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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue obtener un producto fermentado de soja a partir de un concentrado de leche de
soja, empleando la ultrafiltracion para alcanzar el contenido de sélidos totales requerido para la produccion de
yogur (12-14% p/p). Ademas, se propuso evaluar el empleo de la Fluorescencia de rayos X como técnica para
cuantificar el contenido de Ca, Fe y P y su distribucién final por el proceso ensayado. Las determinaciones
analiticas se realizaron sobre la leche de soja, concentrado, permeado y producto fermentado, empleando
fluorescencia de rayos X dispersiva en longitud de onda (WDXRF). Los resultados mostraron que estos
elementos son concentrados por la membrana a través de asociaciones con las proteinas, conservando el aporte
de minerales del producto. Ademas, se demostré que la herramienta analitica empleada permite una
determinacion directa sobre las muestras, evitando el pre-tratamiento requerido por otras técnicas
convencionales.

ABSTRACT

The aim of this study was to obtain a fermented soy product from a concentrate of soy milk, using ultra filtration
to achieve the total solids content required for yoghurt production of (12-14 % w /w). Another proposal was to
evaluate the use of X-ray fluorescence as a technique to quantify the content of Ca, Fe and P and the final
distribution by the tested process. The analytical determinations were conducted on soy milk, concentrate,
permeate and fermented product using X-ray fluorescence wavelength dispersive (WDXRF). Results showed that
these elements are concentrated by the membrane through association with proteins, maintaining the
contribution of minerals of the product. In addition, it was shown that the analytical tool used allows a direct
determination on the samples, avoiding the pre-treatment required by other conventional techniques.

Palabras clave: ultrafiltracion; producto fermentado; soja; contenido mineral
Keywords: ultrafiltration; fermented product; soy; mineral content
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INTRODUCCION

El alimento liquido a base de soja, conocido como leche de soja, se utiliza en la actualidad como alternativa para
aquellas personas que presentan intolerancia a la lactosa, o tienen alergia a algunas de las proteinas de la leche
de vaca. Este alimento tiene importantes propiedades nutritivas, ya que es fuente de vitaminas, minerales,
proteinas y no tiene colesterol. Cabe destacar que la relacion calcio/fosforo (Ca/P), es alta y resulta Util en
periodos de crecimiento y adolescencia, en mujeres gestantes o durante la lactancia y en personas de avanzada
edad. Ademas es rica en magnesio, que interviene en la asimilacién del calcio y presenta un alto contenido de
hierro y zinc, los cuales contribuyen a mejorar la asimilacion de las proteinas. Por lo tanto, la leche de soja es
un sustituto valido de la leche de vaca (Chove et al., 2007; Rinaldoni, et al., 2010, Canabady-Rochelle y
Mellema, 2010).

El yogur natural es un derivado de la leche fermentada producido por el crecimiento de bacterias lacticas, que al
reproducirse dan lugar al acido lactico. Como parte del proceso de fermentacidn, las grasas y proteinas se
transforman en sustancias mas digeribles. Por ello, el yogur es considerado un producto de facil digestion y de
alto valor nutritivo con un sabor y aroma particular. Dentro de sus propiedades tiene la capacidad de estabilizar
la flora intestinal por la presencia de bacterias vivas inocuas, que ademas potencian el sistema inmune contra
infecciones y otras enfermedades (Mattos et al.,, 2009). Por estas razones es considerado un alimento
probidtico, incluido dentro del grupo de los alimentos funcionales (Farnworth et al., 2007; Cruz et al., 2010).

El producto fermentado de soja combina, entonces, las propiedades nutricionales de la soja con las ventajas que
presenta el yogur, siendo un alimento muy nutritivo por su aporte de vitaminas, proteinas, la alta
biodisponibilidad de calcio y otros nutrientes esenciales para el organismo.

La produccién de yogur requiere un aumento del contenido de sdlidos totales a partir de la materia prima
empleada. Esto puede realizarse a través de una concentracion de sélidos empleando tecnologia de membranas
principalmente la microfiltracion y ultrafiltracion. La técnica consiste en la separacion de una corriente en dos
fracciones sobre la base del tamafio molecular o de particula, que permite pasar a través de la membrana las
especies pequefias, mientras que las mas grandes son retenidas (Cheryan, 1986; Brans et al., 2004). Mediante
este proceso se ha logrado obtener un concentrado con el contenido de sdlidos requeridos para la elaboracion
de yogures con caracteristicas especiales, donde se produce una particion y redistribucion de minerales en las
corrientes de permeado y concentrado (Krishna Kumar et al., 2004; Alibhai et al., 2005; Rinaldoni et al., 2009).

Experiencias previas indican que en el caso del alimento de soja la ultrafiltracion permite la concentracion de
proteinas de alta calidad, también se concentran las grasas que contienen acidos grasos poliinsaturados
esenciales (Genovese y Lajolo 2002; Messina et al., 2002). Por otra parte la membrana no retiene
oligosacaridos, y anti-nutrientes de la soja, como el acido fitico los cuales son eliminados en la corriente de
permeado El hecho que el acido fitico no sea concentrado por la membrana es importante ya que este
compuesto se une a los minerales impidiendo su absorcion (especialmente zinc, calcio y magnesio) y disminuye
la solubilidad de las proteinas. Si bien pequefias cantidades de estos anti-nutrientes quedan en el concentrado,
luego son desactivados por la fermentacion, esto es independiente del modo en que se realiza la concentracion
de proteinas (Omosaiye y Cheryan, 1979; Krishna Kumar et al., 2004; Ali et al., 2010).

El objetivo de este trabajo fue obtener un producto fermentado de soja a partir de un concentrado de alimento
a base de soja, “leche de soja”, empleando la ultrafiltracion. Ademas se propuso evaluar el empleo de la
espectrometria de Fluorescencia de rayos X, dispersiva en longitud de onda (WDXRF), como técnica para
cuantificar el contenido de los principales minerales presentes: calcio, hierro y fosforo y la distribucion final por
el proceso de membrana ensayado.
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METODOLOGIA

Materia prima

Se utilizo alimento de soja liquido de marca comercial AdeS (Industria Argentina) “leche de soja”, (3% p/v
azucares, 1 % p/v de grasas, 3,2 % p/v proteinas, 8,9 % p/p solidos totales y 0,6 % p/v cenizas).

Se emplearon yogures descremados comerciales como patrones de referencias para comparar su composicion
con el producto fermentado de soja obtenido en el trabajo (ver Tabla 1).

Filtracion con membrana: Microfiltracion- Ultrafiltracion

La solucion de entrada al equipo (leche de soja) se encuentra en un recipiente dentro de un bafo termostatico
(Haake, USA), asegurando la estabilidad de la temperatura seleccionada, es impulsada por medio de una bomba
de velocidad variable (General Electric, USA).

La solucién pasa a través de un filtro frontal de microfiltracion de polipropileno (Pall Corporation, USA), de 5-10
um. Esta operacion reduce la cantidad de bacterias y esporas, actuando como una pasteurizacién en frio de la
muestra. Ademas, protege a la membrana de ultrafiltracion del ensuciamiento dado que las grasas son
parcialmente retenidas por el filtro, siendo éstas una de las principales causantes del ensuciamiento de la
membrana (Brans et al., 2004: Rinaldoni et al., 2009). El filtro fue limpiado y desinfectado después de cada
experimento e intercambiado peridédicamente.

El mddulo de ultrafiltracion consta de un sistema Millipore Pellicon, compuesto de capas de membranas de
polisulfona, presentadas en forma de laminas apiladas con un tamiz separador de polipropileno. El area
superficial efectiva de membrana es de 0.47 m? tiene la ventaja de un gran area de transferencia en un
pequeiio volumen. El corte de peso molecular es de 10 kD, el cual produce un concentrado tanto de materia
grasa, como de proteinas, ambos componentes necesarios para obtener la textura y viscosidad apropiada del
yogur (Domagala y Kupiec, 2003; Krishna Kumar et al., 2004; Mondor et al., 2010). El equipo consta de dos
sensores de presidn. La presion experimental estd determinada por la presion de transmembrana (PTM)
definida por la ecuacion 1:

I:’(ent) + I:)(conc)
2

PTM = — P(perm) (1)

donde (Pent.) presion a la entrada y (Peonc) @ la salida del concentrado y  (Pperm) €S la presion a la salida del
permeado, la cual se considera cero a menos que el permeado sea controlado por una segunda bomba.

Las condiciones operacionales fueron P (eny= 2,5 bar y Pien= 0,5 bar obteniendo por la (ec. 1) una PTM= 1,5
bar y la temperatura se mantuvo constante en 25 = 1 °C. Con estas condiciones experimentales, se obtuvo una
velocidad de flujo adecuada.

Después de cada filtracion la membrana se limpid en linea de acuerdo con las instrucciones proporcionadas por
el fabricante. El protocolo utilizado fue agua destilada - NaOH (pH: 11,5 + 0,5) - agua destilada, cada paso se
realizd a 40 = 1 © C durante 30 minutos, se llevo a cabo una etapa de limpieza con NaClO 300 ppm a la misma
temperatura y presion para garantizar la desinfeccion y un Gltimo enjuague de agua. La permeabilidad hidraulica
de la membrana siempre fue recuperada, con la cual se comprobé que el procedimiento de limpieza fue
realizado correctamente.

La concentracién de la materia prima por UF se llevé a cabo recirculando el concentrado, y el proceso se detuvo
cuando se logro la concentracion deseada.

AVANCES EN CIENCIAS E INGENIERIA (ISSN: 0718-8706) 81



ACI: VOL. 2(1), pp. 79-87 (2011) Rinaldoni y otros

Etapa de fermentacion

Los concentrados obtenidos a partir de la UF de leche de soja fueron fermentados empleando los
microorganismos Lactobacillus delbruckii subespecie Bulgaricus y Streptococcus salivarius subespecie
Termophilus (Yo - Flex, YF-L702, Argentina). Las muestras se pausterizaron colocandolas en frascos
esterilizados calentados a 90 + 1° C durante 30 segundos, luego se homogeneizaron, se enfriaron a 38 + 0,2
°C, fueron inoculadas con 4%v/v del fermento y se mantuvieron a 40 + 1 °C.

Durante la etapa de fermentacion se estudid el desarrollo de la acidez (en términos de pH y acidez titulable).
Cuando el producto alcanzé un pH entre 4,2 y 4,6, el proceso se detuvo por refrigeracion a 4-8 °C.

Anadlisis

Los yogures de soja obtenidos fueron analizados por duplicado, de acuerdo a métodos estandar (CAA, 2006) se
midié: pH utilizando un peachimetro digital (Orion modelo 720A, EE.UU). La acidez fue determinada de acuerdo
al método oficial (AOAC, 1995), por titulacion con NaOH 0,1 N y expresada como por ciento del acido lactico. El
contenido de sdlidos totales se determind por diferencia de peso, empleando una estufa de secado a 70 + 1°C,
(AOAC, 1995). El contenido proteico total fue calculado por la determinacion del nitrégeno total por el método
de Kjeldahl usando un Digestor de 6 Plazas (Selecta S.A, Espafia), y un Destilador Kjeldahl Semiautomatico
(Selecta S.A, Espafa), (AOAC, 1995). La proporcion de grasas fue medida con el método de Rosse-Gottlieb
(AOAC, 1995). El contenido de lactosa se determind por el método de Cloramina-T (IRAM, 2004). La viscosidad
se midid con un viscosimetro rotacional Haake VT02, (Alemania), (con tres rotores intercambiables, a 22 + 2
°C).

Determinacion analitica de Ca, Fey P

Las determinaciones cuantitativas se realizaron mediante la técnica de Fluorescencia de rayos X (FRX). Se utilizd
un espectrometro dispersivo en longitud de onda (WDS) Philips - PW 1400, bajo las siguientes condiciones: tubo
de rayos X con anodo de Rh, colimador de alta resolucién (150 pm entre lineas). Para Ca y Fe se utiliz6 el cristal
analizador LiF 200 (2d = 4,028 R), detector proporcional de flujo de gas (P10, argén-metano), ancho de ventana
75-25, camino de aire (por la naturaleza liquida de las muestras). El analisis se realizd aplicando el método del
agregado patron, permitiendo en este caso particular dada la baja concentracidon de los elementos, mantener la
matriz de las muestras y realizar las medidas en su estado original. En el caso de P, es necesario trabajar en
condiciones de vacio para lograr la sensibilidad adecuada, por lo que no se puede realizar sobre muestras
liquidas. Por esta razon, las muestras se trabajaron en condiciones sélidas mediante el calcinado de las mismas
(cenizas). Se aplicd una metodologia que requiere poca cantidad de muestra pulverizada (150 mg), soportada
en una pastilla de acido bdrico o celulosa. Estos materiales son de matriz sumamente liviana y se comportan
como blanco frente a las radiaciones X, sin provocar interferencias significativas sobre los especimenes
(D'Angelo et al., 2002; Deluigi et al., 2003). EI mismo fue detectado y analizado con el cristal de Ge (2d =
5.5320 A). Para la cuantificacién de dicho elemento se aplicé también la metodologia de agregado patrén.

Cada porcion analitica se procesd por triplicado y los valores fueron promediados, cuando las replicas se
desviaron en mas de un 2% con respecto al valor promedio, se repitid el ensayo.

RESULTADOS
Concentrados por MF-UF
Con el objeto de obtener concentrados que contengan los sdlidos totales aptos para la elaboracion del yogur, se

llevaron a cabo experiencias a distintos factores de concentracién (VCR), definido por la ecuacion 2 (Cheryan,
1986):
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_ Volumen inicial
Volumen del concentrado

VCR (2)

Los resultados mostraron que el tratamiento por UF permite concentrar adecuadamente la leche de soja. Se
determin6 que operando a un VCR entre 1,5-2,5, se obtienen concentrados adecuados para la produccion de
yogur (con un contenido de sélidos totales entre 12- 14% p/p, lo cual esta adecuado a lo estipulado en el CAA,
2006), lo que determina el punto final del proceso de concentracion por UF. Estos resultados son consistentes
con los previamente encontrados por Rinaldoni et al. (2009) en leche bovina descremada, trabajando con
membranas de 10 kD, para valores de VCR comprendidos entre 1,25y 2,5.

En base a los resultados, se detuvo el proceso de MF y UF cuando se llega a un VCR de 2,5 aproximadamente,
obteniendo un concentrado con 14,5% (p/p) de sdlidos totales y adecuada viscosidad. Las propiedades
fisicoquimicas del producto obtenido se pueden observar en la Tabla 1, los cuales se compararon con los
parametros determinados en yogures descremados comerciales, proveniente de leche bovina.

Tablal: Propiedades fisicoguimicas del producto final. (medias + DS).

Muestra pH Acidez  Proteinas Grasas Lactosa Solidos Viscosidad
(% Ac. (% p/p) (% p/p) (% p/p) Totales (cP)
Lactico) (%p/p) T=22 +2 °C
Producto 4,5 0,63 5 1,7 0 14,5 680
fermentado de + + + + + + +
soja 0,10 0,16 0,07 0,03 0,01 0,2 5
UF *
Yogur 3,74 0,96 4,36 0 7,5 13,5 1000
descremando + + + + + + +
commercial ** 0,12 0,15 0,06 0,01 0,09 0,1 5

* Valor promedio de analisis por duplicado. **Valor promedio de tres marcas comerciales.

El analisis de los datos muestra que el producto fermentado de soja obtenido presenta un mayor pH y una
acidez mas baja que el yogur comercial, esto se debe a que contiene menos cantidad de azlcar, por lo tanto
es menor la produccién de acido lactico. El contenido de proteinas aumentd aproximadamente un 14 %(p/v) y el
de grasas un 1,65 % (p/v). Estas caracteristicas hacen que el producto sea interesante dado que es una
fuente de proteina con alto valor biolégico similar a las de la carne, pescado o huevos y el contenido graso es de
origen vegetal. Por otra parte este alimento no contiene lactosa, por esta razdn estos yogures resultan aptos
para personas con intolerancia al mencionado azucar.

Analisis del contenido de Ca, Fey P

Los patrones adicionados y las muestras se prepararon por triplicado, efectuando tres ciclos de medidas. Los
resultados son el promedio del total de las mediciones. La determinacion del contenido de calcio, hierro y
fosforo por WDXRF en el alimento de soja se realizd aplicando la metodologia de agregado patrén. La medicion
cuantitativa de dichos elementos en el permeado, concentrado y fermento de soja se efectud por comparacion
contra la curva de calibrado realizada con el valor real que posee la muestra (obtenido de la curva de adicion
estandar) mas los agregados adicionados. Los resultados se muestran en las Figuras 1, 2 y 3.
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Int. (cuentas/segundos)

Fig. 2: Determinacion de Fe por WDXRF. Aplicando el método de adicién estandar y su correspondiente curva de calibrado

Los resultados mostraron que el idn Ca se concentra un 30% respecto al contenido en la materia prima, el Fe se
concentra un 15%, mientras que el P un 5%, ya que parte de su contenido se pierde en el permeado como
acido fitico o derivados. De esta forma se demuestra que los elementos minerales son concentrados en distintas
proporciones, de manera analoga que las proteinas y grasas, lo cual confirma que estos iones forman
asociaciones fuertes con las proteinas a través de complejos y por lo tanto son retenidos por la membrana. Este
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Fig. 1: Determinacion de Ca por WDXRF. Aplicando el método de adicidn estandar y su correspondiente curva de
calibrado en muestras liquidas.
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en muestras liquidas.

comportamiento estd en concordancia con los estudios de Martinez Dominguez et al. (2002).
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Fig. 3: Determinacion de P por WDXRF. Aplicando el método de adicién estandar y su correspondiente curva de
calibrado en cenizas.

La cantidad de minerales sigue siendo constante después de la fermentacién, por lo tanto, el contenido de estos
elementos se encuentra aumentado naturalmente en comparacion con los productos comerciales. Ademas,
teniendo en cuenta estudios realizados por De la Fuente et al. (2003) y Closa et al. (2003), en minerales
contenidos en yogures de leche, los productos obtenidos en este estudio presentarian una mejor
biodisponibilidad de calcio y podrian favorecer la absorcion de estos nutrientes en el tracto gastrointestinal.

CONCLUSIONES

Se logro la obtencion de un concentrado de soja por UF con un contenido de sdlidos totales de 14,5 + 0,1 para
producir el yogur sin el agregado de agentes espesantes (como leche en polvo). El contenido de proteinas se
incrementa respecto a los productos comerciales lo que produce un efecto de amortiguacion, suavizando la
acidez. La concentracion de grasas mejora la palatibilidad y consistencia presentando un aroma agradable. Por
otra parte, no contiene lactosa, obteniendo un producto fermentado de soja con caracteristicas especiales para
personas con intolerancia a la lactosa.

En este trabajo se ha aplicado espectrometria de fluorescencia de rayos X dispersiva en longitud de onda
(WDXRF) para dar informacion del contenido mineral en leche de soja ultrafiltrada: permeado y concentrado.
Los resultados mostraron la particion de nutrientes minerales como calcio, hierro y fosforo por el proceso de UF,
los cuales fueron concentrados por la membrana a través de asociaciones con las proteinas. La concentracion
de estos complejos proteina-mineral permite que el producto fermentado de soja, conserve un alto contenido
de nutrientes minerales, juntamente con el incremento de proteinas de alta calidad.

Por otra parte, se demostrd que la herramienta analitica empleada (WDXRF) permite una determinacién directa
sobre las muestras, evitando el pre-tratamiento requerido (mineralizacion) por otras técnicas convencionales
empleadas en el andlisis de minerales como espectroscopia de emision atdmica (AES) y espectroscopia en
plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) (Sikiric” et al., 2003; Giiler, 2007; Gad et al., 2010). De esta manera
se producen menos pérdidas, menor consumo de reactivos y mayor rapidez, utilizando un método sencillo y de
gran exactitud.
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