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RESUMEN. La elaboración de leche de soja mediante un nuevo 
proceso de Molienda Directa de sémola de soja y Ultra Alta Tempe­
ratura (MD-UAT), ha sido objeto de estudios de laboratorio en sus 
etapas de molienda y tratamientos térmicos, a los efectos de evaluar 
la extracción de sólidos y proteínas, como así también la inactivación 
de lipoxigenasas e inhibidores de tripsina (IT). Para la determinación 
de IT en extractos y leche de soja se modificó el método clásico de 
Kakade (17). Los mayores rendimientos de extracción en la molienda 
se obtienen a70°C durante 2 minutos. La inactivación de lipoxigenasas 
es notablemente más eficiente durante la molienda si se utiliza 
solución de carbonato de sodio 0,01M en lugar de agua como medio 
dispersante (actividad residual de 14% en carbonato frente a 46% en 
agua), reduciéndose así la generación de sustancias indeseables. Se 
completa la des tracción de lipoxigenasas con unbreve calentamiento 
de 30 segundos con vapor desde 70 °C hasta la temperatura de 
ebullición a 96 °C. Por otra parte, los inhibidores de tripsina no son 
adecuadamente inactivados en la molienda ni tampoco en el trata­
miento con vapor a 96°C durante varios minutos. Posteriormente, 
en la etapa de UAT a 139 °C durante dos minutos se logra la 
inactivación de los IT hasta los valores considerados aceptables, 
posibilitando la destrucción simultánea de microorganismos. Estas 
condiciones se logran sin dificultad en el proceso MD-UAT, cuya 
flexibilidad permite adecuar temperaturas y tiempos a requerimien­
tos específicos.
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IN TRODUCCION

En un nuevo proceso de obtención de leche de soja por 
Molienda Directa y Ultra Alta Temperatura (MD-UAT), la 
extracción de sólidos y proteínas y la rápida inactivación de 
lipoxigenasas para reducir la generación de sustancias inde­
seables, se lleva a cabo mediante la molienda directa en 
caliente de sémola con agua o soluciones acuosas de carbonato 
de sodio, seguido de un tratamiento térmico con vapor. Luego 
de la separación de sólidos residuales y formulación, se 
completa el proceso con un tratamiento de UAT a los efectos 
de reducir a niveles aceptables la actividad residual de IT y 
lograr sim ultáneam ente una eficiente destrucción de 
microorganismos.

En un trabajo anterior (1) se reportaron rendimientos de 
extracción de sólidos y proteínas y resultados de experiencias

SUMMARY. Lipoxygenases and trypsin inhibitors inactivation 
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solids and protein extraction, lipoxygenases (LO) and Trypsin 
Inhibitors (TI) inactivation during milling and heat-treatment steps. 
For Tl measurements in soy extracts and soymilk a modification of 
the classical Kakade method (17) was used. Highest extraction yields 
were accomplished at 70 °C and 2 minutes milling of soy grits. LO 
was appreciably inactivated when using, as dispersing medium for 
milling, 0.01M sodium carbonate (Residual Activity 14%) instead of 
water (Residual Activity 46%), so in this way lower levels of 
undesired substances can be generated. LO destruction in the resulting 
suspension was finished by a short heating (30 seconds) from 70 °C 
to boiling temperature (96 °C). On the other hand, TI were not fully 
inactivated in milling nor even in the steaming step at 96 °C for many 
minutes. The TI were inactivated to the accepted levels for soymilk 
in the final UHT step at 135 °C and 2 minutes, being possible at the 
same time to carry out the simultaneous microorganisms destruction. 
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comparativas con otros métodos de obtención de leche de soja, 
la mayoría de los cuales cuenta con una etapa inicial de 
hidratación de los granos enteros de soja seguido de una 
molienda en caliente (2-6). Se ha mencionado que una rápida 
hidratación térmica de soja descascarada mejora la calidad del 
producto (7-10).

La destrucción de microorganismos mediante un equipo 
UAT de planta piloto en leche de soja fue estudiada 
exhaustivamente en diferentes situaciones operativas ( 1 1 ), los 
resultados permiten suponer que es posible ajustar la opera­
ción del equipo UAT para lograr sim ultáneam ente la 
inactivación de inhibidores de tripsina y la esterilización del 
producto. Los sólidos residuales, con un importante contenido 
de proteínas, pueden utilizarse en fórmulas alimenticias me­
diante un simple paso de secado e inactivación final ( 1 2 ).
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En este trabajo se informa sobre resultados de laboratorio 
obtenidos en la inactivación de lipoxigenasas y de inhibidores 
de tripsina durante la preparación de leche de soja en condicio­
nes de molienda directa y Ultra Alta Temperatura, tendientes 
a perfeccionar el desarrollo del proceso.

MATERIALES Y METODOS 

Materia Prima
Se utilizaron granos de soja (Glycine max) variedad F T 11 

de uso regional (proteínas 40,9%, grasa 19,3% y humedad 
9,7%).

La sémola de soja se prepara por molienda de granos 
enteros en dos etapas consecutivas llevadas a cabo en molino 
de rodillos estriados. En la primera etapa, de molienda gruesa, 
se elimina la cáscara por aventado. En la segunda etapa se 
obtiene sémola de soja de malla 2 0 , que se utiliza de inmediato 
como materia prima para preparar extractos o leche de soja, 
según se informa mas adelante.

función del tiempo, en un espectrofotómetro de doble haz UV/ 
Visible GBC Mod. 918.

1 Sustrato: Acido linoleico (Aldrich, 99% pureza). Se 
suspende 100 ju.1 del ácido en 100 mi de buffer borato de pH 
8,9 con 200 (ti de Tween 20.

2 Técnica: En cada celda se incuban 3 mi de sustrato a 30° 
C durante 3 minutos y se lleva a cero de absorbancia. Se 
adicionan 2 0  pl de muestra filtrada y convenientemente dilui­
da a la celda de medida, se mezcla rápidamente y se mide la 
absorbancia en función del tiempo a 234 nm. Se deñne 1 
Unidad de Enzima (U.E.) como el incremento de 0.001 unida­
des de absorbancia por segundo a 234 nm bajo las condiciones 
del ensayo. En términos prácticos se define “Actividad de 
lipoxigenasas 1 0 0 %” al valor de la pendiente en la zona lineal 
de la curva Absorbancia-Tiempo de la muestra sin tratamiento 
térmico.

FIGURA 1
Diagrama del proceso MD-UAT para leche de soja

Preparación de extractos de soja
En un homogeneizador de laboratorio a su máxima velo­

cidad se somete a molienda una parte de sémola de soja de 
reciente preparación, con nueve partes de agua corriente o 
solución de carbonato de sodio 0 ,01M, a temperatura de 70 °C 
y 80 °C, de unos a tres minutos, y luego se trata la suspensión 
con vapor para completar la inactivación de lipoxigenasas, 
según se indica mas adelante. Los extractos de soja se obtuvie­
ron por filtración a través de tela.

Ensayos de inactivación a 139° C
M uestras de 1 mi de los extractos se someten a 

calentamiento rápido de 15 segundos en baño de parafina 
hasta 139+1° C en tubos de acero inoxidable de 1.5 mi de 
capacidad con cierre hermético y se mantienen a dicha tempe­
ratura durante diferentes periodos, a los efectos de estudiar la 
inactivación de inhibidores de tripsina en el producto final 
(leche de soja) en condiciones de UAT.

En la Figura 1 se muestra el diagrama completo del 
proceso MD-UAT.

Métodos
Sólido totales y proteínas. Fueron determinados según 

los métodos 925.23 (extracto seco por gravimetría) y 991.20 
(nitrógeno total Kjeldahl por factor 6,25) para leche de vaca de 
AOAC (13).

Actividad de lipoxigenasas. Se tomó como referencia el 
método de Al-Obaidy y col (16), que fue adaptado para 
extractos y leche de soja. Se trabajó a pH 8,9 para favorecer la 
actividad de la isoenzima L -l, la más activa y estable 
térmicamente del sistema de lipoxigenasas de la soja (14,15). 
Se emplea ácido linoleico como sustrato, siguiendo la reac­
ción enzimàtica mediante lecturas de absorbancia a 234 nm en
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Actividad de inhibidores d e tripsina (IT). Para esta 
determinación se realizó una modificación del método de 
Kakade y otros (17), que em pleaba BAPA (p-benzoil-DL- 
Argininap-nitro andida) com o sustrato, en bufferTris apH 8,2 
y 37° C y enzima tripsina. L o s productos de la reacción se 
midieron en el espectrofotómetro GBC a 410 nm.

1 Sustrato: SOmgde B A P A  (N .B .S., U.S.A.) se disuelven 
en 2 mi de climetilsulfóxido a 37° C y se  llevan a 100 mi con 
bufferTrisdepH 8,2.El sustrato es establedurante70minutos 
a temperatura ambiente.

2Enzima: lOmg de tripsina de origenbovino, recristalizada 
y libre de sales (Sigma, U .S .A .) se disuelven en 4 mi de HC1 
0,001 M.

3 Muestra sustrato-inhibidor (S-I): 5 0  pl de muestra (ex­
tracto o leche de soja) se adicionan a 9  mi de sustrato y se 
centrifugan 5 minutos a 3500 rpm. En el sobrenadante, mues­
tra S-I, se determina la actividad antitripsina.

4 Técnica: (a) Standard: se incuban 3 mi de sustrato en 
cada celda a 37° C durante tres minutos y se ajusta a cero de 
absorbancia. Se adicionan 40 (J-l de solución de enzima a la 
celda de medida, se agita rápidamente y se mide la variación 
de Absorbancia vs Tiempo, a 410 nm. (b) Muestra sustrato- 
inhibidor: procediendo con la misma secuencia de pasos que 
en (a), se incuban 3 mi de muestra S-I en ambas celdas, se 
ajusta a cero de absorbancia, se adiciona 40 fj.1 de la solución 
de enzima y se mide Absorbancia vs. tiempo.

Se define “Actividad Residual de Inhibidores de Tripsina 
100%” a la diferencia entre pendientes de Absorbancia vs. 
Tiempo, medidas en la zona lineal, del standard y la muestra 
S-I correspondiente al extracto de soja crudo, sin tratamiento 
térmico.

RESULTADOS Y DISCUSION 

Extracción de sólidos y proteínas
En un trabajo anterior se determinó que la molienda 

directa de sémola de soja sin hidratación previa es más 
eficiente que la molienda de granos hidratados, no sólo por el 
alto contenido de sólidos solubles logrado, sino también 
porque su empleo eliminar la etapa de hidratación, simplifi­
cando el proceso y minimizando la oxidación de lípidos 
(1,18). Se ampliaron los estudios de molienda directa a los 
efectos de observar la influencia del tiempo y la temperatura 
de molienda en los rendimientos de extracción, empleando 
como medios dispersantes agua y solución de carbonato de 
sodio 0,01M. La solución de carbonato se ensayó teniendo en 
cuentaque en medio levemente alcalino aumenta notablemen­
te la velocidad de inactivación del sistema de lipoxigenasas 
(3,19,20),efectosque también se hanobservadoen inhibidores 
de tripsina(4,8). Los resultados de estos ensayos realizados en 
escala de laboratorio, se observan en la Tabla 1.

TABLA 1
Extracción de sólidos y proteínas en la molienda directa 

de sémola

M uestra y  Molienda PH Sólidos Proteínas Rendimi­
m edio d is- T  (°C) t  (seg) solubles3 ento de
persante (g/lOOml) (g/lOOml) extracción*1

1. A gua 70 60 6,65 7,4010,05 ___ 62
2. A gua 70 1 2 0 6,65 8,30*0,06 3,7010,06 70
3. A gua 70 180 6,63 8,3110,05 — 70
4. A gua 80 1 2 0 6,60 7,3110,09 3.3010.09 61
5. CO 3 2 '  0,01M C 70 1 2 0 7,80 8,1010,09 — 6 8

6 . CO 3 2 '  0,01 80 1 2 0 7,70 7,2210,09 3,20*0,05 60
7. CO 3 2 '  0,0214° 70 1 2 0 8,40 8,1210,09 — 6 8

3 V alores promedios de determinación triplicada (1 desviación estándar) 
b Rendim iento de extracción -  (masa sólidos extraídos /  masa sémola

in icial) x 100.
c Luego de la separación de sólidos residuales, el pH es ajustado a 6,8 con

HC10.1N

Se puede apreciar la influencia notable de la temperatura 
de molienda en los rendimientos de extracción de sólidos. Por 
ejemplo, en agua a 70° C el rendimiento máximo es 70% 
(muestra 2  y 3), mientrasque a 80° C el rendimientodisminuye 
hasta valores cercanos al 60% (muestra 4). En suspensiones de 
carbonato, a 70° C los resultados son algo menores a los del 
agua, para la misma intensidad de molienda. A 80°C los 
rendimientos de extracción caen notablemente en todas las 
muestras. El aumento de concentración de carbonato a 0,02M 
no mejora la extracción de sólidos.

De estos resultados se concluye que los mejores rendi­
mientos de extracción en la molienda se obtienen a 70° C 
durante 120 segundos, ya sea en agua o en solución de 
carbonato de sodio 0,01M, condiciones que se emplean en 
adelante.

Inactivación de lipoxigenasas
En primer término, se estudió la inactivación de 

lipoxigenasas a 70°C durante un periodo de 10 minutos que 
incluye la etapa de molienda de la sémola en caliente. Se 
emplearon tres medios dispersantes, a saber: (a) agua; (b) agua 
con leche de vaca al 30%; (c) solución de carbonato de sodio
0.01M. El medio b se seleccionó en base a referencias sobre 
los efectos desestabilizantes de la caseína sobre el sistema de 
lipoxigenasas (21).

En la Figura 2 se observa que en agua, luego de los 2 
minutos de molienda, la actividad residual de lipoxigenasas 
disminuye hasta 46% y alcanza valores cercanos al 10% al 
cabo de los 10 minutos de la experiencia.

Con el medio dispasante b no se observan diferencias 
significativas respecto del agua, a pesar del nivel relativamen­
te alto de la leche de vaca en al mezcla.

En solución de carbonato se observa una mejora sustancial 
Hela inactivación de lipoxigenasas, siendo su actividad residual 
14% al término de la molienda (2 min.) y, determinada a los 4



INACTIVACION DE LIPOXIGENASAS E  INHIBIDORES DE TRIPSINA 55

minutos, dicha actividad es cero.
Los resultados muestran que al cabo de los 2 minutos de 

molienda a 70° C, aún en las condiciones más favorables 
ensayadas, no se destruyen totalmente las lipoxigenasas. Con 
los medios dispersantes a y b la inactivación completa se 
lograría prolongando excesivamente los tiempos de perma­
nencia de las suspensiones a esa temperatura.

En razón de estos resultados, se estudió la etapa de trata­
miento con vapor inmediata a la molienda en caliente para 
completar la inactivación de lipoxigenasas. Las experiencias, 
realizadas con agua y carbonato, muestran que es suficiente un 
calentamiento de las suspensiones con vapor de 1 atm., desde 
70° C hasta su temperatura de ebullición (96° C), en 30 
segundos para lograr la inactivación total de las lipoxigenasas, 
como puede observarse en la Tabla 2.

FIGURA 2
Inactivación de lipoxigenasas durante la molienda y el 

mantenimiento de las suspensiones a 70° C

Tiempo (min) 

TABLA 2
Inactivación de lipoxigenasas luego de la molienda y 

calentamiento con vapor hasta 96°C. Medios dispersantes: 
agua y carbonato de sodio 0 ,01M

Muestra Actividad residual de lipoxigenasas, %
Agua Carbonato

Extracto crudo 100 100
Molienda directa, 70°C, 2 min. 46 14
Calentamiento de 70°C a 96°C 0 0

Los resultados se expresan como el promedio de dos determinacio­
nes.

Inactivación de inhibidores de tripsina
Las experiencias se realizaron con el objeto de evaluar la 

actividad residual de inhibidores de tripsina luego de cada 
etapa térmica del proceso MD-UAT. En ellas se emplearon los 
medios dispersantes agua y carbonato de sodio 0 ,01M.

1 Etapas de molienda y de tratamiento con vapor: 

FIGURA 3
Inactivación de inhibidores de tripsina en las etapas de 

molienda en caliente y de tratamiento con vapor

Tiempo (min)

En la Figura 3 se observa que en la molienda la destrucción 
de inhibidores de tripsina ya sea en suspensiones de agua o de 
carbonato es mínima. Pero durante el breve período de 
calentamiento con vapor de 1 atm para llevar las suspensiones 
a 96°C (suficiente para com pletar la inactivación de 
lipoxigenasas), se logra reducir en forma sustancia] la activi­
dad de inhibidores de tripsina, especialmente cuando se em­
pleó carbonato de sodio como medio dispersante durante la 
molienda. El mantenimiento de las suspensiones a 96°C 
medíante inyección de vapor durante 8  minutos disminuye la 
actividad residual hasta 56% y 16% en agua y carbonato, 
respectivamente. Significa esto que sería necesario emplear 
tiempos muy prolongados para alcanzar los valores finales 
aceptables de actividad residual en leche de soja, de alrededor 
del 10% (4,9).

Las mayores caídas de inhibidores de tripsina se observan 
en los primeros 5 minutos, tiempo mas que suficiente para la 
eliminación de volátiles indeseables que pudieran haberse 
generado por acción de las lipoxigenasas durante la molienda.

La labilidad de los IT a pH alcalinos (obsérvese los datos 
correspondientes a carbonato) es mayor debido a que los 
enlaces disulfuros intrapéptidos, que estabilizan a los IT, se 
tornan inestables en medio básico a temperaturas elevadas 
(4,22). La inactivación de inhibidores de tripsina también se 
ve favorecida porque la relación inicial de sémola de soja a 
fase acuosa está por arriba de 1 0  g/ 1 0 0  mi, nivel que, según se 
ha informado, mejora significativamente la inactivación tér­
mica de los IT, probablemente como resultado de su interacción 
con sustancias de alto peso molecular y con grupos mercaptos 
libres, que reaccionan a la temperatura de inactivación con los 
puentes disulfuros de los inhibidores (23,24).
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2 Etapa de UAT: La inactivación final de inhibidores de 
tripsina en el proceso MD-UAT se logra sometiendo muestras 
de los extractos a condiciones de temperatura y tiempo equi­
valentes a un tratamiento de ultra alta temperatura.

Para el análisis de esta etapa se seleccionaron muestras de 
extractos que han experimentado el tratamiento con vapor a 
96°C durante dos minutos. Las muestras con carbonato se 
ajustaron previamente apH 6,7 con HC10 ,1N, ya que luego del 
tratamiento por UAT se tiene el producto final, leche de soja, 
lista para su envasado.

En la Tabla 3 se observa que ambos extractos, con valores 
iniciales de actividad residual muy diferentes, alcanzan valores 
aceptables de inhibidores de tripsina al cabo de dos minutos a 
139°C. Estas condiciones se logran sin dificultad en el proceso 
MD-UAT, cuya flexibilidad permite ajustar temperaturas y 
tiempos a requerimientos específicos de materia prima, medio 
dispersante o de otros parámetros de procesamiento.

TABLA 3
Inactivación de inhibidores de tripsina en condiciones 

de ultra alta temperatura a 139°C

Dispersante Actividad residual de inhibidores de tripsina, %
Inicial 1 min. 2  min. 3 min.

Agua 70 32 11 6

Carbonato 36 26 9 5

Los resultados se expresan como el promedio de dos determinacio­
nes.

CONCLUSIONES

1. La etapa de molienda directa de sémola de soja permite 
eliminar lahidratación previa délos granos, simplificando 
el proceso y minimizando la oxidación de lípidos. Se 
obtienen los mejores rendimientos de extracción de sóli­
dos a 70°C durante dos minutos, ya sea empleando agua o 
solución de carbonato 0 ,01M como medio dispersante. Al 
término de esta etapa se logra una importante inactivación 
de lipoxigenasas, efecto que es muy notable en soluciones 
de carbonato.

2. En la etapa de tratamiento térmico con vapor, se completa 
la destrucción de lipoxigenasas en solo 30 segundos de 
calentamiento de 70°C a 96°C y se logra cierta reducción 
de inhibidores de tripsina si se mantienen las suspensiones 
a 96°C, especialmente cuando se emplea carbonato.

3. La etapa final de tratamiento térmico por el sistema UAT, 
luego de la necesaria separación de sólidos residuales, 
permite la inactivación de IT en la leche de soja hasta los 
niveles requeridos, posibilitando simultáneamente la des­
trucción de microorganismos.
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