisis estadistico

Para evaluar el efecto de la fermentacion de la leche de soya con Lactobacillus sp. y
la adicion de Propionibacterium freudenreichii sobre las propiedades del queso de
soya, se utilizé un disefio experimental completamente al azar con dos repeticiones
(Cuadro 5.1). Se realiz6 un andlisis de varianza (ANOVA) para evaluar el efecto de
los tratamientos sobre las respuestas (la sobrevivencia de los microorganismos, la
concentracion de fitatos, actividad antioxidante, contenido de isoflavonas, composicion
de compuestos volatiles y el andlisis sensorial del queso de soya) y se utilizo la
diferencia minima significativa para comparar las medias con un nivel de significancia
de 0.05 para cada prueba. Para el andlisis estadistico de los datos se emples el

Software Statgraphics Centurion XV.

Cuadro 5.1 Disefo experimental para la elaboracion de queso de soya

Tratamientos

Control

L. fermentum

L. fermentum + Propionibacterium freudenreichii

L. plantarum

g bl W N|

L. plantarum + Propionibacterium freudenreichii
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Fermentacion de leche de soya con L. plantarum y L. fermentum

6.1.1 Determinacion de inhibidores de tripsina y fitatos en leche de soya

En el Cuadro 6.1 se presentan los resultados de la evaluacion de IT en la leche de
soya. Los resultados indican la presencia de IT en la leche de soya antes de someterla

al tratamiento térmico (11.86 mg IT/g).

Cuadro 6.1 Concentracién de inhibidores de tripsina en leche de soya

Muestra UIT/g IT (mg/g peso seco)
LSC 25,551.01+3649 11.86+1.92
LST No detectado No detectado

LSC: Leche de soya control

LST: Leche de soya con tratamiento térmico (112°C, 12 min)
UIT: Unidades de inhibidores de tripsina

IT: Inhibidores de tripsina

Después del tratamiento térmico no se detectd la presencia de IT. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por Egounlety et al. (2003) quienes sefialan que los
inhibidores de tripsina son sensibles al tratamiento térmico, ya que el proceso de
calentamiento los desnaturaliza. Diversos autores han comprobado que la presencia
de inhibidores de tripsina provoca dafios a la salud, ya que estos compuestos
interfieren en la accién de la enzima intestinal tripsina (debido a la compatibilidad de
los enlaces peptidicos de los IT con el sitio activo de la tripsina, se forman complejos
estables y enziméaticamente inactivos). Ademas, la presencia de este compuesto
provoca la mala absorcion de los alimentos (Coscueta et al., 2017), por lo que es

importante destacar que la presencia de IT en los alimentos es indeseable.
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El fitato es considerado un factor antinutricional ya que puede ocasionar la disminucion
de la disponibilidad de micronutrientes (hierro, zinc, calcio, etc.). En el Cuadro 6.2 se
presentan los resultados de la evaluacion del contenido de fitato presente en la leche
de soya antes y después del tratamiento térmico. Los resultados indican que no existe
diferencia estadistica significativa en la concentracion de fitatos. Los resultados
concuerdan con lo reportado por Egounlety et al. (2003), quienes mencionan que el
tratamiento térmico (100°C, 30 min) no tiene un efecto estadistico significativo sobre

el contenido de fitatos presentes en granos de soya, caupi y frijol.

Cuadro 6.2 Concentracién de fitatos en leche de soya

Muestra mg fitato/g peso
seco
Leche de soya control 2.82+0.05 a
Leche de soya con tratamiento 2.58+0.11 a
térmico (112°C, 12 min)
DMS 0.381

Los resultados se expresan como medias + es el error estandar de las medias; cada dato es el promedio
de dos replicas medidas de manera independiente. Las medias en la misma columna seguidas por
diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

Aunque no existen normas que regulen la concentracién de fitatos permitida en los
alimentos para consumo humano, es deseable que la concentracion de fitatos en los
alimentos sea minima (Gibson, 2010). Estas concentraciones dependerian de factores
como la edad de las personas, la calidad y variedad de la alimentacién, estado de
salud de las peronas, entre otros. Debido a que los fitatos permanecieron presentes
en la leche de soya sometida a tratamiento térmico, fue importante evaluar en la
siguiente etapa de la investigacion el efecto de la fermentacién de la leche de soya con

las BAL sobre el contenido de fitato.
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6.1.2 Crecimiento celular y pH durante la fermentacién de leche de soya con
bacterias acido lacticas

En la Figura 6.1 se presenta el crecimiento celular de L. plantarum BAL-03-ITTG y L.
fermentum BAL-21-ITTG y el cambio de pH durante la fermentacion de leche de soya.
Durante la fermentacion, la poblacion celular de L. plantarum incremento de 7.2 a 8.6
log UFC/g, mientras que para L. fermentum la poblacién celular incrementé de 7.4 a
8.6 log UFC/g a las de 24 h de fermentacion. La cinética de crecimiento muestra que
ambas bacterias tienen una fase de adaptacion de 2 y 4 horas para L. fermentum y L.
plantarum, respectivamente. Entre las 2 y 8 horas de fermentacion se presenta la fase
logaritmica de crecimiento para ambas cepas. Resultados similares fueron reportados
por Zhao y Shah (2014) en la fermentacion de leche de soya con L. acidophilus, L.
paracasei, L. zeae y rhamnosus, en el cual se reporta un incremento de 1.5-2 log

UFC/mL después de 12 a 24 h de fermentacion.
9.0
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log (UFC/g)
~
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Crecimiento celular

~
~

7-0 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo de incubacién (h)

Figura 6.1 Crecimiento celular (®) y pH (A) durante la fermentacion de leche de
soya con L. plantarum, crecimiento celular (e) y pH (=) durante la fermentacion de
leche de soya con L. fermentum.

L. plantarum tuvo una velocidad especifica de crecimiento (umax) y un tiempo de
duplicaciéon de 0.652+0.082 h'' y 1.071+0.136 h respectivamente, mientras que para

L. fermentum la pméx y los tiempos de duplicacion fueron 0.394+0.020 ht y

44



6. Resultados y discusion

1.763£0.093 h respectivamente. Estos valores son menores a los reportados por Yoon
(2008) en el cual la pméax y el tiempo de duplicacion fueron de 1.35 ht y 0.513 h
respectivamente, durante la fermentacion de leche de soya con L. curvatus.

Durante la fermentacion, el pH de la leche de soya descendi6 de 6.5 a 4.5 para ambas
cepas (Figura 6.1); esto podria ser debido principalmente a la produccion de acido
lactico. Un comportamiento similar en el descenso de pH fue reportado por Bau et al.
(2015), alcanzando el valor mas bajo (4.97) en la fase estacionaria de crecimiento,

después de 20 horas de fermentacion.

6.1.3 Actividad a-galactosidasa durante la fermentacion de leche de soya con
bacterias acido lacticas

La actividad a-galactosidasa en la leche de soya fermentada con las BAL vari6 entre
0.007-0.019 UA/g de leche de soya para L. plantarum, mientras que en la leche de
soya fermentada con L. fermentum, la actividad varié entre 0.001-0.020 UA/g,
alcanzandose la maxima actividad a las 8 h de fermentacion. Ademas, la actividad de
la enzima a-galactosidasa mostré un comportamiento similar al crecimiento celular,
observando la mayor actividad en la fase de crecimiento exponencial comprendido
entre las 2 y 8 h de fermentacion, lo que indica que la produccién de esta enzima se
encuentra asociada al crecimiento microbiano (Figura 6.2). Resultados similares
fueron reportados por Bau et al. (2015) en la fermentacion de leche con kéfir en la cual
la actividad enzimatica varié entre 0.005 a 0.016 UA/g, logrando una reduccién del
99.22 y 84% de rafinosa y estaquiosa respectivamente después de 24 h de
fermentacién. Por otra parte, Hati et al. (2014) reportaron la produccion de la enzima
a-galactosidasa en leche de soya fermentada con diferentes cepas de L. rhamnosus,
lo que provoco una reduccion del contenido de rafinosa y estaquiosa del 79.8 y 83.8%
respectivamente, indicando que la actividad de la enzima a-galactosidasa depende de
la cepa empleada y de la cantidad de oligosacaridos presentes en el medio de cultivo.

45



6. Resultados y discusion

0.025 r
0.020

0.015
0.010
0.005

0.000 ' ' ' ' ' '
0 4 8 12 16 20 24
Tiempo (h)
Figura 6.2 Actividad a-galactosidasa durante la fermentacion de leche de soya con L.
plantarum (@) y L. fermentum (e).

actividad a-galactosidasa
(UA/9)

Los resultados siguieren que durante la fermentacion de la leche de soya con L.
plantarum-BAL-03-ITTG y L. fermentum BAL-21-ITTG, estos microorganismos podrian
hidrolizar los oligosacaridos rafinosa y estaquiosa en azlcares simples que podrian
ser utilizados para su crecimiento. La actividad maxima de la enzima se obtuvo
después de 8 h de fermentacion y luego se mantuvo en valores de 0.019 a 0.015 UA/g
hasta las 24 h de fermentacion. Resultados similares fueron reportados por Bau et al.
(2015) quienes reportaron que durante la fermentacién de leche de soya con la
actividad de la enzima a-galactosidasa se mantiene constante despues la fase de
crecimiento exponencial. Lo anterior podria deberse a la concentracion de azucares,
se ha reportado que durante la fermentacién de leche de soya a consecuencia de la
hidrolisis de rafinosa y estaquiosa, el contenido de sacarosa, glucosa, galactosa y
fructosa aumenta, lo que puede provocar la represion de la actividad de la a-
galactosidasa (Bau et al., 2015). Sin embargo, es necesario realizar el analisis del
contenido de azucares durante la fermentacion para evidenciar la disminucion de
rafinosa y estaquiosa, con el objetivo de determinar si los valores de actividad

enzimatica obtenidos permitieron la hidrolisis completa o parcial de estos azucares.
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6.1.4 Actividad B-glucosidasa y contenido de isoflavonas durante la
fermentacién de leche de soya con bacterias acido lacticas

La actividad B-glucosidasa en la leche de soya fermentada con las BAL se observo en
el rango de 0.004-0.026 UA/g para L. plantarum, alcanzando la actividad méxima a las
10 h de fermentacion, mientras que en la leche de soya fermentada con L. fermentum
estuvo entre 0.006 y 0.027 UA/g. La enzima B-glucosidasa mostro la mayor actividad
después de 8 h de fermentacion, lo cual coindice con la etapa logaritmica de
crecimiento, en esta etapa se presentd una mayor conversion de B-glucésidos a sus
correspondientes agliconas. La actividad enzimatica disminuy6 después de la fase de
crecimiento exponencial hasta las 24 h de fermentacion (Figura 6.3). Los resultados
concuerdan con otros autores, quienes indican que cepas de Lactobacillus tienen la
capacidad de producir la enzima B-glucosidasa en concentraciones alrededor de
0.005-0.016 UA/g (Bau et al., 2015), reportando que la mayor actividad se presenta en
la etapa de crecimiento exponencial, seguida de una disminucién de la actividad en la
etapa estacionaria (Rekha y Vijayalakshmi et al., 2011; Hati et al., 2014; Bau et al.,
2015). La enzima B-glucosidasa es la enzima responsable de catalizar la hidrélisis de

isoflavonas B-glucésidos a agliconas (Bau et al., 2015), de ahi su gran importancia.

0.030
0.025
0.020
0.015
0.010
0.005

0.000 1 1 1 1 1 1
0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (h)

—~

(UA/g)

Actividad B-glucosidasa

Figura 6.3 Actividad B-glucosidasa durante la fermentacion de leche de soya con L.
plantarum (@) y L. fermentum (e).
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En la leche de soya fermentada con L. plantarum y L. fermentum, se detecto la
conversion de B-glucdsidos en agliconas. En los Cuadros 6.3 y 6.4 se presentan el
contenido de isoflavonas en leche de soya fermentada con L. plantarum y L.

fermentum, respectivamente.

Cuadro 6.3 Concentracion de isoflavonas durante la fermentacion de leche de soya
con L. plantarum.

Contenido de isoflavonas (umoles/g en base seca)

B-glucosidos Agliconas

Tiempo (h) Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina  Genisteina
0 3.967 0.555 2 28424 0.333¢ 0.008 °© 0.532°¢
2 4.070% 0.5722 2.847%2 0.376 0.006 ° 0.459 ¢
4 3.602 0.490 @ 2.605 @ 0.343 ¢ 0.006 °© 0.525 ¢
6 3.500° 0.5402 2.468 0.804 ¢ 0.009 © 0.969 ¢
8 2.655°¢ 0.6722 2.133 k¢ 1.355° 0.024 ¢ 1.175¢
10 1.896 ¢ 0.611 2 1.778°¢ 1.755° 0.032 b° 1.424°¢
12 1.605 ¢ 0.627 2 1.691°¢ 2.326 2 0.054° 1.825°
24 0.931°¢ 0.458 2 0.949 ¢ 2.645? 0.118% 24502
DMS 0.528 0.465 0.444 0.460 0.031 0.267

Los resultados se expresan como el promedio de 2 replicas medidas de manera independiente.
Las medias en la misma columna seguidas por diferentes letras mindsculas son
significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

Durante la fermentacion de leche de soya el contenido de daidzina y genistina
disminuyen significativamente (p < 0.05) durante la fermentacién, pero el contenido de
glicitina fue constante durante las 24 h de fermentacién, sin embargo el contenido de
gliciteina incrementé al final de la fermentacion (Cuadro 6.3). Chien et al. (2006)
reportaron que durante la fermentacion de leche de soya con BAL se puede llevar a
cabo la hidrolisis de isoflavonas como malonilglicitina, acetilglicitina y glicitina, las
cuales pueden contribuir al aumento en la concentracion de gliciteina. El contenido de
daidzeina y genisteina aumentaron significativamente durante la fermentacion. Las

isoflavonas B-glucésidos son convertidas en agliconas mediante la accion de la enzima
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B-glucosidasa (Figura 6.4), que cataliza la hidrdlisis de los enlaces 3-glucosidicos para
liberar sus correspondientes agliconas, las cuales tienen mayor actividad (Rodriguez-
Roque et al., 2013; Bau et al., 2015). Las isoflavonas agliconas se absorben en el
intestino delgado humano mas facilmente que sus conjugados glucosilados, debido a

que las agliconas tienen un menor peso molecular lo cual permite una mejor difusion

y absorcion (Rekhay Vijayalakshmi, 2011).

P
; Donador de
protén

B-glucésido Aglicona R1 R2
Glicitina Gliciteina OCHs H
Daidzina Daidzeina H H
Genistina Genisteina H OH

Figura 6.4 Mecanismo de reaccion de la enzima B-glucosidasa.

Reaccion de doble desplazamiento. El primer paso de la reaccion de hidrdlisis, comienza con el ataque
nucleofilico de un glutamato en el carbono anomérico (C1) del glucésido, formando un intermediario
unido covalentemente. El segundo paso es la desglucosilacién, en la cual una molécula de agua sirve
como el segundo nucledfilo para liberar la glucosa del estado intermedio. (Adaptado de Badieya et al.,
2012).

En la leche de soya fermentada después de 24 h con L. plantarum el contenido de
isoflavonas agliconas increment6 490%, mientras que en la leche de soya fermentada

con L. fermentum se observé un aumento de 420%. Estos porcentajes son mas altos
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que los reportados por Zhao y Shah (2014), quienes observaron que en la leche de
soya que contiene glucosa (1%, p/v) después de 12 a 24 h de fermentacion con L.
acidophilus, L. paracasei, L. zeae y L. rhamnosus el contenido de isoflavonas agliconas
incrementaba de 309 a 337%.

Cuadro 6.4 Concentracion de isoflavonas durante la fermentacion de leche de soya
con L. fermentum.

Contenido de isoflavonas (umoles/g en base seca)

B-glucosidos Agliconas
Tiempo (h) Daidzina Glicitina  Genistina Daidzeina Gliciteina  Genisteina
0 4.2012 0.570% 3.029 ¢ 0.361 ¢ 0.006 °© 0.504 °
2 3.8142 0.492° 2.692¢2 0.344¢ 0.009 © 0.505°¢
4 3.156 P 0.412 2.124° 0.595 ¢ 0.008 ¢ 0.826 °
6 2.829° 0.429 b¢ 1.896 © 1.248 ¢ 0.048° 1.374°
8 1.800 0.340 ¢ 1.263 ¢ 2.118° 0.102 2 2.011¢2
10 1.959 ¢ 0.380 ¢ 1.466 ¢ 2.314 3 0.1112 2.085?
12 1.682 < 0.351 % 1.327°¢ 2.302 2 0.1132 2.018?
24 1.382 ¢ 0.368 c% 1.291°¢ 25412 0.114 2 2.1852
DMS 0.547 0.069 0.382 0.338 0.026 0.387

Los resultados se expresan como el promedio de dos replicas medidas de manera independiente.
Las medias en la misma columna seguidas por diferentes letras mintsculas son significativamente
diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

En la leche de soya fermentada con L. plantarum y L. fermentum, el contenido total de
isoflavonas agliconas fue de 1.371 mg/g y 1.27 mg/g respectivamente, mientras que
en la leche de soya no fermentada fue de 0.23 mg/g. Estos resultados demuestran que
durante la fermentacion de leche de soya con las BAL, estos microorganismos tuvieron
la capacidad de producir la enzima B-glucosidasa en concentraciones similares a lo
reportado por otros autores (Bau et al., 2015) y que tienen la capacidad de producir
leche de soya con mayor contenido de agliconas, las cuales se han reportado que

tienen mayor efecto benéfico que otro tipo de isoflavonas (Messina y Messina, 2000).
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6.1.5 Contenido de fenoles totales y actividad antioxidante en la leche de soya
fermentada con bacterias acido lacticas

En la Figura 6.5 se muestra el contenido de fenoles totales durante la fermentacion de
leche de soya con L. plantarum y L. fermentum. La leche de soya sin fermentar
contiene 65+3.61 mg de EAG por 100 g de muestra. Al final de la fermentacion, las
muestras mostraron una disminucién significativa (p < 0.05) en el contenido de fenoles
totales. El contenido de fenoles totales disminuye principalmente durante la fase de
crecimiento exponencial (las primeras 8 h), lo que sugiere que los microorganismos
podrian estar metabolizando algunos de estos compuestos fendlicos o estar siendo
utilizados para evitar la oxidacién de los acidos grasos presentes en la leche de soya.
Zhao y Shah (2014) reportaron la disminucién del contenido de fenoles en leche de

soya fermentada con L. zeae.
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Figura 6.5 Contenido de fenoles totales durante la fermentacion de leche de soya
con L. plantarum (H) y L. fermentum (L]).

Entre los principales compuestos fendlicos reportados en la leche de soya se
encuentran el 4cido gélico, el acido 4-hidroxibenzoico, el 4cido p-cumarico, el acido
ferdlico, el acido cinamico y el acido clorogénico y catequina (Rodriguez-Roque et al.,
2013; Zhao y Shah, 2014). Se ha reportado que diversas cepas como L. plantarum
poseen dos descarboxilasas de acido fenolico (PAD) inducibles en presencia de acido
p-cumarico y acido ferualico. La enzima PAD descarboxila al acido p-cumarico y acido

ferdlico a sus correspondientes derivados vinilo (Figura 6.6) (4-vinil fenol y 4-vinil
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guayacol) (Rodriguez et al., 2009). Mediante la accion de la enzima PAD y la enzima
reductasa, L. plantarum puede metabolizar el &cido cafeico a vinil catecol y etil catecol
(Cavin et al., 1997).

OH OH
R CO;z R
Cinamato

H descarboxilasa CH redumdo oxidado

" | | Vinil fenol reductasa Hs

CH CH:

JOOH

R Ac. Cinamicos Vinilfenoles Etilfenoles
H p-Cumarico 4-vinil-fenol Etil-4-fenol
OCH3 Ferulico 4-vinil-guayacol | Etil-4-guayacol

Figura 6.6 Formacion de vinilfenoles.

Otra explicacion posible es que los compuestos fenélicos podrian estar retrasando o
inhibiendo los procesos de oxidacion, evitando la formacion de compuestos volatiles
(aldehidos y cetonas), provocando la disminucion de la concentracion de estos
compuestos fenolicos (Alamed et al., 2009). Virtanen et al. (2007) reportaron que
durante la fermentacion de la leche de soya con BAL se pueden producir péptidos y
aminoacidos antioxidantes. Lo anterior podria explicar que en leche de soya
fermentada con L. fermentum después de 24 h se observé un ligero aumento en el
contenido de fenoles totales.

En la Figura 6.7 se presenta la actividad antioxidante de los extractos hidrofilicos y
lipofilicos durante la fermentacién de la leche de soya. Se observa que la actividad
antioxidante del extracto hidrofilico (Figura 6.7A) fue en el rango de 16 a 24%
(expresado como porcentaje de inhibicion del radical DPPH). Para el extracto
hidrofébico, el porcentaje de inhibicion varié entre 0.2 y 1.7%. La actividad antioxidante
de los extractos hidrofébicos y lipofilicos son similares a los reportados por Zhao y

Shah (2014), quienes mostraron que durante la fermentacion de la leche de soya con
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L. acidophilus, L. paracasei, L. zeae o L. rhamnosus, el porcentaje de inhibicién del
radical DPPH de los extractos (expresado como la sumatoria de la actividad del
extracto hidrofobico y lipofilico) oscil6 en un rango del 14 al 19.6%. Aunque el
contenido de fenoles disminuyd durante la fermentacion, la actividad antioxidante se
mantuvo constante, no existiendo diferencia estadistica significativa (p > 0.05) de los
extractos hidrofilicos para ambas cepas. Esto podria deberse al aumento de agliconas

durante la fermentacion.
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Figura 6.7 Actividad antioxidante de los extractos hidrofilicos (A) y lipofilicos (B)
durante la fermentacién de leche de soya con L. plantarum (m) y L. fermentum (o).

Al final de la fermentacion, la leche de soya fermentada con L. plantarum tuvo una
disminucion significativa (p < 0.05) en la actividad antioxidante de los extractos
lipofilicos. Sin embargo, este comportamiento no ocurrio en las muestras obtenidas
mediante fermentacion con L. fermentum. Entre los principales antioxidantes lipofilicos

reportados en la leche de soya se encuentra la vitamina E (a-tocoferol) y la vitamina A
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(retinol), vitamina D y vitamina K (Rodriguez-Roque et al., 2013; Zhao y Shah, 2014).
Zhao y Shah (2014) reportaron la disminucién de la concentracion de a-tocoferol en la
leche de soya fermentada con L. acidophilus y L. paracasei, sin embargo, en leche de
soya fermentada con L. zeae y L. rhamnosus el contenido de a-tocoferol incrementd
durante la fermentacion, lo cual indica que en presencia de la vitamina A, las BAL
pueden presentar un comportamiento diferente. Sin embargo, a nuestro conocimiento
no existen reportes que indiquen si las BAL pueden metabolizar esta vitamina presente

en la leche de soya.

6.1.6 Contenido de fitato durante la fermentacién de leche de soya con bacterias
acido lacticas

Con el fin de determinar si durante la fermentacion de la leche de soya con BAL el
contenido de fitato disminuia, se evalué su concentracion durante el proceso de
fermentacién. El contenido inicial de fitato fue de 2.58+0.02 mg/g de leche de soya,
pero este disminuyé significativamente en las primeras 6 y 4 h de fermentacién con L.

plantarum y L. fermentum, respectivamente (Cuadro 6.5).

Cuadro 6.5 Reduccion de fitato durante la fermentacion de leche de soya con L.
plantarum y L. fermentum.

Reduccion de fitato (%)

in-(lz-lljebrggi%r? (zh) L. plantarum L. fermentum

0 0¢ 0 d
2 0.11¢ 0.86 ¢
4 0.96 © 457¢
6 10.00 @ 11.87 P
8 16.00 ¢ 20.26 a
10 19.82 2 20.59 2
12 20.69 @ 20.52 2
24 20.732 20.90 a

DMS 1.729 1.165

Los resultados se expresan como medias, + es el error estandar de las medias; cada punto de
datos es el promedio de dos replicas medidas de manera independiente. Las medias en la
misma columna seguidas por diferentes letras son significativamente diferentes (p < 0.05) de
acuerdo a la prueba DMS.
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Después de 24 h de fermentacion de la leche de soya, la reduccion de fitato fue del
20%. Por lo anterior la concentracion de fitatos residual se estimo en aproximadamente
2.2 mg/g. Diversos autores han reportado que diferentes cepas de Lactobacillus tienen
la capacidad de reducir los niveles de fitatos en los alimentos, ya que se ha reportado
que las BAL tienen la capacidad de producir la enzima fitasa, la cual cataliza la
hidrolisis secuencial de fitato a fosfato (Raghavendra y Halami, 2009; Fischer et al.,
2014). EI mecanismo de reaccion de la fitasa es un mecanismo de dos pasos que
incluye la formacion de fosfohistidina como intermediario de reaccion. El sitio activo
esta formado por RHGXRXP (Arginina-Histidina-Glicina-X-Arginina-X-Prolina, donde X
puede ser cualquier aminoéacido) e HD (Histidina-Acido Aspartico). El residuo His de
RHGXRXP sirve como un nucledfilo para atacar el enlace fosfoéster, formando un
intermediario covalente (fosfohistidina), mientras que el residuo Asp de HD dona un
proton de de su grupo carboxilo al sustrato que da como resultado la formacién del
intermediario fosfoenzima y la liberacion del sustrato desfosforilado. Posteriormente,
el enlace histidina-fosfato se rompe por hidrdlisis por una molécula de agua liberando
el grupo fosfato y devolviendo un protén al grupo carboxilo del Asp (Veeramani et al.,
2009; Chen et al., 2015).

Saraniya y Jeevaratnam (2015) reportaron que en la fermentacion de leche de soya la
enzima fitasa fue producida por diferentes cepas de L. plantarum y L. pentosus y se
obtuvo una disminucion de 47 a 66% del contenido de fitato después de 18 h de
fermentacién en comparacién con la leche de soya no fermentada. Otros autores, sin
embargo, reportaron que en leche de soya fermentada con L. casei el contenido de
fitato se mantuvo constante durante toda la fermentacion (Garcia-Mantrana et al.,
2015). En leche de soya suplementada con fitato, el contenido de fitato no disminuyé
significativamente durante la fermentacién y almacenamiento de la leche de soya con
diversas cepas de BAL (Tang et al., 2010). Por lo tanto, la capacidad de reducir la
concentracion de fitato podria depender del origen de la cepa o de las condiciones de

cultivo utilizadas.
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La concentracion residual de fitatos fue de 2.2 mg/g de leche de soya, la presencia de
fitatos en los alimentos no es deseada, debido a que es considerado un factor
antinutricional ya que reduce la biodisponibilidad de proteinas y minerales presentes
en la dieta (Frdlich y Asp, 1985; Nolan et al., 1987). Se ha reportado sin embargo, que
concentraciones de &cido fitico mayores a 5 mg de fitato/g de alimento pueden tener
un efecto en la absorcion de hierro (Hurrell et al., 2003), mientras que la presencia de
4 mg/g de alimento para cobre no tiene efecto significativo sobre el porcentaje de
absorciéon de cobre (Egli et al.,, 2004). La leche de soya obtenida tiene una
concentracion de fitato de alrededor de 2.2 mg/g por lo que de acuerdo a lo reportado
no tendria un efecto significativo en la absorcion de estos minerales. Por otra parte,
Knox et al. (1991) reportaron que la ingesta de 25 g de pan con un contenido total de
fitatos de 350 mg, interfiere con la retencion de calcio en personas de la tercera edad,
por lo cual para tener una concentracion similar de fitato se tendrian que consumir

alrededor de 150 g de leche de soya para obtener una dosis similar.

56



6. Resultados y discusion

6.2 Queso de soya

6.2.1 Sobrevivencia de L. plantarum, L. fermentum y P. freudenreichii en queso
de soya durante su maduracion

En la Figura 6.8 se presenta el crecimiento celular de L. fermentum BAL-21-ITTG y L.
plantarum BAL-03-ITTG en los quesos de soya durante 40 d de maduraciéon. La
poblacion celular de L. fermentum en los quesos se mantuvo en 8.79-8.94-log UFC/qg,
para los quesos que fueron adicionados con Propionibacterium freudenreichii la
poblacion celular de L. fermentum se mantuvo entre 8.58 y 8.61 log UFC/g, mientras
que la poblacion celular de P. freudenreichii disminuy6é de 8.57 a 8.05 log UFC/g
(Cuadro 6.6).
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Figura 6.8 Crecimiento celular de L. fermentum y L. plantarum durante la maduracion

del queso de soya.
Queso de leche soya fermentada con L. fermentum (m), queso de leche de soya fermentada L.
fermentum y adicionado con P. freudenreichii (m), queso de leche soya fermentada con L. plantarum
(0) y queso de leche de soya fermentada L. plantarum y adicionado con P. freudenreichii ().

Para L. plantarum, la poblacion celular en los quesos se mantuvo entre 8.58 y 8.62 log
UFC/g, mientras que en los quesos de soya que fueron adicionados con P.

freudenreichii la poblacion celular de L. plantarum se mantuvo en un rango de 8.52 a
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8.47 log UFC/g y la poblacion celular de P. freudenreichii disminuy6 de 8.45 a 7.82 log
UFC/g. A nuestro conocimiento no existen reportes previos del co-cultivo de L.
fermentum y/o L. plantarum con Propionibacterium spp. para la elaboracion de queso
de soya, y su efecto sobre en el crecimiento de las BAL y las caracteristicas

fisicoquimicas del queso de soya.

Cuadro 6.6 Crecimiento celular de P. freudenreichii durante la maduracion del
gueso de soya.

Log UFC/g queso en base seca
Tratamiento
0 20 40 DMS
3) L. ferment.urr}‘+ 8.566 2A 8.082 a8 8.05 aB 0.197
P. freudenreichii
5) L. plantarum+ 8.445 2A 8.16 2B 7.81528 0.580
P. freudenreichii
DMS 0.27 0.21 0.96

Los resultados se expresan como el promedio de 2 replicas medidas de manera independiente. Las
medias en la misma columna seguidas por diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes
(p £ 0.05) de acuerdo a la prueba DMS. Las medias en la misma fila seguidas por diferentes letras
mayusculas son significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

El presente estudio demostré que la adicion de P. freudenreichii en los quesos de
soya no tuvo un efecto estadistico significativo en la viabilidad de los Lactobacillus
durante la maduracion. Sin embargo, la viabilidad de este microorganismo disminuy6
ligeramente después de 20 d de almacenamiento. Se ha reportado que cuando
Bifidobacterium se cultiva en co-cultivo con Propionibacterium durante la fermentacion
de leche de soya, la presencia de Propionibacterium no tuvo efecto en la sobrevivencia
de Bifidobacterium después de 96 h de fermentacibn a 36°C. Ademas,
Propionibacterium no puede metabolizar sacarosa, rafinosa y estaquiosa, azucares
gue se encuentran en mayor concentracion en la leche de soya, por lo que tiene que
fermentar otros azGicares como glucosa y fructosa, los cuales se encuentran en menor
concentracion (Wu et al, 2012). Por lo anterior, la disminucion de la viabilidad de P.
freudenreichii durante la maduracion del queso de soya podria deberse a la

concentration de estos carbohidratos (glucosa y fructosa).
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De acuerdo a la FAO/OMS (2002), los probidticos en los alimentos deben estar a una
concentracion minima de 6 log UFC/g, para que puedan ejercer su efecto benéfico.
Por lo que, los resultados indican que los quesos de soya podrian ser un alimento
funcional ya que L. fermentum, L. plantarum y P. freudenreichii pueden resistir al
proceso de fabricacion y maduracién (por 40 d) del queso de soya a concentraciones
superiores de 6 log UFC/g. Sin embargo, es necesario realizar pruebas de resistencia
a la simulacion gastrointestinal para poder afirmarlo.

En cuanto a la actividad de agua (Aw) del queso, esta no cambié durante los 40 d de
maduracion manteniéndose en un rango de 0.95 a 0.94 en todos los quesos. Los
quesos de soya tuvieron una masa inicial de aproximadamente 245+21.17 g, sin
embargo, después de 20 d de almacenamiento, los quesos perdieron
aproximadamente 48 g de tal forma que el peso promedio de los quesos fue de
187.52+23.26 g, masa que se conservo hasta los 40 d de almacenamiento. La
disminucién de la masa en los quesos de soya, podria atribuirse a la perdida de agua
por evaporacion durante los primeros 5 d. La humedad relativa (HR) en la camara de
incubacion (82-86%) pudo tener efecto en la pérdida de masa de los quesos, una
humedad relativa demasiado pequefia puede llevar a una pérdida de peso elevada. El
control de la HR es importante, pues para que no se formen grietas en la corteza y no
se seque la superficie de los quesos, la humedad relativa del aire debe ser alta (>90%).
Sin embargo, cuando la humedad relativa es muy alta el queso es mas susceptible a
contaminacion microbiana (Plank, 1980).

Los quesos de soya de todos los tratamientos tuvieron un porcentaje de soélidos de
entre 25.9 y 23.2 % (Cuadro 6.7), después de 20 d de maduracién este porcentaje
aumento al 30.88-35.10 %. Walstra (1990) menciono que en los quesos la cantidad de
agua disponible esta evaporandose de forma continua, lo que provoca el aumento del
porcentaje de solidos y la disminucion de la hidrataciéon de las proteinas, lo cual
conduce a una mayor interaccion de las mismas provocando el aumento de la firmeza

de la matriz proteica.
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Cuadro 6.7 Contenido de sélidos totales en los quesos de soya durante 40 dias de
maduracion

Contenido de sdlidos totales (%)

Tratamiento/tiempo (d) 0 20 40 DMS
1) Control 23.196 B 32.674 PA 32.361° 0.715
2) L. fermentum 24.225 "B 30.883 A 30.536 A  0.586

3) L. fermentum +
P. freudenreichii

4) L. plantarum 25.932 @8 34.828 A 35.598 %  0.861

5) L. plantarum+
P. freudenreichii

DMS 0.490 1.462 1.868

Los resultados se expresan como medias, cada punto de datos es el promedio de dos replicas medidas
de manera independiente. Las medias en la misma columna seguidas por diferentes letras mindscula
son significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS. Las medias en la misma fila
seguidas por diferentes letras mayusculas son significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la
prueba DMS.

24.184 b8 31.957 beA 31.247 A 1.664

25.786 @ 35.102 A 34.103 @A 3.259

En los quesos obtenidos mediante fermentacién, la cuenta en placa de levaduras,
hongos y coliformes se mantuvieron debajo del limite de detecciéon (1 log UFC/g),
durante los 40 d de maduracién. Mientras que en los quesos de soya control se
detectaron microorganismos en las muestras con 40 d de almacenamiento.

Se ha reportado que la vida de anaquel maxima de quesos de soya es 7 a 15 d, incluso
bajo condiciones normales de refrigeracién (No y Meyers, 2004; Lee et al., 2014). Lo
anterior debido a que el queso de soya es un alimento perecedero por su alto contenido
de nutrientes y alto contenido de humedad, lo cual lo hace susceptible al desarrollo de
microorganismos (No y Meyers, 2004). Aunque se tomaron medidas de higiene se
presentd la presencia de microorganismos en las muestras del tiempo 40 de los
guesos obtenidos con acidificacion directa con &acido lactico. La presencia de
microorganismos podria atribuirse a que los quesos de soya se empacaron al vacio
después de 5 dias de incubacion, por lo cual los quesos quedaron expuestos durante

ese tiempo en la cdmara de incubacion. No obstante, el tiempo de vida de anaquel de
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estos quesos de soya fue superior a lo reportado por otros autores como Lee et al.
(2014) quienes reportan una vida de anaquel de 9 d en quesos de soya empacados al
vacio.

La mayor vida de anaquel de los quesos de soya obtenidos mediante fermentacion,
podria atribuirse a la presencia en los quesos fermentados de compuestos con
actividad antimicrobiana como alcoholes y &cidos orgénicos, los cuales podrian ayudar
a aumentar la vida de anaquel de estos alimentos. Se ha reportado que la utilizacion
de los carbohidratos disponibles en el alimento y la reduccion del pH debido a la
produccion de &cidos organicos, es el principal mecanismo de antagonismo microbiano

de las BAL en los alimentos fermentados (Vasquez et al., 2009).

6.2.2 Concentracion de acido lactico y acido acético en el queso de soya durante
su maduracion

En el Cuadro 6.8 se presentan los resultados de la produccion de &cido lactico durante
el proceso de maduraciéon de los quesos de soya. La concentracion inicial de &cido
lactico en los quesos de soya fue de 8.794-10.592 mg/g de queso (base seca).
Después de 20 d de maduracién en los quesos obtenidos mediante fermentacion se
observé un incremento en la concentracion de acido lactico (entre 23.19 y 26.98 mg/q),
dichos valores se mantuvieron hasta los 40 d de maduracion. Concentraciones
similares de &cido lactico han sido reportadas en queso de soya obtenidos mediante
fermentacioén (3.5 mg a 27 mg/g) (Kumar et al, 2018 y Adepehin et al., 2018).

Como se mencion6 anteriormente, la presencia de acidos organicos como el acético y
lactico, al ser antimicrobianos, pudo contribuir a que en los quesos de soya obtenidos
mediante fermentacibn no se detectaran la presencia de microorganismos
contaminantes. El &cido lactico (uno de los principales metabolitos finales de la
fermentacion) es utilizado como un bioconservador por su capacidad de inhibir el
desarrollo de microorganismos patégenos humanos mas comunes y evitar el deterioro
de los alimentos (El-Ghaish et al., 2011). Elacido lactico puede atravesar la membrana
celular y disociarse en el citoplasma. Estas moléculas pueden ejercer dos efectos: por

un lado interfieren con funciones celulares (produccion de enzimas) y por otro lado, la
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disociacion de los &cidos organicos provoca el incremento de protones en el interior
celular, lo que provoca el descenso del pH interno, causando a su vez la
desnaturalizacion de las proteinas y desestabilizacion de otros componentes
estructurales y funcionales de las células, interfiriendo asi con la viabilidad de los

microorganismos patégenos

Cuadro 6.8 Contenido de acido lactico de los quesos de soya durante la maduracion

Contenido de &cido lactico (mg /g queso seco)

Tratamiento/tiempo (d) 0 20 40 DMS
1) Control 8.794 PA 8.308 A NC 1.582
2) L. fermentum 10.592 3  26.981 25.974 A 2.731
3) L. fermentum + aB aA aA
Propionibacterium 10.439 23.189 25.104 2.238
4) L. plantarum 0.644 38 23,865 aA 24.8703A 5.427
5) L. plantarum+ 0.44288 251223  24.908% 2.424
Propionibacterium

DMS 1.582 3.863 1.540

NC: no cuantificado. El contenido de acido lactico presente en el queso de soya se expresa en
miligramos por gramo de queso (base seca). Los resultados se expresan como medias; cada punto de
datos es el promedio de dos replicas medidas de manera independiente. Las medias en la misma
columna seguidas por diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes (p < 0.05) de
acuerdo a la prueba DMS. Las medias en la misma fila seguidas por diferentes letras mayuUsculas son
significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

En la Figura 6.9 se presentan los resultados de la produccion de 4cido acético durante
el proceso de maduracion de los quesos de soya. Durante los 40 d de almacenamiento,
en los quesos del tratamiento control no se detectd la presencia de acido acético,
mientras que después de 20 d la concentracion de acido acético fue 1.093-2.107 mg/g
en los quesos obtenidos mediante fermentacion, dichos valores se mantuvieron

después de 40 d de maduracion.
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Figura 6.9 Concentracion de 4cido acético durante la maduracion del queso de soya.
Queso de leche soya fermentada con L. fermentum (m), queso de leche de soya fermentada L.
fermentum y adicionado con Propionibacterium (m), queso de leche soya fermentada con L. plantarum
(0) y queso de leche de soya fermentada L. plantarum y adicionado con Propionibacterium ().

Estos acidos organicos probablemente contribuyeron en la disminucion del pH, ya que
después de 40 d de maduracion el pH de los quesos de soya obtenidos mediante
fermentacién descendié de 5.2 a entre 4.1 y 4.4 (Figura 6.10). Un comportamiento
similar en el descenso de pH durante el almacenamiento de queso de soya fermentado
con L. rhamnosus fue reportado por Liu et al. (2006), quienes observaron la
disminucién del pH del queso de 4.8 a 4.4 después de 20 d de almacenamiento a 10°C,

lo cual provoco la disminucién de la poblacion celular de L. rhamnosus.
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Figura 6.10 Cambios en el pH durante la maduracion de queso de soya.
Queso control (- -e- -), queso de leche soya fermentada con L. fermentum (-m-), queso de leche de soya
fermentada L. fermentum y adicionado con Propionibacterium (-=-), queso de leche soya fermentada
con L. plantarum (-A-), queso de leche de soya fermentada L. fermentum y adicionado con
Propionibacterium (- = ).

6.2.3 Contenido de fitato durante la maduracion de queso de soya.

En el Cuadro 6.9 se presenta el contenido de fitatos presente en los quesos de soya
durante su maduracion. El contenido inicial de fitato en los quesos de soya del
tratamiento control fue de 1.38 g/100 g de queso en base seca. Sin embargo, este
valor fue significativamente menor en los quesos obtenidos mediante fermentacion de
leche de soya con L. fermentum o L. plantarum (Cuadro 6.9). La adicion de
Propionibacterium freudenreichii no disminuyé significativamente la concentracién de
fitato durante la maduracion de los quesos de soya. Concentraciones similares de
fitatos han sido indicados por otros autores, Schlemmer et al. (2009) quienes
reportaron valores entre 0.5y 2.90 g/100g en los quesos de soya.

En los quesos obtenidos mediante fermentacion no existido diferencia estadistica
significativa en el contenido de fitatos en las muestras del tiempo 0 y el tiempo 40.
Greiner y Konietzny (2006) reportaron que la temperatura Optima para la actividad de
la enzima fitasa varia de 35-80°C. Por otra parte, Wemmenhove et al. (2016) reportan
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que el cambio en la actividad de agua puede contribuir en la inhibicién de la actividad

metabdlica de los microorganismos.

Cuadro 6.9 Contenido de fitato en quesos de soya durante su maduracion

Contenido de fitato
(9/100 g queso, base seca)

dias

Tratamiento 0 20 40 DMS
1) Control 1.386 A2 1.338 A2 NC 0.103
2) L. fermentum 1.092 Ba 1.192 Ba 1.153 42  0.120
3) L. fermentum + 1.141 Ba 1.171 Bea 1.164 A2 0.063
Propionibacterium

1.101 B2 1.140 B2 1.172 42 0.094

4) L. plantarum
5) L. plantarum+ 1.170 Ba 1.181 Ba 1.169 42  0.123
Propionibacterium
DMS 0.110 0.053 0.119

NC: No cuantificado. El contenido de fitatos en los quesos de soya se expresa como gramos de fitato
por cada 100 g de queso de soya en peso seco. Los resultados se expresan como medias; cada punto
de los datos es el promedio de dos replicas medidas de manera independiente. Las medias en la misma
columna seguidas por diferentes letras mayudsculas son significativamente diferentes (p < 0.05) de
acuerdo a la prueba DMS. Las medias en la misma fila seguidas por diferentes letras mindsculas son
significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

6.2.4 Contenido de isoflavonas durante la maduracion de queso de soya

En el Cuadro 6.10 se presenta el contenido de 6 isoflavonas en los quesos de soya al
inicio de la maduracion. En los quesos del tratamiento control las isoflavonas mas
abundantes fueron los B-glucésidos daidzina y genistina con 1.557 y 1.171 umoles/g
de queso seco respectivamente, mientras que la concentracion de las agliconas
daidzeina y genisteina fueron 0.375 y 0.05 umoles/g de queso seco respectivamente.
Se hareportado que las concentraciones de daidzina, genistina, daidzeina y genisteina
oscilan en un rango de 2.35-49.7 umoles/g, 0.197-18.9 umoles/g, 0.25-28.6 umoles/qg,
0.315-5.1 umoles/g respectivamente, en queso de soya obtenidos por métodos

tradicionales (adicion de MgCl2) (Riciputi et al., 2016 y Lee et al., 2018). El amplio
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rango de concentraciones reportado podria deberse a las caracteristicas de la semilla,
condiciones de cultivo, factores ambientales en el desarrollo de las semillas,
temporada de siembra, asi como condiciones de almacenamiento, entre otros
(Teekachunhatean et al., 2013) y las tecnologias empleadas en la elaboracién de los

quesos (Zhang et al., 2012).

Cuadro 6.10 Contenido de isoflavonas en los quesos de soya al inicio de la
maduracion

Contenido de isoflavonas (umoles/g de queso seco)

B-glucosidos Agliconas

Tratamiento Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina Genisteina

1 1.557+0.064 @ 0.402+0.017 1.171+0.1233%  0.375+0.087° 0.00£0.00 © 0.050+0.027 ©
2 0.673x0.015°¢  0.282+0.016°  0.437+0.051°  1.002+0.064 @ 0.00£0.00 © 0.400+0.109 ®
3 0.614+075 °© 0.309+0.003°  0.370+0.017°¢  1.208+0.046 2 0.028+0.006 2 0.611+0.033 2
4 0.912+0.016 °  0.396x0.0082  0.882+0.058°  1.201+0.155? 0.011+0.001 ° 0.468+0.004 2
5 0.843+0.015°  0.403+0.020®  0.796+0.068°  1.202+0.0942  0.019+0.0052  0.488+0.047
DMS 0.118 0.037 0.186 0.247 0.009 0.146

1. control; 2: Lactobacillus fermentum; 3: L. fermentum + P. freudenreichii; 4: L. plantarum; 5: L. plantarum + P.
freudenreichii. El contenido de isoflavonas presentes en el queso de soya se expresa en um/g (base seca). Los
resultados se expresan como medias + es el error estandar de las medias; cada punto de los datos es el promedio
de dos replicas medidas de manera independiente. Las medias en la misma columna seguidas por diferentes letras
mindsculas son significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

En general, el contenido de isoflavonas [B-glucésidos fue menor en los quesos
obtenidos mediante fermentacion. En los quesos de soya obtenidos mediante
fermentacién de la leche de soya con L. fermentum y L. plantarum, la concentracion
de daidzeina, gliciteina y genisteina fue significativamente mayor (p<0.05), que en los
guesos de soya del tratamiento control obtenido por acidificacion, con un incremento
de alrededor del 220 y 876% de daidzeina y genisteina respectivamente con respecto
al tratamiento control, es decir, el queso obtenido por acidificacién con &cido lactico. El
incremento en la concentracion de estas agliconas podria atribuirse a que, durante la

fermentacién de la leche de soya, L. plantarum y L. fermentum tienen la capacidad de
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producir la enzima B-glucosidasa, la cual realizd la conversién de B-glucdsidos en
agliconas, logrando un incremento alrededor del 420-490% comparado con la leche
de soya sin fermentar (Ver seccion 6.1.4). Resultados similares fueron reportados por
Riciputi et al. (2016), quienes mencionan que el contenido de daidzeina y genisteina
incrementa alrededor del 292 y 684% respectivamente; mientras que el contenido de
B-glucosidos disminuye en quesos de soya obtenidos mediante fermentacion con L.
casei y L. acidophilus, comparado con el queso control.

En la Figura 6.11 se presenta el contenido de B-glucésidos y agliconas durante la
maduracion. Después de 20 d de maduracion, el contenido de isoflavonas agliconas
aumento significativamente (p<0.05) en los quesos obtenidos mediante fermentacion
con L. fermentum y L. plantarum, con o sin adicion de Propionibacterium. Mientras

que el contenido de B-glucésidos disminuyo6 con respecto a las muestras del tiempo 0.
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Figura 6.11 Evolucién del contenido de B-glucésidos y agliconas durante 20 d de

maduracion.
1: tratamiento control; 2: L. fermentum; 3: L. fermentum + P. freudenreichii; 4: L. plantarum; 5: L.
plantarum BAL-03-ITTG + P. freudenreichii; t0: dia O de maduracidn; t20: dia 20 de maduracion.

La actividad de las enzimas esta influenciada por factores como la temperatura, la cual
puede afectar la estructura tridimensional especifica o la conformacién espacial de la
proteina, resultando en una disminucion de su actividad (Jurado et al.,, 2004). La

mayoria de las B-glucosidasas producidas por BAL tienen una temperatura optima de
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30-40°C (Donkor et al., 2008; Mahajan et al., 2010). Los resultados sugieren que,
durante la maduracion de los quesos de soya a 15+2°C, las bacterias contintan su
metabolismo, aunque muy probablemente disminuido, produciendo la enzima [-
glucosidasa, realizando la hidrdlisis de B-glucdsidos a sus correspondientes agliconas.
A nuestro conocimiento, esta es la primera investigacion donde se reporta la
concentracion de isoflavonas durante el proceso de maduracion de queso de soya,
bajo las condiciones descritas anteriormente.

El contenido de B-glucosidos y agliconas en los quesos de soya después de 20 d de
maduracion se presenta en el Cuadro 6.11. En los quesos de soya obtenidos mediante
fermentacién con L. plantarum, L. fermentum con y sin adicién de P. freudenreichii, no
existio diferencia estadistica significativa (p < 0.05) en la concentracion de daidzeina 'y
genisteina. Por lo que estos resultados indican que la adicion de Propionibacterium no
tuvo efecto en la concentracion de las agliconas durante la maduracién. Lo anterior
sugiere que Propionibacterium freudenreichii no tiene la capacidad de producir la
enzima B-glucosidasa bajo las condiciones de maduracion empleadas. Yuksekdag et
al. (2018) realizaron la evaluacion de la actividad de la enzima [(-glucosidasa de
diversas cepas de Propionibacterium y Lactobacillus, cultivadas en medio MRS. En
general, las cepas de Propionibacterium tuvieron una actividad enziméatica alrededor
del 90% menos que las cepas de Lactobacillus evaluadas. Sin embargo, se ha
reportado que el comportamiento de los microrganismos, asi como la produccion de
las enzimas puede estar influenciado por diversos factores, como el medio de cultivo
empleado, pH, concentracion de azucares y temperatura (Jurado et al., 2004), por lo
cual seria importante realizar la evaluacion de estos factores sobre la produccion
enzimatica de Propionibacterium durante la fermentacién de leche de soya, para poder

evidenciar si estos microorganismos presentan la actividad enzimatica B-glucosidasa.
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Cuadro 6.11 Concentracion de isoflavonas en los quesos de soya después de 20 d
de maduracion

Contenido de isoflavonas (umoles/g de queso seco)

B-glucosidos Agliconas
Tratamiento Daidzina Glicitina Genistina Daidzeina Gliciteina Genisteina
2 0.132+0.02 0.374+0.020 2 0.323+0.012 2 2.233+0.160 @ 0.066+0.002 © 1.217+0.073
3 0.075+0.013 ° 0.247+0.020 °© 0.238+0.002 °© 2.044+0.143 2 0.096+0.005 2 1.316+0.290 @
4 0.068+0.003 ° 0.330+0.007 © 0.126+0.011 " 2.112+0.168 @ 0.054+0.006 °© 1.393+0.333 @
5 0.075+0.002 ® 0.212+0.002 °© 0.249+0.014 ° 2.116+0.164 0.106+0.004 2 1.279+0.007 &
DMS 0.020 0.041 0.030 0.441 0.013 0.622

2: L. fermentum; 3: L. fermentum + Propionibacterium; 4: L. plantarum; 5: L. plantarum + Propionibacterium. El
contenido de isoflavonas presentes en el queso de soya se expresa en micro moles/g (base seca). Los resultados
se expresan como medias * es el error estdndar de las medias; cada punto de datos es el promedio de dos replicas
medidas de manera independiente. Las medias en la misma columna seguidas por diferentes letras minUsculas

son significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

6.2.5 Fenoles totales y actividad antioxidante en queso de soya durante la
maduracion

En el Cuadro 6.12 se muestra el contenido de fenoles totales durante la maduracion
de los quesos de soya. En los quesos del tratamiento control, la concentracién de
fenoles totales fue de 1.929 mg EAG por cada gramo de queso (b.s.) y esta se mantuvo
constante durante el almacenamiento. En los quesos obtenidos mediante
fermentacion, el contenido de fenoles totales fue de 1.8 mgy 1.6 EAG por cada gramo
de queso respectivamente, después de 20 d de maduracién no existio diferencia
estadistica significativa (p < 0.05) en el contenido de fenoles totales, con respecto a
las muestras del tiempo 0. Sin embargo, después de 40 d de maduracion se observo
un incremento significativo (p < 0.05) en el contenido de fenoles totales en los quesos
de soya que fueron adicionados con Propionibacterium. A nuestro conocimiento no
existen reportes que indiquen la produccion o liberacion de compuestos fendlicos
durante la fermentacion de alimentos a base de soya por bacterias propionicas. Sin
embargo, se ha reportado que mediante los procesos de fermentacion se pueden

liberar péptidos bioactivos de las proteinas, causando un incremento el contenido de
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fenoles “libres” totales comparado con los alimentos sin fermentar (Fengru et al., 2017,
Zhao y Shah, 2014). Durante los procesos de maduracion, los microorganismos
presentes en los quesos pueden hidrolizar las proteinas presentes en los quesos en
péptidos y aminoacidos, por medio de la produccidn de proteasas y peptidasa (El Soda
y Awad, 2011; Engels et al., 2017), con lo cual se puede incrementar el contenido
péptidos bioactivos (Engels et al., 2017) y compuestos fendlicos “libres” (Huang et al.,
2011).

Diversos autores reportaron que el contenido de fenoles totales en queso de soya
oscila en el rango de 0.4 y 1.8 mg EAG/g de queso de soya (Lee et al., 2014; Lee et
al., 2018).

Cuadro 6.12 Contenido fenoles totales en los quesos de soya durante la maduracion

Contenido fenoles totales (mg EAG/g queso seco)

Tratamiento/Dias 0 20 40 DMS
Control 1.929 aA 1.8432A ND 0.101
L. fermentum 1.804 bA 1.756 abA 1.809 aA 0.056

L. fermentum+
Propionibacterium

L. plantarum 1.658 °A 1.673 beA 1.734 PA 0.134

L. pla_mtqrum+ _ 1.664 B 1.636 B 1.756 bA 0.054
Propionibacterium

DMS 0.0376 0.096 0.0429

1.822 bAB 1.777 28 1.850 @A 0.053

El contenido de fenoles totales presente en el queso de soya se expresa en miligramos de equivalentes
de acido galico (EAG) por gramo de queso de soya en base seca. Los resultados se expresan como
medias; cada punto de datos es el promedio de dos replicas medidas de manera independiente. Las
medias en la misma columna seguidas por diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes
(p £ 0.05) de acuerdo a la prueba DMS. Las medias en la misma fila seguidas por diferentes letras
mayusculas son significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

En la Figura 6.12 se presentan los resultados de la actividad antioxidante durante la
maduracién de los quesos de soya. En las muestras del tiempo cero, la actividad

antioxidante oscilé en el rango de 85-86% (expresado como porcentaje de inhibicion
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del radical DPPH). Estos valores son similares a los reportados por Lee et al. (2018),
quienes mostraron que en queso de soya el porcentaje de inhibicion del radical DPPH
oscilo en un rango del 38 al 85%. En nuestro caso, el contenido de fenoles fue mayor
en los quesos control que en los quesos obtenidos por fermentacion, sin embargo, no
existié diferencia estadistica significativa (p > 0.05) en la actividad antioxidante. Esto
podria deberse al aumento de agliconas durante la fermentacibn como se vio
anteriormente. Sin embargo, no existié diferencia estadistica significativa en la
actividad antioxidante entre los quesos obtenidos por los diferentes tratamientos. Por
otra parte, no existié diferencia estadistica significativa en la actividad antioxidante en
las muestras de queso de soya del tiempo cero y las muestras después de 40 d de

maduracion,

Figura 6.12 Actividad antioxidante durante la maduracion del queso de soya.
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Queso de soya control (o), queso de leche soya fermentada con L. fermentum (m), queso de leche de
soya fermentada L. fermentum y adicionado con Propionibacterium (=), queso de leche soya fermentada
con L. plantarum (o) y queso de leche de soya fermentada L. plantarum y adicionado con
Propionibacterium (). Letras mindsculas diferentes indican diferencia estadistica significativa entre
tratamientos en el mismo tiempo de maduracién, letras mayuUsculas indican diferencia estadistica
significativa entre el mismo tratamiento en diferentes tiempos de maduracion.

Zhao y Shah (2014) reportaron que aunque las isoflavonas constituyen mas de la mitad
de los compuestos fendlicos en la soya, no son los principales contribuyentes a la
capacidad antioxidante en la soya. Para que un compuesto presente una capacidad

antioxidante Optima, el compuesto debe presentar una estructura que facilite la
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donacién de &tomos hidrégeno a los radicales, factores como la posicion del grupo
donante de hidrégeno y el efecto estérico de los sustituyentes en la estructura
determinan la actividad antioxidante. Lee et al. (2005) reportaron que los B-glucésidos
(genistina, daidzeina y glicetina) poseen actividades antioxidantes similares a sus
correspondientes agliconas y en general todas las isoflavonas de soya evaluadas
fueron menos efectivas para eliminar los radicales libore DPPH que el control positivo
(tocoferol), una concentracion de 12 uM de genistina, daidzina, genisteina o daidzeina
presentd una actividad antioxidante del 20%, mientras que el tocoferol a la misma

concentracion present6 una actividad del 60 %.

6.2.6 Evolucion de compuestos volatiles en queso de soya durante la
maduracion

El andlisis de compuestos volatiles en el queso de soya recién elaborado permitio la
identificacion de 26 moléculas en las que se encuentran 15 aldehidos, 2 &cidos, 4
cetonas, 2 furanos y 2 alcoholes. Perfiles similares de compuestos volatiles han sido
descritos por diversos autores. Serrazanetti et al. (2013) reportaron la presencia de 50
compuestos diferentes en queso de soya obtenido mediante fermentacién con L.
acidophilus y L. casei, mientras que Lee et al. (2018) reportaron entre 35 y 42
compuestos diferentes en quesos de soya comercial. Por lo que la diferencia entre los
compuestos volatiles encontrados podria deberse a las caracteristicas de la semilla
(edad, condiciones de almacenamiento, condiciones de cultivo, etc.) y el método
empleado para la elaboracion de los quesos de soya. Los aldehidos fueron la clase
mas abundante de compuestos volatiles durante la maduracion, tanto en el queso
control y los quesos obtenidos mediante fermentacion. Estos aldehidos pueden ser
producto de la oxidacion de los acidos grasos poliinsaturados presentes en la soya

(Figura 6.13), como lo mencionaron Serrazanetti et al. (2014).

72



6. Resultados y discusion

o avave

9-HPOD  13-HPOD 2% Pentanol

1-Penten-3-ol

o \
V\/\/H /\MO Q_\_/_//0 /\/\MJ —\=/\=0

1 ]
1 1
1 1
1 1
1 1
! (2)-3-Nonenal Hexanal (Z, Z)-3,6-Nonadienal 2,4-Decadienal (2)-3-Hexenal |
) f f §
1 1
1 1
! o \—\\_\_/_//O o] 1
: \/\/\/\) = H)I\/\/\/\ /MO i
\  (E)-2-Nonenal (Z, E)-3,6-Nonadienal (E)-2-Octenal (E)-3-Hexenal K

Figura 6.13 Reacciones enzimaticas que conducen a la formaciéon de aldehidos en
soya. LOX: lipoxigenasa; HPL: hidroperoxido liasa; HPOD: acido hidroperoxi octadecadienoico; HPOT:
acido hidroperoxi octadecatrienoico (Adaptado de Vong y Liu, 2016).

En el Cuadro 6.13 se presentan los compuestos volatiles detectados en los quesos
obtenidos por los diferentes tratamientos al inicio de la maduracién. El queso de soya
obtenido mediante acidificacion con acido lactico, se caracterizd por tener mayor
contenido de aldehidos comparado con los quesos de soya obtenidos mediante

fermentacién, ademas, no se detectd la presencia de alcoholes.

Las muestras de queso obtenido por fermentacién de leche de soya con L. fermentum
y L. plantarum, mostraron una disminucién significativa (p < 0.05) en el contenido de
hexanal, nonanal, 2-pentenal, 2-hexenal, 2,4 nonadienal y decanal con respecto al
queso control (Cuadro 6.13). Estos aldehidos son considerados marcadores quimicos
cuya presencia indica la oxidacién de los acidos grasos poliinsaturados (Serrazanetti
et al., 2013). Estos aldehidos se han reportado como compuestos que proporcionan
caracteristicas organolépticas diversas. El hexanal es uno de los principales
compuestos volatiles del queso de soya y es responsable de impartir el sabor a hierba
verde (nota indeseable) en los productos a base de soya (Lee et al., 2014). En las

muestras de queso elaborados con leche de soya fermentada, el contenido de hexanal
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disminuy6 alrededor del 83-92% comparado con el queso control. Es decir, fermentar
la leche de soya con L. fermentum o L. plantarum, disminuye el contenido de hexanal.
Lo anterior sugiere que el sabor del queso se mejorara al eliminar uno de los
compuestos que imparte un sabor desagradable.

En todos los tratamientos se detectd la presencia de benzaldehido y 2,4-decadienal,
los cuales se encuentran relacionados con olores favorables como cereza o almendra
y papa frita, respectivamente (Smit et al.,, 2005). Al inicio de la maduracion estos
compuestos se encontraban en mayor concentracion en los quesos obtenidos
mediante fermentacion. El 2-pentil furano se encontraba en menor concentracion en
los quesos obtenidos por fermentacion con L. plantarum, este compuesto ha sido
reportado por tener un aroma a hierba o frijoles verdes. Los furanos son producto de
la reaccion de Maillard (Lee et al., 2014). Asi mismo, se identificaron cuatro cetonas:
2-heptanona (olor afrutado, canela), 3-octen-2-ona, 2,3-octanediona y 3,5-octadien-2-
ona.

En los quesos elaborados mediante fermentacion se observd la presencia de 1-
hexanol, el cual no fue detectado en los quesos del tratamiento control (Cuadro 6.13).
Se ha reportado que las BAL pueden reducir la concentracién de aldehidos como
hexanal, mediante la produccion de la enzima alcohol deshidrogenasa, la cual puede
realizar la conversion de aldehidos a sus correspondientes alcoholes (Ganzle et al.,
2007; Vong y Liu, 2018). Lo anterior podria explicar la disminucién de aldehidos y la
produccion de alcoholes en los quesos obtenidos mediante fermentacion. La enzima
alcohol-deshidrogenasa puede transformar el hexanal a 1-hexanol. La alcohol-
deshidrogenasa lleva a cabo la interconversion entre aldehidos y alcoholes con la
oxidacién de NADH a NAD* (Ganzle et al., 2007). El mecanismo catalitico involucra a
los aminoacidos Ser, Tyr y Lys. Entre estos residuos, la cadena lateral de tirosina
transfiere un proton al oxigeno del grupo carbonilo del sustrato, mientras que una
treonina se encuentra unida al cofactor NADPH, el cual se oxida y se transfiere el
hidruro al carbocatién formando el alcohol (Kavanagh et al., 2008).
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Cuadro 6.13 Compuestos volatiles en los quesos obtenidos por los diferentes
tratamientos al inicio del almacenamiento

Contenido (mg/kg queso)

Control L. L. fermentum L. plantarum L. plantarum
Compuesto fermentum + + DMS
P. freudenreichii P. freudenreichii

Aldehidos
Pentanal 0.324 2 ND ND 0.254 a 0.289 a 0.179
2-pentenal 1.1902 0.272¢ ND 0.544b ND 0.233
Hexanal 11.957 2 0.907 ¢ 1.034¢ 1.995°b 1.971°b 0.425
(E)-2-hexanal 0.414 ND ND ND ND
2-heptenal 1.150¢ 1.152¢ 1.522¢b 2.424 a 2.507 2 0.305
Octanal 0.526 2 ND ND 0.170°b 0.137°b 0.193
(E)-2-octenal 1.399 2 1.377° 1.548 0 2.1132 2.2552 0.514
Nonanal 19572 ND ND 0.373°b ND 0.630
2,4-heptadienal ND ND ND 1.053 2 0.981 2 0.278
Benzaldehido 1.187° 1.492 2 1.609 2 1.042° 1.210° 0.241
2-nonenal 0.592 ab 0.272¢ 0.365 be 0.45] abe 0.6112 0.229
2,4-decadienal 5.750b 5.169°b 6.411°" 8.940 2 9.009 2 1.719
2,4-nonadienal 0.307 ab 0.193b 0.3702b 0.427 0.419 2 0.202
Decanal 0.514 ND ND ND ND
2-decenal 0.252 2 0.2952 0.3552 0.373 2 0.299 @ 0.223
Alcoholes
1-hexanol ND 6.538 bc 6.053 ¢ 7.045 @b 7.494 2 0.854
1,6-octadien-3-ol ND 0.534¢ 0.662 be 0.938 2 0.796 ab 0.204
Cetonas
2-heptanona 0.749° 0.829 a 0.794° 0.747° 0.899 2 0.084
3-octen-2-ona 0.255b ND 0.3652 0.402 2 0.260°b 0.085
2-3-octanediona 0.268 ab 0.219°b 0.170°b 0.364 2 0.359 2 0.106
3-5-octadien-2- 0.903 b 0.820°" 1.021 2 1.291 2 1.2872 0.198
ona
Furanos
2-pentil-furano 10.536 b 6.407 ¢ 7.081° 11.860 2 10.877 ab 1.260
2,3-dihidrofurano 0.257 ND ND ND ND
Acidos
Acido hexanoico 0.470° 1.3612 1.214a 0.798" 0.759b 0.354
Acido heptanoico ND 0.632 a 0.167 2 ND ND 0.924
Otros
Limoneno 0.643 ab 0.631 2> 0.521°b 0.859 2 0.836 2 0.247

ND: No detectado. El contenido de aldehidos en los quesos de soya se expresa mg/kg de queso de soya.
Los resultados se expresan como medias; cada punto de datos es el promedio de dos replicas medidas de
manera independiente. Las medias en la misma fila seguidas por diferentes letras mindsculas son
significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.
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Algunos metabolitos como acido heptanoico y acido hexanoico estuvieron presentes
en mayor concentracion en los quesos obtenidos mediante fermentacion (Cuadro
6.13). Estos acidos son derivados de la oxidacion de hexanal. Se ha reportado que
estos acidos grasos de cadena media son agentes antimicrobianos que pueden
contribuir a mejorar la vida de anaquel en los quesos de soya (Ryan et al., 2011;
Serrazanetti et al., 2013).

En la Figura 6.14 se resume la evolucion de aldehidos, alcoholes y acidos durante la
maduracion (0, 20 y 40 d) en los diferentes tratamientos. Cabe destacar que no se
presentan los resultados del tiempo 40 del tratamiento control, ya que el analisis
microbiolégico mostré una cuenta microbiana en agar papa dextrosa superior a 500
UFC/g de queso, por lo cual de acuerdo la NOM-121, estos quesos ya no son aptos
para su consumo. Las muestras del tratamiento control se caracterizaron por tener
mayor contenido de aldehidos. En los quesos obtenidos mediante fermentacion,
durante el proceso de maduracion independientemente de la cepa empleada, el
contenido de aldehidos disminuyé dando lugar probablemente a la formacion de
alcoholes y acidos. No obstante, la produccion de acidos fue mayor en los quesos
adicionados con el cultivo de Propionibacterium freudenreichii.
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Figura 6.14 Evolucién de aldehidos, alcoholes y &cidos durante la maduracion.

1: tratamiento control; 2: L. fermentum BAL-21-ITTG; 3: L. fermentum BAL-21-ITTG + P. freudenreichii;
4: L. plantarum BAL-03-ITTG; 5: L. plantarum BAL-03-ITTG + P. freudenreichii; t0: tiempo 0; t20: tiempo
20; t40: tiempo 40. Los resultados se expresan como medias + es el error estandar de las medias; cada
punto de datos es el promedio de dos replicas medidas de manera independiente.
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El 4cido hexanoico se ha reportado en diversos tipos de queso como Cheddar,
Camembert, Gruyere y queso azul, dicho compuesto esta relacionado con
caracteristicas organolépticas positivas (olor a queso, cabra) (Frank et al., 2004).
Propionibacterium es un microorganismo que se emplea ampliamente como cultivo
secundario en la elaboracion de queso Emmenthal, debido a la capacidad de estos
microorganismos de producir diversos metabolitos como vitaminas del grupo B y
compuestos que mejoran el sabor y aroma de los quesos, ademas de ser
microorganismos GRAS (generalmente reconocidos como seguros) que son utilizados
como probidticos. Se ha demostrado que el uso de Propionibacterium en combinacién
con BAL puede aumentar la velocidad de los procesos de fermentacién y protege a los
productos finales contra contaminacion microbiana (Piwowarek et al., 2018). Sin
embargo, durante el proceso de maduracion del queso de soya se evidencié que la
presencia de Propionibacterium no mejora el crecimiento de las BAL, por lo cual, los
resultados indican que este microorganismo podria estar sintetizando la enzima
aldehido deshidrogenasa, realizando la conversion de aldehidos en sus
correspondientes alcoholes (acido hexanoico y acido 3-hexenoico).

La concentracion de aldehidos principalmente hexanal continué disminuyendo
conforme avanzaba el tiempo de maduracion de los quesos de soya (Figura 6.14),
hasta tener una concentracion final alrededor de 0.5 ppm. Dicha concentracion es
menor a lo reportado por otros autores como Serrazanetti et al. (2013) quienes
evaluaron las caracteristicas sensoriales del queso de soya sin fermentar y del queso
de soya obtenido por fermentacién de leche de soya con Lactobacillus casei (LbCD2)
y Lactobacillus acidophilus (LA1), cuando la leche de soya se ferment6 con las BAL,
el contenido de hexanal disminuyé a niveles menores de 15 ppm. El menor contenido
de hexanal en los quesos de soya madurado es importante ya que el sabor de los
productos a base de soya es uno de los principales obstaculos que limita la aceptacion
de estos alimentos, al disminuir el contenido de hexanal podria eliminarse o reducir el
sabor a hierba verde de los quesos de soya, lo cual podria tener un efecto positivo en

el nivel de aceptacion de los quesos de soya.
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Después de 40 d de maduracion el contenido de hexanal (Figura 6.15) continué
disminuyendo en las muestras de queso de soya obtenidas mediante fermentacion
(0.499-0.646 ppm), mientras que se observo el incremento de acido hexanoico (Figura
6.16).
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Figura 6.15 Contenido de hexanal en los quesos de soya después de 40 d de

maduracion.

El acido hexanoico es reconocido por ser un agente antimicrobiano y que puede
contribuir a mejorar la vida de anaquel de los alimentos (Ryan et al., 2011). Lo que
sugiere que este compuesto pudo contribuir a que después de 40 d de maduracion los
quesos no presentaran contaminacion microbiana, caso contrario a las muestras

control en donde se detecté la presencia de contaminantes.
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Figura 6.16 Contenido de acido hexanoico en los quesos de soya después de 40 d
de maduracion.
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Vong y Lui (2018) reportaron que los aldehidos como el hexanal pueden ser
convertidos a sus correspondientes acidos por medio de la enzima aldehido
deshidrogenasa. Se ha reportado que este acido tiene un olor similar a queso (picante,
agrio, sudor, grasa) (Lee et al., 2014).

En la Figura 6.17 se presenta el contenido de &cido 3-hexenoico en las muestras de
queso de soya obtenidas mediante fermentacion. La presencia de &cido 3-hexenoico
en los queso de soya obtenidos mediante fermentacion es importante, ya que se ha
reportado que este compuesto esta relacionado con olores a acido, afrutado, miel, lo
cual podria tener un efecto en las caracteristicas sensoriales de los quesos. La
produccion de acido 3-hexenoico en quesos de leche de cabra, después de 60 d de
maduracion fue reportado por Delgado et al. (2011).
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Figura 6.17 Contenido de acido 3-hexenoico en los quesos de soya después de 40 d
de maduracion.

El 4cido 3-hexenoico se pude formar a partir de la oxidacion de acido linolénico al
aldehido 3-hexenal y posteriormente, por medio de la enzima aldehido
deshidrogenasa, llevar a cabo la formacion del acido 3-hexanoico (Figura 6.18).
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Figura 6.18 Reacciones enzimaticas que conducen a la formacion de acido 3-
hexenoico. Adaptado de Vong y Liu (2016).

Se puede observar una mayor produccién de acido 3-hexanoico en los quesos de soya
gue fueron adicionados con Propionibacterium freudenreichii. A nuestro conocimiento
no existen reportes que evidencien la produccién de este acido por medio de bacterias
propionicas. Los resultados del presente trabajo indican que Propionibacterium
freudenreichii podria estar sintetizando la enzima aldehido deshidrogenasa, realizando
la conversion de acido linolénico a acido 3-hexenoico, ya que los resultados indicaron
que la presencia de Propionibacterium no mejora el crecimiento de las BAL. Sin
embargo, es necesario realizar investigaciones donde se evalué el efecto individual de
Propionibacterium durante la maduracion de queso de soya y la actividad metabdlica
de estos microorganismos. Lo anterior con la finalidad de evidenciar si
Propionibacterium tiene la capacidad de producir las enzimas implicadas en la
formacion de estos compuestos volatiles y/o se trata de un efecto sinérgico (BAL y
bacterias propionicas).
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6.2.7 Evaluacion sensorial

Los resultados de la aceptacion sensorial de los quesos de soya madurados (40 dias)
y de los quesos del tratamiento control se muestran en el Cuadro 6.14. En general
todas las muestras tenian un valor promedio entre 6 y 7, lo cual, de acuerdo a la escala
heddnica la aceptacion de las muestras estuvo en un rango de: me gusta ligeramente
y me gusta moderadamente. Los resultados del ANOVA indicaron que no existié
diferencia estadistica entre los tratamientos para todos los atributos evaluados en el

analisis sensorial (apariencia, color, aroma, textura, sabor y aceptacion global).

Cuadro 6.14 Analisis sensorial del queso de soya

Trqtamlento/ Apariencia Color Aroma Textura Sabor Aceptacio
Atributo n global
Control 7.2352 7.1762 6.94128 7.2942 6.471%2 6.7652
L. fermentum 7.118& 74122 7.118% 7.3532 7.1762 7.235°2

L. fermentum
+ P. freudenreichii

L. plantarum 7.29428 74122 6.765% 7.4122 7.118% @ 7.2362

L. plantarum =~ o504 ;9402 70592 7.8822 7.5882  7.706@
+ P. freudenreichii

DMS 0.938 0.833 1.143 0.951 1.149 1.00
NC: no cuantificado. El contenido de acido lactico presente en el queso de soya se expresa en
miligramos por gramo de queso (base seca). Los resultados se expresan como medias; cada punto de
datos es el promedio de dos replicas medidas de manera independiente. Las medias en la misma
columna seguidas por diferentes letras mindsculas son significativamente diferentes (p < 0.05) de
acuerdo a la prueba DMS. Las medias en la misma fila seguidas por diferentes letras mayuUsculas son
significativamente diferentes (p < 0.05) de acuerdo a la prueba DMS.

74128 72942 71182 74712 75892 7.706¢%

Serrazanetti et al. (2013) reportaron que los quesos de soya obtenidos mediante la
fermentacion de la leche de soya con L. casei y L. acidophilus, tuvieron una mayor
aceptacion (me gusta mucho) comparado con los quesos de soya del tratamiento
control (me disgusta moderadamente). Sin embargo, en dicho estudio se realizé
unicamente el analisis sensorial Gnicamente con 10 voluntarios pertenecientes a una

universidad de Ciencias de los Alimentos y empleados de una empresa productora de
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tofu, por lo cual es probable que los jueces estuvieran familiarizados con los sabores
y caracteristicas de los quesos de soya. Por otra parte, los resultados de la evaluacion
sensorial podrian atribuirse en parte al umbral sensorial del hexanal, es decir, la
concentracion minima que debe estar presente para dar lugar a la aparicion de una
sensacion (sabor a hierba verde). La concentracion de hexanal en las muestras
obtenidas mediante fermentacion (0.5 ppm) fue mayor al valor reportado para el umbral
sensorial del hexanal. Mizutani y Hashimoto (2014), reportaron el valor del umbral
sensorial del hexanal en leche de soya es de 0.0045 ppm. Ademas, la presencia de
acidos organicos (acido lactico, &cido acético, 4cido hexanoico y acido 3-hexenoico)
tambien pudo tener un efecto en las caracteristicas sensoriales de los quesos de soya.
Otra posible causa es por lo reportado por Pedero y Pangborn (1989) quienes
mencionaron que una de las desventajas en el uso de la escala hedonica para evaluar
preferencias es el uso confuso de la escala y la intensidad del atributo a evaluar,
ademas no proporciona informacion sobre la naturaleza de la diferencia detectada
entre las muestras y por lo tanto, no puede servir de ayuda para identificar la causa de
una mayor o menor aceptacion en el alimento evaluado.

Sin embargo, las muestras del tratamiento control presentaron una menor aceptacion
en sabor y aceptacion global (6.471 y 6.765 respectivamente) comparado con las
muestras obtenidas mediante fermentacion. El aumento en el nivel de aceptacion en
los quesos de soya obtenidos mediante fermentacion con L. fermentum y L. plantarum
podria estar relacionado con el menor contenido de aldehidos principalmente hexanal,
el cual se ha reportado que ocasiona caracteristicas sensoriales poco atractivas (sabor
a hierba verde). La mayor aceptacion en el sabor de las muestras obtenidas mediante
fermentacién podria atribuirse también a la presencia de acido hexanoico y acido 3-
hexenoico (sabor a queso de cabra, producto lacteo). Las muestras que fueron
adicionadas con el cultivo de P. freudenreichii fueron las que presentaron mayor
aceptacion en sabor y aceptacion global, lo cual podria estar relacionado con el
contenido de &cidos organicos, ya que en estas muestras se detectd el mayor

contenido de acido hexanoico y acido 3-hexenoico.
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7. CONCLUSIONES

La fermentacion de leche de soya con Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG vy
Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG redujo el contenido de factores antinutricionales
e incrementd la formacion de compuestos bioactivos, en comparacion de la leche de
soya sin fermentar.

El queso de soya elaborado mediante la fermentacion de leche de soya con
Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG y Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG vy
Propionibacterium freudenreichii como co-cultivo, es un medio propicio para el
mantenimiento de estos microorganismos benéficos y tiene mayor concentraciéon de
compuestos bioactivos, lo que sugiere que podria ser un alimento funcional.

La maduracion de queso de soya con Lactobacillus plantarum BAL-03-ITTG vy
Lactobacillus fermentum BAL-21-ITTG y Propionibacterium freudenreichii puede
utilizarse como una estrategia para aumentar la vida de anaquel, mejorar el perfil de

compuestos volatiles y el nivel de aceptacion de los quesos de soya.
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8. PERSPECTIVAS Y SUGERENCIAS

Caracterizar el crecimiento y la actividad metabolica de P. freudenreichii durante la
fermentacion de la leche de soya, con la finalidad de tener una mejor comprension de
la cinética de crecimiento y las caracteristicas metabdlicas de P. freudenreichii.
Cuantificar el contenido de glucosa, sacarosa, galactosa, rafinosa y estaquiosa
durante la fermentacion de la leche de soya y durante la maduracion del queso de soya
para una mejor comprension del crecimiento microbiano.

Evaluar el efecto individual de la adiccion de P. freudenreichii en las caracteristicas del
gueso de soya, para tener un mayor conocimiento de la actividad metabolica de P.
feudenreichii y su contribucion en el desarrollo de las caracteristicas sensoriales del
queso de soya.

Evaluar el efecto de las condiciones de maduracion (temperatura, tiempo y humedad)
sobre las propiedades fisicoquimicas y sensoriales del queso de soya, para evidenciar
si existen otros factores del proceso que puedan influir en las propiedades
fisicoquimicas de los quesos de soya.

Cuantificar los acidos grasos de cadena corta y larga presentes en los quesos de soya,
con la final de tener una mayor comprensién de la actividad metabolica de los
microorganismos Yy la formacién de los compuestos volatiles durante el proceso de
maduracion.

Realizar la evaluacion sensorial de los quesos de soya con un panel de jueces semi-
entrenados y entrenados, con la finalidad de determinar el perfil sensorial de las

muestras.
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