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Resumen

El presente trabajo de investigacion trata sobre el desarrollo, implementacion,
calibracion y validacién de un sistema que permite medir a tiempo real el médulo
elastico de la cuajada, G’, utilizando la sefial de un sensor de dispersién NIR,
con la finalidad de determinar un tiempo de corte objetivo lo cual, a su vez,

permitiria la automatizacién de esta parte del proceso de elaboracion de queso.

Este trabajo se desarroll6 en cinco fases. La primera consistié en la deduccién
de un modelo matematico para la prediccion del médulo elastico de la cuajada,
a temperatura y porcentaje de proteina variables, esta fase se llevdé a cabo a
nivel de laboratorio utilizando leche en polvo reconstituida y dos niveles de
proteina y temperatura, encontrandose que un modelo en base a la sefial del
sensor y al porcentaje de proteina en la leche dio una buena calidad predictiva.
La segunda fase consistio en la calibracion y validacion del modelo matematico
a nivel de laboratorio, utilizando leche de vaca a tres temperaturas de
coagulacion, logrando una muy buena calidad predictiva del modelo. La tercera
fase consisti6 en la implementacion de un sistema de monitorizaciéon vy
adquisicion de datos (hardware y software) que permitié la predicciéon del modulo
elastico a tiempo real, realizandose posteriormente coagulaciones de leche de
vaca para la validaciéon del sistema. La cuarta fase consistié en la calibracion y
validacion del sistema de monitorizacién del médulo elastico, a nivel de planta
piloto, para esto se realizaron elaboraciones de queso fresco, utilizando para ello
leche de vaca y una temperatura constante, encontrandose que, al utilizar el
tiempo dado por el sistema de prediccion, se reproducen rendimientos y
caracteristicas de textura y color de los quesos con respecto a los obtenidos al
utilizar un tiempo de corte dado por el maestro quesero. La quinta fase consistié
en la calibracion y validacion del modelo matematico a nivel de industria, para lo
cual se utilizé el modelo para realizar el corte de la cuajada durante la
elaboracién de queso fresco, que es cortado por la empresa a tiempo fijo,
existiendo evidencias de que la aplicacion del tiempo de corte dado por el
sistema incrementaria el rendimiento en aquellas producciones que realizan el

corte a tiempo fijo.






Abstract

The present research deals with the development, implementation, calibration
and validation of a system for measuring at real time the elastic modulus of the
curd, G', using the signal of a NIR light backscatter sensor, to determine a target
cutting time, which would allow the automation of this part of the cheese making

process.

This work was performed in five phases. The first was devoted to obtaining a
mathematical model to predict the elastic modulus of the curd, at various
temperatures and percentages of protein. This phase was carried out at
laboratory level using reconstituted skim milk powder and two protein and
temperature levels. A model based on the sensor signal and the protein
percentage in milk was found to have a good predictive quality. The second
phase consisted in the mathematical model calibration and validation at a
laboratory level using cow milk at three coagulation temperatures, and achieving
also a very good predictive quality. The third phase was the implementation of a
pilot plant/industrial monitoring and data acquisition (hardware and software)
system that allowed the prediction of the elastic modulus at real-time in the
cheese vat, which was also validated. The fourth phase involved the calibration
and validation of the elastic modulus monitoring system, at pilot plant scale. Thus,
cheese manufacturing was performed using cow milk at constant temperature.
Using the cutting time set by the prediction system, made possible to replicate
yields, texture characteristics and cheese colour with regard to those obtained
using the cutting time estimated by the cheesemaker master. The fifth phase
consisted of the mathematical model calibration and validation at industry level.
The model was used to perform the curd cutting during fresh cheese
manufacturing as an alternative procedure to the typical cutting methodology
applied by the cheese plant consisting on cutting at a predetermined and constant
time. Evidences show that cutting time set by the system would increase the yield

in those cases were the cutting is performed at a fixed time.
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Capitulo I. Interés del estudio

Segun la OCDE y la FAO (2015), la producciéon de quesos es una de las
principales actividades de la industria lactea, teniendo la produccion mundial
buenas perspectivas de crecimiento para los proximos siete afios (1,5% anual),
estimandose un incremento del consumo per capita del 1,4% anual en los paises
en desarrollo y del 1% en los paises desarrollados. La Unién Europea, que es el
principal exportador, representara el 38% del total de exportaciones para el 2024,
estimandose un crecimiento del 4% anual para los proximos siete afos, siendo
este superior a los demas paises productores. La Federacion Rusa y Japdn son
los principales paises importadores. En Espafa, la produccion de quesos es
también una de las principales actividades del sector lacteo, representando el
queso de vaca el 15,7% del total de la producciéon de los principales derivados
lacteos (nata de consumo directo, leches acidificadas, mantequilla y queso de
vaca)y el 41,6% del total de queso producido segun el tipo de leche (vaca, oveja,
cabra y mezclas). Por otro lado, el queso fresco representa el 35,2% del total de
quesos producidos segun el tipo de queso (fresco, madurado y fundido)
(MAGRAMA, 2014).

La produccion de queso se realiza de forma artesanal o industrial,
caracterizandose la produccion industrial por el uso de maquinarias y un mejor
control de los procesos productivos, estando en algunos casos casi
completamente automatizada. Sin embargo, existe un punto del proceso que
impiden esta total automatizacion como la eleccién del momento adecuado para
realizar el corte de la cuajada, una vez que ésta alcanza la dureza suficiente para
realizar esta operacion (Lyndgaard et al., 2012). En la industria quesera actual,
el corte se realiza a un tiempo fijo estandarizando la leche a un contenido
constante de proteina y grasa o se delega al juicio subjetivo del maestro quesero;
estas practicas han demostrado ser funcionales, pero no son éptimas, ya que en
el primer caso la composicion y los factores de coagulacion de la leche pueden
variar de lote a lote y el en segundo caso el proceso de seleccion del tiempo de
corte estaria supeditado a la experiencia del maestro quesero (Abdelgawad et
al., 2014).



Interés del estudio

La eleccion del momento de corte puede afectar al resto del proceso, debido a
que, si se elige un tiempo de corte anticipado, cuando la cuajada no esta lo
suficientemente firme, provocara una mayor produccion de finos y mayores
pérdidas de grasa en suero afectando al rendimiento y a la calidad del queso.
Por otro lado, un tiempo de corte demorado, cuando la dureza de la cuajada es
excesiva, provocara un incremento en el contenido de humedad de la misma
generando un aparente incremento del rendimiento y afectando a la etapa
posterior de maduracion del queso. Por tanto, existe una dureza 6ptima para el
corte en el que las caracteristicas del gel determinan un maximo rendimiento,
homogeneidad y calidad (Castillo, 2006).

Por lo descrito anteriormente, la industria quesera actual busca un método “in-
line” que permita monitorizar la coagulacion de la leche y determinar la dureza
optima de la cuajada para proceder a su corte. En las ultimas décadas se han
propuesto numerosos instrumentos basados en la medicion del cambio de
propiedades reoldgicas (gelografo, formografo, viscosimetro, reémetro, etc.). Sin
embargo, no se ha generalizado su uso pues ocasionan deformacion y ruptura
del gel en formacién (Abdelgawad et al., 2016), por lo que se han propuesto otros
métodos de medida no destructivos como los eléctricos, térmicos, ultrasonicos y
opticos (Cipolat-Gotet et al., 2012), siendo los métodos 6pticos los que estan
despertando grandes expectativas por la gran evolucién de los sistemas de fibra
Optica y de procesado automatico (Payne y Castillo, 2007). Hasta la fecha, no se
ha conseguido un sistema completamente eficaz y fiable para determinar, de
forma obijetiva, el tiempo 6ptimo de corte de la cuajada, aunque el sensor éptico
de dispersién de luz CoAgulite, que utilizaremos en este trabajo, ha demostrado
ser capaz de reproducir fielmente el tiempo de corte establecido por el maestro
quesero (Arango et al., 2015). Sin embargo, un nuevo método de predicciéon
basado en algoritmos que traducen la sefial éptica del sensor CoAguLite en
medidas de modulo elastico del gel (Pa) y que ha sido desarrollado por la UAB y
patentado recientemente, permite por primera vez utilizar un sistema contrastado
y no destructivo de monitorizacion de la coagulacion para la determinacion de la
dureza del gel en tiempo real, lo que permitira al productor cortar el gel al

alcanzar la dureza deseada sin necesidad de intervenciéon humana.
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Capitulo Il. Revisién bibliografica
2.1 Caracteristicas de la leche para la elaboracién de queso

La elaboracion del queso data de hace muchos siglos, encontrandose restos de
este producto en ceramicas hacia el afio 6000 A.C. Las formas de elaboracion
han evolucionado a tal punto que ahora existen mas de 2000 variedades de
queso en todo el mundo (Tunick, 2014). Este producto puede ser obtenido por
un proceso de coagulacién de la leche utilizando enzimas proteoliticas
provenientes de los estbmagos de rumiantes y también de vegetales como las
flores de cardo o el latex de la higuera entre otros, que también puede ser
acompanado por acidificacion provocada por bacterias lacticas (Walstra et al.,
2006). A continuacion, se describira tanto la composicién quimica de la leche
utilizada para la elaboraciéon de queso, como la estructura basica de la micela de
caseina por su implicacién funcional en la evolucion de la coagulacion enzimatica

de la leche.
2.1.1 Composicion quimica

Los quesos se pueden elaborar a partir de diferentes tipos de leche ya sea de
vaca, oveja o cabra, teniendo la leche de oveja mayor contenido en sdlidos y
caseina. Por otro lado, a la leche de cabra se le han atribuido algunos beneficios
terapéuticos en los ultimos afnos por un menor contenido de caseina y lactosa
(Fox et al., 2015). Sin embargo debido a la falta de un suministro regular durante
todo el afio a las plantas de procesado, se prefiere la leche de vaca para la
elaboracién de quesos (Temizkan et al., 2014). La Tabla 1 muestra la
composicion media de las leches de las diferentes especies productoras. La
caseina, que es el principal tipo de proteina en la leche, forma la estructura del
queso que atrapa la grasa, la cual contribuye a la textura y flavor de los quesos.
Por otro lado, la lactosa, que es el carbohidrato de la leche, sera importante
durante la etapa de maduracién formando acido lactico. Ademas de las
diferencias entre especies, la composicion de la leche de una especie en
particular variara también con la individualidad del animal, raza, estado
nutricional, estado de lactancia, edad, intervalo entre ordefios, salud (mastitis y

otras enfermedades) y la etapa de lactancia (McSweeney, 2007).
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Tabla 1. Composiciones tipicas (%) de las leches de las principales especies lecheras

Especie Sélidos Grasa Proteina Lactosa Cenizas
totales

Vaca 12,7 3,7 3,4 4,8 0,7

Cabra 12,3 4,5 29 4.1 0,8

Oveja 19,3 7.4 45 4.8 1,0

Bufala 16,0 3,7 6,9 5,2 0,8

Reproducido de Fox et al. (2015).
Grasa

La grasa existe en la leche natural en forma de pequefios glébulos rodeados por
proteinas de membrana y en un rango de tamanos dependiente de la raza, el
estado de lactancia y la dieta de la vaca (Walstra, 2006). La grasa en la leche
contribuye a generar sabor, aroma y cuerpo en el queso maduro. Los glébulos
de grasa quedan fisicamente atrapados en la red de proteinas creada durante la
formacion del gel. Por otro lado, los glébulos de grasa desempefian un papel de
relleno inerte al influir en las propiedades reoldgicas de la cuajada, pero no

desempenan un rol activo en la formacién de gel (Horne y Banks, 2004).
Proteinas de la micela

Las caseinas son la clase mas importante y abundante de proteinas de la leche
y se utilizan ampliamente como ingredientes alimentarios, debido principalmente
a su capacidad hidratante, emulsionante, espumante, gelificante y espesante. En
la leche, las caseinas estan agrupadas en estructuras esféricas denominadas
micelas. Las micelas contienen as1-, Os2-, B- y K-caseina, en proporciones de
~4,3: 1: 4,4: 1,6 en peso respectivamente para leche de vaca Holstein (De Vries
et al., 2015). Las as1-, 0s2- Y B-caseinas son altamente fosforiladas y sensibles al
calcio y la k-caseina insensible al calcio. En general, se considera que la k-
caseina esta presente en la superficie de las micelas mientras asi1-, as2-, B-
caseinas constituyen el nucleo hidréfobo interior (Dalgleish y Corredig, 2012). La
estructura de la micela de caseina sera estudiada con mas detalle en la seccidn
21.2.
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Proteinas del suero

Las proteinas del suero se definen como el grupo de proteinas de la leche que
permanecen solubles en el suero de leche después de la precipitacion de la
caseina a pH 4,6 y 20 °C. Las aplicaciones mas habituales se dan en productos
de panaderia, carnes procesadas, pastas, helados, confiteria, alimentos
infantiles, productos para untar, salsas y bebidas. Las proteinas del suero se
componen de dos fracciones principales: 3-lactoglobulina (B-Lg) y a-lactolbumina
(a-La) que representan, respectivamente, 54% y 21% de la masa de proteinas
de suero. Tanto la B-Lg como la a-La son proteinas globulares que consisten
respectivamente en 162 y 123 residuos de aminoacidos (Hussain et al., 2012).

En la Tabla 2 se muestran los contenidos proteicos de algunas especies.

Tabla 2. Contenido proteico (%) en la leche de algunas especies

Especie Caseina Proteinas Total
del suero

Vaca 2,8 0,6 3,4

Cabra 2,5 0,4 2,9

Oveja 4,6 0,9 5,5

Bufala 3,8 0,9 4,7

Reproducido de Fox, et al. (2017).
Calcio

El calcio en la leche esta en equilibrio entre las fases micelar y sérica. En la fase
sérica, el calcio se encuentra principalmente libre o asociado al citrato y, en
menor grado, al fosfato inorganico, al cloruro y a la a-La. En la fase micelar, el
calcio esta presente como fosfato de calcio coloidal (CCP), unido a las micelas
de caseina (Koutina et al., 2015). Se sugiere que el CCP, de carga positiva, esta
enlazado a residuos de serina fosforilados cargados negativamente en las
micelas de caseina, neutralizando asi su carga y proporcionandole cierta

estabilidad y estructura (Horne, 2006).
2.1.2 Estructura de las micelas de caseina

Las micelas tienen un diametro que va de 100 a 300 nm, aunque algunas
particulas pueden ser tan pequefas como 50 nm en leche reconstituida a partir

de leche desnatada en polvo (Udabage et al., 2003). Recientemente, se ha
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afirmado que una poblacién de minimicelas con diametros de 20 a 40 nm,
observadas por métodos de dispersion de luz, coexiste con las particulas mas
grandes, sin embargo, estas particulas no han sido separadas y analizadas
(Muller-Buschbaum et al., 2007).

La estructura y las propiedades de las micelas de caseina se han estudiado
durante décadas. Inicialmente, se consideré que las micelas se componian de
subunidades discretas llamadas submicelas, unidas entre si por pequefios
dominios de fosfato de calcio (Schmidt, 1982). Una mejora a este modelo
menciona que los grupos fosfato estan en el interior de los nucleos hidréfobos y
que no solo estan constituidos por fosfato de calcio inorganico, sino que
contienen también fosfato organico de los residuos de SerP y probablemente
algunos residuos de acido glutamico (Walstra et al., 2006). La Figura 1 muestra

los dos modelos principales del tipo submicela.

A Nucleo hidrofdbico

Pobre en k-caseina O .C') O/O
O Rica en k-caseina O @ ¢ O

. Grupo Cas(POs)s % . ’ 'O
©00

( > Submicela

)\_ Cadena peptidica
" saliente

Fosfato calcico

50 nm

Figura 1. A) Modelo de submicela segun Schmit (1982). B) Modelo de submicela segun
Walstra et al. (1999). Reproducido de De Kruif et al. (2012).

Para estudiar la estructura de la micela de caseina se han utilizado las técnicas

de microscopia electronica de transmision (TEM) y de barrido (SEM). La
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microscopia electronica de transmisién (TEM) parecia sugerir que el interior
micelar era de una apariencia granular consistente con la presencia de
submicelas (McMahon y Oommen, 2008). Sin embargo la microscopia
electronica de cryo-transmisién (crio TEM) no mostré una estructura submicelar
(Trejo et al., 2011). Modelos recientes sugieren que las micelas se forman
mediante la agregacion de caseinas como resultado de las interacciones
caseina-caseina y fosfato de calcio coloidal (CCP) (Horne, 2014). Segun el
modelo de doble enlace de Horne (1998), ampliamente aceptado actualmente,
Os- Y B-caseina interactuan primero a través de regiones hidrofobicas entre si; a
continuacion, los restos de fosfoserina hidrofilos de as y B-caseinas forman
grupos de fosfoserina, estabilizados mediante la incorporacion de fosfato de
calcio coloidal (CCP). El crecimiento de la micela se termina por la glicoproteina
K-caseina situada en la superficie de las micelas ya sea como una capa pilosa o
en forma de cepillo (Dalgleish y Corredig, 2012). La Figura 2 muestra la
morfologia y tamafio de las micelas de caseina utilizando las técnicas crio-TEM
y SEM, asi como su posible configuracion tedrica siguiendo el modelo de Horne
(1998).

Figura 2. A) crio-TEM de micelas de caseina. Reproducido de Corredig y Salvatore
(2016). B) SEM de micelas de caseina. Reproducido de Dalgleish y Corredig (2012). C)
Modelo de doble enlace de Horne (1998). Reproducido de Fox et al. (2015).

7
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Aunque la naturaleza exacta de la micela de caseina sigue siendo controvertida,
todos los modelos estan de acuerdo en que el CCP juega un papel critico en la
formacion y la estabilidad micelar (Choi et al., 2011). Por ahora la mayoria de los
investigadores estan usando el modelo de doble enlace de Horne (1998) como

el enfoque mas realista (Lucey, 2016).

Por otro lado McMahon y Oommen (2008) y Trejo et al. (2011), observaron
mediante TEM y cryo-TEM respectivamente, estructuras que interpretaron como
canales de agua de distribucién irregular. Se ha sugerido que los canales de
agua dentro de la micela pueden estabilizarse mediante la interaccion de
moléculas de [(-caseina con las porciones hidrofobas de los nanogrupos
(nanocluster de fosfato de calcio coloidal) (Dalgleish, 2011). Se sabe que la
micela es, en cierta medida, porosa dado que la B-caseina puede salir de la
micela y volver a entrar durante el enfriamiento y el recalentamiento
respectivamente. Asi mismo, grandes moléculas pueden penetrar en la micela
(Le Feunteun y Mariette, 2007). La Figura 3 muestra una reconstruccion
tomografica de fotografias por cryo-TEM de una micela de caseina, en donde se

pueden observar poros y canales internos (Trejo et al., 2011).

Figura 3. Representacion del tomograma de la micela nativa de caseina, mostrada en
5 angulos. La superficie azul muestra nanoagregados de proteina, mientras que la
superficie rosa los nanogrupos de fosfato de calcio coloidal. Reproducido de Trejo et al.
(2011).
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Una interpretacion mas reciente del perfil SAXS (dispersion de rayos X de angulo
pequefio) ha sido propuesta por Bouchoux et al. (2010), a partir de estudios
sobre la dispersion de micelas que se concentran y deshidratan progresivamente
por estrés osmético, donde se afirma que la micela contiene regiones duras de
fosfato de proteina/calcio dentro de una estructura de tipo esponja altamente
hidratada.

Las micelas en la leche se mantienen separadas una de otras debido a que las
partes de la molécula de k-caseina que sobresalen de la micela estan cargadas
negativamente, ejerciendo un efecto de repulsion entre ellas (Huppertz, 2013).

La Figura 4 esquematiza el efecto de repulsion entre dos micelas de caseina.

Figura 4. Imagen hipotética de las interacciones entre dos micelas de caseina. (A)
Capas pilosas superpuestas y cargas electrostaticas. Reproducido de Walstra et al.
(2006).

2.2 Etapas de elaboraciéon de queso

Para la elaboracién de queso se aplican diversas operaciones que varian
ampliamente en todo el mundo e incluso dentro de cada pais y entre las plantas
queseras; esta variacion también se da en funcién del tipo de queso a producir,
por lo cual describiremos brevemente las operaciones que comunmente se
utilizan en las instalaciones de elaboracion de quesos (Figura 5), centrandonos
especialmente en las operaciones de coagulacion y corte de cuajada (secciones
2.3a25).
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Figura 5. Diagrama de flujo de la elaboracién de queso.

Entre los tratamientos anteriores a la coagulacién tenemos el filtrado que se
realiza utilizando filtros de malla inoxidable, que tiene por finalidad quitar
particulas extrafias incorporadas durante el ordefio (Johnson, 2011). Otra
operacion que comunmente se realiza es la estandarizacion del contenido de
grasa y proteina de la leche; este procedimiento permite una normalizacion de la
produccion y mejora aun mas la calidad bacteriana al someter a la crema a

pasteurizacion (Walstra et al., 2006).

Otra operacién importante es la pasteurizacién de la leche para queso la cual
emplea una combinacion minima de tiempo y temperatura necesaria para matar
a Mycobacterium tuberculosis (Fox et al.,, 2017). Inicialmente se utilizé la
pasteurizacion discontinua (tiempo de baja temperatura a largo plazo, LTLT; 63-
65 °C por 30 min), pero se reemplazé por pasteurizacion continua de tiempo
corto (HTST) (72 °C por 15 s) cuando los intercambiadores de calor de placas se
introdujeron en los anos treinta (Westhoff, 1978). Pearce et al. (2012)

demostraron que la mayor parte de las bacterias encontradas en la leche cruda
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son labiles al calor y mueren por pasteurizacion a 72 °C durante 15 s. A la
mayoria de la leche para la elaboracion de queso se le da este tratamiento
térmico; sin embargo, algunas empresas pueden adoptar temperaturas mas
altas, p. ej. 73—78 °C por 20-30 s, como una medida de seguridad para reducir
cualquier riesgo adicional de supervivencia de Mycobacterium avium ssp.

paratuberculosis (Egger et al., 2016).

Los tratamientos térmicos tienen efectos adversos sobre el tiempo de gelificacion
y un efecto positivo en el rendimiento quesero debido a un mayor contenido de
humedad y la recuperacion mas eficaz de proteinas de suero (Wang et al., 2012).
Las proteinas del suero se desnaturalizan con la pasteurizacion, a temperaturas
> 65 °C. Su sensibilidad al calor sigue el siguiente orden: a-La < -Lg < albumina
sérica bovina (BSA) < inmunoglobulinas (lgs) (Sakkas et al., 2014). Una vez
desnaturalizadas, las proteinas del suero pueden reaccionar con la caseina de
las micelas. La interaccién implica reacciones de intercambio de enlaces tiol-
disulfuro entre los tioles libres de las proteinas de suero desnaturalizadas
(particularmente B-Lg) y los enlaces disulfuro de la k-caseina. Como los enlaces
disulfuro de la k-caseina se encuentran en la regidn para-k-caseina, las proteinas
de suero desnaturalizadas permaneceran con la para-k-caseina (micelas)
después de la hidrdlisis de la k-caseina por quimosina. (Anema et al., 2007). Se
ha estudiado el efecto del pH en la asociaciéon de proteinas de suero
desnaturalizadas a las micelas de caseina durante el tratamiento térmico a 90
°C de leche en polvo reconstituida (Figura 6) y se ha determinado que a pH
natural de la leche (6,7) existe cerca de 35% de proteina sérica asociada
mientras que a 6,5 existe alrededor de 71% asociada (Anema, 2008). Por lo
tanto, el tratamiento térmico de la leche antes de la elaboracion del queso es de
interés considerable, ya que parece tener el potencial para aumentar
sustancialmente el rendimiento mediante la incorporacion de las proteinas de
suero en la cuajada de queso (Taterka y Castillo, 2015, 2018). Sin embargo este
tratamiento debe ser controlado porque puede llegar a inhibir considerablemente
la gelificacion de la leche a su pH natural, si esta se calienta a mas de 90 °C

durante un tiempo superior a 10 min (Sandra y Dalgleish, 2007).
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Figura 6. Porcentaje de proteina en suero: sérica (simbolos sélidos) y k-caseina
(simbolos vacios), en muestras de leche calentadas durante 15 min a diferentes
temperaturas. Las muestras de leche se ajustaron a pH 6,5 (e,0), pH 6,7 (A ,A) y pH 6,9
(m,0) antes de calentar. Las barras de error representan las desviaciones estandar de
las mediciones triplicadas. Reproducido de Anema (2008).

Otras operaciones poco frecuentes son la homogeneizacion y la concentraciéon
de proteina por ultrafiltracion. La homogeneizacion es empleada por algunos
fabricantes para la elaboracion de quesos azules, feta y crema, ya que provoca
un mayor grado de lipdlisis, una mayor recuperacion de grasa y un mayor
contenido de humedad, lo que les confiere un color mas blanco, un olor
caracteristico y una mayor cremosidad (Tunick, 2014). También ha sido utilizada
por algunos fabricantes de variedades de queso de bajo contenido en grasa
(Johnson, 2011). Por otro lado, se emplea la ultrafiltracién (UF) para concentrar
la leche desnatada antes de coagularla. Esta técnica permite la incorporacion de
una mayor cantidad de proteinas de suero nativas en la cuajada, debido al
drenaje de suero de leche. Sin embargo, durante el proceso de concentracion de
la leche por UF, el tamafo de las micelas disminuye y, posiblemente, hay un
reordenamiento mediante enlaces hidrofobos, hacia una estructura mas
compacta. Eso puede conducir a cambios fisico-quimicos durante la adicion de
cuajo, lo que resulta en un aumento en la firmeza de la cuajada (Catarino et al.,
2013).
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Se pueden hacer otros tratamientos a la leche como: bactofugado, adicién de
NaCl (en caso de algunos quesos frescos) y adicion de CaCl. para que exista
suficiente Ca*? disponible para la formacion de la cuajada, adicidén de cultivos
iniciadores y adicion de KNO3 para controlar el crecimiento de bacterias butiricas

y coliformes (Guamis y Trujillo, 2014; Verruck et al., 2015).

2.3 Coagulaciéon enzimatica

La coagulacion de la leche puede realizarse por via enzimatica o acida. La
coagulacion enzimatica de la leche es el proceso en el que la leche liquida se
transforma en un coagulo semisélido viscoelastico por la aplicacion de enzimas
especificas llamadas genéricamente quimosinas. Estas enzimas actuan sobre la
K-caseina de la leche, fragmentando parcialmente estas moléculas (Budelli et al.,
2014). Tradicionalmente, la formacion de la cuajada es causada por la adicion
de un extracto del abomaso de los terneros lactantes. Sin embargo, en la zona
del Mediterraneo también se utiliza cuajo en pasta de pequefios rumiantes
(corderos o cabritos) para producir quesos. En este caso, los quesos se
caracterizan por un complejo perfil de flavor debido a una mayor presencia en
los extractos de lipasas gastricas y pre-gastricas. Los extractos de cuajo animal
se componen principalmente de tres enzimas, que pertenece a la familia de las
aspartico proteasas: quimosina, la pepsina A, y gastricsina. Las dos primeras
enzimas son mayoritarias frente a la gastricsina, cuya actividad hidrolitica sobre
las caseinas no ha sido excesivamente estudiada. La proporcion de estas
enzimas depende del régimen de alimentacion y, especialmente, de la edad del
animal al sacrificio. En particular, la proporcion de pepsina aumenta en el ganado

adulto, mientras que la quimosina esta reducida (Corredig y Salvatore, 2016).

La enzima mas utilizada para la coagulacion de la leche es la quimosina, pues a
diferencia de la pepsina Ay gastricsina, esta tiene accion especifica escindiendo
la k-caseina en el enlace peptidico Phe105-Met106, produciendo para-k-caseina
hidréfoba y un macropéptido de caseina hidréfilo (Jaros et al., 2008). La Figura
7 representa la interaccion de la quimosina con la k-caseina. La quimosina es un
polipéptido de cadena unica que contiene aproximadamente 323 residuos de
aminoacidos con una masa molecular de 35.600 Da. La molécula dispone de dos
dominios separados por la hendidura del sitio activo en la que estan localizados

los dos residuos de aspartilo cataliticamente activos (Ansari et al., 2016).
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Figura 7. El complejo de quimosina-k-caseina después de 17 ns de simulacién de
dinamica molecular. Reproducido de Palmer et al. (2010).

Existen otras fuentes de enzimas para la elaboracion de queso como la
encontrada en la planta de cardo (Cynara cardunculus), que se utilizan como un
coagulante de la leche para la fabricacion de determinadas variedades de
quesos tradicionales. Estos extractos contienen aspartico proteasas que poseen
especificidad similar a la quimosina (escindiendo k-caseina en el enlace
peptidico Phe105-Met106) y menos especifica, similar a la pepsina que produce
una extensa degradacion de la red de caseina, haciendo que el queso resultante
tenga una textura suave y cremosa (Chen et al., 2003). Shah y Mir (2014)
realizaron una revision de las enzimas de origen vegetal que se han estudiado

para la coagulacion de la leche.

Las enzimas producidas por hongos tienen la ventaja de que sus enzimas
extracelulares se recuperan facilmente en los procesos de fermentacion.
Enzimas de coagulacién de leche de Rhizomucor miehei, Rhizomucor pusilus,
Aspergillus oryzae y Endothia parasitica ya se utilizan comercialmente (Alecrim
et al., 2015). Los avances en la tecnologia de separacion y purificacion son
responsables de una mejora significativa de estas enzimas. Estas enzimas, sin
embargo, difieren en la estructura molecular y en la actividad proteolitica; y

todavia hay informes de que el rendimiento y la calidad del queso se ven
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afectados negativamente debido a una mayor actividad proteolitica (Jaros et al.,
2008; Jacob et al., 2011).

La quimosina recombinante a partir de diferentes fuentes tales como vaca, bufalo
y, mas recientemente, de cabra han sido explorados como alternativas
adecuadas para el cuajo extraido del estbmago de rumiantes. Entre ellas, la
quimosina de cabra se ha defendido como un excelente sustituto de la quimosina
bovina debido a sus mejores propiedades de eficiencia hidrolitica y a una mayor
estabilidad térmica. Esto ultimo tiene una ventaja anadida durante la produccién
de queso de alta temperatura, que utiliza bacterias termodfilas tales como
Streptococcus thermophilus. Esta enzima ha sido expresada en Escherichia coli

y Pichia pastori (Tyagi et al., 2016).

La actividad coagulante de la quimosina se ha medido en varias unidades como
las unidades Soxhelt (SU), las unidades de renina (RU) y las unidades
internacionales de coagulacion de la leche (IMCU), siendo esta ultima la mas
usada, para lo cual la leche debe estar a una temperatura de 32°C y a un pH de
6.5 (Tabayehnejad et al., 2012). La Norma IDF 157A: Norma de 1997 para la
determinacién de los coagulantes bovinos y la quimosina producida por
fermentacion y revisada posteriormente (IDF Standard 157: 2007 / ISO 11815)

explica todos los por menores para realizar el ensayo (Fox et al., 2017).
2.4 Fases de formacion de la cuajada

La transformacion de la leche desde el estado liquido a gel tras la adicion de la
quimosina suele ser dividida en dos fases superpuestas: la fase enzimatica y la
fase de agregacion (Gaygadzhiev et al., 2012). El endurecimiento se suele
considerar como una continuacion de la fase secundaria (agregacion), pero
requiere un enfoque e instrumentacion diferentes para su estudio. Es el aspecto
mas complejo y, actualmente, menos conocido de la coagulacion enzimatica de
la leche. Varios instrumentos estan disponibles para estudiar las propiedades
reoldgicas del gel y existe un interés particular en el desarrollo de métodos que
pueden usarse para estudiar / cuantificar la gelificacion en la cuba de queso (Fox

et al., 2017). La Figura 8 esquematiza el proceso de coagulacion de la leche.
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Figura 8. Proceso de coagulacion de la leche. Reproducido de Lucey (2011).

Payne y Castillo (2007), que estudiaron la coagulacién de leche de cabra
utilizando un sensor de dispersion de luz NIR, describieron tres periodos que se
solapan durante este proceso (Figura 9): A) el periodo correspondiente a la fase
de hidrdlisis enzimatica que va desde la adicibn de la enzima hasta
aproximadamente el punto de inflexion de la ratio de reflectancia (R) o tiempo
correspondiente al maximo de la primera derivada de R (tmax), B) el periodo
sigmoidal correspondiente a la fase de agregacién de las micelas que va desde
tmax hasta aproximadamente un valor de G’ = 1 Pa medido con un reémetro y C)
el periodo asintético correspondiente a la fase de endurecimiento que comienza
desde que G’ = 1 Pa, hasta que se alcanza el punto 6ptimo de corte de la
cuajada. Harboe et al. (2010) y Fox et al. (2017) también describen diferencias
entre estas tres fases, pero desde el punto de vista de cambios de viscosidad y
parametros de reologia. Segun lo descrito anteriormente desarrollaremos las
etapas de coagulaciéon de la leche en base a este ultimo enfoque ya que se

adecua mas a los propdsitos de nuestro estudio.
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Figura 9. Curvas de coagulacién de leche entera pasteurizada. R es la ratio de
reflectancia, R’ y R” son la primera y segunda derivada de R respectivamente.

2.4.1 Fase de hidrodlisis enzimatica

En esta primera fase de la coagulacion predomina el proceso enzimatico en el
que la quimosina hidroliza la k-caseina, formando dos péptidos como productos
de reaccion. Un péptido, el extremo NHo-terminal o para-k-caseina, permanece
asociado con la micela de caseina, mientras que el péptido COOH-terminal, el
caseinmacropéptido (CMP), se libera en la fase de suero, ocasionando la

desestabilizacion de las micelas de caseina (Anema et al., 2007).

Usando dispersion de luz dinamica sobre muestras de leche descremada diluida
se ha determinado que durante la etapa de hidrdlisis de la caseina se produce
una reduccion del diametro de las micelas de caseina, como se muestra en la
Figura 10 debido a la liberacion de CMP al suero. Esta reaccion produce una
disminucién de la viscosidad de la leche. Sin embargo, esta disminucién no es
evidente cuando la adicion de cuajo se produce a un pH mas bajo que el pH
natural de la leche, p. €j., a pH 6,2 (Gaygadzhiev et al., 2012; Corredig vy
Salvatore, 2016).
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Figura 10. Cambio en el diametro aparente de las micelas de caseina en funcién del
tiempo, medida por dispersion de luz dindamica. La fase correspondiente a la eliminacion
de la capa pilosa de k-caseina se indica con la flecha. Reproducido de Gaygadzhiev et
al. (2012).

La reaccion enzimatica en la leche parece obedecer a una cinética de primer
orden. La protedlisis de la k-caseina se describe habitualmente por cinética

estandar de Michaelis — Menten, cuya forma integrada esta representada por la

ecuacion 1.
So
[So] — 5] [ing]
<Of = Vinax — Km ¢ (D
donde:
[S] : concentracidn de sustrato a tiempo t

[So] :concentracion inicial de sustrato
Vmax : velociad maxima de protedlisis a una concentracion de sustrato infinita
Kwm : constante de disociacion del complejo enzima-sustrato, o constante de

Michaelis — Menten.

Los valores mas bajos de Kv suelen estar asociados con sistemas enzimaticos
mas activos (Hyslop, 2003). Para la hidrdlisis de k-caseina bovina se han
determinado valores de Kv de 0,29 y 0,21 mM para la quimosina de camella y
de vaca respectivamente (Mgller et al., 2012). Se han obtenido diferentes

resultados de Km con k-caseina purificada, probablemente debido a una
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accesibilidad mas facil de la enzima a un sustrato soluble de k-caseina (Lucey,
2011).

La fase de hidrdlisis puede monitorizarse midiendo la formacion de para-k-
caseina o el CMP. La para-k-caseina puede medirse mediante electroforesis en
gel de SDS-poliacrilamida (PAGE), que es lenta y engorrosa, o por cromatografia

liquida de alto rendimiento (HPLC) de intercambio ionico (Fox et al., 2017).

El CMP es soluble en TCA (2-12% dependiendo de su contenido en
carbohidratos) y puede ser cuantificada por el método de Kjeldahl o mas
especificamente determinando la concentracion de acido N-acetil neuraminico o
por RP-HPLC. La actividad coagulante de los cuajos puede determinarse
facilmente usando sustratos de péptidos cromogénicos, algunos de los cuales
estan disponibles, p. ej., el hexapéptido Pro.Thr.Glu.Phe(NO2).Phe.Arg.Leu
(Hurley et al., 1999).

2.4.2 Fase de agregacion

La segunda fase consiste en la agregacién de micelas, que ocurre cuando existe
suficiente k-caseina hidrolizada —65-90% segun Sinaga et al. (2016)— y si la
actividad de iones de calcio y temperatura son adecuadas (Koutina et al., 2015).
Inicialmente se forman pequenos agregados en forma de cadenas (Figura 11),
en lugar de grumos (Fox et al., 2017). Esto podria explicarse por el modelo
geométrico descrito por Dalgleish y Holt (1988), quienes plantean que dos
micelas de caseina hidrolizadas solo se agregaran si tiene huecos
suficientemente amplios en su superficie formados por k-caseina hidrolizada y si
colisionan en la orientacién apropiada. No se conocen los sitios implicados en el
proceso de agregacion. El enlace inter-particula podria ser a través de puentes
de calcio y/o interacciones hidrofébicas (Fox et al., 2017). La modificacion de los
residuos de histidilo, lisilo y arginilo en la k-caseina inhibe la fase secundaria de
la coagulacion, lo que sugiere que un grupo cargado positivamente sobre la para-
K-caseina interactua electrostaticamente con sitios negativos no identificados. En
las micelas nativas, este sitio positivo puede estar enmascarado o cubierto por
el segmento macropeptidico de la k-caseina, pero se vuelve expuesto y reactivo
cuando se libera este péptido (Hill, 1970). También se han demostrado cambios

en la hidrofobicidad superficial de las micelas de caseina durante la formacion
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de la cuajada a través de cambios en la union del marcador fluorescente 8-anilino

naftaleno-1-sulfonato (Peri et al., 1990; lametti et al., 1993).
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Figura 11. Liberacién de macropeptidos (e) y cambios en la viscosidad relativa (m)
durante el curso de la coagulacién del cuajo. Adaptado de Fox et al. (2017).

La agregacion, se debe en parte a la atraccion de van der Waals, pero esta
atraccion es en si misma insuficiente. La actividad necesaria de Ca?* ya apunta
a esto. Presumiblemente, el efecto de los iones Ca?' es doble. Primero,
disminuyen la repulsion electrostatica neutralizando cargas negativas en las
micelas. En el intervalo de pH en cuestion, los iones Ca?" actian mas
eficazmente que los iones H*. En segundo lugar, los iones Ca?* pueden hacer
puentes (enlaces salinos) entre sitios negativos sobre las micelas de
paracaseina. También puede observarse que la reduccion del pH de la leche
aumenta considerablemente la actividad de Ca?* (Walstra et al., 2006). La Figura
12 muestra el porcentaje de CMP liberado en funcién del tiempo a diferentes
pHs. Aqui podemos observar que a medida que el pH disminuye se necesita
menos tiempo para liberar la cantidad de CMP necesario para causar la

agregacion de las micelas (Corredig y Salvatore, 2016).
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Figura 12. Liberacion de caseinmacropeptideo durante la coagulacién de la leche a
diferentes valores de pH. Reproducido de Corredig y Salvatore (2016).

El tiempo de coagulacién de Berridge o tiempo de coagulacion visual es el tiempo
donde se visualizan los primeros fléculos de caseina hidrolizada en las paredes
de un tubo de vidrio (Klandar et al., 2007). La reaccidén enzimatica primaria se ha
completado en ~85% a un tiempo equivalente al 60% del tiempo de coagulacion
visual. Entre el 60 y el 80% del tiempo de coagulacion visual, las micelas
alteradas por el cuajo comienzan a agregarse de manera constante (Fox et al.,
2017). Castillo et al. (2000), coagulando leche de cabra, encontraron que el inicio
de la fase de agregacion se podria determinar objetivamente utilizando un sensor
de dispersion de luz NIR, sefialando como inicio de la agregacion el punto de
inflexiéon del ratio de reflectancia, R, (Figura 9), el cual correspondié a un 88%
del tiempo de coagulacion de Berridge. Tabayehnejad et al. (2012), trabajando
con leche en polvo descremada low heat y con la misma metodologia,
encontraron que el inicio de la agregacién ocurre a un 84% del tiempo de
coagulacion de Berridge, confirmando dos hechos ineludibles: que la deteccion
de un punto de agregacion esta determinada por la sensibilidad de la técnica de
medicion a la presencia de los agregados y también que los dos procesos,
protedlisis y posterior agregacion, se superponen en el tiempo (Horne, 2004).
Por lo tanto, se propuso el valor de tmax como un valor objetivo de tiempo de inicio

de la agregacion (Castillo et al., 2003a; Tabayehnejad et al., 2012).
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Se han hecho muchos intentos para modelizar las reacciones de hidrdlisis y
agregacion; uno de los primeros fue el de Holter (1932) quién considero la
duracion de la fase de hidrdlisis (tn) y el tiempo de agregacion (ta), definiendo el
tiempo de coagulacion como tc = th + ta. Posteriormente, Foltmann (1959) propuso

la siguiente ecuacion para tc:

C
= — 2
donde:
tc : tiempo de coagulacién
Eo : concentracion de la enzima
C : constante

Esta relacion es puramente empirica, pero es una relacién importante que debe
ser satisfecha por cualquier modelo mecanicista mas descriptivo, aunque soélo
sea sobre un rango restringido de concentracién de enzima y valores de tc. Sin
embargo, la ecuacion supone que no hay superposicion entre la protedlisis y la

fase de agregacion (Foltmann, 1971).

Payes (1976) y Payens et al. (1977) propusieron un modelo para la agregacion
sobre la base de la cinetica de Michaelis — Menten para la hidrdlisis y una
cinética de agregacién de Smoluchoski. Consideraron que las micelas se
agregaban en proporcion exacta a la cantidad de k-caseina escindida. Asi, en
las primeras etapas de la reaccion, la protedlisis s6lo puede haber creado
pequefas concentraciones de micelas que pueden agregar. Por lo tanto, habra
un periodo de retraso durante el cual no se observara un gran efecto de la enzima
sobre el tamafio medio de particula. Este modelo describid bien la cinética de la
coagulacién de la k-caseina aislada tratada con pepsina (Dalgleish, 1993). El
problema principal con el modelo fue que, para describir la coagulacién de la
leche, la constante de velocidad para la floculacion (ks) de las micelas
hidrolizadas encontrada experimentalmente fue muy baja (5x10° mL mol' s™")
comparada con la tasa controlada por difusion (6.6x10'?> mL mol's™') (Dalgleish
et al., 1981; Dalgleish, 1983; Brinkhuis y Payens, 1984; Hyslop, 2003).

Dalgleish (1980) propuso el modelo de funcidén escalonada, utilizando una

distribucion binomial. Este modelo se basa en la idea de que la enzima actuaria
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sobre la superficie de la micela de forma aleatoria y que un nivel critico de
protedlisis se debe alcanzar antes de que la agregacion sea posible; menciona
que las fases de hidrdlisis y agregacion se puede modelar teniendo en cuenta
que se necesita que alrededor del 97% de la k-caseina en una micela sea

hidrolizada para que pueda participar en la agregacion.

El modelo de barrera de energia propuesto por Darling y Van Hooydonk (1981)
se basa en la idea de que una barrera de energia se reduce gradualmente debido
a la protedlisis, o que conduce a una probabilidad creciente de colision en la
reaccion de agregacion. Este modelo de barrera de energia ha sido probado
extensamente (Horne y Bank, 2004). En este modelo la constante de velocidad

de agregacion ki es dependiente del tiempo.

Hyslop (1993) y Hyslop y Quvist (1996) propusieron el modelo de funcionalidad,
el cual se basa en que la eliminacion continua de CMP conduciria a multiples
huecos sobre la superficie de la micela y que, por tanto, la constante de velocidad
de agregacion kij deberia ser una funcion del numero de sitios reactivos libres
sobre las particulas de agregacion, lo que llevdo a tener las condiciones
necesarias para un modelo polifuncional del tipo Flory-Stockmayer (Stockmayer,
1943):

ki = K[4+2(f = 2)(i +)) + (f— 2)2ij] (3)
donde:
K : factor de proporcionalidad
f : numero de sitios funcionales (funcionalidad)
ij : numero de particulas de tipo i,

Sif=1, soélo es posible la formacion de dimeros, mientras que si f = 2, el modelo
predice polimeros lineales y si f > 2, se produce la ramificacion de la cadena y
es posible la gelificacion. Al principio, a tiempo t = 0, f = 0, las micelas no tienen
reactividad o inclinacion para agregarse (Horne y Bank, 2004). Sin embargo, Fox
et al. (2017) menciona que la velocidad de agregacion no es consistente con un
modelo de proceso de ramificacion ya que la funcionalidad micelar es 1,8,
mientras que se requiere una funcionalidad media mayor que 2 para la formacion

de la red.
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Las reacciones que conducen hasta la agregacién de las micelas hidrolizadas
también se han estudiado usando la teoria de esfera dura adhesiva (AHS),
propuesta por De Kruif (1992, 1999). La teoria ha estimado con éxito los cambios
de viscosidad hasta el punto donde ocurre la agregacion (Lucey, 2011). En lugar
de atribuir el aumento de viscosidad a la formacion de agregados, De Kruif
propuso un mecanismo diferente basado en el tratamiento de las micelas de
caseina como esferas rigidas estéricamente estabilizadas que se vuelven
pegajosas, o adhesivas, a medida que la k-caseina esta siendo proteolizada, y

describe la viscosidad relativa de la leche descremada como:
1.9
n, = 14250+ (59 + T) P2 (4)

donde @ es la fraccion de volumen micelar y T un parametro de pegajosidad
relacionado con la profundidad (¢) de un potencial atractivo creado cuando las

pilosidades de la k-caseina se proteolizan.

Tras la adicién de quimosina a la leche, hay una disminucién inicial en la
viscosidad que supera un minimo antes de aumentar bruscamente a medida que
progresa la coagulacién (Figura 13). Por tanto los viscosimetros rotacionales
proporcionan informacién limitada acerca de la coagulacion, ya que la viscosidad
de la leche cuajada tiende hacia el infinito al tiempo de coagulaciéon visual
(Castillo, 2006).

La disminucion inicial en la viscosidad surge debido a la disminucién en la
fraccion volumétrica hidrodinamica, ®, cuando la capa pilosa de k-caseina se
hidroliza. Esta disminucion en el tamafo hidrodinamico se ha medido
experimentalmente usando técnicas dinamicas de dispersion de luz en
suspensiones micelares diluidas (Walstra et al., 1981) y concentradas (Horne y
Davidson, 1993). Posteriormente, la viscosidad comienza a aumentar debido a
la agregacion y la formacion de la red. Una desventaja importante del modelo de
esfera adhesiva es que su dependencia del tiempo se relaciona mayormente con
la reaccion de protedlisis, lo que limita su uso a etapas preliminares de
agregacion y no puede aportar informacion sobre la cinética completa de
agregacion y formacioén de gel, eventos altamente significativos en la definicidon

de las propiedades del gel (Horne y Bank, 2004).
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Figura 13. Viscosidad relativa de leche descremada durante el proceso de coagulacion.
La linea dibujada representa el calculo tedrico en el que las micelas se consideran
esferas duras adhesivas. Adaptado de De Kruif (1999).

Bremer et al. (1989) y Bremer et al. (1993) aplicaron la teoria de agregacion de
fractales a la floculacion de particulas de caseina. Los agregados se pueden
considerar como fractales si su estructura geométrica es similar cuando se ve
sobre un rango razonablemente grande de escalas. Si la agregacién se produce
en las mismas condiciones, mientras que el numero de particulas en un
agregado se incrementa con el tiempo, se obtiene una relacion entre el tamafio

de un agregado y el numero de particulas, Np, que contiene:

D

R
N, o (5) (5)
donde:
R : radio del floculo
a : radio de la particula primaria
D : dimensioén fractal

Suponiendo una esfera de radio R que contiene Ns particulas estrechamente
empaquetadas, se obtiene la fraccion volumétrica de las particulas en un

agregado fractal, ga, dada por:
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D-3
o=x(3)  ®
Ny a

dado que invariablemente D < 3 (en el espacio tridimensional), esto significa que
la fraccion de volumen de particulas @a disminuira con valores crecientes de R;
es decir, a medida que crece el grupo (Walstra, 2003). A un cierto radio Rq, @a
sera igual a la fraccion volumétrica de particulas en el sistema ¢ y todos los
agregados se tocaran, formando una red continua de gel (Lucey, 2011). Bremer
et al.(1989) definen el punto de gel por este evento, lo que implica que todas las
particulas presentes en el sistema se incorporan en los agregados. La verdadera
cuestién es si esto se puede equiparar al punto de gel reolégico reconocido
experimentalmente, pero esta parece ser la suposicién hecha (Horne y Bank,
2004).

La imagen de la red es entonces similar a la representada en la Figura 14, y en
el punto de gel la fraccién volumétrica obtenida es nuevamente la que habia

originalmente en la suspension, @.

Figura 14.La formacion de un gel débil en el que la mayoria de las particulas estan
ligadas débilmente a la red. Los circulos mas grandes representan el concepto fractal
'blob'. Reproducido de Horne y Bank (2004).

Waltra (2003) menciona que también es posible un reordenamiento intermicelar
a medida que los agregados se forman (reordenamiento a corto plazo); las
particulas se enrollan unas sobre otras hasta que han obtenido un numero de

coordinacion mas alto, lo que implica una configuracién mas estable (Figura 15).

La dimensidn fractal puede ser obtenida de la pendiente de la grafica de log B y
log @, siendo B la permeabilidad del gel (Mellema et al., 2000). Se ha calculado

valores de 2,2 a 2,25 para geles obtenidos por coagulacion enzimatica (Walstra,
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2003). La dimensidn fractal también puede ser calculada mediante microscopia

laser de exploracion confocal (Mellema et al., 2000).

C0+0- QR
B - &

Figura 15. Reordenamiento a corto plazo. (a) Reordenamiento de particulas. (b) Grupo
fractal en dos dimensiones, donde se ha producido un reordenamiento a corto plazo.
Reproducido de Walstra (2003).

Los diversos modelos mencionados anteriormente describen esencialmente el
crecimiento en la masa molecular media del agregado micelar con el tiempo de
reaccion. La masa molecular media es facilmente medible por técnicas estaticas
de dispersién de luz (Horne y Bank, 2004). Sin embargo, debido a los problemas
encontrados con la dispersion de luz multiple, donde el foton detectado ha
encontrado mas de un dispersor en su paso a través de la suspension, estas
técnicas son aplicables solamente en suspensiones altamente diluidas (Bauer et
al., 1995) o en longitudes de trayecto muy cortas, como en las mediciones de
turbidez de Lomholt et al. (1998). Una desventaja principal de estos modelos es
que la mayoria describen la agregacion unicamente hasta el tiempo de
coagulacion visual, en gran parte debido a limitaciones relacionadas con las

técnicas experimentales.

Los posibles mecanismos de agregacion implicados en los geles de caseina, se
estan estudiando ahora usando simulaciones computacionales de dinamica
browniana. Con este tipo de enfoque, se puede estudiar el comportamiento de
agregacion de particulas que tienen diferentes tipos de enlaces y barreras
repulsivas. Esta técnica es muy util en nuestra comprension de cémo las
interacciones de las particulas influyen en las propiedades de gelificacion (Lucey,
2011).

Para determinar el tiempo de coagulacion de la leche, el método mas empleado

es el de Berridge. Se define como el tiempo de aparicion visual de floculos de
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leche cuajada en la pared de un tubo de ensayo giratorio. EI método del tiempo
de coagulacién de Berridge es algo subjetivo porque se basa en una
identificacion visual de la floculacion, lo cual condiciona la precision de esta

observacion (Tabayehnejad et al., 2012).

Para monitorizar la fase de agregacion se han empleado diversos equipos que
miden en la mayoria de los casos viscosidad, dispersién de luz y turbidez (Horne,
2004).

2.4.3 Fase de endurecimiento

Con todas las particulas (micelas) ya unidas a la red en el punto de gelificacion,
la unica manera en que la firmeza del gel puede crecer con el tiempo a partir de
entonces es a través de fusiones y reordenamientos de las particulas y grupos,
fendmeno conocido como “envejecimiento” (Mellema et al.,, 2002). Varios
estudios experimentales han considerado especificamente el efecto de
reordenamiento en el contexto de una descripcion fractal de la estructura del
agregado o del gel. Estos incluyen estudios microscépicos (Mellema et al., 2000)
y reolégicos (Bremer, 1992) sobre geles de caseina. En base a estos estudios,
Mellema et al. (2002) consider6 cuatro niveles de reordenamiento: fusién de
particulas, reordenamiento de particulas, reordenamiento de grupos y sinéresis,

siendo esta ultima consecuencia de las tres anteriores (Figura 16).

0000 oobrg F2%- B

Reordenamiento de ,
] Reordenamiento de grupos
particulas

\ ! /

Sinéresis Liquido

Gel —
Gel

Figura 16. Niveles de reordenamiento durante las fases de agregacion vy
endurecimiento. Adaptado de Horne y Bank (2004).

La fusion y el reordenamiento de particulas hacen que los agregados sean mas

densos, esto pude conducir a esfuerzos de traccion en los filamentos préximos
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a los agregados y producir su ruptura y reordenamiento, dando lugar a un
proceso de microsinéresis, expulsando el suero retenido a poros en crecimiento.
La ruptura extensiva de los filamentos en el sistema terminara por inducir la
sinéresis (Mellema et al., 2002). Se ha observado un crecimiento del valor de
permeabilidad (B) y presién de sinéresis enddgena (psyn) después de la
formacion de geles obtenidos por cuajo (Figura 17), lo que indica el crecimiento
de poros en el interior del gel durante las primeras etapas de la gelificacién. Una
vez que el gel se ha formado completamente, el valor de la presion de sinéresis
endégena (Psyn) comienza a descender producto, ya, de la sinéresis (Walstra,
2003).

Figura 17. Cambios en los geles de cuajo a diversos valores de pH (indicados) en
funcién del tiempo después de la adiciéon del cuajo, a 30°C. (A) Permeabilidad B. (b)
Presion de sinéresis endégena psyn. Reproducido de Walstra (2003).

Se han elaborado varios modelos matematicos para predecir el incremento de la
firmeza del gel con el tiempo. Asi, Scott Blair y Burnett (1958) propusieron un

modelo empirico como sigue:

G() = Gooexp< - > (7)

t—tg

Este modelo describe el aumento del médulo de cizallamiento (G) con el tiempo

mas alla del punto de gel que se produce en tg, siendo t una caracteristica
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constante de la muestra, determinada por ajuste y, G, el valor del médulo de
cizalla a t = co. Dejmek (1987) demostré que este modelo proporciona un buen
ajuste a las curvas obtenidas experimentalmente, pero tiene residuos no

aleatorios, lo que indica que la funcion puede no ser apropiada para su proposito.
Argumentando que la forma de la curva de crecimiento de G era similar a la de
las reacciones autocataliticas simples, Tuszynski (1971) propuso que la cinética
de crecimiento sea ajustada por el modelo:

G
= = kG(Geo = G) (8)

donde t* = t - tg, G~ es el valor del mddulo de cizalla a tiempo t = « y k es la
constante de velocidad para el proceso, esencialmente un parametro de ajuste.
Sin embargo, el modelo no proporciona ninguna indicacion de cdmo los cambios
en las variables de reaccion influiran en el proceso de endurecimiento del gel al
igual que el modelo de Scott Blair y Burnett. De hecho, ambos modelos
presentan un comportamiento sigmoidal. EI modelo de Tuszynski es una funcién
simétrica, que predice que la inflexion se produce cuando G = 0.5G.; sin

embargo, esto no se observa en la practica.

Douiillard (1973) propuso un modelo en el que la velocidad de cambio del médulo

de cizallamiento con el tiempo seguia una cinética de primer orden:

dG
dt*

esta ecuacion puede ser integrada para dar:

G = Gol1 — exp(—kt*)] (10)
Con la condicion inicial de que G=0en t = t,.
Tokita et al. (1982) ajustaron sus curvas de cuajado a una ecuacion de reaccion
de orden n y determinaron que la forma de primer orden, de la ecuacién de
Douiillard, dio el mejor ajuste. Ademas, demostraron que el tiempo de gelificacion,
ty, obtenido en estos estudios variaba inversamente con la concentracion de

enzima, y que el parametro de velocidad, k, seguia una dependencia de la ley

de potencia con la concentracion de enzima con un exponente de 0,8:

k = C[E]°® (11)
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Aunque se aplica ampliamente, la ecuacién de Douillard no reproduce la fase de
aceleracion inmediatamente después del punto de gel, una de las caracteristicas
mas significativas observadas experimentalmente en las curvas de
endurecimiento del gel obtenidas con redmetros modernos mas sensibles. Por

ello, Carlson et al. (1987a) propuso un modelo mas complejo dado por:

G =G, [1 _ (ﬁ) exp(—kp.t°) + (ﬁ) exp(—kl.t*)] (12)
Donde t* =t - tg, k1 es la constante de velocidad para la creacion de sitios
"activos" y kr es la constante de velocidad para la destruccion de estos sitios, a
medida que se incorporan a la red del gel. Esencialmente, el modelo prevé sitios
'activos' que se crean en micelas, que luego reaccionan entre si para formar
enlaces en la red de gel. Ambas reacciones, activacion y destruccion, se
consideran procesos de primer orden. La activacion requiere la hidrdlisis
enzimatica de la k-caseina y, por lo tanto, k1 emerge como proporcional a la

concentracion de la enzima.

Otro enfoque es la descripcion de la cinética del cambio de dispersion de luz
durante la etapa de endurecimiento del gel propuesto por Castillo et al. (2003b).

El modelo considera una reaccion de primer orden para esta etapa:

Rf=Re — (R, — Ro)e a7t (13)
donde:
Ry : ratio de reflectancia a tiempo t - to,
R : ratio de reflectanciaa t = «,
Ro : ratio de reflectancia a to,
K1 : constante de velocidad de reaccidon de primer orden,
t : tiempo después de la adicion de la enzima,
to : tiempo de inicio de la reaccion de endurecimiento igual a tomin de la

segunda derivada de la ratio de reflectancia R.

Se han utilizado diversos equipos para seguir el curso de la gelificacion como, p.
ej., el Lactodinamaografo que consiste en un péndulo o un cilindro que se sumerge
en la leche. El soporte de la muestra se hace oscilar o girar. Mientras la leche
permanece liquida, los movimientos oscilatorios no transmiten fuerza suficiente,
a través de la leche hasta el péndulo, como para producir movimiento del mismo.
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Cuando tienen lugar la coagulacion, el aumento de viscosidad crea un lastre para
el péndulo en la leche, lo que causa un movimiento sincronico del péndulo y el
coagulo, que se registra de forma continua. EI médulo de rigidez, G, se ha
aproximado a partir de la senal de este tipo de dispositivo (Bittante, 2011). La
Figura 18 muestra el registro de la sefial. El parametro k20 es el tiempo
requerido después de la coagulacion para llegar una anchura de 20 mm de la
sefal bifurcada. La velocidad de endurecimiento de la cuajada puede ser
calculada de 1/k20. El parametro a: es la firmeza de la cuajada en el momento,
t, después de la adicién de cuajo. Corresponde al ancho de traza al tiempo t. Los
valores tipicos para estos parametros para una leche pasteurizada de mediados
de la lactancia (3,3% proteina), cuajada en condiciones normales (dosificacion
de cuajo~ 16 RU/ L; pH = 6,55, temperatura = 31 °C) son: RCT = 5,5 min; k20=
11min y az = 48,5 mm (Fox et al., 2017).
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Figura 18. Traza tipica del Lactodinamografo. *, punto de adiciéon de cuajo, RCT, es el
tiempo de coagulacién y as, medida de bifurcacion 30 min después de la adicion de
cuajo. Adaptado de Fox et al. (2017).

Un aparato de diafragma oscilante accionado hidraulicamente fue desarrollado
por Vanderheiden (1976). En este aparato, una muestra de leche se coloca entre
dos diafragmas (Figura 19) y se afnade el cuajo. Un diafragma (el diafragma de
transmision) se hace vibrar mediante la aplicacion ciclica de la presién hidraulica.
Cuando la leche es liquida, el efecto de la vibracion se disipa rapidamente y no
afecta a la membrana receptora. Cuando se forma un gel, las vibraciones
emitidas por el diafragma de transmision alcanzan el diafragma de recepcion,

haciendo que vibre. Estas vibraciones se detectan y cuantifican (Fox et al., 2000).
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Figura 19.Representacion esquematica de un aparato de transmision de presion para
medir el tiempo de coagulacién de la leche y la firmeza del gel resultante. Reproducido
de Fox et al. (2000).

Posiblemente la forma mas directa para medir la formacion del gel es
monitorizando la evolucion de las propiedades reoldgicas (Horne y Bank, 2004).
Para los geles de leche es recomendable utilizar redmetros rotacionales con
sondas de tipo cilindros concéntricos ya que permiten medir propiedades
reoldgicas de materiales viscoelasticos y tener una mejor termorregulacion
(Anandha, 2014). Para estudiar la coagulacion de la leche se aplican las pruebas
de reometria de pequefia amplitud oscilatoria (SAOR) debido a que aplican
pequefias deformaciones al gel, que permiten obtener informacién sobre la

estructura de la red intacta (Tornberg, 2017).

Las propiedades reologicas que permiten caracterizar al gel son el modulo
elastico o de almacenamiento (G’), el mdédulo viscoso o de pérdida (G”) y la
tangente de pérdida (tan d) (Sanz et al., 2017). G' expresa la magnitud de la
energia almacenada en el material o que es recuperable por ciclo de
deformacion. G" es una medida de la energia que se pierde en forma de
disipacion viscosa por ciclo de deformacion (Anandha, 2014). Por lo tanto, para
un solido perfectamente elastico, toda la energia se almacena, es decir, G" es
cero. Por el contrario, para un liquido sin propiedades elasticas, toda la energia

se disipa en forma de calor, es decir, G' es cero. Por otro lado, se tiene que:
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"
Y tan$ . (14)
Un mayor valor de tané significa que, durante la deformacion del material, una
parte relativamente grande de la energia suministrada se disipa en forma de
calor y menos se almacena elasticamente, es decir el material se comporta de
una manera mas viscosa y menos elastica (Van Vliet, 2014). Ademas, la
tangente de pérdida es un indicador de la estructura de la organizacion
(interaccion molecular). Un material altamente estructurado, generalmente

presenta un bajo valor de tan & (Létang et al., 1999).

El inicio de la gelificacion se caracteriza por fuertes aumentos de G’y G” y una
disminucién de §, que disminuye abruptamente de ~80 ° en la leche a ~10 ° y
marca la transicién de un material mayormente viscoso, como la leche, a un gel

que es en gran parte elastico (Figura 20) (Fox et al., 2017).

10 M? ..-_.a;;-.'n;;'_'.-..'_-;;.;;;.;'-;;--‘i-'--;*‘
.;""";- - ,:--_..-:.;';:"'-=:=::.E======’===="
s .—=====-"- - - -1 80
10' |- ST-- ol
© el
7
o [ 7 70
- Fi
o 10° e _
4 o\/
P [¥] ¥ —
(D_ I —=— G 60 g
© : =+ G” )
LA el point = -
g 10 P -5 g8
(’;‘J i - 50 % %
[} . . v o
© iy > Leioy =i
2 . 3
o 10 o)
8 ll - 40 c
E S <
o =oisin
N©)
=102 = = 30
A &
—4 food c‘r'\ & a A P i - 20
10 ‘-,} f,‘?gt.‘::::’:l"' o2 s A h = R e &
= ) b | oy
A 1 | | | 4 I | |

500 1000 1500 2000 2500 3000 3500

Tiempo desde la adicion del cuajo (s)

Figura 20. Cambios en la viscoelasticidad y microestructura durante la gelificacion de la
leche inducida por el cuajo. Agregacion de micelas de caseina hidrolizada observada
por microfotografia confocal de barrido laser. Adaptado de Fox y Guinee (2013) y de
Gunasekaran y Mehmet (2003).
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G” y 6 son parametros utiles para monitorizar los cambios viscoelasticos en el
gel durante el endurecimiento, pero no estan directamente relacionados con la
fuerza del gel. Por el contrario, G', es una medida directa de la firmeza de la

cuajada vy, por tanto, es importante en la fabricacion de queso.

Varios parametros objetivos de la coagulacién, que son relevantes en la
elaboracién de quesos, pueden derivarse de la curva G' vs tiempo, en la

modelizacién de la curva, como se describe a continuacion (Guinee et al., 1996):

» Tiempo de gelificacion (tg), definido como el tiempo al que G' alcanza un valor
umbral, fijado arbitrariamente en 0,2 Pa. Sin embargo, autores como Arango et
al. (2013), consideran el valor de 1 Pa, mientras que otros autores consideran
que este tiempo coincide con el entrecruzamiento (crossover) de las curvas de
G y G” (tand = 1) a una frecuencia que permita estar dentro del régimen
viscoelastico lineal (Gunasekaran y Mehmet, 2003). Una preocupacion es que
en sistemas de gelificacion de baja concentracién, los modulos viscoelasticos
pueden ser demasiado bajos para dar una sefial medible mediante un reémetro
convencional. Sin embargo, este no seria el caso de fluidos como la leche. Por
tanto, es probable que el tiempo de cruce G'-G" sea cercano al tiempo de

transicion sol/gel en la leche (Anandha, 2014).

» La firmeza después de un tiempo de cuajado fijo, por ejemplo 30 6 60 min, G'3o

0 G'so.

» La velocidad maxima de endurecimiento de la cuajada, definida como la

pendiente maxima, Smax, del grafico G' vs t.

 Tiempo de corte reoldgico (tc'), es decir, tiempo entre la adicion de cuajo y el
corte de gel con una firmeza adecuada, por ejemplo, tc4o es el tiempo de corte a
40Pa.

Otras técnicas como la microscopia o6ptica, combinada con el analisis de
imagenes, se han utilizado para seguir la coagulacion de la leche. Mediante el
recuento de aglomerados proteicos y la medicion de su tamano medio, se
observo floculacién y coagulacién. El valor principal de este método es que

confirmé el mecanismo por el cual se forma un gel de leche (O’Callaghan, 2011).
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2.4.4 Factores que influyen en las diferentes fases de formacién de la

cuajada

Existen muchos factores que pueden influir en las tres fases de la coagulacion.

A continuacion, pasamos a mencionar los mas relevantes.
Temperatura de coagulacién

El efecto principal de la temperatura tiene lugar en la fase secundaria, no
enzimatica, de la coagulacion, que no ocurre a temperaturas <10 °C (Eck, 1990).
Por encima de esta temperatura, el tiempo de coagulacion disminuye hasta un
minimo amplio a 40-45 °C y luego aumenta de nuevo a medida que la enzima se
desnaturaliza (Figura 21). En la elaboracién de quesos, la coagulacion se
produce normalmente a una temperatura muy por debajo de la temperatura
optima, por ejemplo, 31°C para muchas variedades. La temperatura mas baja es
necesaria para optimizar el crecimiento de las bacterias iniciadoras mesofilicas,
que tienen una temperatura 6ptima de crecimiento de ~ 27-28 °C. Ademas, la
estructura del coagulo mejora a la temperatura de coagulacion de 31 °C, incluso

para los quesos hechos usando cultivos terméfilos (Fox et al., 2017).
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Figura 21. Cambios en el tiempo de coagulacion (e), firmeza de la cuajada (A ) medida
como porcentaje de luz transmitida relativa (RET), utilizando un gelégrafo. Las curvas
se ajustaron a partir de ecuaciones de regresion simple. Reproducido de Najera et al.
(2003).

Como se demuestra por los cambios en la absorbancia a 600 nm, la
sedimentabilidad a 5000 x g durante 1 h, la viscosidad o la dispersion de luz

inelastica, las micelas se agregan en el cuajado a 10°C, aparentemente debido
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a la hidrdlisis de la B-caseina liberada de las micelas a bajas temperaturas
(Bansal et al., 2007).

Efecto del pH

La reduccion del pH de la leche favorece la coagulacion enzimatica, debido a
tres efectos. El primero es que el pH 6ptimo para la accidén del cuajo en la leche
es ~6,0 a 4 a la temperatura de 30 °C (Fox et al., 2017). El segundo es que
reduce la carga negativa sobre las superficies de las micelas de caseina,
disminuyendo la repulsion electrostatica, combinada con o precedida por el
colapso de la "capa pilosa" de k-caseina que cubre la superficie de las micelas
(Dalgleish y Corredig, 2012). El tercero es que la acidificacion solubiliza
progresivamente el fosfato de calcio micelar, liberando calcio iénico, como se
esquematiza en la Figura 22. Por tanto la disminucién en el pH de la leche de
6.8 a 6 provoca una disminucién en el tiempo de coagulacion (Ngjera et al.,
2003).

(c) pH 5.1

Figura 22. Representaciones de estructuras de micelas de caseina a diversos valores
de pH. Las cadenas indican moléculas de caseina. Los pequefios circulos negros son
los nanogrupos de fosfato de calcio que se solubilizan cuando el pH se reduce. El circulo
exterior es indicativo del intervalo de repulsion estérica generado entre las micelas.
Reproducido de Horne (2014).
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Efecto de la concentracion de enzima

El tiempo de coagulacion disminuye cuando la concentracion de la enzima
aumenta debido a un mayor nivel de protedlisis de la k-caseina. Sin embargo,
cuando la concentracion excede cierto limite existe una disminucion de la firmeza
de la cuajada porque la reaccién de hidrdlisis es tan rapida que no da tiempo a
formar el numero de enlaces suficientes durante la etapa de agregaciéon (Najera
et al., 2003). La Figura 23 muestra el efecto de la concentracion de cuajo en la

coagulacion de leche.
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Figura 23. Cambios en el tiempo de coagulacién del cuajo (e) y firmeza de la cuajada

(A), medida como porcentaje transmisiéon relativa (RET), utilizando un gelografo.
Reproducido de Najera et al. (2003).

Efecto de la fuerza idonica

Se afirma que el efecto del NaCl se presenta en la fase enzimatica mas que en
las otras fases. La adiciéon de NaCl hasta 3 mM reduce el RCT, probablemente
debido a la disminucién del pH de la leche. Sin embargo, concentraciones mas
altas tienen un efecto inhibidor. Un mayor aumento de la fuerza iénica reduce la
velocidad de la hidrdlisis, presumiblemente inhibiendo las interacciones
electrostaticas implicadas en la formacién del complejo de quimosina-k-caseina
en el sitio activo. Ademas, la adicion de NaCl da como resultado cierta

solubilizacion de CCP (probablemente debido a la sustitucion/intercambio de Na*
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por Ca?*) y aumenta la hidratacion de la caseina. La adicion de NaCl hasta 0,35
M aumenta la firmeza del gel, pero disminuye notablemente a concentraciones
mayores, posiblemente por desplazamiento del Ca micelar por Na* (Karlsson et
al., 2005; Karlsson et al., 2007; Fox et al., 2017). El efecto de la concentracién
de algunas sales en el pH y fracciéon volumétrica de caseina (®) se puede

observar en la Tabla 3.

Tabla 3. Variacion del pH y fraccion volumétrica de caseina (®) a diferentes
concentraciones de NaCl y KCI en leche UF.

Sal (mol/kg) pH (P)

- - 6,51 0,635
NaCl 0,33 6,40 0,684
NaCl 0,66 6,33 0,694
KCI 0,33 6,46 0,683
KCI 0,66 6,44 0,685

Reproducido de Karlsson et al., 2005.
Efecto de la adiciéon de CaCl;

La adicion de CaCl, a la leche, que es una practica comun, promueve la

coagulacion mediante tres cambios beneficiosos:
« Aumenta el calcio libre [Ca?"],
» Aumenta la concentracion de fosfato de calcio coloidal, y

* Provoca una disminucion del pH. La adicién de CaCl> a 0,02% -0,2g/L o0 1,8

mM Ca - reduce el pH en ~0,05-0,1 unidades, dependiendo del nivel de proteina).

Por lo tanto, la adicion de CaClz (a 0,2 g /L, es decir, ~1,8 mM de Ca) aumenta
las propiedades de coagulacién del cuajo, reduciendo el tiempo de coagulacion
e incrementando la velocidad de endurecimiento y firmeza de la cuajada (Figura
24). Sin embargo, a niveles 2 1,0 g / L (es decir, 29 mM Ca), la velocidad de
endurecimiento de la cuajada y la meseta de firmeza de la cuajada disminuyen
nuevamente. La disminucion de la resistencia del gel a los niveles mas altos de
CaCl, puede deberse a la interaccion del exceso de Ca?" con los grupos
carboxilo cargados negativamente en la para-caseina, lo que aumenta la carga

positiva de la caseina, haciendola menos propensa a la agregacion. Como era
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de esperar, la adicion de quelantes de calcio (p. ej., EDTA y fosfatos de sodio)

reduce la firmeza del gel (Fox et al., 2017).
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Figura 24. Cambios en el tiempo de coagulacion (e) y la firmeza del coagulo (m) con
respecto a la concentracion de CaCl, (Ca), medidas como porcentaje de transmision
relativa (RET), utilizando un gelégrafo. Adaptado de Najera et al.( 2003).

Efecto de la concentracion de proteina

El tiempo de coagulacion de la leche disminuye notablemente con el contenido
de proteina (y por tanto de caseina), en el intervalo de 2,0-3,0% (p/p). Aumentos
adicionales en el nivel de proteina de la leche (es decir, > 3,0%, p/p) dan lugar a
un ligero aumento en el tiempo de gelificacidon, un efecto atribuible a la
disminucién de la relacion cuajo a caseina, lo que requiere un aumento del
tiempo necesario para generar suficiente hidrdlisis de k-caseina para inducir la

agregacion de micelas de para-caseina (Fox et al., 2017).

Desde un punto de vista practico, un nivel minimo de proteina de 2,5-3,0% (p/p)
es necesario para la formacion de gel en la fabricacion de queso, es decir, en un
intervalo de 40-60 min. La firmeza del gel (G') aumenta mas que
proporcionalmente con el nivel de proteina (Figura 25A), dependiendo de la ley
de potencia entre este ultimo parametro y la concentracion de proteina, es decir
G' a P", donde n > 1,0, tipicamente ~2,0 (Guinee et al., 1997).
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Efecto de la concentracién de grasa de leche

Al aumentar el contenido de grasa en el intervalo de 0,1-10% (p/p) manteniendo
constante el nivel de proteina, mejoran las propiedades de coagulacion por
cuajado, como se refleja en las disminuciones en el tiempo de coagulacion y de
corte asi como en valores mas altos de G' (Figura 25a y b). Sin embargo, los
efectos positivos son mucho mas pequefios que los obtenidos al aumentar el
contenido de proteina en el mismo intervalo. De hecho, en una leche en la que
el nivel de grasa mas proteina se mantiene constante, el aumento del contenido
de grasa resulta en disminuciones significativas de G '. Este ultimo efecto se
debe a la dilucion de la proteina, que eventualmente compensa los beneficios

del aumento del contenido de grasa (Fox et al., 2017).
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Figura 25. Efecto del aumento del nivel de proteina (e) en la leche desnatada, o grasa
(o) en las leches que contienen 3,3% de proteina, sobre las propiedades de coagulacién
del cuajo: A) Firmeza de la cuajada a 40 min de la adicion de cuajo. B) Tiempo de corte
con una firmeza de 20 Pa. Adaptado de Guinee et al. (1997).

2.5 Corte de la cuajada

El corte del gel es una parte central de la fabricacion de queso, siendo el primer
paso en el proceso de deshidratacion mediante el cual los componentes
coloidales, es decir, grasa, caseina y sales micelares, de la leche se concentran
para formar cuajada de queso. Después del inicio de la gelificacion, se observa
un aumento progresivo de la firmeza de la cuajada, alcanzando finalmente una

firmeza optima de corte (p. €j., 30 0 40 Pa, después de 40-50 min) dependiendo
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de la composicion de la leche y las condiciones de formacién de cuajo que, para
un disefio de cuba dado, permite soportar la accion mecanica de las cuchillas sin
fracturar los granos de cuajada, especialmente si el gel es demasiado blando o
demasiado rigido al cortar (Fox et al., 2017). Si el coagulo se corta demasiado
pronto, el gel es demasiado blando para soportar la accion de las cuchillas,
fracturandose en particulas menores a 1 mm (finos de cuajada), exponiendo mas
area con lo cual una mayor proporcion de grasa, proteina y particulas de cuajada
se pierden en el suero provocando una disminucién del rendimiento y de la
calidad del queso (Scott et al., 1998; Castillo, 2006; Fox et al., 2017). Si se corta
demasiado tarde, el gel alcanza una mayor firmeza, presentando una tendencia
reducida a reorganizar (formacion de nuevos sitios de unién) y, por tanto, para
contraerse y exprimir el suero, dificultando la fase de sinéresis. Por ello, queda
mas agua atrapada en la matriz, resultando en queso de alta humedad, lo que
podria interferir en la etapa de maduracion del queso, comprometiendo la calidad
del mismo. Ademas, la cuajada resultante es fragil (baja deformacion por
fractura) siendo susceptible de rotura por la deformacion aplicada durante el

corte y la agitacion normal (Castillo et al., 2000; Castillo, 2006).

Los fabricantes de queso han estado esforzandose por muchos afnos para
identificar el tiempo correcto para cortar la cuajada. Dado que la firmeza del
coagulo continia aumentando durante varias horas, es dificil determinar un
tiempo oOptimo para cortar la cuajada. Tradicionalmente, el fabricante de queso
determinaba de manera subijetiva la firmeza por medio de diversos medios, p.
ej., haciendo un corte pequeno con un cuchillo y observando la "limpieza" del
corte y la claridad del suero exudado. Sin embargo, en grandes fabricas
modernas, las condiciones no son propicias para probar la firmeza del gel en
cubas de queso de diferentes silos de leche debido a la gran escala de operacion
(> 2-3 x 10° L / dia) y al uso de cubas con acceso restringido ( Janhgjy Quist,
2010; O’Callaghan, 2011; Abdelgawad et al., 2014). Por lo tanto, en muchos
casos las operaciones de fabricacién de queso se realizan sobre la base de un
horario preestablecido en lugar de basarse en criterios objetivos, tales como la
firmeza del gel en el corte, el pH en el drenaje del suero, etc., (Fox et al., 2017).

Sin embargo, en muchas instalaciones de produccion de queso mas pequenas,
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el tiempo de corte todavia es determinado por el juicio subjetivo del quesero
(Gunasekaran y Mehmet, 2003).

Se han utilizado varios instrumentos para determinar el tiempo de corte de la
cuajada como los descritos para seguir la fase de endurecimiento, sin embargo,
estos instrumentos son de naturaleza invasiva y se utilizan mas para estudiar la
coagulacion a nivel de laboratorio, siendo consideradas las pruebas SAOR como
de referencia para seguir la fase de endurecimiento del gel (Klandar et al., 2007).
Sin embargo, la industria esta interesada en el uso de instrumentos menos
invasivos y que cumplan con las normas de higiene exigidas, lo que esta dando
lugar al desarrollo de varias técnicas en linea para el control de la coagulacién
de la leche con estas caracteristicas (Castillo et al., 2005; Payne y Castillo,
2007).

Algunos instrumentos de medida en linea estan disponibles comercialmente,
otros se encuentran en desarrollo. Sin embargo, todavia no existe un
procedimiento universal para identificar el tiempo éptimo de corte de la cuajada.
Castillo (2006) y O’Callaghan (2011) hacen una revisiéon de los principales
meétodos en linea de determinacion del tiempo de corte, los cuales pasamos a

describir brevemente.
Técnica del soplo de aire

Mide la deformacién de la superficie de la leche durante la coagulacién después
de aplicar un soplo de aire creado por una boquilla de aire (0.10 bar durante 50
ms), y dirigido sobre esta superficie (Figura 26). La deformacion superficial se
midié usando un sensor de desplazamiento laser. El dispositivo se monté 4 cm
por encima de la superficie de la leche. Los resultados se correlacionaron con
mediciones de referencia (G’ y G”) (Bamelis y De Baerdemaeker, 2006). Los
principales desafios en la adaptacion comercial de esta técnica son garantizar el
funcionamiento higiénico y encontrar una manera de hacer que el dispositivo siga

la superficie de la leche cuando se llena una cuba a diferentes niveles.
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Figura 26. Cabeza de medicién del dispositivo de soplo de aire. La distancia entre la
boquilla de aire y la superficie de la leche y la presidén de aire se mantienen constantes.
Reproducido de Bamelis y De Baerdemaeker (2006).

Sistemas de ultrasonidos

Debido a que las ondas ultrasonicas tienen longitudes de onda del orden de
magnitud de micelas de caseina, son absorbidas por micelas aglomerantes y, en
teoria, pueden utilizarse para monitorizar la coagulacion de la leche (O’Callaghan
et al., 2002). Se han estudiado técnicas de ultrasonidos (continuas y pulsadas)
para monitorizar la coagulacion de la leche, utilizando transductores
piezoeléctricos a frecuencias entre 1-400 MHz (Figura 27). Se encontré que la
gelificacion podria ser detectada ya sea por una medicion de atenuacién o por

una medicion de velocidad (Corredig et al., 2004).

Aunque se demostro el potencial del ultrasonido para monitorizar la coagulacion
de la leche, se encontré que las burbujas de aire en la leche, y posiblemente los
globulos de grasa, confundian algunas de las mediciones. Se llegé a la
conclusién de que se requeriria una cantidad significativa de trabajo de desarrollo
para llevar la tecnologia a una etapa en la que pudiera utilizarse en linea en una

situacion comercial de fabricacién de quesos (Castillo, 2006).
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Figura 27. A) Diagrama esquematico de la técnica de eco de pulso para medir la
velocidad o atenuacion ultrasonica. B) Atenuacién ultrasonica medida a 14,5 MHz en la
leche durante el proceso de coagulacién a 30°C. Reproducido de Mohammadi et al.
(2014) y Dwyer et al., (2005).

Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica disminuye durante la coagulacion un ~0,5-1,0%
dependiendo del nivel de proteina y, por lo tanto, teéricamente se puede usar
para monitorizar la coagulacién. Se compararon los cambios en la conductividad
eléctrica durante la coagulacion con las mediciones de viscosidad y medicién del
modulo elastico (mediante reometria oscilatoria). Se encontré que, debido al
gran coeficiente de conductividad de temperatura, era necesario minimizar los
gradientes de temperatura en los ensayos. La variacion de los electrolitos debido

a la sal también confunde los cambios de conductividad como una medida de la
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coagulacion. Por lo tanto, esta técnica parece ser de uso limitado a menos que

se combine con otras técnicas (Castillo, 2006; O' Callaghan, 2011).
Sistemas vibracionales

Las sondas de vibracion son mucho menos intrusivas que los sistemas de
movimiento mecanico y podrian adaptarse a cubas comerciales de queso. Tales
sistemas pueden vibrar en un modo de diapason (que a veces se conocen como
sondas acusticas) o en modo torsional (Figura 28). En cualquier modo, la
viscosidad del fluido se puede medir mediante amortiguacion y efectos de
desplazamiento de fase, que ocurren cuando una sonda vibratoria se sumerge
en un fluido tal como leche. Cuando dicha sonda se sumerge en una cuba de
queso, la coagulacion de la leche puede seguirse directamente midiendo la
viscosidad creciente antes de la gelificacidén y el incremento de elasticidad de la
cuajada después del inicio de la gelificacion. Puesto que las vibraciones pueden
ser generadas y medidas en tales sondas utilizando el principio piezoeléctrico,
ofrecen la ventaja de no tener partes mecanicamente moviles (O’Callaghan
et al., 2002). Senge et al. (1997) y Schulz et al. (1997) mostraron que una sonda
de vibracién en modo torsional (Paar Physica Rheoswing; actualmente no se
comercializa) a una frecuencia de alrededor de 8500 Hz puede seguir la
coagulacion de la leche. O’Callaghan et al. (2000), mostraron que los modos de
vibracién transversales o torsionales se pueden usar para monitorizar la
coagulacion. Sin embargo, en ese experimento ambos tipos de sonda
sometieron la cuajada a un riesgo de microsinéresis debido a la amplitud del
movimiento y esto limitd el grado de coagulacién que podia medirse. Por esta
razon, una sonda de vibracion para uso en la elaboracion de quesos debe
disefiarse con una amplitud de vibracion muy baja (O’Callaghan, 2011). Sharma
et al. (1989) utilizaron una sonda de viscosidad de vibracion torsional de Nametre
(frecuencia de vibracion de alrededor de 660 Hz) en leche desnatada
reconstituida y encontraron que el instrumento detecta una fase temprana de
coagulacion antes de que se formen coagulos visibles. La vibracién de torsion
detecta el producto de la viscosidad por la densidad, que disminuye a un minimo
durante 10-20 min después de la adicion del cuajo y luego aumenta

progresivamente.
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Figura 28. Concepto de sonda vibratoria: A) en modo torsional y B) en modo acustico.
C) Viscosidad compleja (u*) en funcién del tiempo. Reproducido de O’Callaghan et al.
(2002) y Sharma y Hill (1993).

Sonda de alambre caliente

El uso de un alambre caliente para controlar la coagulacién en la fabricacién de
queso se debe al principio de que la viscosidad del fluido gobierna la
transferencia de calor por conveccion desde una sonda caliente y sumergida en
un fluido. ElI cambio de la viscosidad del coagulo en el curso de la formacion de
gel se puede observar asi midiendo la velocidad de transferencia de calor, en la
practica, la diferencia de temperatura entre una sonda caliente y la leche
(O’Callaghan et al., 2002). Hori (1985) observé los cambios de viscosidad
durante la coagulacidon enzimatica, y demostré que el aumento de viscosidad de
un fluido es proporcional a la elevacion de la temperatura del alambre. Sbodio et
al. (2002) utilizaron la misma metodologia y pudieron determinar condiciones
optimas de temperatura, pH y concentracion de quimosina para establecer el
tiempo de corte. Sbodio y Revelli (2012) desarrollaron un dispositivo para la
monitorizacion online de la coagulacion de la leche, utilizando leche descremada
reconstituida (~10%). Las respuestas obtenidas de voltaje en funcion del tiempo,
se ilustran en la Figura 29. El dispositivo permitio determinar el tiempo de
coagulacion (t¢), el tiempo en el que se produce el cambio de signo de la derivada
(tmax), la velocidad de crecimiento del voltaje (dV/dt) (“firmeza”) y el voltaje

maximo (Vmax) (“firmeza maxima”).
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Figura 29. Relacién ilustrativa entre el uV del alambre caliente y el tiempo durante el
tratamiento del cuajo de la leche. Reproducido de Sbodio et al. (2002).

Mientras que un sensor de alambre caliente mide un punto de gelificacion con
bastante precision, no sigue la fase de endurecimiento. Sin embargo, cuando la
velocidad de coagulacién varia por la concentracion de cuajo -a composicion de
la leche y temperatura de coagulacion constantes-, el punto de inflexién del
alambre caliente podria usarse para predecir el punto de corte del coagulo
(O’Callaghan, 2011).

2.6 Métodos oOpticos de prediccion del tiempo de corte

Se ha sabido durante muchas décadas que la coagulacion de la leche se
acompana de cambios en las propiedades opticas (incluyendo el color, la
absorbancia y la reflectancia) y esto llevo al uso de sistemas de medicion opticos
para el control de la coagulacién de la leche. Los desarrollos en fibra optica
permitieron que tales técnicas fueran adaptadas para el uso en linea
(O’Callaghan et al.,, 2002). En la espectroscopia convencional visible y de
infrarrojo cercano, las mediciones espectrales se llevan a cabo principalmente
en cuatro modos de deteccion (reflexion, transmision, refraccion y dispersion),
como se muestra esquematicamente en la Figura 30. El modo refractométrico
se obtiene variando el angulo de incidencia de la luz en (b). Cada modo de
deteccion requiere una configuracion de instrumentacion diferente y puede tener
diferentes implicaciones en la medicion de alimentos y productos agricolas (Lu,
2016).
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A continuacion, se describiran algunas técnicas oOpticas de medicidon de la
coagulacion de la leche. Cipolat-Gotet et al. (2012), realizé una comparacién de
algunas caracteristicas de la coagulacion de la leche como el tiempo de
coagulacién (RCT) y la firmeza de la cuajada, utilizando un método mecanico
como el Formagraph y un método 6ptico como el Optigraph, concluyendo que
las lecturas de los métodos Opticos eran mas independientes de las
caracteristicas del sensor y que podrian dar mas informacion acerca de la

coagulacion de la leche, especialmente durante la fase de hidrolisis.

(a) (b) (c)
Light Detector . Detector

Ne

R

Detector

Figura 30. Tres modos de deteccion comunmente utilizados en la medicion
espectroscopica del visible y del infrarrojo cercano: (a) reflexién, (b) transmision, y (c)
dispersion. Reproducido de Lu (2016).

Hardy y Fanni (1981) aplicaron la fotometria de reflexién a la medicién fuera de
linea de la coagulacion de la leche, usando un colorimetro Hunterlab. Se observo
una desviacion en la luminosidad (valor L) antes de la coagulacion visible. Esto
se explicé en términos de agregacion. Dybowska y Fujio (1996) utilizaron un
colorimetro para monitorizar la gelificacion acida de la leche desnatada
reconstituida utilizando glucono-6-lactona (GDL) como coagulante. Mostraron
que la agregacion puede ser monitorizada en términos de los parametros de
luminosidad, L* y azul-amarillo, b*, sobre un rango de temperatura y
concentracion de coagulante. Las coordenadas L* y b* aumentan durante la

coagulacion, lo que se atribuye al aumento de la dimension media de las
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particulas de caseina durante su agregacion (Castillo, 2006). La colorimetria fue
disefiada originalmente para simular la percepcion del ojo humano. Para el

control en linea de la formacién de gel, se ha sustituido por otras técnicas opticas.

Se han aplicado varias técnicas de absorcion de luz a la monitorizacién de
sistemas de coagulacion de leche. McMahon et al. (1984a, b) demostraron que
la absorbancia de la luz a 600 nm podia responder a la coagulacion de la leche
y discriminar entre un rango de niveles de enzimas. Korolczuk (1988) ajusto el
perfil refractométrico obtenido durante la coagulacién a varias ecuaciones
tedricas que describian el aumento del modulo de rigidez durante el
endurecimiento del gel. De Kruif (1993) midio la turbidez de la leche descremada,
que es una funcion de la transmision de luz, utilizando un espectrofotometro en
una gama de longitudes de onda visibles e infrarrojas (de 650 a 1200 nm). Fue
capaz de interpretar la gran caida observada en la transmision (~100 veces)
durante la coagulacion en términos de tamano de particula debido a la
floculacion. Uno de los equipos que funciona bajo el fundamento de la
transmision es el Optigraph el cual mide la disminucién de la intensidad de luz
infrarroja cercana transmitida a través de la leche en coagulacién. El Optigraph
calcula los parametros de coagulacion (tiempo de coagulacion, firmeza de la
cuajada, velocidad de agregacion) mediante puntos de caracteristicas
particulares extraidos de la informacién O6ptica adquirida en tiempo real
(Kibarsepp et al., 2005; Pretto et al., 2011).

La dispersion de la luz es el cambio de la direccion de su propagacion en un
medio, debido a la presencia de particulas discretas y/o al cambio del indice de
refraccion en dicho medio. La dispersion se ve afectada por la densidad y el
tamano de las particulas, las estructuras celulares en el material, etc.
(Yguerabide y Yguerabide, 1998). Por lo tanto, la dispersion es util para detectar
las caracteristicas estructurales y la composicion de los alimentos y los

materiales bioldgicos.

Existen dos tipos de dispersion de luz en alimentos y materiales biologicos:
elastica e inelastica. En la dispersion elastica, el material no cambia su estado
después de la interaccion con los fotones y todos los fotones dispersados de las
particulas mantienen la misma longitud de onda. Las dispersiones Rayleigh y

Mie son elasticas. La dispersion de Raman, por otra parte, es inelastica, porque
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los fotones dispersados por las moléculas o las particulas no tienen las mismas

longitudes de onda que los originales (Lu, 2016).

De los tres tipos de dispersiones antes mencionados, la dispersion Mie es la que
se utiliza para medir la coagulacion de le leche. Esta dispersion se aplica a las
particulas de forma esférica cuyo tamafo es comparable a la longitud de onda
de la luz (Jacques, 2013). Como muestra la Figura 31, en una dispersion
Rayleigh los l6bulos de dispersion hacia atras y hacia adelante tienden a ser
simétricos mientras que en una dispersiéon Mie la dispersion hacia adelante
tiende a ser mas grande a medida que el tamafio de la particula sea mas préximo
a la longitud de onda de la luz incidente (Abdulsalam y Khaleel, 2014). La
mayoria de las estructuras celulares en materiales bioldgicos estan en el rango
entre unos pocos nandmetros y algunos micrémetros. Por lo tanto, la dispersion
de luz en materiales bioldgicos y alimentarios puede ser adecuadamente descrita

por la teoria de dispersion de Mie (Lu, 2016).
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Figura 31. A) Dispersion Rayleigh. B) Dispersion Mie. Reproducido de Abdulsalam y
Khaleel (2014).

Una aplicacion importante de la tecnologia de dispersion de luz es el uso de
sensores opticos para monitorizar y controlar las operaciones de elaboracion de

queso durante la coagulacién de la leche (Payne y Castillo, 2007).

Cuando la luz se dirige a la leche, la mayoria de la luz se dispersa o se transmite
hacia adelante, mientras que muy poca luz se dispersa hacia atras (hacia el foco
de luz). A medida que las caseinas de la leche se entrecruzan, la leche se
transforma en un gel y, la cantidad de luz dispersada hacia atras aumenta. El

sensor dirige la luz hacia la muestra de leche a través de una fibra 6ptica y la luz
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dispersada hacia atras es recibida por una segunda fibra, como se muestra en
la Figura 32. Al medir el aumento de la dispersion luminosa, se puede

monitorizar el grado de agregacién y formacion del gel.

Vo = cte
880nm / ‘
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Figura 32. Funcionamiento de un sensor de dispersion, que muestra la cantidad relativa
de luz transmitida y dispersada en leche antes de la coagulacién y en gel de leche
después de la coagulacion.

Se han desarrollado sensores de fibra éptica para monitorizar los cambios en la
dispersion de luz durante la coagulacion enzimatica de la leche (Castillo et al.,
2003). El sensor de dispersion de luz de fibra 6ptica, CoAguLite™, que detecta
la dispersion a 880 nm, es una tecnologia éptica para uso en linea, desarrollada
para monitorizar la coagulacion de la leche y predecir tanto los tiempos de
coagulacién como de corte (Castillo et al., 2000). Se demostré que el sensor
podia ser utilizado como un método alternativo para detectar el tiempo de
coagulacioén de Berridge, establecido por la IDF como método de referencia para
la determinacién de la actividad coagulante de los cuajos (Tabayehnejad et al.,
2012). La Figura 33 esquematiza un sistema para la adquisicion de datos con

este tipo de sensor.

Estos sensores funcionan bien para aplicaciones en las que un cambio en la
reflectancia proporciona la informacion necesaria. Sin embargo, una limitacion
de los sensores de reflectancia citados anteriormente es que su salida no es una
propiedad fisica sino una medida relativa de energia luminosa en voltios que
depende del tamafo de la fibra, la ganancia del amplificador, etc. En algunos
casos, estos sensores de reflectancia pueden calibrarse a una propiedad fisica

(por ejemplo, contenido de proteina) (Payne y Castillo, 2007).
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Figura 33. Un esquema del sistema de medicién utilizado para determinar el tiempo de
coagulacion de Berridge y los parametros de tiempo 6pticos. R1 = sensor de dispersion
de luz para la cuba 1; R2 = sensor de dispersiéon de luz para la cuba 2; T1 = termistor
para la cuba 1; T2 = termistor para la cuba 2; Tw = termistor para circulaciéon de agua
dentro de la cuba de la coagulacion. Reproducido de Tabayehnejad et al. (2012)

La tecnologia de dispersion de luz NIR se utilizdé para monitorizar la coagulacion
de: leche de vaca (Payne et al., 1993), leche de cabra (Castillo et al., 2000), leche

de oveja (Nicolau et al., 2015), leche con inulina (Arango et al., 2013).

Castillo (2002) obtuvo los valores de las constantes de velocidad de las
reacciones de agregacion micelar, ko, y de endurecimiento del gel, k1, a partir del
perfil de dispersién, a tres niveles de proteina y cinco niveles de temperatura.
Dichas estimaciones se obtuvieron mediante un modelo que describe el
incremento de dispersion de luz tras el punto de inflexién de la curva, mediante
la combinacion de una expresion de segundo orden para la agregacion y otra de
primer orden para el endurecimiento. Estos resultados indicaron que la
coagulacion de la leche podria separarse en tres etapas: protedlisis de k-

caseina, agregacion de micelas y endurecimiento de la red de caseinas.

Para predecir el tiempo de corte en mezclas de leche (vaca, oveja y cabra) se
utilizé un sensor de dispersion de luz de fibra 6ptica NIR y reometria oscilatoria
de pequefia amplitud (SAOR). Se desarroll6 con éxito un modelo de prediccidon
sobre el tiempo de corte (Abdelgawad et al., 2014). Se ha investigado el efecto
de la mamitis subclinica en las propiedades de coagulacion de la leche de oveja
utilizando un sensor de fibra éptica de dispersion de luz. Se obtuvieron con éxito

modelos de prediccion utilizando parametros de dispersion de luz solos o en
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combinacion con la concentracién de proteina/solidos para tiempo de corte y de
coagulacion determinados visualmente, asi como tiempos de gelificacién y de
corte derivados reolégicamente. Los resultados sugieren que la deteccidn precoz
de la mamitis subclinica y la monitorizacion de la coagulacion de la leche
utilizando dispersion de luz pueden disminuir el impacto negativo de mezclar la
leche de animales infectados cuando se usa leche para la fabricacién de queso
(Abdelgawad et al., 2016).

Se utilizaron datos espectrales NIR (2000-2500 nm) para desarrollar un algoritmo
que permitié determinar un tiempo de corte en tiempo real. Los datos de todo el
proceso de coagulacién se analizaron por analisis de componentes principales
en funcion del tiempo. Se crearon dos modelos en tiempo real, uno para todo el
proceso de coagulacion y otro para el modelo compuesto de tres etapas:
hidrolisis, agregacién y endurecimiento. Estos fueron comparados con los datos
NIR experimentales y ambos modelos encajaron muy bien (R?> 0,99) a los datos
experimentales y sirvi6 como un primer paso para un modelo de simulacion
(Lyndgaard et al., 2012).

Otra técnica 6ptica que se ha descrito como susceptible de ser utilizada como un
método no destructivo en linea para monitorizar la coagulacion de la leche, es la
espectroscopia de fluorescencia, donde se emite luz a la leche, generalmente a
través de una fibra optica. Los fluoréforos enddégenos de la muestra irradian luz
casi instantaneamente al ser excitados por la luz incidente y la luz de
fluorescencia emitida se recibe en un detector, generalmente a través de otra
fibra dptica, y se analiza en funcién del tiempo para evaluar la coagulacion de la
leche. El perfil de fluorescencia de algunos de los fluoréforos endoégenos
(especificamente triptéfano y riboflavina) también aumenta sigmoidalmente
durante la coagulacion. Adicionalmente, este método, ademas proporciona

informacion sobre el proceso de sinéresis de la cuajada (Fagan et al., 2011).

La espectroscopia de onda de densidad de fotones (PDW) se utilizé6 para
estudiar la coagulacion de leche fresca homogeneizada a diferentes
concentraciones de grasa (Hass et al., 2015). La espectroscopia PDW es una
técnica analitica Optica en linea que se basa en la teoria del transporte de
radiacion. Se genera una PDW insertando una luz intensamente modulada (es

decir, diodos laser) en un material turbio pero de baja absorcion. La amplitud y
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la fase de la onda se caracterizan por las propiedades de absorcion y dispersion
del material. PDW se cuantifica por los coeficientes de absorcién (ua) y reduccion
de la dispersion (us) que representan la composicion quimica y las propiedades
fisicas del material, respectivamente. Como se demostrd en el trabajo de Hass
et al. (2015), los coeficientes de dispersion detectan los diferentes contenidos de
grasa en la leche, asi como los cambios en las micelas de caseina, observando

una cinética en la coagulacion similar a otras técnicas de monitorizacion.
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Capitulo Ill. Objetivos y plan de trabajo

Para desarrollar el presente trabajo de investigacion se trazé un objetivo
general y cuatro objetivos especificos, que fueron los siguientes:

3.1 Objetivo General

Calibrar y validar a nivel industrial un modelo de prediccién del tiempo de corte
de la cuajada, utilizando un sensor de fibra éptica, en base al modulo elastico

del gel.

3.2 Objetivos Especificos

A. Desarrollar un modelo matematico para la monitorizacién del modulo

elastico, G’, del gel a temperatura y porcentaje de proteina variables.

B. Calibrar y validar a nivel de laboratorio el modelo de prediccién de la

dureza de la cuajada, utilizando leche de vaca.

C. Desarrollar e implementar un sistema de monitorizacion y adquisicién de
datos (hardware y software) que permita la adquisicién de datos, a tiempo

real, tanto a nivel de planta piloto como industrial.

D. Validar a nivel de planta piloto el modelo de prediccion de la dureza de

corte de la cuajada previamente calibrado a nivel de laboratorio.

E. Validar en la industria la ecuacion de prediccion de la dureza de corte de

la cuajada previamente validado a escala de planta piloto.

Seguidamente, se procede a explicar brevemente el desarrollo de cada
objetivo.
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3.3 Plan de trabajo

Para desarrollar el objetivo especifico A, se utilizé un disefio factorial
completamente al azar con dos factores y dos niveles por factor: temperatura (30
y 40 °C) y concentracién de proteina (3,4 y 5,1%), para estudiar el efecto de la
concentracion de proteina y la temperatura en el tiempo de coagulacion visual,
de gelificacién y de corte, y para desarrollar el modelo de monitorizacién del
mddulo elastico del gel (G’) incorporando el porcentaje de proteina y temperatura
como variables predictoras, para lo cual se utilizé el disefio experimental de la

Figura 34.

Leche en polvo
reconstituida

3,4%P 5,1%P

30°C 40°C 30°C 40°C

| |
Redémetro Visual NIR(CoAguLab)

Figura 34. Disefio experimental para la determinacién de la ecuacién de monitorizacién
del médulo elastico (G’) de la cuajada.
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Para desarrollar el objetivo especifico B, en primer lugar, se probd un sensor con
ventana de zafiro para comprobar si este producia una mejor sefial que el sensor
sin ventana que se estaba utilizando hasta ese momento, para lo cual se
coagularon 3 lotes de leche de vaca a la temperatura de 31 °C y se realiz6 una

comparacion de sefiales aplicando el disefio experimental de la Figura 35.

Leche de vaca

31°C

CoAgulab Reémetro

Sensor

Con ventana Sin ventana

Figura 35. Disefio experimental para la comparacién de sensores.

En segundo lugar, se utilizé un disefio en bloques completos al azar, donde los
bloques fueron los lotes de leche. Se coagularon cuatro lotes de leche, a tres
temperaturas: 30, 31y 32 °C, con tres replicas, utilizando el disefio experimental
de la Figura 36, con la finalidad de calibrar y validar la ecuacién de

monitorizacion.

Leche de vaca

30 °C 31°C 32 °C

CoAgulLab Redémetro Barfo termostatico

Figura 36. Disefio experimental para la calibracion y validacion a nivel de laboratorio,
de la ecuacién de prediccion de G’ de la cuajada.
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Para desarrollar el objetivo especifico C, se aplico el flujograma de trabajo de la
Figura 37, conjuntamente con una empresa tecnologica integradora, para el
desarrollo e implementacion de hardware y software del sistema de adquisicidon

de datos (DAS) que se utilizaria en las etapas posteriores del estudio,

/
Analisis «Listado de requerimientos.
funcional y disefio de *Analisis funcional y disefio de bloques légicos.
la solucion Disefno de maqueta y banco de pruebas.
-
/
*Creacion de maqueta portatil.
Comunicaciones con el PLC *Suministro e instalacién de PLC con pantalla
tactil y modulos de entrada y salida.
\-
/
*Programacion del algoritmo de prediccién de
Procesado del algoritmo corte. Programacion de la pantalla grafica HMI
(Human Machine Interface).
-
/
*Pantallas de acceso desde un software en
Modulo HMI basico entorno Windows.
+Sistema basico de generacion de alarmas.
-
/
Puesta en marcha en planta *Puesta en marcha en planta.
-

Figura 37. Flujograma para la implementacion del sistema de adquisiciéon de datos
(DAS).

Luego se realizd un ajuste previo para equiparar la seial del sistema de
adquisicion de datos (DAS) y el sitema CoAgulLab, y posteriormente una
validacion del DAS para verificar que no existian diferencias significativas con
las senales del sistema CoAgulLab, realizando coagulaciones paralelas en
ambos sistemas y en un redmetro, a tres temperaturas y utilizando el disefio

experimental de la Figura 38.
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' Leche de vaca
[ |
! 30 °C ! 31°C ! 32°C
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l CoAgulLab l DAS l Redémetro

Figura 38. Disefo experimental para la validacion del DAS.
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Para desarrollar el objetivo especifico D, se aplico6 un disefio factorial,
coagulando 12 lotes de leche de vaca, aplicando tres métodos de corte por lote,
en una cuba quesera de 10 L de capacidad, a la temperatura de 32 °C,

determinandose el tiempo de corte segun los métodos de corte (MC):

1. El tiempo dado por el modelo de prediccion del médulo elastico de la
cuajada, G'32 =f (R, P), estableciéndose el momento de corte cuando la
cuajada alcanza una dureza de 32 Pa. Este nivel de dureza se eligio en
base a experimentos previos en la cuba quesera.

2. El tiempo dado por el modelo de prediccién tez2 = f (R’, P) necesario para
que la cuajada alcance un valor de médulo elastico de 32 Pa.

3. El tiempo de corte visual dado por el maestro quesero.

Utilizando el disefio experimental de la Figura 39, se compararon los
rendimientos y caracteristicas fisicoquimicas de los quesos elaborados de cada
método de determinacién de tiempo de corte, con la finalidad de comprobar si

existian diferencias significativas entre métodos de corte.

Leche de vaca

-Caracteristicas
fisicoquimicas

Coagulacion

tcutG' tcut

G32=f(R,P) | || tepn=f(R,P)

| -Rendimientos

Queso fresco -Caracteristicas
fisicoquimicas

Figura 39. Disefio experimental para la validacion del modelo de monitorizacién de la
dureza de la cuajada a nivel de planta piloto. tcwe, tiempo de corte en base a un valor
predeterminado del médulo elastico de la cuajada. tcu, tiempo de corte visual.
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Para desarrollar el objetivo especifico E, se coagularon 36 lotes de leche de
vaca, en una cuba quesera de 3500 L de capacidad, a la temperatura de 38,5

°C, segun los métodos de corte (MC) siguientes:

1. El tiempo dado por modelo de predicciéon del modulo elastico de la
cuajada, G'87 =f (R, P). En este caso, el momento del corte se selecciona
una vez el gel haya alcanzado una dureza de 87 Pa.

2. El tiempo dado por el modelo de prediccidén de la dureza de corte tgs7 = f
(R’, P) a 87 Pa.

3. Corte a un tiempo fijo de ~31 min tras la adicion de la enzima a la cuba.

Se utilizaron 12 lotes de leche por cada MC, seleccionados aleatoriamente, y
se compararon los rendimientos y caracteristicas fisicoquimicas de los
quesos elaborados con cada MC, mediante el disefio experimental de la

Figura 40.

-Caracteristicas
Leche de vaca fisicoquimicas
I
Coagulacién
tcutG' 1:cutﬁjo

G87=f(R,P)| | tag =f(R,P)

-Rendimientos
Queso fresco — -Caracteristicas

fisicoquimicas

Figura 40. Disefio experimental para la validacion de la ecuacion de prediccién de la
dureza de la cuajada a nivel industrial. tcse, tiempo de corte en base a un valor
predeterminado del médulo elastico de la cuajada. teusjo, tiempo de corte fijo.
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Desarrollo de un modelo matematico para la prediccion del moédulo elastico, G’

Capitulo IV. Desarrollo de un modelo matematico para la
prediccion del médulo elastico, G’, de la cuajada a temperatura

y porcentaje de proteina variables

4.1 Introduccion

La monitorizacion de la evolucion de la firmeza de un gel a partir de mediciones
opticas en linea es una meta deseada desde hace mucho tiempo. El gel de leche
es uno de los geles mas interesantes, ya que el seguimiento y control de la
evolucion de su dureza, como p. e€j. en el queso, puede traer beneficios tanto
desde el punto de vista econdmico como de calidad (Castillo et al., 2000;
Lyndgaard et al., 2012).

La seleccidn del tiempo de corte (tcut) depende de las propiedades reoldgicas y
microestructurales de los geles, tales como la firmeza del coagulo y la capacidad
de reordenacion que, a su vez, dependen de factores de coagulacion,
composicion y pretratamiento de la leche. Por esta razén, la seleccion de tcut
afecta en gran medida a la humedad, calidad y el rendimiento de queso (Castillo,
2006).

Dada la importancia de la etapa de coagulacion de la leche en la calidad final del
queso, se han desarrollado y comparado numerosos dispositivos para
monitorizar el proceso de la coagulacion de la leche inducida por el cuajo a
escala de planta y/o laboratorio (Klandar et al., 2007; O'Callaghan, 2011). A nivel
de planta, un sistema de monitorizacion ideal debe evaluar la firmeza de la
cuajada, operar en linea en la cuba de proceso, no ser intrusiva y ser compatible
con los requisitos de higiene (Sbodio y Revelli, 2012). Los dispositivos
reolégicos, como el redbmetro oscilatorio dinamico de baja amplitud, proporcionan
informacion muy util sobre el proceso de formacién de gel (Lucey, 2002). Este
método “off line”, considerado como de referencia, se usé a menudo para
monitorizar la coagulacién inducida por el cuajo (Zhong y Daubert, 2004; Hemar

et al., 2004), pero no resulta practico para aplicacién en linea.

Los cambios de las propiedades opticas de la leche durante la coagulacion han
permitido el desarrollo de varios dispositivos Opticos, debido a que el uso de la
fibra 6ptica se generalizé. Las técnicas opticas tales como la absorbancia de luz,

la transmision y la reflectancia, sobre longitudes de onda del visible e infrarrojo
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cercano (NIR), fueron empleadas para evaluar la coagulacion de la leche (Najera
et al., 2003; Renfu, 2016). Un método microscopico optico fue propuesto por
Lagaude et al. (2004) para la estimacion de la floculacién visual del cuajo y
tiempos de gel reométricos; y para observar simultaneamente cambios
estructurales que ocurren durante la formacion del gel. El estudio de la formacion
de la red también se ha realizado a menudo utilizando la dispersion de la luz. En
la leche y, especialmente, en los rangos visible e infrarrojo cercano, la dispersion
de la luz predomina sobre la absorcion. El uso de fibras épticas permite aplicar
diferentes configuraciones Opticas para el desarrollo de sensores (Payne y
Castillo, 2007).

Las mediciones de dispersion de luz directa, tales como las realizadas a 880 nm
por el sensor en linea CoAguLite desarrollado por Payne et al. (1990) tienen la
ventaja de que las mediciones no dependen de una determinada longitud de
trayectoria en comparacion con las mediciones indirectas de dispersion de luz
basadas en la transmision relativa (Optigraph). La tecnologia de sensores de
fibra 6ptica CoAgulLite ha demostrado ser uno de los métodos para aplicacion en
linea, no destructivos mas prometedores para la monitorizacion de la
coagulacion de la leche. Esta técnica es comercial y esta disponible para la

monitorizacion en linea de la produccion de queso (Arango et al., 2013).

El uso de dos fibras épticas separadas 1,2 mm entre si para transportar la luz es
una configuracién éptica unica que produce una sefal potente proporcional a los
cambios que se producen en la estructura de la proteina durante la coagulacion.
La luz procedente de un diodo emisor de luz (LED) se transfiere a la leche a
través de una fibra, y la luz dispersada a 180° (LB) de la leche se transmite a
través de una fibra adyacente a un detector optico. La sefal de luz LB contiene
informacion sobre la agregacion de micelas de caseina y la formacion del gel
durante la coagulacion de la leche. El perfil de LB se incrementa sigmoidalmente
a medida que la coagulacién de la leche avanza, tanto si esta es inducida por
cuajo, acido o por ambos, en la leche de vaca, cabra y oveja (cruda y
descremada) (Nicolau et al., 2010). El perfil LB tiene un periodo latente (Figura
9 y 41) durante el cual predominan las reacciones enzimaticas sin cambio
detectable en la intensidad de dispersiéon (Payne y Castillo, 2007). La ratio LB

aumenta a medida que el tamafio de particula asciende durante la formacion de
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la red debido a la agregacion de las micelas de caseina. Como resultado, se
puede distinguir un periodo sigmoidal durante el cual predominan las reacciones
de agregacion, asi como un periodo asintotico durante el cual la agregacion
continia a una velocidad decreciente mientras que el endurecimiento de la

cuajada se desarrolla.
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Figura 41. Perfil de luz dispersa o ratio de reflectancia (R) versus tiempo. R', primera
derivada de R. R", segunda derivada de R. Los significados de los parametros 6pticos
estan explicados en el texto y en la seccién 4.2.3.

Como consecuencia de la forma sigmoidal del perfil de la ratio LB, se obtiene un
parametro que indica el tiempo desde la adicion enzimatica hasta el punto de
inflexion del perfil LB, tmax (Figura 41). Un importante descubrimiento fue la fuerte
correlacion entre tmax Yy la velocidad de reaccidén enzimatica, k (Saputra et al.,
1992). Por tanto, la medida de LB mide indirectamente la velocidad de reaccion
enzimatica cuando mide tmax. Otro descubrimiento importante fue que el inicio de
la agregacion se localiza alrededor de tmax, estando la hidrolisis a tmax casi
terminada (Castillo et al., 2003a). Por lo tanto, no es de extrafiar que, cuando la
temperatura, el pH, el calcio anadido o la concentracidn enzimatica cambien, tmax

también cambie.

El parametro de dispersion, tmax, esta altamente correlacionado con el tiempo de
corte, como se determind objetivamente usando el parametro k20 de

Formagraph. La siguiente ecuacion de prediccion fue desarrollada por Payne et
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al. (1993) para predecir el tiempo de corte, tcut, siendo teut = Btmax. El coeficiente
B se selecciona en la planta para replicar el juicio del fabricante de queso sobre
el tiempo de corte. El valor de 3 calibra el sistema y es la unica variable que el
fabricante de queso tiene que determinar. La ecuaciéon para tmax €s exacta solo
si la proteina es constante. Castillo (2001) demostr6 que [ disminuye
significativamente cuando aumenta la proteina. Esto permitio el desarrollo de un
algoritmo de prediccion para corregir la prediccion del tiempo de corte para los
cambios en el contenido de proteina de la leche como sigue: tcut = Btmax(1 + YP),
donde la constante y corrige la prediccidén del tiempo de corte para el efecto de

la concentracion de proteina (P).

Los geles producidos por cuajado son viscoelasticos y sus propiedades
reoldgicas pueden caracterizarse mediante reologia oscilatoria dinamica de baja
amplitud (Lucey, 2002). Los parametros que se pueden determinar incluyen el
mddulo elastico o de almacenamiento (G'), que es una medida de la energia
almacenada por ciclo de oscilacion, el moédulo viscoso o de pérdida (G"), que es
una medida de la energia disipada como calor y la tangente de pérdida (tang),
que es la relacién de las propiedades viscosas a las elasticas (G”/G’) (Van Vliet,
2014).

En la Patente de Estados Unidos N° 6.831.741 B1 (14 de diciembre de 2004) se
describe una disposicion y un método para determinar los valores de firmeza del
gel a partir de mediciones oOpticas en linea, consistentes en aplicar dispersion
dinamica de luz para seguir la formacién de cuajada y obtener la resistencia de
gel (G'). Sin embargo, el método utiliza dispersion dinamica de luz, que es un
sistema complejo y costoso. Por otra parte, el método para el calculo de la
resistencia al gel en el documento se basa en la teoria fractal, por lo que requiere
el conocimiento de una serie de parametros tedricos que deben medirse o

conocerse previamente.

Aparte de este, ningun otro método es conocido para determinar los valores de
firmeza del gel a partir de mediciones opticas en linea, ni de mediciones de
dispersion de luz, ni de mediciones de luz de fluorescencia ni de cualquier otro

tipo de mediciones oOpticas.
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La UAB ha patentado un método para determinar la firmeza de la cuaja a partir
de la sefial Optica dada por el sensor CoAguLite, obtenida combinando la
ecuacion 15 adapta del modelo de Douillard (1973) para la velocidad de cambio

del modulo de almacenamiento con el tiempo como sigue:

G' = Gl + (Gy — Gl )e ket (15)
dénde:
G' : moédulo de almacenamiento al tiempo t, t = tg4
G : valor del moédulo de almacenamiento at= «
kg’ : constante de velocidad de reaccién para el proceso,

con la ecuacién 16 que describe la reaccién de endurecimiento de la cuajada en

términos de la sefal del sensor de dispersion CoAgulite (Castillo et al., 2003a)

dada por:
R= Ry + (Ry — Ry, )eKRE (16)
dénde:
R : ratio de dispersién a tiempo t, t = {4
R : ratio de dispersiébn at =«
kr : constante de velocidad de reaccién para el proceso,

dando la expresion (17):

R — Re >ch an

G'=Go+(Go—Go (—
+ (G’ )Ro—Roo

Donde kgr = kg, /Kgr €s una constante que representa la relacion entre las tasas

de aumento de los valores G'y R como resultado del endurecimiento del gel.

La principal raz6n para modelizar el proceso de coagulacion es tener una manera
objetiva de caracterizar el proceso de gelificacion y el efecto de los tratamientos,
como el tipo de coagulante y la composicion de la leche, entre muchos otros, en
los diversos parametros del modelo. Otro objetivo es tratar de estandarizar la
firmeza del gel en el corte, ya que es importante para controlar el rendimiento y
el contenido de humedad del queso. En este sentido se desarroll6 un modelo
para la monitorizacion de la dureza de la cuajada, partiendo de la ecuacion 17 y

modificandola para diferentes niveles de proteina y temperatura.
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4.2 Materiales y métodos

Para desarrollar el modelo de prediccion, se aplico el disefio experimental de la

seccion 3.3 correspondiente al objetivo especifico A.
4.2.1 Procedimiento experimental

A cada unidad experimental se le aplico el diagrama de flujo de la Figura 42.

Leche en polvo
descremada

' |  3,465,1% proteina
dep;?iraada » Reconstitucion 5009/ mJeF;tra
- ’ Determinacion de pH

Atemperado 300640°C

157 mg CaClo kg™ leche
100 UL Enzima kg™ leche »

[ CoAgulLab ] [ Redmetro ]

J

Tiempo optico Tiempo redlogico Tiempo visual

Agitacién

Bario termostatico

Figura 42. Diagrama de flujo para la coagulacién de las muestras de leche en polvo
reconstituida.

Se utilizé leche desnatada en polvo low heat suministrada por Chr. Hansen Inc.
(Chr. Hansen Barcelona, Espafa) con un contenido de proteina ~34%, la cual es
sometida a un suave tratamiento de deshidratacion por atomizacion que
preserva su aptitud para la coagulacién. Este tipo de leche fue seleccionado para
el estudio porque tiene una composicion constante, lo que permitié minimizar las
fuentes experimentales de variacion de los resultados. La leche desnatada en
polvo se reconstituyd con agua destilada hasta obtener los valores de proteina
antes mencionados. Para esto, se peso la leche en polvo y después se diluyd
con agua destilada hasta obtener 500 g. Esta mezcla se colocd en una placa de
agitacion a temperatura ambiente durante 30 min para la reconstitucion completa
de la leche en polvo. Después de agitar la leche, se coloco durante 30 min en un

lugar oscuro para una rehidratacion completa de las micelas de caseina.
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Después de estos 30 min de reposo, la leche estaba lista para la coagulacion.
Se determind el pH de la leche reconstituida, utilizando un pHmetro Crison pH
Basic 20 y después se puso la leche en un bafo termostatico hasta alcanzar la

temperatura de coagulacion (Figura 43A).

Figura 43. A) Atemperado de leche reconstituida. B) determinacién visual del tiempo de
coagulacion. C) Determinacién visual del tiempo de corte.

Una vez que la leche alcanzé la temperatura deseada, para mejorar la capacidad
de coagulacion de la leche, se adicionaron 0,157 g de cloruro de calcio por kg de
leche, a partir de una solucién de 525 g de cloruro de calcio anhidro por kg de
solucion, que fue preparada empleando CaCl2*2H20O (Panreac Quimica S.A.,
Montcada i Reixac, Barcelona, Espana). Tras agitar la mezcla, se anadio
quimosina recombinante 100% (CHY-MAX extra; EC 3.4.23.4, 600 IMCU mL™")
suministrada por Chr. Hansen Inc. (Chr. Hansen Barcelona, Espafa)
almacenada en refrigeracion a 4° C hasta su empleo, que fue utilizada para
inducir la coagulacion de la leche en una proporcion de 100 uL por kg de leche.
Luego, la enzima fue mezclada bien con una espatula durante 30 s.
Inmediatamente, dos alicuotas de 80 mL se colocaron en los vasos del sensor
optico y otra alicuota de 40 mL se colocé dentro del vaso del redbmetro y se
pusieron en marcha ambos equipos a la vez. También una muestra de 300 mL
se puso en el baio termostatico a la misma temperatura de coagulacion que las
otras muestras, a fin de determinar el tiempo de coagulacion visual (tciot),
siguiendo la metodologia de Abdelgawad etal. (2016), introduciendo una
espatula en el interior de la leche y observando el tiempo en el cual aparecieron
fléculos pequenos (Figura 43B). El tiempo de corte se determind también

visualmente (tcut) siguiendo la metodologia utilizada por Arango et al. (2013),
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utilizando una espatula para separar el gel de las paredes del vaso de
precipitados hasta que la separacion estaba completamente limpia y el gel
ofrecia resistencia elastica sin rotura cuando se forzaba hacia el centro del vaso

de precipitados con la espatula (Figura 43C).
4.2.2 Determinacién del médulo elastico

El proceso de coagulacion de la leche fue monitorizado a través de una prueba
de cizallamiento de pequefia amplitud oscilatoria (SAOR) utilizando un reémetro
ThermoHaake RS1 (termo-Haake GmbH, Karlsruhe, Alemania) equipado con un
sensor de cilindros concéntricos (Z34) (Figura 44). Las pruebas se realizaron
mediante la aplicacion de una deformacién del 3%, que esta dentro de la regidn
de viscoelasticidad lineal para geles de leche (Zoon et al., 1988) y una frecuencia
de 1 Hz. El parametro identificado fue el moédulo elastico o mddulo de
almacenamiento (G’). El tiempo de gelificacidon (tge) se definié como el tiempo
cuando los geles tuvieron un G’ = 1 Pa. Cuando G’ del gel alcanz6é 30 Pa se

obtuvo el tiempo de corte reoldgico, teo.

Figura 44. Redmetro con sensor de cilindros concéntricos utilizado en los experimentos.

4.2.3 Monitorizacion de la coagulacion mediante dispersion de luz NIR

Se utilizé un equipo CoAguLab disenado en la Universidad de Kentucky, para
determinar el perfil de dispersién de luz durante la coagulacion de la leche
(Figura 45). Una descripcion detallada de este equipo se presento en el trabajo
de Tabayehnejad et al. (2012). El dispositivo tiene dos cubas de 98 mL, para

monitorizar la coagulacion en dos muestras simultaneamente. Los sensores
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opticos se localizan atravesando cada cuba hasta la pared interior; ademas
cuenta con un bafo termostatico que recircula agua entre el bafio y el interior de
la camisa de las cubas para regular la temperatura de las muestras de leche. Un
modulo de adquisicion de datos, conectado a un ordenador, transforma la sefal

luminosa en voltaje, ademas de regular la intensidad de luz emitida.

Mddulo de
adquisicién de datos

Bafio
' termostatico

i |
=

Figura 45. Equipo de monitorizaciéon de la coagulacion CoAgulLab. Prototipo instalado
en el laboratorio de analisis instrumental de la Facultad de Veterinaria de la UAB.

Cada sensor transmite luz infrarroja a 880 nm a través de una fibra de 600 um
de diametro, mientras que otra fibra, separada de la primera 1,2 mm, recepciona
la radiacion dispersada por la leche. Esta sefial luego es transmitida a un
fotodetector de silicio. Para la calibracion, el sensor éptico fue puesto a cero
excluyendo la luz y ajustando la tension de salida a 0 V. La respuesta inicial de
voltaje (Vo) se calculé promediando los primeros diez datos. Los datos opticos
generados en las cubas se recolectaron a intervalos de 6 s. El ratio de dispersién
de luz (R) se calculé tras la adicion de enzima, dividiendo la tensidn de salida del
detector entre Vo, segun el procedimiento descrito por Tabayehnejad et al.
(2012). Se calcularon la primera y segunda derivadas del perfil de dispersion de
luz. Algunos parametros de tiempo 6pticos fueron definidos por los maximos y
minimos de las derivadas como se muestra en la Figura 41. Los tiempos hasta

el primer maximo de la primera y segunda derivadas se definieron como tmax Yy
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tomax, respectivamente, mientras que el tiempo hasta el primer minimo de la

segunda derivada se definié como tamin.
4.2.4 Analisis estadistico

En este estudio, los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa
estadistico SAS (SAS ® 9.4, 2012). El analisis de covarianza (ANCOVA) se
realizé mediante el procedimiento del modelo lineal general (GLM) de SAS. La
media de minimos cuadrados (LSMEANS) y la significacion de cada tratamiento
se computaron mediante suma de cuadrados de tipo IV. El método de la media
de minimos cuadrados predice diferencias entre todos los tratamientos. En este
experimento las medias fueron consideradas significativamente diferentes a p <
0.05. Se utilizé el valor del coeficiente de determinacion (R?) y el error estandar
de calibraciéon (SEC) para evaluar la calidad de la calibracion de los modelos.
Para la validacion de los mismos se empled una validacion cruzada,

determinando el error estandar de prediccion (SEP).

4.3 Resultados y discusiéon

4.3.1 Perfil de dsipersion

Como se muestra en la Figura 46, la ratio de dispersion de luz (R) incrementa
su valor hasta el valor de maxima pendiente correspondiente a tmax. Castillo et al.
(2003a) consideran que alrededor de este punto cerca del 78% de las micelas
de caseina se han hidrolizado, iniciandose la reaccion de agregacion.
Seguidamente comienza una etapa a velocidad decreciente correspondiendo a
las etapas de agregacion y, principalmente al endurecimiento (Payne y Castillo,
2007). Este comportamiento es mas notable para el tratamiento a temperatura
mas alta, probablemente debido a una aceleracion de los fendmenos de
agregacion, produciendo particulas de mayores tamanos y, por lo tanto, un
voltaje mas alto es detectado por la fibra receptora (Castillo, 2001). A
temperaturas mas altas se observa una disminucion en el tiempo requerido para
alcanzar el punto de inflexién de la curva, tmax y por consiguiente se produce una
disminucion en el tiempo de corte, tcut, que podria deberse a que el aumento de
la temperatura beneficia tanto a la fase de hidrdlisis de la k-caseina como a la
agregacion de micelas de caseina hidrolizadas (Walstra et al.,, 2006). Sin

embargo, un aumento en la concentracion de proteina produjo un pequefio
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cambio en la ratio de dispersion de luz a una determinada temperatura,
observandose al inicio de la etapa de agregacion un ligero aumento en tmax
cuando aumenta el porcentaje de proteina. Puede ser que la adicion de una
mayor cantidad de proteina, produzca una disminucion de la relacion
enzima/sustrato necesitandose mas tiempo para alcanzar el nivel de hidrdlisis
necesario para el inicio de la agregacion (Fox et al., 2017; Saputra, 1992),
tomando mas tiempo para llegar a tmax. Ademas, se observa que, a un tiempo
superior a 14 - 16 min, los tratamientos que tienen una mayor concentracion de
proteina presentan una mayor reflectancia en comparacion con las muestras de
menor concentracion de proteina, indicando que el tratamiento con mayor
contenido de proteina alcanzara antes el tiempo de corte deseado. Este
comportamiento fue observado por Castillo et al. (2003b) al comparar mesetas
de curvas de R (R~) durante la coagulacion de leche de cabra a diferentes

concentraciones de proteina.
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Figura 46. Perfil de la ratio de dispersion de luz a diferentes niveles de temperatura y
proteina, durante la coagulacion de leche en polvo reconstituida. Las lineas negras
verticales indican el valor de tmax para cada curva. Medias de tres replicas por
tratamiento.

4.3.2 Analisis de covarianza de los parametros de tiempos 6pticos y de

corte

A partir de la figura anterior, podemos deducir que el efecto de la temperatura
sobre los valores de las variables dependientes en el proceso de coagulacion de

la leche fue mayor que el efecto ejercido por la concentraciéon de soélidos. Para
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comprobar esta hipotesis los parametros de tiempo obtenidos de los tratamientos

fueron sometidos a analisis de covarianza (ANCOVA) (Tabla 4).

Tabla 4. Andlisis de covarianza de los parametros de tiempos opticos y de corte,
obtenido de la coagulacién de leche en polvo reconstituida.

Factores Interaccion Covariable
principales

P (%) T (°C) %PxT pH
Modelo (DF=1) (DF=1) (DF=1) (DF=1)

Parametros R? F F F F F
tmax 0,963 4577 9,50 145,07 4,03 2,36
tomax 0,951 33,99 11,60° 97,20 3,40 2,88
tomin 0,966 49,86 6,84 169,89 2,25 1,93
tger 0,973 62,90 0,12" 228,20 2,60 1,06
tei3o 0,992 207,787 12,92° 500,22 87,837 1,26

teiot 0,979 82,29 8,25° 313,00 0,30"s 6,05

teut 0,980 85,29 0,13 272,74 31,787 5,44

Numero de observaciones N = 12; T, temperatura; P, porcentaje de proteina;
PxT, interaccion proteina x temperatura; R?, coeficiente de determinacion; F,
ANCOVA F-estadistica; DF, grado de libertad; *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001;
"Sno significativo.

Se observaron efectos de temperatura muy significativos (p <0,001) para casi
todas las variables dependientes evaluadas. Esto esta de acuerdo a lo reportado
por Arango et al. (2013) que evalué el efecto de la temperatura en tiempos de
coagulacion y corte de leches con inulina. Como ya se menciond, esto se deberia
a que la temperatura acelera tanto los procesos de hidrdlisis como de agregacion
de las micelas de caseina (Castillo et al., 2003b), mientras que el efecto de la
concentracion de proteina resultd ser significativo para todas las variables
excepto para tge y para teut. En cuanto a tge, este comportamiento podria ser
debido a que, si bien es cierto que a medida que se incrementa la concentracion
de proteina, el principio de la agregacion (tmax) Se prolonga, una vez que se ha
alcanzado tmax existe un incremento de la velocidad de agregacion al haber mas
micelas disponibles en el medio. Por otro lado no se observaron efectos
significativos del pH excepto para tcot, |0 que podria deberse a que tciot esta muy
cercano a tmax y como hemos mencionado tmax esta relacionado con el inicio de
la etapa de agregacion he influenciado por el pH, ya que el pH influye
significativamente en el periodo de hidrdlisis enzimatica reduciendo la carga de
la capa de k-caseina de las micelas, acortando tcot (Vasbinder et al., 2001).
Waungana et al. (1998) también observaron una disminucion de tcot al disminuir
el pH de la leche a 6,5. El efecto de la interaccion PxT fue significativo en las

variables tcut y te30, debido probablemente a que a la temperatura de 30 °C
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permite una reorganizacion mejor de la estructura de las micelas permitiendo un
mayor numero de enlaces durante la fase de endurecimiento, efecto que se ve
reforzado por la presencia de un mayor contenido de proteina, lo cual hace que
el tiempo de corte descienda mas que a la temperatura mas alta. Este efecto se

puede observar en la Figura 47.
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Figura 47. Efecto de interaccion entre la temperatura y el contenido de proteina (P)
sobre tge (lineas grises) y te3o (lineas negras).

4.3.3 Comparaciéon de medias de minimos cuadrados de los parametros

de tiempos o6pticos y de corte

La comparacion de las medias de minimos cuadrados se muestra en la Tabla 5.
El aumento de la temperatura produjo una disminucién significativa (p < 0,05) en
todos los parametros de dispersion optica, visuales y reoldgicos. El aumento de
la temperatura de 30 a 40 °C produjo una disminucion del parametro tmax €n un
37%. Asimismo, el tiempo de gelificacion (tgel) y el tiempo de corte reoldgico a 30
Pa (tc30) se redujeron en 46 y 61%, respectivamente. Esto se debe a que la
temperatura acelera tanto la hidrdlisis enzimatica como las reacciones de
agregacion y endurecimiento en la coagulacion de la leche (Fox et al., 2015). Sin
embargo, el efecto de la temperatura en la agregacion y endurecimiento de
micelas de caseina es mucho mas pronunciado en comparacion con la hidrélisis
(Fox et al., 2017). De hecho, el coeficiente de temperatura (Q1o) para la hidrélisis
de k-caseina reportada por varios autores varia entre 1,3 y 2, mientras que en la
agregacion, Q1o oscila entre 11 y 30 (Abdelgawad et al., 2014). Una temperatura

mas alta aumenta los movimientos brownianos produciendo un aumento en la
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probabilidad de colision entre las micelas hidrolizadas (Jiménez y Macarulla,
1984). Ademas, las conexiones que se establecen entre las micelas de para-k-
caseina y que conducen a la gelificacion de la leche son esencialmente
hidrofobas, pero también son importantes los puentes de hidrégeno y los enlaces
de la naturaleza i6nica (Castillo, 2001). Los enlaces hidréfobos aparecen mas
rapidos y son mas fuertes cuando aumenta la temperatura, dando lugar a la
rapida formacion de cadenas y grupos de micelas y una fusion mas rapida de
ellos (Lagoueyte et al., 1994). Castillo et al., (2000) obtuvo un comportamiento
similar de los parametros de tiempo al evaluar los efectos de la temperatura en
estos parametros, coagulando leche de cabra de 28 a 36°C. También podemos
observar que los valores de te30 Y tcut tienden a aproximarse a una temperatura
cercana a 30 °C, haciendo suponer que el tiempo de corte medido a 30 Pa es un

tiempo adecuado para realizar el corte.

Tabla 5. Medias de minimos cuadrados de parametros 6pticos y de corte en funcion del
porcentaje de proteina y temperatura, obtenido de la coagulacion de leche en polvo
reconstituida.

P(%) T(°C)
Parametros 3,4 5.1 30 40
tmax, Min 8,802 12,29° 12,962 8,14
teiot, Min 12,312 16,04 18,24 10,12°
tgel, min 15,59 16,20 20,60 11,18°
tcut, Min 31,162 32,70 4454* 19,31°

te'30, Min 37,582 25,00° 4512* 17,46

Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p < 0,05);
Numero de réplicas = 3; Numero de observaciones, N = 12. Parametros de tiempo
explicados en el texto.

Los parametros 6pticos aumentaron significativamente con el aumento de la
concentracion de proteina. Esto se deberia a que, a concentracion constante de
enzima, la saturacion de la enzima por el sustrato induce un aumento significativo
de los parametros Opticos de tiempo (tmax, tomax, toemin). Esto también fue
observado por Castillo et al. (2003b) al coagular leche de cabra a diferentes
concentraciones de proteina. Aunque no se observaron diferencias significativas
para tge Y tcut, S€ Observé una disminucion significativa en los tiempos de corte
reoldgico a 30 Pa (te'a0) en 33%, con el aumento de la concentracion de proteina.
En este sentido, también se observa un acortamiento de la separacion de tiempo
entre tmax ¥y tcut @l aumentar el porcentaje de proteina. Castillo et al. (2003b)

también observaron este comportamiento en la determinacion de la distancia
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entre tmax Y teut, €n el proceso de coagulacion de la leche de cabra. Esto
probablemente se debié al aumento de la velocidad de agregacion por el
incremento del numero de colisiones entre las micelas de caseina. Varios
autores han encontrado que la velocidad de endurecimiento de la cuajada
aumentd al incrementarse la concentracion de proteina (Van Hooydonk y van
den Berg, 1988; Guinee et al., 1997) y el efecto es mayor comparado con la
etapa de hidrdlisis (Fox et al., 2017). La Tabla 5 muestra un incremento
significativo en taot @ medida que se incrementa la concentracion de proteina
acortandose la distancia en tiempo con tge. Esto sugiere que, a una mayor
concentracion de proteina, tgel tiende a ser similar a taot. Como ya se menciond
esto se deberia a un retardo en el tiempo de coagulacion por saturacion de la
enzima. También podemos observar que los valores de tg30 tienden a disminuir
al aumentar el contenido de proteina, mientras que tcut tienden a mantenerse
constante, lo que sugiere que el tiempo de corte medido a 30 Pa es mas sensible
al cambio de contenido de proteina. En adicion a esto las precisiones de las
determinaciones reoldgicas del tiempo de corte son mejores en comparacion con

las de las determinaciones visuales tal como lo muestra la Figura 48.
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Figura 48. Variabilidad de datos experimentales de te30 Y teuw. S€ muestra el promedio
con rangos de variacion de desviacion estandar (DS).

4.3.4 Ecuaciones para la monitorizacion de la dureza de la cuajada
Segun los estudios previos, la dureza de la cuajada para el corte podria ser

determinada objetivamente utilizando medidas reolégicas mediante el sensor de

dispersion de luz NIR. Por lo tanto, se determind una ecuacion para la
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monitorizacion de la dureza de la cuajada en términos del médulo elastico (G’)
basada en la ecuacion 17, que incluyé el porcentaje de proteina (P) y la ratio de
dispersion (R) como variables independientes, a la que denominamos G’ = f (R,
P), y que fue ajustada a los datos correspondientes a las temperaturas de 30 y

40 °C, obteniéndose las calibraciones presentadas en la Figura 49.

A 50 B 50
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Figura 49. Calibracién del modelo de monitorizacién de la dureza de la cuajada, G’ =f
(R, P). A)30°CyB)40°C. Ados niveles de proteinas (3,4 y 5,1%). Los términos de la
ecuacioén estan explicados en el texto.

Como podemos observar, esta ecuacion presenta un rango de validez de 10 a
40 Pa, cubriendo un amplio rango de niveles de dureza de la cuajada. Al observar
los valores de la pendiente de la recta de calibracion, asi como de R? y SEC,
vemos que la ecuacion se ajusta bien a los datos experimentales. También
podemos observar que la calibracion a 40 °C presenta una menor calidad
predictiva que la ecuacién ajustada a 30 °C. Esto podria deberse al efecto que
ocasiona la elevada temperatura sobre la actividad de la enzima la cual esta
cerca de su temperatura de desnaturalizacion (Troch et al., 2017). También
podria atribuirse a que a esta alta temperatura las reacciones de agregacion son
muy rapidas impidiendo que los grupos de paracaseina se reestructuren y
formen suficientes enlaces intermoleculares para tener una estructura mas

estable frente a los procesos de sinéresis (Walstra, 2003; Mellema et al., 2002).

Por otro lado, se realiz6 una validacion cruzada de esta ecuacion, segun lo
descrito por Mark y Workman (2003) y Schoénbach et al. (2007), obteniendo
errores estandar de prediccion (SEP) de 1,44 y 2,81 Pa para las temperaturas
de 30 y 40 °C respectivamente. Por tanto, la ecuacion reproduce mejor los datos

experimentales a 30 °C.
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Por otro lado, se decidio probar una ecuacion de ajuste para todos los niveles de

proteina y temperatura, G’ = f (R, P, T), obteniendo el ajuste mostrado en la

Figura 50.
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Figura 50. Ajuste de la ecuacion de monitorizacion G' = f (R, P, T) a dos niveles de
temperatura (30 y 40 °C) y de proteina (3,4 y 5,1%).

Como podemos observar la ecuacion tiene un buen ajuste a los datos; sin
embargo, cuando se realiz6 la validacion cruzada el error estandar de prediccion
fue ligeramente superior a dos, probablemente debido a las condiciones amplias
de temperatura y porcentaje de proteina empleadas en el ajuste. Por lo tanto, se
deberia emplear la ecuacién de estimacion de la dureza fijando la temperatura
de coagulacién, proporcionando robustez al modelo al tener menos variables de
ajuste. Notese que en la industria las variaciones de temperatura no son tan

amplias; segun algunos reportes pueden variar en 0,7 °C (Castillo et al., 2005).

4.4 Conclusiones

La temperatura tuvo un efecto significativo en todos los parametros de tiempo (p
< 0,001), que tienden a disminuir con el aumento de la misma. Hay dos
fendmenos que explican esto. En primer lugar, la temperatura acelera la hidrolisis
enzimatica en la etapa primaria de la coagulacion de la leche. Segundo, la
temperatura acelera la agregacion de las micelas de caseina durante las fases

no enzimaticas de la coagulacion de la leche.
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Por otro lado, si la velocidad de hidrdlisis es independiente de la concentracion
de la enzima, la enzima por saturacion del sustrato tiende a inducir un aumento
significativo de los parametros 6pticos (tzmax, tmax ¥ t2min) cuando la concentracion
de proteina aumenta, mientras que las velocidades de las reacciones de
agregacion y endurecimiento aumentan cuando las micelas de para-k-caseina
estdn mas juntas, a altas concentraciones de proteina, lo que resulta en una
disminucion significativa (p < 0,01) de te30 con una concentracion creciente de

proteina.

Por otra parte, los tiempos de corte reoldgicos fueron mas reproducibles que las
predicciones visuales, mostrando mayores desviaciones estandar que las
reologicas, demostrando que el uso de un sensor Optico calibrado en base a

determinaciones reolégicas, podria mejorar la seleccion del tiempo de corte.

Finalmente, las ecuaciones de monitorizacion de la dureza de la cuajada G’ = f
(R, P)y G =f (R, P, T), presentan una buena calidad predictiva, si bien se
recomienda la aplicacién de la primera, ya que las variaciones de temperatura

de coagulacién usadas en la industria no son tan amplias.
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Capitulo V. Calibracion y validacion a nivel de laboratorio de un
modelo de prediccion del médulo elastico, G’, de la cuajada,

utilizando leche de vaca

5.1 Introduccion

Se ha estudiado el efecto de varios factores (proteina, concentracion de calcio y
enzima, pH, temperatura y tipo de enzima) sobre la prediccién del tiempo de
coagulacion enzimatica y el tiempo de corte de cuajada para la leche de vaca
(Castillo, et al., 2006). Sin embargo, el factor que tiene una gran influencia en
todas las fases de la coagulacién enzimatica de la leche es, sin duda, la
temperatura. A nivel industrial la leche pasa por un tratamiento térmico de

pasteurizacion para eliminar microorganismos patéogenos (Walstra et al., 2006).

El tratamiento térmico debe permitir la eliminacién de los microorganismos
patégenos, reducir aquellos que pueden causar defectos en los quesos y
conservar su aptitud para la coagulacién (Kousta et al., 2010). La pasteurizacién
de la leche a 65 °C tiene un cierto efecto beneficioso sobre la coagulacién por
cuajo, debido a que produce un incremento de fosfato de calcio coloidal o CCP
(Anema, 2008) y en consecuencia una disminucion del pH (On-Nom et al., 2010),
siendo estos cambios reversibles cuando la leche se pasteuriza a bajas
temperaturas tal como se describe en la ecuacion siguiente:

calentamiento

3Ca?* + 2HPO?~
enfriamiento

Cas(PO,), + 2H* (18)

Sin embargo, a mas altas temperaturas y tiempos largos estos cambios se
vuelven parcialmente irreversibles (Fox et al., 2015). Esto puede provocar, por
un lado, la desnaturalizacion de la proteina de suero ya que a temperatura >65
°C comienza el desplegamiento de la B-lactoglobulina (Claeys et al., 2001), que
posteriormente puede enlazarse con la k-caseina micelar y, por otro lado, se
produce la deposicion de fosfato de calcio insoluble inducido por calor y la
reduccién de la concentracion de Ca?*, que es importante para la interaccion de
las micelas de para-caseinay, por tanto, la agregacion, durante la formacién del
gel. En cualquier caso, el Ca?* perdido por calentamiento de la leche podria ser
reemplazado facilmente por la adicion de CaCl> o por medios mas indirectos

tales como la acidificacion (Kethireddipalli y Hill, 2015).
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La complejacion de la proteina de suero desnaturalizada con la k-caseina afecta
negativamente a la fase no enzimatica de la coagulacion por cuajo,
presumiblemente debido al bloqueo de las zonas de agregacion intermicelar (Fox
et al., 2015). Sin embargo, varias investigaciones mencionan que el efecto en la
fase de hidrolisis es pequefio o no tiene efecto significativo (Vasbinder et al.,
2003; Anema et al., 2007; Sandra y Dalgleish, 2007). El aumento del grado de
desnaturalizacion de la proteina de suero (en % del total) a un nivel > 15% por
un tratamiento térmico elevado de la leche, p. ej., > 80 °C x 15 s, afecta las
caracteristicas de la coagulacién del cuajo a tal punto que la leche es inadecuada

para la elaboracion del queso (Figura 51).
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Figura 51. Efecto de la temperatura de pasteurizacién, durante 15 s. (a) Nivel de
desnaturalizacion de la proteina de suero. (b) Firmeza de la cuajada 60 min después de
la adicion del cuajo en funcién de la concentracion de la proteina del suero
desnaturalizada. Adaptado de Fox et al. (2017).

El almacenamiento en frio de la leche promueve una pequena disolucion de CCP
y B-caseina (B-CN), lo que afecta la coagulacién de la leche por el cuajo, al
aumentar el tiempo de coagulacion enzimatica (RCT) y reducir la firmeza de la
cuajada, disminuyendo asi el rendimiento del queso. Sin embargo, se sabe que
la pasteurizacién de la leche almacenada en frio recupera, en cierta medida, sus
propiedades de coagulacion, invirtiendo los cambios mencionados en la
estructura de la micela de caseina (Maciel et al., 2015). En la practica, la leche
debe ser pasteurizada inmediatamente antes de la elaboracion de quesos y no

debe almacenarse en frio antes de usarla (Fox et al., 2017).

Como ya hemos visto, la temperatura a la que es sometida la leche afecta al

proceso de coagulacion y este efecto puede notarse también cuando se
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establece una determinada temperatura de coagulacion en una cuba quesera.
Este efecto se debe principalmente a la disminucion del pH debido a la
precipitacion de CCP (Tabla 6) y a una mayor formacién de enlaces hidréfobicos
durante las fases de agregaciéon y endurecimiento, a medida que se incrementa
la temperatura de coagulacion (Mellema et al., 2002; Bansal et al., 2008). La
leche segregada por la vaca contiene aproximadamente 200 mg de CO; L.
Debido a su baja concentracion en el aire, el CO2 es rapidamente y, de hecho,
irreversiblemente perdido de la leche después del ordefio; su pérdida se acelera
por calentamiento, agitacién y tratamiento al vacio. Esta pérdida de CO2 provoca
un aumento del pH de aproximadamente 0,1 unidad y una disminucion de la
acidez titulable de casi 0,02%, expresada como acido lactico (Fox y McSweeney,
1998). Bajo condiciones de calentamiento relativamente moderadas, este
cambio en el pH es mas o menos compensado por la liberacion de H* (ecuacién
18) en la precipitacion de Cas (POa4)2 (Fox et al., 2015)

Tabla 6. El pH de leche a varias temperaturas.

Temperatura(°®C) pH de la leche

20 6,64
30 6,55
40 6,45
50 6,34
60 6,23

Reproducido de Fox et al. (2015).

El efecto principal de la temperatura establecido sobre la coagulacion de la leche
se produce en la fase secundaria, no enzimatica, que no ocurre a< 10 °C, debido
a que esta fase tiene un mayor valor de Q10 (11-30) en comparacion con el valor
de Q1o (1,3-2) de la fase de hidrolisis (Abdelgawad et al., 2014). Esto es debido,
principalmente, a una menor formacion de enlaces hidrofébicos entre micelas de
para-k-caseina (Dauphas et al., 2005; Fox et al., 2015). Por encima de esta
temperatura, el tiempo de coagulacién disminuye hasta un minimo amplio a 40-
45 °C y luego aumenta de nuevo a medida que la enzima se desnaturaliza
(Figura 52). En la elaboracién de quesos, la coagulacion del cuajo se produce
normalmente a una temperatura muy por debajo de la temperatura 6ptima, p.ej.,
31 °C para muchas variedades. La temperatura mas baja es necesaria para

optimizar el crecimiento de las bacterias iniciadoras mesofilicas, que tienen una

85



Calibracion y validacion a nivel laboratorio de un modelo de prediccion

temperatura 6ptima de crecimiento de ~ 27-28 °C y no creceran, y tal vez ni
siquiera sobreviviran, a temperaturas mayores a 40 °C. Ademas, la estructura
del coagulo se mejora a temperatura mas baja, que se utiliza por lo tanto incluso

para los quesos hechos usando cultivos termofilos (Fox et al., 2017).

RCT

20 40 60
°C

Figura 52. Efecto de la temperatura de cuajado en el tiempo de coagulacién por cuajo
(RCT). Reproducido de Fox et al. (2015).

Los ensayos reoldgicos, realizados mediante la medicion del médulo elastico
(G’), se consideran la forma mas facil y directa de caracterizar la formacion de
gel en el proceso de coagulacién de la leche, ya que un aumento en el médulo
de almacenamiento sobre el tiempo de coagulacion implica la formacion de redes
(Leite et al., 2015). Se ha evaluado el efecto de la concentracién de proteina en
la cinética de endurecimiento de geles de leche por cuajado, a partir de leche en
polvo desnatada low heat, aplicando pruebas de cizallamiento de pequefia
amplitud oscilatoria. La Figura 53 muestra el perfil reoldgico de los geles lacteos
formados usando diferentes concentraciones de enzima y de proteina. El tiempo
en que los agregados son lo suficientemente grandes para ser identificados a
simple vista se llama tiempo de floculaciéon o tiempo de coagulacién del cuajo
(RCT) (Janhgjy Qvist, 2010). Posteriormente, los agregados se unen en una red
continua que, al ser medida con un reémetro, se tiene quetgd=10G =G”, lo
que indica el tiempo requerido para iniciar la fase de endurecimiento de la

coagulacion de la leche o tiempo de gelificacion (Sandra y Corredig, 2013).
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Figura 53. Evaluacién reolégica del proceso enzimatico de coagulacién de la leche con
diferentes concentraciones de enzimas y proteinas. Los valores son medias de las
repeticiones (N = 6). EN: Enzima; Ptn: Proteina. Reproducido de Leite et al. (2017).

También se ha evaluado el efecto de la temperatura en el perfil redlogico de la
coagulacion de leche, coagulando mezclas de leche de oveja, cabra y vaca a 27,
32y 37 °C, encontrandose que al incrementar la temperatura de coagulacién los

parametros reoldgicos tgel, tcutso Y teutso decrecian (Abdelgawad et al., 2014).

Por otro lado, se ha evaluado el efecto de la temperatura (Abdelgawad et al.,
2014) y concentracion de proteina (Castillo et al., 2003b) en la prediccion del
tiempo de corte para diferentes tipos de leche (cabra, vaca y oveja), utilizando
dispersion NIR. Sin embargo, ninguno de los estudios previos evalua la

determinacién de la dureza de la cuajada de leche de vaca en tiempo real.

Como hemos visto, la temperatura tiene una influencia muy relevante en la
coagulacion de la leche. Se sabe que en las plantas de elaboracién de queso
existen factores que podrian hacer variar dicha temperatura como por ejemplo la
temperatura del medio de calefaccion y la del medio ambiente. En tal sentido se
decidid investigar el comportamiento de la ecuacion G’ = f (R, P) a tres
temperaturas de coagulacion (30, 31 y 32°C) para evaluar la robustez del modelo

frente a los posibles cambios de temperatura del sistema.
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5.2 Materiales y métodos

Para realizar la calibracion y validacion del modelo de prediccion a nivel de
laboratorio se aplico el disefio experimental de la seccién 3.3 correspondiente al

objetivo especifico B.
5.2.1 Procedimiento experimental

A cada unidad experimental se le aplico el diagrama de flujo de la Figura 54.

Leche de vaca pHc, Py G

Botellas de vidrio mp Envasado

Pasteurizacion 64 °C x 30 min

Enfriamiento

Almacenamiento 40°C

Calentamiento 25 °C

Pesado 500g
0,151 g CaCl: kg-! leche = Agitacién pHp

Atemperado 30,31632°C
100 pL Enzima kg-1 leche = Agitacion
| e Z—
CoAgulLab Redmetro t ern‘?c?sr’lcgti co
tiempo optico tiempo reolégico tiempo visual

Figura 54. Diagrama de flujo para la coagulacidon enzimatica de leche de vaca.

Parametros descritos en el texto.

Se utilizd leche entera de vaca que fue suministrada por la granja Mogent,
ubicada en la provincia de Barcelona. A la leche cruda se le midi6 el pH (pHc),
utilizando el pHmetro descrito en 4.2.1, el porcentaje de proteina (P) y el de grasa
(G), utilizando un equipo NIRSystem 5000 con monocromador (Foss, Hillerad,
Dinamarca), que fue calibrado con 20 muestras patron de leche de vaca
estandarizada. Luego, la leche cruda fue repartida en botellas de vidrio de 500
mL de capacidad para ser sometidas a pasteurizacion a 64 °C por 30 min. A

continuacién, fueron enfriadas y almacenadas a 4 °C para realizar
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posteriormente las coagulaciones. Cada botella fue calentada a 25 °C para
homogeneizar el contenido de grasa, para luego pesar 500 g de muestra en un
vaso de precipitados de 500 mL. Entonces se adicionaron 0,151 g de cloruro de
calcio por kilogramo de leche, utilizando la solucién descrita en la seccion 4.2.1,
se agito por espacio de 30 s, y se midio el pH de la leche preparada (pHp). Luego
se introdujo la leche en el bafio termostatico hasta que alcanzé la temperatura
de coagulacion. Una vez alcanzado el equilibrio térmico, se adicioné la enzima
descrita en la seccion 4.2.1, en una relacion de 100 pL enzima kg™ leche, que
fue mezclada bien con una espatula durante 30 s. Inmediatamente, dos alicuotas
de 80 mL se colocaron en los vasos del sistema éptico descrito en 4.2.1 y otra
alicuota de 40 mL se coloco dentro del vaso del reémetro descrito también en
4.2.1y se pusieron en marcha ambos equipos a la vez. También una muestra de
300 mL fue puesta en el bafo termostatico a la misma temperatura de
coagulacion que las otras muestras. El tiempo de corte se determiné visualmente
(tcut) siguiendo la metodologia utilizada por Arango et al. (2013), utilizando una
espatula para separar el gel de las paredes del vaso de precipitados hasta que
la separacién era completamente limpia y el gel ofrecia resistencia elastica sin
rotura cuando se forzaba hacia el centro del vaso de precipitados con la espatula.
Se monitorizé la dureza de la cuajada (G’) de leche de vaca y el tiempo de corte

reolégico a 30 Pa (te30).

Antes de realizar los experimentos se evalud un sensor con ventana de zafiro
para comprobar si éste producia una mejor sefial que el sensor sin ventana que
se estaba utilizando hasta ese momento, para lo cual se coagularon tres lotes de
leche de vaca de distinta composicion a la temperatura de 31 °C y se realiz6é una
comparacion aplicando para cada muestra el diagrama de flujo de la Figura 54
y utilizando el primer disefio experimental de la seccién 3.3 correspondiente al

objetivo especifico B.
5.2.2 Analisis estadistico

En este estudio, los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa
estadistico SAS (SAS ® 9.4, 2012). El analisis de varianza (ANOVA) se realiz6
mediante el procedimiento del modelo lineal general (GLM) de SAS, teniendo
como variables independientes el lote y la temperatura y como variables

dependientes Rmax, tmax, tge, teut ¥ tec30, mientras que los coeficientes de
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correlacion de Pearson, r, fueron obtenidos por el procedimiento de correlacion
(CORR). La media de minimos cuadrados (LSMEANS) y la significacion de cada
tratamiento se computaron mediante suma de cuadrados de tipo IV. En este
experimento las medias fueron consideradas significativamente diferentes a p <
0.05. Se utilizé una regresion no lineal para la calibracion del modelo G’ = f (R,
P). Se utilizo el valor del coeficiente de determinacion (R?) y el error estandar de
calibracién (SEC) para determinar la calidad de la calibracién de los modelos.
Para la validacion de los modelos se empled una validacién cruzada,

determinando el error estandar de prediccion (SEP).
5.3 Resultados y discusion

5.3.1 Comparacién de sensores

Se obtuvo la calibracion de la ecuacion de prediccion a la temperatura de 31 °C
para los sensores con y sin ventana de zafiro, obteniendo su R? y SEC como
muestra la Figura 55. Como se observa, la calibracién de la ecuacién de
prediccion utilizando el sensor sin ventana resultd ser mejor que con ventana,
debido a que la intensidad de luz captada por la fibra receptora es menor,
probablemente como consecuencia de interferencias por reflexion especular. Por
ello se optd por utilizar el sensor sin ventana de zafiro para los siguientes

experimentos.

.90 ~_ 50
€40 y=0,999x < 40 ;F/{ :_obggg;
\5 30 R2 - 0,984 \5 30 -
Q Q
2 20 2 20
5 SEC=0,94 Pa S SEC=1,40 Pa
o 10 o 10
o o
o 0 tn O
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
G'experimental (Pa) G'experimental (Pa)

Figura 55. Comparacién de calibraciones de las ecuaciones de monitorizacion,
coagulando leche de vaca a 31 °C. A) sensor sin ventana de zafiro, B) sensor con
ventana de zafiro. N = 12.

5.3.2 Anadlisis de varianza de los parametros 6pticos y de corte

Una vez elegido el sensor sin ventana de zafiro, se realizaron las coagulaciones

de los cuatro lotes de leche a las tres temperaturas de coagulacién. Luego se
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realizd un analisis de covarianza (ANCOVA) para determinar las principales
fuentes de variacion en las variables dependientes (R’max, tmax, tgel, tcut ¥ ta'30),
reportandose los valores de R? y F para cada variable dependiente. En un
principio se consideraron como principales fuentes de variacién la temperatura
(T), el lote (L) y la réplica; y como covariables el pH de la leche cruda (pHc) y el
pH de la leche preparada para la coagulacién (pHp). Sin embargo, al realizar el
ANCOVA preliminar, la réplica, y los pHs resultaron no tener un efecto
significativo sobre las variables dependientes, por lo cual se eliminaron del
analisis final mostrado en la Tabla 7. Un efecto no significativo de la réplica sobre
parametros opticos y tiempos de corte también fue encontrado por Castillo et al.
(2006) al evaluar el efecto de la temperatura y la concentracion de inéculo en las
propiedades reoldgicas y de dispersion de luz durante la coagulacion de leche
en polvo reconstituida. EI ANOVA mostré6 que el modelo determinado fue
altamente significativo (p<0,001) para todas las variables dependientes. Por otro
lado, a pesar de la cercania entre temperaturas, se encontré un efecto altamente
significativo de la temperatura en todas las variables dependientes, de acuerdo
con lo reportado por Abdelgawad et al. (2014) quienes evaluaron el efecto de la
temperatura en parametros 6pticos y tiempos de corte en la coagulacion de
mezclas de leche de oveja, cabra y vaca. El efecto de la temperatura sobre Rmax
fue analizado por Castillo et al. (2003b), al coagular leche de cabra a cinco
niveles de temperatura (20, 25, 30, 35 y 40°C), encontrando que la temperatura
tiene un efecto altamente significativo sobre Rmax, COmo en nuestro caso. Como
se ha mencionado anteriormente, Rmax representa la cantidad de luz dispersa
hacia la fibra receptora en el inicio de la agregacion de las micelas hidrolizadas.
Esta luz dispersa estaria afectada por los cambios de temperatura ya que dichos
cambios afectarian al equilibrio de minerales y nivel de hidratacion de las micelas
de caseina (Orlien et al., 2010) y, por otro lado, al aumento de velocidad de
desplazamiento de las micelas hidrolizadas que se encuentran dentro de la leche
(Wastra, 2003). Como ya se menciond, la temperatura afecta tanto a la fase
enzimatica como a la no enzimatica (Walstra, 2006), siendo tmax influido
mayoritariamente por la fase enzimatica vy, tcut y te30 por las fases enzimatica y
no enzimatica, siendo mayor el efecto de la temperatura en la fase no enzimatica
(Fox et al., 2015). Por lo tanto, el efecto en estos dos ultimos parametros es

mayor. El efecto del lote fue significativo para todas las variables dependientes
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excepto para el valor de tmax (p=0,055), el cual tiende a ser significativo. Estos
resultados estan de acuerdo con los resultados obtenidos por Castillo et al.
(2000), quienes evaluaron el efecto del lote en R’max, tmax ¥ tcut, durante la
coagulacion de leche de cabra, encontrando un efecto significativo para tmax (p <
0,05) y para tcut (p < 0,01). La diferencia en los resultados para tmax Se deberia a
que en este caso se coagularon ocho lotes de leche mientras que en nuestro
caso fueron cuatro, ya que como se sabe aumentando el numero de lotes, la

probabilidad de encontrar un valor atipico que afecte a p disminuye.

Tabla 7. Analisis de varianza de parametros de tiempos épticos y de corte, obtenidos
de la coagulacion de leche de vaca a nivel de laboratorio.

Factores principales Interaccién

T L LxT

Model (DF=2) (DF=3) (DF=6)
Parametros R2 F F F F
Rimax 0,811 7,82 36,00 6,85" 0,82
tmax 0,955 38,51 164,84™ 2,99ns 0,74
tger 0,961 4517 174,97 35,21 0,11"s
teut 0,989 160,62 592,33™ 159,08™ 5,817
Te30 0,986 127,97 480,39™ 130,69™ 3,13

Numero de observaciones N = 36; T, temperatura; L, lote; LxT, interaccién lote x
temperatura; R?, coeficiente de determinacion; F, ANOVA F-estadistico; DF, grado de
libertad; *, p <0,05; **, p <0,01; ***, p < 0,001; ", no significativo.

Podemos observar en la Tabla 8 que existe una correlaciéon altamente significativa y
directa de T con Rmax, mientras que con las demas variables dependientes las
correlaciones son inversas, de acuerdo con lo reportado por Castillo et al. (2005)
quienes evaluaron la correlacion entre las variables mencionadas en la coagulacién de
leche de cabra a una temperatura de 33 + 0,7 oC.

Tabla 8. Analisis de correlacién entre valores de las variables independientes vy
dependientes, obtenidos de la coagulacion de leche de vaca a nivel de laboratorio.

T P G pHc pHp
Rmax 0,747 0,058™ -0,107" -0,323" -0,602""

k.

tmax -0,9497 -0,156" -0,313" 0,183 0,508
tge  -0,824 -0,196™ -0,047" 0,374 0,620
tew  -0,8187 -0,336™ -0,210"™ 0,394 0,668™
Teo -0,8207 -0,321"™ -0,173™ 0,417 0,677

*, p<0,05;**, p<0,01; **, p<0,001; "™, no significativo. El significado de los parametros
y contantes estan explicados en el texto.

No se observan relaciones significativas de los porcentajes de proteina (P) y
grasa (G) con Rmax, tmax, tgel, tcut ¥ te'30, coincidiendo con lo observado por Castillo

etal. (2005), que reportaron las mismas relaciones para las variables
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mencionadas excepto para tcut que fue significativa. Esto, como ya se menciond,
se deberia a que en este ultimo caso se emplearon 20 lotes de leche,
incrementando la probabilidad de encontrar un rango mas amplio de P y G que
puedan afectar a tct. También se observa una relacion altamente significativa e
inversa entre pHp y Rmax, mientras que para el resto de variables dependientes
se observa una relacién altamente significativa directa. Estos resultados estan
de acuerdo con lo reportado por Esteves et al. (2003) que evaluaron el efecto del
pH en tge durante la coagulacion de leche en polvo desnatada reconstituida low
heat y por Castillo et al. (2000) que evaluaron el efecto en tmax, ¥ tcut durante la
coagulacion de leche de cabra. En nuestro caso las relaciones no son tan claras
entre los tiempos de corte y el pH pues existe un efecto significativo del lote que
estd asociado a sus valores de pH, provocando probablemente, una mayor
dispersion de tiempos de corte en funcién del pH. Como se ha mencionado, el
descenso de los tiempos de corte a medida que disminuye el pH de la leche se
deberia a la disminucién de carga negativa en la superficie de la micela y a la
liberacién de calcio del interior de la misma (Horne, 2014), lo que contribuiria a

alcanzar la dureza de corte en un tiempo menor.

5.3.3 Comparacion de medias de minimos cuadrados de los parametros

de tiempos o6pticos y de corte

La Tabla 9 muestra la comparacion de medias de minimos cuadrados para las
variables dependientes. Como se puede observar, existe una disminucién
significativa en todas las variables dependientes a medida que se incrementa la
temperatura, excepto para R’'max la cual incrementa su valor a medida que
aumenta la temperatura, los valores y las tendencias de estos parametros estan
de acuerdo con los resultados reportados por Arango etal. (2013), que
determinaron la comparacién de medias de minimos cuadrados de las variables
dependientes a tres temperaturas (27, 32 y 37 °C), coagulando leche en polvo
reconstituida low heat con inulina y utilizando el mismo tipo de enzima y dosis
similares de CaCl2 y enzima. Estas tendencias también se encuentran en otros
trabajos como en el reportado por Abdelgawad et al. (2014) que coagularon
mezclas de leche de vaca, oveja y cabra a las mismas temperaturas que Arango
et al. (2013). Sin embargo, los valores de las medias de los parametros difieren,

principalmente debido a que, en este caso, se utilizaron dosis diferentes de
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enzima y CaCl.. Como se puede observar, existe una mayor reduccion de teut y
teso en comparacion con tmax Y tgel evidenciando un mayor efecto de la
temperatura en la fase no enzimatica. Esto, como ya se ha venido discutiendo,
seria debido a la creacion de un mayor numero de enlaces hidrofobicos entre
micelas de para-k-caseina a medida que se incrementa la temperatura (Castillo,
2001), asi como a la reduccion de las repulsiones electrostaticas entre micelas

debido a una pequena reduccion del pH del medio (Lucey, 2002) .

Tabla 9. Medias de minimos cuadrados de parametros épticos, visuales y reoldgicos en
funcién de la temperatura y el lote, obtenidas de la coagulacion de leche de vaca a nivel
de laboratorio.

T (°C) Lote

30 31 32 1 2 3 4
Rmax, adimensional 1,115 1,119% 1,128° 1,124 1,123% 1,12® 1,116°
tmax, MiN 11,4° 10,49® 9,9° 10,62% 10,53* 10,77° 10,472
tger, Min 16,62 15,93° 14,52° 1507% 1532° 16,12° 16,25
teut, Min 39,58 34,58> 30,42° 31,67% 33,33° 37,28° 37,17°
te'30, MiN 38,53° 34,36° 2991° 312° 3286° 3648° 36,54°

Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p<0,05); Numero
de réplicas = 3; Numero de observaciones, N = 36. Variables dependientes explicadas
en el texto.

Por otro lado, podemos observar que no existen diferencias significativas en Rmax
entre lotes, excepto con respecto al cuarto lote. Ademas, no existen diferencias
significativas entre lotes con respecto a tmax. Esto indicaria que el grado de union
de las micelas de caseina y los tiempos correspondientes al inicio de la etapa de
agregacion son similares. Esto tiene sentido, pues como se observa en la Figura
56, si bien es cierto que existe una pequefa reduccion de proteina en la leche
entre los lotes 1 y 3, esta reduccién es minima. En este caso, se esperaria que
la pequenfa disminucién del contenido de proteina hubiese disminuido el valor de
tmax cOmo en el caso de Castillo et al. (2003b) que determinaron una disminucion
significativa del valor de tmax al pasar de un concentracion de proteina del 5 al
3%, pero al parecer el estrecho rango de variabilidad de proteina que se tiene en
nuestro caso (3,28 * 0,08%) provoca que este efecto no sea significativo.
Ademas, segun Fox et al. (2017), la variacion de contenido de proteina en la
leche tiene un redducido efecto en la etapa enzimatica de la coagulacion de la
leche. Los valores de tmax estan de acuerdo con el valor promedio de ~10 min

reportados por Castillo et al. (2005) al coagular 20 lotes de leche de cabra a 33

94



Calibracion y validacion a nivel laboratorio de un modelo de prediccion

°C. En cuanto a la comparacion de tge €n funcion del lote podemos observar que
existe un ligero incremento significativo de este tiempo de ~1 min, en los lotes
tres y cuatro con respecto a los lotes uno y dos. Esto puede deberse a que la
pequefia disminucién del porcentaje de proteina tiene una mayor influencia en el
tiempo de gelificacion que en el tiempo de inicio del periodo de agregacion (tmax)
(Foxetal., 2015). Esto se veria también influido por el pH mas alto que presentan
los lotes tres y cuatro. Como se sabe, a medida que se incrementa el pH, existe
menos calcio soluble, el cual es necesario para que se desarrollen la etapas de
agregacion y endurecimiento del gel (Choi et al., 2007). Una tendencia similar
sobre tge €s reportada por Esteves et al. (2003) al coagular leche en polvo
reconstituida a tres niveles de pH (6,0, 6,3 y 6,7). En cuanto a tcut Yy te30, €n
funcidén del lote podemos observar que existe un incremento significativo de
estos tiempos en los lotes dos y tres con respecto al lote uno, siendo no
significativo este incremento entre el tres y el cuatro. Este hecho se deberia otra
vez a la disminucion del porcentaje de proteina y al incremento de pHp. Castillo
et al. (2000) también reportaron una tendencia similar sobre tcut al coagular leche
de cabra a tres niveles de pH (5,5, 6,0 y 6,5). Se esperaba que con el incremento
del porcentaje de proteina en el lote cuatro estos tiempos disminuirian, pero no
fue el caso, lo que podria deberse a algun tipo de anormalidad en la leche (p.ej.
alteraciones en la micela de caseina o bajo nivel de CCP) ya que el valor de Vo

(voltaje al inicio de la coagulacion) para el cuarto lote fue elevado (Figura 56).
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Figura 56. Medias de Vo, pHp, pHc, P, G y G/P en funcion del lote. El significado de los
parametros esta explicado en el texto.

Por otro lado, la ratio grasa/proteina (G/P) se mantuvo en 1,12 £ 0,02. Esta ratio

puede variar dependiendo de varios factores como raza, alimentacion, clima,
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afnos y fases de lactacion, pero en general se tienen reportes de variabilidad de
1,1 a 1,3 para raza Holstein que es la que comunmente se utiliza para la
produccion de leche (Paura et al., 2012; Jamrozik y Schaeffer, 2012; Nishiura et
al., 2015).

5.3.4 Calibracion y validacion a nivel de laboratorio del modelo de

prediccion a tres temperaturas de coagulaciéon

La Figura 57 muestra las calibraciones y validaciones de la ecuacion de
prediccién de coagulacion de leche a 30, 31 y 32 °C sobre un rango de dureza
de 15 a 40 Pa, observandose que la ecuacién tuvo una buena calidad predictiva
al arrojar valores de R? de 0,96 y SEC de ~1,4 Pa. Segun Ward et al. (2011) las
calibraciones con un R? superior a 0.95 son excelentes. En cuanto a los valores
de SEP, fueron de 1,73, 1,75y 1,76 Pa para 30, 31y 32 °C respectivamente. Por
otro lado, se calcularon para cada temperatura los promedios del incremento de
G’ en funcion del tiempo de la ecuacion de prediccion, obteniendo: 1,53 £ 0,17,
1,88+ 0,30y 2,20 + 0,31 Pa x min"! para 30, 31 y 32 °C respectivamente, lo cual
se traduce en un error estandar de prediccién de 1,14 £ 0,14, 0,95 + 0,15y 0,81
+ 0,11 min para 30, 31 y 32°C respectivamente. Estos resultados estan de
acuerdo con lo reportado por Abdelgawad et al. (2016), quien obtiene un SEP de
1,12 min para predecir te30 al coagular a 35°C leche de oveja con infeccion
intramamaria subclinica, utilizando como predictores tomax Y €l porcentaje de
proteina. Ademas O’Callaghan et al. (1999) compararon la exactitud de los
tiempos de corte de varios instrumentos (Gelografo, CoAguLite, Alambre caliente
y Vibracional) con respecto al método reométrico, coagulando leche de vaca a
32 °C, encontrando para todos los métodos evaluados valores de SEP para el

tiempo de corte de ~2 min.

Como se observa en la Figura 57 existe una pequefia dispersion para los valores
de G’ mas altos, por lo cual se decidi6 realizar una calibracion y validacion de la
ecuacion a valores de G’ alrededor de 30 Pa, que seria el valor de G’
seleccionado para realizar el corte de la cuajada, obteniendo los datos de la
Figura 58 en donde se observa que los valores de R? son un poco menores a
los que teniamos al calibrar la ecuacién en un intervalo de valores de G’ mas

amplios.
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Figura 57. Calibracion y validacién de la ecuaciéon de prediccion de la coagulacion de
leche de vacaa A) 30 °C,B)31°Cy C) 32°C. N = 36.

Esto se deberia a que en esta estrecha regién de G’, la proporcién de la variacion
explicada a la no explicada por el modelo es menor. Segun Ward et al. (2011),
el R? correspondiente a 30 °C seria una calibraciéon moderadamente buena (0,8-
0,9) y las de 31 y 32 °C serian moderadamente utiles (0,7-0,8). Sin embargo, los
valores de SEC y SEP se redujeron considerablemente para todas las
temperaturas. Los SEP expresados en tiempo serian de ~0,1 min para las tres
temperaturas evaluadas, debido probablemente a que con el nuevo ajuste
realizado para esta estrecha region de G’ los puntos estan mas colineales con la

recta de calibracién (~y=x).
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Figura 58. Calibracion y validacion de la ecuacién de monitorizacion de la coagulacion
de leche de vaca a valores proximos a tgzo @ A) 30 °C, B) 31 °C y C) 32 °C.

Finalmente, se probo el efecto de la temperatura en la exactitud de la ecuacion
de prediccion de la dureza de la cuajada ajustada a 31 °C y evaluada a 30 y 32
°C, como se puede observar en la Figura 59, existe un cierto desvio de la recta
de calibracion al aumentar o disminuir la temperatura de coagulacion; sin
embargo, segun los valores de R? corresponden a una calibracién buena en
ambos casos (0,9-0,95) (Ward et al., 2011). Por otro lado, los valores de SEP
son 6,01 y 6,79 Pa para 30 y 32°C respectivamente, que convertidos a valores
de tiempo son 3,93 y 3,09 min para dichas temperaturas. Tomando como punto
de partida el estudio de O’Callaghan et al. (1999) en el cual se menciona que se
obtuvo un valor de SEP de 2 min para el tiempo de corte evaluado con varios
instrumentos a una temperatura de 32 °C, y adoptando este valor para la
temperatura de 31 °C, podemos calcular la maxima variabilidad de temperatura
que debemos tener en cuba, teniendo en cuenta que el valor de SEP promedio

en tiempo de nuestra ecuacién evaluada a 31 °C fue de 0,95 min. De este calculo
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se obtiene que la variabilidad de temperatura de la leche en la cuba quesera no

debe superar los 0,39 °C cuando se opera la cuba a 31 °C.

A 50 B 50
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o 40 o 40 Res 0,944
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%;zo -;zo
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Figura 59. Efecto de la temperatura en la prediccién a A) 30 °C y B) 32 °C, utilizando
los valores de calibracion a 31 °C.

5.4 Conclusiones

A pesar de la cercania de temperaturas se encontraron efectos significativos de
la temperatura en Rmax, tmax, tgel, tcut Y te'so (p < 0,001), generando una reduccién
de todos los parametros a medida que se incrementa la temperatura, siendo

mayor la disminucion para los parametros de tiempo de corte.

El efecto de lote fue significativo para tgel, tcut y teso (p < 0,001), siendo también
significativo para Rmax (p < 0,01) y no significativo para tmax, evidenciando que la
composicion y estado de la leche afectan mas a la fase de agregacion y

endurecimiento de la misma que a la fase de hidrdlisis.

La calidad de prediccion de la ecuacién de prediccion fue muy buena para las
temperaturas de 30, 31y 32 °C, con SEP de ~1,75 Pa equivalente a ~ 1 min, en
el rango de valores de G’ de 15 a 40 Pa; sin embargo, la calibracién alrededor

de 30 Pa da una mejor exactitud, con SEPs de ~0,1 min.

La exactitud de la prediccion de la ecuacion ajustada a 31 °C fue de 3,93 miny
3,09 minutos cuando la temperatura sufri6 una variacion de -1 y +1 °C
respectivamente, deduciéndose que la variabilidad de la temperatura de cuajado

no debe ser mayor a 0,39 °C, para no superar el SEP de 2 min.
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Capitulo VI. Desarrollo e implementacion de un sistema de
prediccion y adquisicién de datos (hardware y software) a

tiempo real

6.1 Introduccion

Actualmente existe un impulso hacia la monitorizacion y automatizacion continua
en la industria de procesamiento de queso. El control de los procesos de
fabricacion a través del analisis en tiempo real de parametros de procesado
critico puede mejorar la calidad y consistencia del producto. La automatizacién
completa del proceso de fabricacion del queso depende del desarrollo de
tecnologias para monitorizar las etapas de transformacion, que afectan a la
calidad final del queso (Fagan etal., 2007). Se han estudiado una serie de
técnicas en linea para la monitorizacion de la coagulacion de la leche, desde
técnicas mecanicas, eléctricas, vibracionales o de transmision de calor hasta
técnicas opticas (O’Callaghan, 2011). Se han realizado comparaciones entre
estas técnicas para establecer cudl de ellas es la mejor para monitorizar la
coagulacion de la leche, pero desafortunadamente, una comparacién exhaustiva
entre las técnicas citadas para determinar las ventajas y limitaciones de cada
una es imposible, ya que cada estudio se realiz6 usando diferentes
composiciones de leche, enzimas (tipo y concentracion), cantidad de calcio y
temperatura de coagulacion. Sin embargo, recientemente Leite et al. (2017)
realizaron una comparacion de tres métodos para monitorizar la coagulacién de
la leche manteniendo constante los parametros de coagulacion, utilizando el
método reoldgico, de dispersion de luz NIR y de microscopia confocal,
concluyendo que la hidrdlisis enzimatica (primera fase de la coagulacion) se
puede explicar mediante los parametros determinados en el perfil de dispersion
de la luz NIR vy, por otra parte, todas las metodologias fueron capaces de

describir el proceso de agregacion de las micelas de caseina hidrolizadas.

Las tecnologias de sensores opticos, basadas en dispersion o transmision, han
demostrado ser una herramienta exitosa para monitorizar la coagulacién de la
leche. En particular, el sensor de dispersion de luz de fibra éptica, CoAguLite™

es una tecnologia de sensores en linea bien documentada para monitorizar la
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coagulacion de la leche y predecir los tiempos de coagulacion y corte (Fagan
et al., 2007).

Si bien el mencionado sensor ha demostrado ser uno de los métodos en linea
no destructivos mas prometedores para controlar la coagulacion de la leche
(Payne y Castillo, 2007), las predicciones que realiza son en base a parametros
que se obtienen mucho antes del tiempo de corte, como p. €j., el parametro de
tiempo que representa el maximo de la primera derivada de la ratio de dispersion,
tmax, Y/0 el maximo y minimo de la segunda derivada de dicho ratio, tomax ¥ tomin,
respectivamente (Abdelgawad et al., 2016), no teniendo en cuenta, por tanto, los

procesos posteriores al tiempo de gelificacion.

Visto lo anterior, se formuld la hipotesis de que un sensor de dispersion de luz
NIR podria ser utilizado para reproducir la sefial de un reémetro y, de esta
manera, determinar en tiempo real la dureza de la cuajada adecuada para el
corte, lo que contribuiria a proporcionar a la industria una nueva herramienta no
invasiva para lograr la automatizacién de esta parte del proceso que aun en las

grandes fabricas queseras continua siendo manual.

Por lo tanto, se desarrollé e implementé un sistema de adquisicion de datos
(DAS) consistente de un PLC y el sensor CoAgulLite, que permite traducir las
sefales del sensor de dispersion NIR en sefales reoldgicas. Luego se realizaron
ajustes de las sefiales del nuevo DAS para equiparar las senales de los
principales parametros Opticos con los proporcionados con el sistema 6ptico de
laboratorio CoAgulLab vy, finalmente, se realizé una validacién del nuevo DAS

mediante calibraciones a tres temperaturas y validaciones cruzadas.
6.2 Materiales y métodos
6.2.1 Implementacion del sistema de prediccion

Se construy6 el sistema de adquisicion de datos (Figura 60) el cual consta de
un PLC sobre el cual se encripté la ecuacién de Prediccion G’ = f (R, P) y una
ecuacion alternativa formulada por Castillo (2001) para la determinacion de
tiempos de corte visuales pero modificada para tiempos de corte reoldgicos a 30
Pa, te30 = f(R’, P), un mddulo receptor de bus que conecta todo el sistema y que
permite el intercambio ordenado de la informacion entre todos los componentes,

un modulo de entrada analdgica que transforma los voltajes provenientes del

102



Desarrollo e implementacién de un sistema de prediccion

sensor en sefiales digitales que son entregadas al PLC, un modulo de salidas
digitales que permiten al PLC accionar algun dispositivo externo como una
alarma una vez que se alcanza el nivel de dureza de 30 Pa, fuentes de
alimentacion de 24 Vdc para el PLC y el sensor. EI PLC muestra dos pantallas:
a) la pantalla de resultados donde se visualizan a tiempo real los valores de G’,
asi como los parametros opticos Vo, tmax Y €l tiempo estimado de corte por la
ecuacion de prediccion te30=f (R’, P); y en la parte inferior muestra graficamente
la variacién en funcién del tiempo del ratio de reflectancia (R), su primera (R’) y
segunda derivada (R”) y, b) la pantalla de parametros donde se introducen las
constantes de las ecuaciones utilizadas para realizar los calculos del sistema. El
PLC es autbnomo, sin embargo, se puede acceder de forma remota por internet.

+ X20BR9300

+ X20A12322
+ X20D002322

- 4PPO65_0571_X74F

0 801G 88 09 R [ 0.000
Vo[ 0.000 tmax[ 0.0 R*[ 0.000
V[ 0.000 test [ o0 R*[ 0.000

1.40

L P“ml I I Iestl Paum.l I I

Figura 60. Sistema de adquisicion de datos. A) Esquema del PLC y mddulos de
procesamiento de datos. B) Imagen del PLC y médulo de procesamiento de datos. C)

Pantalla de resultados. D) Pantalla de parametros.
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6.2.2 Materia prima e insumos

Se utilizé leche de vaca descrita en la seccion 5.2.1. Los demas materiales como

enzima, cloruro de calcio, CoAguLab y Redmetro fueron descritos en 4.2.1.
6.2.3 Métodos

Tras la implementacién del PLC, se procedié a conectar el sensor del vaso 1 del
conjunto de cubas, al sistema CoAguLab y el sensor del vaso 2 al PLC mediante
una placa de circuito impreso (PCB), la cual regula la intensidad de luz que emite

el sensor (Figura 61).

Figura 61. Conexién del PLC con la cubeta 2 mediante el PCB.

Luego se realizaron una serie de coagulaciones a 31 °C, utilizando en paralelo
el DAS vy el sistema CoAgulLab, y la metodologia de la seccién 5.2.1, con la
finalidad de equiparar la sefial del sistema implementado con la del sistema de
laboratorio CoAgulLab. Paralelamente se trabajo en la elaboracion de una pagina

web para el acceso a los datos almacenados en el PLC via internet (Figura 62).

Posteriormente, se realizé una validacion del DAS, realizando 36 coagulaciones
en paralelo con el sistema CoAgulLab y en reémetro a 30, 31 y 32 °C, siguiendo
la metodologia de la seccidn 5.2.1 y el disefio experimental de la Figura 38,
evaluando el cambio de los parametros mas importantes del DAS como son: Vo,
tmax Y Rmax, cOn respecto a los mismos parametros obtenidos con el sistema
CoAgulab.
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Figura 62. A) Comparacién gréfica de las sefiales de los sistemas de adquisicion de
datos. B) Vista de la sefial obtenida mediante PLC y visualizacion a través de pagina
web.

Finalmente, con los datos obtenidos con el DAS, se realizé la calibracién y

validacion de la ecuacion de prediccion G’ = f (R, P).
6.2.4 Analisis estadistico

Se procedié como en 5.2.2, realizando un analisis de varianza (ANOVA) para
determinar si existen efectos significativos del sistema de medida (SM) en los
parametros 6pticos (Vo, tmax Y Rmax). Para la calibracion de la ecuacion de
prediccion G’ = f (R, P) se empled el valor de R? y SEC, y para la validacion se

empled el SEP de validacién cruzada.
6.3 Resultados y discusion
6.3.1 Anadlisis de varianza de parametros oOpticos

Se realizé un andlisis de covarianza (ANCOVA) previo considerando como
variables independientes el porcentaje de proteina en leche (P), porcentaje de
grasa en leche (G), el pH de la leche cruda (pHc), el pH de la leche preparada
para la coagulacién (pHp), el lote (L), la temperatura de coagulacion (T) y el
sistema de medida (SM) (DAS vs CoAguLab) y como variables dependientes Vo,
tmax Y Rmax. Este estudio preliminar dio como resultado que pHp, pHc, Py G no
tuvieron efectos significativos en las variables dependientes por lo tanto se
retiraron del modelo. La Tabla 10 muestra el analisis de varianza para las
variables dependientes evaluadas. Como se observa existe un efecto

significativo (p <0,001) del SM sobre Vo. Este hecho se deberia a que los ajustes
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de Vo se realizaron de forma manual en ambos sistemas de medida. También se
observa un efecto significativo de SM sobre Rmax cOmo consecuencia de que el
valor de R esta en funcion del valor de Vo. Sin embargo, cuando se evalua el
valor de tmax, N0 existen diferencias significativas entre los valores reportados por
ambos sistemas de adquisicion de datos. Por otro lado, se observan efectos
significativos de la temperatura (T) y el lote (L) asi como sus interacciones,
teniendo la temperatura un mayor efecto sobre las variables dependientes
excepto para Vo. Estos resultados estan de acuerdo con Abdelgawad et al.
(2014) quienes evaluaron el efecto de la temperatura en Rmax Y tmax €n la
coagulacion de mezclas de leche de oveja, cabra y vaca, y también con Castillo
et al. (2000) quienes evaluaron el efecto del lote sobre Rmax ¥ tmax, durante la
coagulacion de leche de cabra. Ademas, Castillo et al. (2003b) encontraron
también un efecto significativo (p < 0,001) de la temperatura sobre Vo. Las demas
interacciones no se muestran porque fueron eliminadas del modelo a no ser

significativas para ninguna de las variables dependientes.

Tabla 10. Analisis de varianza para los parametros épticos

Main factors Interaction
SM T L LxT
Model (GL=1) (GL=2) (GL=3) (GL=6)
Parametros R2 F F F F F
Vo 0,989 317,04 31.97” 141,15 910,98™ 5,62
Rmax 0,531 415" 8,82” 12,50 3,81 0,43
tmax 0,942 60,02 0,89" 303,81 3,63 0,73

Numero de observaciones N = 72; SM, sistema de medida; T, temperatura; L, lote; LxT,
interaccion lote x temperatura; R?, coeficiente de determinacion; F, F-estadistico; GL,
grado de libertad; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p <0,001; ", no significativo.

6.3.2 Comparacién de medias de minimos cuadrados de los parametros
Opticos

La Tabla 11 muestra la comparacion de medias de minimos cuadrados de Vo,
tmax ¥ Rmax en funcién de SM, observandose que existe un incremento
significativo de Vo del sistema nuevo con respecto al sistema CoAguLab. Como
se ha mencionado esto se deberia a que este voltaje inicial se establecio
manualmente ocasionando una pequefa pero significativa diferencia en las
milésimas de las lecturas de ambos instrumentos. En cuanto a Rmax, podemos
observar que existe también un incremento significativo de este valor en la
tercera cifra decimal, al utilizar el sistema, debido a que como ya se menciono,
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este valor esta en funcion del Vy. Los valores de tmax en funciéon del sistema de
medida no tuvieron diferencias significativas, validandose de esta manera el

sistema de medida nuevo.

Tabla 11. Media de minimos cuadrados de parametros 6pticos en funcion del
sistema de adquisicion de datos (DAS).

CoAgulLab PLC

Vo, V 1,982° 1,989°
tmax, Min 10,622 10,672
Rmax, adimensional 1,1212 1,127°

Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p < 0,05);
Numero de réplicas = 3; Numero de observaciones, N = 72. Variables
dependientes explicadas en el texto.

6.3.3 Calibracion y validacion del modelo de prediccion a tres

temperaturas de coagulacion, utilizando datos del DAS

La Figura 63 muestra la calibracion y validacion cruzada de la ecuaciéon de

prediccion en un rango de dureza de 15 a 40 Pa, utilizando los datos del DAS y

el redmetro.
A 50 B 50
~40  ¥=0,998x =40  y=0,998x
a R?=0,96 a R2=0,96
=30 5 30
£20 £20
_& SEC=1,36 Pa _& SEC=1,36 Pa
©10 SEP= 1,65 Pa 010 SEP= 1,74 Pa
0 0
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
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< 40 y =0,998x
o R2=0,97
530
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_8 - SEC=1,30Pa
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0
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Figura 63. Calibracion y validacion de la ecuacion de monitorizacion de la coagulacion
de leche de vaca, utilizando el DAS a A) 30 °C, B) 31 °Cy C) 32°C. N = 36.
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Como podemos observar los valores de la pendiente de la recta de calibracién,
R?, SEC y SEP son similares a los obtenidos utilizando el sistema de medicién
CoAgulLab (Capitulo V). En este caso los valores de SEP en términos de tiempo
serian 1,11 £ 0,18 min, 0,94 + 0,13 min y 0,74 + 0,09 min para 30, 31 y 32°C
respectivamente. Estos resultados estan de acuerdo con lo reportado por
O’Callaghan et al. (1999) quienes obtienen un error estandar de prediccion de 2
min para el tiempo de corte reolégico determinado durante la coagulacion de
leche de vaca a 32 °C, utilizando sondas de transmision y reflectancia de luz, de

transmision de calor y vibracionales.
6.4 Conclusiones

Se logro desarrollar e implementar un sistema de adquisicion de datos (DAS),
constituido por el sensor CoAguLite y el PLC, el cual permite replicar la senal
Optica dada por el sistema de medida CoAgulLab y transformar dicha sefal en

valores de modulo elastico G'.

Coagulando leche de vaca a 30, 31 y 32 °C, se logré demostrar que el sistema
de adquisicién de datos (DAS), permite monitorizar eficientemente en linea (SEP
~1,67 Pa equivalente a ~1 min) el mddulo elastico G’ de la cuajada en un rango
de valores de G’ de 15 a 40 Pa.

108



Validacion del modelo de prediccion a nivel de planta piloto

Capitulo VII. Validaciéon del modelo de predicciéon del médulo

elastico, G’, de la cuajada a nivel de planta piloto
7.1 Introduccioén

El desarrollo y la implementacion de métodos en linea para monitorizar procesos
industriales ha sido una tendencia general en las industrias de procesos en la
ultima década, un area que a menudo se denomina tecnologias analiticas de
procesos (PAT). El campo se ha desarrollado en paralelo a la evolucion del
analisis quimiométrico de datos, que ofrece las herramientas para predecir las
propiedades del producto a partir de datos espectrales como, p. €j., espectros de
infrarrojo cercano (Janhgj y Qvist, 2010). En el ambito de produccion de quesos
también se han tratado de implementar estas técnicas de medida,
especificamente para la determinacién del tiempo éptimo de corte de la cuajada,
a partir de cambios en las propiedades fisicoquimicas de la leche a medida que
pasa del estado liquido a gel (propiedades luminosas, eléctricas, vibracionales,
de transmision de calor, etc.). Sin embargo, hasta la fecha no se ha encontrado
ninguna técnica universal que monitorice y detecte la dureza adecuada de la
cuajada para realizar el corte (O’Callaghan, 2001; Ozbekova y Kulmyrzaev,
2017). No obstante, la técnica de dispersiéon de luz NIR ha probado dar buenos
resultados para la prediccion del tiempo de corte en base a parametros de dureza
a nivel de planta piloto (Abdelgawad et al., 2016). Sin embargo, una nueva
tecnologia, antes de aplicarse a nivel industrial, se debe estudiar a nivel de planta
piloto utilizando en lo posible los mismos materiales y disefio que a escala
industrial, a fin de aprender sobre esta nueva tecnologia y anticipar las posibles
ventajas y desventajas que pueda traer al implementarla a nivel industrial
(Frishammar et al., 2015). En tal sentido, se decidié instalar el sistema de
monitorizacion en una cuba quesera de 10 L de capacidad y realizar
producciones de queso fresco a nivel de planta piloto con la finalidad de
comparar el rendimiento y caracteristicas fisicoquimicas de los lotes de queso,
utilizando un corte visual y dos métodos de prediccién de tiempo de corte

reoldgico.
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7.2 Materiales y métodos

Para realizar la validacion del modelo de prediccidon a nivel de planta piloto se

aplicod el disefio experimental de la seccién 3.3 correspondiente al objetivo

especifico D.

7.2.1 Procedimiento experimental

A cada unidad experimental se le aplico el diagrama de flujo de la Figura 64.

0,151 g CaCl./ kg leche
100 pL enzima/ kg leche

G'=f(R, P)
tG'32=]c(tmaX! P)

-

Leche de vaca
pasteurizada
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Calentamiento
con agitacion
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Figura 64. Diagrama de flujo de elaboracion de queso fresco a nivel de

planta piloto.
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Se utilizé leche de vaca entera pasteurizada a 75 °C por 12 s, suministrada por
la granja Mogent, ubicada en la provincia de Barcelona. Cada lote de leche se
atempero a 22 °C para homogeneizar el contenido de grasa. Luego se pesaron
10 kg de leche que fueron depositados dentro de una cuba de 10 L de capacidad
(Pierre Guerin Technologies, Francia), conectada con el sistema optico de
medida del médulo elastico de la cuajada, tal como muestra la Figura 65. La
leche se calentd, mediante un sistema de recirculacion de agua suministrada por
una bomba centrifuga (serie BD, Finish Thompson Inc., Germany) y un bafo
termostatico (OvanTherm C-TCOOE, Espana), hasta llegar a una temperatura de
32 °C, utilizando dos palas de agitacién a velocidad constante de 5 rpm. La
temperatura de la leche fue controlada utilizando un termémetro Omega
Engineering 5831 A, USA. Luego se adicionaron 0,151 g CaCl. kg™' leche, y 100
uL enzima kg’ leche, utilizando las soluciones de cloruro calcico y enzima
descritos en 4.2.1, manteniendo el sistema en agitacién durante 30 s, a la vez
que se puso en marcha el sistema de medida optico. Una vez transcurrido el
tiempo de mezcla, se detuvo la agitacidon, se cambiaron las palas de agitacién
por dos de corte y se espero hasta completar el tiempo de corte de la cuajada
determinado en funcion del método de corte segun el tratamiento

correspondiente.

Figura 65. Sistema de medida de la dureza de la cuajada acoplado a la cuba de 10 L.

Posteriormente, se procedio a realizar el corte a una velocidad de 5 rpm por un
tiempo de 20 s, se mantuvo en reposo 5 min para provocar la salida de suero y
la contracciéon de los granos formados. Seguidamente, se realiz6 un segundo
corte con la finalidad de reducir aun mas el tamano de particula a una velocidad

de 10 rpm durante 20 s, dejandose reposar 5 min mas. Pasado este tiempo, se
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realizé una agitacion a 15 rpm durante 20 min para facilitar la liberacion del suero.
La separacion de suero se realizé utilizando un colador chino. El suero obtenido
contenia también los finos, que fueron retirados utilizando un tamiz de 70 ym de

luz (Figura 66).

Figura 66. A) Desuerado de la cuajada. B) Obtencién de finos. C) Queso fresco
prensado.

Seguidamente, se realiz6 el enmoldado de la cuajada utilizando moldes de 300
g de capacidad. Los moldes con cuajada se sometieron a un primer prensado,
utilizando una prensa neumatica con pistones verticales (Talleres Garvia,
Barcelona, Espaiia), a una presion constante de 0,5 kg cm™ por un tiempo de 30
min. Tras dicho periodo, se invirtio el contenido y se realizdé un segundo prensado
a una presion constante de 1 kg cm™ durante un tiempo de 30 minutos. Una vez
transcurrido este periodo, se desmoldaron los quesos y se sometieron a salado
por inmersion durante media hora, utilizando 10 kg de una salmuera de 16%
(w/w) de NaCl a una temperatura de 4 °C, para finalmente ser embolsados y
almacenados en camara de refrigeracion a 4 °C por un periodo de seis dias para
su posterior analisis fisicoquimico, que consistié en medir el pH, contenido de
grasa mediante método Van Gulik (ISO 3433: 2008), proteina mediante método
Dumas (ISO 14891:2002) y solidos totales (FIL-IDF 4: 1958), asi como las

propiedades de textura y color en los quesos.
7.2.2 Andlisis de textura

Se determind el stress (oy) y strain (g&f) de fractura utilizando compresién uniaxial
mediante un texturometro TA-XT2 (Stable Micro Systems LTD, Surrey, UK). Las
muestras de queso de 1,5 x 1,5 x 1,5 cm fueron comprimidas, con una sonda

cilindrica de 50 mm de diametro, un 80% de su altura original (¢ = AL/Lo = 0.8; €

112



Validacion del modelo de prediccion a nivel de planta piloto

es deformacion, Lo es longitud inicial y AL es disminucion de longitud) y a una
velocidad y temperatura constantes de 2 mm s y 20 °C respectivamente. La
tensién (or) y deformacion(er) a la fractura fueron calculados segun Ak y
Gunasekaran (1992).

7.2.3 Analisis de color

Se determinaron los parametros de color: L* (luminosidad) = oscuro a luminoso
(0 a 100); a* = verde (-) a rojo (+); b* = azul (-) a amarillo (+); C* (saturacion) =
(a*? + b*2)'2 y h (tonalidad) = arctan (b* / a*), para lo cual se utilizé un colorimetro
portatil Hunter Lab (MiniScanTM XETM, Hunter Associates Laaboratory INC.,
Reston, Virginia, USA), bajo iluminacion fluorescente blanca (D65), con un

observador de 10 grados.
7.2.4 Calculo de rendimientos

Los rendimientos y recuperaciones se calcularon utilizando las férmulas de la
Tabla 12.

Tabla 12. Variables dependientes de elaboraciéon (VDE) de queso fresco.

VDE (%) Simbolo Calculo
Rendimiento de cuajada Rc (wc/wl)-100
Rendimiento de queso prensado Rp (wgp/wl)-100
Rendimiento de queso salado Rs (wgs/wl)-100
Finos Fi wf/wl*100
Materia seca en queso MSq (wmsq/wq)-100
Humedad en queso Hq 1-MSq
Grasa en queso Gq (wgqg/wq)-100
Proteina en queso Pq (wpg/wq)-100
Recuperacion de materia seca RMS (wmsg/wmsl)-100
Recuperacion de grasa RG (wgq/wgl)-100
Recuperacion de proteina RP (wpg/wpl)-100
Materia seca en suero MSs (wmss/ws)-100
Grasa en suero Gs (wgs/ws)-100
Proteina en suero Ps (wps/ws)-100

'we, peso de cuajada; wl, peso de leche; wqp, peso de queso prensado; wgs, peso de
queso salado; wf, peso de finos; wmsq, peso de materia seca en queso; wq, peso de
queso; wmsl, peso de materia seca en leche; wgq, peso de grasa en queso; wgl, peso
de grasa en leche; wpq, peso de proteina en queso; wpl, peso de proteina en leche;
wmss, peso de materia seca en suero; ws, peso de suero; wgs, peso de grasa en suero;
wps, peso de proteina en suero.

Antes de realizar los experimentos definitivos se hizo necesaria una calibracion

y validacién previa del modelo de prediccion de la dureza de la cuajada ya que
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al realizar algunas pruebas preliminares para verificar que la calibracion en
laboratorio era la adecuada para los experimentos a nivel de planta piloto, resultd
un cierto desvio de las predicciones atribuido al cambio de la intensidad de
dispersion en la cuba quesera, para lo cual se coagularon trece lotes de leche
de diferente composicién, aplicando para cada lote de leche, el diagrama de flujo

de la Figura 64, pero solo hasta la etapa de coagulacion.
7.2.5 Analisis estadistico

En este estudio, los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa
estadistico SAS (SAS ® 9.4, 2012). El andlisis de covarianza (ANCOVA) se
realizé mediante el procedimiento del modelo lineal general (GLM) de SAS,
mientras que los coeficientes de correlacion de Pearson, r, fueron obtenidos por
el procedimiento de correlacion (CORR). La media de minimos cuadrados
(LSMEANS) y el significado de cada tratamiento se computaron mediante suma
de cuadrados de tipo IV. El método de la media de minimos cuadrados predice
diferencias entre todos los tratamientos. En este experimento las medias fueron
consideradas significativamente diferentes a p < 0,05. Se utilizé el valor del
coeficiente de determinacion (R?) y el error estandar de calibracion (SEC) para
determinar la calidad de la calibracién del modelo. Para la validacion, se empled
el método de validacidon cruzada, determinando el error estandar de prediccion
(SEP).

7.3 Resultados y discusion

7.3.1 Calibraciéon y validacion del modelo de prediccion a nivel de planta

piloto

La Figura 67 muestra los resultados de la calibracion y validacidn previas a los
experimentos de elaboracion de queso. Como podemos observar, la calibracién
del modelo de prediccidon del modulo elastico de la cuajada, G, arrojé un R? de
0,96. Segun Ward et al. (2011), este valor corresponde a una calibracién
excelente (>0,95). Para este mismo modelo, se tiene un valor de SEP de
validacion cruzada de 1,63 Pa. Este valor puede ser transformado a unidades de
tiempo dividiéndolo entre el cambio promedio de G’ en funcion del tiempo el cual
se calculd en 1,84 Pa/min, dando como resultado un SEP de 0,89 min. Por otro

lado, la calibracion para el modelo de prediccidn de la dureza de corte reolégico,
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tes2, tuvo un R? de 0,75 que segun Ward et al. (2011), corresponderia a una

calibracion moderadamente util.

A 50 B 38
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Figura 67. Calibracion y validacion de los dos modelos de prediccion para realizar el
corte a 32 Pa: A) modelo G’, B) modelo tg32.

Sin embargo, el valor del error estandar de validacién cruzada fue de 1,1 min, lo
que indica que la calibracion seria adecuada para los fines establecidos. Como
hemos visto, ambas ecuaciones dan SEPs menores a dos minutos que fue el
tiempo promedio establecido por O’Callaghan etal. (1999) al comparar la
exactitud de los tiempos de corte de varios instrumentos (Gelografo, CoAgulLite,
alambre caliente y sensor vibracional) con respecto al tiempo de corte obtenido
por método reométrico, al coagular leche de vaca a 32 °C. Por otro lado
Abdelgawad et al. (2016) también obtiene un SEP de 1,12 min al predecir tc30
durante la coagulacién de leche de oveja con infeccidén intramamaria subclinica
a 35 °C.

7.3.2 Anadlisis de covarianza de rendimientos, recuperaciones y pérdidas

Como se observa en la Tabla 13, el método de corte no tuvo efectos
significativos sobre las variables dependientes, lo que indica que los dos modelos
de prediccion del médulo elastico de la cuajada a 32 Pa: G'32 =f (R, P) y tgz2 =
f (R’, P), reproducirian bien el tiempo de corte establecido por el maestro
quesero. Con respecto al tiempo de corte estimado por los diferentes métodos
(teute), se observa que el modelo es significativo, si bien ninguno de los factores
presentd un efecto significativo en esta variable. Sin embargo, al observar el
analisis de correlaciones para esta variable, podemos ver que existe una
correlacién inversa significativa con el porcentaje de proteina (P). Esto es logico

pues al ser leches de una misma estacion del afio la composicion varia poco; sin

115



Validacién del modelo de prediccion a nivel de planta piloto

embargo, se sabe que a medida que P se incrementa tct disminuye. Asi lo
afirmaron Payne y Castillo (2007) en leche de cabra y Guinee et al. (1994) al
coagular leche de vaca. Sin embargo, estos autores utilizaron niveles de proteina
con una clara diferenciacion, que no es nuestro caso. Por otro lado, la ratio grasa
proteina (G/P) tampoco presentd un efecto significativo en el tiempo de corte.
Esto fue también comprobado por Arango et al. (2013), al coagular leche en
polvo con inulina a dos porcentajes de grasa (0,2y 1,5%) y por Abdelgawad et al.
(2014) al coagular mezclas de leche de vaca, cabra y oveja. Sin embargo, el
analisis de correlaciones (Tabla 14) reporta una relacion directa significativa
entre este parametro y el tiempo de corte. Acerca de esta relacion, Guinee et al.
(1997) encontré que coagulando leche de vaca de 3,3% de proteina a diferentes
concentraciones de grasa (0-10%), el tiempo de corte reoldgico medido a 20 Pa
disminuye a medida que se incrementan los niveles de grasa. Por otra parte,
Walstra y Jenness (1984) sugieren que la presencia de glébulos de grasa puede
debilitar la estructura de los geles de cuajo al interrumpir la matriz y crear "puntos
blandos". En este mismo sentido, van Vliet (1988) afirma que cuando la
membrana de los glébulos grasos nativos de leche esta intacta, estos no
participan en la formacion de la red de gel, ya que no interactuan con las
particulas de caseina, por lo que, los glébulos de grasa so6lo toman parte como
un relleno inerte, llenando los espacios vacios dentro de la matriz de caseina.
Pero al margen de las afirmaciones antes mencionadas, segun muestra la Tabla
14, la relacion entre el porcentaje de grasa (G) y el tiempo de corte no es
significativa; por lo tanto, el aumento o disminucion de G/P se deberia mas
probablemente a la variacion de la proteina. En cuanto a los rendimientos de
cuajada, queso prensado y queso salado, Rc, Rp y Rs respectivamente, se tiene
que los modelos fueron significativos, evidenciando efectos significativos de P,
G y G/P sobre Rp y Rs, no siendo tan claros para Rc. Esto se deberia a la
variabilidad de humedad que presentaba Rc al momento del pesado, ya que la
velocidad de sinéresis era todavia alta. Como se observa en la tabla de
correlaciones, G/P muestra una relacion directa y claramente significativa con
Rc, Rpy Rs.
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Tabla 13. Analisis de covarianza de tiempo de corte, rendimientos, recuperaciones y pérdidas, obtenidos de la coagulacion de leche de
vaca a nivel de planta piloto.

Factor Cofactores
MC lote P G pH ST G/P
Modelo (GL=2) (GL=1) (GL=1) (GL=1) (GL=1) (GL=1) (GL=1)
VDE R? F F F F F F F F
toute 0,639 5,317 0,48™ 1,06 0,08"s 0,03" 3,26 0,49 0,01
Rc 0,467 3,28" 0,91"s 9,11” 2,10 2,00 2,95 0,15™ 2,21
Rp 0,443 2,98 0,71 7,18 4,48 4,39 4,57 1,90" 4,68
Rs 0,448 3,05 0,70" 7,35 4,85 4,75 4,76 2,09" 5,05
Fi 0,586 5,307 0,54 8,47" 0,02"s 0,04"s 0,02"s 2,86" 0,04
MSq 0,331  1,48"™ 0,470 0,027 0,04"s 0,01"s 0,36" 3,47 0,04
Gq 0,263 1,12™ 0,00"s 1,12™ 3,24 3,33 1,89"s 0,19 3,31m
Pq 0,352 0,79" 0,40 3,14ns 0,79"s 0,81"s 0,70ms 0,27™ 0,90
RMS 0,410 2,00 0,27 4,56 0,64"s 0,75" 3,96™ 4,34 0,70
RG 0,187 0,72" 0,18" 0,25" 0,19 0,19 0,03"s 0,22 0,17
RP 0,537 1,26™ 0,01"s 0,57 0,74"s 0,73" 0,97 0,47 0,65™
MSs 0,279 0,82" 0,38" 1,31 1,73™ 1,60 0,10ms 1,12 1,59
Gs 0,588 3,03 0,96" 7,10 3,25 2,540 0,44"s 3,21 2,73
Ps 0,761 6,39” 1,69 11,61” 2,79" 2,68" 0,19 1,36 2,59

Numero de observaciones, N = 36; VDE, variables dependientes de elaboracion; MC, método de corte; P, porcentaje de proteina; G,
porcentaje de grasa; pH, pH de leche pasteurizada; ST, solidos totales; G/P, ratio grasa/proteina; R?, coeficiente de determinacion; F, F-
estadistico; GL, grados de libertad; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ™, no significativo. Las VDE estan explicadas en tabla 3.
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Tabla 14. Andlisis de correlaciones entre variables dependientes e independientes de
la coagulacion de leche de vaca a nivel de planta piloto.

VDE P G pH ST GIP

teute 0,589" 0,054™ 0,014™ -0,309™ 0,659
Rc -0,311™  0,076™ -0,046™ -0,071"  0,446"
Rp 0,005  0,354° -0,081" 0,255  0,435"
Rs 0,013  0,360° -0,086™ 0,263  0,433"
Fi -0,425"  -0,199"  0,020™  -0,192"  0,225"
MSq 0,193  -0,058™ -0,056™  0,244™  -0,317"
Gq 0,299  0,335™ -0,301"  0,370°  0,078™
Pq -0,186™  -0,193"  -0,240"™  0.139™  -0,044"
RMS  -0,105™ -0,113" -0,001"™  0,098™  -0,027™
RG 0,031  0,216™  -0,256™  0,228™ 0,245
RP -0,270™  -0,021"  -0,126™  -0,046™  0,347°"
MSs 0,195 0,273  -0,022" 0,350  0,057"
Gs -0,519"  -0,361"™ -0,259™ -0,361"  0,154"
Ps 0,620"  0,676™ 0,084  0,621™  0,126™

VDE, variables dependientes de elaboracién; P, porcentaje de proteina; G, porcentaje
de grasa; pH, pH de leche pasteurizada; ST, solidos totales; G/P, ratio grasa/proteina;
*, p <0,05; **, p <0,01; ***, p < 0,001; ™, no significativo. Las VDE estan explicadas en
tabla 3.

Estos resultados estan de acuerdo con Guinee y O’Brien (2010) quienes
mencionan que, en general, el rendimiento de queso aumenta linealmente con
las concentraciones de grasa y caseina en la leche bovina, y el grado de
aumento inducido por el incremento de la caseina es mayor que el inducido por
el incremento de la grasa. Ademas, el contenido de grasa y caseina estan
influidos por muchos factores, como la raza, la etapa y numero de lactacion,

nutricion, salud animal, y la frecuencia de ordefio (Walstra et al., 2006).

Por otro lado el efecto de la ratio G/P sobre el rendimiento de queso Cheddar fue
estudiado por Guinee et al. (2007) quienes elaboraron queso Cheddar a partir de
leches con un contenido constante de proteina (3.69 + 0.09%) y variando el
porcentaje de grasa para dar valores de G/P de 0,87 a 1,43, comprobando que
el rendimiento del queso aumentaba en ~0,45 kg / 100 kg de leche por cada 0,1
de aumento en G/P. En cuanto al porcentaje de finos (Fi), podemos observar que
el modelo es significativo y que ninguno de los factores de composicién afecta a
este parametro significativamente. Esto estad en relacién con los valores
reportados en la tabla de correlaciones, excepto para el porcentaje de proteina

que tiene una relacion inversa significativa con los finos. A medida que se
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incrementa el contenido de proteina, el porcentaje de finos disminuye, lo que es
l6gico, ya que conforme aumenta el contenido de proteina se refuerza el numero
de enlaces intermicelares y la cuajada se hace mas resistente a los esfuerzos
mecanicos. Esto fue demostrado por Guinee et al. (1997) al medir la dureza de
geles de leche a distintas concentraciones de proteina. Para el resto de
parametros como MSq, Gq, Pgq, RMS, RG, RP y MSs se obtuvieron modelos no
significativos debido, probablemente, a los rangos estrechos de variabilidad de
los factores utilizados. Para Gs y Ps, se obtuvieron modelos significativos,
observando una relacién inversa significativa de Gs con P. Esta relacion también
fue observada por Lou y Ng-Kwai-Hang (1992) al coagular leche estandarizada
a seis niveles tanto de proteina y grasa (3,0, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8 y 4,0) observando
que un mayor nivel de proteina en la leche resulté en una mayor retencion de
grasa en el queso y menores pérdidas de grasa en el suero. En este mismo
sentido Guinee et al. (2007) al coagular leche con 3,7% de proteina y distintos
porcentajes de grasa (3 - 5%), observd que a medida que la ratio G/P disminuia,
la retencion de grasa en queso se incrementaba, es decir Gs disminuia. La
menor recuperacion de grasa en los quesos con un alto valor de G/P puede
atribuirse a un efecto de dilucion de la matriz proteica a los niveles de grasa mas
altos en el gel, atenuando la capacidad de la matriz proteica para retener los
globulos grasos ocluidos durante el corte y agitacion del gel y manejo de cuajada.
Por otro lado, Ps presenta relaciones directas significativas con P, Gy ST. Esto
se deberia a que a medida que se incrementa P también lo hace el porcentaje
de proteinas del suero de la leche. Asi mismo Lou y Ng-Kwai-Hang, (1992)
coagulando leche a seis niveles de grasa (3,0, 3,2, 3,4, 3,6, 3,8 y 4,0),
observaron que a medida que se incrementaba G, el contenido de proteina en el
queso se reducia, es decir se incrementaba Ps. Sobre este ultimo hecho, Guinee
et al. (1997) mencionan que el aumento del contenido de grasa produce un
numero cada vez mayor de globulos grasos dando como resultado que las
hebras de gel sean mas alargadas para rodear y ocluir dichos glébulos grasos.
Esto conduce a hebras de gel mas finas y mas débiles que podrian romperse
durante las operaciones posteriores a la etapa de coagulacion. Suponiendo una
leche con globulos grasos uniformes con un diametro promedio de 3.5 umy una

distancia libore media de 4.5 um, Guinee etal. (1997) estimaron que el
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alargamiento efectivo es del orden de 11% en una leche con grasa al 10% (p/p),

tendiente a cero en leche desnatada.

7.3.3 Comparacion de medias de minimos cuadrados para Ilos

rendimientos, recuperaciones y pérdidas

La Tabla 15 muestra la comparacion de medias de minimos cuadrados para las
variables dependientes evaluadas. Como podemos observar, no existen
diferencias significativas entre los tres métodos de corte en funcién de las
variables dependientes. Por tanto, los dos modelos de corte en base a G’
reproducen bien el método de corte manual. En cuanto a los rendimientos de
queso, se tiene que estos en promedio son de 17% (Rp y Rs), estando dentro
del rango de variabilidad de los rendimientos de queso fresco encontrados en las
referencias. Asi Zambrano et al. (2010), obtuvieron rendimientos de cuajada de
14,93 a 18,52% (p/v) al coagular leche de tres genotipos de raza Holstein a 33°C.
Bushara et al. (2014) también observaron un rendimiento de queso fresco de
17% (p/v) coagulando leche de vaca a 40 °C. Por otro lado, se observd poco
cambio entre el rendimiento del queso presado (Rp) y saldo (Rs).

Tabla 15. Comparacion de medias de minimos cuadrados de tiempos de corte,

rendimientos y recuperaciones en funcion del método de corte, obtenidas de la
coagulacion de leche de vaca a nivel de planta piloto.

VDE G'32 te'32 teut media
teute, Min 31,172 31,232 31,942 31,45
Rc, % 31,652 30,35° 31,622 31,21
Rp, % 17,13 16,80° 17,242 17,06
Rs, % 17,16 16,83 17,262 17,08
Fi, % 0,532 0,492 0,48° 0,50
MSq, % 36,35% 35,682 35,442 36,16
Gq, % 18,222 18,287 18,252 18,25
Pq, % 13,042 14,062 13,94 13,68
RMS, % 50,61 50,45° 49,662 50,24
RG, % 86,487 85,27 87,61° 86,45
RP, % 72,49% 74,73° 75,852 74,36
MSs, % 6,512 6,50 6,582 6,53
Gs, % 0,322 0,322 0,352 0,33
Ps, % 0,812 0,772 0,782 0,79

Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p < 0,05);
Numero de observaciones, N = 36. Variables dependientes explicadas en tabla 3.
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Con respecto al porcentaje de finos (Fi), debemos mencionar que hasta la fecha
no existe norma FIL, ni AOAC para su determinacioén. En la practica se utiliza la
metodologia propuesta por Raab et al. (1964) que se fundamenta en la
centrifugacion de la muestra de suero y secado del sedimento obtenido. Este
valor se multiplica por cinco para obtener un fino de cuajada con 80% de
humedad. En nuestro estudio se ha empleado un tamizado obteniendo un
promedio de 0,5% de finos expresados en base al peso de leche, equivalente al
0,7% expresados en base al peso de suero extraido en el momento del drenaje
de la cuba. Este porcentaje también es comparable con el encontrado por
Sharma et al.(1980) durante la elaboracion de queso Cottage, quienes obtienen
0,53 y 0,60% de finos al coagular leche desnatada con un 3,1y 3,5% de proteina
respectivamente. En el mismo sentido, Osl et al. (1992) reportaron valores de
finos de 0,26 a 1,15% durante la elaboracién de queso Emmental. Por otro lado,
Everard et al. (2008) utilizando centrifugacion y secado obtiene un porcentaje de
finos menor a 0,1%; esto se debe a que dicho autor utilizé un tamiz de 75 ym
para separar la cuajada del suero; sin embargo, este tamano de finos en el suero
es muy inferior al que se obtiene en la industria. Con respecto a los porcentajes
de materia seca (MSq), grasa (Gq) y proteina en queso (Pq), se obtuvieron en
promedio un 36,16, 18,25 y 13,68% respectivamente. Estos valores estan de
acuerdo con los resultados reportados por Sant’Ana et al. (2013), quien obtuvo
36,03, 17,44 y 15,35% para MSq, Gq y Pq respectivamente, al elaborar queso
fresco a partir de leche de vaca. Sin embargo, estas cifras pueden variar segun
los paises de elaboracion y el procedimiento de elaboracion utilizado llegando
en algunos casos a un 49% en MSq, incrementandose aproximadamente Gq y
Pq en forma proporcional a MSq (Jimenez et al.,, 2016). En cuanto a la
recuperacion de materia seca (RMS), grasa (RG) y proteina (RP), se obtuvieron
valores medios de 50,24, 86,45 y 74,36%, respectivamente. Dichos valores son
muy préximos a los reportados por Bittante et al. (2013) y Bittante et al. (2014),
quienes encuentran valores promedio con desviaciones estandar de 52,27 +
3,44, 90,11 + 3,25 y 78,58 + 2,16% para RMS, RG y RP respectivamente, al
coagular leche de vaca a 35 °C. La pequefia diferencia en los valores medios se
deberia a que el autor utilizé6 un tamiz fino para separar la cuajada y el suero,
recuperando mas materia soélida. En cuanto a la materia seca (MSs), grasa (Gs)

y proteina (Ps) en suero, se obtuvieron valores promedio de 6,53, 0,33 y 0,79
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respectivamente, valores que estan de acuerdo con los datos reportados por
Gernigon et al. (2009), quienes compararon sueros de leche obtenidos de
elaboraciones de cinco tipos de queso diferente, obteniendo valores promedio
para MSs de 5,89 a 6,62% y para Ps de 0,32 a 0,74%. Asi mismo, este autor
afirma que los valores de MSs pueden variar mucho, incluso para un tipo dado
de suero de leche. Por ejemplo, para quesos tipo Cheddar, Hill et al. (1985)
encontraron un valor de MSs de 5,90, mientras que Hargrove et al. (1976)
observan un valor de 6.70. En el mismo sentido, Ramos, Salas y Chamorro
(2015) encontraron valores para MSs, Gs y Ps de 6,68, 0,3 y 0,8 en suero

procedente de la elaboracion de queso fresco.

7.3.4 Analisis de covarianza de las variables de textura y color

La Tabla 16 recoge el analisis de covarianza para los parametros de textura y
color obtenidos de la coagulacion de leche de vaca. Como se observa, el método
de corte (MC) no tuvo efecto significativo en ninguna de las variables sensoriales
evaluadas, lo que refuerza los resultados obtenidos en la evaluacion de las
variables de elaboracién. También se observa que ninguno de los parametros de
composicion tomados como variables independientes afectan a los parametros
sensoriales excepto a L*, en donde existe un efecto significativo del porcentaje
de humedad del queso (Hq). Esto esta de acuerdo con la tabla de analisis de
correlaciones (Tabla 17), en donde podemos observar una relacion directa y
significativa entre estas dos variables. Al respecto, se sabe que la disminucién
de los valores de L* se debe probablemente a una disminucién en el numero de
gotas de suero, lo que reduce el grado de dispersion de la luz (Paulson et al.,
1998). Alvarez et al. (2007) también observaron una correlacién positiva entre el
contenido de humedad y la luminosidad en quesos elaborados con leche de
cabra. Como se observa en la Tabla 17 existen correlaciones significativas de la
tension a la fractura (of), inversa y directa con Hq y Pqg respectivamente.
Correlaciones similares también fueron observadas por Alvarez et al. (2007) al
evaluar la correlacion entre la dureza y el contenido de humedad y proteina en
quesos elaborados con leche de cabra. Madadlou et al. (2007) observaron
también una relacidn inversa entre el contenido de humedad y el or en quesos
bajos en grasa elaborados con crema homogeneizada. Khosrowshahi et al.

(2006) estudiaron el efecto de la maduracién del queso sobre or y observaron
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una disminucién de or a medida que la proteina disminuia debido a la protedlisis.
Este comportamiento también fue observado por Rogers et al. (2009) al evaluar
el efecto de la maduracion sobre el estrés a la fractura del queso Cheddar,
utilizando leches de diferentes ratios G/P (1,2, 0,53 y 0,2).

Tabla 16. Analisis de covarianza de parametros de textura y color, obtenidos de la
coagulacion de leche de vaca a nivel de planta piloto.

Factor Cofactores
MC Lote Hqg Gq Pq

Modelo (GL=2) (GL=1) (GL=1) (GL=1) (GL=1)
VDTC R? F F F F F F
Of 0,424 3,68" 0,43 6,717 3,46™ 055" 3,14
& 0,132 o0,76™ 0,06™ 3,27 0,68 0,03 041"
L* 0,370 2,75 0,32 3,79 950" 0,08 1,02"s
a* 0,494 455" 0,35"™ 19,757 0,46™ 0,16™ 0,96
b* 0,183 1,05 0,47~ 260" 0,68 0,29 0,62"
c* 0,185 1,06™ 0,47~ 265" 0,67 0,29 0,62"
h 0,371 2,76 0,40 11,46~ 0,43 0,13 0,53

Numero de observaciones N = 36; VDTC, variables dependientes de textura y de color;
MC, método de corte; Hq, porcentaje de humedad en queso; Gq, porcentaje de grasa
en queso; Pq, porcentaje de proteina en queso; R?, coeficiente de determinacion; F, F-
estadistico; GL, grado de libertad; *, p < 0,05; **, p < 0,01; **, p < 0,001; ", no
significativo. Las variables dependientes de textura y color (VDTC) estan explicadas en
el texto.

Tabla 17. Analisis de correlaciones entre las variables de composicion y las de textura
y color del queso.

VDTC Hq Gq Pq
Of -0,345 0,036™ 0,466™
& 0,071™  0,054"™  0,133™
L* 0,484"  -0,031" -0,282"
a* -0,205" 0,208  0,251"
b* 0,036™  0,149™  0,235™
c* 0,034" 0,15" 0,236™
h 0,192  -0,185"  -0,203"

* p<0,05;**, p<0,01; **, p <0,001; ™, no significativo. Las variables dependientes de
textura y color (VDTC) estan explicadas en el texto.

7.3.5 Media de minimos cuadrados de las variables de textura y color

La Tabla 18 muestra la media de minimos cuadrados de los parametros de
textura y color en funcion del método de corte, en donde podemos observar que

no existen diferencias significativas entre estos parametros, confirmando que los
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tiempos de corte generados por los modelos reproducirian bien el tiempo de
corte del maestro quesero. Los parametros de or y €f tuvieron valores promedio
de 20,51 kPa y 0,68 respectivamente. Estos valores estan de acuerdo con los
valores reportados por Buffa et al. (2004) quienes obtuvieron valores de 24,49
kPa y 0,68 para or y & respectivamente en quesos elaborados con leche de
cabra. El mayor valor de or en el estudio de Buffa et al. (2004) se deberia a que
estos quesos contenian un mayor valor de MSq (53,04%) comparado con el
nuestro (36,16%). En el mismo sentido, Cunha et al. (2006) obtienen valores de
20,29 kPay 0,57 para para ot y & respectivamente en queso fresco. Por otro lado
los parametros de color L*, a* y b* tuvieron valores promedio de 94,58, 0,39 y
11,29 respectivamente, de acuerdo con los valores reportados por Dantas et al.
(2016) al elaborar queso fresco con cultivo iniciador, quienes obtienen valores
de 95,74, 0,88 y 13,98 para L*, a* y b* respectivamente. Las pequefias
diferencias en los parametros estudiados pueden deberse a que en este caso el
porcentaje de proteina fue mas alto (15,39%) comparado con nuestros
experimentos (13,68%), pudiendo aumentar el valor de L* (McDermott et al.,
2016).

Tabla 18. Comparacion de medias de minimos cuadrados de parametros de textura y

color en funcién del método de corte, obtenidos de la coagulacion de leche de vaca a
nivel de planta piloto.

VDTC G'32 tea2 teut media
o, kPa 19,972 20,45° 21,11° 20,51
&, adimensional 0,682 0,682 0,682 0,68
L* adimensional 94,622 94 6° 94 512 94,58
a*, adimensional 0,402 0,362 0,412 0,39
b*, adimensional 11,142 11,652 11,072 11,29
C*, adimensional 11,15 11,662 11,072 11,29
h, ° 87,95* 88,22¢@ 87,912 88,03
Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p < 0,05);

Numero de observaciones, N = 36. Las variables dependientes de textura y color (VDTC)
estan explicadas en el texto.

Por otro lado, el parametro b* esta estrechamente relacionado con el nivel de (3-
caroteno y el contenido de grasa; una mayor cantidad de grasa lactea y de (-
caroteno da como resultado un aumento del parametro b*. Por lo tanto, larazay
la alimentacion del ganado pueden afectar al valor de b* (Calderén et al., 2007).
Los valores promedio de saturaciéon y tonalidad fueron 11,29 y 88,03°

respectivamente, indicando que los quesos tuvieron una coloracion ligeramente
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amarillenta. El valor de tonalidad esta dentro del rango esperable para quesos
que es de 40 a 90°, teniendo valores de tonalidad mas bajos aquellos que se han
dejado madurar por mas tiempo, probablemente como consecuencia de la

oxidacioén de las grasas a aldehidos (Wadhwani y McMahon, 2012).
7.4 Conclusiones

Las calidades de las predicciones del tiempo de corte reolégico de las
ecuaciones G’ =f (R, P) y tg2=f (R’, P), durante la elaboracién de queso fresco
fueron muy buenas para la temperatura de 32 °C, siendo el SEP para ambas

ecuaciones de ~1 min.

No se observaron efectos significativos del método de corte sobre las variables
de elaboracion, textura y color de los quesos, lo que indica que tanto el modelo
G =f (R, P) como el modelo te32 = f (R’, P) reproducirian bien el tiempo de corte

dado por el maestro quesero.
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Capitulo VIII. Validaciéon del modelo de monitorizacion de la

dureza de la cuajada a nivel industrial
8.1 Introduccioén

En la actualidad, la industria quesera esta cada vez mas automatizada, desde el
proceso de recepcion de la leche hasta el envasado. Sin embargo en la mayoria
de las plantas industriales la determinacion del momento adecuado para realizar
el corte de la cuajada todavia no esta automatizada (Payne y Castillo, 2007). En
la mayoria de plantas, este tiempo es decidido todavia por un maestro quesero
y en otras se trabajan a tiempo fijo, estandarizando el contenido de grasa y
proteina de laleche (Donelly, 2016). Estos métodos pueden ser funcionales, pero
necesariamente 6ptimos porque los factores que afectan la microestructura del
gel y a la firmeza de la cuajada pueden variar el tiempo de corte éptimo. Cortar
la cuajada confiando en la inspeccion empirica es precisa y aceptable si la
evaluacion se realiza de forma adecuada. Se ha afirmado que los maestros
queseros pueden seleccionar el tiempo de corte con una gran precision. Sin
embargo, Castillo (2006) menciona que es arriesgado suponer que la dureza de
la cuajada y la tendencia del gel a exhibir sinéresis se pueden "optimizar"
mediante la inspeccion empirica. Una forma de optimizar el proceso de cuajado
es estandarizar los contenidos de sdlidos (grasa y/o proteina) de la leche y las
cantidades de cuajo y CaCl. adicionados, determinandose un tiempo constante
de corte (Johnson, 2011). Sin embargo, este método se basa en predicciones y

no en medidas en tiempo real.

Las técnicas para controlar el cuajado se han estado desarrollando desde la
década de 1970 y han sido revisadas por Castillo (2006) y O'Callaghan (2011).
Para que sean de utilidad en un entorno industrial, dichas técnicas deben operar
en linea dentro de la cuba, ser no destructivas y cumplir con las normas de disefio
sanitario (Payne y Castillo, 2007). El objetivo normalmente, es establecer el
tiempo de corte 6ptimo de forma objetiva, por lo que el método debe ser capaz
de discernir la firmeza de la cuajada en lugar de, simplemente, detectar el RCT
(Janhgj y Quvist, 2010).

La mayoria de métodos en linea miden los cambios de la leche durante la

coagulacion hasta el tiempo de agregacion y solo algunos miden los cambios
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hasta el tiempo de gelificacién (tiempo hasta G’ =1 Pa o crossing over). Por
ejemplo, el método del alambre caliente puede medir el punto de gelificacion con
alta sensibilidad, pero es insensible al proceso de endurecimiento de la cuajada.
Sin embargo, las mediciones de reflectancia difusa podrian usarse para
monitorizar la firmeza de la cuajada ya que la cantidad de luz reflejada aumenta

con el endurecimiento de esta (Castillo et al., 2003b).

Una de las razones por las que las técnicas en linea se utilizan poco en la
industria probablemente esté relacionada con las limitaciones de tiempo en la
produccion de grandes volumenes de queso, donde no resulta practico variar el
tiempo de corte. Sin embargo, la determinacién del momento exacto del corte es
muy importante para las empresas ya que se ahorraria dinero si se cortara
después del tiempo adecuado y, sobre todo, se preservaria la calidad del
producto al cortar en el momento exacto (homogeneidad entre lotes). Otro
aspecto importante es la precision del método empleado para la determinacion
del momento adecuado para realizar el corte, que no estda muy bien
documentada para los ensayos industriales, excepto quizas para los métodos

basados en la reflectancia del infrarrojo cercano (Janhgjy Quvist, 2010).

Teniendo como marco de referencia lo anteriormente descrito, se probd el
sistema de prediccion del modulo elastico de la cuajada en una empresa
productora de queso para verificar sus ventajas con respecto al método de corte
a tiempo fijo. Por otro lado, se pretende aportar mayor informacién sobre la
aplicacion de técnicas en linea de determinacion del momento de corte de la
cuajada a nivel industrial ya que la que existe es muy escasa. Por lo tanto, el
objetivo de este apartado fue aplicar y validar un método de prediccion del

modulo elastico de la cuajada en una industria quesera.
8.2 Materiales y métodos

Para realizar la validacion del modelo de prediccion a nivel industrial se aplico el

disefio experimental de la seccion 3.3 correspondiente al objetivo especifico E.
8.2.1 Procedimiento experimental

A cada unidad experimental se le aplicé el diagrama de flujo de la Figura 68.
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I Recepcion de leche cruda |

I Refrigeracion | 2°C
waroleos
| Filtrado |
I Pasteurizacion | 78°C/10 s
| Enfriamiento | 38,5°C
056 § CHKOM leche = 7 rpm
0.35 mL enzimalL leche ™= —{ Coagulacién 38,5°C

Corte

Reposo 45 min

G'=f(R, P) Agitacion 7 RPM/20 min
tes7=f (R, P)
Desuerado ) Suero + Finos

Bl

| Moldeado y escurrido | : Volteado (sélo formato Burgos)

[ Preenfriamiento I 10 °C
[ Refrigeracion ] 200
I Desmoldado |

Envasado

| Refrigeracion ] 200C

Figura 68. Diagrama de flujo de la elaboracién de queso fresco a nivel industrial.

La empresa utiliza leche entera de vaca proveniente de granjas locales que se
almacena en tanques de refrigeracion a 2 °C hasta su utilizacién. La leche es
analizada diariamente antes de proceder a la elaboracion de queso,
determinandose el contenido de proteina, grasa y solidos totales en un equipo
de analisis Milkana® superior plus (Turquia), que peridédicamente es calibrado.
La leche es conducida desde los tanques de almacenamiento hacia un deposito
donde se mezcla con sal marina (NaCl) a razén de 16 g por litro de leche, para

proporcionar sabor al queso fresco, contribuyendo a la conservacion del queso,
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y gelatina en polvo a razén de 1 g por litro de leche, para mejorar la retencion de
humedad y retardar el fenomeno de sinéresis durante el almacenamiento. Luego
pasa al sistema de pasteurizacion de placas donde se aplica un tratamiento a 78
°C durante 10 s. Una vez realizada |la pasteurizacion, la leche se enfriay se envia
a una cuba quesera de 3500 L de capacidad con doble camisa, cuyo interior se
encuentra relleno por poliuretano que sirve como aislante térmico. La
temperatura de la leche se mantiene constante mediante dicho aislamiento. El
sensor optico fue instalado en una de sus paredes tal como muestra la Figura
69.

Figura 69. PLC conectado a sensor a nivel industrial. A) Perforacién practicada en pared
de cuba quesera, a través de la doble camisa, para alojar el sensor de dispersion de luz
NIR. B) Detalle del sensor instalado en pared de cuba, sujeto con tri-clamp. C) Cuba
quesera durante el desuerado, donde se observa el sensor con cable de conexién -
water-proof- a PLC -esquina superior izquierda-. D) PLC mostrando pantalla de

parametros (parametros han sido ocultados por motivos de confidencialidad).

La leche llega a la cuba con una temperatura préxima a 38,5 °C. Utilizando palas
de agitacién se mantiene la leche en agitacion a una velocidad de 7 rpm durante
todo el proceso de llenado. Durante este periodo, se adiciona una solucion de
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cloruro de calcio anhidro de 120 g por litro de solucidn, a razon de 0,72 g por litro
de leche, para mejorar la coagulacion de la leche, y sorbato de potasio
(CsH7KO2), a razon de 0,86 g por litro de leche, como conservante debido a que
el queso fresco, por su alto contenido de humedad y elevado pH, es mas
susceptible al crecimiento microbioldgico. Una vez llena la cuba se procede a
adicionar Quimosina recombinante (CHY-MAX plus; EC 3.4.23.4, 200 IMCU-mL"
1) suministrada por Chr. Hansen Inc. (Chr. Hansen Barcelona, Espaiia), a razon
de 0,35 mL de enzima por litro de leche. La enzima se almacena en refrigeracion
a 4 °C. Seguidamente se procede a esperar el tiempo adecuado para la
coagulacion de le leche, determinandose el tiempo del corte utilizando uno de
los tres métodos antes mencionados de forma aleatoria. Una vez alcanzado el
tiempo de corte, se procede a realizar el corte manual, utilizando liras de corte
horizontales y verticales tal como muestra la Figura 70A. Luego, tras la
operacion de corte de la cuajada, se inicia un periodo de reposo de 45 min para
que el grano libere el suero y se produzca la contraccion del mismo. Una vez
terminado este periodo, se aplica una agitacion a 7 rpm por espacio de 20 min
para inducir una mayor salida de suero. Posteriormente el suero y los granos de
cuajada pasan ya sea a la mesa de enmoldado mecanico (Figura 70B) utilizada
para el formato mas pequefio 6 a la mesa de enmoldado manual para los
formatos mas grandes. En estas mesas también se procede simultaneamente a
la separacion del suero de los granos de cuajada. La empresa produce cinco
formatos de queso fresco, tal como se describe en la seccién 8.3, en funcion de

los pedidos que solicitan los clientes.

Solo en el caso del formato tipo Burgos, se aplica un volteado una vez pasados
~30 min, después del enmoldado. Una vez enmoldados, los quesos pasan a una
camara de preenfriamiento (2 °C) (Figura 70C); sin embargo, debido a la
temperatura que presenta el queso inicialmente, la temperatura puede elevarse
a 10°C. En ésta camara, el queso permanece por un intervalo de tiempo
aproximado de 6 h. Pasado este tiempo, los quesos ingresan a la camara de
refrigeracién a 2 °C, donde esperan para proceder al desmoldado y envasado.
El desmoldado se realiza de forma manual, mientras que el envasado es

mecanizado. El queso envasado se traslada a la camara de almacenamiento a
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2°C ala espera de ser recogido por los distribuidores (Figura 70D). El tiempo de

vida util es de 25 dias para todos los formatos.

Figura 70. A) Corte de la cuajada. B) Envasado mecanizado. C) Quesos en camara de
preenfriamiento. D) Quesos tipo Burgos en camara de almacenamiento.

Se tomaron muestras de queso de cada lote de produccién, se almacenaron en
camara a 4 °C y se realizaron analisis de pH, proteina, grasa y materia seca
segun los métodos descritos en 7.2.1. Para los quesos mas pequefios, de 200 g

(Mini200), se realizaron andlisis de textura y color segun los
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métodos descritos en 7.2.2 y 7.2.3 respectivamente, ya que siempre se producia

este tipo de formato.
8.2.2 Calculo de rendimientos

Las variables dependientes de elaboracion (VDE), correspondientes a
rendimientos y recuperaciones, se calcularon utilizando las formulas de la Tabla
19. Para determinar el porcentaje de finos (Fi) se emplearon muestras de 5 kg

de suero mas finos por cada produccion.

Tabla 19. Variables dependientes de elaboracion (VDE) de queso fresco.

VDE (%) Simbolo Férmula
Rendimiento Rd (wg/vl)-100
Rendimiento a humedad promedio  Rhp Rd*(msa)/(msp)
Rendimiento de materia seca RMS (wmsq/vl)-100
Finos Fi (wf/(ws+wf))-100
Materia seca en queso MSq (wmsg/wq)-100
Recuperaciéon de materia seca RMS (wmsqg/wmsl)-100
Recuperacioén de grasa RG (wgg/wgl)-100
Recuperacioén de proteina RP (wpg/wpl)-100
Materia seca en suero MSs (wmss/ws)-100
Grasa en suero Gs (wgs/ws)-100

Dénde: wq, peso de queso; vl, volumen de leche; msa, porcentaje de materia seca real;
msp, porcentaje de materia seca promedio; wmsq, peso de materia seca en queso; wf,
peso de finos; ws, peso de suero; wq, peso de queso; wgq, peso de grasa en queso;
wpq, peso de proteina en queso; wmsl, peso de materia seca en leche; wgl, peso de
grasa en leche; wpl, peso de proteina en leche; wmss, peso de materia seca en suero;
wgs, peso de grasa en suero.

8.2.3 Analisis estadistico

En este estudio, los analisis estadisticos se realizaron mediante el programa
estadistico SAS (SAS ® 9.4, 2012). El analisis de covarianza (ANCOVA) se
realiz6 mediante el procedimiento del modelo lineal general (GLM) de SAS,
mientras que los coeficientes de correlacion de Pearson, r, fueron obtenidos por
el procedimiento de correlacion (CORR). La media de minimos cuadrados
(LSMEANS) y la significacion de cada tratamiento se computaron mediante
suma de cuadrados de tipo IV. El método de la media de minimos cuadrados
predice diferencias entre todos los tratamientos. En este experimento, las medias
fueron consideradas significativamente diferentes a p < 0.05. Se utilizé el valor
del coeficiente de determinacion (R?) y el error estandar de calibracion (SEC)

para determinar la calidad de la calibracion de los modelos de prediccidn. Para
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la validacién de los modelos de monitorizacion se empled una validacion

cruzada, determinando el error estandar de prediccion (SEP).
8.3 Resultados y discusion
8.3.1 Composicion y formatos de quesos

En la Tabla 20 se muestran lo formatos de queso producidos, asi como las
medias de sus pesos netos y de sus porcentajes de materia seca, en donde se
puede observar que los formatos de mayor tamafio contienen un porcentaje de
materia seca algo superior. Estas diferencias se pueden deber a que estos
formatos son envasados en un tiempo posterior al envasado de los pequefos,
produciéndose mas desuerado en los quesos grandes. Estos valores estan de
acuerdo con los valores de humedad del queso tipo Burgos, que estan

comprendidos en el rango de 64 a 80% (Barriga et al., 2015).

Tabla 20. Formatos y composicién de queso producidos por la empresa lactea.

Formato @ wn*DS MSqz*DS Pq DS Gq DS Cq+DS Enmoldado
Burgos 2,19+0,10 39,06 +245 14,15+1,18 18,5+0,8 2,85+0,19 Manual
Villalén 2,09+ 0,12 38,46+259 1438+1,13 206+0,3 2,76+0,12 Manual
Baby400 0,38 +0,02 36,28 +1,27 13,40+£1,96 152+0,6 2,66+0,50 Manual
Mini250 0,24 +0,01 37,59+2,62 13,88+1,68 165+1,4 285+0,19 Manual
Mini200 0,21 +0,01 35,84+2,81 13,00+1,16 157+0,5 2,68 +0,34 Mecanizado

wn, peso neto (kg); MSq, materia seca en queso (%); Pq, proteina en queso (%); Gq,
grasa en queso (%); Cq, cenizas en queso (%); DS, desviacion estandar; N=10 por cada
formato.

Ademas, el porcentaje de proteina en queso (Pq) y el porcentaje de grasa en
queso (Gq) estan dentro de los valores esperados para queso fresco. Asi, Evert
et al. (2014) determinaron para queso fresco con un contenido de materia seca
en queso (MSq) de 37,11% y unos valores de Pq y Gq de 14.12 y 16,32%
respectivamente. Por otro lado, los valores de cenizas en queso (Cq) se
encuentran también proximos a los encontrado en la literatura, asi Sant’Ana et al.
(2013) determinan valores de Cq en queso fresco de leche de vaca de 2,21 +
0,32%.
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8.3.2 Calibraciéon y validacién de ecuaciones de prediccion a nivel

industrial

Antes de comenzar los experimentos definitivos se realiz6 una calibracion y
validacion previa de los modelos de prediccion del médulo elastico de la cuajada
ya que las condiciones de cuajado fueron diferentes de las previamente
utilizadas a nivel de planta piloto (p. €j., se vario la temperatura de coagulacion
de 32 a 38.5 °C asi como la proporcion y el momento de adicién de insumos).
Se monitorizé la coagulacién de trece lotes de leche de diferente composicién,

obteniendo los resultados mostrados en la Figura 71.

A B
100 33 °
< 90 y = 0,996x £ 32 y=0,999x
o 80 R2=0,780 ELf R=0450 ¢®
5 70 :g [}
2 60 £30 *2 %e e
g 50 A _ |5_29 '_ -
o SEC=4,63 Pa 508 e SEC=1,03 min
40 SEP= 5,39 Pa 0 SEP= 1,19 min
30 27 « @
30 40 50 60 70 80 90 100 27 28 29 30 31 32 33
G'experimental (Pa) tG'87 experimental (min)

Figura 71. Calibracion y validacion de los dos modelos de prediccion para realizar el
corte a 87 Pa: A) modelo G’, B) modelo tesr.

La calibracién se realizé desde el minuto 20 tras la adicion de la enzima hasta
un tiempo de corte de 31 min (i.e., tiempo medio habitual de corte en la empresa),
lo que se correspondid con un rango de monitorizacion del modulo elastico de
53,60 a 87,16 Pa respectivamente, eligiéndose para el corte el valor G" = 87 Pa.
Como podemos observar, la calibracion del modelo G’ dié un R? de 0,78. Segun
Ward (2011), este valor corresponde a una calibracion moderadamente util (0,7-
0,8). Sin embargo, para este mismo modelo, se tiene un valor de SEP de
validacion cruzada de 5,39 Pa, que puede ser transformado a unidades de
tiempo dividiéndolo entre el cambio promedio de G’ en funcién del tiempo (3,03
Pa/min), dando como resultado un SEP de 1,78 min. Este tiempo es mayor al
encontrado en el caso de la calibracién a nivel de planta piloto, lo que se deberia
a que la calibracion se realizé a valores de G’ muy por encima del rango
establecido a nivel de planta piloto (15 a 40 Pa), en comparacion al rango de
53,60 a 87,16 Pa establecido a nivel industrial. Por otro lado, la calibraciéon del

modelo tesy dio un R? de 0,48. Segin Ward etal. (2011) este valor
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corresponderia a una calibracion por debajo de la moderadamente util. Sin
embargo, el valor del error estandar de prediccion (SEP) de validacion cruzada
fue de 1,19 min. Esta ligera disminucion de la calidad predictiva en comparacion
con la calibracion a nivel de planta piloto, se deberia a que el parametro éptico
obtenido de R’ (primera derivada de R) que se utilizé en este modelo esta mas
distante del tiempo de corte a 87 Pa. Esta disminucion de calidad predictiva fue
observada también por Abdelgawad et al. (2014) al comparar las predicciones
de G'a 30 y 60 Pa, en coagulaciones de mezclas de leche de oveja, cabra y
vaca. Por otro lado, Abdelgawad et al. (2016) también obtiene un SEP de 1,12
min al predecir te30 durante la coagulacion de leche de oveja con infeccidn
intramamaria subclinica a 35 °C. Sin embargo, como hemos visto, ambas
ecuaciones dan SEPs menores a dos minutos que fue el tiempo promedio
establecido por O’Callaghan et al. (1999) al comparar la exactitud de los tiempos
de corte de varios instrumentos (Gelografo, CoAgulLite, Alambre caliente y
Vibracional) con respecto al tiempo de corte dado por método reométrico, al

coagular leche de vaca a 32 °C.
8.3.3 Anadlisis de covarianza para rendimientos, recuperaciones y pérdidas

La Tabla 21 muestra el analisis de covarianza del tiempo de corte, rendimiento
y retenciones, obtenidos en la coagulacion de leche de vaca a nivel industrial.
Como se observa, el método de corte (MC) tuvo un efecto significativo sobre el
rendimiento (Rd), el rendimiento de materia seca (Rms), la recuperacion de
materia seca (RMS) y la recuperacion de proteina (RP). Esto se deberia a que a
una temperatura de coagulacion y a un valor G’ de corte elevados, los métodos
de prediccion del tiempo de corte reolégico empleados tienden a diferir entre si
en sus estimaciones y estas, a su vez, con respecto al tiempo de corte fijo,
produciendo rendimientos y recuperaciones diferentes. Esto se confirma al
observar la Tabla 22 de correlaciones, en donde se aprecia una correlacion
inversa y significativa de Rd, Rms, RMS y RP con MC. Al respecto, Fagan et al.
(2007) encontraron un efecto significativo del tiempo del corte sobre el
rendimiento quesero al coagular leche a 33 °C, a distintos tiempos de corte,
mencionando que el efecto puede ser explicado por valores mayores o menores
de RMS y RP.
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Tabla 21. Analisis de covarianza de rendimientos y recuperaciones, obtenidos de la coagulacion de leche de vaca a nivel industrial.

Factor Cofactores Interaccioén
MC Envasado P G G/P T G/P x MC

Modelo (GL=2) (GL=1) (GL=1) (GL=1) (GL=1) (GL=1) (GL=2)
VDE R? F F F F F F F F
Rd 0,56 3,49 3,76 2,53 0,00 0,00" 0,00 0,76™ 3,97
Rms 0,54 3,26 4,22° 0,23 0,26" 0,22" 0,21  0,09" 4,44’
Fi 0,20 0,65 0,75" 0,01"s 0,33 0,37 0,36" 1,79" 0,76
MSq 0,81 8,807 0,17" 52,68 3,79" 3,83  3,92" 8,72 0,18
RMS 0,61 3,26 5,30 0,06" 0,26" 0,18 0,20  0,00™ 5,50
RG 0,48 2,30 2,03" 7,563 1,13  1,30™ 1,24 (0,85 2,07
RP 0,53 3,15 3,80 0,76" 0,00 0,02 0,02 0,01™ 4,01
MSs 0,20 0,57 0,24" 0,23" 0,02 0,02 0,03 0,96 0,24
Gs 0,23 0,82 0,45" 3,99 0,53 0,50 0,54 0,43™ 0,47

Numero de observaciones N = 36; VDE, variables dependientes de elaboracion (explicadas en la Tabla 19); MC, método de corte; G/P,
ratio grasa/proteina; P, porcentaje de proteina; G, porcentaje de grasa; T, temperatura media; G/P x MC, interaccién G/P por MC; R?,
coeficiente de determinacién; F, F-estadistico; GL, grados de libertad; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ", no significativo.
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Tabla 22. Analisis de correlaciones entre variables independientes y dependientes,
obtenidas en la coagulacion de leche de vaca a nivel industrial.

MC Envasado G/P P G T

Rd -0,567" -0,271" -0,076" 0,030" -0,076™  -0,028
Rms -0,529" 0,036™ 0,063™ -0,071"s 0,040 0,056"
Fi -0,026" -0,001"s 0,101" 0,074 0,169 0,338™
MSq 0,026" 0,750 0,273" -0,068" 0,336™ 0,404

RMS -0,518" 0,034" 0,050" -0,168™  -0,033" 0,037
RG -0,173" 0,165™ -0,245"  -0,202"  -0,335"™ 0,060™
RP -0,434" 0,166™ 0,166™ -0,288" 0,041 0,061™
MSs -0,050™ -0,185" -0,141"s 0,186" -0,058" 0,075
Gs 0,042" -0,268" -0,099"s 0,375™ 0,100" 0,352"

*.p <0,05; **, p <0,01; ™, p < 0,001; "™, no significativo. Los significados de los
parametros estan explicados en el texto.

Acerca de este hecho, Fox et al. (2017) afirma que, si la firmeza del gel en el
corte es demasiado baja o demasiado alta, el gel resultante es demasiado débil
o demasiado rigido para permitir un corte limpio sin romperse. Cuando el gel es
demasiado blando, la estructura del gel no esta suficientemente desarrollada y
se fractura incluso bajo las pequefnas deformaciones aplicadas al corte suave.
En un gel excesivamente firme, el grado de agregacion de caseina es
relativamente alto y el gel tiende a ser rigido (alto G') y quebradizo (baja
deformacion por fractura) y susceptible a rotura por la tension de deformacion
aplicada durante el corte y agitacion normales. Otro aspecto a destacar es que
el envasado y la temperatura tienen un efecto significativo en el porcentaje de
materia seca (MSq). Como ya se menciono anteriormente, esto se deberia a que
los quesos de mayor tamafio son enmoldados manualmente un tiempo después
que han sido enmoldados en la mesa mecanizada los quesos mas pequefos.
Por otro lado, es l6gico que al mantener la leche y/o cuajada a una temperatura
alta, se tenga mas materia seca en la cuajada a consecuencia de una mayor
evaporacion. La temperatura promedio fue de 38,45 + 0,13°C y la cuba es abierta
con una gran area superficial expuesta. Por otro lado, se observan efectos
significativos de interaccion de la ratio grasa/proteina (G/P) x MC sobre Rd, RMS
y RP.
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8.3.4 Comparaciéon de medias de minimos cuadrados para Ilos

rendimientos, recuperaciones y pérdidas

La Tabla 23 muestra la comparacion de medias de minimos cuadrados de las
variables de elaboracién para los tres métodos de corte, teniendo un rendimiento
promedio de 20,46%. Este rendimiento esta cerca del limite superior de un queso
fresco normal sin hidrocoloides incorporados. Asi Ferragina et al. (2013)
reportaron un rendimiento maximo de 20,58% para queso fresco elaborado con
leche de vaca. Sin embargo, se sabe que la incorporacion de hidrocoloides como
la gelatina incrementa el rendimiento quesero de un 25 a un 49% con respecto
al grupo control, debido a que esta enlaza el agua y proteina de la leche (Kurultay
et al.,, 2000). En este sentido Korish y Abd Elhamid (2012) reportaron
rendimientos de 19,7 hasta 28% para queso fresco elaborado con leche
desnatada de bufala, utilizando hidrocoloides como carboximetil celulosa y
pectina a concentraciones de 0,2 a 0,6%. Alnemr et al. (2016) también reportan
incrementos de rendimiento en queso maduro al utilizar mezclas de carragenina,
goma garrofin y goma xantana a concentraciones de 0,25 a 0,75 g/ kg de leche.
Por otro lado, también se puede observar que el rendimiento (Rd) obtenido con
el modelo G’87 es significativamente mayor que el tes7 y este a su vez mayor
que el método a tiempo fijo. Sin embargo, como se ha descrito cada cuba
produce diferentes formatos de diferentes contenidos de humedad, por lo que,
se hizo necesario llevar estos rendimientos a una humedad promedio que fue de
62,56%, obteniendo el rendimiento Rhd, en donde podemos observar que en
este caso no existen diferencias significativas entre el MC que utiliza el modelo
tes7 con el de tiempo fijo. Sin embargo, si existe un incremento significativo de
Rhd al utilizar el MC G’87. Este comportamiento también se puede apreciar en
el rendimiento en materia seca (Rms); en este caso los valores estan dentro del
rango esperado para queso fresco. Asi Bittante et al. (2014) obtuvieron un valor
promedio de Rms de 7,23 + 0,94% al obtener queso fresco de leche de vaca
coagulada a 35 °C, mientras que Cipolat-Gotet et al. (2016) obtuvieron un valor
medio de 7,2 £ 0,9% para las misma condiciones de elaboracion que en el caso
anterior. En cuanto al porcentaje de finos (Fi), no se observaron diferencias
significativas entre los métodos de corte, dando un promedio de 0,29%, valor

que esta de acuerdo con lo reportado por Schmitt et al. (2016), quienes obtienen
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un contenido de finos en suero de 0,22 a 0,44% en la elaboracién de queso
semiduro.
Tabla 23. Comparacion de medias de minimos cuadrados de las variables de

elaboracion en funcién del método de corte, obtenidas de la coagulacion de leche de
vaca a nivel industrial.

VDE (%) G'87 tes7 teutfijo media
Rd 21,682 20,37°  19,32° 20,46
Rhp 21,67 20,30° 19,45° 20,47
Rms 8,112  7,60° 7,28° 7,66
Fi 0,26  0,30° 0,30? 0,29
MSq 37,19° 37,07°  37,40° 37,22
RMS 54212 51,60  48,76° 51,52
RG 92,33 87,10°  88,11° 88,77
RP 83,26° 78,92°  76,49° 79,56
MSs 8,03 8,207 8,092 8,11
Gs 0,372 0,412 0,382 0,39

Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (p < 0,05);
Numero de observaciones, N = 36. Las variables dependientes explicadas en el texto.

Por otro lado, observamos que no existen diferencias significativas entre los
porcentajes de materia seca en queso (MSq). Sin embargo, en cuanto a la
recuperacion de materia seca (RMS) se observa que al utilizar el modelo G’'87
se obtiene una RMS significativamente mayor en comparaciéon con el modelo
tes7 y este a su vez tiene una RMS significativamente mayor que el obtenido
utilizar el método de corte a tiempo fijo. Este comportamiento esta de acuerdo
con las tendencias observadas en Rd, Rhp y Rms, y se explicaria en base a la
recuperacion de proteina (RP), que aumenta significativamente al utilizar el
modelo G’87. Esto explicaria la diferencia de comportamientos entre MSq y RMS
ya que una mayor cantidad de proteina retenida al utilizar el modelo G’'87
también retendria una mayor cantidad de agua y, por lo tanto, los valores de MSq
se mantendrian casi constantes en los tres métodos de corte. Este hecho fue
estudiado por Guinee et al. (2007) al coagular leche con diferentes ratios G/P,
observando que a medida que la ratio decrecia, el contenido de humedad en el
queso se incrementaba, evidenciando la capacidad de la proteina de retener
agua. También se han establecido comparaciones de porcentajes de humedad
en quesos elaborados con leches de vacas Holstein y Jersey asi como sus

mezclas (Auldist et al., 2004; Bland et al., 2015), evidenciando que no existian
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diferencias significativas en las humedades de los quesos para las leche cuyos
ratios G/P se mantenian constantes. De esto se desprende que si el ratio G/P se
mantiene constante como p. ej., en una misma época del afio, la variabilidad
MSq sera minima para diferentes producciones de queso como en nuestro caso.
Los promedios de RMS, RG y RP fueron 51,52, 88,77 y 79,56 respectivamente
coincidiendo con los datos obtenidos por Cipolat-Gotet et al. (2016) y Bobbo et
al. (2016) al coagular leche de vaca, y obtener promedios y desviaciones
estandar para RMS, RG y RP de 52,1 + 36, 899 £+ 36 y 781 + 24

respectivamente.

Por otro lado, no existieron diferencias significativas entre los valores de materia
seca en suero (MSs) y grasa en suero (Gs), cuyos promedios fueron de 8,11y
0,39% respectivamente. Estos valores estan de acuerdo con lo reportado por
Tarango et al. (2015) para queso fresco, dando para MSs y Gs valores de 8,6
0,3 y 0,31 + 0,10% respectivamente. En este caso, como en el nuestro, se
observa un contenido en materia seca alto, probablemente debido a que el

salado de la cuajada se realizd antes de drenar el suero.
8.3.5 Anadlisis de covarianza para los parametros de textura y color

En la Tabla 24 se muestra el analisis de covarianza para los parametros de
textura y color de los quesos con formato de 200 g (Mini200) elaborados por la
empresa. Como podemos observar, el método de corte (MC) resulta no
significativo para los parametros de textura y color, indicando que los métodos
de corte alternativos al de tiempo fijo empleado por la empresa producirian

quesos con caracteristicas sensoriales similares al método de tiempo fijo.

Por otro lado, también se observan efectos significativos del pH del queso sobre
los parametros sensoriales de color L*, a* y h. Esto también se comprueba al
observar la Tabla 25 de correlaciones donde el pH mantiene una correlacion
significativa directa con L* y h, mientras que con a* mantiene una relacion
significativa inversa. La relacion directa con L* y h se deberia a que a medida
que el pH disminuye la capacidad de retencion de agua de la micela de caseina
disminuye y, como ya se ha discutido anteriormente, el valor de L* varia en forma

directa a la cantidad de agua presente en la micela.
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Tabla 24. Analisis de covarianza de parametros de textura y color, obtenidos de la
coagulaciéon de leche de vaca a nivel industrial.

Factor Cofactores
MC Hq Gq Pq pHq
Modelo (GL=2) (GL=1) (GL=1) (GL=1) (GL=1)
VDTC R? F F F F F F
L* 0,36 1,56™ 2,01 1,95 116" 1,62" 6,77
a* 0,61 452" 2,28 107" 2,28" 0,00 9,97"
b* 0,28 1,08 143" 1,33 0,60 0,07 0,01m
c* 0,28 1,09 144~ 1,33 0,61 0,07 0,01
h 0,63 4,817 222" 0,94 250" 0,01 10,817
Of 0,22 0,74~ 0,65 0,59 0,26"™ 0,61™ 3,48
& 0,21 0,70 0,05™ 0,01 0,94 0,58" 0,87™

Numero de observaciones, N = 36; VDTC, variables dependientes; MC, método de
corte; Hq, porcentaje de humedad en queso; Gq, porcentaje de grasa en queso; Pq,
porcentaje de proteina en queso; R?, coeficiente de determinacion; F, F-estadistico; GL,
grado de libertad; *, p < 0,05; **, p < 0,01; ***, p < 0,001; ", no significativo. Las VDTC
estan explicadas en el texto.

Por otro lado, la relacidn inversa con a* se deberia probablemente al crecimiento
de flora lactica. Estos comportamientos fueron también observados por Dantas
et al. (2016) al medir el color en quesos frescos probidticos a diferentes pHs y
por Vargas y Arenas (2017) al evaluar el efecto del proceso de acidificacién sobre

el color de queso Cottage.

Tabla 25. Analisis de correlaciones entre las variables de composicion y las de textura
y color del queso.

VDTC Hq Gq Pq pHq
Of 0,001~  -0,057" -0,020" -0,372"
& 0,197~  -0,008™ -0,160"™  0,348"™
L* 0,208™  -0,119™ -0,182" 0,404’
a* -0,014™  -0,333" -0,115" -0,565"
b* -0,082"  -0,201™  -0,074"  -0.001"
c* -0,082"  -0,201™  -0,074" -0,002"
h 0,003 0,342  0,123™ 0,582™

* p < 0,05 **, p <0,01; ** p < 0,001; "™, no significativo. Los significados de los
parametros estan explicados en el texto.

8.3.6 Comparacion de medias de minimos cuadrados para los parametros

de textura y color

La Tabla 26 muestra la comparacién de medias de los parametros de textura y
color de los quesos, en donde podemos observar que no existen diferencias

significativas entre las medias de los parametros de color y textura, lo que
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significa que los métodos de corte G'87 y tegr producen quesos con
caracteristicas similares a los quesos obtenidos con el método de corte a tiempo
fijo. Los parametros or y €& tuvieron un valor promedio de 21,16 kPa y 0,69
respectivamente. Estos valores estan de acuerdo con los reportados por Buffa
et al. (2004) quienes obtuvieron 24,49 kPa y 0,68 para o7 y € respectivamente en
quesos elaborados con leche de cabra. El valor ligeramente mayor de or en este
caso se deberia a que estos quesos contenian mas msQ (53,04%) comparado
con el queso de 200 g (Tabla 20). En el mismo sentido, Cunha et al. (2006)
obtienen valores de 20,29 kPa y 0,57 para para or y & respectivamente en queso
fresco. Por otro lado, los parametros de color L*, a* y b* tuvieron valores
promedio de 94,91, 0,18 y 10,92 respectivamente, de acuerdo con los valores
reportados por Dantas et al. (2016) al elaborar queso fresco con cultivo iniciador,
quienes obtienen valores de 95,74, 0,88 y 13,98 para L*, a* y b* respectivamente.
El porcentaje de proteina observado por dichos autores fue mas alto (15,39%),
comparado con el contenido de los quesos pequefios producidos por la empresa
(13,00%), pudiendo aumentar el valor de L* (McDermott et al., 2016). El valor
de b* que se relaciona con el contenido de beta caroteno y grasa, a su vez, puede

estar influido por el tipo de alimentacion del ganado.

Tabla 26. Comparacion de medias de minimos cuadrados de parametros de textura y
color, obtenidos de la coagulacion de leche de vaca a nivel industrial.

VDTC G’'87 tcis7 teutfijo Media
o, kPa 20,852 21,362 21,28 21,16
&, adimensional 0,682 0,692 0,692 0,69
L, adimensional 95,102 94 852 94,772 94,91
a*, adimensional 0,142 0,16 0,232 0,18

b*, adimensional 10,792 10,852 11,132 10,92
C*, adimensional 10,792 10,852 11,142 10,93
h, ° 89,282 89,162 88,82 89,09

Las medias con las mismas letras no son significativamente diferentes (P < 0,05);
Numero de observaciones, N = 36. Variables dependientes explicadas en el texto.

Los valores promedio de saturaciéon y tonalidad fueron 10,93 y 89,09°
respectivamente. Los quesos tuvieron una coloracion ligeramente amarillenta,
estando el valor de tonalidad dentro del rango esperable para quesos que es de
40 a 90°, teniendo valores de tonalidad mas bajos aquellos que se han dejado

madurar por mas tiempo, probablemente como consecuencia de la oxidacion de

143



Conclusiones por objetivos especificos

las grasas a aldehidos (Wadhwani y McMahon, 2012).
Conclusiones

Las calidades de prediccién de los modelos G’ = f (R, P) y te's7 = f (R’, P) fueron

satisfactorias para la temperatura de 38,5 °C.

Los resultados sugieren que se podria mejorar el rendimiento quesero al utilizar

los métodos de corte en base a la dureza de la cuajada.

No existieron efectos significativos del método de corte sobre las variables de
textura y color de los quesos, lo que indica que los métodos de corte propuestos
reproducirian bien los atributos texturales y de color, asi como el contenido de

humedad de los quesos elaborados por la empresa.
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Capitulo IX. Conclusiones por objetivos especificos

A.

Se logré desarrollar dos modelos matematicos que reproducen
eficientemente el valor del médulo elastico de la cuajada de leche en polvo
reconstituida, G’, en un rango de valores de 10 a 40 Pa, uno a temperatura
y proteina variables en un rango de temperatura de 30 a 40 °C y niveles de
proteina de 3,4 a 5,1%, obteniendo un SEP = 2,09 Pa, y otro modelo a
proteina variable, el cual fue validado a la temperatura de 30 y 40 °C,
obteniendo SEPs de 1,44 y 2,81 Pa respectivamente, recomendandose el
modelo a proteina variable, G’ = f (R, P), pues en la industria quesera la

variabilidad de temperatura es controlada.

Se obtuvo una muy buena calibracién (SEC ~1,44 Pa) y validacion (SEP
~1,75 Pa equivalente a ~1 min) del modelo matematico G’ = f (R, P),
coagulando leche de vaca a 30, 31 y 32 °C a nivel de laboratorio, en el
rango de valores de 15 a 40 Pa. Si se opera la cuba a 31 °C, la variacion
de temperatura en su interior no debera exceder ~0,39 °C para mantener

su calidad predictiva.

Se logré desarrollar, implementar, calibrar (SEC ~1,34 Pa) y validar (SEP
~1,67 equivalente a ~1 min) un sistema de adquisicion de datos (DAS), el
cual permite transformar la senal recibida en valores de médulo elastico G’,
para lo cual se coagulé leche de vaca a 30, 31y 32 °C a nivel de laboratorio,

en el rango de 15 a 40 Pa.

Se logré validar las ecuaciones de prediccion de tiempo de corte reolégico,
G =f(R, P)ytes2=f(R’, P), realizando coagulaciones de leche de vaca a
32 °C a nivel de planta piloto y cortando la cuajada a un valor estimado de
32 Pa, no encontrando diferencias significativas en cuanto a rendimientos,
retenciones y caracteristicas de textura y color en los quesos elaborados
con respecto a los resultados proporcionados cuando se usa el tiempo de
corte visual, lo que quiere decir que ambos modelos reproducirian bien el

tiempo de corte dado por el maestro quesero.
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Se logro validar las ecuaciones de prediccion de tiempo de corte reoldgico,
G =f(R, P)ytess7r=f(R’, P), realizando coagulaciones de leche de vaca a
38,5 °C a nivel industrial y cortando la cuajada a un valor estimado de 87
Pa, encontrando incrementos significativos en los rendimientos producidos
al cortar a G’87, pero no en las caracteristicas de textura y color, sugiriendo
una tendencia a la mejora de los rendimientos al utilizar el tiempo de corte

reoldgico, sin afectar el componente sensorial.
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