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ABSTRACT

Industrial yogurt production is generally controlled by measuring discontinuously the
pH of samples every 10-15 min, which presents logistical and hygienic drawbacks. Arango
(2015) proposed mathematical models that allow the in-line estimation of pH and elastic
modulus (G") during yogurt fermentation, using the NIR light scattering ratio at 880 nm, these
models were calibrated and validated for yogurts made with different levels of inulin as a fat
substitute, finding promising results. Therefore, the objective of this work was to validate the
aforementioned mathematical models to predict pH and G' in yogurts made with different
concentrations of protein (3.1, 3.6 and 4.1%) and fat (0.5, 1.5 and 3.6%). The pH data measured
both in-line and off-line (i.e., sampling) were used. The results showed that correcting the initial
voltage to a constant value improved the fit of the pH prediction model, since the values of the
standard error of prediction (SEP) for validation decreased in 6 of the 9 treatments (66.7%)
compared to those obtained without adjusting the voltage. The global results showed that the
prediction models of pH and G' had adequate goodness. However, additional work is still
required to obtain prediction values of the final pH and elastic modulus with the precision that

is required for its implementation at an industrial level.

Keywords: yogurt, fermentation, pH, elastic modulus, prediction, validation, light scattering,

NIR, voltage.



RESUMEN

La produccion de yogur a nivel industrial se controla mediante la medicion de muestras
discontinuas de pH cada 10-15 min, lo que presenta inconvenientes logisticos e higiénicos.
Arango (2015) propuso sendos modelos matematicos que permiten la estimacion in-line del pH
y del modulo eléstico (G”) durante la fermentacidn de yogur, usando la ratio de dispersion de
luz NIR a 880 nm. Dichos modelos fueron calibrados y validados para yogures elaborados con
diferentes niveles de inulina como sustituto de grasa, encontrando resultados prometedores. Por
lo tanto, el objetivo de este trabajo fue validar los modelos matematicos mencionados para
predecir el pHy G en yogures elaborados con diferentes concentraciones de proteina (3,1; 3,6
y 4,1%) y grasa (0,5; 1,5 y 3,6%). Se usaron datos de pH medidos tanto en linea como de forma
externa (i.e., muestreo). Los resultados mostraron que corregir el voltaje inicial a un valor
constante mejoré el ajuste del modelo de prediccion del pH, ya que los valores del error estandar
de prediccion (SEP) para la validacion disminuyeron en 6 de los 9 tratamientos (66,7%)
comparado con los obtenidos sin ajustar el voltaje. Los resultados globales mostraron que la
bondad de ajuste de los modelos de prediccion de pHy G” fueron adecuados. Sin embargo, ain
se requiere trabajo adicional para llegar a obtener valores de prediccion del pHy G” finales con

la precision que se requiere para su implementacion a nivel industrial.

Palabras clave: yogur, fermentacion, pH, modulo eléstico, prediccidn, validacion, dispersion
de luz, NIR, voltaje.



1. INTRODUCCION

El yogur es uno de los productos lacteos mas consumidos a nivel mundial por su sabor
aromatico y consistencia. Ademas presenta un alto contenido de nutrientes que contribuye de
manera significativa a la ingesta, entre ellos micronutrientes como riboflavina, vitaminas Be y

B12, calcio, potasio, zinc y magnesio (Shao et al., 2007; Tremblay and Panahi, 2017).

La formacion del gel durante la fermentacion de la leche se debe basicamente a la
desestabilizacion del complejo de caseina, siendo un proceso irreversible. A medida que el pH
disminuye de ~6,6 a ~4,6, la carga negativa neta de las micelas, y por tanto la repulsion
electrostatica, decrecen, al tiempo que la solubilizacién del fosfato calcico coloidal (CCP)
aumenta, debilitando la estructura interna de las micelas de caseina. Cuando el pH es cercano
al punto isoeléctrico de la caseina, la atraccion entre micelas de caseina aumenta debido al
incremento de interacciones hidrofdbicas y electrostaticas. El proceso de acidificacion resulta
en la formacién de una red tridimensional conformada por agregados y cadenas de caseina (Lee
y Lucey, 2004; Tamime and Robinson, 2007; Lucey, 2017).

Las propiedades reoldgicas de los geles acidos pueden verse afectadas por la
composicion de la leche, la temperatura y tiempo de pretratamiento térmico, asi como por la
temperatura de incubacidn, el pH, la fuerza idnica, el tipo y cantidad del cultivo iniciador y el
contenido de caseinas, que afectan directamente a la velocidad de acidificacion (Xu et al., 2008;
Lucey 2017). La microestructura del yogur tiene un efecto en su textura y atributos sensoriales;
una textura firme puede ser causada por un contenido alto de sélidos (interaccion proteina y
grasa) y un cuerpo débil a un bajo contenido de sélidos (grasa) (Langton et al., 1996).

La norma de calidad para la elaboracion y comercializacién del yogur (RD 271/2014)
estipula que el contenido minimo de grasa sera del 2% para los yogures enteros, mientras que
para yogures semidesnatados entre 0,5% y 2%, y para yogures desnatados inferior a 0,5%.
Todos los yogures deberan tener un pH igual o inferior a 4,6, por lo que cuando alcanzan dicho
valor, se da por finalizada la fermentacion y se aplica inmediatamente frio para detenerla. La
fabricacion de yogur se ha estandarizado mucho debido a los avances en microbiologia,

enzimologia, bioquimica y bioingenieria (Tolosa et al., 2006).

Muchos de los factores indicados anteriormente pueden afectar marcadamente a la
cinética de descenso de pH y la coagulacién &cida, como la variacion en la composicion de las
materias primas, el comportamiento irregular de los microorganismos iniciadores, la

temperatura de incubacidn, las condiciones de elaboracion, asi como la homogenizacion, el
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pretratamiento térmico de la leche, junto con otras variables del proceso, que pueden incluso
dar lugar a defectos en el producto (Tamime y Robinson, 2007). Estos factores causan, por
tanto, gran variacion en el tiempo al cual se alcanza el valor maximo permitido de pH para
detener el proceso de fermentacion. La determinacion del punto final de la coagulacion acida
es esencial para la fabricacion de yogur, ya que tiene efectos no solo sobre la seguridad del
producto, sino también sobre sus caracteristicas fisicoquimicas, sensoriales y en los costos de

produccién (Soukoulis et al., 2007).

En la actualidad, la determinacion del punto final en el proceso de elaboracion del yogur
se realiza tomando muestras sucesivas del tanque de fermentacion para medir el pH, lo que
implica una cantidad considerable de trabajo manual, consumo de tiempo y riesgo de
contaminacion del lote (Arango et al., 2020). La medicion continua de pH en plantas
industriales se ve afectada por la adhesion de proteinas a la sonda, lo que distorsiona las
mediciones, dificulta el mantenimiento y genera un riesgo de rotura de los electrodos, que de
hecho, impide su uso (De Brabandere and De Baerdemaeker, 1999). Aunque se han
desarrollado sondas de pH irrompibles, éstas requieren operaciones de limpieza y calibracion
mediante sistemas automatizados antes de cada produccion, lo que resulta altamente

dispendioso y engorroso.

Arango (2015), estudi6 la utilizacion de un sensor de dispersion de luz NIR para la
monitorizacién en linea de la coagulacidn del yogur con distintos niveles de sustitucion de grasa
por inulina. En dicho trabajo se encontr6 que la ratio de dispersion de luz evolucion6 en funcion
de la curva de acidificacion, a partir de lo cual se propuso un modelo matematico para estimar
los valores de pH al final de la fermentacion. EI modelo Optico fue calibrado y validado en las
condiciones experimentales empleadas, logrando predecir la evolucion del pH desde 5,2 hasta
4,6 con un R? mayor de 0,993 y un SEP entre 0,11 y 0,02 unidades de pH, demostrando que
este es un método prometedor para el control en linea del pH a nivel industrial (Arango et al.,
2020).

Sin embargo, a pesar de tales prometedores resultados, es necesario evaluar la bondad
del modelo bajo las distintas condiciones de elaboracion del yogur, como la variacion en la

temperatura de incubacion, la concentracion de proteina, de grasa, y de in6culo, entre otras.

Liu (2019) evaluo la aplicabilidad del modelo para la prediccion del pH durante la
fermentacion del yogur elaborado a partir de leche desnatada con dos concentraciones de
proteina (3,5% y 4,0%) e incubado a dos temperaturas (43 y 46 °C). Ademas, evaluo si el ajuste
de ganancia del voltaje inicial en el sensor Optico (realizados por dos métodos distintos)
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permitiria la mejora de las predicciones de pH obtenidas con el método por Arango (2015). Los
resultados mostraron que la temperatura fue el principal factor que afectd la precision del ajuste
del modelo, encontrando un mejor ajuste a 43 °C que a 46 °C. Se observo que es recomendable
realizar el ajuste inicial en la ganancia del voltaje. En los resultados del proceso de validacion
del modelo, Liu (2019) obtuvo valores de SEP < 0,09 unidades de pH y CV < 1,82%.

Arango (2015), ademaés, propuso un modelo matemético que permitiera predecir los
valores del mddulo elastico (G”) del yogur en funcion de la ratio de dispersion de luz, dado que
R se correlaciona con el proceso de endurecimiento del gel en tiempo real, los resultados fueron
prometedores y hasta la fecha no se ha podido evaluar el modelo con diferentes concentraciones

de proteina y grasa.

Es necesario entonces continuar realizando estudios que permitan determinar la
capacidad de los modelos para predecir tanto pH como G” durante la fermentacion del yogur
bajo condiciones cambiantes en los factores de produccion, con el fin de evaluar y, en su caso,
reducir el efecto de tales factores en la ratio de dispersion de luz o para introducirlos en el
modelo de prediccidn. Por esta razon, el objetivo de la presente investigacion fue estudiar el
efecto combinado de las concentraciones de proteina y grasa sobre la ratio de dispersion de luz
durante la fermentacion del yogur, a fin de calibrar y validar los modelos de prediccion de pH
y G". Adicionalmente, es necesario afiadir que, dado que a nivel industrial la fermentacion se
controla tomando mediciones de pH de forma sucesiva, pero discontinua, en este estudio la
calibracion y validacion del modelo de prediccion se realizo no solo con datos de pH tomados

de forma continua sino también discontinua.



2. MATERIAL Y METODOS

2.1  Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio factorial aleatorizado con tres réplicas independientes (n = 3) para
estudiar el efecto de tres niveles de concentracion de grasa (0,5; 1,5y 3,6%) y proteina (3,1;
3,6 y 4,1%) en el proceso de fermentacion del yogur y evaluar los modelos de prediccion de pH
y G’, a una temperatura constante de 43 °C. Con este disefio se realizaron un total de

N =323 = 27 ensayos.

El proceso de coagulacion acida se monitorizé de forma continua (in-line) y discontinua
(off-line), utilizando respectivamente un sensor de dispersion de luz NIR (CoAguLab),
equipado con electrodos de pH, y un pH-metro externo similar a los utilizados durante la
fabricacion industrial de yogur para la toma de datos cada ~10 min. En paralelo, se monitorizo
la evolucién del médulo elastico del yogur utilizando reologia oscilatoria de baja amplitud . Las
mediciones continuas y discontinuas del pH, asi como las de G” se correlacionaron con las
lecturas de la ratio de dispersién de luz (R) para realizar calibracion y validacién de los modelos
de prediccién de pH y G propuestos por Arango (2015), bajo condiciones variables de

concentracion de proteina y grasa.

Se realizo6 el ajuste del voltaje inicial, tras depositar la muestra de leche (sin el indculo)
en el sensor Optico, siguiendo dos sistemas diferentes de ajuste en el voltaje inicial del sensor
optico (ajuste antes de cada ensayo con la misma leche a monitorizar -en adelante, “con ajuste
de voltaje previo”- y ajuste con leche de referencia pero solo al inicio de cada réplica del
experimento -en adelante, “sin ajuste de voltaje previo”), con el fin de averiguar cual de las

opciones de ajuste evaluadas resultaba mas Util para mejorar la prediccion de los modelos.
2.2  Estandarizacién de la leche

Para el experimento se utilizaron, como materia prima, leches comerciales UHT (Marca
Hacendado), entera, semidesnatada y desnatada. Se adquiri6 un solo lote comercial de cada tipo
de leche para todo el estudio, con el fin de minimizar la variabilidad del experimento. La leche
estaba envasada en envases multicapa de Tetra Brik® con un volumen de 1 L y se mantuvo
almacenada a temperatura ambiente (~20 °C) hasta su uso a lo largo del experimento. La nata
comercial homogeneizada (Marca Consum) utilizada para afiadir grasa a la leche, venia también
en envases Tetra Brik® de 250 mL que se mantuvieron a ~20 °C hasta su apertura, a razon de
uno por semana. Una vez abierto cada envase, se distribuyo, dentro de una cabina de flujo

laminar, la nata en distintos envases estériles de plastico de ~5 mL, que se almacenaron en una
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camara de refrigeracion (~4 °C) hasta su empleo. Como fuente de proteina, asi como para
preparacion de los cultivos madre, se usé leche en polvo desnatada deshidratada a baja
temperatura (Chr. Hansen, Hoersholm, Dinamarca), la cual se distribuyo en envases de plastico
estériles de 80 mL cerrados herméticamente, recubierta con papel de aluminio, y se mantuvo
almacenada a temperatura ambiente (~20 °C), para ser usada en cada ensayo. La composicion
de proteina y grasa de las materias primas se analiz6 mediante los métodos que se describen en

la seccidn 2.7. Los datos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Composicion de proteina y grasa de las materias primas utilizadas en el experimento®.

Leche UHT
Concentracion (%)
Entera  Semidesnatada Desnatada Leche en polvo Nata
Proteina 340+0,01 3,40+0,01 350+£0,00 32,50+0,00 2,70 £ 0,02
Grasa 3,60+0,07 1,50+0,07 0,30 £ 0,07 1,252 18,00 £ 0,50
Lactosa? 4,6 4,8 4,7 48 4,0

! Informacion analizada en el experimento. 2 Informacion declarada en la etiqueta del producto.

Los diferentes niveles de proteina y grasa fueron ajustados, en funcion del disefio
experimental, por medio de balances de masa, usando un sistema de ecuaciones con la
herramienta Solver de Microsoft Office Excel (Version 2018 de Microsoft Office, Microsoft
Corporation, W, EE.UU).

Para cada ensayo se prepararon 850 mL segun el procedimiento descrito a continuacion:
sé peso la cantidad calculada para cada tratamiento de leche en polvo y/o nata en un vaso de
precipitados de 1 L. Después se afiadi6 la leche UHT previamente pesada y atemperada en bafio
térmico (Thermo Electron, Karlsruhe, Alemania; resolucion £ 0,1 °C) a ~ 40 °C y se llevo a
una placa de calefaccion con agitacion (LBX H20 Series, Lbx Instruments, Espafia). La muestra
se protegio con papel de aluminio para minimizar la evaporacion. En la placa se elevd la
temperatura de la muestra hasta 90 °C durante 5 min, al cabo de los cuales se enfridé por
inmersion en agua con hielo hasta ~21 °C. El control de temperatura se realizd con un
termometro digital (EcoScan Temp 6, PT100 Thermometer, Eutech Instruments, Holanda;
resolucion + 0,1 °C). Posteriormente se pesé nuevamente la muestra y se afiadio agua destilada
para reponer el agua evaporada durante el tratamiento térmico. La muestra se dejo en camara

de refrigeracién a ~4 °C durante ~12 horas, hasta su uso. De cada muestra de leche preparada



se tomaron 750 mL para el ensayo y el resto se empled para el analisis quimico, segln los
procedimientos indicados.

2.3 Preparacion del inoculo

Se reconstituy6 leche en polvo desnatada con 12% de solidos, que posteriormente se
trasladd a envases Pyrex de 100 mL y se autoclavé (J. P. Selecta, AYTESTER-E, Barcelona,
Espafia) a 121 °C por 15 min. Finalmente se envolvieron las botellas en papel de aluminio y se
almacenaron en la camara de refrigeracion a ~4 °C hasta su utilizacion. Se preparo suficiente

leche para generar los cultivos madre de todo el experimento.

Para cada ensayo se inoculd una de estas botellas con un cultivo liofilizado comercial
de Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus (YO-MIX 496
LYO 100 DCU, Danisco, Sassenage, Francia), adicionando 130 mg L™ a la leche. Cada cultivo
madre se incubd en un bafio termostatico a 43 °C, por ~3 h hasta pH = 5,0, como in6culo del

ensayo al 2%.
2.4 Procedimiento de los ensayos

Para cada ensayo, se atemperd la muestra de leche preparada el dia anterior (ver
seccién 2.2) a 43 °C, temperatura a la que se llevd a cabo la fermentacion lactica. Como se
muestra en la Fig. 1, se afiadieron 15 mL del cultivo madre a 750 mL de leche (2%)
estandarizada segun el tratamiento del ensayo a realizar y la mezcla se agité vigorosamente por
1 min. Se tomaron dos alicuotas de 80 mL y se depositaron en cada una de las cubetas del
equipo NIR (CoAgulLab, Reflectronics, Inc., Lexington, KY, EE. UU.), activandose la
adquisicién de datos. El funcionamiento de dicho sistema de medida se describird en la
seccion 2.5. En el menor tiempo posible, ~3 min, se tomaron otros 40 mL y se depositaron en
la sonda cilindrica, previamente atemperada de un redmetro RheoWin (Thermo-Haake RS1
GmbH, Karlsruhe, Alemania), para la determinacion del mddulo eléstico segun lo descrito en
la seccion 2.6. Se cronometrd el tiempo transcurrido entre la puesta en marcha del sistema
optico y la del sistema reoldgico. Los lapsos de tiempo transcurridos, en cada ensayo, entre el
inicio de los registros en los instrumentos de monitorizacion de la coagulacion indicados, fueron

incorporados manualmente a los perfiles correspondientes de coagulacion.

La muestra restante se colocd, distribuida a partes iguales, en dos vasos de precipitados
(200 mL c/u) cubiertos con parafilm, que se depositaron en un bafio termostatico a 43 °C, para

la monitorizacion del pH externo, que se realizé cada 10 min, utilizando una sonda de pH



estandar (Crison Modelo pH BASIC 20, Crison Instrument, Suiza) calibrado a dos puntos,
mediante tampones de pH = 7,00 y pH = 4,01 atemperados a la temperatura de trabajo.

Leche

UHT Proteina Grasa

Tratamiento
térmico

2%

Inocul

nl({)csu (()) NO mL 40 mL 400 mL

pH >, -
)

777/ 77, ‘ r/
| Y

A

gt 14 | | o
el Wiy T
Vozzzzzzzzz77222 =

Sensores NIR + pH Redmetro pH metro (pH Externo)

Figura 1. Distribucion de la muestra de leche en los ensayos para la determinacion simultanea de pH
in-line y off-line y del mddulo eléstico en yogur.

2.5  Monitorizacién de la ratio de dispersién de luz NIR y del pH en continuo

2.5.1 Determinacién de los parametros de dispersion de luz NIR

El CoAguLab, equipo empleado para la monitorizacion de la dispersion de luz, cuenta
con dos cubetas que permiten monitorizar la coagulacion de la leche. El equipo mide
simultaneamente la dispersién de luz NIR, la temperatura y el pH. Cada cubeta cuenta con un
diodo (LED) que emite luz a 880 nm, la cual es transmitida a través de una fibra Optica hasta la
muestra y la luz dispersada a 180° retorna hasta un detector de silicio mediante otra fibra ptica
adyacente. La luz dispersada es convertida en una sefial de voltaje. Esta se mide cada dos
segundos y el promedio de tres mediciones se registra generando un dato cada seis segundos.
Al inicio de la coagulacion se promedian los diez primeros registros de voltaje (primer min de
datos) para calcular el voltaje inicial (Vo). El voltaje medido cada 6 segundos, Vi, es dividido
por Vo para obtener la ratio de dispersion de luz (R) (Tabayehnejad et al., 2012). A partir de R
se determind RpHa,e que se corresponde con el valor de R cuando el gel alcanza un pH de 4,6

(electrodo de la cubeta 2). El porcentaje de respuesta se calculé como 100-(RpHa6-1)/1.



2.5.2 Ajuste del voltaje de ganancia

Al inicio de cada réplica (dia cero) se ajusto el voltaje inicial a 2,00 V en ambas cubetas,
con la leche de mas alta concentracion (4,1% de proteina 'y 3,6% de grasa). El ajuste se realizo
a la temperatura de trabajo, una vez alcanzado el equilibrio térmico. Posteriormente, de acuerdo
con el ensayo que correspondia cada dia, se ajusto el voltaje de la cubeta 2 a 2,00 V (la cubeta 2
se referird como cubeta con “ajuste de voltaje previo™), mientras que la cubeta 1 se dejo variar
libremente hasta finalizar cada réplica. Dicha cubeta fue calibrada a 2,00 V tan solo al inicio de

cada réplica (la cubeta 1 se referira como cubeta “sin ajuste de voltaje previo™).

2.5.3 Medicion de pH en continuo

Los cambios de pH en las muestras se monitorizaron usando electrodos (Thermo
Scientific Orion 8104BN ROSS, Suiza) previamente calibrados, instalados en la parte superior
de cada cubeta del sensor Optico y conectados al sistema de deteccion y procesamiento de
sefiales del mismo equipo. La calibracion se realizd a dos puntos, mediante tampones de
pH =7,00 y pH = 4,01 atemperados a la temperatura de trabajo. La adquisicién de datos para
el desarrollo del modelo dptico de prediccion del pH se hizo continua y simultaneamente a los
datos de dispersion de luz (R), en funcion del tiempo (i.e.; un registro cada 6 s; media de 3
determinaciones). Finalmente, se defini6 el parametro tpHae que se corresponde con el tiempo

requerido hasta que el gel &cido alcanza un valor de pH de 4,6 (electrodo de la cubeta 2).
2.6 Medidas de reologia

La coagulacion acida se monitoriz6 mediante reologia oscilatoria de pequefia amplitud
utilizando un reémetro ThermoHaake RS1 (Thermo-Haake GmbH, Karlsruhe, Alemania),
acoplado a un bafio termostatico Haake SC100 (ThermoScientific, resolucion + 0,02 °C) para
el control de temperatura y a un compresor CARAT 106/E (FIAX S.P.A., Bologna, Italia). Se
utilizé una geometria de dos cilindros concéntricos (Z34) con diametros de 34,00 mm y
36,88 mm para los cilindros interno y externo, respectivamente. La frecuencia fue de 1 Hz. Tras
la adicion del indculo se depositaron 40 mL de leche, atemperada a 43 °C en el cilindro del
redmetro e, inmediatamente después, una capa delgada de aceite vegetal en la superficie para
evitar pérdidas por evaporacion. Los datos reoldgicos se almacenaron cada ~7 s mediante el
programa Rheowin 3 Job Manager (Haake Rheowin Job Manager 3.61 2007, Thermo Fisher
Scientific, Karlsruhe, Alemania) instalado en un ordenador conectado al redmetro. EIl parametro

gue se determind fue el modulo elastico (G”) del gel, y a partir de él, se defini6 el parametro
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G pHas, correspondiente al valor de G” observado cuando el gel &cido alcanzé un valor de
pH = 4,6 (electrodo de la cubeta 2).

2.7 Analisis fisicoquimicos

La leche y nata de partida, ademas de la reconstituida para los ensayos, fue sometida a
andlisis de proteina mediante el método Kjeldahl (ISO 8968-1), s6lidos totales mediante secado
a peso contaste en estufa (ISO 6731) y grasa mediante el método Gerber (1SO 2446).

2.8 Procedimiento de calibracion y validacion de los modelos de prediccion de pH y de G”

Arango (2015) desarroll6 sendos modelos para la estimacion del pH y de G” durante la
fermentacion del yogur en funcion de la ratio de dispersion de luz NIR (pH=f(R)y G =f (R)),
los cuales fueron calibrados y validados con los datos obtenidos en este estudio. Se trabajé con
los valores de pH en un rango de 5,2 a 4,6 para el analisis estadistico (calibracion y validacion)
y con valores de G” > 30 Pa. Para cada tratamiento, tanto para los modelos de pH como de G’,
se realizo la calibracion de los pardmetros del modelo usando dos réplicas (datos dispuestos
consecutivamente) y se validé con la réplica restante. Se probaron tres posibles combinaciones
de dos réplicas para la calibracion (réplica uno-dos, dos-tres y uno-tres), mientras que la réplica
no empleada en cada uno de los tres casos se utilizo para la validacion, obteniéndose asi tres
calibraciones y tres validaciones por cada tratamiento. La calibracion se realiz6 con el software
CurveExpert (CurveExpert Basic, Version 2.2.1., Daniel G. Hyams, Hyams Development,
EE.UU) que permitié estimar los cuatro coeficientes o pardmetros de regresion contenidos el
modelo matematico de pH (a, b, ¢ y d) que, por motivos de confidencialidad, se presentan
codificados del 1 al 4 (la asignacion de las letras y los cddigos se establecié aleatoriamente al
inicio del andlisis de datos). De forma analoga, se estimaron y codificaron aleatoriamente los

tres coeficientes de regresion del modelo de prediccion de G (a, b, ¢).

2.9 Analisis estadistico

El analisis de varianza (ANOVA) se realizo usando el procedimiento Modelo Lineal
General (GLM) para determinar si habia efectos significativos de los factores experimentales,
proteina (P) y grasa (G), asi como su interaccion sobre los coeficientes del modelo matematico
de pH, asi como sobre los parametros dpticos y reologicos evaluados. EI ANOVA se analiz
mediante el programa estadistico Statgraphics Centurion© version XVI (Statgraphics
Technologies, Inc., EE. UU). El criterio para decidir la significacion estadistica fue p < 0,05.
La comparacion de medias se realiz6 por el método de diferencia significativa minima de Fisher

(LSD) con 5% de nivel de significacion. Con respecto a los datos de calibracion y validacion
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de los modelos de prediccion de pH 'y G, los datos presentados en tablas muestran las medias
y desviaciones estandar de tres réplicas independientes por cada tratamiento, de acuerdo con lo

expuesto en la seccion 2.8.
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3 RESULTADOS Y DISCUSION

3.1  Composicion de las muestras

Se tenia previsto validar los niveles experimentales de estandarizacion de grasa y
proteina de las muestras de leche ensayadas, asi como determinar los sélidos totales resultantes,
por lo que se decidio analizar la concentracion de los tres componentes mayoritarios indicados,
pero como consecuencia de la situacion generada por la COVID-19, finalmente, no se pudo
disponer a tiempo de los andlisis de proteina. En la Tabla 2 se presentan los niveles “objetivo”
de grasa y proteina, asi como las concentraciones experimentales de grasa y solidos totales de
las muestras, que se midieron segun los métodos descritos en la seccion 2.7. Se puede observar
que los valores finales de concentracion de grasa en las muestras se ajustaron bien a los valores
establecidos en el disefio experimental, siendo las concentraciones de sélidos coherentes con
las aportaciones de solidos de cada una de las materias primas, en funcion de los ajustes

realizados en cada tratamiento.

Tabla 2. Composicion de las muestras para cada tratamiento.

Tratamiento Poyj (%) Gobj (%) Gexp (%) STexp (%)1

1 3,1 05 044+001 845+0,21
2 3,6 05 046+001 9,72+0,16
3 4,1 05 044+001 11,19%0,29
4 3,1 1,5 1,49+0,06 9,41+043
5 3,6 1,5 1,50+ 0,07 11,04 +0,06
6 4,1 1,5 1,49+0,01 12,53 +0,28
7 3,1 36 357+0,01 11,67+0,24
8 3,6 36 357+0,03 12,98+0,32

9 4,1 36 354+004 1430+0,35

T Resultados expresados como media + desviacion estandar de tres
réplicas. Pobj, proteina “objetivo”; Gobj, grasa “objetivo”; Gexp, grasa
experimental; STexp, solidos totales experimentales.

3.2 Efecto de la concentracion de proteina y grasa sobre la coagulacion acida del yogur

En este estudio, la fermentacion del yogur se monitoriz6 simultineamente mediante
dispersion de luz, reologia y potenciometria con medicion de pH in-line y off-line. En la Fig. 2,
se puede observar la relacion entre los perfiles de dispersion de luz (R) y los perfiles de
pH vs tiempo. Los perfiles de R fueron mas bajos a medida que aumenté la concentracion de
grasa. Lo anterior se debe a que los glébulos grasos son las particulas de la leche que dispersan
mayor cantidad de luz, especialmente si provienen de nata homogeneizada, al presentar los

glébulos en eses caso mayor relacion superficie-volumen. Esta presencia creciente de grasa
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origina un voltaje inicial (Vo) mas alto y, por tanto, menores valores de R (que se determinan
como V¢Vo). En términos mas intuitivos, la relativamente pequefia respuesta del sensor a la
agregacion micelar y el endurecimiento del gel, en comparacién con la generada por la grasa,
se ve interferida por la presencia de cantidades crecientes de grasa que, al dominar el fenémeno
de dispersion de luz, origina una disminucion relativa de la respuesta a los cambios proteicos
responsables de la coagulacion. Estos resultados son comparables con los Arango et al., (2020).
El porcentaje de respuesta medio para las concentraciones de 0,5%, 1,5% y 3,6% fue 105%,
63% Yy 28%, respectivamente, lo que implica reducciones de 40% y 73% en las muestras con

1,5% vy 3,6% de grasa, respecto a las muestras con 0,5% de grasa.
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Figura 2. Relacién entre la ratio de dispersion de luz (R) y los perfiles de pH en funcién del tiempo.
Datos correspondientes a la cubeta con ajuste de voltaje previo de la réplica 2.
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También se observa en la Fig. 2 que el lapso entre la adicion del indculo y el final de la
fermentacion (pH = 4,6) se eleva al aumentar la concentracion de proteina, especialmente al
comparar las concentraciones de 3,1% con las de 3,6% y 4,1%. Este efecto podria estar

relacionado con la capacidad tampon aportada por el exceso de proteina (Jergensen et al. 2019).

En la Fig. 3 se observa que la forma de las curvas de pH vs tiempo fue similar en todos
los casos. Sin embargo, el pH inicial de la leche parece disminuir consistentemente con el
aumento de la concentracion de proteina, lo que podria estar relacionado con la adicion
creciente de leche en polvo para ajustar los niveles de proteina de la leche. Se observo también
una notable variabilidad en la duracién del proceso de fermentacion hasta alcanzar pH = 4,6.
En promedio, el tiempo de fermentacion hasta pH 4,6 fue 302 min (5 horas), con una desviacion
estandar de 33 min. Segun Cimander et al. (2002), la duracién del proceso de fermentacion de
yogur puede variar desde 3,50 a 6,75 h; los resultados obtenidos coinciden con los de Lee y
Lucey (2004) en yogures incubados a 40 y 45,7 °C, para muestras con diferentes niveles de
inéculo (0,5, 1, 2, 3y 4%), quienes obtuvieron tiempos totales de incubacion en un rango de
4,33 26,53 h.

Fase 1 Fase 2a Fase 2b Fase 3

0 50 100 150 200 250 300 350
Tiempo (min)

Figura 3. Curvas de pH vs tiempo para los 9 ensayos de la segunda réplica de la cubeta con ajuste de
voltaje previo. Tratamientos a (®) 3,1%, (#) 3,6% Yy (®)4,1% de proteina, con tres niveles de grasa (0,5%;
1,5% y 3,6%) para cada nivel de proteina.
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La fermentacion lactica en leche se divide, segin Lucey (2017), en tres fases desde un
punto de vista fisicoquimico. La primera fase va desde el momento inicial hasta un pH ~6,0, en
donde la velocidad de acidificacion es mas lenta debido probablemente al periodo de adaptacion
del cultivo microbiano (fase 1, Fig. 3). En esta etapa, segun Lucey (2017), el descenso de pH
produce una disminucidn de carga neta en las micelas que disminuye la repulsion electrostética
entre ellas, pero solo una pequefa parte del CCP se disuelve por encima de pH 6,0, por lo que
la estructura interna micelar se mantiene bastante integra. La segunda etapa se inicia a pH ~6,0
(Lucey 2017) y se completa a pH ~4,9 (Tamime y Robinson, 2007; Fox et al., 2015). En esta
segunda etapa continta el proceso de neutralizacion de la carga negativa de las micelas por el
incremento de la concentracion de H*, que sigue reduciendo la repulsion electrostatica
intermicelar y comienza a generar cierta retraccion de las cadenas de k-caseina, con
disminucion de la repulsion estérica. A lo largo de esta etapa es cuando se produce
mayoritariamente la solubilizacion progresiva del CCP que va desmineralizando la micela hasta
disolverse por completo a pH 5,0 — 4,9. Sin embargo, en nuestro caso, la solubilizacion de CCP
y otras sales coloidales procedentes de la caseina, que genera un efecto tampdn, parece
predominar mas intensamente entre pH 6 y 5,7, generando un “desdoblamiento” de la fase 2 en
subfases (2a y 3b, Fig. 3). Este “desdoblamiento” podria también estar asociado, al menos en
parte, con los equilibrios simbidticos de las especies microbianas inoculadas con el starter.
Inicialmente, el pH es favorable a los estreptococos, que predominan, poniendo en marcha la
fermentacion lactica al generar &cido formico que favorece el crecimiento de los lactobacilos
gue, a su vez, generan pequefios péptidos y aminodacidos, principalmente valina, necesarios para
los estreptococos, al ser estos Gltimos poco proteoliticos (Fig. 4a). Pero al prolongar la
acidificacion, el pH se vuelve poco favorable para los estreptococos (Fig. 4b) que son
progresivamente remplazados por los lactobacilos (Walstra et al. 2006). En nuestras
condiciones, la presencia de acido férmico en el propio in6culo podria haber sido elevada desde
el principio, al ser un producto directo de la descomposicién de la lactosa a través de la reaccion
de Maillard y habiendo preparado el cultivo madre con leche autoclavada, que sufre una intensa
reaccion de Maillard. Esto podria haber alterado los equilibrios microbianos en favor de los

lactobacilos desde los momentos iniciales de la fermentacion.
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Independientemente de cul sea exactamente la causa del desdoblamiento observado, la
subfase 2a mostro un descenso relativamente mas lento del pH, mientras que la 2b present6 la
mayor velocidad de descenso del pH a lo largo de la fermentacion. El desdoblamiento parece
depender también de la concentracion inicial de proteina en leche, siendo menos marcado a

3,1% de proteina que a concentraciones superiores (3,6 y 4,1%).
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Figura 4. Cooperacion simbidtica de las bacterias del in6culo en yogur. a) Diagrama de los procesos
de estimulacién e inhibicion del crecimiento. —=—*=-—, formacién de acido lactico; =========-*" ,
formacion de factores de crecimiento; ——— estimulacién; — — — — — , inhibicion. b) Crecimiento
de estreptococos (cocci) y lactobacilos (rods) en yogur a una temperatura de fermentacion de 45 °C en
leche con tratamiento térmico intenso. Extraido de Walstra et al. (2006).

Finalmente, en la tercera fase (pH < 4,9; Fig. 3), la carga neta negativa micelar continu6
decreciendo hasta que se alcanzd el pH isoeléctrico de las caseinas, observandose que la
velocidad de acidificacion tendié a disminuir con el aumento en la concentracion de proteina
hasta pH ~4,9, punto desde donde las curvas se tornan asintéticas y la velocidad de fermentacion
es mucho mas lenta. En esta fase, las curvas de las muestras con concentracion de proteina mas
elevadas, (3,6% y 4,1%) se prolongan y entremezclan, finalizando con tiempos muy variables
a pH 4,6, lo que dificulta considerablemente la modelizacion del tiempo de pH final (tpHa,e).

Considerando que el objetivo principal de este experimento fue la validacion de los
modelos de prediccion a tres niveles de proteina y tres de grasa, determinando su punto final,

se procedio a realizar un ANOVA de la ratio de dispersion (Rpnas6), tiempo (tpHae) Y mddulo
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elastico (G pHa6) a pH 4,6, con datos correspondientes a la cubeta con ajuste de voltaje previo

y al redmetro.

Tabla 3. Comparacion de medias del tiempo de acidificacion y los pardmetros épticos y reoldgicos a
pH 4,6 en funcion de la concentracién de proteina y grasa.

Factores % toHa,6 R pHa,6 G pHase
3,1 265,32 1,63™ 120,12
Proteina 3,6 313,3° 1,65 156,0°
4,1 326,4° 1,67 200,9¢
0,5 293,6™ 2,054 103,14
Grasa 1,5 310,1™ 1,638 136,68
3,6 301,2m 1,28¢ 237,2¢

Numero de réplicas n = 3; Namero total de observaciones N = 27. tpHa,6, tiempo a pH = 4,6; RpHa,6, Ratio

de dispersion a pH = 4,6; G"pHas, valor de G™ a pH =4,6. ™, no significativo. 2~ ¢ Letras diferentes en la

misma columna indican diferencias significativas en funcion del nivel de proteina (p< 0,05). A~ € Letras

diferentes en la misma columna indican diferencias significativas en funcién del nivel de grasa

(p <0,05).
En la Tabla 3 se puede observar que el aumento en la concentracion de proteina de 3,1 a 3,6%
ocasiono un incremento significativo en el tiempo de acidificacion hasta pH = 4,6, pero no hubo
diferencia cuando la proteina aumentd de 3,6 a 4,1%, lo cual podria estar relacionado, como se
indicaba anteriormente, con la capacidad tamponante de la proteina. También se observa que
en presencia de mas grasa el parametro RpHa,s fue menor, es decir que en las muestras con menos
grasa el aumento de la ratio de dispersion de luz durante la fermentacion, i.e., la respuesta
Optica, fue mayor, lo cual se explicd previamente. Estos resultados concuerdan con el trabajo
de Arango et al. (2020) quienes observaron valores de RpHse de 2,04, 1,67 y 1,33 a
concentraciones de grasa de 0,4%; 1,6% y 3,6%, respectivamente. Tanto el aumento de la
concentracion de proteina como el de la de grasa tuvieron efecto significativo y directamente
proporcional sobre el valor de G'pHae, €s decir, los geles fueron mas firmes al aumentar la
concentracion de ambos factores. El valor de G pHa,e aumentd en 67% y 130%,, al pasar del
nivel inferior al superior de proteina y grasa, respectivamente, resultados que concuerdan con
las investigaciones realizadas por Lucey et al., (2006) y Arango (2015). En ambos casos, los
aumentos de G~ ajusta bien a una recta con R? > 0,99. Estos resultados se explican por el hecho
de que la proteina es la principal responsable de la formacion y de la firmeza del gel y la grasa
también participa en su estructuracion, especialmente al tratarse de grasa previamente
homogeneizada, recubierta en superficie por caseina y proteinas del suero, cuya presencia
facilita la interaccion de los glébulos grasos con la red de caseina. Ademas, se puede observar
que la firmeza de los yogures a pH 4,6 aumento de forma directamente proporcional tanto con
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la concentracion de proteina como de grasa, coincidiendo con los resultados de Benezech y
Maingonnat (1994), Aziznia et al. (2008) y Dai et al. (2016).

3.3  Calibracion y validacion del modelo de prediccion de pH

A continuacion, se describen los resultados obtenidos en el proceso de calibracion y
validacion del modelo de prediccion de pH propuesto por Arango (2015) utilizando los datos
de los tres diferentes sistemas de adquisicion de pH evaluados: 1) monitorizacion in-line del
pH sin ajuste inicial del voltaje (cubeta 1 del sensor Optico), 2) monitorizacion in-line del pH

con ajuste inicial del voltaje (cubeta 2 del sensor dptico) y 3) medicion off-line o externa del pH.

3.3.1 Calibracion y validacion del modelo con datos de la monitorizacion in-line sin ajuste

del voltaje inicial (cubeta 1)

La calibracién y validacién del modelo de prediccion del pH se realizé utilizando los
datos experimentales correspondientes a cada combinacion de la concentracion de proteina y
grasa, de acuerdo con el procedimiento descrito en la seccion 2.8. Los coeficientes de
determinacion (R?), los errores estandar de prediccion (SEP), los coeficientes de variacion
(CV), la estimacion del valor de pH al momento en que el pH medido fue 4,6 (pHmin) Y la
diferencia entre los valores estimado y medido de pH a 4,6 (sesgo), se utilizaron como
indicadores de la bondad de ajuste del modelo y se muestran en la Tabla 4.

En el proceso de calibracion se obtuvieron valores de SEP entre 0,05 y 0,10 unidades
de pH y valores de R? entre 0,58 y 0,79 con promedios para todos los tratamientos de 0,08 y
0,72 para SEP y R?, respectivamente. Como era de esperar, en la validacion del modelo los
valores de SEP fueron mas altos, oscilando entre 0,09 y 0,21 unidades de pH, con una media
de 0,14. Sin embargo, los valores de R? obtenidos en la validacion del modelo estuvieron en
un rango de 0,80 a 0,97, con una media de 0,88, siendo mayores que aquellos obtenidos en la
calibracion, lo cual se atribuye a que, para la obtencion de los coeficientes de regresion del
modelo de prediccion de pH, se trabajo con dos conjuntos de datos (los datos de dos réplicas),
dispuestos consecutivamente, para luego hacer la validacion con la réplica restante. Los valores
de pHmin estuvieron entre 4,59 y 4,77, con un promedio de 4,68, de modo que los sesgos de
estos datos oscilaron entre -0,01 y 0,17 con una media de 0,08. En casi todos los tratamientos

con excepcion de uno, los valores de pH estimados con el modelo estuvieron por encima de 4,6.
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Tabla 4. Resultados de ajuste del modelo de prediccion de pH a diferentes concentraciones de proteina
y grasa con datos sin ajuste de voltaje inicial (cubeta 1).

Tratamiento (%) Calibracién® Validacién? Estimacion de pHag?
P G SEP R? cV SEP R? cVv pHmin  Sesgo pH

31 05 0,07+0,02 0,79+011 153+044 013+0,05 090+010 2,70+x1,02 4,69+0,16 0,09
3,6 05 0,07+0,02 0,78+012 150+0,39 0,12+0,05 0,90+0,03 243+108 4,69+0,15 0,09
4,1 05 009+002 063x017 192+050 0,21+0,18 0,81+0,10 4,32x3,70 4,59x0,34 -0,01
31 15 005+£002 090+007 103+041 009+£004 097+002 180+085 4,66+0,11 0,06
3,6 15 009+002 063+£016 195+048 0,17+0,11 0,82+£0,07 347+£220 4,65+0,24 0,05
4,1 15 007+x001 0,76+0,09 152+0,26 0,13+0,05 0,89+0,08 269+0,97 4,68+0,17 0,08
31 36 008+003 0,71+0,18 1,75+059 0,13+0,06 093+0,05 262+130 4,69+0,18 0,09
3,6 36 008+005 068+025 168+09 017+0,10 0,88+0,04 3,63+207 4,77+0,19 0,17
4,1 36 010zx002 058x017 203+041 0,16x0,07 080x005 340x138 4,71+0,12 0,11
MediazDE 0,08+0,02 0,72+0,15 166+049 0,14+0,08 088+0,06 3,01+162 4,68+0,19 0,08

!Resultados expresados como media + desviacion estandar de tres réplicas. P, proteina; G, grasa. SEP, error estandar de
prediccion (unidades pH); R?, coeficiente de determinacion; CV; coeficiente de variacion (%); pHmin, valor de prediccion del

pH al momento en que el pH medido fue 4,6. Nimero de ensayos de coagulacion = 27. Nc, Nimero de observaciones por cada
calibracion, 2498 < Nc < 4134. Nv, nimero de observaciones por cada validacion, 1247 < Nv < 2199.

No en todos los tratamientos estudiados se observé un buen ajuste, entre los valores de
pH medidos y los obtenidos con el modelo de prediccion, a lo largo de todo el rango de pH. Un
par de ejemplos de la relacion entre los valores de pH estimados en la validacion del modelo y
los obtenidos durante la monitorizacién in-line, para observaciones comprendidas entre pH 4,9

y pH 4,6, se muestran en la Fig. 5.
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Figura 5. Validacion del modelo de prediccion de pH a una concentracion de a) 3,6% de proteina y
0,5% de grasa (nUmero de observaciones = 1551); b) 3,1% de proteina y 1,5% de grasa (nimero de
observaciones = 1542). Los datos mostrados corresponden a la réplica cuyo R? fue el mas cercano al de
la media de las tres validaciones.
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Los ensayos presentados en la Fig. 5 se seleccionaron por ser aquellos que presentaron
un mejor ajuste general entre los valores de pH medidos y estimados. La Fig. 5b presenta un
mejor ajuste lineal entre los valores medidos y estimados con el modelo en comparacion con la
Fig. 5a, donde hay cierta desviacion entre los valores. Graficamente, la Fig. 5b es similar a la
obtenida por Liu (2019), para muestras con 3,5% de proteina a una temperatura de 43 °C, donde
los parametros del ajuste fueron R? = 0,989 y SEP = 0,046.

Pese a las desviaciones observadas, es importante resaltar que al calcular el promedio
de los valores de pHmin entre las 3 validaciones realizadas para cada tratamiento, finalmente se
obtuvieron los valores de sesgo presentados en la Tabla 4, los cuales indican un ajuste aceptable
para le prediccion del pH a 4,6, el pH de punto final de la fermentacion.

3.3.2 Calibracion y validacion del modelo con datos de la monitorizacion in-line con ajuste
del voltaje inicial (cubeta 2)

Tal como se describi6 en la seccion 2.8 de la metodologia, la calibracion y validacion
del modelo se realiz6 también con los datos obtenidos para cada concentracion de proteina y
grasa, pero realizando un ajuste del voltaje inicial justo antes de comenzar la monitorizacién de
la coagulacion acida. Los resultados se muestran en la Tabla 5. Como consecuencia de las
desviaciones observadas en las validaciones de la cubeta sin ajuste de voltaje previo, se valord
el interés de iniciar las calibraciones tomando valores de pH desde 4,9 -en vez de desde 5,2
hasta 4,6, que corresponden a la fase 3 de acidificacion presentada en la Fig. 3, ya que en dicha
fase la curva de pH se torna mas asintética y se pensé que quizas esto mejoraria los resultados
de prediccion del modelo. Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en los
parametros de la bondad de ajuste de la validacion, pero si hubo una disminucion del valor de
R? de la calibracion, probablemente debido a la menor cantidad de observaciones que se
tomaban para hacer el andlisis de regresion y obtener los parametros de calibracion del modelo.
Por lo tanto, se decidio seguir realizando la validacion de la misma forma que en el caso de la

cubeta sin ajuste de voltaje previo, es decir, tomando los datos desde pH 5,2 hasta 4,6.

Al utilizar los datos de la cubeta 2 (con ajuste inicial de voltaje) para el proceso de
calibracion del modelo se obtuvo que los valores de SEP fueron algo menores en 7 de 9
tratamientos, comparado con los SEP obtenidos en la calibracién con datos de la cubeta sin
ajuste de voltaje previo, es decir que los resultados de SEP fueron un 77,7% mejores cuando se
hizo el ajuste inicial de voltaje. En el caso de la validacion, los SEP mejoraron moderadamente

en 6 de los 9 tratamientos (66,7%), lo cual indica que, hacer el ajuste del voltaje en la cubeta,
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una vez depositada la leche, hasta un valor constante mejora ligeramente el ajuste del modelo
de prediccion.

La calibracion del modelo con ajuste del voltaje inicial arrojo valores de SEP con un
rango entre 0,03 a 0,10 y un promedio de 0,07, mientras que los valores de R? estuvieron entre
0,59 a 0,96, con una media de 0,75. En la validacion, los promedios de SEP y R? fueron 0,14 y
0,86, respectivamente, mientras que el sesgo en la estimacion del pH a 4,6 oscilo entre -0,02 y
0,18 unidades de pH. Estos resultados son similares a los observados por Arango (2015), quien
para una muestra con 3,6% de grasa, 1,6% de inulina 'y 4,0% de proteina, obtuvo un SEP de
0,023 unidades de pH y un R? de 0,995.

Tabla 5. Resultados de ajuste del modelo de prediccion de pH a diferentes concentraciones de proteina
y grasa correspondiente a datos con ajuste de voltaje inicial (cubeta 2).

Tratamiento (%) Calibraciont Validacion? Estimacion de pHa gt
P G SEP R2 cv SEP R2 cv pHmin  Sesgo pH

31 05 0,07x002 082+010 141%+039 0,11£0,05 0,92£0,06 2,34%x103 4,69x0,14 0,09
3,6 05 004x001 094+004 0,77£0,23 006£003 098+£001 134%063 4,63x0,11 0,03
41 05 0,07+x002 081+£011 136%+048 0,11£005 089%£0,09 239%x114 4,72+0,14 0,12
3,1 15 0,03+0,02 09+003 063+£035 008+005 098+001 158+1,09 458+0,19 -0,02
3,6 15 008+002 0,70£0,15 1,72+046 0,14+007 080£0,15 299%+140 4,76x0,14 0,16
4,1 15 0,07+£002 0,78+£009 147+032 0,17+£0,13 090+£0,08 365+280 4,56=x0,32 -0,04
31 36 010003 059+£0,23 211+0,70 0,22+0,16 0,86x0,02 4,63+3,37 4,62%+0,35 0,02
3,6 36 010003 059+£020 207x055 0,18+0,09 061042 383x189 455+0,18 -0,05
41 36 010003 058+019 201+053 016+0,08 082+0,09 333x+1,67 4,78%+0,16 0,18
Media+ DE 0,07+0,02 0,75+0,13 151+044 014+0,08 086+0,10 290+167 4,65+0,19 0,06

'Resultados expresados como media + desviacion estandar de tres réplicas. P, proteina; G, grasa. SEP, error estandar de
prediccion (unidades pH); R?, coeficiente de determinacién; CV; coeficiente de variacion (%); pHmin, valor de prediccion del
pH al momento en que el pH medido fue 4,6. Nimero de ensayos de coagulacion = 27. Nc, nimero de observaciones por cada
calibracion, 2501 < Nc < 4171. Nv, nimero de observaciones por cada validacion 1247 < Nv < 2189.

En la Fig. 6 se muestran los ajustes entre el pH estimado y el pH medido para los mismos
ensayos que el caso de la Fig. 5. La estimacion del pH final para la muestra de la Fig. 6a fue
4,63 y para la Fig. 6b fue 4,58; en ambos casos el ajuste entre los valores medidos y los
estimados fue bastante bueno. Sin embargo, al igual que se coment0 anteriormente, esta
situacion no se presento en todas las muestras. Estos resultados son comparables con los de Liu
(2019), quien encontrd que el mejor ajuste del modelo de prediccion de pH fue el

correspondiente a las muestras de leche desnatada con una concentracion de proteina de 3,5%.
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Figura 6. Validacién del modelo de prediccion de pH a una concentracion de a) 3,6% de proteina y
0,5% de grasa (numero de observaciones = 1710); b) 3,1% de proteina y 1,5% de grasa (nimero de
observaciones =1489). Los datos mostrados corresponden a la réplica cuyo R? fue mas el cercano al de
la media de las tres validaciones.

3.3.3 Calibracion y validacion del modelo con datos de la monitorizacién off-line

Los valores de pH obtenidos por este método fueron discontinuos (cada ~10 min) y se
correlacionaron con los datos de la ratio de dispersién de luz (R) adquiridos en la cubeta con

ajuste previo.

Siguiendo el mismo procedimiento discutido en las secciones 3.3.1y 3.3.2, los valores
medios de las calibraciones y validaciones correspondientes a las tres réplicas obtenidas a
diferente concentracion de proteina y grasa se muestran en la Tabla 5. Cabe sefialar que, como
se comentd en la metodologia, durante el experimento se tomaron los datos de pH externo en
dos vasos de precipitado de 400 mL. En el vaso 1 se monitorizo6 el pH cada ~10 min desde el
inicio de la fermentacion hasta un pH alrededor de 4,9, momento en el cual se cambid la
monitorizacién al segundo vaso de precipitado debido a que ya se habia introducido la sonda
en toda la superficie disponible, rompiendo el gel y produciendo sinéresis. Aungue se procedio
con cuidado, lo anterior podria haber causado algun tipo de error, ya que el vaso 2 permanecio
cubierto con parafilm y tuvo menos pérdida de calor por evaporacion hasta ese momento,
ocasionando una mayor velocidad de disminucion del pH. Esto se detecté como un salto de pH
de ~0,03 unidades comparado con el vaso 1, motivo que forzo el uso exclusivo de los datos del

vaso 2 (pH 4,9 a 4,6) para las calibraciones y validaciones.
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La validacion del modelo de prediccion utilizando datos de pH externo, se llevé a cabo
con el fin de intentar reproducir la forma como se determina normalmente el pH en la industria
lactea. Segun los resultados obtenidos que se muestran en la Tabla 6, se logro obtener una buena
prediccion de los valores de pHmin. Sin embargo, en términos generales los resultados de la
validacion fueron mejores cuando se utilizaron los datos de pH obtenidos in-line. Esto
probablemente se debid al margen de error en la medicion del pH externo, es decir la pérdida
de calor por evaporacion en el vaso de precipitado que contiene la muestra y las posibles
diferencias de sensibilidad de las sondas de pH, factores que también estan presentes en la
préctica industrial habitual. Adicionalmente, también tuvo su impacto la reduccion del nimero
de observaciones (medidas cada ~10 min en vez de cada 6 s) y la reduccion del rango de pHs
de trabajo (a partir de 4,9 en vez de 5,2).

En la calibracion del modelo con datos de la monitorizacion off-line, se obtuvieron
valores de SEP entre 0,04 y 0,17, con una media de 0,08 unidades de pH y valores de R? entre
0,21y 0,79, con un promedio de 0,53. En la validacion del modelo, los valores de SEP fueron
mayores (entre 0,06 y 0,38 unidades de pH) y se encontraron valores de R? entre 0,43 y 0,89.
Los promedios SEP y R? para todos los tratamientos fueron de 0,23 y 0,73, respectivamente. La
estimacion de pHmin estuvo entre 4,22 y 4,79, con un promedio de 4,64. En casi todos los
tratamientos, con excepciéon de uno, los valores de pH estimados con el modelo fueron

superiores a 4,6.

Tabla 6. Resultados del ajuste del modelo de prediccion con datos de pH externo (off-line).

Tratamiento (%) Calibracion® Validacion? Estimacion de pHae*
P G SEP R2 cv SEP R2 cv pHmn  Sesgo pH

31 0,5 0,17+0,10 021+0,18 351+191 031+017 0,78+0,07 6,17+£3,22 4,79+0,18 0,19
3,6 05 008+001 058+007 169+022 013+001 0,89+0,02 264+£0,23 4,62+0,11 0,02
41 05 008+001 060+£019 1,73+031 038x0,33 085+0,09 7,92+£6,87 4,69+0,22 0,09
3,1 15 005+£0,02 0,74+017 103+0,39 0,18+0,18 0,88+0,08 3,71+3,67 4,22+0,86 -0,38
3,6 15 0,11+0,05 040x+026 240+099 024+009 043+040 495+£1,78 4,78+0,15 0,18
4,1 15 0,07+0,03 060x026 152+057 0,19+015 0,70+x0,09 387+3,14 4,65+0,24 0,05
31 3,6 005+002 035+030 109+042 010+0,09 069+0,08 216+1,79 4,66x0,15 0,06
3,6 36 004+001 0,79+0,12 093+017 006002 0,71+£0,03 1,37£050 4,73+0,09 0,13
41 36 009+002 051+£010 19+051 053+063 0,63+0,00 10,63+124 4,62+0,40 0,02
Media = DE 0,08+0,03 053+0,18 1,76+061 023+0,18 0,73+0,10 4,82+3,73 4,64+0,27 0,04

!Resultados expresados como media + desviacion estandar de tres réplicas. P, proteina; G, grasa. SEP, error estandar de
prediccion (unidades pH); R?, coeficiente de determinacion; CV; coeficiente de variacion (%); pHmin, valor de prediccion del
pH al momento en que el pH medido fue 4,6. NUmero de ensayos de coagulacién = 27. Nc, ndmero de observaciones por cada
calibracion, 2501 < Nc < 4171. Nv, nimero de observaciones por cada validacion 1247 < Nv < 2189.
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La relacion entre los valores de pH medidos y los estimados con el modelo, desde 4,9
hasta 4,6, para los mismos ensayos que el caso de las Fig. 5y 6, se muestra en la Fig. 7.
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Figura 7. Validacion del modelo de prediccion de pH a una concentracién de a) 3,6% de proteina y
0,5% de grasa (nimero de observaciones = 1779) y b) 3,1% de proteina y 1,5% de grasa (nUmero de
observaciones =1474). Los datos mostrados corresponden a la réplica cuyo R? fue el mas cercano al de
la media de las tres validaciones.

En la Fig. 7 se representa la relacion lineal entre los valores medidos y estimados con el
modelo, donde se puede ver cierta desviacion entre los valores en ambos tratamientos.
Gréaficamente, la Fig. 7a es semejante a la obtenida por Liu (2019), para muestras con 3,5% de
proteina a una temperatura de 46 °C, donde los parametros de ajuste fueron R? = 0,9257 y
SEP =0,047.

3.4  Calibracién y validacion del modelo de prediccion del médulo elastico (G”)

Los valores de G” obtenidos con el reébmetro se correlacionaron con los valores de R
adquiridos en la cubeta 2 (con ajuste de voltaje previo) del CoAgulLab, debido a que, tal como
se demostré en la seccion 3.3.2, el ajuste inicial de voltaje permitio obtener mejores
estimaciones de pH. Se llevo a cabo el mismo procedimiento descrito en las secciones
anteriores, los valores medios de la calibracion y validacién de las tres réplicas para los ensayos

con diferente concentracion de proteina y grasa se muestran en las Tablas 7 y 8.
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Tabla 7. Resultados de la calibracion del modelo de prediccion de G”.

Tratamiento (%) Calibracion®
P G SEP R? Cv

31 05 123+54 0,55+£0,3 26,2+12,1
36 05 84+19 0,73+0,1 135+ 28
41 05 186+39 0,71+£0,1 19,7+ 50
31 15 94+£29 086+0,1 121+ 34
36 15 180+88 042+04 184+ 8,7
41 15 16,050 0,64+£02 132% 4,0
31 36 335+43 04103 328+£49
36 36 246+40 083x01 152+ 4.2
41 3,6 440+£15 065+0,0 243+ 2.2

MediaDE 205+4,2 064+02 195+ 53

!Resultados expresados como media + desviacion estandar de tres réplicas. P,
proteina; G, grasa. SEP, error estandar de prediccion (Pa); R?, coeficiente de
determinacion; CV; coeficiente de variacion (%). Numero de ensayos de coagulacion

= 27. Nc, nimero de observaciones por cada calibracion, 2501 < Nc < 4171.

Tabla 8. Resultados de la validacion del modelo de prediccion de G”.

Tratamiento (%) Validacion® Estimacion de G” a pHag!

P G SEP R? cv G’ Real G pea  S€SQO
31 05 279+185 082+019 643+550 753+145 593+192 16,0
36 05 116+3,7 085+£0,03 185+5,2 86,3+11,9 75,4 9,3 11,0
41 05 29,2+93 083+£0,09 315+119 147,7+143 110,4+54,3 37,2
31 15 195+119 094+0,05 25,1+157 117,8+8,3 89,2+7,2 28,6
36 15 350+190 0,49+0,26 36,1+165 130,4+21,7 935%x244 36,9
41 15 543+59,3 0,79+0,16 448+492 1616+116 1846+1451 -23,0
3,1 36 81,0+748 0,82+0,10 81,7+79,0 167,1+4,3 176,0£157,0 -8,9
36 3,6 30,2+7,7 084+£002 19,7+104 251,2+67,9 1978815 53,4
41 3,6 69,4 +20,7 081+0,07 384+81 2933+56,7 200,3+177,5 93,0

Media = DE 39,8+250 0,80+0,11 40,0+27,9 159,0+235 131,8+75,1 27,1

!Resultados expresados como media + desviacion estandar de tres réplicas. P, proteina; G, grasa. SEP, error estandar de
prediccion (Pa); R?, coeficiente de determinacion; CV; coeficiente de variacion (%); G rea Y G pred, Valores de G real y
estimado cuando el pH es igual a 4,6. Nimero de ensayos de coagulacion = 27. Nv, nimero de observaciones por cada

validacion 1247 < Nv < 2189.

La calibracion del modelo de prediccion de G™ arrojé valores de SEP con un rango de

8 a 44 Pa y valores de R? entre 0,41 y 0,86 (Tabla 8). Los valores promedio de SEP y R? para

todos los tratamientos fueron de 20,5 y 0,64 respectivamente. En la validacion del modelo de

prediccion de G” se obtuvieron valores de SEP en un rango de 12 a 81 Pa, con una media de 40

Pa y valores de R? entre 0,49 y 0,94, con un promedio de 0,80 (Tabla 8). El sesgo en la

estimacion de G'phae 0scCild entre -23 y 93 Pa con una media de 27,1 Pa. Casi todos los

tratamientos con excepcién de dos tuvieron valores de G pred Superiores a 10s G rear.
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La relacion entre los valores de G” medidos y los estimados con el modelo, desde pH
4,9 hasta 4,6, para los mismos ensayos que en las Fig. anteriores relacionadas, se muestra en la
Fig. 8.
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Figura 8. Validacion del modelo de prediccion de G™ a una concentracién de a) 3,6% de proteinay 0,5%
de grasa (nimero de observaciones = 1555); b) 3,1% de proteina y 1,5% de grasa (nimero de
observaciones =1467). Los datos mostrados corresponden a la réplica cuyo R? fue el mas cercano al de
la media de las tres validaciones.

En la Fig. 8a se puede apreciar un mejor ajuste entre los valores medidos y estimados
con el modelo al final de la curva de endurecimiento (tramo més importante) (Arango 2015),
en comparacion con la Fig. 8b, donde la forma final de la curva se desvia més de los valores

medidos.
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CONCLUSIONES

El aumento en la concentracion de proteina en la leche produjo una prolongacién del
tiempo de fermentacion hasta pH 4,6, mientras que la adicion de grasa tuvo un efecto sobre la
ratio de dispersion R; concretamente, los perfiles de respuesta Optica fueron mas bajos al
aumentar la grasa. Por otra parte, la concentracion de proteina y grasa tuvo un efecto

directamente proporcional sobre G"pH4,6, dando lugar a geles mas firmes.

En la calibracién de los modelos de prediccién tanto de pH como de G', los valores de
SEP y R? fueron més bajos, en comparacion a la validacion como consecuencia del método para
la obtencion de los coeficientes de regresion del modelo de prediccion. En cuanto a la
estimacion del valor de pH final de la fermentacion, pH 4,6, el modelo de prediccion fue
efectivo tanto para la monitorizacion in-line como off-line. Con mayor frecuencia, los valores
de pH estimado para los diferentes tratamientos fueron > 4,6, es decir que el pH de punto final
tendié a sobreestimarse mas que a subestimarse. Como era de esperar, el ajuste del voltaje
inicial en la cubeta con ajuste de voltaje previo mejoro la bondad del modelo de prediccion de
pH, cuyos SEP y R? de validacion estuvieron en un rango de 0,06 a 0,22 y 0,61 a 0,98,
respectivamente, mientras que el sesgo en la estimacion del pH a 4,6 oscil6 entre -0,02 y 0,18
unidades de pH. Para la prediccion de G, se obtuvieron valores de SEP con un rango de 12 a
81 Pay un R en un rango de 0,49 a 0,94. En general, los tratamientos que se ajustaron con mas
éxito a los modelos fueron 3,6% P -0,5% G y 3,1% P - 1,5% G, que se corresponderian con

yogures desnatados y semidesnatados, con niveles de proteina bajos y medios.

Por tanto, se logré calibrar y validar los modelos de prediccion de pH y G™ durante la
fermentacion de yogur, lo que permitiria generar estimaciones in-line de los valores de ambos
parametros tecnoldgicos en funcion de la ratio de dispersion de luz NIR, una vez preestablecidas
las condiciones de elaboracion. En este sentido, precisamente, una de las ventajas a la hora de
implementar la tecnologia, es el elevado grado de estandarizacién de la leche, asi como de los
procesos empleados en la elaboracion de yogur, en funcién de la variedad, lo que sin duda
facilita la aplicacion de los modelos. No obstante, con vistas a la implementacion industrial de
la tecnologia propuesta, seria necesario explorar detenidamente las causas que generan la
variabilidad observada en los tiempos de fermentacion necesarios para alcanzar valores de pH
y G finales, a fin de minimizar los errores de prediccion y mejorar la robustez de los modelos
predictivos, en presencia de un cierto grado de variabilidad composicional, de forma que se

garantice la fiabilidad de las predicciones.

28



REFERENCIAS

Arango O. 2015. Aplicacion de dispersion de luz de infrarrojo proximo en la produccion de
derivados lacteos bajos en grasa con inulina. Universidad Autonoma de Barcelona. Tesis

Doctoral.

Arango O, Trujillo AJ, Castillo M. 2020. Inline control of yoghurt fermentation process using
a near infrared light backscatter sensor. J Food Eng. 277(July 2020):1-6.

Aziznia S, Khosrowshahi A, Madadlou A, Rahimi J. 2008. Whey protein concentrate and gum
tragacanth as fat replacers in nonfat yogurt: Chemical, physical, and microstructural properties.
J Dairy Sci. 91(7):2545-2552.

Benezech T, Maingonnat JF. 1994. Characterization of the rheological properties of yoghurt-A
review. J Food Eng. 21(4):447-472.

De Brabandere AG, De Baerdemaeker JG. 1999. Effects of process conditions on the pH
development during yogurt fermentation. J Food Eng. 41(3):221-227.

Cimander C, Carlsson M, Mandenius CF. 2002. Sensor fusion for on-line monitoring of yoghurt
fermentation. J Biotechnol. 99(3):237-248.

Dai S, Corke H, Shah NP. 2016. Utilization of konjac glucomannan as a fat replacer in low-fat
and skimmed yogurt. J Dairy Sci. 99(9):7063-7074.

Fox PF, Uniacke-Lowe T, McSweeney PL., O’Mahony JA. 2015. Chapter 5. Salts of Milk. In:
Dairy Chemistry and Biochemistry. Springer International. p. 261-262.

Jorgensen CE, Abrahamsen RK, Rukke EO, Hoffmann TK, Johansen AG, Skeie SB. 2019.
Processing of high-protein yoghurt — A review. Int Dairy J. 88:42-59.

Langton M, Astrom A, Hermansson A-M. 1996. Texture as a reflection of microstructure. Food
Qual Prefer. 7:185-191.

Lee WJ, Lucey JA. 2004. Structure and physical properties of yogurt gels: Effect of inoculation
rate and incubation temperature. J Dairy Sci. 87(10):3153-3164.

Liu S. 2019. Validation of an optical technology for the determination of pH in milk for the
manufacture of yogurt. Universidad Autdnoma de Barcelona.

Lucey JA. 2017. Formation, Structural Properties, and Rheology of Acid-Coagulated Milk
Gels. Cheese Chem Phys Microbiol Fourth Ed. 1:179-197.

29



RD 271/2014. 2014. Real Decreto 271/2014, de 11 de abril. Norma de Calidad para el yogur o
yoghourt.

Shao Y, He Y, Feng S. 2007. Measurement of yogurt internal quality through using Vis/NIR
spectroscopy. Food Res Int. 40(7):835-841.

Soukoulis C, Panagiotidis P, Koureli R, Tzia C. 2007. Industrial yogurt manufacture:
Monitoring of fermentation process and improvement of final product quality. J Dairy Sci.
90(6):2641-2654.

Tabayehnejad N, Castillo M, Payne FA. 2012. Comparison of total milk-clotting activity
measurement precision using the Berridge clotting time method and a proposed optical method.
J Food Eng. 108(4):549-556.

Tamime AY, Robinson RK. 2007. Tamime and Robinson’s Yoghurt, Science and Technology.
Woodhead Publishing.

Tolosa S, Bullén J, Céardenas A. 2006. Produccion de yogur utilizando membranas cerdmicas

para incrementar el porcentaje de solidos en la leche. Cienc e Ing. 27(1):3-9.

Tremblay A, Panahi S. 2017. Yogurt consumption as a signature of a healthy diet and lifestyle.
J Nutr. 147(7):1476S-1480S.

Walstra P, Wouters JT., Geurts T. 2006. Fermented milks. In: Dairy science and technology.
Taylor & Francis Group. p. 558-572.

Xu ZM, Emmanouelidou DG, Raphaelides SN, Antoniou KD. 2008. Effects of heating
temperature and fat content on the structure development of set yogurt. J Food Eng. 85(4):590—
597.

30



		2020-11-18T21:50:38+0100
	ROXANA BENAVIDES GUERRERO - DNI AV672617


		2020-11-18T22:05:42+0100
	ANNA ZAMORA VILADOMIU


		2020-11-18T22:28:36+0100
	MANUEL CASTILLO ZAMBUDIO - DNI 27485164A




