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TITULO: Caracterizacion del proceso de elaboracion de “yogur de soja”
mediante analisis de imagen por dispersioén laser

RESUMEN:

El creciente interés por productos de origen vegetal ha impulsado el desarrollo de
alternativas a los lacteos tradicionales, como el “yogur de soja”, tanto por motivos
de sostenibilidad como por su percepcién como opcion mas saludable. Aunque su
elaboracién es similar a la del yogur convencional, las diferencias entre materias
primas afectan a propiedades clave como la textura, un parametro fundamental
para la aceptabilidad del consumidor.

El presente estudio tuvo como objetivo caracterizar la evolucion textural de tres
formulaciones de yogur de soja: una sin aditivos, otra con cloruro calcico y otra con
cloruro calcico mas goma xantana, mediante el analisis tradicional con texturometro
y una técnica Optica basada en imagen por dispersion laser que permite realizar un
monitoreo continuo, con el fin de validar esta ultima como alternativa no destructiva
y fiable. Se evaluaron parametros como pH, firmeza y consistencia durante el
proceso de fermentacion y el almacenamiento refrigerado.

Los resultados mostraron que la formulacion con calcio mas goma xantana
presentd la textura mas firme y estable, seguida de la que contenia solo calcio,
mientras que la muestra sin aditivos fue la que mostré una estructura menos
compacta. Ademas, los datos obtenidos mediante analisis de imagen mostraron
una elevada correlacién con los resultados del texturémetro, permitiendo predecir
con precision los parametros texturales a partir de esta técnica. Estos resultados
confirman el potencial del analisis por dispersion laser como herramienta no
invasiva para el control de calidad en productos fermentados de origen vegetal.
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TITOL: Caracteritzacié del procés d’elaboracié de “iogurt de soja” mitjancant
analisi d’imatge per dispersio laser

RESUM:

El creixent interés per productes d'origen vegetal ha impulsat el desenvolupament
d'alternatives als lactis tradicionals, com el iogurt de soja, tant per motius de
sostenibilitat com per la seua percepcidé com a opcidé més saludable. Encara que la
seua elaboracié és similar a la del iogurt convencional, les diferéncies entre
matéries primeres afecten propietats clau com la textura, un parametre fonamental
per a l'acceptabilitat del consumidor.

El present estudi va tindre com a objectiu caracteritzar I'evolucio textural de tres
formulacions de iogurt de soja: una sense additius, una altra amb clorur calcic i una
altra amb clorur calcic més goma xantana, mitjangant I'analisi tradicional amb
texturometre i una técnica optica basada en imatge per dispersio laser que permet
realitzar controls en continu, amb la finalitat de validar esta ultima com a alternativa
no destructiva i fiable. Es van avaluar parametres com pH, fermesa i consisténcia
durant el procés de fermentacié i 'emmagatzematge refrigerat.

Els resultats van mostrar que la formulaci® amb calci més goma xantana va
presentar la textura més ferma i estable, seguida de la que contenia només calci,
mentres que la mostra sense additius va ser la que va mostrar una estructura menys
compacta. A més, les dades obtingudes mitjangant analisis d'imatge van mostrar
una elevada correlacid amb els resultats del texturometre, permetent predir amb
precisio els parametres de textura a partir d'esta técnica. Estos resultats confirmen
el potencial de I'analisi per dispersio laser com a ferramenta no invasiva per al
control de qualitat en productes fermentats d'origen vegetal.

Paraules clau: logurt de soja; alternativa vegetal; fermentacio; textura; analisi
d’imatge; dispersio laser

Autora: Lucia Vicent Ibafiez
Tutor Acadéemic: Prof. D. Raul Grau Mel6
Director Experimental: D. Samuel Verdu Amat
Valéncia, Juliol 2025



TITTLE: Monitoring of “soy yogurt” processing by laser scattering image
analysis

The growing interest in plant-based products has driven the development of
alternatives to traditional dairy products, such as soy yogurt, motivated by both
sustainability concerns and their perception as a healthier option. Although its
production is similar to that of conventional yogurt, differences in raw materials affect
key properties such as texture, a fundamental parameter for consumer acceptance.

This study aimed to characterize the textural evolution of three soy yogurt
formulations—one without additives, one with calcium chloride, and another with
calcium chloride plus xanthan gum—using conventional texture analysis
(texturometer) and an optical technique based on laser backscattering imaging that
perform continuous measurements, with the goal of validating the latter as a reliable
and non-destructive alternative. Parameters such as pH, firmness and consistency
were evaluated during fermentation and refrigerated storage.

The results showed that the formulation with calcium and xanthan gum exhibited the
firmest and most stable texture, followed by the one containing only calcium, while
the sample without additives showed the least compact structure. Moreover, the
data obtained through image analysis showed a strong correlation with the results
from the texturometer, enabling accurate prediction of textural parameters using this
technique. These findings confirm the potential of laser backscattering analysis as
a non-invasive tool for quality control in fermented plant-based products.

Keywords: Soy yogurt; plant-based alternative; fermentation; texture; image
analisis; laser diffraction
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1. RELACION DEL TRABAJO CON LOS OBJETIVOS DE DESARROLLO

SOSTENIBLE DE LA AGENDA 2030

Tabla 1. Relacion Objetivos de Desarrollo Sostenible

Objetivo de Desarrollo Sostenible Alto Medio | Bajo | No procede
ODS 1. Fin de la pobreza X
ODS 2. Hambre cero X

ODS 3. Salud y bienestar X

ODS 4. Educacion de calidad X
ODS 5. Igualdad de género X
ODS 6. Agua limpiay saneamiento X

ODS 7. Energia asequible y no X
contaminante

ODS 8. Trabajo decente y crecimiento X

econdémico

ODS 9. Industria, innovacién e X

infraestructuras

ODS 10. Reduccion de las desigualdades X
ODS 11. Ciudades y comunidades X
sostenibles

ODS 12. Producciény consumo X

responsables

ODS 13. Accién porelclima X

ODS 14. Vida submarina X
ODS 15. Vida de ecosistemas terrestres X
ODS 16. Paz, justicia e instituciones X
solidas

ODS 17. Alianzas para lograr objetivos. X




Este proyecto contribuye al cumplimiento de 3 Objetivos de Desarrollo Sostenible
(ODS):

ODS 3. Salud y bienestar

Este ODS busca garantizar una vida sana y promover el bienestar para todos en
todas las edades. El presente trabajo contribuye a este objetivo mediante el
desarrollo de un alimento vegetal fermentado a base de soja, con potenciales
beneficios nutricionales, especialmente para personas con intolerancia a la lactosa,
alergias a proteinas lacteas o que siguen dietas vegetarianas o veganas. De este
modo, se ofrece como una alternativa saludable que favorece el acceso a una
alimentacion segura y adaptada a diferentes necesidades. La soja, como materia
prima, es un alimento funcional rico en proteinas completas, fibra dietética,
vitaminas, minerales y compuestos bioactivos con efectos positivos sobre la salud
cardiovascular y metabodlica. Ademas, a lo largo del TFG se han evaluado
parametros como el pH, la textura y la sinéresis, para garantizar un producto
estable, seguro y sensorialmente aceptable para el consumidor.

ODS 9. Industria, innovacion e infraestructuras

Este ODS incluye como objetivo: “Fomentar la innovacién, aumentar la
investigacion cientifica, mejorar las infraestructuras tecnoldgicas e industriales...”.

El trabajo incorpora un enfoque novedoso para la evaluacién de la textura del yogur,
utilizando técnicas de analisis de imagen combinadas con iluminacion laser. Esta
metodologia ofrece una via alternativa a los métodos convencionales, con potencial
para optimizar los procesos de control de calidad en la industria alimentaria. La
integracion de este tipo de herramientas tecnoldgicas no solo favorece la mejora de
la precision de los analisis, sino que también impulsa la adopcidén de soluciones
innovadoras aplicables a otros productos y entornos de investigacion. De esta
forma, se contribuye a fortalecer las infraestructuras cientifico-tecnologicas dentro
del ambito agroalimentario, alineandose con el objetivo de promover una industria
mas avanzada y basada en el conocimiento.

ODS 12. Produccién y consumo responsables

La elaboracion de un yogur vegetal responde a la creciente demanda de productos
mas sostenibles y con menor impacto ambiental que los de origen animal. El uso
de materia prima vegetal, como la soja, permite reducir la huella ecoldgica en
términos de emisiones de gases de efecto invernadero, consumo de agua y uso del
suelo. Ademas, el estudio de la estabilidad del producto durante el almacenamiento
contribuye a optimizar su vida util y a minimizar el desperdicio alimentario,
alineandose con los principios de una produccion responsable.



2. INTRODUCCION

El yogur es un producto lacteo fermentado ampliamente consumido por su valor
nutricional y beneficios para la salud, como la mejora de la digestién, la actividad
antimicrobiana o la reduccion del colesterol. Su alto contenido proteico y la
presencia de aminoacidos esenciales lo convierten en un alimento funcional muy
valorado (Chandan, Gandhi, & Shah, 2017). Se define como “el producto de leche
coagulada obtenido por fermentacion lactica mediante la accidén de Lactobacillus
delbrueckii subsp. Bulgaricus y Streptococcus thermophilus (...) con o sin la adicién
de otros ingredientes lacteos” (Real Decreto 271/2014, 2014).

Durante este proceso de fermentacion, los microorganismos transforman la lactosa
en acido lactico, lo que provoca una disminucion progresiva del pH, desde
aproximadamente 6,7 hasta valores en torno a 4,5. Esta acidificacién reduce la
carga negativa de las micelas de caseina, lo que disminuye la repulsion
electrostatica y favorece las interacciones hidrofébicas y de atraccion entre
proteinas que da lugar a la gelificacidén de la leche, confiriéndole al yogur su textura
semisolida caracteristica (Lee & Lucey, 2010).

Sin embargo, en muchos paises occidentales se ha registrado una disminucion
notable en el consumo de productos lacteos tradicionales, tanto por cambios en los
habitos alimentarios como por una percepciéon cada vez mas critica hacia estos
alimentos. Una de las razones de este descenso en el consumo lacteo esta
vinculada a cuestiones de salud, siendo la intolerancia a la lactosa una de las mas
prevalentes a nivel mundial, afectando a una gran parte de la poblacién. Esta
condicion puede provocar molestias gastrointestinales como hinchazén, diarrea o
dolor abdominal. Ademas, la alergia a las proteinas de la leche de vaca representa
otro factor relevante, ya que puede desencadenar reacciones alérgicas que, en
algunos casos, son potencialmente graves (Harper et al., 2022; Islam et al., 2021).

Otro motor importante de este cambio es la creciente preocupacion por el impacto
ambiental y ético asociado a la ganaderia lechera. Este tipo de produccion
contribuye de forma significativa a las emisiones de gases de efecto invernadero,
al consumo excesivo de agua y a la degradacién del suelo, lo que ha despertado
una mayor conciencia medioambiental entre los consumidores. A ello se le suma la
inquietud por el bienestar animal, cada vez mas presente en las decisiones de
compra de muchos individuos. Todos estos factores, asi como una nueva
percepcion creciente de que la leche es un alimento “poco saludable”, estan
llevando a muchas personas a buscar alternativas vegetales. Estas alternativas se
perciben como opciones mas naturales, menos procesadas y mas alineadas con
estilos de vida saludables, activos o veganos (Harper et al., 2022; McCarthy et al.,
2017).



Las bebidas vegetales requieren menos energia para su elaboracion y generan
menores emisiones de gases de efecto invernadero por gramo de proteina en
comparacion con las leches animales (Gonzalez et al., 2011), lo que las posiciona
como una alternativa interesante para quienes buscan reducir su impacto
ambiental. Asimismo, se tratan de una opcion adecuada para individuos con
restricciones médicas, ya que carecen de lactosa y de los principales alérgenos
presentes en la leche de vaca (Wang et al., 2023). Por lo general, presentan un
menor contenido graso, destacando su bajo nivel de grasas saturadas, lo cual las
convierte en una alternativa interesante para quienes buscan reducir la ingesta de
este tipo de lipidos. Ademas, estas bebidas pueden ser formuladas para incluir fibra
dietética, lo que aporta beneficios nutricionales adicionales ausentes en la leche de
origen animal (Makinen et al., 2016; Clegg et al., 2021).

En funcion de su materia prima, las bebidas vegetales sustitutivas de la leche
pueden clasificarse en cinco grandes grupos: cereales, leguminosas, frutos secos,
semillas y pseudocereales (Silva, Silva y Ribeiro, 2020). Dentro de estas, la bebida
elaborada a partir de soja representa la alternativa vegetal mas consumida, dado
que esta leguminosa constituye una fuente nutricionalmente destacada por su
elevado contenido en proteinas, lipidos, fibra, vitaminas y minerales. Cabe sefalar
que la proteina de soja es la unica proteina vegetal completa equiparable a las
proteinas de origen animal, debido a su perfil de aminoacidos (Clegg et al., 2021).
La soja contiene cantidades apreciables de acidos grasos poliinsaturados, como el
acido linoleico y el acido linolénico, junto con diversos compuestos fitoquimicos de
interés bioldgico, entre los que se incluyen acidos fendlicos, isoflavonas, saponinas
y fitoesteroles, asociados con efectos beneficiosos como la disminucion de los
niveles de colesterol y la reduccion del riesgo de enfermedades cardiovasculares
(Nakatani et al.,2018; Sethi et al., 2016).

Sin embargo, a pesar del notable crecimiento global del mercado de bebidas de
origen vegetal, que en los ultimos afos ha superado en lanzamientos a los
productos lacteos tradicionales como la leche de vaca, estas alternativas continian
enfrentandose a importantes limitaciones. Uno de los principales desafios radica en
sus propiedades sensoriales, frecuentemente percibidas como inferiores en
comparacion con sus equivalentes de origen animal, lo que repercute
negativamente en su aceptacion por parte del consumidor (Jaeger, Dupas de
Matos, Oduro, & Hort, 2024). En el caso especifico de la bebida de soja, se ha
reportado la presencia de sabores caracteristicos a “frijol” o “pintado”, derivados de
la actividad enzimatica de la lipoxigenasa, que generan rechazo (Jaeger &
Giacalone, 2021).

Esta brecha sensorial se acentua particularmente en productos vegetales que
buscan replicar matrices lacteas consolidadas, como el yogur. Los consumidores
tienden a tener expectativas sensoriales predefinidas, en términos de apariencia,
olor, sabor y textura, que los productos vegetales no siempre logran satisfacer. Asi
lo demuestran estudios comparativos en los que tanto adultos como nifos



mostraron una clara preferencia por la leche de vaca sin lactosa frente a su
alternativa de soja (Jaeger & Giacalone, 2021).

Otro aspecto a considerar es que las alternativas a la leche de origen vegetal, como
la soja, generalmente presentan un contenido mineral significativamente inferior al
de la leche de vaca. Por este motivo, es habitual que se fortifiquen con el objetivo
de mejorar su perfil nutricional y poder emplearse como sustitutos de la leche
(Jaeger et al., 2024). Un ejemplo claro es el calcio, un nutriente esencial para el
crecimiento y el desarrollo, cuya principal fuente dietética son los productos lacteos.
Aunque la leche de soja contiene cantidades equivalentes de proteinas a la leche
de vaca, solo aporta una quinta parte del calcio. Por ello, la fortificacion con este
mineral se ha convertido en una practica comun en la preparacion de bebidas
vegetales para asegurar a los consumidores que alcancen sus necesidades
nutricionales y reduzcan la necesidad de suplementos (Sethi et al. 2016). Es mas,
un estudio reciente sefald que la bebida de soja fortificada con calcio es la que
presenta una mayor similitud con la leche de vaca en cuanto a su composicién de
macronutrientes, como proteinas, carbohidratos y grasas (Silva, Silva y Ribeiro,
2020).

En este contexto, el objetivo de lograr productos de origen vegetal que se asemejen
lo maximo posible a los yogures tradicionales, tanto nutricional como
organolépticamente, ha llevado a la necesidad de modificaciones en las
formulaciones y la implementacién de nuevos procesos tecnoldgicos, como la
adicion mineral de calcio mencionada anteriormente o el control preciso de las
condiciones de fermentacién para optimizar la textura, estabilidad y perfil nutricional
de estos productos. Estas mejoras han hecho que sea tal la similitud de los
productos de origen vegetal con el yogur, que la Unidn Europea legislase
reservando el término “yogur” para aquellos productos lacteos de origen animal, si
bien los consumidores seguimos refiriéndonos a este tipo de productos como “yogur
de...”, en este caso de soja.

No obstante, en aras de mejorar el control de los procesos productivos, desarrollar
nuevos productos y optimizar el procesado, cambios que pueden influir en la
estructura del gel, la disponibilidad de nutrientes o las propiedades sensoriales del
producto, se hace necesario desarrollar herramientas que puedan evaluar de
manera rigurosa su evolucion durante el procesado y comprender el impacto de
estas modificaciones para garantizar la calidad del producto y la aceptaciéon del
consumidor (Sethi et al. 2016).

Existen multiples técnicas destinadas a la evaluacion de los procesos involucrados
en la elaboracion de alimentos, como puede ser del yogur. Estas técnicas pueden
clasificarse, de forma general en destructivas y no destructivas. Tradicionalmente,
los métodos mas empleados han sido de caracter destructivo, ya que requieren la
alteracion o el muestreo directo del sistema, lo que limita su aplicabilidad en lineas
de produccién continua (Marti Sala, 2021).



En la actualidad, el desarrollo de tecnologias analiticas mas avanzadas ha
impulsado el interés por métodos no destructivos, los cuales permiten una
monitorizacion en linea sin interferir en el proceso. La implementacién de estas
técnicas ha contribuido a mejoras significativas en aspectos como la seguridad
alimentaria, la eficiencia econdmica y la optimizacion temporal. Entre las técnicas
no destructivas mas utilizadas se encuentran los sistemas basados en la variacién
de conductividad, el uso de ultrasonidos, la impedancia acustica y el analisis de
imagen (Verdu, Barat, & Grau, 2019).

En particular, el analisis de imagen constituye una herramienta altamente versatil,
con un amplio abanico de técnicas debido a la posibilidad de combinar distintos
elementos Opticos y configuraciones. Entre sus principales ventajas destacan su
elevado grado de automatizacién y la capacidad para realizar analisis in line, lo que
facilita su integracion directa en procesos industriales sin interferir en el flujo de
produccion. Estas técnicas permiten, ademas, la deteccion simultanea de multiples
propiedades fisicas o estructurales del producto. El analisis de imagen puede
utilizarse de forma independiente o en combinacion con otras tecnologias basadas
en principios distintos, incrementando asi su aplicabilidad.

Dentro del conjunto de técnicas Opticas aplicadas a sistemas alimentarios se
incluyen desde meétodos basados en colorimetria, hasta aquellos que analizan
parametros épticos como la transmitancia, la absorbancia o la reflectancia de la luz.

Una de las técnicas no destructivas mas prometedoras para monitorizar la
formacién de gel en yogures vegetales es el analisis de imagen por dispersion laser,
conocida como “Light Backscatter”. El procedimiento consiste en dirigir un haz de
luz coherente (laser) sobre la muestra, al interactuar con la matriz del alimento, la
luz se dispersa y genera un patron de difraccion caracteristico. Mediante camaras
0 sensores digitales se capturas imagenes de ese patrdn, del cual se extraen
descriptores numéricos, como la intensidad. La luz transmitida aporta informacién
sobre la morfologia interna del gel, mientras que los fotones retrodispersores
reflejan cambios en la microestructura y la turbidimetria del sistema (Vicens Mira,
2019).

La versatilidad del analisis de imagen por dispersion laser ha permitido su
aplicacién en multiples campos. En el ambito médico, empleado para la
determinacién del volumen y concentracion de hemoglobina, asi como en
odontologia para la deteccion de caries. En el sector agroalimentario, se ha utilizado
para estimar parametros de calidad como el contenido en solidos solubles y la
firmeza en manzanas, asi como para monitorizar el proceso de cuajado en la
elaboracion de quesos (Vicens Mira, 2019).

En conjunto, el método ofrece varias ventajas clave: es completamente no
destructivo, captura grandes volumenes de datos de forma rapida y simultanea, y
presenta un coste relativamente bajo frente a otros sistemas de alta precision. Estas
caracteristicas lo convierten en una herramienta idonea para evaluar la evolucion
textural de los yogures de soja durante la fermentacion.
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Asi, y en base a lo expuesto, resulta interesante considerar su posible aplicacion
en el control no destructivo, e incluso en linea, de procesados de bebidas vegetales,
como el “yogur de soja”.

3.

3.1.

OBJETIVOS

Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo es evaluar si la técnica de analisis de imagen
basada en la dispersion laser puede ser utilizada como herramienta no destructiva
que en continuo pueda monitorizar y caracterizar la textura de productos generados
a partir de bebidas vegetales como los comunmente denominados “yogures de

soja”.

3.2.

Objetivos especificos

Como obijetivos especificos en este estudio se encuentran:

Evaluar la evolucioén textural de tres formulaciones de yogur de soja tanto
durante el proceso de fermentacién como a lo largo de su almacenamiento
en refrigeracion.

Comparar el efecto del calcio y la goma xantana sobre la firmeza y la
consistencia del yogur vegetal. Analizar su influencia permitira determinar en
qué medida contribuyen a mejorar la estructura del yogur de soja, y si su uso
combinado o individual aporta ventajas significativas en comparacion con la
formulacién control, que no contiene estos aditivos.

Valorar la utilidad del analisis de imagen por dispersion laser como
herramienta para el seguimiento del proceso de gelificacion en productos
fermentados como el yogur vegetal. Evaluar su aplicabilidad en este tipo de
matrices puede contribuir a validar su uso como alternativa eficiente y
precisa frente a métodos tradicionales, especialmente en el control de
calidad y el desarrollo de nuevos productos en la industria alimentaria.
Correlacionar los resultados obtenidos mediante técnicas tradicionales de
analisis de textura, como el texturémetro, con los datos generados a partir
del analisis de imagen por dispersion laser. Establecer dicha correlacion es
fundamental para validar la capacidad del analisis por imagen como
herramienta util en la caracterizacion textural de productos fermentados de
origen vegetal.



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materia prima

Para la realizacion del presente estudio se empled una bebida comercial ecoldgica
de soja sin azucares ni sal anadidos, y sin aditivos, obtenida en un supermercado
local (Consum). Segun la informacion presente en el etiquetado, esta contenia agua
y haba de soja ecologia (14,5%). Como indculo se utilizdé un postre fermentado de
soja (“yogur de soja sin azucar”) obtenido en un supermercado local (Mercadona),
el cual y segun su etiquetado contenia fermentos bifidus y acidophilus.

Ademas, para desarrollar las diferentes formulaciones, se utilizaron los aditivos
goma xantana (Scharlab) y cloruro calcico (Scharlab).

4.2. Proceso elaboracién yogur

Para la elaboracién del producto, se mezclaron la bebida vegetal, una vez
precalentada a unos 40 °C y el fermento comercial de soja en una proporcion de
100 g de fermento por cada L de bebida de soja.

La mezcla inoculada se homogeneizo y se distribuyd en dos tipos de envases, aquel
que contendria la muestra para ser evaluada mediante la técnica laser (recipiente
tradicional de yogur) y aquellos destinados a las medidas de textura mediante
texturometro. En este ultimo caso se utilizaron recipientes transparentes de 28 mm
de diametro y 50 mm de atura en los que se introdujo 30 mL por unidad. Una vez
rellenados todos los envases, en el caso de aquellos destinados a las medidas de
textura se colocaron en un bafio termostatado a 42 °C, donde permanecieron hasta
alcanzar un pH final de 4,5, momento en el cual se consider¢ finalizado el proceso
de fermentacion y formacion del yogur (Penna et al., 2007; Saint-Eve et al., 2008).
En el caso de la muestra evaluada por laser, esta se incorpord en el equipo de
medida el cual estaba también termostatado a 42 °C, realizandose una medida en
continuo hasta la llegar al mismo pH. Este protocolo se aplicé a la formulacién
control (C), sin aditivos.

Con el objetivo de evaluar el efecto de la presencia de calcio en la estabilidad del
gel, se elabord una segunda formulacion (Ca) en la que se incorpord cloruro calcico
(0.06 %). Este se disolvié en la bebida vegetal tras su precalentamiento y, a
continuacion, se incorporé el inéculo, siguiendo el mismo procedimiento descrito
anteriormente (Yazici, Alvarez, & Hansen, 2006).

Por ultimo, con la finalidad de contrarrestar el posible efecto desestabilizante que
la presencia de calcio podria tener sobre el producto, se desarroll6 una tercera
formulacion (Gx), en la cual se afiadié goma xantana (0.005 %) junto con el cloruro
calcico. El objetivo era analizar su posible sinergia en la formacién del gel y en la
mejora de la textura final del producto (El-Sayed, Abd EI-Gawad, Murad, & Sallam,
2002).



Ademas del estudio durante el cuajado del “yogur de soja” también se evalu6 su
estabilidad en refrigeracion aproximadamente a 3 °C. Para ello se prepararon
muestras (C, Ca y Gx) en ambos tipos de recipientes las cuales fueron evaluadas
tanto texturalmente como mediante la técnica laser al dia siguiente de la
elaboracién (dia 1), a los cinco dias y a los siete dias. El objetivo fue estudiar la
evolucion de parametros que permitan valorar la estabilidad del producto a lo largo
del tiempo de almacenamiento en funcion de la incorporacion de Ca y Ca + Gx.

4.3. Determinacion carga microbiolégica del fermento

Con el objetivo de evaluar la cantidad de microorganismos viables presentes en el
inoculo utilizado para la elaboracion del yogur de soja y su estabilidad a lo largo del
periodo de comercializacion, se realizd una determinacion de la carga microbiana
el dia de compra (con el mayor numero de dias de comercializacion) y el dia de
fecha de caducidad.

Para el analisis microbioldgico se utilizaron tres medios de cultivo: M17 (selectivo
para Streptococcus thermophilus), MRS (especifico para Lactobacillus delbrueckii
subsp. bulgaricus) y PCA (Plate Count Agar), este ultimo como medio general para
el recuento de bacterias aerobias mesdfilas. Todos los medios fueron preparados
en autoclave siguiendo las indicaciones del fabricante.

De cada tipo de yogur (dia de compra y fin de comercializacidn) se realizaron dos
repeticiones. Se pesaron 10 gramos de muestra y se depositaron en bolsas
estériles de Stomacher, afiadiendo posteriormente 90 mL de agua de peptona
estéril (1:10). Las muestras fueron homogeneizadas durante 1 minuto mediante un
equipo Stomacher. A partir del homogenizado inicial se realizaron diluciones
decimales seriadas hasta 1078, utilizando tubos con 9 mL de agua de peptona estéril
y transfiriendo 1 mL de cada dilucién al siguiente tubo.

Las siembras se realizaron a partir de las diluciones 1074, 107 y 107® mediante la
técnica de vertido en profundidad (pour plate). Para ello, se colocé 1 mL de cada
dilucion en placas Petri estériles, a las que se afladio el medio fundido y atemperado
correspondiente. Tras una adecuada homogeneizacion, las placas se dejaron
solidificar y se incubaron en posicidén invertida. Las placas con medio PCA se
incubaron a 30 °C durante 48 horas, mientras que las correspondientes a MRS y
M17 se incubaron a 37 °C durante el mismo periodo, en condiciones aerobias.

Una vez finalizado el periodo de incubacién, se procedié al recuento de colonias
desarrolladas en las placas, seleccionando aquellas en las que el crecimiento
permitia una cuantificacion clara y precisa. El numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por gramo de muestra se calculd teniendo en cuenta el factor de
dilucion correspondiente. Los resultados obtenidos se expresaron en log UFC/g y
se recogen en la Tabla 2. Como puede observarse, los resultados fueron constantes
durante toda la fase de comercializacion lo cual permitia poder utilizar estos como
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fermentos a lo largo de este periodo, siendo la dosis, como se ha comentado
anteriormente de 100 g de fermento por cada L de bebida de soja.

Tabla 2. Recuento microbioldgico (log UFC/g) de estreptococos, lactobacillus y
aerobios totales en muestras de yogur de soja dentro y fuera de su fecha de
consumo preferente.

Estreptococos Lactobacilos Aerobios totales
(log UFC/g) (log UFC/g) (log UFC/g)
Yogur dia de compra 8,281 5,837 6,267
Yogur fin 8,427 5,804 5,929
comercializacion

4.4. Medicion del pH

La determinacion del pH se realizdé con la finalidad de evaluar la evolucion del
proceso de fermentacion en las distintas formulaciones de yogur de soja. El pH es
un parametro clave, ya que su disminucién progresiva indica un aumento de la
acidez debido a la actividad metabdlica de las bacterias lacticas. Esta acidificacion
esta directamente relacionada con la desestabilizaciéon de las proteinas y la
formacion de la red gelificada responsable de la textura final del producto. Por tanto,
el seguimiento del pH permitié establecer el punto de finalizacion del proceso
fermentativo (Lee & Lucey, 2010).

La evolucién del pH durante el proceso de fermentacion se monitorizé mediante un
pHmetro Mettler Toledo SevenEasy, realizando mediciones periddicas cada 15-20
minutos hasta alcanzar un valor final de pH 4,5 que marcé el final del proceso de
gelificacion del yogur (Penna et al., 2007; Saint-Eve et al., 2008).

4.5. Determinacion de la textura

El analisis de textura se llevd a cabo utilizando un texturémetro TA.XTplus (Stable
Micro Systems), equipado con una célula de carga de 50 kg. Se empled un disco
cilindrico de retroextrusion (25 mm de diametro) que ejercia compresion sobre la
superficie del producto a una velocidad de 1,00 mm/s. Este analisis se realizd en
momentos concretos a lo largo del proceso de fermentacion, permitiendo evaluar la
evolucion textural del gel, aunque no de forma continua. También se aplicé durante
el periodo de almacenamiento del producto, realizandose medidas a las 24 horas
de la elaboracién, a los cinco dias y a la semana, siguiendo el mismo protocolo
empleado durante la fermentacion. Cada punto de analisis se midid por triplicado,
con el objetivo de aumentar la representabilidad de los datos obtenidos.
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Para la adquisicion y tratamiento de los datos se utilizé el software Exponent Stable
Micro Systems (Version 6,2,4,0), el cual permitié obtener parametros fisicoquimicos
como fuerza maxima (N) y fuerza minima (N), asi como el area positiva (N*s) y area
negativa (N*s), los cuales se correlacionan con la firmeza, la cohesion, la
consistencia y el indice de viscosidad, respectivamente (Mazurkeviciuté, Matulyte,
& Zilius, 2022).

4.6. Determinacion de la sinéresis durante el almacenamiento

Como parametro de estabilidad, se evalud la sinéresis o separacion del suero,
entendida como la expulsion de la fase liquida desde la matriz del gel. Se trata de
un defecto tecnoldgico relevante en los productos fermentados de base lactea vy,
por extension, en alternativas vegetales como el yogur de soja.

Para la determinacién de la sinéresis se emple6 una balanza analitica (Sartorius),
con la que se registré en primer lugar el peso del yogur con el suero presente en
su superficie. A continuacion, se retir6 cuidadosamente el liquido superficial
mediante una jeringa de aguja vy, finalmente, se volvié a pesar la muestra. De este
modo, la sinéresis se cuantific6 como la diferencia de peso entre ambas
mediciones.

4.7. Analisis 6ptico mediante transmisioén laser

El sistema optico empleado se disefid con el fin de monitorizar de forma no
destructiva y continua la evolucién del cuajado del yogur vegetal durante su
fermentacién. El dispositivo constaba de una camara digital (Logitech C922 Pro
Steam Webcam) para la captura de imagenes, un laser de luz roja (650 nm, 50 mW
de potencia y 3 mm de diametro), y un soporte que permitia la correcta colocacién
del envase con el yogur a analizar (Figura 1 A).

Este soporte incorporaba un sistema de recirculacion de agua caliente mediante
una bomba, que permitia mantener la muestra a una temperatura constante de 42
°C durante todo el proceso de fermentacion.

El conjunto del sistema se ubicd en el interior de una cabina oscura, disefiada para
eliminar cualquier interferencia proveniente de fuentes externas de luz y garantizar
asi condiciones de analisis estables. El laser se situé por debajo del soporte,
proyectando el haz verticalmente a través del centro de la muestra, mientras que la
camara se posiciono directamente encima, alineada con el puntero laser y el
soporte de la muestra (Figura 1 A). La distancia entre el laser y la muestra fue de
20 cm y entre la camara y muestra, de 15 cm.



Durante la fermentacion, se capturaron imagenes de video de manera continua, lo
que permitio registrar en tiempo real la evolucidon de la interaccion de la luz laser
con la matriz del producto.

B1 Intensidad B3

Céamara

S N (Iﬂi HU{USP
15cm -

- Mueptra
Canisa termostatada
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20 cmp -
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Laser

B4
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EE]
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pH
—Pixel1 —Pixel110 = Pixel150 - Pixel 170 ~ Pixel 200

Figura 1. (A) Dispositivo de captura de imagen de dispersion laser. (B) Extraccion
y procesado de datos.

4.8. Procesado de imagenes y datos

Los datos obtenidos a partir de las imagenes se analizaron con el fin de estudiar la
evolucion de la intensidad luminosa generada por el laser al atravesar la matriz del
producto durante el proceso de fermentacion. A medida que avanza la formacion
del gel, los sistemas proteicos presentes en la soja comienzan a agregarse, dando
lugar a una estructura mas densa y opaca. Este fendmeno reduce la transmision
de luz a través del medio debido al incremento de la dispersion y la absorcion, lo
que se refleja en una disminucion progresiva de la intensidad captada por la
camara. Este comportamiento 6ptico ofrece una herramienta no invasiva para
monitorizar la evolucién estructural del yogur, permitiendo explorar la posible
correlaciéon entre la atenuacion de la senal luminosa y los cambios texturales del
producto.

Para el procesamiento de las imagenes, los videos fueron segmentados
obteniéndose una imagen cada 20 s. Con este proceso se reduce el volumen de
informacion que se tiene que procesar. Obtenidas las imagenes se formo un stack
con ellas (Figura 1 B1) al que se le seleccion6 una linea de pixeles como si se
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realizase un corte transversal, situado en la zona central de la muestra (Figura 1
B2). Mediante esta accion se pretende reducir mas aun la cantidad de informacion
a procesar. Esta linea de pixeles obtenida a lo largo del proceso de cuajado
representa la evolucion que sufren estos durante el proceso (Figura 1 B3) y que se
definen como espectro de intensidad a cada tiempo. De este espectro, y con el fin
de evaluar de una forma visual como evolucionan los pixeles a lo largo del cuajado,
se seleccionaron ciertos pixeles. Estos fueron el pixel 1, 110, 150, 170 y 200, siendo
este ultimo el pixel situado en la region central (Figura 1 B4)

Para extraer los datos de las imagenes de video se utilizo el programa Imaged Fiji,
un software de cddigo abierto que permite procesar y analizar secuencias de
imagenes y videos de forma precisa y eficiente.

4.9. Analisis estadistico

Para la realizacion del trabajo se realizaron 4 réplicas, siendo el numero de
muestras evaluadas en cada punto de toma de muestra, y para cada tipo de yogur,
de 3. En el analisis estadistico de los datos obtenidos, se utilizaron diferentes
técnicas dependiendo del tipo de informacion y de los objetivos planteados.

En primer lugar, para comparar las medias de los valores pH y de los distintos
parametros fisicoquimicos (firmeza, consistencia, cohesion y indice de viscosidad),
medidos en las muestras de yogur de soja, tanto durante el cuajado como durante
el almacenamiento, asi como de la sinéresis, se aplicé un analisis de varianza
(ANOVA) con un nivel de significancia de 0,05. Cuando se encontraron diferencias
significativas entre las medias, se llevo a cabo una comparacién multiple mediante
el test de diferencia significativa mas pequefia (LSD), para identificar qué grupos
eran estadisticamente diferentes. Estos analisis se realizaron utilizando el software
Statgraphics Centurion 18.

Por otro lado, para el analisis de los datos obtenidos mediante la técnica de imagen
laser, que genera una gran cantidad de informacién debido al nimero de pixeles y
al tiempo de registro, en un inicio se aplicd un Analisis de Componentes Principales
(PCA), el cual reduce las dimensiones de las variables perdiendo la menor cantidad
de informacion, obteniendo nuevas que son combinacion de las anteriores,
denominadas componentes, y encontrando direcciones en el espacio que
maximicen la varianza (Trecet, y col., 2019). En esta accion se pretendio evaluar
de forma global la evolucion de la sefial laser en los tres tipos de yogur de soja a lo
largo del cuajado. Se trabajé con el espectro completo y sin diferenciar las
formulaciones con el fin de reducir la dimensionalidad del conjunto de datos y
visualizar agrupamientos espontaneas entre las distintas formulaciones,
detectando asi relaciones o patrones entre las muestras. Previamente al PCA, se
normalizaron los espectros laser con el fin de eliminar efectos asociados a las
diferencias iniciales dentro de cada formulacion y poder analizar la posible variacion
dependiente de la formulacion. Los valores medios de las PCs entre las diferentes
formulaciones a diferentes tiempos del cuajado también se evaluaron mediante el
test ANOVA.
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Este mismo procedimiento se realiz6 para las muestras en refrigeracion durante 1,
5y 7 dias.

Finalmente, para evaluar la relacién entre los datos laser y los parametros de
textura, y en su caso poder obtener un modelo predictivo, se desarrollaron modelos
matematicos empleando el modelo de regresion “Super Vector Machine” (SVM) el
cual permite capturar relaciones no lineales. Los resultados se evaluaron en
términos del coeficiente de calibracion (C) y de validacién cruzada (CV).

Tanto el preprocesado de datos como los modelos multivarienates PCA'y SVM se
realizaron empleando el paquete informatico PLS Toolbox, 6.3 (Eigenvector
Research Inc., Wenatchee, Washington, EE. UU.), una extensiéon de la caja de

herramientas en el entorno computacional Matlab 7.6 (The Mathworks, Natick,
Massachusetts, EE. UU.).

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1. Caracteristicas fisicoquimicas

5.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas durante el cuajado

La evolucién del pH para las tres formulaciones a lo largo del proceso de

fermentacién, asi como la velocidad a la que se produce este cambio (primera
derivada), se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Evolucion de la acidez del yogur medida a través del pH. (A) Disminucién
del pH a lo largo del tiempo para cada formulacion, incluyendo el ajuste modelizado

de la curva. (B) Primera derivada del pH (dpH) en funcion del valor de pH, como
estimacion de la velocidad de acidificacion.

Como se observa en la Fig. 2A, dicha evolucion fue muy similar para las tres
formulaciones (C, Ca y Gx), produciéndose un descenso del pH practicamente a la
misma velocidad en los tres casos. Este resultado estaria evidenciando la no
influencia del calcio y la goma en el desarrollo de los microorganismos
fermentativos, siendo el sustrato fermentable comun en todas ellas, lo que implica
que la actividad de las bacterias responsables del proceso se desarrollé de forma
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comparable. En términos generales, la fermentacién se inicié con valores de pH
cercanos a 6,5 y, tras aproximadamente 250-270 minutos, se alcanzé un pH de 4,5,
valor que marco el final del proceso fermentativo y la formacién del gel
caracteristico del yogur. Tanto el valor de tiempo total invertido como el valor de pH
final alcanzado fueron similares a los observados por otros investigadores en
yogures de leche (Sfakianakis et al., 2015)

En la Fig. 2B se representa la primera derivada (dpH) en funcién del valor de pH,
como estimacién de la velocidad a la que se produce dicha variacion. Se observa
que el cambio mas importante ocurre en torno a pH=5,8, donde el valor de dpH
alcanz6 el punto de inflexiéon. Este punto coincide aproximadamente con los
primeros 100 minutos de fermentacion y marca el momento de mayor velocidad de
acidificacién (Sfakianakis et al., 2015). Por tanto y de forma similar a la de la leche,
los componentes de la leche de soja fomentaron el crecimiento de bacterias
especificas generando el cuajado de esta (Gou & Yang, 2015).

Las propiedades mecanicas; firmeza, consistencia, cohesion e indice de
viscosidad, relacionadas con la textura del yogur durante su etapa de cuajado y
evaluadas mediante el ensayo de extrusion se presentan en la Figura 3.
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Figura 3. Evolucién de los parametros texturales en funcion del pH durante la
fermentacion para las tres formulaciones. (A) Firmeza; (B) Consistencia; (C)
Cohesioén; (D) Indice de viscosidad.

Como se observa en las Figuras 3Ay 3B, tanto la firmeza como la consistencia del
yogur aumentaron progresivamente a medida que disminuia el pH y avanzaba el
tiempo de fermentacion. Este comportamiento se atribuye a la desnaturalizacion de
las proteinas de la bebida de soja y a la formacion de una red tridimensional que
confiere estructura al gel, proceso que se intensifica conforme se alcanza el punto
isoeléctrico de las proteinas, favoreciendo la agregacion proteica y el desarrollo de
la textura caracteristica del yogur (Lucey & Singh, 1997). En efecto, las dos
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proteinas mas importantes, que pueden separarse mediante ultracentrifugacion, en
la leche de soja son la glicinina (11S), con un punto isoeléctrico cercano a 5, y la -
conglicinina (BCG, 7S), compuesto por las subunidades o', a y B, con puntos
isoeléctricos de 4,90, 5,18 y 5,66-6, respectivamente (Pizones Ruiz-Henestrosa et
al., 2009; Mulalapele & Xi, 2021). Estas proteinas constituyen aproximadamente el
30 % y el 40 % del total de proteinas de soja, respectivamente (Qin, Wang, & Luo,
2022). Por lo tanto, el descenso del pH provoca su desnaturalizacion y formacién
de la red tridimensional. Ese reordenamiento de las proteinas se daria
fundamentalmente a pH en torno a 5,8, como se ha observado en el punto de
inflexion de la variacion de pH (Fig. 2B) y se observa con el incremento de la firmeza
y consistencia.

Al comparar las tres formulaciones, se observo que, en términos generales, la
evolucion de la firmeza y la consistencia fue similar, mostrando una tendencia
asintodtica en su incremento. No obstante, la muestra con adicion de cloruro calcico
mostrd una textura ligeramente superior a la muestra control durante la etapa de
cuajado.

Este efecto podria explicarse por la interaccion de calcio con las proteinas
principales de la soja, como glicinina y la B-conglicinina. Segun Yin et al. (2024), los
iones Ca?* ayudan a reducir las cargas negativas de estas proteinas, lo que
disminuye la repulsiéon entre ellas y favorece su agregacion, permitiendo la
formacion de una red proteica mas compacta y consistente en las primeras fases
del proceso. Lucey y Signh (1997) también sefialaron que la incorporacion de sales
calcicas puede intensificar la firmeza del gel en etapas iniciales, ya que los iones
calcio actuan como puentes que unen distintas cadenas polipeptidicas,
fortaleciendo asi la estructura del gel durante la coagulacion.

Por otro lado, la incorporacién de goma xantana (formulacion Gx) mostré una
mejora aun mas significativa en la firmeza y consistencia del producto. Este efecto
se atribuye a la capacidad de la goma xantana para interactuar con las proteinas
de la matriz del yogur, fortaleciendo la red gelificada y mejorando la retencién de
agua, lo que se traduce en una textura mas firme y estable (El-Sayed et al., 2002).

La goma xantana es uno de los polisacaridos microbianos mas importantes a nivel
industrial, ampliamente utilizado en la industria alimentaria como agente espesante
y estabilizante. Destaca por su capacidad para generar soluciones de alta
viscosidad incluso a bajas concentraciones y por su estabilidad en un amplio rango
de pH y temperaturas, lo que la hace especialmente adecuada para productos
como el yogur. (EI-Sayed et al., 2002).

La Figura 3C representa los valores de cohesion para las distintas formulaciones.
En productos como el yogur, la cohesion se refiere a la capacidad del gel para
resistir la separacién de su estructura interna cuando se aplica una fuerza, se define
como la fuerza negativa registrada durante el analisis, medida directa de la
cohesion del gel (Hurler, Engesland, Kermany, & Skalko-Basnet, 2011). Sin
embargo, el disefio experimental utilizado en este estudio no fue suficiente para
detectar diferencias concluyentes en este parametro entre las muestras. Es posible
que la concentracién de aditivos no fuese lo suficientemente diferenciadora o que
el método de analisis empleado no tuviera la sensibilidad adecuada.
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La figura 3D muestra los valores del indice de viscosidad para las tres
formulaciones. El indice de viscosidad se define como la resistencia interna al flujo
que presenta un fluido cuando se le aplica una fuerza, cuanto mayor es la
Matulyté, & Zilius, 2022). Los resultados obtenidos indican que las formulaciones C
y Ca presentaron valores de viscosidad estadisticamente similares. En el caso de
la formulacién Gx, se observo un ligero incremento. Este comportamiento puede
atribuirse al efecto estabilizante de la goma xantana, la cual contribuye a mejorar la
retencidon de agua y la estructura tridimensional del gel, favoreciendo su viscosidad
(Castillo et al., 2020).

Estos resultados coinciden con lo observado durante el seguimiento del pH en la
Figura 2, ya que todos los parametros de textura comienzan a presentar variaciones
mas marcadas alrededor de un pH de 4,8 (marcado con una linea negra discontinua
en la Figura 3).

A partir de las curvas de tendencia ajustadas que se muestran en la Figura 3, se
obtuvieron las correspondientes ecuaciones matematicas y sus coeficientes de
determinacion (R?), que reflejan el grado de ajuste del modelo a los datos
experimentales. En la Tabla 3 se recopilan dichas ecuaciones y valores de R?. Dada
la bondad del ajuste de las ecuaciones (altos valores de R?), estas pueden ser
utilizadas para reflejar el parametro de textura a cualquier tiempo del procesado.
En este sentido, las ecuaciones seran utilizadas posteriormente con la finalidad de
correlacionar la informacion procedente del laser con los de textura.

Tabla 3. Ecuaciones y coeficientes de determinacion (R?) obtenidos para cada
formulacion y parametro textural

Parametro Formulaciéon Ecuacion R?
C y =0,0231*t? - 0,307*t + 1,1028 0,968
Firmeza Ca y = 0,0228*t? - 0,3161*t + 1,1699 0,953
Gx y = 0,0345*t? - 0,4559*t + 1,5901 0,977
C y = 126,26*t? - 1637,1*t + 5439,7 0,988
Consistencia Ca y = 152,68*t? - 1982,2*t + 6582,6 0,967
Gx y = 111,66*t? - 1563,7*t + 5604,2 0,957
C y = -4,6143*t2 + 57,235* - 178,54 0,988
Cohesion Ca y =-4,1316*t? + 51,792*t - 163,08 0,963
Gx y = -4,3075*t? + 56,738*t - 187,1 0,974
o C y = -0,0069*t2 + 0,0837*t - 0,2998 0,488
V'gi'g; ddaed Ca y = -0,0064*C + 0,0821*t - 0,3047 0,705
Gx y = -0,004*t? + 0,0565*t - 0,2406 0,973
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5.1.2. Estabilidad fisicoquimica del yogur durante su conservacion

Una vez evaluada la etapa de cuajado se procedio a estudiar la estabilidad de los
yogures, mantenidos en refrigeracion, en funcion de la presencia de Ca y Ca + Gx,
comparados con el C. Para ello se evaluo el pH, la sinéresis y los parametros de
textura mediante analisis instrumental a los dias 1, 5 y 7 tras el fin del cuajado.

En la Figura 4 se muestra la evolucion del pH para cada formulaciéon durante los
dias posteriores al cuajado. El seguimiento de la evolucion del pH durante el
almacenamiento permite obtener informacién relevante sobre los procesos de
fermentacién en curso y la actividad metabdlica de los microorganismos presentes
en la bebida.

En general, se aprecia un descenso del pH respecto al valor final alcanzado tras la
fermentacién (pH=4,5), atribuible a la denominada acidificacion postfermentativa,
que representa una alteracion no deseada en productos fermentados, y se refiere
a la disminucion progresiva del pH mas alla del umbral 6ptimo, como consecuencia
de la actividad residual de la microbiota durante el periodo de conservacion. No
obstante, una vez alcanzado este descenso inicial, el pH se mantuvo practicamente
constante a lo largo del periodo de almacenamiento, sin diferencias significativas
entre las distintas formulaciones.

Estudios anteriores ya han observado una reduccién en el valor del pH de las
bebidas de soja fermentadas durante el almacenamiento refrigerado (Ziarno,
Zareba, Scibisz, & Koztowska, 2023).

4.28 A
424 A
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4.12 A

4.08 -
4.04 -

1 5 7
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——_ —8—Ca —8—-0x

Figura 4. Evolucion del pH de las distintas formulaciones de yogur vegetal durante
Su conservacion en refrigeracion a los 1, 5y 7 dias.
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Si bien la evolucion del pH entre los tres tipos de yogures fue minima, si se observo
una evolucién diferenciada de la textura entre las formulaciones analizadas, asi
como con el tiempo de refrigeracién (Figura 5). En particular, se observé como la
evolucién de la muestra control (C) y la enriquecida con calcio (Ca) fue muy similar
a lo largo de todo el almacenamiento, si bien la muestra Ca mantuvo una firmeza y
consistencia (Fig. 5A y 5B) ligeramente superiores a las de la formulacién C,
reproduciendo la misma tendencia detectada durante la fase de fermentacién en el
apartado 5.1.1. Estos resultados, de nuevo indican que los iones Ca?* contribuyen
a reforzar la matriz neutralizando parcialmente las cargas negativas de las
proteinas y a formar puentes idénicos que densifican la red del gel.

Por su parte, tal y como ya se observé durante la fermentacion, la adicién de goma
xantana (formulacion Gx) volvio a destacar por su efecto positivo en la textura,
mostrando valores consistentemente superiores de firmeza y consistencia durante
todo el periodo de almacenamiento. Este resultado refuerza la hipotesis de que la
goma xantana contribuye a estabilizar |la red proteica y a contrarrestar el efecto
desestabilizante del calcio, permitiendo obtener una matriz mas resistente y
uniforme durante la conservacion en frio.

Asimismo, si se analizan los parametros de cohesion e indice de viscosidad
(Figuras 5C y 5D), se observa una tendencia coherente con los resultados descritos
para la firmeza y la consistencia. La formulacién con goma xantana (Gx) presento
los valores mas altos (negativos) de cohesidn, es decir, mayor resistencia a la
ruptura del gel, y los valores mas elevados de indice de viscosidad, lo que indica
una textura mas densa y estable. Por el contrario, la formulacién control y la
fortificada con calcio mostraron una cohesién y un indice de viscosidad menores,
reforzando la idea de que la goma xantana actia como un agente estabilizante
eficaz, promoviendo una red mas cohesiva y viscosamente mas resistente que
cuando no se incorpora. Estos resultados coinciden con lo observado por Hematyar
et al. (2012), quienes demostraron que la incorporacion de goma xantana en
yogures incrementa su viscosidad y mejora ligeramente la estabilidad frente a la
sinéresis, favoreciendo una red estructural mas estable que en muestras sin ella.
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Figura 5. Evolucion de los parametros de textura de las formulaciones C, Ca y Gx
durante el almacenamiento refrigerado para 1, 5y 7 dias. (A) Firmeza; (B)
Consistencia; (C) Cohesidn; (D) Indice de viscosidad.

17



Si bien los datos de textura mostraron los resultados plasmados en la Figura 5, la
apreciacion visual de la textural no fue del todo igual a la determinada. Como se
puede observar en la Figura 6, en la que su muestra como se ven las tres
formulaciones de yogur de soja después de 7 dias en refrigeracion a 4 °C, se puede
apreciar como la formulacién control tiene una textura mas suave, mientras que las
muestras enriquecidas con calcio y goma xantana presentan aparentemente una
consistencia mas firme.

Figura 6. Aspecto visual de las tres formulaciones de yogur de soja tras 7 dias de
almacenamiento en refrigeracion (4 °C).

Finalmente, en la Figura 7 se representa la sinéresis que mostré cada formulacion
durante el almacenamiento. Los resultados no mostraron diferencias significativas
entre las muestras, ni con el paso del tiempo. La sinéresis observada, representa
cuando el gel proteico, al retraerse, pierde su capacidad para retener agua, lo que
provoca que el suero aparezca en la superficie del yogur. Este fendmeno, esta
asociado a varias causas que afectan la estabilidad estructural del producto, como
el envejecimiento de la red y cambios en condiciones fisicoquimicas como;
variacion en la composicion de la leche o temperatura de enfriamiento inadecuada
(Molina, 2009).
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Figura 7. Evolucion de la sinéresis, expresada como variacion de peso (%), en las
distintas formulaciones de yogur de soja durante el almacenamiento en
refrigeracion (dia 1, dia 5 y dia 7).

En la Figura 8, a modo de ejemplo, se muestra la sinéresis para los tres tipos de
yogures y como se aprecia esta fue muy similar en las tres formulaciones,
mostrando a simple vista resultados practicamente idénticos.

Control Calcio Goma xantana

Figura 8. Visualizacion de la sinéresis superficial en las tres formulaciones de yogur
de soja tras 7 dias de almacenamiento en refrigeracion. Las muestras se colocaron
ligeramente inclinadas para facilitar la observacion del suero liberado.

5.2. Caracterizacion del cuajado mediane analisis de imagen por
dispersion laser

Una vez obtenidas las imagenes y preprocesados los datos, lo primero que se
realizdé fue una inspeccion visual de los espectros de intensidad. La Figura 9, a
modo de ejemplo, muestra los resultados de intensidad de luz del laser para cada
formulacién correspondientes al inicio y al final del proceso de fermentacion (Fig.
9A, 9B y 9C). Estos graficos permiten comparar visualmente el comportamiento
global de cada muestra, ademas de observar como la intensidad luminosa
disminuye en toda el area de imagen, lo que indica la progresiva formacion del gel.
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En cada grafico estan marcados con flechas los pixeles de estudio seleccionados
para el analisis, facilitando la localizacion de su posicion dentro del espectro.

Como puede observarse, tanto la formulacién control (Fig. 9A) como la fortificada
con calcio (Fig. 9B) presentaron un comportamiento similar: el pixel central (Pix
200) correspondiente a la zona de emision directa del laser, sufrié la mayor
disminucién de intensidad luminosa, mientras que los pixeles mas periféricos
mostraron una menor variacion de su intensidad. En ambas formulaciones, la
evolucion fue practicamente idéntica.

En cambio, la formulacion con goma xantana (Fig. 9C), mostré un comportamiento
diferente a las otras dos muestras. Desde el inicio del proceso fermentativo, la
intensidad luminosa fue notablemente menor en comparacion con las otras dos
formulaciones, lo que se tradujo en una menor variacion a lo largo del tiempo. Esta
diferencia inicial puede atribuirse a la presencia de goma xantana, que incrementa
la viscosidad y la turbidez del sistema desde el principio, dificultando la transmision
de luz a través de la matriz (Asase & Glukhareva, 2023; Rodd, Dunstan, & Boger,
2000).

La menor variacién observada en esta formulacién concuerda con la capacidad de
la goma para formar redes hidrofilicas que dispersan y absorben la radiacion,
reduciendo el contraste Optico incluso antes de que se produzca la coagulacion
proteica. En conjunto, la comparacion de los espectros confirma que la atenuacion
de la intensidad del laser esta relacionada con la densificacion de la red del gel.
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Figura 9. Representacion de los datos Opticos obtenidos mediante laser durante la
fermentacion para las tres formulaciones. (A-C) Espectros completos de intensidad
luminosa al inicio y al final del proceso fermentativo para las formulaciones C, Ca y
Gx respectivamente; (D-F) Evoluciéon de la intensidad de los cinco pixeles
representativos en funcion del pH para las tres formulaciones.

Por otro lado, en las Figuras 9D, 9E y 9F, se representa la evolucién temporal de la
intensidad luminosa para cada uno de los cinco pixeles seleccionados, expresada
en funcién del pH. Este analisis permite observar de forma individual el
comportamiento de cada pixel representativo en las distintas formulaciones. Tanto
la formulaciéon control como la enriquecida con calcio se observa una evolucion
similar, la intensidad luminosa de todos los pixeles disminuye progresivamente,
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siendo los situados en la zona central (Pix 170 y 200) los que mostraron una mayor
variacion de intensidad.

La formulacibn con goma xantana, como se ha comentado, presentd un
comportamiento claramente diferenciado, especialmente en los pixeles centrales,
que partieron con valores de intensidad considerablemente mas bajos, tal como ya
se evidenciaba en la Figura 9C, efecto atribuible a la presencia de la goma xantana.
Del mismo modo, los pixeles periféricos, como el pixel 1, también mostraron
intensidades finales notablemente inferiores en comparacion con las otras
formulaciones.

A modo de ejemplo, en la Figura 10 se muestra la evolucion de la imagen captada
por la camara, con los pixeles analizados marcados sobre la linea central. Se
representan las imagenes correspondientes al inicio del proceso fermentativo y al
final de este (cuando se alcanz6 un pH de 4,5) para las muestras control y goma
xantana. En ella, se evidencian las diferencias en los puntos de partida entre
formulaciones, siendo la de goma xantana notablemente mas oscura desde el
inicio, lo que sugiere una menor transmision de la luz debido a su turbidez. En la
imagen final, todos los pixeles muestran un oscurecimiento marcado, reflejo del
avance en la formacion del gel. En la formulacion control, aunque también se
observa un cambio visible, la atenuacion de la intensidad es menos pronunciada.

Mediante esta representacion visual (Figura 10) se ha pretendido mostrar la posible
relacion que existe entre la transmision del haz de laser, el patrén que genera este
en la superficie de la muestra y su relacién con las caracteristicas del medio que
esta atravesando, permitiendo mostrar de forma clara y visual como vari6 la
transmision de luz en cada formulacion durante el proceso de fermentacion.

Control Goma xantana

t 0 = pH (inicial) t (final) = pH 4,5 t 0 = pH (inicial) t(final) =pH 4,5

l W Pixel 1 ™ Pixel 110 ™ Pixel 150 m Pixel 170 = Pixel 200]

Figura 10. Imagenes captadas por la camara al inicio y al final (pH=4,5) de la
fermentacion de yogur de soja en diferentes formulaciones. Se indican los cinco
pixeles seleccionados para el analisis de la transmision de luz laser.

Con la finalidad de evaluar de forma global la evolucién del laser de los tres tipos
de yogur a lo largo del proceso de cuajado, al espectro completo, una vez
preprocesado, se le aplicé un Analisis de Componentes Principales (PCA). Este
analisis multivariante se realizo con el fin de reducir la dimensionalidad del conjunto
de datos y visualizar agrupaciones espontaneas entre las distintas formulaciones
de yogur de soja, detectando asi las posibles relaciones entre muestras o patrones.
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En la Figura 11 se muestra el valor de la componente 1, la cual explicé el 85,56%
de la varianza, a lo largo del tiempo de cuajado (Figura 11A), en funcion del pH
(Figura 11B) y la variacién de esta (Figura 11C). Esta componente 1 es la nueva
variable que el PCA ha calculado en base a los loading (lineas amarillas en la Figura
11B y 11C) y recoge la mayor parte de la variabilidad total de los datos.
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Figura 11. Anélisis de Componentes Principales para los datos de laser. Evolucion
de la componente principal 1 (PC1) durante la fermentacion para las tres
formulaciones en funcion del tiempo de cuajado (A) y del pH (B). (C) Primera
derivada de la PC1 en funcién del tiempo de cuajado (A) y del pH (B). (C) Primera
derivada de la PC1 en funcién del pH, marcado en azul el punto de mayor cambio.

Como se observa en la Fig. 11Ay 11B, al inicio del proceso fermentativo, las tres
formulaciones (C, Ca y Gx) presentan valores similares de la componente principal
1 (PC1), sin que se aprecien diferencias claras. Sin embargo, a partir los 100
minutos, es decir de un pH aproximado de 5,8 — 5,7 comienzan a diferenciarse
(punto de maximo valor de los loading), lo que coincide con el punto isoeléctrico de
algunas de las principales proteinas de la soja, como se explicé en el apartado
5.1.1. En este rango, la B-conglicinina presenta un punto isoeléctrico entre pH 5,66
y 6,00, mientras que para la glicina es de aproximadamente pH= 5. A partir de ese
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momento, se observa una rapida divergencia de la muestra con goma xantana (Gx),
seguida de una separacion progresiva mas adelante entre las formulaciones control
(C) y con calcio (Ca), si bien estadisticamente estas diferencias no fueron
significativas. Es importante remarcar que con el estudio de PCA no se pretende
obtener un modelo de clasificacion de las muestras, pues para ello existen otros
métodos como el PLSDA (Analisis Discriminante de Minimos Cuadrados Parciales).
Con el analisis PCA solo se pretendio evaluar si los cambios Opticos detectados en
funcion del pH reflejan diferencias en el comportamiento estructural de las
formulaciones durante la fermentacion y en efecto la PC1 asi lo hizo.

La Figura 11C muestra de forma mas evidente el cambio en la PC1 mostrando la
primera derivada de esta con respecto al pH. Como se observa, al igual que ocurrid
con la primera derivada del pH con el tiempo (Figura 2B) se evidencioé un punto de
inflexion alrededor de pH= 5,8, marcado en azul, correspondiente al momento de
mayor cambio en la estructura del sistema (mayor peso de los loading). Este analisis
permitié correlacionar la evolucion de la seial laser con el descenso del pH durante
la fermentacion, en los que ambos evidencian como los cambios 6pticos reflejan
transformaciones estructurales en las diferentes formulaciones.

5.3. Evaluacioén laser del yogur durante su conservacion

Durante el almacenamiento refrigerado, las tres formulaciones de yogur de soja
fueron analizadas mediante imagenes obtenidas por dispersion laser en los dias
uno, cinco y siete. A partir de estas imagenes se aplico un analisis PCA con el
objetivo de reducir la dimensionalidad de los datos y facilitar su interpretacion. Tal
como se muestra en la Figura 12, la PC1 explico el 92,93 % de la variabilidad total,
es decir, que recoge la mayor parte de la informacion relevante sobre los cambios
observados a lo largo del almacenamiento en refrigerado.

Al comparar las tres formulaciones, se observa que cada una presentdé una
estructura interna diferente, lo que afecta el modo en que la luz se dispersa a través
de la muestra. El yogur control mostré un patron de dispersidn laser mas elevado,
seguido por la formulacién con calcio, que presenté un comportamiento intermedio.
En cambio, la muestra con goma xantana mostré desde el inicio valores mucho mas
negativos y estables a lo largo del tiempo.

Estos resultados son coherentes con lo observado en el apartado 5.1.2., donde se
evalud la estabilidad fisicoquimica durante el almacenamiento. Los valores mas
elevados de la PC1 en las formulaciones control y calcio reflejan una mayor
intensidad de luz dispersada, lo que sugiere una estructura interna menos densa y,
por tanto, una textura mas débil o menos firme. Por el contrario, los valores
notablemente mas inferiores de la PC1 en la muestra con goma xantana indican
una menor dispersién de la luz, asociada a una matriz mas compacta y cohesiva,
como se evidencié también en la Figura 5.
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Figura 12. Analisis de componentes principales (PCA) de las imagenes por
dispersion laser de las tres formulaciones de yogur de soja durante el
almacenamiento (dias 1,5y 7).

5.4. Correlacién entre los datos procedentes del analisis fisicoquimico y
del laser

Una vez evaluados los datos tanto fisicoquimicos como procedentes de la técnica
laser, y observandose cierta similitud en el comportamiento de ambos, se procedio
a evaluar la posible correlacién entre ambos, y en su caso buscar modelos que
pudiesen predecir las caracteristicas fisicoquimicas a partir de la informacion
obtenida por laser. Para ello se aplico el analisis SVM, siendo las variables opticas
obtenidas a partir de las imagenes laser la matriz X y los parametros de textura
medidos mediante extrusion la matriz Y. Con el fin de facilitar la aplicacién del
modelo, este se calculd considerando la informacién tanto de laser como de textura
cada 25 minutos hasta los 300 minutos (0, 25, 50, 75, ..., 300 min). Para ello se
extrajo la informacion laser a estos tiempos (matriz X) y a partir de los modelos de
textura calculados mediante las ecuaciones de la Tabla 3, los de textura (matriz Y).

En la Figura 13 se muestran los diagramas de paridad para (A) firmeza, (B)
consistencia e (C) indice de viscosidad. El eje X representa los valores observados
experimentalmente, mientras que el eje Y recoge los valores predichos por el
modelo SVM. La linea discontinua (X=Y) indica una prediccion perfecta. Los
diagramas integran tanto las muestras evaluadas durante el cuajado (simbolos con
relleno azul en la Figura 13) como las analizadas durante el almacenamiento en
refrigeracion (simbolos sin relleno azul en la Figura 13)

La estrecha alineacién de los puntos a lo largo de esta linea discontinua confirma
la alta capacidad predictiva del modelo y, por tanto, la existencia de una correlacion
directa entre la evolucion de la sefial Iaser y el comportamiento mecanico del yogur.
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Figura 13. Diagramas de paridad del modelo SVM obtenido para (A) firmeza, (B)
consistencia e (C) indice de viscosidad, a partir de las variables opticas registradas
mediante imagenes laser.

En la tabla 4 se resumen los coeficientes de determinacién y errores de validacion
cruzada que avalan lo anterior.

Tabla 4. Parametros estadisticos del modelo SVM para firmeza, consistencia y
cohesioén, en condiciones de cuajado y tras almacenamiento en refrigeracion.

Fase Variable R?2C R?2CV | RMSEC | RMSECV
Firmeza 0,99 0,94 18,1 51,3
Cuajado Consistencia 0,99 0,93 0,004 0,010
indice de viscosidad | 0,99 0,85 0,48 1,27
Cuajado + Firmeza 0,93 0,98 25,2 89
refrigeracion ¢ 5 sistencia 099 | 093 | 0,007 0,020

Los valores R?CV superiores a 0,93 para firmeza y consistencia, para ambas fases
del proceso, y los errores de validacién cruzada (RMSECYV) relativamente bajos,
demuestran que el modelo es robusto. Si bien el indice de viscosidad presentd un
ajuste menor en validaciéon (R?CV= 0,85), los resultados globales confirman que, a
partir de las imagenes laser, es posible estimar con fiabilidad la firmeza y
consistencia y en menor medida el indice de viscosidad de la matriz, lo que
convierte a esta técnica Optica en una herramienta no destructiva eficaz para el
seguimiento de la calidad durante la fermentacién y el almacenamiento del yogur.
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6. CONCLUSIONES

El estudio desarrollado permite concluir que el analisis de imagen por dispersion
laser es una herramienta eficaz para caracterizar de forma no destructiva y continua
la evolucion textural del yogur de soja, tanto durante el proceso de fermentacion
como a lo largo del almacenamiento. Los datos obtenidos mediante esta técnica
mostraron una elevada correlacion con los valores obtenidos a través del analisis
instrumental tradicional de textura, lo que permite predecir con fiabilidad
propiedades como la firmeza y la consistencia sin necesidad de destruir las
muestras. En cuanto a las formulaciones, la adicion de cloruro calcico generé una
ligera mejora estructural, mientras que la combinacion de cloruro calcico y goma
xantana dio lugar a una matriz significativamente mas compacta y estable. Estas
diferencias entre formulaciones se reflejaron de forma coherente tanto en los
resultados del texturobmetro como en los datos Opticos obtenidos mediante
dispersion laser. En conjunto, los resultados respaldan la validez de esta técnica
oOptica como método alternativo para el seguimiento textural de productos
fermentados de origen vegetal, con un alto potencial de aplicacién en la industria
alimentaria como herramienta de control de calidad no invasivo y en tiempo real, si
bien nuevos procesados de las imagenes podrian incrementar la informacion
obtenidas en ellas.
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