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Resumen:

El trabajo aqui contenido esta englobado dentro del Proyecto Europeo
ENTHALPY (EU-FP7), un proyecto multidisciplinar y multinacional, donde se
busca la mejora de la industria lechera europea, mediante la innovacion en la
tecnologia, optimizacidon de procesos y mejora de la gestion de las empresas.
Las lineas prioritarias fueron: la reduccion del consumo de agua y energia, por
parte de este sector de la industria alimentaria, dada su gran demanda de agua
para diversos procesos industriales, entre los que destacan la limpieza, y el
gasto de energia en algunos procesos, como los térmicos, por ejemplo, la

pasteurizacion o esterilizacidon de la leche.

Dada la perspectiva general del proyecto, se enfocé esta tesis en la evaluacidon y
mejora del tratamiento de la problematica relacionada con el fouling lacteo.
Este tipo de residuo, generado durante el procesado de la leche con el empleo
de altas temperaturas, tiene unas afectaciones sobre la instalacidon y

consecuentemente sobre todo el sector.

Su presencia implica un gran consumo de agua y energia, para intentar su
eliminacion, por lo que un estudio de este residuo ayudard a mitigar sus efectos,
aparte de profundizar en el conocimiento sobre ello, uno de los objetivos
importantes fue el de encontrar una forma de eliminar el fouling lacteo
mediante enzimas, una estrategia, que aunque no es novedosa en si misma,
permite un elevado grado de personalizaciéon, para adaptarla a esta
problemadtica y, sobre todo, por una serie de beneficios colaterales a su empleo,
ya que permiten una mejora integral y especifica, lo que permite una reduccién

de los costes de produccién.
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Todos estos objetivos se llevaron a cabo mediante la creaciéon de un modelo de
laboratorio de fouling lacteo, para poder trabajar sobre un equivalente del
residuo, para su estudio a escala laboratorio, creado bajo demanda, de forma
facil y de bajo coste. Esto ha permitido poder probar nuevas técnicas de
limpieza sobre él. Un modelo de laboratorio es de gran interés dada la
localizacion del residuo en la industria, en el interior de instalaciones y
maquinaria de dificil acceso, que cuando han de ser abiertas o desmontadas,

consumen una gran cantidad de tiempo, personal y dinero de la empresa.

A partir de la creacion del modelo de laboratorio, se probaron distintos
productos de limpieza industrial, tanto comerciales como de creacién propia.
Esto nos permitid elegir la mejor formulacion, para acabar con este residuo
lacteo. Estos resultados se escalaron a escala de planta piloto, haciendo un
procesado estandar de leche, con la finalidad de ensuciar toda la instalacion,
para luego limpiar con métodos clasicos y con la nueva solucion desarrollada y

propuesta en este estudio.

Los datos recogidos, durante la ultima etapa de los experimentos, rebelaron un
gran nivel de movilizacién del fouling lacteo, tras el empleo de la nueva
formulacion enzimatica elegida y patentada. Los costes de uso se han mostrado
muy inferiores a los registrados durante el uso de un producto quimico
tradicional (control), para limpiar instalaciones industriales. Aparte de los costes
inferiores, los requerimientos de agua y energia fueron siempre inferiores,
dando como resultado un producto fruto de la investigacion, con muy buenos

resultados en entornos reales.
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Abstract:

This work is a part of the European project ENTHALPY (EU-FP7), a
multidisciplinary and multinational project with the objective of improving the
European dairy industry, using innovative technology, process optimization and
better business management. The main purpose was the reduction of the water
and energy usage in the food industry, given the fact that the consumption of
both is quite high and demanding for various processes like cleaning or thermal

processes such as pasteurization or milk sterilization.

With the purpose of the project in mind, this thesis was focused on the problem
of milk fouling. This kind of residue made during the thermal process of milk at
high temperatures, have a massive effect over the facilities and therefore to the

sector.

The presence of milk fouling increases the water and energy consumption
during cleaning processes, and a better understanding of this residue would
help industry for a better cleaning. Besides the study of this residue, one of the
main objectives was to create an efficient way for cleaning the fouling with
enzymes. Even though it is not a new and innovative strategy by itself, it can be
highly customized to adapt the cleaning process to the problem, given some

indirect benefits that will decrease the production costs.

All these objectives were achieved through the development of a milk fouling
model, which was cheap and easy to manipulate, for the study of cleaning tests
for new products. Working with a fouling model is useful because milk fouling is
deposited typically in closed facilities of difficult access that cost a lot of time

and money to be opened.
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With the fouling model, it was possible to test commercial and new products for
the cleaning of fouling. Once the best formula was selected, it was scaled to a
pilot plant experimentation. At the pilot plant, whole milk was processed to
generate milk fouling over the facilities, and clean the surfaces with the classic

products and with our new product.

All data suggest a great detachment of milk fouling with our enzymatic formula,
which was patented, with the potential benefits of having lower cleaning costs,
less water and energy consummation, creating an efficient way to clean in real

live situations.
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HHST: Higher-Heat Shorter Time (Alta Temperatura Tiempo Acortado)
HHST: Higher-Heat Shorter Time (Alta temperature y tiempo acortado)
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Figura 4: PHE de acero inoxidable 316 después de pasteurizar leche durante 8 horas (Barish

y Goddard. 2013).
Figura 5. PHE obturado por la acumulacién de fouling caramelizado (Anénimo, 2007).

Figura 6: Esquema de la trasferencia de proteinas del liquido a la superficie del proceso térmico (Jimenez

y cols., 2013).

Figura 7. Clasificaciéon del fouling basada en distintos pardmetros como la naturaleza de sus

componentes o su solubilidad (Basso y cols., 2017).

Figura 8. Esquematizacion de los circulos de Sinner. El incremento de uno de estos
factores permite disminuir los otros tres factores, obteniendo los mismos resultados

de limpieza (Basso y cols., 2017).

Figura 9. Ejemplo de monitorizacién de la limpieza de un evaporador mediante analisis de la

conductividad de la solucion de limpieza (Van Asselt y cols., 2002).

Figura 10: Superficie de acero inoxidable 316 2B (5 x 5 cm) con paredes de aluminio
(1 cm de altura) para ser usados en la produccién del modelo fouling lacteo en

laboratorio (MFM).

Figura 11: Esquema simplificado de los pasos para producir modelos de fouling lacteo en el laboratorio

(MEM).

Figura 12. Sistema para producir un modelo de fouling mediante leche en recirculacion. A) Discos de
acero inoxidable 316 2B en el fondo del matraz Kitasato. B) Sistema en funcionamiento en un bafo

termostatico a 90°C.

Figura 13: Esquema simplificado del protocolo de limpieza de los modelos de fouling lacteo (MFM)

usando productos con base enzimatica.
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Figura 14: A) Modelo de fouling lacteo (MFM) B) MFM después de la limpieza

enzimatica.

Figura 15: Eficacia de la eliminacidn de fouling lacteo por parte de las distintas soluciones de limpieza,

resultados en porcentaje (%), mediana representada por la division de la barra.

Figura 16: Turbidez de distintas soluciones de limpieza en unidades McFarland de

turbidez

Figura 17: Superficies para la produccion de fouling. A) Discos de acero inoxidable (2 cm de diametro)
tipo 316 y pulido de grado 2B. B) Contenedores para la produccidon del modelo de fouling adaptado a

microscopia con paredes de 0,6 cm de altura.

Figura 18: Modelos de fouling lacteo adaptado (AMFM), A) Después del proceso de produccién, B)

aspecto del AMFM después de la Ultima pesada, preparados para su limpieza o para ser analizado.

Figura 19: Medicion del pH de las tres soluciones tamponadoras y de un control delo largo del tiempo a

temperatura variable. Todos los datos por triplicado.

Figura 20. Medicién del pH de distintas soluciones tamponadoras usando agua de red, a 202C. Todos los

datos por triplicado.

Figura 21. Microfotografia de la morfologia de la superficie del fouling adherido a la superficie metalica.

Magnificacion a 220x (A) y a 1000x (B).

Figura 22. Vista topografia mediante microscopia confocal 6ptica de los AMFM. A) Vista 3D de la
superficie del fouling lacteo. Los colores calidos representan los elementos por encima de la media de la
superficie. B) Perfil topografico de los AMFM, resumen de toda la informacion de altura a lo largo del

drea analizada. El valor 0 en altura representa la altura media de la superficie del fouling.

Figura 23. Grafico espectroscépico del EDX-SEM. Escala expresada en kilo-electron Volts (keV) de la

energia emitida durante la excitacién mediante rayos X.
Figura 24. Microfotografia de la superficie del modelo de fouling lacteo por microscopia Odptica.
Magnificacién 20X.

Figura 25. Microfotografia de la superficie del modelo de fouling lacteo mediante microscopia DEM. A)
Suma de los canales verde (proteinas) y rojo (lipidos). B) Suma de los canales verde (proteinas), azul

(azucares). Magnificacién 40x.

Figura 26. Microfotografia de la superficie del modelo de fouling lacteo. A) Suma de los canales verde
(proteinas) y azul (azlcares). B) Suma de los canales verde (proteinas), rojo (lipidos) y azul (azucares).

Magnificacién 10x.

Figura 27. Representacion 3D de un grupo de microfotografias de un AMFM, con 3 um de diferencia en

el plano Z entre tomas. Suma de canales verde (proteinas), rojo (lipidos) y azul (aztcares).

Figura 28. Representacién gréafica de la abundancia de los componentes segin su intensidad de

fluorescencia a lo largo de la profundidad de una muestra por CLSM.
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Figura 29. Producto enzimatico producido por ITRAM Higiene. Formula enzimatica bajo el nombre

comercial CleanZIP y la soluciéon tamponadora, ENTHALPY Buffer, para la limpieza de la planta piloto.
Figura 30. Esquema del muestreador interno para residuos.
Figura 31. Concentracién de residuo seco en las muestras obtenidas durante la limpieza.

Figura 32. Atomizador. A) Después de la produccién de leche en polvo. B) Durante el

primer enjuague. C) Después de la limpieza enzimatica.

Figura 33. Fotografias del PHE (dos zonas distintas) después de la limpieza enzimatica. Los circulos rojos

indican unas pequefias acumulaciones de una pasta residual pobremente adherida.

Figura 34. Residuos de fouling. (A) en forma de escamas y secos, después del proceso de limpieza

enzimatica. B) Escamas residuales una vez carbonizadas para analizar la fraccion mineral.

Figura 35. Microfotografia mediante DEM y FITC de las escamas dejadas por el tratamiento enzimatico.

10x.

Figura 36. Muestreadores de un pasteurizador. A) Después de 1 h a 1052C, produciendose fouling lacteo

tipo A. B) Después de 4 h a 1352C, produciendose fouling lacteo tipo B.
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I: Introduccion
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La produccion de alimentos procesados requiere un alto grado de higiene en las
instalaciones y de buenas practicas, por parte del personal, para conseguir un
producto de calidad y sin riesgos para la salud del consumidor. Para lograr este
nivel de limpieza y desinfeccidon. Las tareas de mantenimiento se tienen que
programar y organizar de forma periddica, para evitar la acumulacién de
residuos derivados de la actividad diaria, para evitar la colonizacién de las
superficies e instalaciones por parte de microorganismos (Boyce y cols., 2010,
Basso y cols., 2017 y Rios-Castillo y cols., 2017), que con su presencia, podrian
comprometer la viabilidad de los alimentos procesados, alterando su
durabilidad o sus propiedades organolépticas, asi como por el posible riesgo
para la salud. La presencia de patdégenos, que pudieran producir una
enfermedad de transmision alimentaria (ETAs) al consumidor, se convertiria en
un problema de salud publica, sin un tratamiento adecuado (Rios-Castillo y cols.,

2017).

Dentro de la industria alimentaria, las empresas lecheras son de las que mas
esfuerzos realizan para mantener las condiciones higiénicas de las instalaciones,
dada la problematica especifica que tiene el tratamiento térmico de la leche,
especialmente, en lo relacionado con el fouling lacteo. La leche ensuciara toda
superficie que entre en contacto directo con ella (Visser y Jeurnink. 1997). A
mayor temperatura de las superficies o del proceso, a la que se somete la leche,
mayor sera la cantidad de residuos que se acumularan. Ese residuo proveniente
de la leche o fouling lacteo, tiene unas caracteristicas muy variables, dado que
depende, en gran medida, del tipo de tratamiento en el que se origind, de las
materias primas de donde provienen los componentes del fouling y otros
factores, que pueden influir, como calidad microbioldgica de la leche, tipo de

material de las superficies, burbujas en el liquido, etc.
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La industria lechera debe realizar limpiezas periddicas de sus instalaciones, una
vez al dia como minimo, para eliminar los depdsitos de fouling de las
canalizaciones, depdsitos y demas superficies. Estas paradas en la linea de
produccion pueden llegar a suponer una gran parte de los costes de produccion
de las empresas. En el caso de la industria lechera, se ha llegado a cifrar el coste
de tales actividades en un 80% de todos los costes de produccion, debido a la

dificultad de eliminacién de los residuos (Bansal y Chen. 2006).

Hay varias clasificaciones para definir, en la medida de lo posible, a estos
residuos lacteos. Uno de estos sistemas de clasificaciéon se enfoca en la
temperatura, a la que se genera el residuo, y las composiciones medias que lo
componen. De acuerdo con esta caracteristica, existirian dos tipos de fouling:
Fouling lacteo tipo A, producido en procesos térmicos a temperaturas
comprendidas entre 752 y 1102C, con una composicion predominantemente
organica. Fouling tipo B, producido a partir de tratamientos mayores de 110°C.
Este se produciria en esterilizaciones a elevadas temperaturas, como podria ser
una esterilizacidon para formulas infantiles. Los residuos, que se adhieren a las
superficies, suelen ser mayoritariamente inorgdnicos, por las sales precipitadas
sobre la maquinaria (Bansal y Chen. 2006; Changani y cols., 1997, de Jong. 1997,
Visser y Jeurnink 1997).

Otras clasificaciones se basarian en la mecanica que crea la adhesion del residuo
con la superficie, mds que en el propio material que lo forma. La cantidad del
residuo fijado dependeria de si los componentes del residuo se unen mas entre
si (cohesion), formando agregados de mayor tamano, de la relacién de los
elementos con la superficie (adhesién) o una mezcla entre adhesién y cohesion.

(Fryer y Asteriadou. 2009; Liu y cols., 2006).
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El fouling es una problematica conocida desde hace mucho tiempo, dado que su
afectacion se remonta a los inicios de la industrializacidon de la produccion y

distribucién de leche (De Schweinitz. 1895).

Su afectacion se podria resumir en tres areas distintas pero interrelacionadas
entre si. Su principal efecto es el de recubrir las superficies en contacto con la
leche, como las tuberias o los pasteurizadores. Esto puede provocar una
obstruccion de las instalaciones, disparando la presién interna de la maquinaria
y llegando a ocluir completamente el paso del liquido. A parte, su presencia
puede provocar una incorrecta transmision del calor, por las propiedades
aislantes del fouling lacteo, requiriendo que se aplique mas calor al proceso
para poder llegar a la temperatura deseada en el centro del liquido tratado, con
el consiguiente incremento en el consumo de energia y con una menor eficacia
de proceso. Para solucionar estos problemas se tienen que hacer limpiezas
periddicas de las instalaciones, de eficacia, en muchas ocasiones, limitada.
Durante estas operaciones se consume una gran cantidad de agua, energia,
productos quimicos de limpieza y tiempo de trabajo de los operarios de planta

(Britten y cols., 1988; Boyce y cols., 2010; Hagsten y cols., 2016).

A parte de los efectos operacionales hay efectos sanitarios y de calidad. Como
se ha sefialado, las propiedades aislantes del fouling hacen que la transmision
del calor, al total del flujo de leche, pueda verse entorpecida. Un tratamiento
térmico menor al deseado puede llevar, a que los procesos de rebaja de la carga
microbiana o de esterilizacién, sean deficientes, dando como resultado la
presencia de patdgenos en el producto final, que puedan ocasionar ETAs a los
consumidores, o a la presencia de alteradores, que puedan acortar la vida util
del producto final o alterar sus propiedades organolépticas, aportando

propiedades indeseables como color, gusto u olor extrafios.
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Ademas, si no se elimina el fouling correctamente de las instalaciones, a diario,
se pueden acumular microorganismos que provengan de la instalacion y de las
materias primas. En caso de colonizar el fouling, este se convertiria en
biofouling. Las propiedades aislantes pueden proteger a los microrganismos que
albergue en su interior, como si fuera un biofilm. Este biofouling puede actuar
de reservorio para patdégenos y alterantes, que puedan recontaminar el
producto ya tratado. Por esta via también se puede danar la calidad final del
producto final o permitir ETAs (Bansal y Chen. 2006). Por todo ello, la
eliminacion de estos residuos y la limpieza y desinfeccion de las instalaciones,
han de formar parte del plan APPCC de las empresas, para controlar y maximizar

la calidad de los productos.

Tradicionalmente, para su eliminacidn, se realizan unos procesos semiempiricos,
mas basados en la experiencia que en datos reales para su eliminaciéon. Se
suelen emplear productos altamente corrosivos para las instalaciones,
peligrosos para los operarios y de dificil neutralizacién para su posterior
eliminacion. Estos métodos cldsicos, se aplican a altas temperaturas y suelen
componerse de un tratamiento acido, tipicamente diluciones de acido nitrico
(HNO3) y de un tratamiento alcalino, basados en sosa cdustica (NaOH). Los
tratamientos alcalinos saponifican las grasas presentes en los residuos, cuando
la solucidén se aplica en caliente, y degradan las proteinas. Los tratamientos
acidos tienen una funcidon béasicamente desincrustante, sobretodo de los

elementos minerales adheridos a las superficies (Bylund. 1995; GraRhoff . 2002).

Otras alternativas para la limpieza, relativamente empleadas a dia de hoy, son el
empleo de enzimas, proteinas producidas por todos los organismos vivos, que
catalizan reacciones quimicas. Cada enzima solo cataliza reacciones en un tipo

(o grupo reducido) de compuestos quimicos (sustrato) (Nelson y Cox. 2014;
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Whitehurst y Law. 2009). La maxima actividad catalitica de cada enzima estara
en un rango delimitado de ciertos factores ambientales, tales como
temperatura, pH, presién o concentracion de sustrato. Estos rangos variaran
segun el origen de la enzima. Al ser de origen bioldgico, su maxima actividad se
correlaciona con el entorno en el que se encuentra el organismo o tejido
productor de las enzimas. Hay muchas enzimas, que actuan a temperatura
ambiente, proveniente de plantas, enzimas humanas con actividad cercana a los
37°C o enzimas de microorganismos extremofilos, como por ejemplo de las
comunidades cercanas a las fumarolas del lecho marino, con actividad a altas

temperaturas y pH acido (Madigan y cols. 2012).

Las interacciones entre las enzimas y su medio fisico y quimico se pueden
calcular con gran precision (Boyce y cols. 2010; Célho y cols. 2016). El problema
viene de que gran parte de estos calculos y cinéticas provienen de entornos
ideales con una sola enzima con un solo sustrato (Whitehurst y Law. 2009). El
comportamiento real de las enzimas, en entornos reales, es mucho menos
preciso. Las enzimas no tienen un sustrato Unico con el que reaccionar, las
matrices de los alimentos y los residuos que se derivan de ellos, son una mezcla
compleja y heterogénea de compuestos quimicos, con concentraciones vy
propiedades (competidores, inhibidores, pH, etc.) muy distintas de los entornos
ideales empleados en el laboratorio. Y a pesar de que, en tecnologia de los
alimentos, existan nomenclaturas especificas para determinados productos,
como pueden ser la proteina de leche o el extracto de carne, la variabilidad
entre lotes, puede ser tan grande, que el efecto de una enzima sobre ellos

nunca esta definido con precision (Whitehurst y Law. 2009).

A pesar de todo ello, se puede medir la actividad de las enzimas a distintas
concentraciones de sustrato (hasta la maxima concentracidn, a partir de la cual

la actividad se estabiliza o disminuye), en funciéon de diferentes factores
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ambientales (temperatura, pH u otros). De estos cdlculos surgen unas curvas de
actividad, de gran utilidad, para predecir el rumbo general que tomara la
reaccion catalitica, en distintos entornos alimentarios simulados (Whitehurst y
Law. 2009). En las curvas de actividad, aparte de revelar el pico donde se dara el
maximo de actividad enzimatica, también se puede ver de forma facil la zona o
rango en el que la enzima tendra una actividad elevada, para ese factor
ambiental. Teniendo estas informaciones, se puede llegar a formular una mezcla
de enzimas que degraden el sustrato que deseemos, en un entorno lo mas
controlado posible, para que estén dentro de unos rangos deseables y

maximizar su actividad (Boyce y cols. 2010).

Por todo ello, se puede llegar a proponer una férmula, con base enzimatica,
disefiada para eliminar los residuos que compongan el fouling lacteo y en unas
condiciones de trabajo favorables, tanto para las enzimas como para los
intereses de las empresas. Mediante esta herramienta, se pretende conseguir
un sustituto viable para los tratamientos clasicos de limpieza de las instalaciones
de la industria lechera europea, con una efectividad igual o superior a los

tratamientos quimicos.

Ademas, también se podrian conseguir otras ventajas con otros factores: un
menor consumo de agua para eliminar cualquier riesgo de presencia de
sustancias quimicas en los sistemas, por donde fluiran alimentos; una
eliminacion de los residuos mas econdmica, al ser un producto biodegradable y
compatible con los sistemas de saneamiento urbanos, sin la necesidad de pasos
extras de inactivacion o neutralizacion y una actividad a una menor
temperatura, por lo que se conseguira un ahorro en energia (Boyce y cols. 2010;

GralShoff. 2002, Lequette y cols., 2010; Takahashi y cols., 1996).
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Los objetivos propuestos para este estudio fueron:

Objetivos principales:

Desarrollar un modelo de laboratorio, para la formacién de fouling lacteo, con la
finalidad de ser empleado en pruebas de evaluacion de la eficacia de

limpiadores industriales eficaces.

Estudiar la composicion del fouling lacteo y los residuos que quedan adheridos a

las superficies, después de la limpieza quimica y enzimatica.

Formular un nuevo producto, basado en enzimas, para asegurar la eliminacién

del fouling lacteo, con aplicacién directa en la industria.

Objetivos especificos:

Creacidon de un modelo de laboratorio de facil realizacion.

Disefiar un protocolo de limpieza de facil aplicacion, utilizando el modelo de

laboratorio de fouling lacteo.

Busqueda de nuevas férmulas con base enzimatica contra fouling lacteo.

Identificar la evolucién del tratamiento de limpieza de los modelos de fouling.

Uso de la microscopia fluorescente para identificar la composicién del fouling y

los residuos de la limpieza de forma rapida.

Analisis cualitativo y cuantitativo de la fraccion mineral del fouling lacteo.
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Escalado de la formula enzimatica y de los protocolos para su uso en planta

piloto.

Ensuciado y limpieza del pasteurizador de la planta piloto para realizar

evaluaciones de limpieza quimica y enzimatica.
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1. Descripcion de la materia prima.

La leche es un alimento que ha sido estudiado, cientificamente, desde hace mas
de un siglo. Su estudio, por parte de las universidades y centros de
investigacion, sélo esta por detras del estudio de las fermentaciones alcohdlicas,
especialmente con la cerveza y el vino y los estudios microbioldgicos e

industriales de Louis Pasteur en Francia (Fox y McSweeney. 1998).

Aunque, entre todos los alimentos, es uno de los productos mejor
caracterizados quimicamente, tiene una complejidad innata debido al gran
numero de variables que afectan a las caracteristicas del producto (Bansal y
Chen. 2006, de Jong. 1997). De hecho, aun no se conocen en profundidad todas
ellas y, aparte de ser consumido de forma directa, sirve como base para una
gran variedad de productos, como las leches fermentadas, los quesos y multitud

de productos derivados (Fox y McSweeney. 1998).

La leche es un producto que sélo producen las hembras de todas las especies de
mamiferos para alimentar a su descendencia neonata y cubrir sus necesidades
fisiologicas. Actualmente existen mds de 5.400 especies distintas de mamiferos,

siendo esta una estimacidon muy conservadora (Martins. 2011).

Este alimento es un fluido bioldgico complejo, muy variable entre especies y
dentro de ellas. Las diferencias, que pueden afectar a la composicién de la leche
dentro de una misma especie animal, pueden depender de las variedades
seleccionadas, dentro de una misma raza, para una mayor produccion lechera,
su estado de salud, la alimentacién del animal, la época del ano, el tiempo
transcurrido des del parto, la frecuencia entre ordenados, la edad del animal y

el propio animal, de forma individual, entre otros factores relacionados con sus
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caracteristicas (Bansal y Chen. 2006, de Jong. 1997, Fox y McSweeney. 1998.
Jimenezy cols. 2013).

Muchas de estas diferencias, una vez recolectada toda la leche de un rebaiio, se
ajustan, primero por la mezcla de toda la leche de un rebafio en un solo tanque
y, posteriormente, mediante procesos tecnoldgicos, como el desnatado, para
ajustar la cantidad de grasa en la leche liquida comercial. La composicion de la
leche depende de cada especie. Estas diferencias se deben entre otros factores,
a la adaptacion de la composicion a las necesidades especificas para el correcto

desarrollo de las crias de cada especie de mamifero.

La leche se puede dividir en tres fases diferenciadas entre si, la suspension, la
solucién y la emulsién. (Fox y McSweeney. 1998). En suspensién se encuentran
las proteinas del suero, como las lactoglobulinas o las inmunoglobulinas. La
parte acuosa contendria, entre los compuestos en solucién, como es el caso de
las vitaminas hidrosolubles, sales minerales y los azlcares, mayoritariamente
lactosa, un disacarido formado por una glucosa y una galactosa, unidos por un
enlace 1-4 (Fox y McSweeney. 1998). En la fase micelar existe una emulsién de
proteinas, compuestas mayoritariamente por caseinas (o, B y k), junto al calcio y
lipidos. Los didmetros y componentes de estas micelas tienen una gran
importancia a la hora de estudiar las caracteristicas de la leche y la especie de
origen (Fox y McSweeney. 1998). Todas esas tres fases forman un sistema
dinamico, por la inestabilidad de ciertas estructuras, como por ejemplo la
precipitacion de sales minerales; pero también por la presencia de enzimas en la

leche, que pueden modificar algunos de sus componentes.

También hay factores externos, a la propia leche, que modifican el sistema,

como la presencia y crecimiento de microorganismos, la aplicacidon de procesos
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tecnoldgicos, como agitacion y refrigeracion, o tratamientos térmicos para su
conservacion, como la pasteurizacion (de Jong. 1997; Fox y McSweeney. 1998;

Westhoff. 1978).

Tabla 1: Contenido medio en leche de vaca (Bylund 1995)

Componente Concentracion Media (%)

Sélidos totales 13,00

Minerales 0,80

Proteinas 3,40

B -Lactoglobulina 0,32
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2. Breve resena histdrica de los inicios del consumo de leche.

La leche y los productos lacteos derivados han sido un elemento importante,
desde hace milenios, para las poblaciones humanas. El consumo de leche de
animales domesticados, por parte del Homo sapiens, se ha identificado entre
8.500 y 8.000 anos a.C.,, en los inicios de la revolucion agricola (Fox vy
McSweeney. 1998). Incluso se discute si la produccion de leche pudo ser uno de
los desencadenantes de la domesticacidon del ganado, en la regién de Oriente
Medio (Spiteri y cols. 2016). La creencia general es que primero se
domesticaron los rumiantes ovinos y caprinos y mucho mas tarde los bovinos,
que con el tiempo pasarian a ser la especie predominante, en zonas
predominantemente ganaderas, para garantizar la produccién de leche (Fox y

McSweeney. 1998).

En Europa, los primeros indicios aparecen en las primeras etapas del neolitico,
entre 7.000 y 5.000 afios a. C., en las costas del Mediterraneo. El origen de la
domesticacidon se produjo en el extremo mas oriental y se fue expandiendo,
mediante la creacidn de nuevos asentamientos formados por colonos, en las
costas de poniente. La dispersion se vio favorecida por los primeros

exploradores marinos (Reingruber. 2011).

En los asentamientos analizados, de los pobladores de la costa norte del
Mediterrdaneo, se han conservado pocos elementos, entre los pocos restos
identificados y datados, se encuentran fragmentos de cerdmica y restos 6seos
de los animales sacrificados para alimentacién. Los fragmentos de ceramica,
para cocinar y almacenaje, contienen indicios del uso de leche y derivados
lacteos, por los restos lipidicos adheridos a sus superficies. De los fragmentos

d0seos encontrados se puede extrapolar la raza del animal y la edad, en el
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momento de su sacrificio. Estos datos ayudan a diferenciar las producciones
ganaderas para la producciéon de carne, de las producciones de carne y leche.
Las comunidades con acceso a estos nuevos productos tuvieron una mayor
expansion, al tener acceso a una fuente sostenible de alimento de origen animal

(Castagnino y Flavia. 2011).

El uso de rebafios de rumiantes para la produccién de leche, habria ayudado a la
extension de nuevas comunidades, sobretodo en ambientes dificiles, como
pudieran ser ciertas islas griegas. Los rebanos de cabras pudieron adaptarse
mejor, a zonas marginales, que otras especies ganaderas contempordneas, y
pudieron proveer de una fuente de proteinas estable, a los pobladores
neoliticos, de estas zonas aridas. La domesticacion de ganado para la
produccién de leche, ha tenido un impacto social, cultural y econémico muy
importante en las poblaciones europeas. El consumo extendido de productos
lacteos, ayudo a la extension del alelo que codifica la produccion de lactasa en
adultos, lo que supone una ventaja nutricional para las poblaciones europeas

(neolitico tardio) (Itan y cols. 2009).

En Espana, hasta el primer tercio del siglo XX, no se extendid el consumo de
leche fresca en la poblacidén espanola, hecho dado por las mejoras técnicas de
conservacion, el aumento de la produccidn, el aumento de la renta per capita, el
cambio en las costumbres de consumo y una mejora de la imagen social del
consumo de leche. Ademads, habria que destacar el apoyo de instituciones
publicas, para la mejora de la calidad de la dieta, y las politicas activas para
impulsar su consumo (Nos y Pujol. 2006; Collantes 2014). Esta situacién cambid
después de la Guerra Civil espafiola, con una destacada bajada del consumo, a
raiz de la disminucion de la renta y del aumento de las desigualdades
econdmicas. No volvid a observarse un aumento hasta mediados de los afios 50,

gue se ha mantenido hasta el inicio del S. XXI.
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3. Tecnificacion de los tratamientos de la leche.

La produccion de leche, en sus inicios, fue de forma local y estacional, dado el
caracter perecedero de este alimento y que la produccidn esta ligada a que la
hembra tenga crias. Sélo se podia consumir de forma fresca o como alguno de
sus derivados, especialmente como leches acidas o queso (Fox y McSweeney.

1998).

La conservacion de alimentos mediante calor puede haber sido una de las
tecnologias mas antiguas aplicadas por la humanidad, partiendo del necesario
dominio previo del fuego (Sarg. 1896). Hay referencias antiguas donde se
describe que los hogares recurrian a la coccién de los alimentos o a hervir la
leche, para alargar su vida util. Es cierto que se desconocia el mecanismo
involucrado en la conservacion del alimento, incluso hoy en dia hay muchas
personas que desconocen qué es la pasteurizacion; sin embargo, se ha seguido
aplicando el calor, en entornos donde la pasteurizaciéon industrial no fue

implementada (Collantes. 2014; Hall y Trout. 1968).

Hasta que no se desarrollaron nuevos sistemas de transporte para mercancias,
donde se acortaron los tiempos de transporte, entre los lugares de produccion y
nuevos focos de consumidores, y la consiguiente aparicion de sistemas de
refrigeracion, para alargar las condiciones dptimas de los alimentos, el consumo
de leche fresca no se extendid (Nos y Pujol. 2006). Sin embargo, no se logré
extender el consumo de forma masiva e industrializar el sector lechero hasta el
desarrollo de sistemas de higienizacién, mediante tratamientos térmicos
(Collantes. 2014; Nos y Pujol. 2006). Muchas sustancias, como la leche u otros
alimentos, son tratados mediante calor de manera controlada, por debajo del

punto de ebullicion del agua. Esto se debe a que el tratamiento térmico
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(termizacién) disminuye la carga microbiana del producto y, en consecuencia,

alarga la vida util del producto (Fox y McSweeney. 1998).

A partir de ese concepto se deriva el proceso llamado pasteurizacién, que recibe
el nombre en honor al quimico francés Louis Pasteur. Este proceso fue aplicado
por primera vez en 1860, en la industria vinicola francesa, que sufria
importantes pérdidas en la produccién, por la presencia de bacterias del acido
lactico y bacterias del acido acético, que agriaban el vino. Pasteur, mediante un
proceso térmico controlado, pudo evitar el deterioro de las propiedades
organolépticas del producto y alargar su vida util, al rebajar la carga microbiana
y destruir los microrganismos alterantes. La pasteurizacion no puede
considerarse como un método de esterilizacion, al no eliminar todas las formas
de vida microscépicas del alimento. (Willey y cols. 2009). La pasteurizacion,
como objetivo, tiene la eliminaciéon de patdgenos y la reduccion de la carga
microbiana total, también logra inactivar ciertas enzimas que en estado

funcional, degradarian el alimento (Fox y McSweeney. 1998).

Pero hasta 1886 no se adaptd esta tecnologia para el procesado de leche cruda,
evitando muchas enfermedades de transmisién alimentaria (ETAs), esta
adaptacion vino de la mano de los quimicos alemanes V.H. y F. Soxhlet. El éxito
de esta tecnologia hizo que se expandiera su uso por Europa y se introdujera la
pasteurizacion en E.E.U.U. a partir de 1889. Desde entonces se sigue aplicando,
a nivel mundial, para tratar leche y otros alimentos (Westhoff. 1978; Willey y

cols. 2009).

Los microorganismos patdgenos, capaces de producir ETAs a partir del consumo
de leche, han sido ampliamente controlados en paises desarrollados, gracias a
los procedimientos de pasteurizacion y esterilizacion (Westhoff. 1978), haciendo

de ellos un peligro menor vy, en algunos casos, desapareciendo del panorama de
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enfermedades declaradas. Entre los patdgenos eliminados podemos encontrar a
Mycobacterium tuberculosis (tuberculosis humana) y M. bovis (tuberculosis
bovina), Brucella. sp (brucelosis), Coxiella burnetii (fiebre Q), Salmonella
enterica sub. enterica serotipos Typhi o Paratyphi (fiebre tifoidea), Listeria
monocytogenes (listeriosis), Campylobacter. sp (campilobacteriosis), Salmonella.
sp (salmonelosis) o Escherichia coli 0157:H7 (diarrea hemorragica) (Madigan y

cols. 2012)

Los tratamientos de UHT y el envasado aséptico comenzaron en Espaiia en los
aflos 60, revolucionando el sector y haciendo subir las cifras de consumo de
leche por capita de 60 a 85 litros por persona y afio (Andnimo, 2014). La
implantacion de estas tecnologias permitiéd el acceso de este producto, no
perecedero, a muchas zonas remotas, dado que ya no requeria mantener la
cadena de frio durante toda su vida util. Actualmente, en Espafia, con datos de
2016, el Ministerio de Agricultura, Pesca, Alimentacién y Medio Ambiente
(Anénimo, 2016) cuantifico que el 96,5% de la leche liquida consumida en

Espaina es de larga duracién (UHT o esterilizada).

3.1. Tratamientos por calor mas frecuentes.

Hay distintos tipos tratamientos térmicos, cada uno de ellos se diferencia en
funcion del par de tiempo y temperatura empleada en el tratamiento térmico.
Cada uno con sus caracteristicas ideales para distintos productos, entornos o
sociedades (Westhoff. 1978). En la leche se empled durante mucho tiempo la
destruccion del bacilo de la tuberculosis (M. tuberculosis) como marcador, para
determinar la pareja tiempo-temperatura precisa para la pasteurizacién efectiva
de la leche. La problematica radicé en la disparidad de estudios, donde se

demostraba la erradicacion de M. tuberculosis, con una variedad de equipos y
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parejas tiempo-temperatura muy amplia; muchas veces con valores
seleccionados de forma arbitraria. El objetivo primordial era la seguridad del
alimento, con lo que se solian exceder las duraciones del tratamiento y las
temperaturas. Sin embargo, no se tenia tanto en cuenta las calidades nutricional
y organoléptica (Westhoff. 1978). A esta problemdtica se afiadié la de la calidad
y durabilidad de la leche. La leche pasteurizada tiene una durabilidad comercial
corta (de unos dias a alguna semana), mientras que la demanda de la poblacién
ha tendido a que la leche pueda durar meses. Por ello, a la pasteurizaciéon se
afadieron los tratamientos de esterilizacién, con el objetivo de mantener la
composicidon nutricional original de la leche durante meses, garantizando Ia

calidad y seguridad del producto.

Aqui se describen algunos de los sistemas mas utilizados para tratar la leche por

calor, en la industria lactea:

LTH: En la pasteurizacién a baja temperatura o pasteurizacion vat, el producto
se mantiene a 62,82C durante 30 minutos en un depdsito, donde una vez

terminado el proceso, se deja enfriar la leche de forma lenta.

HTSH: En la pasteurizacién a alta temperatura y corta duracidon o flash, el
producto se mantiene 71-722C durante 15 segundos. Esta forma de
pasteurizacidon generé muchos detractores, sobretodo en sus inicios, frente a la
LTH por parte de los colectivos sanitarios, por miedo a que no eliminara los
patégenos que pudieran provocar ETAs como M. tuberculosis (Westhoff, D.C.

1978).

HHST: En la pasteurizacion a alta temperatura y tiempo acortado, el producto se
puede someter a distintos pares temperatura-tiempo, desde 892C durante 1

segundo a 1002C durante 0,01 segundos (Anénimo, 2017).
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UP: En la ultra pasteurizacion, el producto se somete a un tratamiento de 1382C

durante 2 segundos (Anénimo, 2017).

UHT: En este tipo de esterilizacion de la leche, se puede tratar a temperatura
ultra-elevada durante un breve periodo de tiempo. Un ejemplo habitual es
aplicar una temperatura de 141°C durante 2 segundos y embotellado,
posteriormente, en envases asépticos. Se considera una esterilizacidon
comercial. Esto se debe a que no se erradican la totalidad de los
microorganismos, pero se impide su capacidad de multiplicacidon (Holsinger y

cols. 1997).

Como podemos ver, la tendencia es aplicar altas temperaturas durante el menor
tiempo posible, esto se debe a que, en estas condiciones, se consigue una
eficacia microbicida comercial y, al mismo tiempo, se reduce la merma de
calidad por el proceso térmico en el producto final (Willey y cols. 2009). La
eleccion se realiza en funcién del acceso a la tecnologia y el gusto de los

consumidores por un determinado producto.

3.2. Otros sistemas de conservacion.

En los ultimos 100 afios, a partir de la produccion de leche segura y de mayor
duracion, se han podido desarrollar una gran variedad de productos lacteos
diferentes. De entre ellos, los mas importantes son los fraccionados de origen
lacteo, como lactosa, grasas de la leche o las proteinas lacteas. Gracias a
técnicas como la microfiltracién, con distinto tamafio de poro, se pueden llegar
a separar casi todos los componentes de la leche (Brans y cols. 2004). También

podemos encontrar los alimentos con nuevas caracteristicas afiadidas, como los
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alimentos funcionales o los ricos en prebidticos o probidticos (Fox vy

McSweeney. 1998).

Ademas, como sistema mixto, se han desarrollado productos donde se elimina
la mayor cantidad de agua del producto final, reduciendo la actividad de agua y
alargando la vida util. Ejemplos destacados son la leche evaporada, donde se
elimina hasta el 60% de contenido de agua, o la produccién de leche en polvo
por atomizacién, con una reduccidn superior al 90% en contenido de agua. Esto

se consiguio gracias a la patente de Robert Stauf en 1901 (Fleming., 1921).

Otros sistemas fuera de los tratamientos térmicos para aumentar la seguridad y
la vida util de la leche liquida, estos sistemas se aplican sobre todo para
productos termosensibles o para evitar la merma de ciertos nutrientes o

caracteristicas organolépticas.

Microfiltraciéon: Proceso basado en el empleo de membranas para separar los
elementos de la leche en distintas fracciones. Con un didmetro de poro de 1 um

se pueden eliminar bacterias y esporas de la leche (Brans y cols. 2004).

Clarificacién: Sistema empleado para la eliminacion de sélidos, arrastrados
durante el ordefio usando la fuerza centrifuga para separar por densidad las
particulas de la leche. Mediante este sistema se protege el producto final y las
instalaciones de tratamiento de residuos no deseados. También se puede

eliminar leucocitos y bacterias mediante este sistema (Anénimo B, 2017).

Bactofugacion: Centrifugacién disefiada para separar los microorganismos,
sobre todo las esporas bacterianas, mucho mds densas que las células
vegetativas presentes en la leche liquida, y asi alargar la vida util del producto

final (Stack y Sillen. 1998).
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Quimica: Tratamiento empleado, sobre todo, en paises en vias de desarrollo. Se
basa en el empleo de productos quimicos, como el perdxido de hidrégeno, por
la carencia de medios econdmicos o tecnoldgicos, necesarios para aplicar otros

sistemas de conservacion (Barabds. 1995).

4. Ensuciamiento de las superficies.

4.1. Biofilms.

Son una bioestructura generada por una o varias especies microbianas (los
biofilms mixtos son los mas comunes), haciendo de la vida sésil una de las
formas de vida mas extendidas y tipicas en todos los ambientes, tanto naturales
como artificiales (Sutherland. 2001). Pueden encontrarse biofilms tanto en la

interfase entre sélido-liquido, solido-aire o aire-liquido. (Costerton y cols. 1987).

Esta forma de vida, tan extendida, se puede remontar a hace 3.700 millones de
anos, en el registro fésil en forma de estromatolitos, acumulaciones sucesivas
de biofilms calcificados (Nutman y cols., 2016). Actualmente se ha determinado
gue el 99% de los microorganismos en la Tierra viven de este modo, siendo
responsables en parte de los ciclos biogeoquimicos del carbono, nitrégeno,

azufre, fésforo y de la mayoria de los metales (Flemming. 2002).

Los microorganismos, junto con liquidos que contengan nutrientes, en contacto
con una superficie, se adhieren empleando proteinas de superficie en primera
instancia. A partir de ese momento, se desencadenara una cadena de activacion

de genes para la formacién del biofilm, muchos de los cuales, al activar la
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promocion de la formacién del biofilm, inhibiran los genes promotores de la
vida plancténica o libre (Kolter y Greenberg. 2006). Una vez ha ocurrido la
primera adhesién sobre una superficie, aparecen agregados celulares o
microcolonias en la superficie. Las células excretan al exterior todo tipo de
productos, en gran parte polisacdrido extracelular o exopolisacarido (EPS),
proteinas extracelulares de diversa funcion, DNA extracelular, tanto de lisis
celular como excretado activamente y otros componentes disueltos en la
matriz, que hasta el 97%, se compondrd de agua. Esta matriz hidratada ayudaria
a mantener la humedad en condiciones adversas para los microorganismos

(Zhang vy cols. 1998, Sutherland. 2001).

La forma de las estructuras y los componentes, presentes en cada biofilm, son
una mezcla Unica de factores, dado que la generacion del biofilm estd muy
influenciada por el entorno, como los nutrientes, las especies que lo crean, las
demas especies que puedan interactuar con el biofilm o posteriores
colonizadores de la estructura, una vez ya ha sido generada. Por tanto, cada
biofilm seria Unico en funcidon de las condiciones y el entorno en que se generod

(Sutherland. 2001).

Los microorganismos, que viven en este tipo de asociacidn, tienen una serie de
ventajas respecto a la vida plantdnica. Los beneficios para la formacién de
biofilms serian: la defensa contra condiciones adversas, como evitar el contacto
con toéxicos, con la creacidon de gradientes de concentracion de compuestos
perjudiciales, o dificultando el acceso a organismos, que se alimenten por
fagocitosis, de los residentes del biofilm. La matriz de EPS retiene los
componentes de células lisadas y de exoenzimas liberadas al medio o Ia
movilizacion de sustancias a través de los canales internos de la estructura. La
acumulacién de ADN ocasiona una mayor transferencia horizontal de genes

entre microorganismos. La matriz absorbe nutrientes del medio y retiene agua
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para evitar la deshidratacién. Es posible la transmisidon de la luz a las capas
internas, creando un gradiente de luz, muy util para biofilms estratificados,
donde los fotosintéticos, que necesiten mayor insolacidn, se situen en las capas
externas y, los que necesiten menos luz, en las capas internas (Flemming. 2002;

Jefferson. 2004).

Los biofilms se extienden, creciendo en las tres dimensiones en el lugar donde
estd adherida la bioestructura; pero también se extienden al romperse
fragmentos del biofilm con células vegetativas o esporas, que se moveran con la
corriente de liquido que hidrata y aporta nutrientes a la comunidad (Hinton y

cols. 2001).

Figura 1: Las cinco etapas del desarrollo de un biofilm. 1) primer contacto de las células

con la superficie 2) adhesion irreversible 3) maduracion formando agregados celulares 4)
maduracion produciendo una matriz alrededor de las células 5) dispersion. Cada fase esta
relacionada con una microfotografia de biofilms de Pseudomonas aeruginosa (credito de

la imagen D. Davis, (Monroe. 2007))

En la industria alimentaria es muy comun la presencia de biofilms microbianos.
Esto supone un gran coste econdmico para las empresas, por la contaminacion

de las materias primas y los alimentos procesados, por parte de
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microorganismos alterantes o de patdgenos, procedentes de las superficies. La
contaminacion de los equipos y las instalaciones se ha relacionado con el 40%

de las ETAs bacterianas en Francia (Haeghebaert y cols. 2001).

Sin embargo, a pesar de todas las barreras tecnoldgicas, es imposible procesar
alimentos sin ningun contenido en microorganismos, dada la ubicuidad de
microorganismos y, especialmente, por la resistencia de los biofilms para ser
eliminados. Sélo es posible si existe una etapa de esterilizacidn completa
(Brooks y Flint. 2008), algo que ya hemos comentado que incluso es muy

complicado hoy en dia.

4.2. Fouling.

Este término se acuid originalmente por los usuarios de la tecnologia de
intercambiadores de calor en placas (PHE), definiéndola como la deposicion de

materia no deseada en una superficie (Epstein. 1981)

El fouling incluye diferentes tipos de residuos (Flemming. 2002):

Depdsitos de sales minerales,

Depdsitos de substancias organicas,

Depdsitos de particulas,

Depdsitos de biofouling.

El fouling o ensuciamiento, es un concepto que engloba actualmente a una gran
variedad de sustancias indeseadas y adheridas sobre superficies de interés. Este

causa un perjuicio importante, puesto que es necesario eliminar esas sustancias
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adheridas, para poder asegurar los tratamientos programados. Las superficies
se ensucian por la adhesion, de forma pasiva o activa, de compuestos que
entren en contacto son la superficie de interés. Los elementos depositados
dependeran cuantitativamente, del contenido de esos elementos en el liquido
en contacto con la superficie y, para su control, sélo ha de ser eliminado el

elemento adherente del liquido en contacto con la superficie (Flemming. 2002).

La presencia de estos compuestos puede producir distintos grados de afectacion
en la superficie recubierta. Los problemas derivados de estos elementos
adheridos dependen, en gran medida, de varios factores, como la masividad de
la extensién afectada, del uso que tenga la superficie o de si se producen daios

en la propia superficie por la presencia de estos elementos.

Como se desglosa en la revision de Bansal y Chen (2006), no sélo los
compuestos que forman el fouling intervienen en este proceso. Las propiedades
de la superficie ensuciada y el proceso que se aplica, juegan un papel clave en la
formacion de estos depdsitos de residuos. Entre otros muchos factores que
pueden afectar a la formacion del fouling, hay que destacar: a) La rugosidad o
irregularidades, b) la hidrofobicidad de la superficie, c) el material base utilizado
para la superficie, d) tratamientos anti-fouling y recubrimientos, e) contenido en
aire o burbujas, f) las turbulencias, g) la temperatura de la superficie, h) la
presencia de antiguos residuos no eliminados, i) la presencia de

microorganismos y j) el tipo de proceso para aplicar calor al producto a tratar.

Todo el proceso de formacion del fouling se compone de un gran conjunto de
reacciones fisicoquimicas, donde se puede incidir en ciertos puntos, a lo largo
de todo el proceso, para mitigar o evitar la adhesion del fouling sobre la
superficie, como podria ser el uso de recubrimientos antifouling sobre Ia

superficie de interés (Bansal y Chen. 2006; de Jong. 1997; Foster y cols. 1989).
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Las propiedades fisicas de los depdsitos, como de las superficies, afectaran a la
creacién del fouling. El fouling se formara por fuerzas de adhesién y cohesion
(Liu y cols. 2006). Los factores que contribuyen a la adhesién de los residuos a la
superficie serian fuerzas de Van der Waals, fuerzas electroestaticas y el efecto

de contacto del area: a mayor area, mayores fuerzas de atraccion (Bott. 1995).

Todo ello es importante, dado que, si se entiende qué fuerzas mantienen unido
a los depdsitos de residuos en las superficies, se podra mejorar el proceso de
eliminacion del fouling sobre ellas. Estos residuos depositados se pueden dar,
tanto por adhesién a la superficie, como por cohesion entre los distintos
elementos del fouling o por una mezcla de las dos reacciones en distinto grado.
La limpieza se puede dar tanto para romper las fuerzas de la adhesidén, como de

la cohesidn de los residuos (Liu y cols. 2006).

La fuerza de los elementos en el fouling depende del tipo de material que lo
forma. Residuos covalentemente adheridos a la superficie son los residuos
proteicos, como un derivado lacteo o un derivado de huevo. Un residuo
agregado entre si se encuentra en ciertos polimeros naturales gelificados. La
interaccion entre los residuos y la superficie también es critica, para garantizar

su eliminacién (Liu y cols. 2006).

Por ello, se ha estudiado ampliamente la influencia de la energia de superficie y
la adhesion del fouling. La relacién entre la energia de superficie de los
materiales y la adhesién, se representa mediante la curva de Baier (Figura 2);
para predecir la formacion del fouling en dareas como oceanografia o

biomedicina (Baier. 1980).
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Curva de Baier
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Figura 2. Curva de la relacion empirica entre energia libre de superficie y la

bioadhesion relativa (Representacion basada en Brady. 1999)

El valor minimo de tensidon superficial o energia de superficie, en el que se
forma fouling, estd comprendido entre 22 y 24 mN/m. Este valor representa la
minima dificultad del agua para humectar la superficie, cuando se eliminan los

residuos adheridos (Magin y cols. 2010).

Las interacciones, que requieren altas energias de superficie, para unir
particulas a un sustrato, son enlaces covalentes, idnicos o metalicos. Para
sustratos de baja energia superficial, la adhesién se produce mediante fuerzas
de Van der Waals o puentes de hidrégeno. Las superficies con alta energia

superficial son mas facilmente humectables (Gennes. 1985).

Por ejemplo, los microorganismos se adhieren a una superficie de interés,
siempre que sea termodindmicamente favorable la reaccidn, que es cuando la
energia libre total de adhesién sea negativa. Por lo que tanto, si se modifican las
cargas de la superficie, se pueden repeler la contaminacién bacteriana, dado

gue su carga neta de superficie celular es negativa (Teixeira y cols. 2005).
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Es importante tener en cuenta que la adhesién no se da por un solo mecanismo,
sobre todo cuando intervienen organismos o materia organica, que pueden
tener mas de un sistema de adhesidn o posibilidades de crear distintos enlaces

con la superficie de interés (Brady. 1999). Por este motivo,

Muchos sistemas antifouling, como recubrimientos o pinturas, tratan de
modificar estos valores para dificultar, en la medida de lo posible, la adhesién

(Britten y cols. 1988; Fitridge y cols. 2012).

4.3. Biofouling.

El biofouling es un término muy interrelacionado con el de fouling, dado que, en
muy pocos ambientes naturales, se dara uno sin el otro. El biofouling sélo se da
en superficies de interés, como puede ser un PHE o la quilla de un barco. Sien la
superficie no existe ningun tipo de afeccion o perjuicio por la presencia del
biofouling, ese ensuciamiento no recibiria ese nombre y solo seria suciedad

adherida.

La aparicion de biofouling viene ligada al desarrollo de tapices microbianos
(biofilms) que, a continuacidn, iran desarrollando y acumulando elementos del
medio circundante, creando los depdsitos de residuos o elementos no

deseados, en la superficie.

Una alternativa para la aparicién de biofouling se daria en ciertas situaciones,
como en el interior de PHE, donde se podria acumular primero una capa de
materia no deseada (tanto orgdnica cdmo inorganica) y que a posteriori seria
colonizada por microorganismos, que utilizarian ese fouling como sustrato para

adherirse y proliferar en la superficie de forma mas eficaz. De esta colonizacién
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obtienen beneficios parecidos a los de formar un biofilm, antes de formarlo
como tal. El desarrollo del biofouling puede promover otras colonizaciones
posteriores, afnadiendo otros efectos indeseables, como corrosion de
materiales, atasco de canalizaciones para liquidos y la degradacién general de

los objetos y superficies afectadas (Madigan y cols. 2012).

Estas estructuras pueden desarrollar una compleja comunidad, que englobara
desde microorganismos, como bacterias o diatomeas, a macrooroganismos,
como moluscos o algas. En muchos casos los organismos adheridos son
heterotroficos, obteniendo nutrientes de la materia organica disuelta y
transformandola en biomasa localizada. Puede que esos nutrientes no formen
parte del fouling directamente, pero lo hacen de forma indirecta. Tipicamente,
los sistemas antibiofouling suelen centrarse en eliminar los microorganismos,
en vez de explotar otras estrategias como podria ser limitar el acceso a
nutrientes por parte de los microorganismos (Flemming. 2002) o impedir su

adhesién (Barish y Goddard. 2013; Fitridge y cols., 2012).

Como ya se ha mencionado anteriormente, muy pocos procesos tecnolégicos
estan libres de la presencia de microorganismos y biofilms. Por lo que Ia
presencia de nutrientes podra desembocar en una mayor biomasa microbiana,
tanto en el caso de productos orgdnicos (heterotréficos) como inorganicos
(litotrdficos), por lo que cualquier elemento biotransformable ha de ser
controlado. Uno de los ejemplos mas claros de factores a controlar, para evitar
los dafios por biofouling, es la limitacidon del acceso a la luz, para prevenir la
aparicion de organismos fotosintéticos, el crecimiento de cianobacterias y otras
microalgas. Es frecuente la aparicidn de biofouling fotosintético en instalaciones
de refrigeracion, donde su acumulacion puede llegar a destruir el sistema de

refrigeracion. Esto provoca problemas a nivel del sistema averiado y del resto de
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la instalacién, que se controla por el sistema de frio (Characklis. 1990; Strauby

cols. 2001).

Otro ejemplo, alejado del objeto de nuestro estudio, es todo lo que afecta a la
conservacion de obras histéricas y de arte, donde Ila aparicion de
microorganismos fotosintéticos, a causa de la humedad y los sistemas de
iluminacidn artificial, ha provocado serios dafios. Un ejemplo claro es el de las
pinturas rupestres deterioradas, de la cueva francesa de Lascaux (19.000 —

15.000 afos de antigtiedad) (Ciferri. 1999).
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Figura 3. Perfil vertical de un tapete microbiano,
estructura generada por la sucesion de comunidades
microbianas y biofilms adaptadas a distintos

entornos. (Madigan y cols. 2012)

Normalmente, las especies residentes en el biofouling consistiran en la
microbiota autdctona, pero variard especialmente en las distintas partes del
fouling, por los distintos ambientes que se puedan dar y por la susceptibilidad a
téxicos y biocidas de los microorganismos, en cada zona de la estructura

(Flemming. 2002). En la anterior figura (Figura 3) por ejemplo, las capas mas
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internas de los tapetes microbianos pueden estar dominadas por poblaciones
de bacterias reductoras del azufre, bacterias anaerobias estrictas, que basan su
respiracion en reducir azufre (S) y generar acido sulfhidrico (H,S), culpable de
biocorrosion en superficies metalicas (Beech y Sunner. 2004; Madigan y col.
2012). Sin embargo, en las capas superficiales, la microbiota estard compuesta

de microorganismos aerdbicos y productores de oxigeno.

5. Sectores afectados.

Hay una gran variedad de sectores afectados por la presencia de fouling o
biofouling en las instalaciones y la maquinaria. Cada sector estara afectado con
distinta severidad y de formas muy distintas, dependiendo de sus caracteristicas
y de la calidad de los residuos que se adhieran a las superficies. Entre los casos
mas leves podemos encontrar la industria petroquimica. Este tipo de industria
ha de llevar a cabo una limpieza de las instalaciones de forma anual. Estas
instalaciones, por donde fluye el petréleo y sus derivados, van acumulando de
forma lenta fouling, que puede llegar a obstruir las canalizaciones (Jimenez y
cols. 2013). Para su eliminacion se suelen emplear disolventes como el xileno

(dimetilbenceno) para solubilizar los residuos organicos adheridos.

En las plantas de tratamiento de aguas residuales y de depuracién existe una
gran cantidad de fouling y biofouling. En las instalaciones que usen membranas
de filtracidon para tratar las aguas, tienen una gran adhesién de residuos y
microorganismos en la superficie de las membranas, lo que obstruye los poros
por donde fluye el agua y puede paralizar la actividad de la planta (Douméche y
cols., 2007; Porcelli y Judd, 2010; Kwan y cols., 2015). Los tratamientos,
mediante productos quimicos, para eliminar estos elementos, tradicionalmente
se han basado en el empleo de productos corrosivos para las membranas. Esto

conlleva una reduccion de su vida util, provocando un sobrecoste en la
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utilizacién de esta tecnologia (Arglello y cols. 2003 y 2005; D'souza y Mawson,
2005). Esto esta llevando al desarrollo de otros sistemas de limpieza que
reduzcan los costes de mantenimiento de la instalacién (Arglello y col. 2003;

D'souza y Mawson, 2005).

Un ejemplo muy especifico donde el biofouling puede tener una gran afectacion
es en los sistemas de agua sanitaria y aguas negras de las naves o estaciones
espaciales. Donde se mueven los liquidos mediante capilaridad y existen
muchas etapas de filtracion y dsmosis, donde el crecimiento de biofilms,
foulings minerales o biofoulings puede causar un gran impacto, por las
limitaciones técnicas para eliminarlos sin dafar la instalacién (Thomas y cols.

2010).

Sin embargo, las industrias mas afectadas por este fendmeno son las radicadas
en el medio marino. En el caso de la industria naval, los navios y otras
instalaciones marinas sufren una acumulacidon constante, sobre todo de una
gran variedad de organismos, en las superficies sumergidas de este sector. El
crecimiento de organismos, como lapas (Patella vulgata) o bellotas de mar
(Balanus sp), aumentan la resistencia de la embarcacion al moverse por el agua,
aumentando el peso de la estructura y la resistencia al desplazamiento. En
consecuencia, se incrementa significativamente el consumo de combustible
(menor eficacia) para lograr la misma velocidad, que respecto al estado de
fabrica de la embarcacion. Ademas, el aumento, de hasta un 30%, en el
consumo de combustible, provoca un aumento en la emisidén de gases de efecto
invernadero (Brady. 1999). Aparte de la afectacidn econdmica y mecdnica,
también tiene consecuencias medioambientales por la exportacién de especies
fordneas a nuevas localizaciones, donde puedan no tener depredadores
naturales, y unas condiciones para su desarrollo parecidas a su lugar de origen.

Estas especies invasoras pueden llegar a tener un increible impacto en el
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ecosistema y alterar de forma indirecta otras actividades econdmicas y sectores

productivos.

Para evitar tales afectaciones, existen una gran variedad de estrategias, como
puede ser los recubrimientos y pinturas antifouling o las limpiezas en el dique
seco. Tales acciones comportan un importante coste econdmico, aparte de la
posibilidad de contaminar el medio ambiente, sobre todo por los todxicos
embebidos en los recubrimientos y pinturas antifouling, para retrasar la
adhesion de los organismos a la superficie tratada. Esta tecnologia ya era
empleada en la Edad Media para evitar el fouling en la quilla de sus barcos,
cubriendo la quilla con sustancias toxicas como cobre o derivados de este metal

(Brady. 1999; Coutts y Taylor. 2004; Dobretsov y cols. 2013; Flemming. 2002).

De manera similar, en la acuicultura, el biofouling adherido a las estructuras
artificiales y a los organismos cultivados, es responsable de entre un 5% y un
10% los costes productivos a nivel mundial en esta industria (Fitridge y col.

2012).

En la industria alimentaria, el procesado de alimentos genera una gran cantidad
de residuos. Los alimentos proporcionan un entorno ideal para la proliferacion
de microrganismos alterantes y patdgenos, sobretodo en forma de biofilms y
biofouling. Este problema afecta a la produccion de alimentos, tanto a su
calidad como a la seguridad de los mismos para el consumidor. En
consecuencia, se requiere un buen nivel de higiene y desinfeccion de la
instalacion y unos procesos de limpieza diarios efectivos (Takahashi y cols.,
1996). Todos los requerimientos detrds de conseguir una instalacion en
perfectas condiciones, para producir alimentos de calidad, implican un gran

consumo de agua y energia, pérdidas de produccién y uso de productos
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corrosivos para obtener una limpieza y desinfeccion efectivas (de Jong. 1997;
D'souza y Mawson. 2005; Jun y Puri. 2005; Bansal y Chen. 2006; Doumeche y
col. 2007).

Consecuentemente, entender como se genera el biofilm, fouling y biofouling y
como eliminarlo correctamente, es esencial para una optima limpieza y una
mayor eficiencia en los tratamientos de limpieza, ahorrando dinero, agua vy
evitando residuos contaminantes por los productos empleados en los precesos

de higienizacion (Takahashi y cols., 1996).

6. Fouling en el sector lacteo.

La problematica del fouling en la maquinaria de procesado de leche, se remonta
a registros del siglo XIX. En una revisiéon, donde se comparaban distintos
pasteurizadores y esterilizadores, sus usos en Europa como en América y otros
aspectos como la formacion del personal al cargo del procesado de la leche o la
utilidad de estos procesos para hacer que las leches fueran mas seguras y no
provocaran ETAs, sobre todo en publicos infantiles (De Schweinitz. 1895). Este
hecho indica, que poco después de la introduccion de esta tecnologia en
E.E.U.U., ya se habia detectado y estudiado esta problematica, las condiciones

que favorecian su apariciéon y como intentar evitar su presencia.

La industria lactea, para producir leche de calidad, esta sujeta a unos estrictos
controles sanitarios. Son necesarios varios tratamientos para estandarizar los
productos, alargar su vida y reducir el riesgo de estos para producir ETAs. El
problema radica en que estos tratamientos se ven obstaculizados por la
presencia de fouling, sobre todo en los procesos térmicos, donde este residuo

se acumula en gran cantidad en las superficies (Fryer y Asteriadou. 2009).
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El fouling derivado del tratamiento de leche tiene distintas propiedades y
composiciones. Este hecho influye en las estrategias a desarrollar por parte de
la industria (Barish y Goddard: 2013). Para la produccidon de leche de gran
calidad, es necesario conocer las modificaciones que va a sufrir el producto o
sus fracciones, durante su tratamiento, sobre todo si se aplican altas

temperaturas (Ayala y cols. 2017).

Existe una gran cantidad de factores que influyen en la problematica del fouling
lacteo. Entre ellos se encuentra el origen de la materia, que generara el fouling
lacteo, la composicion de la materia prima, la calidad microbioldgica de la leche,
contenido en aire del liquido, pH o el contenido en calcio. También hay otros
factores externos a la leche, que pueden influir en la aparicidon de fouling lacteo,
como el material de la instalacion (cristal, acero inoxidable, plastico, goma, etc),
recubrimientos antifouling, transmisién del calor de forma directa o indirecta,
las técnicas aplicadas al alimento (como desnatado o concentracion), la presidon
a la que se bombea el liquido, tiempo desde el ordefio hasta el procesado
térmico, tiempo de contacto con la superficie ensuciada, etc. Todos estos
factores han sido extensamente descritos en la bibliografia hasta el dia de hoy y
resumidos en varias revisiones bibliograficas como las de Bansal y Chen, (2006),

de Barish y Goddard, (2013), en de Jong, (1997) o Foster y cols., (1988).
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Figura 4: PHE de acero inoxidable 316 después de pasteurizar

leche durante 8 horas (Barish y Goddard, 2013).

Generalmente, los problemas causados por la presencia de fouling en la
industria lactea (Figura 4 y 5) se podrian resumir en: a) problemas de seguridad
alimentaria y de calidad y b) problemas operacionales (Barish y Goddard, 2013,

Hagsten y cols. 2016).

Los problemas relacionados con la seguridad y la calidad del producto final
estan relacionados con las propiedades del material que recubre las superficies.
El fouling lacteo es un gran aislante térmico, por tanto, en procesos térmicos,
donde suele acumularse en las superficies (especialmente en los PHE), el
residuo impediria la transferencia de calor entre la superficie y el liquido,
creando zonas de procesado con una temperatura de trabajo subdptima. Esta
falta de temperatura puede producir una menor eliminacién de
microorganismos de la materia prima, provocando una mayor carga microbiana,
que se traducird en un producto que perecerd, antes de lo indicado en la fecha
de consumo preferente. Otra posibilidad es una pobre eliminacion de
patégenos, que podrian provocar ETAs en los consumidores, debido a un

tratamiento ineficiente de conservacion.
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Otro problema a destacar estd relacionado con el procesado de diferentes
productos en un mismo equipo. Esto puede suponer la acumulacién de residuos
muy resistentes en sus superficies, haciendo que haya algin producto que se
pueda contaminar, tanto microbiolégicamente, como por la presencia de
elementos ajenos al producto producido a posteriori (por ejemplo,
contaminacién cruzada de alérgenos). Todo esto se resumiria en pérdidas
econdmicas para la empresa, por la retirada de producto, antes de la venta, si es
detectado en los controles de calidad, o posteriormente ya en el mercado, al
ser rechazado por los consumidores. Ademas, no podemos dejar de considerar
los costes asociados al tratamiento de la instalacidon para solucionar el problema

(Bansal y Chen, 2006; Hagsten y cols. 2016).

Figura 5. PHE obturado por la acumulaciéon de fouling caramelizado (Anénimo,

2007).

6.1. Clasificacion y composicion del fouling lacteo.

El fouling lacteo se puede clasificar de varios modos, pero el método mas
empleado es el que lo define segun la temperatura a la que se genera. Se
pueden diferenciar dos tipos distintos de fouling lacteo, el tipo A, que se genera

en superficies con unas temperaturas de tratamiento comprendidas entre 752C
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y 1102C. La apariencia es voluminosa y esponjosa, con una coloracién
blanquecina. Su composicion media mayoritaria es materia organica adherida,
donde entre el 50% y el 70% son proteinas (en su mayoria B-Lactoglobulina
(Bansaly Chen, 2006)), entre el 30 y el 50% son minerales y entre el 4 y el 8%
lipidos (Burton, 1967).

En el fouling tipo A existe una composicion y una distribucién espacial muy
heterogénea y variable. Ello hace que se modifique la porosidad y el grosor de la
capa depositada, lo que a su vez, puede influir enormemente en la efectividad
de los tratamientos de limpieza y su penetracion en el residuo (Hagsten y cols.,

2016).

El fouling tipo B se genera a partir de tratamientos térmicos por encima de
1102C. El fouling lacteo tipo B tiene un aspecto granulado y fuertemente
adherido, su composicion media se basa en materia inorgdnica (70-80%),
proveniente de las sales minerales de la leche, como puede ser el fosfato de
calcio (Caz(PO,),) o el citrato de calcio(Cas(CgHs05),), proteina (15-20%)
(mayoritariamente caseinas B 50% y a 27%) y lipidos (4-8%) (Burton, 1967;
Visser y Jeurnink, 1997; Bansal y Chen, 2006; de Jong, 1997).

Bouman y cols., (1982) analizaron PHEs, después de su empleo para pasteurizar
leche cruda, y encontraron que la ratio en peso de fosfato de calcio, contra
proteina, era 30 veces mayor que los valores encontrados en la leche liquida.
Otros investigadores han descrito un elemento importante, puesto que los
pretratamientos modifican ampliamente la composicion del fouling lacteo.
Visser y Jeurnink, (1997) identificaron un cambio en la cantidad y composicién
total de los depdsitos de residuos, después de un precalentamiento a 80-852C

durante 5-10 minutos. Por tanto, las leches pasteurizadas, empleadas para la
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elaboracion de productos lacteos, no van a generar la misma cantidad de

residuo que la leche cruda al pasteurizarse.

Una de las principales controversias, aun no del todo aclaradas, es como se
genera el fouling lacteo. En realidad, poco se conoce sobre qué elemento de la
leche es el iniciador de todo el proceso de adhesidon. Hay varias teorias sobre
esta tematica recopiladas en gran parte por Visser y Jeurnink, (1997) y Bansal y
Chen, (2006). Hay autores que defienden que, el elemento iniciador, son las
proteinas del suero, otros defienden que es el calcio, el promotor de los

depdsitos de fouling.

Existe la hipdtesis que afirma que las proteinas del suero son las iniciadoras del
fouling lacteo, que desnaturalizadas a elevada temperatura, se separan del flujo
de la leche y se depositan en las superficies, comenzando asi el proceso de
recubrimiento de la superficie con el fouling lacteo. Visser y Jeurnink, (1997) con
su trabajo afirma que son las proteinas las que inician todo el proceso, creando
una capa inicial que mds tarde hace de base para otros componentes de la

leche.

Delplace y cols., (1997) propusieron, como primer paso, la generacion de
agregados proteicos. A la contra, de Jong y cols, (1992) identificardn, por el
contrario, que la formacion de esos agregados reducia la acumulacion de fouling
lacteo. Van Asselt y cols., 2005 descartaron la B-Lactoglobulina y sus agregados,
en la formacion del fouling. Bansal y Chen, (2006) crearon un modelo
matematico con la implicacion, tanto de agregados, como de proteinas

desnaturalizadas.
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Otros autores sugieren, que los minerales encontrados en la interfase
superficie-fouling, se deben a un mecanismo de difusién, mas que a ser la

primera piedra de estas estructuras (Belmar-Beiny y cols., 1993).

Por tanto, no hay una idea clara del proceso de adhesién de los residuos.
Quizas, para complicarlo todo un poco mas, Visser y Jeurnink, (1997) observaron
gue, en experimentos con proteinas del suero y sales minerales de la leche, ya

antes de calentar la solucidn, las proteinas se adherian a la superficie metalica.

En un intento posterior para aclarar este problema el trabajo de Jimenez y cols.,
(2013) resume el uso de un modelo de fouling para analizar la composicién del
fouling lacteo en las primeras fases de la deposicion del fouling. Observé que
existia una fina capa de proteinas entre la superficie de acero y las particulas de
calcio. Otras publicaciones defienden que la capa proteinica es tan irregular que
permitiria la entrada de sales minerales a 1409C, dando como resultado, que la
primera capa se daria simultdneamente con proteinas y minerales (Foster y

Green, 1990).

Por otra parte, los trabajos que defienden el rol del calcio como elemento
cimentante de todo el residuo se basan en la presencia de sales minerales cerca
de la superficie del tratamiento térmico, indicando que son la primera pieza del

fouling lacteo (Foster y cols., 1989; Fryer, 1989).
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Figura 6: Esquema de la trasferencia de proteinas del liquido a la superficie del proceso térmico

(Jimenez y cols., 2013).

Toda esta informacion cientifica contrasta con las apreciaciones en el trabajo
industrial. Asi, el personal de la industria, cuando abre la maquinaria,
especialmente los PHE, para realizar limpiezas del fouling o mantenimiento
general de las instalaciones, se encuentran masas de fouling lacteo de color
pardo sobre las superficies (Figura 4 y 5) (Barish y Goddard, 2013), lo que no

parece concordar con los tipos de fouling A o B.

En otros estudios se ha visto que el fouling podia formarse con elementos no
nitrogenados, especialmente sobre acero inoxidable, dada la elevada
temperatura que adquiere la superficie metalica (Takahashi y cols., 1996). En
este sentido, una nueva teoria derivada de esta tesis, relaciona la
caramelizacién de la lactosa como la responsable del inicio de la adhesion del
fouling de leche (Guerrero-Navarro y cols., 2016). Este azucar es una fraccién
infravalorada, que muchas veces no aparece en los analisis de componentes del
fouling lacteo. Conocer si realmente es quien inicia la adhesiéon es muy
importante, dado que seria posible disefiar un producto que facilite su
eliminacion, lo que mejoraria sensiblemente los resultados del proceso de

limpieza.
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6.2. Seguimiento del fouling lacteo en las instalaciones lecheras.

Durante el procesado de la leche, sobre todo en instalaciones cerradas y de
dificil acceso como los PHE, la acumulacion de fouling lacteo se suele detectar
de forma indirecta, fundamentalmente por cambio de presidn en el interior del
sistema (Van Asselt y cols., 2002; Fryer y Asteriadou, 2009). Hay sistemas
comerciales para detectar ciertos parametros, de forma puntual o de forma
continua (On-line o In-line), que pueden ayudar a determinar el estado de la
instalacion y que también pueden ser de gran ayuda para la limpieza, como
sensores de temperatura, pH, conductividad, etc. La acumulacién de suciedad
en el sistema podria ser detectada mediante detectores de biofilms, mediante
cambios electroquimicos en el medio liquido, dado que la presencia de biofilms
puede desembocar en la aparicion de biofouling en la instalacion (Anénimo.

2012).

7. Limpieza de instalaciones y eliminacion de fouling lacteo de las

superficies.

En la Unidn Europea, la industria lactea y la carnica son las dos contribuidoras
mas grandes al consumo de agua y energia del sector alimentario, produciendo
un impacto ambiental de un 24% del total de la cadena de produccién
alimentaria (Weidema y cols., 2008; Olmez y Kretzschmar, 2009). En la industria
lactea se consume, de media, 6,5 MWh y 2 m® de agua para la produccion de
una tonelada de leche procesada. El 80% del consumo energético se dedica a los
procesos térmicos y a la limpieza e higienizacién de las instalaciones (Vasquez-

Caicedo, 2015).

Los residuos generados, durante el procesado de leche, pueden comportar

grandes problemas para la empresa productora. Reducen la eficiencia y
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funcionamiento de los tratamientos térmicos y pueden permitir el
establecimiento de microorganismos (Bansal y Chen, 2006; Nagata y cols.,

1995).

Clasificar los tipos de fouling generado puede ser de gran ayuda, para entender
el tipo de limpieza que necesita cada residuo, sobre todo si estan formados por
multiples componentes, como proteinas, grasas, sales minerales y azucares

(Basso y cols., 2017).

El fouling también se pueden clasificar, para su limpieza (Figura 7), segun si son
solubles en agua (cono residuos de azucares o sales minerales monovalentes) o
insolubles (que comportan mas problemas para la limpieza). Esta ultima
categoria se puede separar en orgdnicos (grasas, aceites, azlcares y proteinas) o
inorganicos (depdsitos de sales minerales insolubles como la cal del agua). La
exposicion a procesos térmicos puede alterar la estructura del fouling, por
caramelizacién de los azucares, desnaturalizacidon de proteinas o carbonizacion
de la materia organica, uno de los estados del fouling mas dificiles de eliminar
(Basso y cols., 2017). Profundizar en la naturaleza que mantiene unidos a los
residuos con la superficie, ayudara a preparar los protocolos de limpieza. No es
lo mismo eliminar los depdsitos, con una naturaleza mayoritariamente cohesiva,
pudiendo ser eliminados en su mayoria con un simple enjuague que hidrate la
suciedad y la desprenda en grandes porciones, que eliminar depdsitos con una
naturaleza mayoritariamente adhesiva, que son mucho mas complicados de

eliminar (Liu y cols., 2006).
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Figura 7. Clasificacion del fouling basada en distintos parametros como la naturaleza de sus

componentes o su solubilidad (Basso y cols., 2017).

Entender como se genera el fouling es clave para poder optimizar la limpieza de
la superficie. El proceso de limpieza en la industria alimentaria es ubicuo en
todas las empresas. Se trata de un proceso caro y que requiere una gran
inversién en personal y tiempo (Fryer y cols., 2011). Este esfuerzo se desglosa
en tiempo de inactividad, personal dedicado y recursos econdmicos (energia,
productos quimicos, etc.). Por ello es esencial entender como eliminar la
suciedad. Se ha llegado a contabilizar que, en los costes de producciéon en la
industria lactea, hasta un 80% proviene del fouling lacteo y de los procesos de

limpieza para eliminarlo (Van Asselt y cols., 2005).

Un buen control del proceso de limpieza es clave, dado que una reduccién del
tiempo empleado para estas operaciones de mantenimiento, repercutird en una
mayor capacidad de produccién. Los procesos de limpieza se basan mas en la
experiencia del personal, planeados de forma empirica, como resultado de otros
tratamientos para situaciones “parecidas”, que en estudios sobre este tipo de

depdsito, derivados de procesar leche en la planta y probar con soluciones
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especificas. Por ello, se suele tender a extender los protocolos, para logar una
seguridad de proceso que no siempre es cierta (Nagata y cols., 1995; Changaniy
cols., 1997; Van Asselt y cols., 2002; Liu y cols., 2006). En la industria
alimentaria, el 25% del tiempo de trabajo se suele dedicar a las tareas de
limpieza de las instalaciones (Fryer y cols., 2011). La optimizacién de esos
protocolos aporta ventajas, tanto a nivel econdmico, como a nivel

medioambiental (GralRhoff, 2002; Nagata y cols., 1995; Takahasi y cols., 1996).

Los factores que influyen en la efectividad de la limpieza son, entre otros: El
tiempo de contacto de los productos con los residuos, la concentracion del
limpiador, la temperatura de aplicacion del tratamiento y la fuerza mecanica
aplicada. Los elementos implicados en la limpieza se han resumido en forma de
los circulos de Sinner (Figura 8): Estos factores pueden ser manipulados durante
la limpieza, sobre todo en la que se usen productos quimicos, pero se puede
extender a la limpieza enzimatica con ciertas excepciones (Basso y cols., 2017).
D
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Figura 8. Esquematizacion de los circulos de Sinner. El
incremento de uno de estos factores permite disminuir los
otros tres factores, obteniendo los mismos resultados de

limpieza (Basso y cols., 2017).

77



El sistema CIP es una de las piedras angulares para aplicar tratamientos de
limpieza en la industria alimentaria. En la industria lactea se suele aplicar
diariamente los tratamientos de limpieza mediante CIP. Esta técnica ayuda a
conseguir una calidad constante en la produccién, buena transferencia de calor
en los PHE y evitar contaminacién por microorganismos (Van Asselt y cols.,
2002). Aparte de aplicar los tratamientos mediante este sistema, hay todo un
conjunto de medidas enfocadas a la optimizacion, como pueden ser el
seguimiento, mediante marcadores del proceso de limpieza, u otras estrategias

para mitigar el efecto del fouling y mejorar su eliminacion.

7.1. Limpieza empleando métodos quimicos.

Para eliminar correctamente las obstrucciones de las cafierias, después de los
tratamientos térmicos, se suele hacer un proceso doble separado, mediante
soluciones acidas y alcalinas a alta temperatura (Bylund. 1995; GrafShoff. 2002;
Jeurnink y Brinkmann. 1994). No obstante, no hay una acuerdo cientifico sobre

a mejor secuencia de los productos para eliminar los residuos.

Para eliminar los residuos grasos se suelen utilizar productos alcalinos
(tipicamente sosa caustica, NaOH) a alta temperatura, para saponificar los
lipidos y disolverlos, gracias a la formacién de jabones, en la corriente de agua
del CIP. Sin embargo, el fouling lacteo contiene una fraccién mineral, que
aumenta, de forma directamente proporcional, a la temperatura de tratamiento
aplicada. Para eliminar este residuo mineral, se suele emplear una solucién de
acido (tipicamente acido nitrico, HNOj3), que desincrustara los depdsitos de sales
depositados en las superficies (Bylund, 1995; Graflhoff, 2002; Jeurnink vy
Brinkmann, 1994).
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En el trabajo de van Asselt y cols., (2002) se recogen distintos tipos de
procedimientos, para la limpieza de las instalaciones de procesado de leche. La
temperatura 6ptima de lavado se encontraria entre los 652 y los 702C. Por
encima de 80°C no se suelen consiguen mejores resultados, en relaciéon el
incremento de energia para mantener tal temperatura (agua caliente y vapor).
Ademas, a mayor temperatura se incrementa el riesgo de corrosién de los
metales, que componen la instalacion. Sin considerar que algunos componentes

del fouling pueden coagular, adhiriéndose aun mas.

Las soluciones alcalinas recomendadas, para eliminar la fraccidon organica del
fouling lacteo de las superficies, es de un 0,5% en peso. A mayor concentracion
(>1%), los residuos pueden llegar a cambiar su estructura, apareciendo una
consistencia gomosa, que dificulta su eliminacion (Van Asselt y cols., 2002), a
pesar de estas recomendaciones, las concentraciones mas usadas en la industria

suelen ser entre 0,5% a 1,5% de NaOH (Bylund, 1995).

Por debajo de la concentracion recomendada, no se llega a eliminar
correctamente los depdsitos encontrados en las superficies. Ademas, el abuso
en el empleo de productos corrosivos puede someter a un mayor estrés a las
juntas de goma y otros elastdmeros, que provocard que tengan una vida menor
de lo esperado, incurriendo en un gasto adicional en mantenimiento. El
producto alcalino mds comun, en la limpieza, es la sosa caustica, por encima de
la potasa cdustica (KOH), aunque esta segunda se elimina mas facilmente en los
enjuagues. La sosa caustica es mucho mas barata, y tiene un gran rendimiento

para eliminar residuos proteicos (Tamime. 2008; Basso y cols., 2017).

A pesar de todo el proceso de limpieza, empleando diferentes productos

corrosivos, a pH extremos y a alta temperatura, se pueden dar situaciones en las
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gue no se consiguen unos resultados adecuados (Timperley y cols., 1994). La
limpieza correcta de las instalaciones es un proceso crucial, que genera
efluentes que necesitan un especial tratamiento, sobre todo para neutralizar el
pH antes de eliminar las aguas residuales. Este hecho es un problema cada vez
mas importante, especialmente para los sistemas de saneamiento de aguas
residuales y las industrias que producen estos residuos (Changani y cols., 1997;
GralShoff, 2002). Hay que tener en cuenta, que a mayor nivel de contaminacion
de las aguas residuales, mas elevados son los costes que han de pagar las
empresas para la regeneracion del agua. En el caso de Alemania, donde hay
datos especificos para las industrias alimentarias, se suelen producir
anualmente entre 2000 y 6000 toneladas de efluentes hipersalinos, no

biodegradables (GralRhoff, 2002).

7.2. Limpieza empleando métodos bioldgicos

Otra aproximacion a la limpieza correcta, en la industria alimentaria, pasa por el
uso de limpiadores enzimdaticos, mucho mds respetuosos con el medio ambiente
y con unas necesidades menores de consumo de agua y energia (GraRhoff,

2002; Lequette y cols., 2010; Takahasi y cols., 1996; Turner y cols., 2005).

Las enzimas son proteinas cataliticas, que reaccionan con un tipo (o grupo
reducido) de compuestos quimicos (sustrato diana). La actividad de los enzimas
y su eficacia, van a depender de diferentes factores ambientales, como el pH y
la temperatura. Para que la enzima tenga un maximo de actividad, hay que
delimitar un rango especifico de condiciones de trabajo (Madigan y cols., 2012;

Nelsony Cox, 2014).
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Las enzimas tienen un origen biolégico, muchas de ellas microbiano. Dado que,
en los organismos, las enzimas forman una parte esencial de su metabolismo y
estos organismos se pueden encontrar en una gran variedad de ambientes
distintos, se pueden obtener enzimas activas para una gran variedad de

ambientes (Nelson y Cox. 2014).

El rendimiento de las enzimas en el medio fisico se puede calcular con gran
precision. El problema viene cuando los calculos se han realizado en entornos
controlados de laboratorio, donde sélo se dispone de la enzima, su sustrato
diana y condiciones estandarizadas de temperatura, pH y tiempo (Anénimo B,
2016; Boyce y cols., 2010; Célho y cols., 2016). En entornos mas reales, como a
los que estdan sometidas las enzimas en una limpieza industrial, su
comportamiento sera mucho menos preciso y mas alejado del esperado en
funcion de la complejidad del sustrato, de modificaciones del pH y variaciones
de la temperatura. Las matrices de alimentos y sus residuos son una mezcla
compleja y heterogénea de compuestos quimicos, que pueden ser modificados
durante el transcurso de los procesados a los que se someten las materias

primas (Arglello y cols., 2003; Whitehurst y Law. 2009).

Todo ello hace que el medio donde reaccionan sean muy distintos de los

entornos de laboratorio.

A pesar de todo ello, se puede medir la actividad de las enzimas en entornos
complejos como son los que residuos de la industria alimentaria, consiguiendo
mantener ciertos factores ambientales controlados, tales como temperatura o
pH en las zonas de maxima actividad, si se llegan a desarrollar modelos
adecuados de generacién de fouling (Argiello y cols., 2003; Boyce y cols., 2010;

Whitehurst y Law, 2009).
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Gracias a estas simulaciones, a escala de laboratorio, se pueden desarrollar
herramientas muy Uutiles. De esta forma, las proteinas cataliticas se pueden
utilizar para procesos de limpieza, dado que se pueden elegir las enzimas que
mejor se adapten al entorno de limpieza deseado, si la superficie a limpiar no
tolera temperaturas extremas. Ademas, se pueden elegir aquellas que mejor
funcionen a temperaturas bajas o altas, o simplemente elegir aquellas que
necesiten menor control de los factores ambientales, para asegurar una
limpieza sin excesiva inversion en energia y medios de control (Argliello y cols.,

2003).

Con esta estrategia se puede eliminar la cantidad de contaminantes corrosivos
en las aguas residuales, limitando su empleo en instalaciones, lo que aumentara
la vida util de las instalaciones y eliminara peligros para el personal (Boyce y

cols., 2010; GraRhoff, 2002).

Este es el caso del uso de detergentes, con base enzimatica, en instalaciones
gue usen sistemas de filtraciéon por membrana. Esto ha conseguido un gran
ahorro en sus costes de mantenimiento, dado que el cambio de las membranas
danadas o envejecidas puede suponer un coste de entre un 25% y un 40% de los
costes operacionales de la instalacion. La alternativa a las enzimas seria el uso
de productos corrosivos, tanto para los residuos a eliminar como para la propia
membrana, obteniendo un tiempo menor de uso de los sistemas de filtracion en

condiciones éptimas (D’souza y Mawson, 2005).

82



7.3. Seguimiento del proceso de limpieza.

Los procesos de limpieza suelen estar estandarizados para cada dia de trabajo,
no personalizados a cada situacion, por lo que hay pocas formas de comprobar
la eficacia de la limpieza en el mismo momento de realizarla. Entre los sistemas
comerciales que existen, hay algunos que mediante sensores a lo largo de la
instalacion y con mediciones a lo largo del proceso, obtienen datos en continuo
de distintos marcadores, como puede ser el pH, conductividad, turbidez o la
fluorescencia de ciertas particulas, para determinar en qué momento se deja de
liberar residuos al agua de limpieza y enjuague (Van Asselt y cols., 2002,

Guerrero-Navarro y cols., 2015).

Con las mediciones en continuo se intenta conseguir el maximo de eficiencia de
limpieza, al detectar los cambios en el momento que suceden. Puede detectar la
eliminacion del fouling lacteo por cambios en la conductividad de la solucién
acuosa, dado que, a mayor carga de solidos totales disueltos, mayor

conectividad presentard el sistema (Van Asselt y cols, 2012).

Otras formas de medir la eliminacion del fouling lacteo pueden ser la medicion
de la fraccion organica, arrastrada por las aguas de enjuague, por medicidon de
turbidez o de fluorescencia. Las mediciones de la fraccidn inorganica eliminada
se pueden detectar mediante sensores para calcio idnico en la solucidon

analizada (CHEMFET) (Van Asselt y cols., 2002).

Otras metodologias como la medicidon de proteinas o del nivel de nitrégeno de
las superficies, se pueden usar una vez terminado el proceso de limpieza. Esto

se emplea para verificar el nivel de higiene conseguido.
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Figura 9. Ejemplo de monitorizacion de la limpieza de un evaporador mediante analisis de la

conductividad de la soluciéon de limpieza (Van Asselt y cols., 2002).

8. Modelos de fouling lacteo a escala de laboratorio.

Para la industria es practicamente imposible saber la extensiéon y composicidon
del fouling de toda la instalacidn, por lo que el uso de modelos de laboratorio,
representativos del fouling real, aporta una gran herramienta para la evaluacion
de la eficacia de los procesos de limpieza. Estos aportan un punto de vista mas
estocdstico (teniendo en cuenta tanto lo que ya sabemos cdmo el efecto del
azar) que una aproximacion puramente determinista (regido por las leyes de la

naturaleza y sin intervencidn del azar) (Fryer y Asteriadou, 2009).

Elegir la estrategia de limpieza idénea en la industria alimentaria requiere
entender la composicion del fouling, sus caracteristicas y sus interrelaciones

entre el residuo, la superficie y el alimento procesado (D’souza y Mawson,

2005).
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Para mejorar los procedimientos de limpieza actuales, hay que considerar el
tipo de materiales que componen la maquinaria, para diferenciar el tipo de
fouling que puede acumularse en cada zona y el tipo de tratamiento que puede
tolerar cada elemento. Se han ideado una gran variedad de modelos, desde
distintos enfoques, para estudiar la aparicion de fouling lacteo en la industria y
poder probar nuevos sistemas para eliminarlos. La revision de Jun y Puri (2005)
aporté un resumen de mas de cuarenta tipos distintos de estudios y modelos

sobre esta tematica.

Hay modelos donde se han conseguido acumulaciones de fouling de hasta 0,54
mg/cm2 (Foster y cols, 1989). En otros estudios se ha logrado alcanzar 12,73
mg/cm?” (Barish y Goddard. 2013). A mayor cantidad de fouling conseguido, mas
representativo sera el modelo para la evaluacidon de detergentes, dado que, si
logra eliminar una cantidad superior a la generada en situaciones reales, se

obtendran buenos resultados en condiciones de aplicacién industrial.

Nagata y cols., (1995) crearon un modelo de fouling lacteo basado en particulas
de acero inoxidable de tamafio conocido y usando R-Lactoglobulina. EIl modelo
se generd manteniendo en contacto las particulas con la soluciéon de R-
Lactoglobulina, en agitacion a 759C durante 1h. El objetivo fue evaluar
diferentes tratamientos de limpieza (NaOH y formula enzimatica a base de
proteasa), empaquetando las particulas, con el fouling lacteo, en una columna,
por la que se inyectaba el producto limpiador, analizando el efluente resultante

de la limpieza, para cuantificar la cantidad de proteina eliminada del fouling.

Britten y cols., (1988) estudiaron la formacién del fouling lacteo sobre discos de
acero inoxidable 316, los cuales estaban montados sobre un soporte que

imitaba a un PHE, transmitiendo el calor de un sistema cerrado a la leche de un
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recipiente aparte (1002C durante 1 h), donde se mantenia en constante
agitacion. Todo ello para poder entender el rol que tenia la energia de
superficie, a través de recubrimientos que modificaran la rugosidad y la energia
de superficie de las bases de los modelos de fouling y la modificacién de las

propiedades de transmision de la temperatura de los modelos.

Foster y cols., (1988) y Foster y Green (1990) crearon una serie de modelos de
fouling lacteo sobre discos de acero inoxidable 316, tanto fouling tipo A como
tipo B, usaron el sistema descrito por Britten y cols., (1988) para generar los
modelos. Con ellos se estudio la formacidn y composicion del fouling lacteo y asi
poder evaluar los factores que alteraban la dindmica (precalentamiento) o la

estimulaban (pH, tiempo, temperatura).

Dentro de los sistemas para producir un modelo de fouling lacteo en [dminas de
acero inoxidable, existe el sistema de Boyce y cols., (2010), parecido al descrito
en este trabajo y en Guerrero-Navarro y cols., (2015). En él se describen unas
superficies de acero inoxidable rectangulares, las cuales se someten a un
tratamiento térmico antes en un recipiente metadlico, al que mas tarde se afade
leche cruda de vaca precalentada a 502C. Las [dminas de acero se mantienen
con la leche por un periodo de 90 min entre 84 y 892C. Una vez terminado el
tiempo de contacto, los modelos recibieron un enjuague con agua a 502C. Todo
este proceso sirve para poder estudiar la composicion del fouling sobre el
modelo mediante SEM y CLSM y evaluar la efectividad de distintos productos
guimicos y enzimaticos comerciales y de formulacion propia, mediante el
analisis de la demanda quimica de oxigeno y la cantidad de proteinas en las
soluciones de limpieza junto a microscopia. El objetivo del estudio era el de
buscar un producto enzimatico eficaz para sustituir a los procesos alcalinos
usados en CIP, llegando a la conclusién de que 3 de los productos comerciales

enzimaticos probados cumplian todos los requisitos que buscaban.
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Otro tipo de modelos de fouling son los realizados durante la pasteurizacion en
instalaciones industriales, en vez de en el laboratorio. Estos requieren mas
material y equipo, pero pueden llegar a ser mas fieles a la realidad. Este es el
caso del trabajo publicado por Hagsten y cols., (2016), acopando una estructura
de soporte, para las superficies que albergarian el fouling, y esta acoplada al
flujo de leche de una planta piloto, realizando un proceso de UHT durante 15 h.
De esta forma obtuvieron modelos de fouling para estudiar su composicién y
estructura, tanto mineral como proteica. Evaluaron las diferentes capas, desde

la superficie hasta la capa mads basal del residuo.

Otra version parecida a esta, es la de Jimenez y cols., (2013), donde
introdujeron ldminas de acero inoxidable 316L de 1 cm? en el interior de un
PHE. Y trataron una solucién de proteinas de suero lacteo cony sin sales de
calcio, a 922C de temperatura de salida del PHE. Obteniendo un modelo de
fouling lacteo donde se investigd cual era el elemento que iniciaba la adhesion,

si las proteinas o el calcio.

Muchos de estos modelos se pueden exportar para otros tipos de fouling

alimentario como los descritos a continuacion.

Uno de los materiales mas empleados, para la creacion de modelos de fouling
lacteo, es el acero inoxidable, uno de los materiales mas utilizados en la
industria para contacto (Anénimo. 2004). Su amplia distribucion ha hecho, que
numerosos equipos de investigacién, basen sus modelos en este material. En un
estudio publicado por Liu y cols., (2006) describen distintos modelos de fouling
alimentario (leche, salsa de tomate, masa de pan y albumina de huevo), para
representar los residuos adheridos a la superficie después de su tratamiento

térmico sobre discos de acero inoxidable. En este estudio se analizé los modelos
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mediante micromanipulacion, para identificar sus propiedades cohesivas y
adhesivas. Y gracias a esa informacion, plantear la mejor forma de limpiar estos

residuos y comprobar la efectividad de recubrimientos antifouling.

No sdlo se han planteado evaluaciones de la formacidn de fouling en alimentos,
ya que es un problema, igualmente importante, en la industria de bebidas. Por
ello, Takahashiy cols., (1996 A y B) desarrollaron modelos para distintos
refrescos y bebidas (3 tipos de cafés, 1 tipo de té oolong y 1 tipo de zumo de
manzana) y sustancias control (B-Lactoglobulina bovina, tanto en estado nativo
como desnaturalizada, ambas versiones con y sin acido tanico). El modelo fue
creando usando particulas de acero inoxidable de drea conocida, una cantidad
conocida de particulas de acero se mantuvieron (a distintos tiempos) en un
matraz, donde se inyectaba el liquido muestra y manteniéndolo en agitacién
con las particulas (entre 502C a 952C), a partir de cierto volumen de liquido, el
sobrante era eliminado por una canalizacion secundaria. Una vez recuperadas
las particulas de acero al terminar el tiempo de contacto con la sustancia
elegida, se identificé los componentes del fouling mediante la cantidad de
nitrégeno y de carbono organico total. Se identificaron los tiempos y
temperaturas con mayor acumulacion de residuos. Y a posterior se uso el
modelo para probar distintos sistemas de limpieza (detergentes quimicos
alcalinos, soluciones de NaOH, un limpiador quimico acido y una féormula propia
a base de proteasa), dando distintos resultados segun el origen del fouling,
generalmente obteniendo un mejor rendimiento las enzimas que el NaOH en
todos los casos, teniendo en cuenta que la fuente de las enzimas es un

preparado no purificado.

En el caso de que se usen membranas de filtracion que sufran problemas de

fouling, se ha planteado que la estructura tridimensional que tienen los biofilms,
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guarda gran semejanza con el fouling y pueden servir como modelo de

ensuciamiento para este material (Doumeéche y cols., 2007).

9. Técnicas de analisis del fouling lacteo.

Identificar los elementos que componen en fouling y como se estructuran
espacialmente es de gran importancia, para estudiar estos residuos y asi
prevenir su aparicion, en la medida de lo posible, o poder lograr su completa

eliminacion, mediante protocolos de limpieza optimizados a cada residuo.

Hay una gran variedad de técnicas analiticas disponibles para estudiar el fouling
lacteo. La eleccion de cada técnica comportara una bateria de ventajas y
desventajas para cada informacion obtenida. La mejor estrategia se basaria en
un enfoque multidisciplinar, obteniendo las ventajas del maximo numero de

técnicas, para imitar las desventajas.

A la hora de elegir las metodologias para el estudio de los componentes y su
distribucidn, hay que definir: a) qué elemento se analizara con cada sistema, b)
si la técnica serd cuantitativa o cualitativa, c) si las muestras pueden ser
procesadas para el sistema de eleccidn, d) el tiempo para obtener los resultados
de cada andlisis, e) los costes de desarrollo de cada proceso mediante esta
técnica, f) la disponibilidad de uso de la maquinaria, g) los requerimientos de
material o personal especializado para realizarlo y h) los elementos necesarios

para el desarrollo de todo el protocolo de forma segura.

En este caso, trabajariamos con fouling lacteo adherido a superficies de acero

inoxidable. Su composicion y estructura dependen del tipo de materia prima, de

89



los materiales de la instalacidn y del tratamiento térmico al que se somete la

superficie y la leche, obteniendo fouling tipo Ay tipo B (Hagsten y cols., 2016).

Para este tipo de residuos se pueden analizar las fracciones organicas e

inorganicas por separado o en conjunto:

e Microscopia optica: Es una de las técnicas analiticas mas extendidas vy
comunes en la mayoria de laboratorios. Sus ventajas se basan en su
facilidad de uso y que se puede obtener informacion sobre la superficie y
morfologia de las muestras observadas. Sus principales inconvenientes se
basan en los problemas de definicion de la imagen, en los mayores
aumentos y la dificultad de discernir entre distintos componentes (Jimenez

y cols., 2013).

e Microscopia de epifluorescencia directa (DEM): Esta técnica analitica
permite utilizar colorantes fluorescentes selectivos, para poder identificar,
de forma rdpida, la composiciéon y la estructura de la superficie de las
muestras. Es una técnica muy rapida y facil de utilizar. El inconveniente se
plantea en muestras muy rugosas o con una fuerte autofluorescencia, ya

gue pueden impedir la obtencidon de datos de forma satisfactoria.

e Microscopia confocal laser de barrido (CLSM): Es una tecnologia
ampliamente utilizada para analizar la estructura de alimentos y su
composicidon, gracias a la gran variedad de colorantes selectivos
fluorescentes y a las posibilidades que aporta el post-procesado, mediante
software especializado en tratamiento de imagenes (Auty y cols., 2001).
Mediante esta técnica, se ha estudiado la estructura y la distribucion de
grasas y proteinas en diferentes alimentos grasos, como el queso mozzarella

y algunos tipos de chocolate (Auty y cols., 2001), glébulos grasos en leche y
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derivados lacteos (Evers y cols., 2008), lipidos en leche humana y féormulas
infantiles (Gallier y cols., 2015) o glébulos de grasa en leche de bufala
(Nguyen y cols., 2015). En otros estudios se pudo identificar la estructura
tridimensional del fouling en membranas de filtracién (Douméche y cols.,
2007) o en los fangos activados, depositados en una planta de depuracién
de aguas residuales (Ding y cols., 2015). En el fouling lacteo también se
utilizd esta técnica, para estudiar la estructura y la composicion, a
diferentes temperaturas, de los modelos de fouling (Guerrero-Navarro y

cols., 2016; Hagsten y cols., 2016).

Microscopia electrénica de barrido (SEM): Se trata de un sistema para
visualizar la superficie de muestras de diversos origenes. Se ha empleado
extensivamente para estudiar todo tipo de biofilms, foulings y biofoulings.
(Barish y Goddard, 2013; Britten y cols., 1988; Bouman y cols., 1982; Foster
y cols., 1988; Foster y Green, 1990; Flemming, 2002; Hagster y cols., 2016;
Jimenezy cols., 2013; Kolter y Greenberg, 2006; Visser y Jeurnink, 1997).

Espectrometria de dispersion de energia de rayos X (EDX): Se trata de un
sistema de deteccion de elementos, acoplado a un SEM, para poder
identificar y, si la muestra lo permite (elementos mas pesados que el
carbono), cuantificar los elementos atdmicos de la muestra. Se ha aplicado
para poder estudiar la acumulacién de minerales durante la formacion de
fouling lacteo (Bouman y cols., 1982; Foster y cols., 1988; Hagsten y cols.,

2016).

Espectrometria Optica de plasma acoplada (ICP-OES): Se trata de una
metodologia empleada en quimica analitica para cuantificar, cantidades
infimas de minerales metdlicos, en las muestras procesadas, siempre que el

tipo de muestra lo permita, dado que ha de ser digerido en condiciones
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acidas en tubos de tefldn, calentando con microondas de laboratorio o en

vasos de precipitado, sobre placas calefactoras (Hagsten y cols., 2016).

Espectrometria del infrarrojo cercano (NIRS): Es un método muy dutil, ya
gue se trata de una técnica rapida y no destructiva, aplicable a una amplia
gama de muestras, siempre que se disponga del patrén pertinente para ese
tipo de matriz. En leche es posible determinar directamente grasa, proteina
y soélidos totales, por ejemplo. Del espectrograma obtenido, de la muestra
de leche, es necesario referenciarlo con un patrén del tipo de muestras
analizada. El patrdn consistiria en repeticiones de espectrometrias mediante
NIRS, que a la vez se han analizado con otras técnicas analiticas, como seria
el método Dumas o Kjeldahl, para determinar la cantidad de proteinas, o el
método Gerber, para determinar grasas en leche. Este método ha sido
ampliamente empleado para identificar leche en polvo adulterada (Capuano

y cols., 2015).

Método Lowry: Se trata de una técnica muy conocida para cuantificar
proteinas mediante el reactivo de Folin-Wu (Lowry y cols., 1951). Al ser un
método sensible y facil de realizar, se emplea para determinar la cantidad
de proteinas presentes en las aguas de enjuague, sobre todo después de
diferentes tratamientos de limpieza industrial. Esto permite conocer si hay

fouling y cuando la limpieza ha concluido (Nagata y cols., 1995).

Método Bradford: Es un método colorimétrico para analizar proteinas,
sobre todo en muestras clinicas (Bradford, 1976; Liu y cols., 2015). Por

tanto, podria funcionar como el Lowry.

Método Dumas: Se emplea para determinar proteinas, mediante el andlisis
de los residuos de la combustion de la muestra. Se aplicd para determinar

los residuos de proteinas de modelos de fouling en instalaciones de
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tratamiento de refrescos. (Takahashiy cols., 1996 A y B) o para cuantificar
el contenido proteico en distintas leches de mamiferos marinos (Oftedal y

cols., 2014)

Método del acido sulfarico-fenol o sus modificaciones: Es una técnica
empleada para la cuantificacién de carbohidratos. Requiere patrones antes
de poder analizar ninguna muestra. No obstante, es una técnica de gran
flexibilidad, dado que se puede utilizar en multitud de matrices (Albalasmeh
y cols., 2013; Dubois y cols., 1956; Masuko y cols., 2005; Safarik vy
Santruckova, 1992).

Espectrometria de masa idnica secundaria (SIMS): metodologia para
identificar la composicion de superficies o capas finas depositadas sobre
superficies a partir de pulverizar la muestra mediante un haz de iones, a
partir de los iones eyectados, se realiza una espectrometria de masas para
identificar los compuestos. Se ha empleado para identificar muestras de
fouling lacteo, siguiendo el protocolo descrito por Britten y cols., (1988).

(Foster y Green, 1990)

Microscopia de Fuerzas Atdmicas (AFM): Se trata de un método basado en
una sonda, que se desplaza por la superficie de la muestra para obtener
informacién a nivel nanométrico. Se ha utilizado para analizar la superficie
de las muestras e identificar la estructura y el nivel de rugosidad de distintos

modelos de fouling (Barish y Goddard, 2013; Jimenez y cols., 2013).
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Difraccion de rayos X de amplio dangulo (WAXD): Se trata de una técnica
empleada para identificar el estado cristalino y la estructura cristalina de la
muestra. Se ha aplicado para identificar el estado cristalino de las sales
minerales, sobre una muestra de fouling lacteo, generada durante un

proceso de UHT (Hagsten, y cols., 2016
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IV: Estudio de la formacidon de un modelo de fouling
lacteo y su idoneidad para evaluar productos de

limpieza industrial
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1. Material y métodos.

Se realizaron dos modelos de fouling en el laboratorio a partir de leche cruda de
vaca, para simular la suciedad acumulada en los tratamientos térmicos
industriales. Mediante estos modelos se podran realizar ensayos de limpieza,
usando, tanto productos comerciales como enzimaticos de forma rapida y con
un sistema de seguimiento del proceso, de forma indirecta y sencilla.

1.1. Fuente del fouling lacteo.

Los modelos de fouling lacteo (MFM) se generaron a partir de leche entera
cruda de vaca, proporcionada, por una granja lechera (Granja Can Bordoi, Sant
Antoni de Vilamajor, Espafia) y guardada en refrigeracion hasta el momento de

uso (59C).

1.2. Modelo de fouling lacteo en condiciones de ciclos de secado.

1.2.1. Superficies para el fouling lacteo.

Para la produccién de fouling tipo A se usd acero inoxidable tipo AISI 316, que
es uno de los materiales mas usados, para contacto alimentario, en la industria
lechera y, sobre todo, en los intercambiadores de calor de placas (PHE). Este
material es especialmente interesante para los equipos empleados en

tratamientos térmicos, como la pasteurizacion.

Otra particularidad, respecto al material base para todos los experimentos, es el
grado de pulido de las superficies. Usando los datos bibliograficos sobre el
pulido de las superficies a nivel industrial, usados a dia de hoy por las empresas
alimentarias, se decidié usar el pulido 2B para el acero inoxidable (Barish y

Goddard, 2013; Foster y cols., 1989; Jimenez y cols., 2013).
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Para la produccion de fouling lacteo (MFM) en el laboratorio, se puede adaptar
la forma y tamafio del modelo a las necesidades especificas de cada laboratorio,
sobre todo teniendo en mente los posteriores analisis que se quieran hacer con

ellos.

En este experimento se eligieron laminas cuadradas de acero inoxidable de 5 cm
de lado, con un grosor de 0.1 cm. Antes de su empleo en el laboratorio, las
superficies usadas de base para la produccién de fouling lacteo, se limpiaron y

desinfectaron de acuerdo con la seccién 5.2.3 de la norma UNE-EN 13697:2015.

El procedimiento consistio en sumergir las superficies en un baifo de agua
jabonosa durante 1 hora. Luego se enjuagaron vigorosamente, usando agua
desionizada, para eliminar todos los restos de jabdn, suciedad y sales, que
pudieran quedar depositadas en la superficie. Posteriormente, y siempre
manipulando las laminas de acero inoxidable con guantes, se sumergieron en
una solucion de alcohol isopropilico (2-propanol) (Panreac, Castellar del Vallés,
Espafia) al 70%, usando agua desionizada, durante 15 min. Una vez transcurrido
el tiempo de contacto, se elimind el alcohol y las superficies se secaron en una
estufa de aire forzado IDL-FI-80 (Labolan, S.L. Esparzar de Galar, Espafia) a 50°C,
para eliminar cualquier rastro de humedad en las piezas metadlicas. Por ultimo,
se guardaron, de forma individual, en bolsas de papel termoselladas, para evitar

gue acumulasen polvo u otra suciedad antes de su utilizacion.

Para poder usar volUmenes mayores de leche sobre las superficies, se colocaron
paredes extraibles, durante la produccién del fouling, dando forma de
contenedor. Una vez obtenido el fouling, se eliminaron las paredes para que no
pudieran interferir durante los andlisis posteriores o durante las etapas de

limpieza.
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Las paredes extraibles se hicieron con cinta adhesiva de aluminio termo-
resistente (Ceys, L'Hospitalet del Llobregat, Espafia), con una altura de 1 cm

desde la base de las superficies (Figura 10).

Figura 10: Superficie de acero inoxidable

316 2B (5 x 5 cm) con paredes de aluminio
(1 cm de altura) para ser usados en la
produccion del modelo fouling lacteo en

laboratorio (MFM).

1.2.2. Productos de limpieza.

Se emplearon ocho productos de limpieza distintos para evaluar el modelo de
fouling lacteo (MFM) (Tabla 2). En todos los casos los productos de limpieza

fueron diluidos en agua desionizada.

Dos de los productos elegidos fueron productos ya comercializados, para la
limpieza de instalaciones en la industria alimentaria. Uno de ellos, el CS1, fue de
base alcalina, un limpiador de un solo pase (sin posteriores tratamientos
acidos), usado para la eliminacién de fouling en la industria y que serd usado
como tratamiento quimico control. El segundo producto comercial (CS2), es un

limpiador con base enzimatica, junto a un tensoactivo.

99



Los otros seis productos de limpieza (CS3, CS4, CS5, CS6, CS7 y CS8) fueron
formulaciones propias, usando distintas combinaciones de proteasa Savinnase
16L® (Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca), amilasa Termamyl Ultra 300L®
(Novozymes, Bagsvaerd, Dinamarca), a los cuales se les afiadié un tensoactivo,

para mejorar las férmulas, estas formulaciones se aplicaron a distintos pH.

Tabla 2: Listado de productos de limpieza empleados en este estudio contra el fouling lacteo y

sus condiciones de uso:

Soluciones Componentes y Temperatura de pH de Tiempo de
de limpieza concentraciones finales trabajo trabajo limpieza
(CS) (min)
Cs1 6% Producto quimico 702C 10-12 45
alcalino
Cs2 0,05% producto enzimatico 502C 9.5 30

comercial y 0,25%
tensoactivo
Cs3 0,0012% proteasa, 0,0010% 502C 9.5 30
amilasa y 0,25% tensoactivo
Ccs4 0,0012% proteasay 0.25% 50°C 9.5 30
tensoactivo
CS5 0,25% tensoactivo 50°C 9.5 30
(o) 0,0012% proteasa, 0,0010% 502C 9.2 30
amilasa y 0,25% tensoactivo
Ccs7 0,0012% proteasay 0,25% 50°C 9.2 30
tensoactivo
Cs8 0,0012% proteasa, 0,0010% 50°C 8.5 30

amilasay 0,25% tensoactivo

Aunque el producto CS5 solo esta compuesto por un tensoactivo, se usé
siguiendo los mismos parametros que los demas productos con enzimas. Todas
las soluciones enzimdticas fueron producidas diez veces mas concentradas,
respecto a las indicaciones de uso final. Para agilizar los procesos de limpieza,

dado el tiempo que requeria el ajuste de pH en las soluciones enzimaticas, las
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soluciones se guardaron en alicuotas de 7,5 ml en tubos de estériles, a -182C,

para su posterior uso.

1.2.3. Produccion del modelo de fouling lacteo (MFM) en condiciones
de ciclos de secado.

Para la produccion de fouling, el primer paso fue pesar las superficies metalicas
con la cinta de aluminio a su alrededor (contenedores) con una balanza analitica

Mettler AE 100 (Mettler-Toledo S.A.E, Hospitalet del Llobregat, Espafia).

Una vez pesados y numerados los contenedores, se precalentaron en una estufa
de aire forzado IDL-FI-80 (Labolan S.L. Esparzar de Galar, Espaia) a 902C, para

poder hacer el fouling tipo A.

La leche cruda de vaca se atemperd en un intervalo de 18°C — 21°C, antes de
realizar el ensayo de formacidon de fouling. Una vez precalentados los
contenedores, se afladieron 3 ml de leche a cada uno de ellos. Cada uno de los
contenedores, con la leche cruda, se reintrodujeron a una estufa y se
mantuvieron durante 45 min a 909C, para que se eliminara la maxima cantidad
de agua contenida en la leche. El ciclo de afiadir leche y de secado en estufa se
realizd 5 veces, incrementando el fouling formado en cada ciclo. Una vez
terminado el quinto ciclo, se realizé una etapa de enjuague con agua, para
simular el flujo de liquido y la presidon de la circulacion de la leche. Para ello,
cada uno de los contenedores con el fouling formado, se trasladaron a frascos
(58 x 69 mm), con el suficiente espacio para agitarlos, y se afiadieron 30 ml de
agua desionizada a 509C. Cada frasco fue agitado vigorosamente usando un
agitador REAX Top (Heidolph Instruments, Schwabach, Alemania), al maximo de
intensidad, durante 1 min. La etapa de agitaciéon con agua caliente consigue
desprender toda la materia soluble de la leche, que previamente se acumularon

en el modelo de fouling en cada contenedor. El enjuague también sirvid para
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retirar parte de los residuos, compuestos por materia insoluble y precipitados

adheridos débilmente a las superficies de los contenedores.

Con este procedimiento se busca, que la leche se adhiera al acero a alta
temperatura y, con los enjuagues, que se elimine todo lo que no se adhirié
fuertemente a las superficies, permaneciendo solo la materia que simulara el

fouling.

Después de la etapa de enjuague, los contenedores se lavaron ligeramente,
usando un frasco lavador con agua desionizada. Una vez retirado todo elemento
no adherido con el lavado, se volvid a precalentar cada contenedor a 902C, en
una estufa de aire forzado. Una vez conseguida la temperatura de trabajo, se
repitié el procedimiento de afiadido y secado de la leche cinco veces mas (diez
ciclos en total al finalizar el modelo), acabando con el enjuague con agua a 50°C

y agitacién, como se realizé anteriormente.

Una vez finalizado el procedimiento de los diez ciclos, para formar fouling en los
contenedores, estos se dejaron secar usando el calor residual de la estufa
apagada, que se uso6 para la formaciéon de fouling. Una vez totalmente secos, a
temperatura ambiente, se determiné por segunda vez el peso de los

contenedores con el fouling formado usando una balanza analitica.

Realizada la segunda pesada, se eliminaron las paredes de aluminio de los
contenedores para obtener el modelo de fouling sobre las superficies de acero

inoxidable y se volvieron a pesar.
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Agitate

Figura 11: Esquema simplificado de los pasos para producir modelos de fouling lacteo en el

laboratorio (MFM).

Todo el proceso se resume en la figura anterior (Figura 11), siendo la base de
todo el proceso, repeticiones de tres acciones distintas, pesar, afladir y secar

leche y enjuagues en agua caliente y agitacion.

1.3. Produccion de un modelo de fouling lacteo en condiciones de
recirculacion.

Con los resultados obtenidos por nuestro método de produccion de fouling en
el laboratorio, se quiso comparar con los resultados de otro modelo de facil
produccién, ya descrito en la bibliografia cientifica, usado también para probar

productos de limpieza industriales.

Se selecciond un sistema basado en la recirculacidon de leche usando un matraz
kitasato (Nagata y cols., 1995; Takahashi y cols., 1996). Este sistema se realizé,
con pequenas modificaciones, para adaptarse a los materiales disponibles. Las
superficies donde se generaria el fouling lacteo, en este caso, fueron discos de
acero inoxidable 316 2B, de 2 cm de didametro y 0,1 centimetros de alto, los

cuales fueron pre-tratados siguiendo las instrucciones de la seccidén 5.2.3 de la
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norma UNE-EN 13697:2015. Antes de su uso fueron pesaron con una balanza

analitica.

Figura 12. Sistema para producir un modelo de fouling mediante leche en recirculacién. A) Discos de

acero inoxidable 316 2B en el fondo del matraz Kitasato. B) Sistema en funcionamiento en un bafio

termostatico a 902C.

El sistema para el ensayo consistié de un matraz Kitasato de 1 L de capacidad,
con los discos de acero inoxidable en su interior (Figura 12A). Se hizo un circuito
cerrado de entrada y salida de leche del matraz, usando una tuberia de silicona
y generando el impulso necesario mediante una bomba peristdltica 114
(Watson Marlow, Paris, Francia). Se llené el sistema con leche cruda de vaca
atemperada a temperatura ambiente y se purgo el sistema para evitar burbujas
en la tuberia. Una vez purgado todo el sistema, se introdujo el matraz Kitasato
en un bafio de agua en recirculaciéon Unitronic 6320100 (J.P Selecta S.A, Abrera,
Espana) a 902C y se encendid la bomba peristdltica (Figura 12B). Se dejé que el

circuito cerrado se mantuviera en recirculacion constante durante 18 h.

Al final del proceso, los discos fueron recuperados y enjuagados ligeramente
con agua desionizada, usando un frasco limpiador. Se secaron en una estufa de

aire forzado y se pesaron en una balanza analitica.
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1.4. Limpieza del modelo de fouling lacteo.

El primer paso para realizar la limpieza enzimatica con los productos CS2 a CS8
(Tabla 2), fue descongelar la alicuota de enzimas contenida en un vial a
temperatura ambiente (18-222C). Después, se afiadieron 7,5 ml del vial a un
frasco para muestras, como los usados para los enjuagues en la seccion 1.4,
gue contenia 67,5 ml de agua desionizada, para formar la solucién de limpieza.
A continuacion, se ajustd el pH para cada formula enzimdtica mediante sosa

caustica y se afadio el MFM a los frascos.

Los frascos de muestras con la solucién de limpieza y un MFM, se introdujeron
en un bafo agitador Unitronic 320 OR (J.P Selecta S.A, Abrera, Espana) al
maximo de agitacion (110 rpm), con el termostato programado para que el agua
estuviera en todo momento a 502C. En el caso del producto de limpieza

quimica (CS1, Tabla 2), se programoé el bafio para que se mantuviera a 702C.

Los tratamientos enzimaticos tuvieron una duracion de 30 min, realizados en
dos etapas de 15 min. Durante la primera etapa, los frascos estuvieron en
agitacion continua a 509C, para representar el flujo del producto de limpieza por
las instalaciones en condiciones practicas. Una vez finalizada la primera etapa,
se detuvo la agitacion del bafio y se retiraron los frascos y los MFM de las
soluciones de limpieza. Los MFM se introdujeron en un nuevo frasco para
muestras, y se realizdé un enjuague de acuerdo a la seccidon 1.4., usando 30 ml de

agua desionizada a 509C.
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Una vez terminado el enjuague, se reintrodujo el MFM al frasco con la solucién
limpiadora y se aplico otra etapa de 15 min en el bafio a 502C en agitacion
continua. Una vez terminada la ultima etapa de agitacion, se realizé un nuevo

enjuague, como el realizado anteriormente.

Al finalizar el ultimo enjuague, se hizo un lavado suave usando un frasco lavador

y se dejé secar, el MFM limpiado, en una estufa de aire forzado a 502C.

Una vez que los MFM se secaron, se pesaron usando una balanza analitica.

fo-gle

Water Bath Agitate Weigh

Figura 13: Esquema simplificado del protocolo de limpieza de los modelos de fouling lacteo (MFM)

usando productos con base enzimatica.

En el caso de una limpieza quimica, el protocolo se realizé de la misma forma,
exceptuando que el tiempo de contacto de la solucion limpiadora fue de 45 min,
dividido en tres etapas de 15 min, con un enjuague de 1 min después de cada

etapa en el baio con agitacién a 702C.

Una vez el MFM se secd, se determind su peso usando una balanza analitica.
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Todo este proceso se resume en la figura anterior (Figura 13), siendo todo el
proceso, tres acciones distintas: pesar, incubaciones en el bafo termostatico

agitado y los enjuagues en agua caliente y agitacion.

A B

Figura 14: A) Modelo de fouling lacteo (MFM) B) MFM después de la limpieza enzimatica.

1.5. Monitorizacion de la limpieza del fouling lacteo.

El seguimiento de los procesos de limpieza de las instalaciones es una utilidad
de gran interés industrial, dada la importancia de saber en qué punto de la

limpieza se encuentra el sistema.

Dado que, al estar limpiando unas instalaciones, sin poder observar, ni la
cantidad de suciedad acumulada, ni la cantidad de suciedad movilizada; el
seguimiento estricto de un protocolo de limpieza, siempre idéntico, para una
situacion que puede no ser siempre la misma, provoca que se realicen limpiezas
muy agresivas para cubrir las situaciones mas graves o que, realizando un

protocolo de limpieza estandar, queden restos sin eliminar.

En este caso se establecid el uso del analisis de la turbidez del agua, como
indicador del punto de desarrollo de la limpieza, un método rapido, barato y
facil de realizar. Para ello se usé un turbidimetro Densimat (bioMérieux, Marcy-

'Etoile, Francia), que proporciona los datos en unidades McFarland de turbidez.
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Cada vez que se realizd un enjuague, durante las limpiezas de los MFM, se
realizd una medicion de la turbidez usando 8 ml de la solucion de limpieza en un
tubo de cristal, apto para su uso en un Densimat. Posteriormente se devolvia el
liquido analizado para no continuar con una menor cantidad de solucion

limpiadora.

1.6. Procesado estadistico de los datos.

Todos los datos obtenidos en este estudio fueron procesados usando Microsoft
Excel 2010 (Microsoft Corp, Redmond, WA, USA) y el paquete estadistico IBM
SPSS 23 (IBM Corp, Armonk, NY, USA). Los resultados fueron analizados
siguiendo una prueba de One-way ANOVA, con un contraste a posteriori de
Tukey y el T-test, con la prueba de Welch, para las 42 muestras analizadas,
después de su lavado con productos enzimdticos o quimicos. El nivel de

significacidn, para todos los andlisis estadisticos fue de p<0,05.

2. Resultados y discusion.

2.1. Produccion de fouling lacteo en condiciones de ciclos de secado.

Una vez se consiguié crear suficientes MFM vy fueron usados para los

tratamientos de limpieza distintos se consiguieron los siguientes datos.

Tabla 3: Medias del peso acumulado durante la produccién de MFM a 0, 4 y 8 h de

produccién (en gramos) (n=64. Superficies de 25 cm?).

Ciclos Tiempo (horas) Fouling total mg/cmz
(gramos)
0 0 0 0
1,20+0,27 48
10 8 1,32+0,45 52,8
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La eficacia en la produccion de fouling con este nuevo método se calculd de
acuerdo a la diferencia entre el peso inicial y el peso final del MFM seco,
después de los diez ciclos de adicidn y secado de la leche cruda (Tabla 3). En una
jornada de trabajo se logré un depdsito de fouling lacteo en las superficies

acero inoxidable de 1,32 g (52,8 mg/cm?) de media (Tabla 3).

El aspecto visual exterior del modelo de fouling lacteo, una vez finalizado el
ensayo (Figura 14A), fue de un color blanco marfil e, internamente, mas tostado
en la zona en contacto con la superficie. La coloracién mas intensa en la zona
cercana al metal se podria dar por una acumulacién de compuestos derivados
de la caramelizacion de los componentes de la leche, de los carbohidratos
(lactosa) y las proteinas (Morales y cols., 1995) en el caso de la leche liquida
tratada térmicamente. Asi mismo, se observé que el color tostado comenzd a
aparecer a partir del sexto ciclo de adicidon y secado de la leche, a la par que en
la superficie del fouling aparecian unas gotas translucidas, que se podrian

deberse a la acumulacién de la grasa de la leche en la superficie.

Los resultados indican que el tiempo para producir una cantidad suficiente de
fouling lacteo, para poder evaluar los productos de limpieza, fueron de 8 h (10

ciclos de adicion y secado) (Tabla 3).

El trabajo se centré en ese tiempo, dado que un aumento del tiempo de trabajo
no suponia un incremento en la cantidad de fouling adherido. A partir de las 4 h
la ganancia era menory, a partir de las 8 h, se disponia de suficiente cantidad de
fouling depositado para determinar la eficacia de las soluciones de limpieza en
este estudio. Ademas, las 8 h de formacién de fouling se adaptaba a un ciclo de
produccién diario, economizando las horas de trabajo para obtener los MFM
para su limpieza posterior. Esto optimizaba el trabajo, ya que en un dia de
trabajo era posible producir una tanda suficiente de MFM secos, para las

posteriores pruebas de la semana.
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La cantidad de producto adherido a la superficie de acero inoxidable podia
depender, en cierta medida, de la composicion de la leche cruda de cada lote
usado. Al provenir directamente de la granja, podia haber variaciones

estacionales en la leche producida, dificiles de controlar en este estudio.

2.2. Produccion de fouling lacteo en condiciones de recirculacion
como control.

Los resultados del método alternativo para la produccion de fouling lacteo,
usando un matraz Kitasato con una bomba peristaltica, mostraron que la leche

tenia un color parduzco después de 18 h de recirculacidon continua.

Asi mismo, todos los discos de acero inoxidable, en el interior del matraz,
estaban recubiertos por una capa espesa de fouling color marfil, débilmente
adherida, ya que con un ligero enjuague se desprendia de los discos. Estos, una
vez secos y pesados en la balanza analitica, llegaban a acumular 0,001 g de

fouling de media.

2.3. Limpieza de los modelos de fouling lacteo (MFM).

A la hora de probar nuevos productos o estrategias, para la limpieza de fouling,
se empled un nuevo modelo realizado en laboratorio. Para ello fue necesario
probar el sistema con un producto control, usado en la industria y con buenos
resultados para eliminar este tipo de residuos. En este estudio, se usaron como
control dos productos comerciales para la limpieza industrial. Uno de ellos es un

producto quimico con base alcalina (CS1) y otro uno con base enzimatica (CS2).
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Las muestras analizadas (Figura 15) mostraron una gran variabilidad, propia de
una matriz con una composicion muy poco homogénea, como es el fouling
lacteo. Por ello, para lograr observar diferencias estadisticas, entre los distintos
productos de limpieza, seria necesario un tamafio de muestra mucho mayor. El
tiempo necesario para obtener el fouling y la carga de trabajo para comparar
todos estos parametros no lo hicieron posible. Sin embargo, si es posible ver
aquel producto que posee una maxima eficacia, de aquellos con menor nivel

funcional y mayor variabilidad.

Los resultados muestran (Figura 15) que la efectividad media del producto de

referencia CS1 fue de 73,31% eliminando el fouling del modelo de laboratorio
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MFM. La efectividad media, para la eliminacion del fouling formado del

producto CS2, fue del 77,99%.

Los MFM también se limpiaron usando productos enzimaticos de nueva
formulacion. Este enfoque a la problematica del fouling ya ha sido probado con
anterioridad. GraRhoff (2002) empled distintas soluciones de limpieza
enzimaticas para eliminar el fouling lacteo, en algunas de las férmulas
desarrolladas en esta tesis se empled la misma proteasa utilizada en este

estudio.

Las ventajas de usar productos enzimaticos estan relacionadas con la eficacia en
la eliminacidon de residuos, la generacion de un menor volumen de aguas
residuales y una reduccién en la energia consumida. Esto se debe a una
reduccidon en los requerimientos en la temperatura del proceso y a una menor
necesidad de productos quimicos. A esto hay que afladir una menor afectacién
medioambiental respecto a los productos quimicos tradicionales. Por ejemplo,
los productos CS1 y CS2 se aplicaron a la temperatura y tiempo recomendados
por el fabricante. La diferencia entre estos tratamientos era de 202C, para los
enzimaticos, con una duracion 15 min inferior. Los resultados también indican
gue los mejores resultados fueron para las férmulas enzimaticas CS3 y CS8, con
un 78,85% y 80,43% de eficacia media, respectivamente. Ambas férmulas
contaban con una composicién similar de amilasa, proteasa y un agente
tensoactivo, pero con un pH distinto. Los valores de eficacia limpiadora mas
bajos, en la eliminacion de fouling lacteo, correspondieron a los productos CS4 y
CS5, con un 73,89% y 69,5% de eficacia, respectivamente, que actuaron a un pH

de 9,5.

Una vez realizada la limpieza de los MFM, fue evidente el alto grado de limpieza

y desincrustacidon que se habia logrado a baja concentracién de enzimas en la
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solucidn de limpieza y con una rebaja sustancial de pH, tiempo y temperatura

respecto al protocolo quimico.

Con la limpieza enzimatica fue posible reducir la carga de fouling,
aproximadamente entre un 65% (CS6) en el peor de los casos y un 97% (CS8) en
el mejor de ellos. Empleando el producto quimico control (CS1), la reduccidn se
mueve aproximadamente entre el 57% y el 88%. Siempre usando los modelos

de laboratorio como elemento a limpiar.

2.4. Monitorizacion de la limpieza de la limpieza de fouling lacteo.

La monitorizacién de la solucién de limpieza en el proceso, usando enzimas o el
producto quimico, fue un método facil y rapido para obtener lecturas
inmediatas de la turbidez del proceso. Al inicio de la limpieza, la solucién era
transparente, pero durante el transcurso del proceso, el liquido se fue

enturbiando, a medida que se desprendia el fouling de las superficies.

Turbidez
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Figura 16: Turbidez de distintas soluciones de limpieza en unidades McFarland de turbidez.

Los datos reflejados en el grafico superior (Figura 16) representan los valores de

turbidez obtenidos, a los tiempos analizados, durante el proceso de limpieza
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realizado, con los productos ensayados. Hay una buena correlacion entre el
nivel de turbidez y el momento de la limpieza donde se encuentra el sistema.
Siempre hay un aumento de la turbidez, siendo el valor inicial 0, por ser un
producto transparente. A los 15 min ya se detectd cierta turbidez en la solucién
de limpieza, mientras que a los 30 min, el valor siempre fue superior a los
demas puntos. Para el tratamiento que continud hasta los 45 min, se mantuvo
la observacidn, detectandose un incremento progresivo de la turbidez, durante

el transcurso de la limpieza.

Durante el empleo del producto CS2 en 30 min tenia un nivel de turbidez tan
elevado que el Densimat no pudo obtener una lectura, al estar por encima del

rango de lectura del aparato (27,5 unidades McFarland).

Se intentdé medir la turbidez durante las etapas de enjuague, pero la cantidad de
particulas en suspension, debido a la agitacion, saturaba el medio, impidiendo la

lectura correcta de la solucion.

El control negativo, se realizé con lavados donde sélo se usé agua a pH 9,5y a
502C. Esta solucién tuvo una eficacia minima, como se esperaba. En cuanto a su
turbidez, da un resultado muy parecido a la eficacia de eliminacién, siendo el

valor mas bajo entre todos los productos de limpieza probados.

Mediante la monitorizacion de la turbidez, en los lavados, se pudo observar la
dinamica de limpieza, con un incremento de la transferencia de los residuos de
las superficies a la solucion de limpieza. Sin embargo, no se pudieron
correlacionar los datos obtenidos con la eficacia de limpieza, dado que el
residuo puede llegar a ser muy heterogéneo en su composicion y las enzimas
pueden afectarle de forma distinta, pudiendo soltarse fragmentos de tamafio

variable, que modificaban la turbidez medida, de forma poco comparable.
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V: Estudio de la composicion del fouling lacteo y
posterior perfeccionamiento de un nuevo tratamiento

enzimatico para su eliminacion
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1. Material y métodos.

En este estudio se procedid a adaptar el modelo de generacién de fouling a
escala de laboratorio, para facilitar su analisis mediante diferentes técnicas de
microscopia. Se realizaron diferentes ensayos de limpieza, utilizando el
producto comercial alcalino (CS1) y compardndolo con la nueva férmula

enzimatica desarrollada en este trabajo (CS8m).

1.1. Fuente del fouling lacteo.

El modelo de fouling lacteo (MFM) se produjo a partir de leche entera cruda de
vaca, suministrada a 52C por una granja lechera (Granja Can Bordoi, Sant Antoni
de Vilamajor, Cataluia, Espafia) y guardada en refrigeraciéon hasta el momento

de uso.

1.2. Superficies para el fouling lacteo.

La modificacion del modelo se debié a los diferentes requerimientos de peso y
tamafo, necesarios para poder procesar las muestras mediante las diferentes

técnicas de microscopia.

Para ello, se siguio utilizando acero inoxidable (discos de 2 cm de didmetro tipo
316 grado 2 B) para asegurar la minima rugosidad donde se pudiera acumular
residuos, durante la produccién del fouling lacteo. Esto nos permite modificar

la superficie total de 25 cm? a sélo 3,14 cm?.

Los discos se limpiaron como se realizd en la anterior seccion, mediante el

procedimiento descrito en la norma UNE-EN 13697:2015). Posteriormente se
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conservaron, en condiciones estériles, dentro de bolsas termoselladas hasta su
uso. Previamente, al inicio de los experimentos, se determind el peso de los

discos con una balanza analitica.

Para formar las paredes del disco, con la finalidad de no perder leche en el
sistema, se uso la cinta adhesiva termoresistente de aluminio, anteriormente
descrita. Esta vez, en porciones de 4 cm de lado. Una vez retirada la lamina
protectora de la cinta adhesiva de aluminio, se colocd un disco sobre la cara
adherente de la cinta y, el resto del cuadrado de aluminio, se levanté para que
se adhiera a los laterales del disco. Luego se recortd el sobrante de cinta

adhesiva, dejando una pared de una altura regular de 0,6 cm.

Al terminar de montar las estructuras, se volvid a rotular las superficies y se

pesaron de nuevo en una balanza analitica.

|
E:
(3

Figura 17: Superficies para la produccion de
fouling. A) Discos de acero inoxidable (2 cm de
diametro) tipo 316 y pulido de grado 2B. B)
Contenedores para la produccion del modelo
de fouling adaptado a microscopia con paredes

de 0,6 cm de altura.
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1.3. Mejora de la solucion enzimatica para eliminar fouling lacteo.

Una vez seleccionada la férmula enzimatica de limpieza a usarse en este
experimento (CS8 del anterior estudio, tabla 2), se analizaron las curvas de
actividad de cada una de las enzimas (informacién proporcionada por los

fabricantes) utilizadas en la férmula.

Para ello, se observaron las curvas de actividad y se delimité la zona de la gréfica
donde las enzimas tenian una actividad minima de un 80%. A partir de estos
datos se modificé el pH y la temperatura usada en la fdrmula para garantizar las

condiciones 6ptimas.

Es importante recordar, que la informacién proporcionada por las curvas de
actividad, estd creada a partir de estandares para ser catalizados por las
enzimas. En el caso de la amilasa, fue analizada usando una solucidon de
almidén. Mientras que la proteasa se probé utilizando una solucién de albumina
de suero bovino (BSA). Ninguno de ellos es un compuesto de la leche, por lo que
los resultados pueden no ser idénticos. No obstante, definen los limites de

actividad de las enzimas empleadas.

Las condiciones de uso se modificaron en base a las curvas de actividad, a fin de
incrementar la eficacia, respecto a los resultados obtenidos en el primer
estudio. Para ello, se incrementd la temperatura un 10% (de 502 a 552C) y se

rebajé el pH de 9,5 a 8,5.

Otras medidas adoptadas para la mejora de la accidn de la férmula enzimatica

fue usar un medio tamponado, a fin de mantener estable, durante el mayor
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tiempo posible, el pH de la solucidn de lavado. Esto evitara fluctuaciones en las

condiciones dptimas de trabajo y, consecuentemente de su actividad.

Esto es importante debido a que, al degradarse las proteinas, se pueden liberar

compuestos nitrogenados que tienden a alcalinizar. Por otra parte, al

degradarse algunos compuestos derivados de la caramelizacion, podria haber

una tendencia a la acidificacion de la solucién de limpieza. Por estos motivos, la

presencia de un producto tamponador aseguraria la estabilidad de la reaccion.

Se evaluaron tres posibles productos tamponadores para su uso con enzimas:

Tampdn borato salino (BBS) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) en forma de
tabletas, listas para ser usadas, después de ser homogenizada en 500 ml

de agua desionizada, con un pH alrededor de 8,2.

Tampdn carbonato-bicarbonato (CBB) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espaiia) en
forma de cdpsulas, listas para ser usadas, después de ser homogenizada
en 100 ml de agua desionizada, con un pH alrededor de 9,6. Este tampdn
se diluyo en una proporcion 1/16, en agua desionizada, para alcanzar un

pH de 8,45.

Tampdn borato-acido clorhidrico (BB-HCI), siguiendo el protocolo
descrito por Lurie (1975). Consistio en una mezcla de dos soluciones
distintas, donde la proporcién entre las dos se traduce en el pH deseado.
Este pH final puede oscilar entre 7,8 y 9,2. Para alcanzar el pH 8,5, fue
necesario mezclar 65,25 ml de la solucién 1 en un matraz aforado de 100
ml y enrasado con solucion 2 para obtener el tampdn. Las soluciones

fueron:

o Solucién 1: Tetraborato de sodio (Na,B,0;) (0,05 mol/L) (Sigma-

Aldrich, Madrid, Espafia), disuelto en agua desionizada.
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o Solucion 2: acido clorhidrico (HCI) 0.1 N (Panreac, Castellar del Valles,

Espana).

1.4. Productos de limpieza.

Teniendo en cuenta los buenos resultados obtenidos en los experimentos
anteriores de limpieza, usando soluciones de limpieza con enzimas, contra MFM
y, especialmente el aspecto del fouling, donde hay zonas que tienden a un color
parduzco, se pensé en la posibilidad de que existiera caramelo que actuara
como cohesionador y promotor de la adhesion del fouling. Por ello, para poder
eliminarlo, se eligid un producto enzimatico con buenos resultados contra los

MFM, la férmula CS8.

La formula elegida contenia proteasa y amilasas para eliminar, tanto a las
proteinas como al caramelo formado sobre la superficie metalica, conformando

el fouling lacteo.

A su vez, se eligid un producto quimico alcalino comercial (CS1, Tabla 2 y 4)
como control positivo en esta adaptacién del modelo de fouling de laboratorio,
como también se hizo anteriormente. El producto fue diluido en agua
desionizada a la concentracidon recomendada (6%) por el fabricante. En la tabla
4 se describe los productos usados para la limpieza de los modelos de fouling

adaptado, sus concentraciones, temperatura, pH y tiempo de uso.
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Tabla 4: Productos de limpieza quimica (CS1) y enzimatica (CS8m) usados en este estudio contra el

fouling lacteo adaptado.

Soluciones de Componentes y Temperatura de pH de Tiempo de limpieza
limpieza (CS) concentraciones final trabajo trabajo (minutos)
Cs1 6% 70°C 10-12 45
CS8m 0,0012% proteasa, 55°C 8,5 30
0,0010% amilasa,

0,25% tensoactivo y

99,74% de tampdn.

El producto enzimatico CS8m fue producido diez veces mdas concentrado que la
concentracion de uso final, ya que a una mayor concentracion, los pequefios
volumenes se pueden conservar mejor y facilitan su manejo durante su
posterior uso. También se sustituyd el agua desionizada para diluir los
componentes del CS8m por tampdn a pH 8,5. Para esto, el producto enzimatico
se dispensd 3,5 ml de la soluciéon enzimdtica concentrada, en viales estériles de
5mly se conservaron a -18°C hasta su uso. Asi, cuando se realizaban los ensayos

de limpieza enzimatica, solo fue necesario descongelar los viales.

1.5. Produccion del modelo de fouling lacteo adaptado a microscopia

(AMFM).

El modelo de fouling lacteo para microscopia (AMFM) se adaptd a partir del
protocolo usado anteriormente en la seccién 1V.1.4. Produccion del modelo de
fouling lacteo (MFM). La adaptacién se basé en la relacidon entre el volumen de
leche total, el drea de las superficies metdlicas usadas en el MFM, con el drea de
las superficies que se usarian en la adaptacion. Por ello, para el area de un disco
de 2 cm de didametro, se deberian emplear 4 ml de leche cruda total, en etapas

de 0,4 ml en cada fase de adicién y secado.
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El primer paso del procedimiento fue el pesado de los contenedores (superficie
metalica mas cinta de aluminio), precalentados a 90°C, en una estufa de aire
forzado, para producir fouling lacteo tipo A, en una balanza analitica. Una vez
conseguida la temperatura de trabajo, se afiadieron 0,4 ml de leche cruda en
cada contenedor y se volvid a introducir en la estufa. El tiempo de secado fue de
30 min, sensiblemente menor al usado en el MFM (45 min). Esta reduccién se
debid a la menor cantidad de liquido en cada superficie metalica, y a una mayor
superficie de contacto. Cada etapa de secado de 30 min proporcionaba un

residuo seco de aspecto similar al obtenido con los MFM.

El procedimiento para la produccién de AMFM se asemejaba al de los MFM,
pero con menores volumenes y tiempos mas cortos. Después de cada cinco
etapas de adicién y secado de leche, se procedid a un enjuague, usando 4 ml de
agua desionizada a 502C, en un frasco para muestras (38 x 65 mm), donde el
contenedor para el AMFM entraba holgadamente. El frasco fue agitado con un
agitador de tipo Vortex durante 50 s. Una vez acabado el enjuague, se volvieron
a precalentar los contenedores a 902C. Este proceso se repitido durante 5 ciclos

de adicidn de leche y secado, con un enjuague final.

Finalizado todo el proceso, se dejé secar los modelos de fouling adaptados
(AMFM) en la estufa de aire forzado parada, aprovechando el calor residual de
secar la leche para hacer fouling, aproximadamente a unos 502C. Una vez
totalmente secos, los modelos de fouling adaptado (AMFM) se pesaron usando
una balanza analitica, tanto con la cinta de aluminio (Figura 18A) como sin ella

(Figura 18B).
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Figura 18: Modelos de fouling lacteo adaptado (AMFM), A) Después del proceso de

produccion, B) aspecto del AMFM después de la ultima pesada, preparados para su

limpieza o para ser analizado.

1.6. Prueba de los distintos tampones para la limpieza enzimatica.

Los tres tampones fueron probados bajo situaciones similares a los del
protocolo de limpieza enzimatica, midiendo el pH a distintos tiempos,
concentraciones y temperaturas. El pH inicial de cada solucién tampdn se midid
usando un pHmetro micro pH 2000 (Crison Instruments, Barcelona, Espafia) a
temperatura ambiente (18-222C). Posteriormente, se media el pH a los 30 miny
1 h de inmersién en un bafo con agitacidon Unitronic 320 OR (J.P Selecta S.A,
Abrera, Espafa) y ajustado a 552C. A continuacién, se dejaron atemperar las
soluciones tampdn, a temperatura ambiente, y se volvieron a medir los pH a las

2,5 horas del inicio de las mediciones.

Adicionalmente, se comprobd hasta qué extremo se podia diluir cada solucién
tampodn, antes de que perdieran su funcionalidad, para poder reducir los costes
ante un posible escalado de los procesos de limpieza enzimatica especifica, para

fouling lacteo a nivel de planta piloto.
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Estas diluciones se produjeron con agua de red de Cerdanyola del Valles (Aiglies
de Barcelona, Barcelona, Espaiia), para tener unos datos lo mas cercanos a la
realidad posible. Las soluciones tampdn fueron producidas también con agua de
red para este experimento. Se realizaron diluciones de 1/2 sucesivas hasta seis
veces (hasta 1/64) a temperatura ambiente, para comprobar hasta qué punto se

podia diluir la solucion manteniendo sus propiedades.

1.7. Limpieza de los modelos de fouling lacteo adaptado (AMFM).

Se adaptd el protocolo de limpieza de la seccidn 1V.1.6 Limpieza del modelo de

fouling lacteo para los AMFM (Figura 3).

Para los ensayos de limpieza enzimdtica de los AMFM, primero se dejo
atemperar los viales congelados de solucién enzimatica concentrada (x10). Para
los tratamientos quimicos, se retiré todo el aluminio adherido a los AMFM, para
evitar alteraciones en la limpieza como consecuencia de la disolucidon del

aluminio por el NaOH del producto CS1.

Una vez que los productos de limpieza estuvieron listos para usarse, se
diluyeron las enzimas de los viales descongelados con 31,5 ml de solucion

tampodn y se afladié el AMFM.

Las soluciones de limpieza se dispensaron en un frasco para muestras de 50 ml,
donde el AMFM entré holgadamente. Los frascos se introdujeron en un bano
agitado, a 552C para la limpieza enzimatica, y a 702C para la limpieza quimica, al

maximo de agitacion posible.
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Una vez se introdujeron los frascos con los AMFM en un bafio agitador Unitronic
320 OR (J.P Selecta S.A, Abrera, Espaiia) al maximo de agitacién (110 rpm), con
el termostato programado para que el agua estuviera en todo momento a la
temperatura ideal para cada limpiador; cada 15 min se retiraron los frascos,
apartando los AMFM de la solucion de limpieza y se introdujeron en un nuevo
frasco para muestras con 5 ml de agua desionizada a 502C y se agité con un
agitador tipo Vortex al maximo de potencia durante 50 s. Esta etapa de
agitacion era equivalente a la etapa de enjuague industrial. Terminado este
enjuague, se volvieron a introducir los AMFM en las soluciones de limpieza y se

realizd otra etapa de 15 min en el bafio agitador.

El tiempo total del tratamiento enzimatico fue de 30 min, dividido en dos etapas
de 15 min, seguida cada una de las etapas con una etapa de enjuague de 50 s.
Para los tratamientos quimicos, se necesitan 45 min, en tres etapas de 15 min,

seguida cada una de ellas por una etapa de enjuague de 50 s.

Una vez realizada la limpieza, se dejaron secar los AMFM en una estufa de aire

forzado y se pesaron en una balanza analitica.

Los AMFM, que se limpiaron con el proceso de limpieza descrito en esta
seccion, se utilizaron para caracterizar la composicién y estructura de los

residuos de cada tratamiento de limpieza.

1.8. Estudio de la morfologia y topografia del fouling lacteo.

Para el estudio del aspecto microscépico de la superficie del fouling en los
AMFM, se usé un microscopio electrénico de barrido (SEM) EVO MA 10 (Carl
Zeiss, Oberkochen, Alemania), sin ningun tipo de cobertura metalica de las

muestras.
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Una vez introducida la muestra en la columna de vacio, se programé el
microscopio para que su funcionamiento tuviera una presion variable en el
interior de la columna, dado que las muestras no habian sido desecadas
mediante secado del punto critico (donde el agua de la muestra se sustituye por
alcohol o acetona y éstos a su vez por CO, liquido), dada la dureza de la
muestra, y para evitar el maximo de manipulacién del modelo de fouling lacteo

a la hora de observar su morfologia.

La imagen se creaba mediante el disparo de un haz de electrones sobre la
muestra y, dependiendo del tipo de detector usado, se puede detectar distintos
tipos de electrones que seran reflejados por la muestra a través de un haz. Los
detectores seran los encargados de convertir la seiial recibida en pixeles de una
imagen digitalizada. Con esta técnica se pudo llegar a un aumento de 1000

veces, antes de perder definicién de la superficie de los modelos de laboratorio.

Para el estudio de la rugosidad de las superficies cubiertas de fouling, se usé un
microscopio confocal optico Leica DCM 3D (Leica Microsistemas S.L.U.,
Barcelona, Espafia) para hacer una medicién automatizada y digital en tres

dimensiones de las muestras.

Se realizé una secuencia de imagenes a distinta longitud focal, para obtener una
bateria de distintos planos. Los datos obtenidos se procesaon usando el
software especializado Leica Map Premium (Leica Microsistemas S.L.U.,
Barcelona, Espafia) para generar distintas representaciones de la informacién
obtenida, aportando profundidad a la suma de distintos planos bidimensionales
(2D). Con la suma de distintos planos bidimensionales se obtiene la imagen

tridimensional del objeto de estudio.
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1.9. Estudio de la fraccion organica del fouling lacteo.

1.9.1. Analisis de la composicion de la leche cruda de vaca

mediante NIRS.

Se midieron las cantidades de los distintos componentes de la leche (proteina
bruta, grasa bruta, y sdlidos totales) mediante espectroscopia de infrarrojo

cercano (NIRS) NIR 5000 (1100-2500 nm) (FOSS NIRSystems, Barcelona, Espaina).

Con la obtencidn de un perfil espectroscépico de la muestra de leche, éste se
puede comparar con los valores de un estandar producido por un gran nimero
de repeticiones de un mismo tipo de muestras (en este caso, leche cruda de
vaca). Esas muestras analizadas, para producir el patrén estandar, fueron
previamente analizadas mediante técnicas de referencia tradicionales (Kjeldahal
para proteinas, Gerber para grasas o difraccién para lactosa). De esta forma se
consiguié correlacionar los valores de cada pico dado por la espectroscopia, en
longitudes de onda del area del infrarrojo, con un valor de concentracion de

cada componente a analizar.

Esta técnica tiene unas grandes ventajas, al ser una metodologia no destructiva,
con gran capacidad de andlisis de muestras, pudiendo obtener resultados de
forma rdpida y con un bajo coste. En su contra, se tiene que producir un patron
estandar con el perfil espectroscépico del tipo de muestra deseada, antes de
poder procesar las muestras a gran velocidad. Ademas, entre lectura y lectura
de muestra, se tiene que recalibrar la maquinaria con un patrén interno

comercial.
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Todos los lotes de leche cruda usada para producir AMFM se analizaron por
triplicado mediante NIRS, en el laboratorio de Producciéon Animal de la Facultad

de Veterinaria de la UAB.

1.9.2. Microscopia de epifluorescencia directa (DEM) de los AMFM.

El microscopio de epifluorescencia directa (DEM) funciona a partir de la
iluminacidn de las muestras con luz UV proveniente de la fuente de luz, en una
longitud de onda bastante amplia. Un conjunto de filtros y espejos delimitaran

la longitud de onda con que se iluminara la muestra.

La luz incidira sobre los fluorocromos de los materiales de la muestra y de los
colorantes fluorescentes aplicados. Asi, estos emitirdn en una longitud de onda
mayor a la que se excitaron las moléculas fluorescentes. La emision de luz, por
parte de la muestra, serd captada a través del objetivo y sera filtrada por uno de
los filtros del revolver del microscopio, hasta el fotodetector o las lentes del

visor.

Esta tecnologia aporta un mayor contraste entre materiales autofluorescentes y
materiales inertes ante la luz UV. También sirve en conjuncién con colorantes
fluorescentes que se uniran de forma selectiva a determinados sustratos, como
el caso de Fluoresceina-5-isotiocianato (FITC), que tiene afinidad por los
residuos especificos de las cadenas de aminodcidos de las proteinas, o el 4 ',6-
diamino-2-fenilindol (DAPI), que tiene afinidad por el dcido desoxirribonucleico
(DNA), tifiendo zonas especificas de las muestras, que ayudaran a observar la

muestra y a la vez a identificar los componentes en la misma.
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En este experimento los componentes de la leche, una vez adheridos sobre la
superficie metalica, se analizaron mediante el uso de un microscopio
mecanizado de fluorescencia BX51 (Olympus Optical, Tokyo, Japdn) equipado

con una lampara de mercurio como fuente de luz UV.

Se seleccionaron una bateria de tres colorantes diferenciales fluorescentes
(Tabla 5). Se aplicaron simultdneamente a los AMFM, con un periodo de

incubacion en condiciones de oscuridad durante 25 min.
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Tabla 5: Colorantes fluorescentes usados en microscopia de epifluorescencia directa (DEM).

Colorante Fabricante Concentracién Volumen Compuesto Color
fluorescente usado diana
Fluoresceina-5-  Sigma-Aldrich, St Louis, 1mg/ml 10 pl Proteinas Verde
isotiocianato USA
(FITC)
Rojo Nilo (NR)  Sigma-Aldrich, St Louis, 0,1 mg/ml 10 ul Lipidos Rojo
USA
Concanavalina Thermo 0,3mg/ml 20 pl Carbohidratos Azul
A-Alexa Fluor Fisher/Molecular

350 (ConA 350) Proves, Eugene, USA

Todos los colorantes se mezclaron de forma homogénea en 60 pl de
bicarbonato de sodio (NaHCO;) 0,1 M (Panreac, Castellar del Valles, Espaiia),
para evitar la dimerizacion del colorante Con A-350 (siguiendo las
recomendaciones del fabricante). Cada mezcla de 100 pl con bicarbonato y

colorantes se afiade de forma homogénea a cada muestra.

La toma de imagenes de microscopia y su procesamiento se realizaron con el
software de CellSense (Olympus Optical, Tokyo, Japdn). Los filtros seleccionados
para este experimento fueron, uno azul para Con A-350 y uno mixto verde-rojo

para ser usado simultaneamente en los colorantes FITC y Rojo Nilo.

1.9.3. Microscopio confocal laser de barrido (CLSM) de AMFM vy los

residuos de la limpieza.

El microscopio laser confocal (CLSM) funciona con unos principios parecidos a
los del DEM, pero aportando mejoras como una iluminaciéon mas precisa de los
fluordforos, tanto en su longitud de onda de excitaciéon, como de la zona a

analizar, por el uso de laser en vez de una fuente de luz externa. También limita
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la captacién de luz emitida fuera del area enfocada, con lo que se gana

definicidn en la imagen tomada.

El uso de estas caracteristicas ayuda a captar series de microfotografias a
distintos planos de profundidad en la muestra y, mediante software especifico,

se pueden juntar todos los planos en un solo modelo 3D.

En este estudio, la composicidn espacial y la microestructura del fouling lacteo,
usando CLSM, se realizd6 mediante un microscopio confocal laser Spectral
Multiphoton Leica TCS SP5 (Leica Microsistemas S.L.U., Barcelona, Espafia). Esta
tecnologia permite buscar la composicion de las capas internas de las muestras
mediante un software especializado IMARIS (Bitplane, Zurich, Suiza), recreando
la composicidon tridimensional (3D) y juntando grupos de microfotografias en un

solo modelo 3D.

Para el estudio microscépico de la microestructura de los AMFM se emplearon
los colorantes diferenciales usados para DEM (Tabla 5). Cada AMFM fue tefiido
en el interior de una cdpsula de cultivo celular p-Dish IBIDI (IBIDI GmbH,
Planegg, Austria). Una vez introducida la mezcla de colorantes y bicarbonato,
cada muestra se incubd durante 16 horas en una camara de humedad en
condiciones de oscuridad, para asegurar la penetracién de los colorantes a las
capas mas internas de los AMFM y asegurar que no se secaban las muestras ni
se fotoactivaban los colorantes antes de tiempo. Posteriormente, cada AMFM
fue analizado mediante CLSM usando un objetivo de 10x, capturando la
informacién de cada microfotografia por triplicado, una toma por cada canal
analizado segln la emision de cada colorante, (442 nm para Con A-350, 518 nm

para FITCy >590 nm para Nile Red).

132



Con la informacion proporcionada por CLSM es posible una semicuantificacion
de los diferentes componentes del fouling lacteo y de los residuos dejados por
la limpieza quimica o enzimdtica, mediante el uso de software de analisis de

imagen Metamorph (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA).

Para asegurar la selectividad de la Con A-350 para la lactosa caramelizada y
determinar la afectacion de los problemas de autofluorescencia que
presentaban las muestras, se creé un control de caramelo puro de lactosa sobre
discos de acero inoxidable. Para ello se prepard una solucién de 15 g de lactosa
monohidrato (Sigma, Madrid, Espafia) y 50 ml de agua desionizada. Esta
solucion fue sometida a un tratamiento térmico, hasta su ebullicion, en
constante agitacién. En el momento en que la solucion se volvié ligeramente
parda, se retiré de la fuente de calor y se dispensaron gotas de caramelo sobre
las superficies metdlicas atemperadas. Primero a temperatura ambiente y

después a 49C durante 24 h, para obtener una muestra lo mas solida posible.

Las gotas de caramelo de lactosa se tifieron con 80 pl de preparado de
bicarbonato de sodio (60 ul), mas ConA-350 (20 pl) (Tabla 4), como se indicé
anteriormente, para los AMFM (15 h en humedad y oscuridad). Mas tarde se
analizaron, mediante DEM y CLSM, para observar las diferencias de seial entre
las gotas de caramelo tefiidas y las gotas de caramelo sin tefiir y poder discernir

entre la fluorescencia de fondo y la del colorante diferencial.

Este método de control de la sefial recibida, también se comprobdé con
caramelos preparados con soluciones de sacarosa (15 g en 50 ml de agua) (BD,
Madrid, Espafia) y de almidén (15 g en 50 ml de agua) (Panreac, Castellar del

Valles, Espaiia).
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1.10. Estudio de la fraccion inorganica del fouling lacteo.

1.10.1. Espectroscopia de energia dispersiva de rayos X (EDX) en

AMFM.

Durante la observacion del fouling lacteo sobre las superficies metalicas
mediante SEM, se usé el EDX INCAx-act (Oxford Instruments plc, Tubney Woods,
Reino Unido), acoplado al microscopio, para poder hacer un analisis elemental

de los componentes de los depdsitos dejados por la leche.

Los principios de funcionamiento del EDX se basan en la proyeccién de un haz
de rayos X contra una muestra. Con la incidencia del haz contra la muestra, se
pueden excitar electrones de los atomos. Esos electrones excitados saltan de la
capa de electrones de cada atomo y su lugar sera ocupado por un electrén de
una capa de electrones de mayor energia. Durante ese proceso, esa diferencia

de energia sera emitida en forma de rayos X.

Esos rayos X se pueden medir mediante el uso de un espectrometro de energia
dispersiva, como los rayos X emitidos. Dado que la diferencia entre cada capa de
electrones y los rayos X, surgidos de esa diferencia, es una caracteristica propia
de los atomos de cada elemento, mediante el andlisis de los rayos X, se puede

determinar la composicion elemental de la muestra.
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1.10.2. Espectrometria de emision dptica de plasma acoplado
inductivamente (ICP-OES) de AMFM vy residuos de

limpieza.

Todos los lotes de leche cruda usados para hacer fouling lacteo fueron sujetos a
una digestion acida con HNO; (Panreac, Castellar del Valles, Espafia) en un

digestor por microondas Ultrawave (Milestone Inc, Shelton, CT, USA).

Se procesaron tres lotes de cada una de las muestras sdélidas, modelos de
fouling sin modificaciones, modelos limpiados con el producto alcalino y de los
modelos limpiados con solucidon enzimatica. Para cada muestra el modelo fue
hervido en acido nitrico durante 30 min. Después se filtraron las muestras con
un filtro de 0.45 um de didmetro de poro y se enraso la muestra filtrada hasta el

volumen necesario para el analisis con agua mili-Q.

Una vez que las muestras fueron sometidas a digestién acida, se inyectaron en
el ICP-OES Optima 4300DV (Perkin-Elmer, Waltham, MA, USA), para cuantificar
los minerales de la muestra de fouling lacteo. Se usaron los picos mas
representativos de la espectrometria producida por el analisis elemental,
mediante EDX, para seleccionar los minerales a cuantificar con la técnica de ICP-
OES. Se analizaron los elementos: calcio (Ca), potasio (K), sodio (Na), magnesio

(Mg) y fosforo (P).

El sistema de ICP-OES funciona en dos etapas, la primera, el ICP trabaja
mediante la nebulizacion de la muestra liquida en una llama de argén en estado
plasma. Las moléculas de la muestra chocan contra los iones del plasma,
descomponiéndose en los atomos que conformaban la muestra, perdiendo

electrones. Durante este proceso se emiten radiaciones caracteristicas para
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cada elemento de la tabla periddica. En ese instante el sistema OES entra en
funcionamiento y captara la radiaciéon en forma de luz emitida, por la
descomposicion de la muestra en medio del plasma y separandola en distintas
longitudes de onda. Cada longitud de onda sera captada por un fotodetector,
gue medira la intensidad de luz en esa longitud. Mediante la comparacién de
cada valor con estandares propios, se puede obtener la concentracion de los

minerales en la muestra.

1.11. Organizacidon de los analisis de los AMFM.

Del total de modelos producidos, se separaron en varios lotes para cada analisis.
Para las limpiezas quimicas y enzimaticas se utilizaron 40 AMFM. De los 40
modelos para limpiar, 10 se dedicaron a cada tipo de limpieza (20 en total) para
ser analizados mediante microscopia con colorantes fluorescentes. Ademas, se
analizaron mediante CLSM 10 modelos de fouling sin limpiar, para tener datos
del fouling antes de los tratamientos de limpieza y poder compararlos con los
restos que quedaron sobre la superficie metdlica, después del tratamiento de
limpieza. Mediante CLSM se pudo conseguir datos sobre la fraccién organica del

fouling adherido a las superficies de acero inoxidable 316 2B.

Para la determinacion inicial de los elementos minerales de los modelos AMFM,

primero se analizaron mediante SEM, 2 modelos de fouling.

Posteriormente, el restante del lote de AMFM limpiados con distintas técnicas,
se analizé mediante la técnica ICP-OES. Se destinaron 10 AMFM de cada una de
las distintas limpiezas mas un lote extra de 10 AMFM sin alterar para el analisis
elemental ICP-OES, mas una alicuota de cada uno de los lotes de leche cruda de

vaca usada para la produccién del modelo.
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Todos los demds modelos se usaron para otras metodologias (DEM, confocal
Optico, etc) o para la optimizacién del procesado y limpieza de los AMFM antes

de ser analizados.

1.12. Procesado estadistico de los datos.

Todos los datos obtenidos en este estudio fueron procesados usando Microsoft
Excel 2010 (Microsoft Corp, Redmond, WA, USA) y el paquete estadistico IBM
SPSS 23 (IBM Corp, Armonk, NY, USA).

Los resultados fueron analizados segin una prueba One-way ANOVA con un
contraste a posteriori de Tukey y el T-test con la prueba de Welch. El nimero de
muestras varia entre los distintos experimentos, pero tipicamente es n=10. El

nivel de significacién para todas las pruebas estadisticas fue de p<0.05.

2. Resultados y discusidn.

Los resultados de estos experimentos se separaron en tres secciones

diferenciadas:

e Mejora de la accidon de las enzimas,

e Resultados de los distintos métodos de analisis de los modelos de

laboratorio,

e Resultados de las limpiezas de los modelos de fouling lacteo.
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2.1. Resultado de los tampones probados.

Los resultados del empleo de los distintos tampones mostraron mantener
estable el pH a lo largo del tiempo y de compensar las variaciones de
temperatura. Para simular posibles diluciones, durante el paso de producto por
tuberias, los diferentes tampones se diluyeron en agua de red. Los resultados
obtenidos indican una gran estabilidad, ideal para procesos de limpieza donde

puede haber variaciones ambientales importantes.

En los datos representados en la Figura 19, las curvas de evoluciéon del pH, se
aprecia que las pendientes son planas, indicando la poca variacién que tienen
los tampones a distintas temperaturas (entre 20 y 552C) y tiempos (hasta 2,5 h)
desde su produccién. En cuanto a la curva control se ven diferencias de pH en

relacion a los cambios ambientales.

138



pH a distintas temperaturas y tiempos
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Figura 19: Medicion del pH de las tres soluciones tamponadoras y de un control delo largo del tiempo

a temperatura variable. Todos los datos por triplicado.

Respecto a la medicion de pH a distintas concentraciones del tampdn, se vio
una gran estabilidad para algunas de las mezclas estudiadas, mientras otras
perdian su habilidad para estabilizarlo (Figura 20). El tampdén CBB sufrié una
caida del pH, cuando la concentracion disminuia mas de un 25% (1/4), respecto
a la recomendada por el fabricante. Esto implica que podria ser un producto
interesante si se buscaran distintos entornos de pH con un solo tampdn. Se
podria emplear cuando se mezclan dos tipos de enzimas, con éptimos de
eficacia diferentes para cada uno de ellos. Sin embargo, para nuestro estudio,
no parece suficientemente estable como para ser aplicable en el entorno
dinamico de la limpieza de fouling mediante los enzimas seleccionados en

nuestro estudio.

Los resultados para los tampones con boro fueron mucho mejores, siendo el

tampon BBS una buena solucion para el mantenimiento del pH entre 8,5y 8
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durante todas las diluciones. El tampdn BB-HCI a su vez, mantuvo el pH estable

con una variacion de + 0,15 a lo largo de las diluciones sucesivas.

pH a distintas concentraciones de

tam pon
10
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7,5 : : : : : ‘
100.%  50.% 25%  125%  625%  3,13%  156.%

Concentracion de tampdn

Figura 20. Medicion del pH de distintas soluciones tamponadoras usando agua de red, a 202C. Todos

los datos por triplicado.

A partir de todos estos datos, se eligid la solucién tamponadora basada en
borato-acido clorhidrico (BB-HCI), como la mejor opcién para estabilizar la
reaccion catalitica de las enzimas usadas para la limpieza de los modelos de
fouling lacteo. Por ello, la evaluacion del proceso de limpieza enzimatica se
realiz6 mediante la inclusion de tampdn borato-acido clorhidrico en agua
desionizada. Posteriores controles indicaron, que las soluciones se mantenian
siempre estables a pH 8,5, después de efectuar las limpiezas enzimaticas de los

AMFEM.
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2.2. Resultados iniciales del fouling lacteo.

Se usaron diez lotes distintos de leche cruda para la produccion de AMFM,
produciéndose 200 AMFM, para obtener una variedad de resultados,
suficientemente amplia, para poder representar todos los posibles fouling
distintos. Las caracteristicas de los lotes de leche tienen un gran efecto sobre la

cantidad de materia adherida.

Los componentes de los 10 lotes de leche cruda usados en los experimentos se
analizaron, por triplicado, usando la tecnologia de NIRS (Tabla 6). Usando como
referencia bibliografica la Tabla 1 (Bylund, 1995), se puede observar un gran
parecido en los contenidos de grasa, proteina y solidos totales entre la
referencia bibliografica y la leche usada para la produccion de modelos de
fouling lacteo. En el caso de la lactosa, Bylund (1995) publicé un andlisis
concreto para este compuesto, mientras que nosotros extrajimos el valor, en

base a la diferencia de los demas elementos, respecto a los sélidos totales.

Por ello, se puede asumir que los experimentos realizados con leche cruda de
vaca, para producir fouling lacteo y posteriores anadlisis o limpiezas, serian una
simulacidn correcta a una situacion real de fouling en la industria, dado que la

leche contenia una composicidn estandar.
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Tabla 6: Composicion media de toda la
leche cruda de vaca usada para generar

fouling lacteo. (n=10, triplicados).

Componentes Media %
Lipidos 3,63+0,14
Proteinas 3,38+0,10
Solidos totales 12,64 + 0,19

Azlcares totales 5,63+0,19

De los 10 lotes de leche cruda usadas durante la produccién de fouling, la
cantidad de fouling lacteo adherido a las superficies metdlicas, aunque no fue
idéntica a la concentracion de depdsito seco por area del modelo de fouling
lacteo (MFM) anteriormente producido, se consiguié una cantidad suficiente
para trabajar, siendo en todo caso mayor que la producida por otros métodos
ya descritos en la bibliografia (Foster y cols., 1988; Barish y Goddard, 2013). Se
obtuvo (Tabla 7) 44,56 mg/cm2 en el AMFM en comparacién con los 52 mg/cm2

del MFM (Tabla 3). Sin embargo, con 3 h menos de tiempo para producir los

modelos, debido a la adaptacion del protocolo de produccion de MFM a AMFM.

Tabla 7: Medias del peso acumulado en la produccion de AMFM a 5

horas de produccion (en gramos) (n=125. Superficies de 3.14 cmz).

Ciclo Tiempo (horas)  Fouling total (g) mg/cm’
0 0 0 0
10 5 0,14 + 0,065 44,56
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2.3. Resultados del analisis morfolégico y topografico de los AMFM.

FieMarme = WOSTRA 1 (i

Figura 21. Microfotografia de la morfologia de la superficie del fouling adherido a la superficie

metalica. Magnificacion a 220x (A) y a 1000x (B).

La morfologia del fouling lacteo, sobre las superficies de acero inoxidable,
usando microscopia electrénica de barrido (SEM) (Figura 21), mostrd dos tipos
distintos de materia adherida. Basado en la densidad que muestran los
materiales, en la interaccion con los electrones del SEM, se observaron areas
oscuras (Figura 21B), que se podrian explicar por la presencia de altas

concentraciones de minerales, con una densidad superior a la materia orgdnica.

En la superficie se aprecian fisuras y poros (Figura 21 A, B). Las fisuras se podrian
dar por artefactos (alteraciones de origen humano) durante el proceso de
secado o durante la estancia en la columna de vacio del SEM. Pero los poros
parecen ser propios del proceso de produccion de fouling lacteo, quizds
relacionados con la presencia de pequefias gotas de liquido claro
(supuestamente grasa de la leche), durante los ciclos de secado en la
produccién de fouling lacteo. La estructura del fouling en este modelo se parece

al obtenido en el modelo de Boyce y cols., (2010) y Foster y cols., (1989), donde
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se apreciaban rugosidades y grietas sobre el acero inoxidable. Muy distinto a las
microfotografias de los modelos obtenidas por Foster y Green, (1990) o Hagster
y cols., (2016), dado que son de fouling tipo B, con un contenido mineral mucho

mayor al del tipo A.
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Figura 22. Vista topografia mediante microscopia confocal dptica de los AMFM. A)
Vista 3D de la superficie del fouling lacteo. Los colores calidos representan los
elementos por encima de la media de la superficie. B) Perfil topografico de los

AMFM, resumen de toda la informacion de altura a lo largo del area analizada. El

valor 0 en altura representa la altura media de la superficie del fouling.

El analisis con microscopia confocal dptica del fouling lacteo, usando un modelo
topografico en 3D (Figura 22), mostré que las superficies del fouling
presentaban rugosidades en regiones concretas, con elevaciones y depresiones.

En estas rugosidades podrian penetrar los productos de limpieza directamente,
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a la base del residuo de la leche, consiguiendo una mayor eficacia en
comparacion a si no hubiera acceso facil al interior de la matriz del fouling. Esto
permitiria el acceso de las enzimas, para debilitar los componentes adherentes
del fouling a la superficie de acero, logrando despegar una mayor cantidad de

residuo con un menor trabajo.

2.4. Resultados de la fraccidn inorganica.

La fraccion inorganica del fouling, estudiada mediante espectrofotometria EDX
(Figura 23), mostré los elementos presentes en los AMFM. El analisis permitid
observar una divisidén en tres zonas diferenciadas. La primera zona, a la
izquierda de la figura, con la presencia de carbono (C) y oxigeno (0O), representa
la materia organica de la muestra. La zona central del grafico representa la
fraccién inorganica del AMFM, con picos de sodio (Na), magnesio (Mg), fésforo
(P), cloro (Cl), potasio (K) y calcio (Ca). El azufre (S), aunque en la zona media de
la grafica, seguramente tiene su origen en las proteinas de la leche. La zona final
de la grafica, la de mayor energia emitida durante la excitacion de los rayos X
del EDX, representa al cromo (Cr) y hierro (Fe) componentes de la base del

AMFM, el acero inoxidable 316.
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Figura 23. Grafico espectroscopico del EDX-SEM. Escala expresada en kilo-
electron Volts (keV) de la energia emitida durante la excitacion mediante

rayos X.

La problematica del andlisis, mediante esta técnica, reside en que no
se puede cuantificar un elemento de la muestra, si no tiene una
concentracidon mayor al 4%. En nuestras muestras de fouling lacteo,
sélo se pudieron cuantificar C, O, Cr y Fe, pero los elementos

objetivos del fouling (los elementos de la fraccion mineral), no
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pudieron ser cuantificados, al igual que Hagsten y cols., (2016). Se

optd, por tanto, por identificarlos por otros analisis como ICP-OES.

Esta técnica es mas compleja y cara, pero permite identificar y

cuantificar elementos metalicos con gran precision.

Tabla 8: Resultados de la fraccidn inorganica usando ICP-OES de la leche cruda de vaca, de los
modelos de laboratorio de fouling (AMFM) y de los restos de la limpieza quimica y enzimatica,

valores en mg/g (n=10 para cada tipo de muestra).

Leche cruda
Ca P K Na Mg
1,18 + 0,03 0,87 £ 0,03 1,54 £0,04 0,34 +0,02 0,11+0
Fouling lacteo

14,83 + 3,38 9,79+ 1,88 7,39+2,23 1,76 £0,49 1,07 £0,24
Restos de limpieza quimica

3,36 + 10,64 2,44+7,70 <0,05+0 6,04 £ 19,10 0,23+0,74
Restos limpieza enzimatica

4,21 +4,88 2,48 £2,84 <0,05+0 1,07 +1,27 0,20 £ 0,27

Los resultados del andlisis de la fraccidn inorgdnica (Tabla 8), sobre leche cruda,
mostraron que el elemento con la concentracién mas alta fue el K (1.54 mg/g),
seguido del Ca (1.18 mg/g) y del P (0.87 mg/g). Sin embargo, los mayores
valores, en el caso del fouling lacteo, fueron el Ca (14.83 mg/g), seguido de P
(9.79 mg/g) y K (7.39 mg/g). Hay que destacar que la acumulacién de Ca, en el
fouling, fue de 12 veces superior al valor de la leche cruda. Estos resultados
corroboran la observacion descrita por Bansal y Chen (2006), sobre el

incremento de la fraccion mineral en el fouling lacteo.

Cuando se llevé a cabo una limpieza quimica alcalina de los AMFM, se redujo el
Ca en un 77,34%, una reduccion similar a la apreciada para el P en el fouling
lacteo, con un 75,08% menos de contenido. El K es solubilizado completamente

pero el Na aumenta un 340,34%. El Na se incrementa debido a la solubilizacién
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del ion, proveniente del producto de limpieza contra el fouling. Este dato puede
servir como indicador de final del proceso de limpieza alcalina o como indicativo

de una insuficiente etapa de enjuague en la limpieza CIP.

Sin embargo, después de la limpieza enzimatica, la reduccion en la
concentracion de Ca y P representa un 71,61% y un 74,67% respecto al fouling
intacto. Por lo que la limpieza enzimatica, sin la acumulacién de Na de la
limpieza quimica, deja una cantidad de mineral 1,5 veces menor que la limpieza
guimica. Es importante senalar, que la cantidad de calcio y fosforo residuales, es
mucho mas variable después de la limpieza quimica, que después de la limpieza
enzimatica. Esto es relevante, porque la homogeneidad del residuo permite la
programacion de acciones de limpieza complementarias y espaciar los procesos

de limpieza.

El uso de un tratamiento acido, después de uno alcalino o enzimatico, parece
ser una buena estrategia para desincrustar los minerales mediante
solubilizaciéon, donde la fraccion mineral predominaba en la zona basal del
fouling con el acero (Hasegtal y cols., 2016). Este tratamiento complementario
tendrd que ser mas frecuente en la limpieza quimica, dada la gran variabilidad
en la acumulacion de calcio y fésforo, que constituyen lo que se considera la
“piedra de la leche”. En el caso de la limpieza enzimdtica, si tenemos un menor
residuo orgdnico y un residuo mineral mds homogéneo, se podran espaciar mas,
con la consiguiente reduccion del consumo de agua y energia. Por todo ello,
parece que la estrategia enzimatica puede ser un buen método, al tener un
componente importante contra el material adhesivo (caramelo), lo que hara, a

la fraccion mineral, mas sensible al tratamiento.
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2.5. Resultados de la fraccion organica mediante microscopia

fluorescente.

Las pruebas iniciales sobre la composicion del fouling lacteo se hicieron usando
microscopia DEM (Figura 24, 25), obteniendo microfotografias, tanto por el
método de luz reflejada o microscopia 6ptica, y a la vez por fluorescencia con

colorantes selectivos fluorescentes.

Figura 24. Microfotografia de la superficie del modelo
de fouling lacteo por microscopia dptica.

Magnificacién 20X.

Figura 25. Microfotografia de la superficie del modelo de fouling lacteo mediante microscopia DEM. A)

Suma de los canales verde (proteinas) y rojo (lipidos). B) Suma de los canales verde (proteinas), azul

(azticares). Magnificacion 40x.
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Para profundizar en el estudio de los componentes sdlidos del fouling lacteo y
de los restos producidos por los dos tipos de limpieza del experimento, se usd

microscopia CLSM y colorantes selectivos fluorescentes.

Debido a la autofluorescencia de la muestra, producida por los compuestos de
Mallard, debido a la alta temperatura del proceso, en presencia de proteinas y
azucares (Morales y cols., 1995), no es recomendable usar DEM para
semicuantificar. Es dificil distinguir e identificar los compuestos del fouling, dado
que solo se puede identificar la superficie. Para poder ver el interior del fouling,
se requeria modificar la muestra con cortes artificiales o visualizando las grietas

producidas durante el secado o los poros dejados por la grasa.

Por eso, con el uso de los colorantes selectivos (Tabla 5) y CLSM, se pudieron
recoger grupos de microfotografias a distinta profundidad, para a posteriori,
juntarlas todas en un modelo 3D, mediante software especializado en analisis
de imagen. De esta forma se pudo obtener una representaciéon de los

componentes organicos del fouling lacteo en 3D.
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Figura 26. Microfotografia de la superficie del modelo de fouling lacteo. A) Suma de los canales verde

(proteinas) y azul (aztcares). B) Suma de los canales verde (proteinas), rojo (lipidos) y azul (aztcares).

Magnificacion 10x.

Gracias a la definicion y precision obtenida mediante el uso de CLSM, se pueden
obtener imdagenes (Figura 26)], en las que se observan simultdneamente
distintos colorantes y, por tanto, los componentes para los que son mas afines.
En la primera microfotografia se puede observar (Figura 26A) que la
acumulacién de proteinas se encuentra superpuesta a la de azucares, viéndose
estos Ultimos, sdlo en ciertas regiones de la muestra, como también
describieron en Boyce y cols., (2010). Como ya se habia visto anteriormente en
otros trabajos (Hasegtal y cols., 2016), las proteinas tienden a localizarse

mayoritariamente en la superficie.

Si juntamos todos los canales empleados en este experimento (Figura 26B), se
puede observar que muchas de las zonas donde se veia el azucar en azul, ahora
estdn marcadas en rojo (lipidos), dando una idea aproximada de la composicidon

espacial, en el modelo de laboratorio.
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Toda esta informacién indica que las proteinas se acumulan en la superficie,
acompanada de pequeias porciones de lipidos. En capas inferiores se encuentra

la mayor parte del azucar, que en este caso pensamos que estard caramelizado.

Figura 27. Representacion 3D de un grupo de microfotografias de un AMFM,
con 3 pm de diferencia en el plano Z entre tomas. Suma de canales verde

(proteinas), rojo (lipidos) y azul (azucares).

En una de las representaciones obtenidas mediante CLSM (Figura 27), se puede
observar lo que ya se apreciaba en las microfotografias 2D. Es decir, una
predominancia de la sefial verde en superficie, junto a bolsas de sefial roja, que
también se encuentran aisladas en zonas profundas de la muestra analizada.
Por el contrario, se puso de manifiesto una predominancia de la sefial azul en
las capas bajas de la muestra, con pequefias cantidades de verde. No se pudo
llegar a la interfase metal-fouling por el grosor de la muestra, pero ya se intuye
una tendencia que respalde las suposiciones del caramelo como elemento

cohesionador del total del fouling.
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Figura 28. Representacion grafica de la abundancia de los componentes segin su intensidad de

fluorescencia a lo largo de la profundidad de una muestra por CLSM.

Usando el programa Metamorph (Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA), fue
posible extraer la informacién bruta de la sefial captada por el fotodetector del
CLSM. Obteniendo esa informacién, para cada canal por separado, se pudieron
obtener los valores de la intensidad de fluorescencia, expresados en porcentajes
de intensidad relativa, para cada colorante, de cada microfotografia, de toda

una secuencia de microfotografias, de una misma muestra.

Con los datos de toda una bateria de microfotografias de una misma area
analizada, a distintas profundidades, se puede saber de forma grafica (Figura
28), en qué profundidad de la muestra se encuentra mayor intensidad para un
canal. En su conjunto se obtiene una grafica, que muestra que como ya se veia
en las imagenes por CLSM, cerca de la superficie se encuentran grandes

depdsitos de materia coloreada en rojo y verde (lipidos y proteinas) y que por
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debajo de esos depdsitos se encuentra el reservorio principal de materia tefiida

por la Con A-350, el azucar presuntamente responsable de formar caramelo.

Si se superponen todas las microfotografias de una seccién, en un solo archivo,
con toda la informacion bruta de la muestra en una sola microfotografia
(mediante un programa de analisis de imagen tipo Metamorph), con la
informacién de cada colorante por separado, se puede llegar a realizar una
semicuantificacion del contenido (Tabla 9) de cada componente del fouling

lacteo.

La cuantificacion completa no es posible, dada la variabilidad relativamente
elevada de la matriz de estudio (Waters, 2009), obteniendo resultados dispares
entre las repeticiones de un mismo grupo de muestras. A pesar de no tener
valores absolutos, son una ayuda para identificar los componentes mayoritarios
de las muestras y, con ese conocimiento, poder mejorar la limpieza de este tipo

de residuos.

Tabla 9: Media del contenido de cada componente marcado segtn la intensidad de
fluorescencia en porcentaje (%) en distintas muestras de fouling lacteo (n=10 para

cada tipo de muestra).

Muestra Lipidos Proteinas Azucares
AMFM 9,33+1,48 39,39+6,43 51,29+ 6,32
Post-limpieza 54,65+1,03 27,91+0,89 17,43+ 0,66
quimica

Post-limpieza 10,04 +2,81 38,82 + 8,08 51,14 + 8,38
enzimatica

Los resultados de lipidos, proteinas y azucares (Tabla 9) muestran que, uno de
los grandes componentes de los modelos de laboratorio, corresponderia al

caramelo, seguido de las proteinas, siendo las grasas la fraccion mds minoritaria
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del conjunto. En el caso del uso de enzimas, parece que las proporciones de
cada elemento en la fraccidon organica se mantienen relativamente idénticas a
las encontradas en el AMFM. Mientras que, en el caso del uso de un producto
alcalino, se giran todas las proporciones, dando en mayor numero las grasas,
igualando, en gran medida, los otros dos grupos de componentes (proteinas y

azucares).

2.6. Resultados de la limpieza de los modelos de laboratorio de

fouling adaptado.

Con los programas Excel y SPSS descritos anteriormente, se gestionaron los
datos generados en los procedimientos realizados en esta seccidn. Por ello, se
determind la eficacia de los distintos tipos de tratamientos de limpieza,

empleando el modelo de laboratorio de fouling adaptado (AMFM) (Tabla 10).

Tabla 10. Eficacia de la eliminacion de fouling de los AMFM con dos productos de limpieza distintos.

Producto de limpieza Eficacia en la reduccion del Numero de muestras (n)

fouling lacteo (%)

Producto quimico alcalino 81,93 16

Producto enzimatico mejorado 82,30 17

No se pudieron observar diferencias estadisticamente significativas en el ambito
de la eficacia eliminando fouling lacteo de los modelos AMFM, pero ambos
resultados son muy positivos. Las ventajas del método enzimatico, frente al
quimico, radicarian en otros dmbitos como los ahorros de agua y energia o la
reduccion de desechos que requieran tratamientos de neutralizacion para su
eliminacion (Boyce y cols., 2010; Fryer y Asteriadou, 2009; GraRhoff, 2002;
Lequette y cols., 2010 Takahashi y cols., 1996).
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VI: Pruebas de limpieza en situacion real, comparativa
en planta piloto entre el tratamiento quimico clasico y

un tratamiento enzimatico de propia creacion
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1. Material y métodos.

1.1. Fuente del fouling lacteo.

Para escalar los resultados previos, a planta piloto, fueron necesarios 600 L de
leche cruda de vaca (en recirculacién) por tratamiento de pasteurizacién y 200 L
para atomizador, obtenida de granjas cercanas a la planta piloto de Laboratorios
Ordesa-IRTA en Monells (Girona, Espafa). Los estudios de pasteurizacidon se
realizaron por duplicado, en total se gastaron 4000 L totales, 3.600 L para

pasteurizador y 400 L para atomizador.

1.2. Intercambiador de calor en placa (PTH) de la planta piloto.

La pasteurizacion es un proceso térmico que reduce la carga microbiana de un
producto alimentario. Este proceso tiene como objetivo destruir los patégenos
clasicos, presentes en la materia prima y, en general, reducir la carga
microbiana termosensible total. Por tanto, se consigue alargar la vida comercial
de un alimento, sin presentar merma en las propiedades organolépticas, ni
suponer un riesgo para la salud. En este proceso se controla, de forma precisa,
la temperatura y el tiempo del tratamiento al que se somete la leche, para
conseguir la eliminacién de los microrganismos presentes (Madigan y cols.,

2012).

Independientemente del tratamiento usado para rebajar la carga microbiana, la
maquinaria mas usada, para tal fin, es un intercambiador de calor. Este consiste
en dos circuitos paralelos, que contactan entre si, pero no comunicados. Por
uno de los circuitos fluira un liquido frio (en nuestro caso la leche) y por el otro

se bombeara uno caliente (normalmente agua o vapor). Al estar las dos
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canalizaciones en contacto directo, se producira una transmision de calor de la
tuberia caliente al liquido frio a través de las superficies de las conducciones.
Por ello, es sobre la superficie de las conducciones de la leche, dentro de la

maquinaria de produccién, donde se acumulara el fouling lacteo.

Durante los experimentos se trataron térmicamente lotes de leche de vaca
cruda, para garantizar el ensuciado de las conducciones de leche del equipo,
consiguiendo la formacion de fouling lacteo en condiciones reales de trabajo. Se
realizé una pasteurizacién usando un Intercambiador de calor en placa (PTH).
Los tratamientos se realizaron en las instalaciones de Laboratorios Ordesa-IRTA

en Monells (Girona, Espaina).

El proceso de pasteurizacion de la leche cruda se programd para trabajar a
110°C durante 2 h, a un ritmo de 600 L/h. Este procedimiento se realizd por

duplicado, dando un volumen procesado de 1.200 L por lote.

1.3. Limpieza del fouling lacteo del PTH.

Se hicieron dos tipos de limpieza del fouling lacteo en la instalacion. La primera
por el método tradicional de doble etapa, con productos alcalinos y acidos. La
segunda limpieza se realizé con la formula enzimatica desarrollada por nosotros
durante las anteriores etapas del proyecto. La formulacién industrial de trabajo
fue producida por la empresa ITRAM Higiene (Vic, Espafa), como socio
industrial del proyecto Enthalpy. Su desarrollo consistié en una adaptacion del
medio tamponador de laboratorio, para su uso industrial, de acuerdo con las
normas de contacto y uso alimentarios. Los enzimas y su concentracion fueron

los formulados en los experimentos anteriores.
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1.3.1. Limpieza alcalina del PTH.

Después del tratamiento térmico de la leche se empezd con el proceso de
limpieza de la maquinaria. Para ello, se realizé un primer enjuague usando agua
de red (Monells, Espaiia) a temperatura ambiente (20 min y 200 L de agua en
total). Con este proceso se elimind cualquier suciedad o deposito poco adherido
a las superficies. Asimismo, se consigue eliminar cualquier sustancia soluble

derivada de la leche o del procesado térmico.

Una vez concluida la etapa de enjuague, se introdujo una solucion detergente
alcalina (ITRAM Higiene, Vic, Espafia), diluida al 3%, en 200 L de agua de red.
Esta solucién se la hizo pasar durante 20 min a 802C, en recirculaciéon. El
objetivo de este producto es saponificar las grasas, desnaturalizar las proteinas
y forzar la rotura de las estructuras organicas que forman el fouling lacteo y

disolver, en la medida de lo posible, los residuos adheridos a las superficies.

A continuacién, para terminar con la limpieza alcalina, se volvié a realizar un
enjuague de la maquinaria, usando agua de red a temperatura ambiente,
durante 20 min (200 L en total). Este segundo enjuague es crucial para eliminar
cualquier remanente de producto alcalino y para neutralizar el pH. Esta etapa
evita cualquier contaminacién cruzada del limpiador con futuros tratamientos

acidos o lotes de leche tratada.
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1.3.2. Limpieza acida del PTH.

Después de un tratamiento de leche, se realizd un tratamiento acido, para
desincrustar y solubilizar el fouling. Para ello, se inyectd un detergente acido al
1% (ITRAM Higiene, Vic, Espafia) en 200 L de agua de red. El tratamiento se

realizé a 502C durante 20 min y en recirculacion.

Al igual que al final del tratamiento alcalino, se realizd un enjuague con agua de
red a temperatura ambiente, durante 20 min (200 L en total), para eliminar y
neutralizar el pH de los restos de producto de limpieza dacida y evitar

contaminacion cruzada.

1.3.3. Limpieza enzimatica del PTH.

Una vez realizada la tercera pasteurizacion de 1200 L de leche de vaca cruda, se
procedido a la limpieza mediante el nuevo formulado enzimatico, para
posteriormente comparar los resultados de eliminacion de fouling lacteo con los
obtenidos por el tratamiento quimico, empleando productos alcalinos y acidos.
El primer paso consistié en un enjuague, al igual que se realizé en la limpieza
guimica, con agua de red a temperatura ambiente (20 min y 200 L de agua de
red), para eliminar todo el material poco adherido y los componentes solubles

de la leche.

La férmula enzimatica patentada (Rodriguez-lJerez y cols., 2016 y 2017) fue
producida en suficientes cantidades, para la limpieza en la planta piloto, por la
empresa ITRAM Higiene (Vic, Espafia). La formulacion (Tabla 4) de enzimas vy
tensoactivos se produjo bajo el nombre de CleanZIP y como ENTHALPY Buffer el

medio tamponador adecuado para la formulacidon enzimatica.
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Figura 29. Producto enzimatico producido por ITRAM Higiene. Férmula enzimatica bajo el nombre

comercial CleanZIP y la soluciéon tamponadora, ENTHALPY Buffer, para la limpieza de la planta piloto.

En la planta y, previo a su empleo, se preparé una soluciéon al 1% de CleanZIP y
al 3% de ENTHALPY Buffer en 200 L de agua de red, haciéndolo recircular a 502C
durante 20 min. Para finalizar la limpieza, se realizd un segundo enjuague
idéntico al realizado al inicio del proceso de limpieza, usando agua de red a

temperatura ambiente (20 min y 200 L de agua en total).

1.4. Atomizador (Spray Dryer) en la planta piloto.

La atomizacidon de la leche es el proceso mas extendido en la industria
alimentaria para desecar liquidos y obtener un producto granulado, de larga
duracion. Esta tecnologia posee la ventaja que solo se requiere diluir en agua
para reconstituir el producto original, lo que permite incluir el producto en
multitud de alimentos de forma sencilla. En el presente estudio se usé este
método para la produccién de leche en polvo, para obtener un producto de

gran duracion y que tiene unos beneficios adicionales como solucionar
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problemas de sobreproduccién de leche puntuales o para reducir espacios de

almacenamiento de grandes lotes.

En la atomizacion, la leche se dispersa en una lluvia de gotas finas desde la parte
superior de un silo, con unos inyectores especiales para controlar el didametro de
gota de forma correcta. A su vez, se inyecta aire a alta temperatura, tanto a
favor como en contra de la corriente de caida de las gotas. El aire caliente
eliminara gran parte del contenido de agua de las gotas, dejando que precipite
en un depdsito, en la base del silo el producto desecado. La temperatura del
aire suele ser de >2009C, pero una vez ha eliminado el agua, se reduce a menos

de 100°C para evitar dafios en el producto (Pearce, 2014).

Durante este proceso se pueden producir distintos problemas. Entre ellos, que
se obstruyan los inyectores por la acumulacion de fouling y/o que parte del
polvo recalentado se adhiera a las superficies internas del silo. La lactosa puede
cristalizarse en agregados de alta higroscopicidad y adherencia, que puede
tender al apelmazamiento o “cacking”’ de la lactosa sobre las superficies (Fox y

McSweeny, 1998).

En este estudio, para proceder a la produccién de leche en polvo en el
atomizador, primero se realizé una pasteurizacion de la leche cruda de vaca, tal
y como se detallé anteriormente. A las 2 h de procesado, se atomizé 200 L de
leche en las mismas instalaciones de Laboratorios Ordesa-IRTA de Monells. Este
proceso se realizd por duplicado, para ser tratado el residuo de las paredes del

silo mediante procedimientos quimicos y por métodos enzimaticos.
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1.5. Limpieza del fouling lacteo del atomizador.

El primer método probado para eliminar este tipo de fouling lacteo, derivado de
la produccidn de leche en polvo, es el uso del tratamiento quimico con producto
alcalino, seguido de uno acido. El segundo método empleado para limpiar fue el
enzimatico, para desincrustar el fouling de las superficies metalicas. En todos los
casos, el sistema de limpieza se realizaba mediante un equipo de “Cleaning In

Place” (CIP).

1.5.1. Limpieza alcalina del atomizador.

La primera etapa del proceso consistid en un enjuague con agua de red a
temperatura ambiente de la maquinaria para eliminar la mayor parte de residuo

soluble o poco adherido.

A continuaciéon, se usé un producto espumante alcalino, para aumentar el
tiempo de contacto del limpiador con las superficies de la instalacién. La
soluciéon aplicada consistia en una solucidon al 3% del detergente espumante
alcalino Jet Foam (ITRAM Higiene, Vic, Espafia) en agua de red. El tratamiento se
realizé a 802C durante 20 min. A continuacion, se realizé un segundo enjuague
durante 20 min con agua de red, para eliminar los restos del producto de

limpieza y neutralizar el pH alcalino del tratamiento.

1.5.2. Limpieza acida del atomizador.

Después del tratamiento alcalino, se siguié con un tratamiento acido con base

espumante, usandose una solucion al 1% de Acid Jet (ITRAM Higiene, Vic,
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Espaia) de agua de red, aplicado durante 20 min a 50°C, con el fin de
desincrustar, sobre todo, los residuos minerales de la leche. Para finalizar el
proceso de limpieza quimica, el equipo se enjuagd con agua de red, durante 20

min, como en el resto de operaciones.

1.5.3. Limpieza enzimatica del atomizador.

Para limpiar la instalacion después del segundo procesado de leche en el
atomizador, se usd un tratamiento enzimatico. El primer paso consistié en un
enjuague con agua de red, a temperatura ambiente, durante 20 min. A
continuacion, se aplicé el producto enzimdatico CleanZIP, ya probado contra el
fouling lacteo, pero afadiendo un aditivo espumante al tensoactivo, con la
finalidad de producir espuma, lo que aumentara el tiempo de contacto de las
enzimas con las superficies a tratar. El producto consistia en una solucion al 1%
del producto ENTHALPY Foam (ITRAM Higiene, Vic, Espafia) y al 3% de
ENTHALPY Buffer, ambos en agua de red, y aplicado durante 20 min a 50°C.
Como ultimo paso, para terminar este proceso de limpieza enzimatica, se realizé

un enjuague con agua de red a temperatura ambiente durante 20 min.

1.6. Analisis de los residuos.

Una vez que se aplicaron las distintas técnicas de limpieza (quimica y
enzimatica) sobre distintos tipos de suciedades derivadas del tratamiento de
leche (fouling de la pasteurizacion y de la atomizacién y secado), se realizaron
un conjunto de analisis, descritos a continuacidn, para determinar cual de los

dos tratamientos es mejor para eliminar el fouling lacteo.
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1.6.1. Extracto seco de la solucion de limpieza.

De cada etapa de limpieza (enjuague, tratamiento alcalino, tratamiento acido o
tratamiento enzimatico) se recogieron muestras del agua inyectada al sistema
de pasteurizacion (100 ml por duplicado) e inmediatamente guardadas en

congelacion a -1829C.

Para el analisis de residuo en el agua de enjuague o en las soluciones de
limpieza, se dejaron atemperar las muestras. A continuacidon, en unos
recipientes metalicos, pesados previamente, se afiadieron 20 ml de muestra en
cada recipiente. A partir de aqui, se dejaron secar en una estufa de aire forzado

a 909C, hasta la completa desecacidon de la muestra.

Después de obtener el residuo seco de las muestras de agua de la limpieza, se
dejaron atemperar los recipientes y se pesaron, cada uno de ellos, en una
balanza analitica. Los cdlculos de fouling lacteo eliminado, para cada tipo de

limpieza, se calcularon en g/L.

1.6.2. Analisis de la composicion del fouling por NIRS.

Una vez terminada la limpieza enzimatica del pasteurizador, se abrieron los
sellos herméticos entre las placas del PHT para observar el resultado del
proceso. Los residuos obtenidos de la limpieza del fouling lacteo, mediante

enzimas, fueron analizados de acuerdo a su composicion.

Para su estudio se usé microscopia DEM, con colorantes especificos y NIRS, para

obtener una aproximacién sobre las proporciones de su composicién. Ademas
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de una carbonizacion a 5502C para obtener el peso de la fraccion mineral de la

muestra.

1.6.3. Fluorescencia del fouling.

Dados los precedentes anteriores, donde se observaba la presencia de
elementos autoflorescentes en el fouling lacteo, se propuso el seguimiento del
proceso de limpieza mediante la medicidn de la fluorescencia de los marcadores

derivados de la limpieza del fouling.

La técnica consistid en un analisis de fluorescencia a 90° y otro de fluorescencia
“front-face” (que permite realizar determinaciones en muestras poco diluidas)
con un espectrofotometro de fluorescencia Cary Eclipse Fluorescence
Spectrophotometer (Agilent Technologies, Madrid, Spain) acoplado a una
ldampara de xendn y usando un accesorio para analizar la muestra en una
geometria a 90° o empleando un angulo de incidencia de 35° en configuracién
“front-face”, usando una cubeta Suprasil® quartz cuvettes UV fluorescence cell

(Agilent Technologies, Madrid, Espafia).

Las muestras analizadas fueron las aguas de limpieza usadas para el analisis de
residuo seco y fouling lacteo derivado de la produccion de leche en polvo. Los
marcadores elegidos fueron los descritos en el trabajo de Ayala y cols (2017),
gue se considera que provienen de tratamientos térmicos de la leche y puede
gue se adapten bien a este residuo que, de hecho, se produce durante los

tratamientos térmicos de la leche.

El andlisis se realizé con una longitud de onda de excitaciéon de 315 nm vy se

capturo la emisidon entre 350 y 500 nm para el marcador de la ditirosina (Dt).
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Para analizar los compuestos de Maillard (MC), la muestra se excito a una
longitud de onda de 330 nm vy se leyd la emisidon a 350-500 nm. Para detectar la
fluorescencia del triptofano (L-Trp), la muestra se excité a 290 nm, con lectura
de emision entre 300 y 450 nm. Finalmente, se analizé la fluorescencia de la
riboflavina (Rbf) con una excitacion de 450 nm y una emisién entre 470 y 570
nm. Todos los analisis se realizaron por triplicado, en el laboratorio de la Unidad

de Tecnologia de los Alimentos de la Facultad de Veterinaria de la UAB.

1.6.4. Analisis microbiologico.

Para confirmar la efectividad de los procesos de limpieza y para descartar la
formacion de biofilms y biofouling, en el interior de las instalaciones, se realizé
un analisis microbiolégico, tanto de la leche cruda, como de las aguas de

enjuague y las soluciones de limpieza después de cada proceso.

También se realizaron ensayos de suspension (UNE-EN 1040), con alguna
modificacion, para comprobar el efecto bactericida que pudiera tener la férmula
enzimatica CleanZIP al utilizarla en la planta piloto. Asimismo, se realizaron
ensayos bactericidas sobre acero inoxidable (UNE-EN 13697), para comprobar

su efecto en bacterias adheridas a una superficie.

Para el ensayo bactericida mediante la norma UNE EN 1040 se empleé la cepa
Staphylococcus aureus ATCC 6385. La recuperacion de la cepa, a partir de viales
liofilizados, conservadas a 4°C, se realizé en agar TSA (Oxoid, Madrid, Espafia),
con posterior incubaciéon a 302C durante 24 h. Transcurrido el tiempo de
incubacion, se realizé un segundo cultivo, antes de realizar el ensayo. A las 48 h,
se seleccionaron colonias aisladas para realizar una suspension bacteriana de

entre 1,5 a 5 x 10’ UFC/ml en agua de peptona tamponada (bioMerieux, Marcy-
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I’'Etoile, Francia) y usando un turbidimetro Densimat (bioMerieux, Marcy-
I’'Etoile, Francia). Se realizdé un banco de diluciones, para obtener una
confirmaciéon de la carga microbiana de la solucion bacteriana de ensayo, y se
inocularon tarjetas de recuento de microorganismos aerobios mesdfilos totales,
mediante el sistema TEMPO (bioMerieux, Marcy-I'Etoile, Francia). De la
suspension bacteriana, se diluyeron 0,1 ml en un tubo de agua de peptona

tamponada (9 ml), para crear la solucidn bacteriana de ensayo.

Se anadié 1 ml de suspensidn bacteriana de ensayo y 1 ml de agua desionizada
estéril a 8 ml de CleanZIP (10 ml de volumen final). La concentracidn final del
producto fue de 80%. El pH se ajustd a 8,5 antes de afadir la solucion bacteriana
de ensayo. El tiempo de contacto con el producto de limpieza fue de 20 min a
552C en un bafio termostatico agitado Unitronic 320 OR (J.P Selecta S.A, Abrera,

Espana).

Después de los 20 min de contacto, se retird la solucion de limpieza con
bacterias del bafio termostatico y se realizd un banco de diluciones. De las
diluciones seleccionadas, se inoculé un vial TEMPO TVC con 1 ml de muestray 3

m| de medio de cultico y se incubd a 302C durante 48 h.

En el analisis UNE-EN 13697 se usé Staphylococcus aureus ATCC 6385 sobre
discos de 2 cm de didametro de acero inoxidable 316 2B. Siguiendo los mismos
pasos seguidos en la UNE-EN 1040 para el cultivo de bacteriano, se realizé un
cultivo sobre agar TSA para la recuperacién de la cepa bacteriana, en dos pases
sucesivos de 24 h a 302C. Del ultimo cultivo se realizd una suspension
bacteriana de 1,5-5 x 10® UFC/ml en agua de peptona tamponada (bioMerieux,
Marcy-I'Etoile, Francia) y usando un turbidimetro Densimat ( bioMerieux,

Marcy-I'Etoile, Francia). Se realizé un banco de diluciones para obtener una
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confirmacion de la carga microbiana de la suspension mediante el sistema

TEMPO TVC (bioMerieux, Marcy-I'Etoile, Francia).

La solucidon bacteriana de ensayo se preparé mezclando 1 ml de la solucién
bacteriana con 1 mL de solucidn interferente estéril, compuesta por 3g/L de BSA
(Albumina Sérica Bovina) (Sigma, Madrid, Espafa). Se tomaron 0,05 ml de la
solucién bacteriana con BSA y se afadid sobre discos de acero inoxidable,

dejandose secar durante 2 h a 372C.

El producto de limpieza se formuld con CleanZip al 1% de concentracidn final,
diluyéndolo en agua dura estéril. Compuesta por dos soluciones distintas, la
primera por una solucién de 19,84 g/L de cloruro de magnesio (MgCl,)(Sigma,
Madrid, Espafia) y 46,024 g/L de cloruro de calcio (CaCl,) (Sigma, madrid,
Espafia), y otra solucién de 35,02 g/L bicarbonato de sodio (NaHCO;) (Sigma,
Madrid, Espafia). Una vez obtenidas las dos soluciones, se juntaron 6 ml de la
primera solucién y 8 ml de la segunda solucién en un matraz aforado, se enraso

a 1L, usando agua desionizada y ajustando el producto final conjunto a pH 8,5.

Sobre los discos secos, se afiadieron 0,1 ml de producto de limpieza. Cada disco

se colocd dentro de una placa de Petri, en una estufa a 552C durante 20 min.

Una vez terminado el tiempo de contacto, cada uno de los discos se traspasaron
asépticamente y de forma invertida a un frasco de plastico estéril con 5 g de
perlas de vidrio estériles de 2 mm de didmetro (maximizando el contacto de las
bacterias y las perlas) y 10 ml de neutralizante (polisorbato 80 (30 g/L), lecitina 3
g/L y L-histidina 1 g/L en agua desionizada). El frasco se agitd horizontalmente

durante 1 min, a un maximo de 150 rpm/min.
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Se dejo que el neutralizante detuviera la reaccion durante 5 min. Del
neutralizante se prepard un banco de diluciones y se inocularon viales TEMPO

TVC, que fueron incubados durante 48 h a 302C.

Cada una de las superficies, una vez neutralizadas, se recuperaron con pinzas
estériles y se aclararon con 10 ml de agua desionizada estéril. Se traspaso la
superficie a una placa de agar TSA, con la cara del ensayo boca arriba. Se
afadieron 0,1 ml de agua desionizada estéril sobre la superficie y con una punta
de micropipeta estéril se raspd durante 1 min la superficie para recuperar las
posibles células bacterianas que permanecieron adheridas a la superficie, tras el
ensayo. Una vez terminado el raspado, se afiadid una segunda capa de agar TSA
fundido (48-509C) sobre el disco y se hizo un cultivo en doble capa. Las placas de

Petri se incubaron durante 24 h a 37°C.

Para el control de la sobrevivencia de las células bacterianas después del
secado, se realizd el mismo procedimiento, sustituyendo el producto de
limpieza con agua dura a un pH 8,5. Después del tiempo de contacto se realizé
la misma neutralizacidn y cultivos posteriores, tanto en el sistema TEMPO como

sobre agar TSA.

Para comprobar el posible efecto bactericida del neutralizante, se realizé una
prueba previa al ensayo bactericida, que consistié en afadir, a un frasco de
plastico estéril, 5 g de perlas de vidrio estériles de 2 mm de didmetro y 10 ml de
neutralizante. Se afadieron 0,1 ml del producto enzimatico CleanZip y se dejé
que el neutralizante actuara durante 5 min. Inmediatamente, se afiadié un disco
con bacterias adheridas al frasco y se homogenizé durante 3 min a 150
rom/min. Después se prepard un banco de diluciones del neutralizante y se

inocularon viales TEMPO TVC de las diluciones elegidas.
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Para el analisis microbiolégico de la planta piloto, se atemperaron las muestras
usadas para el analisis del extracto seco. A la vez que se realizé la cuantificacion
del contenido en las muestras de agua, se apartaron alicuotas de cada frasco
para el estudio de fluorescencia de las muestras. Las aguas de limpieza y
enjuague se analizaron microbiolégicamente, se afladieron 10 ml de muestra en

90 ml de agua de peptona tamponada (bioMerieux, Marcy-I’'Etoile, Francia).

Después de la homogenizacidon de la muestra en un agitador, durante 30 s, se
diluyé en tubos de 9 ml de agua de peptona tamponada (bioMerieux, Marcy-
I’Etoile, Francia). De cada dilucién se usaron 1 ml para inocular cada uno de los

medios generales o selectivos empleados.

Los parametros de los analisis fueron:

e Recuento total de aerobios (TVC) a 302C durante 48h usando el método

rapido TEMPO System (bioMerieux, Marcy-I'Etoile, Francia).
e Bacterias del acido lactico (LAB) a 302C durante 48h en medio MRS Agar
(Oxoid, Madrid, Espaia).

e Recuento de Staphylococcus aureus a 372C durante 24h usando medio
Baird Parker (BP) (Oxoid, Madrid, Espafia) con el suplemento RPF (Oxoid,
Madrid, Espafia).

e Recuento de enterobacterias a 372C durante 24h usando medio VRBG

(Oxoid, Madrid, Espaiia).

e Hongosy levaduras a 202C durante 120h en medio Sabouraud (SAB) con

dextrosa y cloranfenicol (bioMerieux, Marcy-I’Etoile, Francia).
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1.7. Muestreadores internos para obtener muestras de fouling real.

Durante las pruebas en planta piloto, a parte del estudio del fouling lacteo
mediante modelos de laboratorio, se cred6 un método para obtener muestras
directamente del fouling lacteo del interior de la maquinaria, con la menor

modificacion de la maquinaria y de la forma mas facil posible.

Para ese fin, se disend sobre una ldmina de acero inoxidable 316 2B de 1 mm de
grosor (Figura 30), un elemento capaz de ser introducido en espacios cerrados,
sin bloquear el flujo de liquido o granulados. Para ello se repartieron 6 orificios
de 1,5 cm por la superficie de la lamina. El muestreador recibié un tratamiento
de limpieza al igual que los modelos de laboratorio, descrito en la seccién 1.2
Superficies para el fouling lacteo. Antes de su uso fue pesado mediante una

balanza analitica.

8cm

vem) O O O O O O

Figura 30. Esquema del muestreador interno para residuos.

Una vez preparado el muestreador, se introdujo en el interior de una
canalizacién, en un punto donde no obstruyera el flujo ni donde la corriente

pudiera moverlo, como puede ser en una tuberia en forma de L (o codo).
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1.8. Costes.

Los costes se calcularon con los porcentajes de productos quimicos en cada uno
de los ensayos, en funcidon de los precios de fabricacid proporcionados por la

empresa Itram Higiene S.L.

2. Resultados y discusion.

Los resultados de esta ultima parte del proyecto resumen todo el trabajo
realizado en todos los anteriores experimentos, desde la modelizacidon del
fouling, la identificacion de los componentes de los residuos de la leche y las
comparativas de eficacia de los productos de limpieza comercial actual y de

nuevos productos, usando los modelos de fouling lacteo.

2.1. Concentracion de residuo en los liquidos de limpieza del PTH.

Después de deshidratar las muestras recogidas durante la limpieza del PTH, se
obtuvieron unos valores de peso, que una vez descartada la densidad media del

producto de limpieza, se representaron en la siguiente grafica (Figura 31).
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Figura 31. Concentracion de residuo seco en las muestras obtenidas

durante la limpieza.

Los resultados muestran que en el agua de red (0,59 g/L) y en el agua de los
enjuagues (0,60-0,61 g/L) siempre se obtienen unos valores parecidos de
residuos secos, mas propios de la propia agua de red que del arrastre de

materia derivada del procesado de la leche.

A la hora de eliminar los residuos adheridos a las superficies del PTH, se puede
observar como el tratamiento alcalino extrae mucha mas materia organica
(20,61 g/L) que el tratamiento acido (3,34 g/L). Como el tratamiento quimico
normalmente consiste en dos etapas (alcalino y acido), para la comparacién de
los datos se podrian sumar los dos valores de eficacia (23,95 g/L totales) contra

el valor obtenido por el tratamiento enzimatico (33,21 g/L).
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Los resultados indican que la cantidad de fouling lacteo extraido, mediante la
nueva férmula enzimatica, es mucho mayor que en el caso del tratamiento
guimico en dos etapas. Mostrando, a su vez, que los resultados obtenidos en la
seccion IV y sobretodo en la seccidn V de este trabajo, con las que se evalué la
formacion de fouling en laboratorio y se desarrollé6 una nueva férmula
enzimatica, han sido plenamente eficaces para obtener un nuevo producto, asi
como las condiciones éptimas de trabajo. Nuestros resultados demuestran que
la eficacia de un producto con amilasas apoya las hipdtesis de partida, sobre
composicidon y rol de ciertos residuos en la problematica del fouling lacteo,
sobre todo en lo relacionado con el caramelo producido por el tratamiento

térmico.

Todo ello ayuda al objetivo general de reducir las cantidades de agua y energia
usada en la industria lactea, dada la menor cantidad de pasos de enjuague con
la metodologia enzimatica, y al poder trabajar siempre a una menor

temperatura y con tiempos mas cortos.
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2.2. Movilizacién del fouling derivado de la produccion de leche en

polvo.

Figura 32. Atomizador. A) Después de la produccion de leche en polvo. B) Durante el primer enjuague.

C) Después de la limpieza enzimatica.

En el caso del atomizador (Figura 32), el agua de red (0,59-0,60 g/L) tenia
valores similares a los obtenidos en el PTH. Y en el caso de los tratamientos
quimicos (5,10 g/L) y enzimaticos (5,30 g/L) tenian valores similares entre si

(Figura 32C).

En el caso del material eliminado por los productos de limpieza, se obtuvieron
resultados parecidos en ambos casos, dado que el fouling derivado de la leche
en polvo no tiene tanta adhesion como el generado por
pasteurizacion/esterilizaciéon de leche liquida, aparte de que al ser una
instalacién muy distinta al PTH y al ser accesible de forma facil, a través de las
bocas de limpieza, se puede limpiar de forma mas eficiente, incluso manual.
Ademads, se evita tener que emplear métodos indirectos de evaluacidon de

eficacia.
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2.3. Analisis de los residuos.

/ J/ A‘ sk " s \
Figura 33. Fotografias del PHE (dos zonas distintas) después de la limpieza enzimatica. Los circulos

rojos indican unas pequeias acumulaciones de una pasta residual pobremente adherida.

Después de los tratamientos térmicos, se abrieron los PTH y se separaron las
placas, por donde fluye la leche durante los tratamientos, para observar la
eliminacién del fouling lacteo de forma directa (Figura 33). Este paso sélo se
suele realizar cuando la limpieza lo exige. Una vez abierto, es necesario el
cambio de las juntas estancas. Esto puede tener un coste de 2.000 € para una
instalacion pequefia, ademas de las horas de mantenimiento en que la

maquinaria no funciona.

Alrededor de un 90% de la superficie para el tratamiento térmico estaba
completamente limpia. El resto de la superficie contenia un deposito
macroscopico blanco y de aspecto pastoso y blando (Figura 33). Al secarse
formd unas escamas blancas, que se desprendian facilmente de la superficie
(Figura 34A). Se vio que el area afectada correspondia a las zonas que mas

temperatura recibian durante el proceso térmico.
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Figura 34. Residuos de fouling. (A) en forma de escamas y secos, después del proceso de limpieza

enzimatica. B) Escamas residuales una vez carbonizadas para analizar la fracciéon mineral.

Figura 35. Microfotografia mediante DEM y FITC de las

escamas dejadas por el tratamiento enzimatico. 10x.

Mediante el andlisis de estas escamas blancas, se puedo apreciar, después de
un analisis mediante microscopia DEM (Figura 35), que las escamas tenian un
alto contenido en proteina. A continuacion, se realizé un perfil espectroscopico

a partir de NIRS para las escamas (Tabla 11). Aunque el sistema no estd
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calibrado para esta matriz tan especial, puede ayudar a dar una idea inicial

sobre los componentes predominantes.

Tabla 11. Composicion aproximada de los componentes de
las escamas dejadas por el tratamiento enzimatico

mediante NIRS (n=3).

Componente Media (%)
Mineral 56,57
Proteina 23,06

Lipidos 15,37
Agua 5,00
Total 100,00

A partir de los resultados obtenidos, se buscé el contenido mineral del residuo,
dado su color tan blanco. Se pesdé una muestra de escamas (0.6016 g de
muestra) y se introdujo en una mufla a 5502C, durante 5 h. Se procedid
entonces al pesado de las cenizas, de forma inmediata (por triplicado), se habia
reducido el peso en un 45% aproximadamente. Previamente se dejo enfriar el
horno, para evitar que se rehidratara con la humedad ambiental al abrirlo. El
aspecto de las escamas resultantes fue una matriz casi idéntica a la muestra
extraida del PTH, aunque con un ligero color gris (Figura 34B), indicando la gran

cantidad de fraccidn mineral que contenia ese residuo.

Debido a estos resultados, después de comparar la efectividad de los productos
enzimaticos contra los quimicos tradicionales, se podria recomendar un
tratamiento acido, de forma semanal, como apoyo a la limpieza enzimatica,
garantizando una eliminacién total del fouling orgdnico y mineral. A pesar de

proponer un producto quimico para ayudar al enzimatico, al no requerirse su
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uso de forma diaria, se seguiria rebajando la cantidad de energia y agua

empleada durante las limpiezas de mantenimiento de la instalacion.

2.4. Resultados del analisis de fluorescencia.

A partir de fouling lacteo procedente del atomizador (leche en polvo
desprendida de las paredes del atomizador), se realizaron mediciones para
comprobar la presencia de los marcadores fluorescentes para riboflavina,
triptéfano, ditirosina y compuestos de Maillard en este tipo de residuos, con un

resultado positivo para todos los fluoréforos.

Se analizaron las muestras en fluorescencia “front-face” (por la opacidad de la
muestra) para correlacionar la intensidad de fluorescencia con la concentracion
de marcadores en el fouling de la leche en polvo, usando rectas patrdn.
Viéndose por ejemplo, una relacién lineal para riboflavina o logaritmica para

ditirosina.

Tabla 12. Valores de concentracién de los marcadores fluorescentes en las distintas etapas de limpieza

del pasteurizador.

Muestra Concentracion Concentracion Concentracion  Concentracion
L-Trp (mg/L) Rbf (mg/L) MC (ml/L) Dt (ml/L)
Agua de red 0,0457 0 0,25 0,23
Enjuague después de la 0,0548 1,02 0,30 0,30
pasteurizacion
Solucion alcalina 0,2240 2,36 0,76 0,97
Solucién enzimatica 0,2250 Fuera de escala 2,41 2,73
Enjuague después del 0,0495 0,37 0,28 0,27
tratamiento alcalino
Enjuague después del 0,0520 0,98 0,28 0,27
tratamiento enzimatico
Solucidn acida 0,0480 0,85 0,31 0,28
Enjuague después del 0,0570 0,95 0,29 0,31

tratamiento acido.
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En las distintas muestras no se aprecian valores distintos entre el agua de red y
los enjuagues, pero se observan valores mayores en las soluciones de limpieza
quimica y enzimatica. Estos valores podrian darse tanto por autofluorescencia
de los productos de limpieza o por desprendimiento de fouling lacteo. La
segunda opcidn es el mas posible dado que los valores mayores que el agua de
red se dan en los cuatro marcadores. El tratamiento acido al desincrustar
materia mineral en su mayoria, analizarlo por estos marcadores no seria lo mas

aconsejado.

Los resultados preliminares (Tabla 12) hasta el momento son prometedores,
puesto que hay parametros que podrian dar una idea del estado del proceso de
limpieza. Estos son resultados provisionales, ya que esto no estaba en los
objetivos iniciales de esta tesis. Sin embargo, observar que es posible medir vy,
por tanto, controlar el proceso, podria permitir llegar a ayudar a desarrollar un
sensor para uso industrial, donde de forma no invasiva, se realice una medicién
“front-face” del proceso, monitorizandolo. Esto requerira otro proyecto, que
permita desarrollar una nueva herramienta, asi como ampliar la investigacion

en el sentido de poder conseguir un proceso plenamente controlado “on line”.
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2.5. Resultados microbioldgicos de la instalacion.

Tabla 13. Resultados de los andlisis normalizados de CleanZip contra

S. aureus.
Muestra Resultados
Solucion bacteriana de ensayo 2.3x10° cfu/ml
(UNE 1040)
CleanZip 80% (UNE 1040) 0 cfu/mL
CleanZip 1% (UNE 13697) 1,25x10" cfu/ml
Disco inoculado (UNE 13697) 2,44x10° cfu/disco
Agua dura (UNE 13697) (control) 4,6x10° cfu/ml
Disco tratado con CleanZip 1% 14 cfu
Disco control en agar TSA 30 cfu
CleanZip 1% neutralizado (UNE 1,6x10° cfu/ml
13697)
Agua desionizada neutralizada 4,6x105 cfu/ml
(UNE 13697)

Segun los resultados del ensayo en suspension, para evaluar la eficacia
bactericida (Tabla 13), el producto enzimatico CleanZip al 80% consiguié una

reduccion de 6 logaritmos.

Esto tendra un cierto interés para la comercialziacion del producto, ya que no es
necesario un conservante quimico para asegurar su estabilidad microbioldgica.
En cuanto a la concentracion de uso, el CleanZip al 1%, era capaz de reducir las
bacterias adheridas al disco en 5 6rdenes de magnitud logaritmica. La diferencia

entre los recuentos de bacterias adheridas y las suspendidas en el neutralizante,
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se pueden deber al lavado con agua antes de la inclusidn del disco entre las dos

capas de agar TSA o por cierto efecto antimicrobiano.

El control del efecto del neutralizante obtuvo una neutralizacion efectiva del

producto enzimatico, al no revelar ningun tipo de actividad antimicrobiana.

Tabla 14. Resultados de los analisis microbioldgicos (UFC/ml) de la limpieza de la planta piloto.

Muestra Tvc LAB Enter S. aureus Mohos y
levaduras

Leche cruda de vaca 3,2x105 1,9x103 4x10° <0 2,6x103

Leche pasteurizada 2,1x104 0 0 0 1,6x103
Agua de red 1,2x10" 0 0 0 0
Enjuague pre-lavado 1,2x10° 0 0 0 0
Solucién alcalina 0 0 0 0 0
Enjuague alcalino 1,0x10° 0 0 0 0
Solucién acida 0 0 0 0 0
Enjuague acido 3,4x10" 0 0 0 0
Enjuague pre-lavado 5,5x10" 0 0 0 10
Solucion enzimatica 4,0x100 5,0x100 0 0 0

Enjuague 1,0x10° 0 0 0 1x10"
enzimatico
Leche en polvo 2,9x102 0 0 0 0
producida
Residuos interior 1x10° 0 0 0 0
atomizador

Agua de red 0 0 0 0 0

Enjuague pre-lavado 5,8x10" 0 0 0 1,0x10°

Los resultados del andlisis microbioldgico del pasteurizador (Tabla 14) refleja,
como ya se esperaba, que la mayor carga provenia de la materia prima, en este

caso leche cruda de vaca. Después de la pasteurizacién se consiguid un
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descenso de la carga de enterobacterias y LAB de 3 logaritmos. El recuento total
de aerobios se redujo 1 logaritmo con el proceso térmico, mientras que los
mohos y levaduras no sufrieron cambio alguno en los recuentos después de la

pasteurizacion.

Teniendo en cuenta la carga microbiana del agua de red, se observo un arrastre
con el primer enjuague de 1 logaritmo, estos resultados pueden provenir de la
propia leche o de biofilms de la instalacion. Pero dado que en los enjuagues
finales no contienen una carga microbiana distinta a la del agua de red, parece
mas plausible que su origen esté en la leche cruda que en la formacidon de

biofilms.

Durante los tratamientos quimicos parece no haber ninguna carga microbiana,
seguramente debido a los propios limpiadores, aunque el enjuague post-
tratamiento d&cido indica una carga de TVC, que podrian ser bacterias
despegadas de las superficies por el tratamiento acido y que estuvieran en
forma de viables no cultivables (VNC) o de resistencia, lo que en esencia

constituiria el biofouling residual.

La carga de microorganismos obtenida durante el tratamiento enzimatico fue
elevada, en comparacién a los otros tratamientos quimicos. Esto es explicable
por el hecho de que las enzimas no tienen efecto antimicrobiano directo sobre
las células, pero si desincrustante, eliminando cualquier forma de adhesién a
superficie como puede ser EPS (Lequette y cols., 2010), proteinas de adhesién o
el biofouling comentado anteriormente. Asi, en el enjuague post-tratamiento
enzimatico, se obtuvieron valores parecidos a los del agua de red, indicando una

buena limpieza microbiolégica de la instalacidon con las enzimas.
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Por tanto se puede concluir, que la eliminacién de la contaminacion
microbioldgica de la instalacidon es adecuada, tanto con el empleo de productos
de limpieza quimica, como con la utilizacién de enzimas para la eliminacion del

fouling y el biofouling.

Los valores microbioldgicos para la producciéon y limpieza del atomizador son
muy bajos en general, dado que es una maquinaria mas accesible que el PTH y
que la acumulaciéon de fouling, durante la produccién, se controla mejor, con el
uso de martillos hidraulicos, para despegar la leche en polvo adherida de las

superficies.

2.6. Muestreadores internos para fouling lacteo.

Las pruebas en la planta piloto han demostrado, que este sencillo método, facil
de utilziar, puede ser una buena opcion para identificar problemas de fouling
real. No obstante, al colocarse en el flujo de la leche, se puede obstruir
parcialmente la luz de la canalizacion. Esto hace que se pueda emplear para
obtener una cierta cantidad de fouling, en condiciones reales. En cualquier caso,

dependera de la instalacion y los equipos empleados.
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W

Figura 36. Muestreadores de un pasteurizador. A) Después de 1 h a

1052C, produciendose fouling lacteo tipo A. B) Después de 4 h a 135°C,

produciendose fouling lacteo tipo B.

En la Figura 36 se puede observar cdmo se deposita, sobre el muestreador, el
fouling lacteo producido por el tratamiento térmico aplicado. El fouling
acumulado dependera, en aspecto, del tratamiento térmico aplicado. En la
imagen se puede observar como se deposita un fouling tipo A (Figura 36A), una
masa de color blanco marfil; mientras que en el otro muestreador (Figura 36B)
se deposita un fouling tipo B, mucho mas mineral y granular, con una adhesion

mucho menor que la vista en el fouling tipo A.
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2.7. Costes de limpieza.

Tabla 15. Costes de los productos empleados para los tratamientos de

limpieza contra el fouling lacteo A fecha de Octubre de 2016.

Nombre Componente Concentracion Kg/200 €/Kg Coste

del de uso (%) L total
Producto (€)
Brio Alcalino 3,0 6 1,56 9,36
Complex

Acimix Acido 1,0 2 1,42 2,84
CleanZip Enzimas y 1,0 2 4,5 9,00

tensoactivos

ENTHALPY Tampdn 3,0 6 1,5 9,00
Buffer

Los resultados de los costes derivados de la limpieza de la planta piloto (Tabla
15), muestran que el coste del tratamiento quimico alcalino, por separado
(9,36€) o combinando alcalino-acido (12,20€) son relativamente elevados. El
tratamiento enzimatico (9€) mas el medio tamponador (9€) para su uso efectivo
(18€) acumula unos costes directos de producto mas altos para este

experimento, que los derivados del uso de los productos quimicos.

Esto se debe al elevado coste del tampdn elegido para uso industrial, pero el
tampon se puede llegar a diluir sin pérdida de efectividad hasta 1/10 (como
estrategia de ahorro para futuros usos). Esta reduccion de la concentracion de
uso de tampdn rebajaria muchisimo los costes directos (9,90€), lo que lo haria
mas competitivo que los tratamientos actuales, con una reduccion de coste del

25%.
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VIl: Conclusiones
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El modelo de fouling lacteo desarrollado, a escala de laboratorio, es una
forma rapida, sencilla y econédmica de generar, una cantidad de fouling
adecuada y representativa de los tratamientos térmicos industriales,
permitiendo estudiar al detalle la composicién de los residuos adheridos,
su distribucién espacial y comparar diferentes tratamientos para

garantizar su eliminacion.

El modelo de generacion desarrollado, consiguié acumular una cantidad de

fouling importante, superior a otros modelos publicados en la bibliografia.

Segun los resultados obtenidos, la lactosa juega un papel importante en la
formacion y adhesion del fouling a las superficies. El calor transmitido, a
través de las paredes del sistema de transferencia de calor, provoca la
caramelizacién del azucar, con formacién de compuestos de Mallard, que

actuarian como aceleradores del proceso.

La composicién del fouling es diferente, dependiendo de la profundidad de
la capa estudiada. En las capas en contacto con la superficie metalica,
domina la presencia de azlUcares caramelizados, con una baja
concentracion de proteina. Conforme nos vamos alejando de la superficie
metalica, hay una reduccién progresiva del caramelo y un incremento de la

proteina. La grasa se localiza en las zonas mas superficiales.

La aplicacion de microscopia CLSM, junto a colorantes fluorescentes
especificos para distintos componentes de los alimentos, se ha mostrado
como una gran herramienta para conocer la composicion del fouling y su
distribucién. Esto permite evaluar diferentes soluciones a un problema

complejo.
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La evaluacion de diferentes productos quimicos, sobre el fouling generado
en laboratorio, ha permitido desarrollar nuevas férmulas enzimaticas, con

una eficacia equivalente a los tratamientos quimicos actuales.

Se ha conseguido desarrollar un nuevo producto, de gran eficacia en
condiciones reales de uso, a partir de diferentes formulaciones a escala de
laboratorio. Los resultados obtenidos, tanto en la eliminacidon del fouling
lacteo del pasteurizador, como del atomizador, reflejan un buen resultado
de la formula enzimatica. Ademads, se consigue una reduccién de los
microrganismos presentes en la instalacion, lo que también ayudara al

mantenimiento de las condiciones higiénicas de la instalacion.

La nueva férmula enzimatica desarrollada cumple con el objetivo principal
del proyecto europeo ENTHALPY, es decir, reducir significativamente el
consumo de agua y energia en los procesos de limpieza de la industria

lechera.

La metodologia recogida en este trabajo podria ser aplicada, igualmente,
para otros residuos generados durante el procesado de alimentos. De esta
forma, modelizar la generacidon de residuos, permitiria disefiar soluciones

especificas para la eliminacién de residuos.
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