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Resumen

El sector quesero se sitlia en la actualidad en un lugar destacado dentro del
marco de la Union Europea gracias a la innovacidn y desarrollo asi como a la
modernizacion de instalaciones y equipos. Las mayores inversiones se emplean en
la mejora de procesos y el desarrollo de nuevos elaborados. En consecuencia, el
futuro de las empresas lacteas esta orientado a la calidad del producto asi como a
la optimizacidon de las instalaciones de produccion para reducir costes, mejorar
rendimientos y sistemas, asi como garantizar un suministro adecuado de la linea
de produccion contribuyendo a la sostenibilidad medioambiental. En definitiva, el
sector lacteo se apoya en la inversion en investigacion y desarrollo, aumentando la

competitividad de las empresas y garantizando un futuro mas prometedor.

En este contexto, los sensores en linea de fabricacion suponen una
innovacion tecnoldgica importante que puede proporcionar resultados
prometedores. Huang et al. (2008) sostienen que las técnicas on-line en la
fabricacion de productos lacteos pueden implantarse en la linea de produccion sin
grandes dificultades en su entorno industrial, detectando posibles fallos,
monitorizando y evaluando de forma continua y en tiempo real la evolucion del
producto. El desarrollo de nuevos sensores mejora la automatizacion de la
industria alimentaria pero, para poder implantar un sensor con dichas
caracteristicas, es preciso conocer en profundidad los procesos de cambio que
sufre la materia prima y sus ingredientes a lo largo de la elaboracién del queso.
Para este cometido, el estudio microestructural de la matriz proteica aporta una
informacion relevante y a tener en cuenta para el disefio, desarrollo y implantacién

del sensor en linea.

El primer objetivo del estudio que se recoge en esta Memoria corresponde a
la determinacién de la composicion fisicoquimica del queso de Murcia al Vino
-contenido proteico y fracciones nitrogenadas, grasa, humedad, asi como la
determinacion del perfil de acidos grasos totales de este tipo de queso-. A este
respecto se considera la medida en la que se ven afectadas estas caracteristicas por

los diferentes productores y por las estaciones del afio en las que son fabricados.



Resumen

El estudio de los cambios que se producen en la microestructura del coagulo
de caseina durante las fases del proceso de elaboracion del queso -desarrollando
un método que permitiese la observacion y cuantificacion de las modificaciones
que tienen lugar, principalmente durante las etapas de coagulacion y sinéresis- ha
sido objeto de una especial atencion mediante la aplicaciéon de la microscopia

electronica, que ha permitido obtener resultados novedosos y de interés.

Finalmente, se plantea el estudio de la adaptacién de un prototipo de sensor
optico en linea de retrodispersion luminosa (Large Field of View) para el control
de la coagulacion y sinéresis en la elaboracion de queso de Murcia al Vino,
comparando los resultados con los parametros mas significativos relativos a los

mismos.

Los resultados obtenidos muestran que la composicion de los quesos
estudiados no difiere significativamente entre los distintos productores, pero la
estacion del afio si resulta relevante, pues influye significativamente en los valores
fisicoquimicos, afectando a la calidad del producto y su rentabilidad debido a las
diferencias importantes observadas en el rendimiento quesero. El desarrollo y
aplicacion de un procedimiento de microscopia electronica de barrido y analisis de
imagen ha conducido a la cuantificacion de distintos pardmetros
microestructurales (nimero de poros, perimetro y area de los mismos, grosor de la
hebra y porosidad) a lo largo de la elaboracion del queso, permitiendo la
descripcion de la microestructura durante los procesos de coagulacion y sinéresis.
Con la aplicacion de un sensor en linea durante estas dos etapas se define el perfil
espectral de la elaboracion del queso de cabra bajo condiciones industriales,
desarrollando algoritmos de prediccion de la textura, humedad y rendimiento

quesero.



Summary

In the industrial context of the European Community, the dairy
manufacturing sector has an important and growing position. The economic
developments in this sector have been acceptable, nevertheless, in order to further
improve its competitiveness is necessary to focus on technological innovation,
enhancing the manufacturing process automation, and ensuring the complete

traceability.

Food processing systems must be designed to detect and compensate day to
day changes of raw materials, in order to achieve higher quality, increase yields
and reduce fabrication costs improving processing efficiency. In this context, on-
line sensors are considered innovative tools, which can provide promising results.
For a useful application, sensors must fulfill several requirements such as
cleanability, stability during processing and equipment disinfestations, easy use
and processing couple, between others. As it was described by Huang et al.
(2008), on-line techniques in food processing can be assembled in the production
line and take place under realistic environment, can early detect possible failures,
can permanent monitor the processing conditions and can assess those conditions
at any desired time. Development of new continuous process control sensors in
food processing would have potential to increase the levels of process automation

in the food industry.

In order to implement a sensor with those characteristics, it is necessary to
know in depth the changes produced in the raw materials and ingredients
throughout cheese making. In this sense, the microstructural study of the protein
matrix has proved to be a useful tool as provides extensive information relevant to

consider for the design, development and implementation of an on line sensor.

The first aim of the study is to characterize the physicochemical
composition of Murcia al Vino cheese by determining cheese macro and
micronutrients content, and the extent to which they are affected by different

manufacturers and seasons. The second aim is to develop and implement a



Summary

method for the quantification of the microstructural changes that occur during

coagulation and syneresis in cheese making.

The final aim corresponds to the implementation of an optical Large Field
of View prototype sensor for the on-line monitoring of coagulation and syneresis

in cheese making.

The results obtained show that the physicochemical composition does not
differ significantly between cheese manufacturers, but the season is relevant as
affected cheese physicochemical composition, which is of great importance for
cheese quality and, therefore, profitability. The development and application of a
scanning electron microscopy and image analysis method has allowed the
quantification of different microstructural parameters (number of pores, perimeter
and area thereof, the strand thickness and porosity) along cheese manufacture that
has been especially important when introducing an on line sensor as the quantified
microstructural variations along cheese making had a certain evolve of the

spectrum obtained by the online sensor applied.
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Introduccion

I.1. La coagulacion y sinéresis en la elaboracion de queso

El primer paso en la elaboraciéon de la mayoria de los quesos es la
coagulacion proteica, inducida mediante la acciébn combinada de enzimas
proteoliticas y fermentos lacticos. Este proceso se divide fundamentalmente en
dos fases: la fase primaria o enzimadtica y la fase secundaria o de agregacion.
Algunos autores incluyen como una tercera fase la sinéresis o expulsion de

lactosuero, asi como la conformacion estructural de la red proteica (Inda, 2000).

La fase primaria corresponde a la hidrolisis especifica de la k-caseina,
localizada en la superficie de las micelas de caseina, por la accion de enzimas
proteoliticas (quimosina principalmente). La accion enzimatica produce una
ruptura en el enlace proteico Fejgs-Met;o¢ de la k-caseina, generando dos péptidos
con propiedades muy diferentes. El glicomacropéptido es un fragmento hidrofilico
y soluble, formado por los residuos de aminoacidos 106 a 169. Este fragmento,
que representa cerca del 4% de la caseina total (Callanan, 1991), pasa a formar
parte del lactosuero. El otro fragmento, formado por los residuos de aminoécidos
1 a 105 de la k-caseina, se denomina para-k-caseina, es altamente hidrofébico y

permanece enlazado a las micelas (Inda, 2000).
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Esta reaccion produce una reduccion dréstica de la carga eléctrica negativa
de la superficie de las micelas, que posibilita el acercamiento de las micelas asi
modificadas y facilita la agregacion de las micelas, en la que el calcio (Ca*") juega
un papel importante como acelerador del proceso. Las fases primaria y secundaria
de la coagulacion se superponen, iniciandose la agregacion antes de completarse

la reaccion enzimatica (Inda, 2000).

A partir de aqui la elaboracion de queso se puede considerar como la
eliminacion de agua o, lo que es lo mismo, concentracion de so6lidos, a partir del
gel o coagulo formado mediante la accion del cuajo u otras enzimas coagulantes.
Como describe Inda (2000), en este proceso de deshidratacion, la caseina y la
materia grasa de la leche se concentran por un factor de 8 a 10 veces, dependiendo

del contenido de agua final en el queso.

El grado de modificacion de la estructura inicial de las micelas de caseina
depende en gran medida de la pérdida de fosfato de calcio, y esta pérdida a su vez
depende del pH en el momento del desuerado. La Figura 1 muestra la relacion de

la evolucidon del pH hasta el desuerado y la estructura del queso.

12
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[ Produccion de acido en la tina ]
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FIGURA 1. Relacion entre el grado de produccion de acido lactico hasta la
etapa de desuerado y la estructura basica del queso. (Lawrence ef al., 1983 y
Inda, 2000)

En el caso de quesos blancos en los que no se emplean fermentos o cultivos
lacticos y el queso tiene un pH muy similar al de la leche, la eliminacion del agua
se realiza principalmente mediante el corte uniforme a diferentes tamafios de la
cuajada, la agitacion, el reposo y el calentamiento gradual de la mezcla de cuajada

y lactosuero, que determinan la humedad final del queso (Inda, 2000).

El proceso de coagulacion se ve afectado por numerosos factores cuyo
control es importante con el fin de garantizar las propiedades del producto final.
Entre los factores mas importantes destacan el pH, la temperatura, la fuerza
ionica, la concentracion de la enzima, el balance salino y la composicion quimica
de la leche. Por ejemplo, el tiempo de coagulacion aumentan a niveles altos de pH
(6,6-6,7) (Okigbo et al., 1985), mientras que a niveles bajos de pH (3-4), la
actividad hidrolitica es mayor y produce una disminucion del rendimiento
quesero. Generalmente, el proceso de coagulacion se desarrolla a pH 6,3-6,6; solo
cuando hay una acidificacion directa (coagulacion mixta) la coagulacidon tiene

lugar a pH 5,6. La temperatura habitual de coagulacién a 30-32°C permite una

13
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floculacion mas rapida con un menor porcentaje de hidrolisis de la x-caseina
(Dalgleish, 1983), pero una coagulacion a 35 °C supondria la hidrélisis de un 65%
de la x-caseina (Carlson et al., 1986). Diferencias en la composicion de la leche,
tanto en el contenido proteico como en su balance salino, afectan al desarrollo de
la fase enzimatica de la coagulacion. De hecho, cualquier modificaciéon en la
naturaleza o en la cantidad de proteina en un queso modificara su estructura (Adda
et al., 1982). Por ejemplo, la firmeza de un queso aumenta en proporcion a la
relacion proteina/agua y el pH determina las caracteristicas de la textura del
queso. El tiempo de coagulacion disminuye al incrementar la concentracion de la

enzima adicionada.

La adicién de Ca*" en forma de cloruro de calcio, es un factor importante
en la coagulacion de la leche y aumenta la firmeza de la cuajada, siempre y
cuando la concentracién no sea mayor de 10 mM (Lucey y Fox, 1993). Por otro
lado, la acidificacion de la leche aumenta la actividad de los iones Ca2+,

disminuyendo el tiempo de coagulacion (Lucey y Fox, 1993).

En la leche entera, la materia grasa es el segundo componente mas
importante que condiciona la formacion de la estructura y el rendimiento
cuantitativo en queseria. La grasa estd presente como globulos rodeados por una
membrana constituida principalmente por fosfolipidos y proteinas. El diametro de
estos globulos varia entre 0.1 ym y 10 um (Evans, 1986) con un valor medio del
rango entre 3 y 4 um (Bylund, 1995). La Figura 2 muestra el glébulo graso en
leche de cabra. La Figura 2a muestra una fotografia de la microestructura de
cuajada de leche de cabra en la que se puede observar un globulo de grasa entre
los poros de la red tridimensional (Rovira et al. 2011). La Figura 2b ilustra, para
fines de comparacidn, el tamafio del globulo de grasa (3 - 4 pm) en relacion con el
tamafio de una micela de caseina (20 - 600 nm) y de una bacteria (1 um), segin

Inda (2000).

14
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b)

Glébulo de grasa

Micela de caseina

o
Bacteria/
5

FIGURA 2. a) Micrografia electronica del globulo de grasa presente en la
estructura tridimensional de la cuajada (Rovira ef al., 2011); b) Diagrama de los
tamafios relativos del globulo de grasa, una bacteria y una micela de caseina (Inda,
2000).

Generalmente no se homogeniza la leche destinada para la elaboracion de
queso, aunque esta técnica se practica en algunas ocasiones. La homogenizacion
de la leche produce una reduccion en el tamafio de los glébulos de grasa y, por
consiguiente, un aumento en el area superficial de la misma, lo que altera la
membrana original que resulta insuficiente para recubrir toda la superficie

resultante de la homogenizacién (Inda, 2000).

Cuando se homogeniza la leche, las micelas de caseina se adsorben
rapidamente para cubrir los globulos de grasa recién formados. Los globulos de
grasa en la leche homogenizada contienen suficiente caseina adsorbida como para
que su densidad aumente, lo que es un mecanismo de estabilizaciéon contra la
separacion de crema (Morr, 1975) y constituye la razon por la cual se homogeniza

la leche para su consumo como tal (Inda, 2000).

Los globulos de grasa se pueden comportar como nucleos de
copolimerizacion que refuerzan el gel de caseina (Aguilera y Kessler, 1989). La
grasa recubierta de proteina puede enlazar cantidades adicionales de proteina y

ayudar asi a la formacion del gel reforzado (Inda, 2000).
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Se han estudiado los efectos de estas variables en el tamafo de los
globulos de grasa, en la adsorcion de proteina por unidad de area superficial de
grasa y en la composicion de la proteina adsorbida (Cano-Ruiz y Richter, 1997).
Estos autores observan que al aumentar la presion de homogenizacion, disminuye
el diametro promedio de los globulos de grasa y aumenta la "carga proteica" (mg
de proteina por metro cuadrado de area superficial de materia grasa). En funcion
del tipo de queso, la homogenizacidén de la materia grasa puede o no ser adecuada.
Por ejemplo en queso fresco resulta apropiado aumentar la presion de
homogenizacion que produce el aumento del area superficial de los globulos
grasos. Sin embargo, una presion excesiva puede ser contraproducente, por lo que
la presion ejercida debe cuantificarse y evaluarse en un contexto mas general, que
incluya otros atributos importantes tales como la textura del queso resultante

(Inda, 2000).

Después de la coagulacién la sinéresis es el siguiente proceso mas
importante en la elaboracion del queso, ejerciendo un gran impacto en la calidad
del producto final (Dejmek y Walstra, 2004). Este proceso se define como la
expulsion del suero de la cuajada facilitada con el corte, agitacion y calentamiento
de la cuajada. Las condiciones en las que se desarrolla la coagulacion y sinéresis
definen las propiedades finales del queso por su influencia en la humedad, el
contenido en proteina y el contenido grasa. El extracto seco del queso, la
composicion fisicoquimica del suero y las caracteristicas del producto final estan
determinados por las condiciones aplicadas durante la sinéresis y, por lo tanto, por
la liberacion del suero por acciones mecanicas y fisicas ejercidas durante el

procesamiento (Rovira et al. 2011).

Como fue descrito por Daviau et al. (2000), el control de la sinéresis es
considerado una etapa crucial en la tecnologia quesera. Rovira et al. (2012)
confirman que la monitorizacion en linea de la sinéresis es una herramienta util
para conseguir la humedad deseada del producto final, aunque las condiciones de

la coagulacion y sinéresis deben ser cuidadosamente controladas. Dichos autores
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lograron predecir el rendimiento quesero y las propiedades de textura del producto

final a través de la monitorizacion en linea de la sinéresis.

1.2 El papel de la microestructura en la elaboracion de queso

El consumidor demanda productos equilibrados y de calidad, y asocia estos
dos términos a marcas de confianza y a productos acogidos a Denominacion de

Origen.

Con el fin de garantizar la calidad de un producto es necesario que éste
cumpla una serie de requisitos tecnologicos y de seguridad alimentaria
englobando todas las etapas del proceso de elaboracion para asi garantizar la
ausencia de irregularidades y minimizar el coste que supondria la eliminacion de

un lote completo o la venta al consumidor de productos de calidad irregular.

La microestructura de los alimentos es un factor determinante de la textura y
de las caracteristicas sensoriales, que condiciona la calidad final del producto
(Stanley, 1987). Las interacciones entre los componentes que conforman el
producto elaborado - como por ejemplo, las uniones proteicas y los gloébulos de
grasa adheridos a las micelas de caseina- determinan la textura, fragilidad,

cohesividad y elasticidad percibida por el consumidor.

El estudio y la caracterizacion de la microestructura de la cuajada, base de la
elaboracion del queso, se puede relacionar con los atributos que definen la
percepcion final del consumidor y permiten predecir; por lo tanto, la estabilidad y
aceptacion sensorial del producto final. Mas aun, si la microestructura viene
determinada no so6lo por las caracteristicas naturales del producto sino también
por su procesado, el control de la microestructura de cada una de las etapas que
conforman el proceso de elaboracion del queso se ha de considerar como una
herramienta util para obtener informacidon relacionada con las propiedades

sensoriales del queso.
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El estudio en profundidad de la microestructura del queso a lo largo del
procesado puede aportar datos cuantitativos de la conformacion de la
microestructura durante la coagulacion asi como de la evolucion de la sinéresis de
la cuajada, ligado a su vez con parametros quimicos vinculados a la textura, tales

como la capacidad de retencion de agua de la matriz proteica y el contenido de
humedad.

Los métodos instrumentales empleados para determinacion de propiedades
mecénicas y reoldgicas relacionadas con la textura del queso, responden a la
accion de las fuerzas aplicadas sobre la estructura del alimento, por este motivo se
ven afectadas por los parametros que definen el método de analisis. La
determinacion de los parametros relacionados con la textura se realiza
habitualmente mediante técnicas destructivas, dificiles de aplicar en muestras de
baja consistencia y que requieren de volimenes de muestra elevados que
encarecen la determinacion. Un tnico método que permita a su vez visualizar con
una buena resolucidn, cuantificar con un error minimo y de forma repetitiva todos
los parametros a considerar, sin necesidad de grandes volimenes y consistencias
determinadas, permitiria minimizar la manipulacién de la muestra y rentabilizar el
tiempo total requerido para la determinacion del conjunto de pardmetros,
sirviendo posteriormente para la prediccion de otras propiedades quimicas

relacionadas, y la prediccion de la textura final del producto.

1.3 Optimizacion de procesos

El sector quesero ha evolucionado a lo largo de estos ultimos treinta afios de
forma gradual. La actividad quesera industrial estd desarrollando su potencial y su
modernizacion mediante la realizacion de inversiones en instalaciones, equipos y
personal cualificado que hacen que en la actualidad se sitiie en un lugar destacado
dentro del marco de la UE. Hasta ahora, la mayor inversion ha recaido en el
perfeccionamiento de procesos y productos lacteos, contando con un total del 68%
del importe econdémico total destinado para la inversion en el sector lacteo

(Ramirez, 2008).
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Entre las grandes inversiones realizadas, destaca el planteamiento dentro de
este mismo sector del desarrollo de tecnologias en linea que permitan el
seguimiento y control de las diferentes fases de produccién que condicionan la
calidad del producto final, favoreciendo la optimizacion del proceso de
elaboracion y la homogeneidad del elaborado final. Estas tecnologias en linea son
necesarias para el control del corte de la cuajada y el proceso de desuerado, ambas
encaminadas a garantizar la calidad y autenticidad del producto, asi como la

tradicion quesera espafola.

Los recientes avances en el manejo de la fibra optica y en el disefio de
diminutos circuitos integrados permiten la adaptacion, a bajo coste, de la
espectrometria de VIR (infrarrojo proximo) a la linea de elaboracion, mediante el
empleo de sensores de reducido tamafio que no danan la cuajada. La
determinacion del tiempo Optimo de corte es, si cabe, mas importante en las
industrias de caracter artesanal, normalmente menos automatizadas, debido a una
gran variabilidad en la composicion fisico-quimica entre los diferentes lotes de
leche y a una mayor variacion del esquema general de produccion (Van

Hooydonk y Van den Berg, 1988).

El corte de la cuajada en un momento 6ptimo permite la optimizacion del
proceso de elaboracion, mejorando el rendimiento quesero, incrementando la
calidad y garantizando una mayor homogeneidad del producto (Gunasekaran y
Ay, 1996; Payne et al., 1998), ya que el corte anticipado produce una pérdida de
grasa y proteina en suero por falta de rigidez del coagulo y por el contrario, un
retraso en el mismo da lugar a una mayor retencion de suero en la cuajada -como
consecuencia de una pérdida de permeabilidad-, generando quesos con un mayor

contenido de agua.

En la actualidad, la realizacion del corte en la industria quesera se realiza

atendiendo a dos criterios: a) se efectiia a un tiempo prefijado desde la adicion del
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enzima o b) viene determinado por el maestro quesero de forma mas o menos

subjetiva.

Existe una gran variacion del tiempo de corte al estar éste influenciado por
numerosos factores que afectan a la cinética de coagulacion y a la dureza de la
cuajada (Gunasekaran y Ay, 1996). De esta forma el tiempo de corte prefijado no
se ajusta a las caracteristicas de la materia prima, a los tratamientos previos ni a
las condiciones de elaboracion, lo que incide de forma negativa en el rendimiento
y textura del queso, dificultando asi, la obtencion de un producto normalizado. La
realizacion del corte en base al juicio del maestro quesero puede ser aceptable si la
evaluacién se realiza correctamente, lo que depende en gran medida de la

experiencia y habilidad del operario responsable (Hori, 1985).

La completa automatizacion de la producciéon de queso, requiere el
desarrollo de un método de medida en linea efectivo para la prediccion del tiempo
de corte, mejorando el rendimiento quesero, incrementando la calidad y
garantizando una mayor homogeneidad del producto (Gunasekaran y Ay, 1996;
Payne et al., 1998). Por otra parte, la implementacion de dicho método redundaria
en la mejora de la gestion técnica de las queserias, en aspectos tales como:
adaptacion del proceso a las caracteristicas de la materia prima, optimizacién de la
produccion con desaparicion de tiempos muertos, optimizacion de la produccion
con el aumento del rendimiento y la mejora del control y automatizacion de

Procesos.
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Objetivo

La finalidad principal de esta investigacion es contribuir a la mejora de la
calidad tecnologica de los quesos de cabra, mediante el estudio de la evolucion de
los geles de coagulacion enzimatica en el procesado industrial. De este objetivo

principal derivan una serie de objetivos especificos:

1) Evaluar la composicion fisicoquimica de la Denominacion de Origen de
Queso de Murcia al Vino y estudiar el efecto ejercido por la estacionalidad

y el lugar de produccion.

2) Desarrollo y puesta a punto de un método de visualizacién de la matriz
proteica en tres dimensiones mediante microscopia electronica de barrido

(SEM) aplicado a la elaboracion de Queso de Murcia al Vino.

a. Desarrollo y puesta a punto de un método apropiado para la
obtencion de imagenes por SEM.

b. Definicion de parametros estructurales derivados del SEM que
describan la microestructura del queso de cabra.

c. Puesta a punto de un método de analisis de imagen que permita la
cuantificacion de los parametros estructurales anteriormente
descritos.

d. Evaluacion de los datos obtenidos.

3) Estudiar la aplicacion de un sensor con un campo de vision amplio
(prototipo “LFV sensor”) durante la coagulacion y sinéresis en la

produccion de quesos de cabra.

4) Evaluar la utilidad del prototipo de sensor LFV para la monitorizacion en

linea de la elaboracion industrial de Queso de Murcia al Vino.
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Antecedentes

I11.1. El estudio microestructural del queso

Las técnicas y procedimientos analiticos que se han ido desarrollando para
el estudio de la microestructura de alimentos en los ultimos afios han renovado el
interés del desarrollo de estudios especificos sobre su aplicacion a los productos
lacteos. En particular, en la industria quesera dichas aplicaciones se han centrado
en el estudio de las relaciones entre la microestructura, la textura y las
propiedades sensoriales que constituyen un parametro de interés para la

optimizacion de las practicas de fabricacion.

Diversos investigadores han destacado la importancia de una seleccion
adecuada de los procedimientos y las técnicas de andlisis a seguir para la
evaluacién de la microestructura con el fin de obtener resultados apropiados y

utiles para la comunidad cientifica y técnica (Everett y Auty, 2008).

La microestructura del queso ha sido ampliamente estudiada; de hecho se
han publicado revisiones cientificas en relacion con: los métodos actuales de
analisis de la microestructura del queso (Everett y Auty, 2008), técnicas de
andlisis de imagen empleadas para el estudio de la microestructura de los
alimentos (Falcone et al., 2006), y finalmente, implicaciones tecnoldgicas y

microbiologicas de la microestructura del queso (Pereira ef al., 2009).
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El estudio de la conformacién estructural de los alimentos a nivel
microscopico se ha realizado por una gran variedad de técnicas entre las que se
encuentra el microscopio de luz (LM) que resuelve detalles del orden de micron
mediante el empleo de un haz de luz en el rango de las longitudes de onda del
visible, y el microscopio electrénico que emplea un haz de electrones de muy

corta longitud de onda que permite obtener una mayor resolucion (Figura 3).
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FIGURA 3. Diferencias entre los equipos y las imagenes obtenidas por
microscopia electronica y optica.

Dentro de la microscopia electronica destaca el empleo de la microscopia
electronica de transmision (TEM), la microscopia electronica de barrido (SEM) y
la microscopia de barrido laser confocal (CSLM). Como se puede observar en la
Figura 4, cada una de ellas permite el estudio de diferentes caracteristicas de la
microestructura del queso. La técnica SEM proporciona informacion sobre
morfologia, caracteristicas de la superficie de particulas y conformacion, mientras

que con la TEM podemos observar la estructura interna y detalles
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ultraestructurales. La CSLM permite realizar perfiles de superficie, medir

profundidades y definir pardmetros volumétricos (Figura 4).
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FIGURA 4. Imagenes obtenidas mediante microscopia electronica.

La técnica de barrido SEM crea una imagen ampliada de la superficie de la

muestra sin la necesidad de cortarla en capas y con menos etapas de preparacion.

Dicha técnica, a diferencia del TEM, explora la superficie de la imagen punto

por punto. Un haz muy concentrado de electrones permite recorrer la muestra de

forma semejante al barrido de un haz de electrones por la pantalla de una

television, a medida que el haz de electrones barre la muestra, se presenta toda la

imagen de la misma en el monitor. Los microscopios electronicos de barrido

pueden llegar a una ampliacion de 200.000 veces el tamafo real de la muestra

ofreciendo, a diferencia del TEM, imagenes tridimensionales reales de la

superficie del objeto que luego permiten su analisis mediante soportes logicos de

un sistema avanzado (software) que son especificos para dichas técnicas.

Se han desarrollado pocos estudios de la microestructura de quesos

mediante microscopia electronica, ya sea de TEM, SEM o CSLM, y ademas la
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metodologia empleada para la observacion y andlisis de las imagenes obtenidas no
permite la determinacion cuantitativa de pardmetros relacionados con la
microestructura, pero si una descripcion visual y una determinacion de diametros

orientativos de los componentes que la integran.

El empleo de CSLM ha permitido el desarrollo de diferentes estudios en
queso, como por ejemplo el estudio de los glébulos de grasa en la estructura del
queso tipo Emmental y su evolucion durante los procesos de elaboracion y
maduracion (Ding et al., 1998; Lopez et al., 2007; Muthukumarappan et al.,
1995). También se han realizado estudios que relacionan el rendimiento quesero
con el proceso de gelificacion de la leche de partida (Auty et al., 1999), la
permeabilidad de los geles de caseina que conforman la cuajada (Zhong et al.,
2004), y por ultimo, la relacion entre la localizacion de los exopolisacéridos en el
queso y su correlacion con el andlisis sensorial (Hassan et al., 2002 y Pereira et

al., 2006).

Ding et al. (1998) han llevado a cabo un procedimiento de reconstruccion de
imagenes tridimensionales para la evaluacidon de la microestructura mediante el
empleo de CSLM aplicado en muestras de queso Cheddar, consiguiendo la
validacion del método de reconstruccion de imagenes 2-D a 3-D con una
variacion entre ambas de 2-5% para la variable tamaino del objeto y 1-8% para la

variable forma.

Tras el estudio realizado por Everett et al. (1995) se ha resaltado la
importancia del empleo de imagenes 3-D para describir de forma mas completa y
real la estructura de la matriz compleja, pues la mera utilizacion de iméagenes 2-D
unicamente permite conocer la forma y la superficie en un unico plano sin poder
determinar como es su unidn y distribucion en los ejes X, Y, Z de la estructura
tridimensional. Estos autores han realizado mediante CSLM una comparacion
entre el tamafio y forma de los globulos de grasa en queso Cheddar con bajo
contenido en grasa observando que los glébulos de grasa se encuentran cubiertos

tanto por proteinas propias de la leche de partida en un modelo no especifico
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como de proteinas derivadas de procesos de desnaturalizacion como la
lactoalbumina procedente de la desnaturalizacion por calentamiento de la -
lactoglobulina y la a-lactoalbimina. Segun Ding et al. (1998) la microscopia
tridimensional se esta convirtiendo en la ultima tendencia para el analisis de la

microestructura y la definicion de la textura de los alimentos.

Langton et al. (1996) han empleado el LM con el objetivo de estudiar los
microporos que conforman geles proteicos de distintas caracteristicas
consiguiendo Unicamente la visualizacion de los mismos. Para poder evaluar de
forma mas detallada el tamafio de las particulas y los poros que conforman la
estructura recurre a la técnica de TEM que permite su medida en un unico plano
pero no la particula en sus tres dimensiones, por lo que posteriormente aplica
SEM, para estudiar la agregacion de las particulas y su estructura tridimensional,
pero sin determinar el tamafio y el nimero de las mismas. Ademas estos autores
correlacionan la microestructura con la percepcion sensorial de la textura

determinada a través de un panel de cata entrenado.

La técnica de transmision (TEM) ha resultado una herramienta util para el
estudio de la reorganizacion de las submicelas de caseina durante el
almacenamiento de la Mozzarella, y la observacion del efecto de la utilizacion de
leche homogeneizada y no homogeneizada en la estructura final de la misma

(Kimber et al., 1975).

La técnica de barrido (SEM) ha sido empleada por numerosos autores con el
objetivo de profundizar en el conocimiento de la matriz del queso, pero con fines

muy diversos.

Por ejemplo, algunos autores se han centrado en la aplicacion de SEM para
el estudio de los componentes grasos incluidos en la matriz proteica del queso
(Gunasekaran y Ak, 1999; Karaman et al., 2012; Madadlou et al., 2005;
Madadlou et al., 2006).

31



Antecedentes

Gunasekaran y Ak (1999) aplican un método de analisis tridimensional para
estudiar las diferencias microestructurales en quesos Cheddar con distintos niveles
de contenido graso (34.4%, 13.9% y 3.9%), con el fin de evaluar el numero,
tamafo, forma y localizacion de los globulos de grasa en el queso Cheddar en su
primer mes de maduracion. El tamano de los glébulos de grasa se determina
cuantificando el niimero de elementos de volumen (voxels) digitalizados en la
imagen aplicando posteriormente la formula correspondiente al diametro de una
esfera. La forma se determina aplicando la esfericidad (factor de forma
tridimensional) adaptando todos los glébulos de grasa a la forma de una esfera.
Estos autores concluyen que el contenido en grasa es directamente proporcional al
numero, volumen y tamafno de los glébulos de grasa, aunque esta conclusion no
puede considerarse definitiva pues la reconstruccion de las imagenes procedentes
de las muestras con un contenido elevado en grasa resulta compleja y no ofrece

resultados estadisticamente satisfactorios.

Karaman et al. (2012) estudian la influencia de la homogenizacion y el
contenido en grasa de la crema en las propiedades microestructurales del queso
Turco blanco. Las imagenes obtenidas a 2500-3000 aumentos permiten visualizar
diferencias entre los quesos procedentes de crema homogeneizada a 20 MPa y los
de crema no homogeneizada (Figura 5). Los quesos procedentes de crema no
homogeneizada muestran una matriz proteica mas densa, con una mayor
irregularidad en el tamafio y distribucion de las cavidades libres (Figura 5, a, b, ¢
y d), mientras que los quesos procedentes de crema homogeneizada muestran un
mayor nimero y dispersion de particulas de grasa, lo que confirma la disminucion
de la pérdida de grasa en suero por el proceso de homogeneizacion. Ademas estos
quesos muestran cavidades libres de menor tamafio. Si se compara la
microestructura en funcion del mayor o menor contenido en grasa, los quesos con
mayor contenido en grasa (Figura 5 a; y c¢;) muestran cavidades libres de mayor
tamafio y una matriz mas heterogénea que los quesos con menor contenido en

grasa (Figura 5 b; y d)).
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FIGURA 5. Imagenes obtenidas mediante SEM de queso turco blanco elaborado a
partir de crema homogeneizada y sin homogeneizar.

(a; y ¢1): microestructura del queso turco procedente de crema homogeneizada con
mayor contenido en grasa; (b; y d;): microestructura del queso turco procedente de
crema homogeneizada bajo en grasa; (a, b, ¢ y d) quesos turcos procedentes de
crema no homogeneizada. (Karaman et al., 2012).
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Madadlou et al. (2005) han empleado la técnica SEM para analizar de forma
visual las diferencias en la microestructura derivadas del aumento del contenido
en grasa del queso blanco irani. Como puede observarse en la Figura 6 a partir de
las imagenes obtenidas por estos autores, los quesos de mayor contenido en grasa
(Figura 6a) presentan una matriz proteica abierta en cuyas cavidades libres se
encuentran los globulos de grasa, mientras que en el caso de los quesos con bajo

contenido en grasa (Figura 6b), la estructura es mas compacta.

(a)

FIGURA 6. Imagenes obtenidas mediante SEM en queso irani blanco.
(a): queso con mayor contenido en grasa; (b): queso con bajo contenido en grasa.
Madadlou et al. (2005).

Rahimi et al. (2007) estudian el efecto de la reduccion del contenido en
grasa y de la protedlisis sobre la textura y las propiedades funcionales de un queso
blanco bajo en grasa de variedad irani. En el analisis, se determinan caracteristicas
sensoriales, microestructurales, reologicas y el caracter fundente del producto.
Estos autores concluyen que la reduccion del contenido en grasa tiene efectos
negativos en la textura (aumentando su dureza) y en las caracteristicas sensoriales.

El caracter fundente y el rendimiento quesero disminuyen al reducir el contenido
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en grasa. La concentracion del cuajo empleada en la elaboracion de este tipo de
queso, afecta positivamente a la percepcion sensorial de la textura, mejorando el
caracter fundente y los parametros instrumentales de dureza, pero este aumento en

la concentracion del cuajo causa una reduccion del rendimiento.

Algunos autores han estudiado la incorporacion de distintos ingredientes
(goma de mezquite, proteinas de soja, aditivos sustitutivos...) y su efecto en la
microestructura con el objetivo de mejorar las caracteristicas de la matriz proteica
en los quesos bajos en grasa. El estudio de la influencia de la adicion de hidratos
de carbono y proteinas ha sido objeto de numerosas publicaciones (Kucukoner y
Haque, 1995; Ma et al., 1997; Messina y Messina, 1992). En ellas se confirma la
idoneidad de su aplicacion para mejorar las caracteristicas de los quesos bajos en
grasa. Para la elaboracion de este tipo de quesos se han empleado también otros
tipos de aditivos con el objetivo de sustituir total o parcialmente la grasa del

queso.

Hernéndez-Tinoco et al. (2004) analizan mediante SEM el efecto de la
adicion de goma de mezquite y proteinas de soja a distintas concentraciones en la
microestructura de quesos de bajo contenido en grasa. El gel obtenido tras la
adicion de proteinas de soja en la leche muestra una microestructura igual de
firme y porosa que la control pero con unas cavidades mas grandes, lo que
incrementa su fragilidad ante los trabajos mecanicos llevados a cabo en los
tratamientos posteriores de elaboracion. El gel obtenido tras la adicion de goma de
mezquite presenta las mismas caracteristicas que el obtenido con la adicion de
proteinas de soja. Solo tras la adicion de una mezcla de goma de mezquite y
proteinas de soja se observan diferencias visuales, una microestructura mas
compacta, menos porosa y con poros de menor tamaino comparados con el queso

control.

Lobato-Caballeros et al. (2007) analizan la adicion de aceite de canola en
leche como sustitutivo de la grasa en queso fresco. Los quesos frescos asi

elaborados muestran un menor grado de unién entre las cadenas de caseina, con
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fibras proteicas de menor didmetro, lo que generaba una mayor porosidad en el
queso. Las imagenes de SEM obtenidas en este estudio muestran que la
sustitucion total o parcial de la grasa lactea con aceite de canola produce quesos
con una estructura menos estable y compacta, que afecta a la textura y

rendimiento del producto final.

En la literatura cientifica también se hallan articulos relacionados con el
estudio de la microestructura durante la fabricacion de queso (Boutrou et al.,

2002; Buffa et al., 2001; Impoco et al., 2007).

La estructura tridimensional del queso se ve modificada por las tecnologias
aplicadas en el proceso de elaboracion de los quesos. El desarrollo de esta matriz
proteica también se ve afectada por otros factores, como los cultivos iniciadores y
de afinado empleados, la temperatura a lo largo de la coagulacion y sinéresis, el
pH, el trabajo de la cuajada..., que modifican las caracteristicas del producto final.
Aquellos parametros que influyen en la microestructura, juegan un papel
importante en las propiedades del queso final percibidas por los consumidores

(Pereira et al., 2009).

Los cambios en la composicion de la cuajada o en las fuerzas fisicas y
quimicas involucradas en la produccion del queso estan directamente relacionadas
con cambios en la textura del producto final (Gunasekaran y Ak, 1999). El queso
es el producto obtenido tras la coagulacion de la leche y la sinéresis de la cuajada,
donde la cuajada es sometida a diferentes tratamientos mecanicos (corte,
agitacion, reposo, desuerado...) hasta obtener el producto final. Todos estos
procesos modifican la conformacion de la matriz proteica, aunque los cultivos
iniciadores utilizados también tienen una notable influencia en la microestructura
final de queso (Pereira et al., 2009). Por tanto, es necesario entender el
comportamiento de la microestructura durante el proceso de fabricacion del queso,
para asi poder mejorar el rendimiento y las caracteristicas organolépticas del

queso (Noronha y O'Riordan, 2008).
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Antes de la coagulacion, las micelas de caseina presentes en la leche no
muestran tendencia a la agregacion (Dalgleish, 1997). Al coagular la leche se
inicia el fenomeno de agregacion micelar aportando una clara transicion de una
dispersion estable a una matriz proteica tridimensional que configura la
microestructura inicial de la cuajada. Como fue descrito por Kimber et al. (1975)
y Oberg et al. (1993), la microestructura va evolucionando a lo largo de los
procesos mecanicos y fisicoquimicos que tienen lugar en la elaboracion del queso

desde la formacion de la cuajada hasta la maduracion.

Entre los pocos trabajos que se encuentran relativos a la microestructura de
la cuajada durante toda la elaboracidon de queso, destaca el realizado por Boutrou
et al. (2002) que relaciona el pH y el contenido en calcio, magnesio, sodio,
potasio, fosfato inorganico, citrato, lactosa, lactato, etc., con la evolucion de las
propiedades reoldgicas y de la microestructura a lo largo de la elaboracion y el
desuerado del producto, mediante la aplicacion de compresion uniaxial, SEM y
TEM. Mediante la aplicacion de SEM se observa que a lo largo del desuerado
disminuye la visualizacién de poros al progresar la fusion entre las particulas. En
la descripcion de las imdgenes se identificaron las hebras, las bacterias acido-
lacticas y la agrupacion de particulas a 5000 y 20000 aumentos. Este estudio
también aporta informacidon del tamafio orientativo de las micelas y aglomerados
micelares y de los poros que conforman la matriz proteica para cada uno de los

tiempos de elaboracion seleccionados.

El trabajo publicado por Oberg et al. (1993), consiste en la caracterizacion
mediante distintas imagenes obtenidas por SEM durante la elaboracion del queso
mozzarella, mostrando la evolucion visual de la microestructura y como las

micelas se agregan entre si hasta formar la matriz proteica del producto final.

La microestructura muchas veces se considera un complemento en el
estudio de diferentes aspectos de la transformacion del queso, y no un objetivo en
si de la investigacion. De hecho, en la literatura cientifica se hallan articulos

relacionados con la microestructura y la influencia de distintos factores en etapas
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concretas de la elaboraciéon de queso (coagulacion, salado, maduracidn...)
(Karami et al., 2009; Lobato Caballeros et al., 2007, Lobato Caballeros et al.,
2008; Melilli et al., 2005, Nidhi et al., 2008...).

Como describen Madadlou et al. (2005) cada variedad de queso tiene su
estructura tridimensional que refleja los cambios quimicos y microbiologicos en el
queso. Madadlou et al. (2005) y Madadlou et al. (2006) estudian la influencia en
la microestructura de distintos factores de la etapa de coagulacion. El primer
grupo de autores analizan la influencia de la concentracion de cuajo en la
microestructura del queso irani blanco observando que el empleo de una
concentracion dos y tres veces superior a la concentracion normal de cuajo para
esa variedad, genera matrices con una mayor porosidad (Madadlou et al., 2005).
El segundo grupo de autores realizan el mismo procedimiento aplicado en el
estudio anterior pero con el objetivo de analizar la influencia de la temperatura de
coagulacion en la microestructura del queso (Madadlou et al. 2006). La Figura 7
muestra las imagenes obtenidas. Como se observa el queso procedente de la
coagulacion a mayor temperatura (41,5°C) muestra una matriz mas compacta y

homogénea.

FIGURA 7. Imégenes obtenidas mediante SEM de queso irani blanco. Queso
procedente de la coagulacion a 34°C (a); a 37°C (b) y a 41.5 °C (¢).
Madadlou et al. (2006).

Castillo et al. (2005) y Thorvaldsson et al. (1999) se centran en el estudio de
la microestructura al objeto de determinar la influencia de la temperatura, la

velocidad de calentamiento, la concentracion del inoculo y el pH en la
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coagulacion. Estos autores observan cambios tanto en la estructura y dimension de
los poros como en la gelificacion y desuerado del producto. El pH juega un papel
importante en las modificaciones que tienen lugar en la red proteica del queso -ya
que se relaciona de forma directa con cambios quimicos en la conformacion
estructural de la cuajada-, afectando a su estructura. También la actividad de agua
y el contenido en sal afectan de forma indirecta a las propiedades reologicas del

producto (Pinho et al., 2004).

Herbert et al. (1999) analizan las diferencias entre la cuajada procedente de
coagulacion 4cida y la procedente de coagulacion enzimdtica, observando una
menor consistencia y capacidad de retencion de agua de la cuajada procedente de

la coagulacion acida de la leche.

Wium et al. (2003) determinan el efecto de las condiciones de la
coagulacion en la microestructura de queso Feta libre de grasa elaborado con
leche ultrafiltrada. Una dosis elevada de quimosina, una temperatura elevada asi
como un tiempo de coagulacion alto da lugar a una microestructura mas

compacta y reorganizada, favoreciendo la reagrupacion de las cadenas proteicas.

El corte de la cuajada es un proceso importante en la elaboracién del queso.
Los estudios en la microestructura del queso se han centrado, en su mayoria, en
los agregados proteicos, como se entrelazan entre si para constituir la matriz
proteica, tan caracteristica del queso. Esta agregacion depende del tamafio de los
granos de cuajada obtenidos tras el corte de la misma. Se ha determinado que, por
el tamano de los agregados proteicos, se puede predecir el estrés del alimento al
someterlo a una presion hasta su fractura, y el trabajo necesario, entendido como
la energia que se requiere para fracturarlo, por lo que se pueden predecir los
parametros que caracterizan la textura y estabilidad fisica del queso. (Wium et al,,

2003).

También se han realizado estudios de la microestructura durante el salado

del queso. Melilli et al. (2005) caracterizan los cambios en la porosidad y la
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estructura de la superficie del queso durante el salado del mismo observando que
la superficie antes del salado es porosa, con unas cavidades de forma irregular que
se encuentran distribuidas uniformemente, mientras que el queso tras el salado
presenta una matriz mas compacta con cavidades pequefias distribuidas de forma
paralela a la superficie del queso. Estos resultados coinciden con los cambios
visualizados por Cooke et al. (1995) en queso Mozzarella, y Madadlou et al.
(2007) en queso irani blanco, quienes observan que una mayor concentracion de
sal producia una microestructura mas compacta pero con una distribucion de los
poros heterogénea. McMahon ef al. (2009) constatan que no s6lo la concentracion
de sal y el tiempo de salado es importante en los cambios microestructurales sino
que la temperatura de la salmuera también ejerce un notable impacto en la

evolucion de la matriz tridimensional del queso durante el salado.

En los estudios relativos a la microestructura del queso final o del queso
durante su maduracion, se denomina poro al espacio libre entre las particulas que
conforman la matriz sélida. Buffa et al. (2001) han observado que los quesos con
una matriz proteica de estructura abierta con un nimero elevado en poros y
cavidades irregulares, tienen menor elasticidad que los quesos con una matriz mas
compacta y regular. Pero para poder definir de forma cuantitativa el grado de
abertura de la estructura, y su posterior relacion con la textura, es necesario
considerar otros factores ademas de la porosidad, pues una estructura puede tener
una misma porosidad en cuanto a porcentaje de espacio libre, pero no tener el
mismo nimero de cavidades. El area libre puede deberse a un solo poro de
grandes dimensiones o por una variedad de poros de pequeiias o medianas
dimensiones; constituye el espacio total libre el mismo, pero reflejan estructuras

muy distintas.

Aryana et al., (2001), emplean SEM para determinar la influencia de la
maduracion de los quesos de la variedad Vallegret y Edam en la microestructura.
Comparando los quesos de una semana de elaboracion con quesos de 6 y 11
meses de maduracion, se observa que para la variedad Vallegret los quesos

curados presentan estructuras fibrosas que no se observan en los madurados. En
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ambas variedades sin proceso de maduracion, se detecta la presencia de
estructuras porosas de pequefio tamafo y sutiles hendiduras que no se aprecian en
los quesos madurados. Ademés se visualiza que los quesos madurados
presentaban capas proteicas en la interfase grasa-proteina. Por tanto se afirma que
la maduracion afecta de forma notable la microestructura de los quesos. Un
comportamiento similar ha sido observado por Fallico et al. (2006) en quesos de

la variedad Piacentinu Ennese, después de 2, 4 y 6 meses de maduracion.

Pierre et al., (1999) caracterizan la microestructura del queso en relacion a
la composicion del mismo durante el proceso de maduracidon y determina que en
las primeras etapas de maduracidon los cambios quimicos y fisicos se desarrollan
de forma mas répida, con un aumento en el contenido en nitrogeno soluble y una
disminucion de la humedad, coincidiendo con lo senalado por Attaie et al. (1996).
Ademéds, estos autores observan que a medida que el contenido de humedad
disminuia, la microestructura del queso resultaba visualmente més compacta y

con una menor presencia de cavidades libres.

Karami et al. (2009) analizan las propiedades microestructurales de la
grasa durante la maduracion acelerada, aplicando lipasas comerciales en queso
Feta variedad irani fabricado a partir de leche ultrafiltrada. Las imagenes
obtenidas mediante SEM muestran que un mayor nivel de lipasas, o del periodo

de maduracion, conlleva una menor presencia de globulos de grasa.

También se han desarrollado estudios de la evolucion de la microestructura
durante el almacenamiento del queso. Tunick et al. (1997) observan que durante
el almacenamiento del queso la dimension de las micelas de caseina cambiaba
formando largos agregados, pero no se aprecian diferencias significativas entre la
porosidad del queso fresco y el queso almacenado. Estos efectos se han
relacionado con el proceso de proteolisis de la matriz proteica del queso. Con este
estudio también se determina que las submicelas de caseina se reorganizaban de

forma diferente en funciéon de la aplicacion o no de un proceso de
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homogeneizacion de las leches de partida, relacionando este hecho con una

disminucion de la proteolisis.

El empleo de una tecnologia u otra en la elaboracion también afecta a la
microestructura del queso y por tanto, a las caracteristicas de textura del producto
final. Fallico et al. (2006) han analizado la microestructura durante la elaboracion
del queso italiano Piacentinu Ennese, con el objetivo de caracterizar su matriz
tridimensional y evaluar el impacto de la tecnologia empleada en la elaboracion.
La matriz proteica del queso tradicional presenta una estructura permeable y bien
distribuida con un sistema de espacios libres originariamente ocupados por suero
y globulos de grasa. Las micelas de caseina se unen entre si para formar una
estructura con poros y hebras sin orientacion definida. Los quesos elaborados por
una tecnologia distinta a la tradicional (leche pasteurizada, con -cultivos
iniciadores y cuajo comercial, cubas industriales y prensado mecanico) mostraron
una matriz de hebras mas cortas y de menor continuidad que refleja una menor
fusion de las micelas de caseina y una mayor porosidad, tal y como describen
Buffa ef al. (2001) en quesos de cabra elaborados a partir de leche fresca y leche

pasteurizada, respectivamente.

Como ha sido descrito por Fenoul ef al. (2008), la mayoria de los estudios
realizados en la microestructura del queso se han llevado a cabo mediante la
observacion de las imagenes procedentes de la microscopia. Los analisis
cualitativos de las fotografias so6lo permiten describir la estructura, de modo que
para determinar las diferencias y las relaciones con otros factores es necesario

realizar un analisis cuantitativo.

La microscopia electronica de barrido es uno de los métodos que se han
utilizado para estos propositos, pero no el mas empleado. Hasta ahora la
aplicacion de SEM, -como se ha recogido a lo largo de este capitulo-se ha
limitado a un andlisis meramente descriptivo o de cuantificacidon orientativa. En
los ultimos afios se han desarrollado programas de andlisis de imagen que

permiten cuantificar de forma directa por semejanza a figuras geométricas, aunque
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no se obtienen resultados que reflejen fielmente la realidad asimétrica y
tridimensional de los distintos poros que conforman la microestructura de la
matriz proteica caracteristica de la cuajada y el queso, por lo que tampoco se

podria predecir la textura final del producto.

Este es el caso del estudio realizado por Impoco et al., (2007) que analizan
por SEM de forma cuantitativa la porosidad de la microestructura de distintas
variedades de quesos de origen siciliano. Como sostienen estos autores, en los
estudios cientificos, la evaluaciéon visual cualitativa es insuficiente para
determinar diferencias internas en la microestructura, por lo que estd cobrando
especial relevancia la descripcion de las imagenes en términos cuantitativos. En
este caso las imagenes obtenidas a un total de 500 y 1000 aumentos permiten en
un principio la cuantificacion de parametros tales como la porosidad -entendida
como el porcentaje del area porosa en relacion al porcentaje total del area de la
muestra- y el perimetro y area de cada uno de los poros, adaptandolos a formas
geométricas mediante el calculo de un factor de forma en el que los diametros
maximos y minimos que delimitan el poro, se emplean para la cuantificacion de
su superficie, y corresponden a los puntos mdas alejados del borde del poro
sobreestimando o subestimando en funcion de cada poro el éarea total y los
parametros relativos a la forma del mismo, como la redondez, el factor de forma y
el aspecto del radio del poro. Finalmente, este estudio aporta tinicamente datos
relativos al término de porosidad, ofreciendo para los otros parametros
seleccionados, una explicacion de las consideraciones a tener en cuenta para su
medicion, pero sin ser aplicadas a las muestras problema. Més que una aplicacion
concreta del conjunto de parametros, el estudio se centra en el desarrollo y la
explicacion del funcionamiento del soporte l6gico de un sistema informatico para
la determinacion de los pardmetros relacionados con la forma por semejanza a

figuras geométricas, la porosidad y la direccionalidad del poro.

Se ha logrado determinar el tamafio y la forma de los granulos de cuajada en
quesos suizos curados y semi-curados (Riiegg et al., 1987). Como sostiene Inoue

(1986) la cuantificacion de la microestructura se ve facilitada por el analisis de
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imagen por ordenador. De hecho en los ultimos afios el procesamiento de la
imagen por ordenador estd siendo cada vez mas empleado en la industria
alimentaria con grandes avances como el desarrollado por Impoco et al., (2007),

comentado anteriormente.

Otro avance importante fue el publicado por Ding y Gunasekaran (1998),
quienes han desarrollado un método de analisis tridimensional basado en la
reconstruccion de imagenes en dos dimensiones obtenidas por CSLM. Esta
metodologia la aplican para evaluar el numero, tamafo y forma de los glébulos de

grasa dispersos en la matriz tridimensional del queso.

Se han desarrollado muchos métodos visuales de microscopia Optica y
electronica para la caracterizacion de la microestructura de distintos alimentos
entre ellos la cuajada y el queso. No obstante, con ninguna técnica visual de
microscopia en dos y tres dimensiones se han cuantificado, de forma repetitiva y

reproducible, parametros concretos de microestructura.

Ding y Gunasekaran (1998) afirman que el conocimiento de la
microestructura ha de ser un precedente para la regulacion de la textura y de otros

atributos alimentarios.

Como describen Karlsson et al., (2007) en la coagulaciéon inducida de la
leche se pueden diferenciar tres fases, la primera fase de hidrolisis enzimatica de
la k-caseina, una segunda fase de agregacion de las micelas de caseina donde se
desarrolla el gel y una tercera fase en la que se forma la red tridimensional de la
matriz proteica en la que de forma simultdnea se produce un fendmeno de micro-
macrosinéresis. La consistencia en cada una de estas etapas es muy diferente, por
eso resulta interesante la aplicacion de un método tanto de microscopia como de
analisis de la imagen, en los tiempos de elaboracion correspondientes a estas
fases, porque asi se afirmaria la aceptabilidad del método en muestras de muy baja
consistencia como es el caso de la primera fase, y geles de una mayor consistencia

que corresponden al ultimo proceso previo al moldeado y prensado del queso
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pudiendo ser aplicado con posterioridad a intervalos mas cortos durante el
desuerado y asi profundizar en el estudio de la sinéresis. Este propdsito, se ha
conseguido con una de las publicaciones que forman esta Memoria de Tesis
Doctoral, logrando cuantificar de forma repetitiva distintos parametros

microestructurales a lo largo de la coagulacion y sinéresis del queso.

II1.2. Sensores en la industria alimentaria lactea

Muchas de las variaciones en la calidad tecnologica y la seguridad
alimentaria de los quesos comercialmente disponibles, residen en las diferencias
observadas durante la formacion del gel, donde el tiempo de corte y la sinéresis
son factores decisivos durante la elaboracion. La ausencia de criterios avanzados
del seguimiento de la coagulacién enzimatica y sinéresis es objeto de diversos

trabajos entre los que destacan la aplicacion de sensores Opticos on-line.

Como describen Sbodio y Revelli (2012), desde 1932 comenzaron a
utilizarse técnicas objetivas para la monitorizacidon en continuo de las propiedades
de los geles, como por ejemplo la utilizacion de diferentes viscosimetros que
permiten analizar los cambios de viscosidad durante la agregacion de las micelas
(Scott et al., 1961). Mediante el método visual desarrollado por Berridge (1952)
se puede determinar el tiempo de floculacion de las micelas de caseina en la fase
de agregacion. Autores como Hostettler et al. (1955) y, mas tarde, Green et al.
(1978) estudian imagenes de microscopia electronica para determinar la extension

de la agregacion y coagulacion en la elaboracion de queso.

Tsouli et al. (1975) han propuesto medir la conductividad eléctrica durante
la coagulaciéon y, mdas recientemente, Dejmek (1989) aplica medidas de
conductividad para observar la evolucion durante la coagulacion y relacionarla
con cambios de viscosidad, con resultados mas esperanzadores que los obtenidos

por los autores previamente citados.
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En 1976, se desarrolla un sistema mecanico conocido como Curd Firmness
Tester (CFT) que emplea la medicion de la manometria para valorar la oscilacion
hidraulica y la presion transmitida por el gel. Este sistema permite controlar la
firmeza al momento del corte de la cuajada mejorando la recuperacion de grasa y
caseina (Bynum y Olson, 1982); también permite estudiar la influencia de la
concentracion de caseina sobre el tiempo de corte de la cuajada (Garnot et al.,
1982). Garnot et al. (1982) emplean este dispositivo mecanico (CFT) para evaluar
la firmeza del gel de un queso elaborado con leche ultrafiltrada (3+0,1g/100g),
observando que la concentracién de proteina influye en el tiempo de corte de la
cuajada, disminuyendo exponencialmente con el incremento del contenido

proteico.

Otra técnica desarrollada en la década de los afios ochenta es la geometria
oscilatoria, sometiendo al gel a ondas de oscilacion sinusoidal a través de

redmetros oscilatorios (Bohlin ef al., 1984).

Richardson et al. en 1985 disefiaron un sensor de oscilacion vertical
conocido como Vatimer, que fue modificado afios después por Ridell-Lawrence et
al. (1988), quienes emplean el sensor modificado para el estudio de la influencia
de la firmeza de la cuajada en el rendimiento quesero. Este sensor permite
monitorizar de forma continua durante la coagulacion la variacion de la resistencia

mecénica del gel tras la fuerza aplicada en la oscilacion vertical.

También se ha utilizado la espectroscopia de difusion para el estudio de la
movilidad molecular de la cuajada al inicio de la coagulacién estableciendo

relaciones con el tiempo de relajacion del gel (Horne y Davidson, 1990).

Por el momento no se ha conseguido un sistema completamente eficaz y
adecuado para el seguimiento de la coagulacion asi, como para la determinacion
objetiva del tiempo ideal de corte, si bien es cierto que algunos métodos, entre los
que destacan las técnicas térmicas, de ultrasonidos y especialmente las de

dispersion de radiacion infrarroja cercana (NIR), parecen estar demostrando una
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utilidad practica interesante por su caracter no destructivo y su facil limpieza y
manejo, ya que se sirven de sensores especificos que pueden ser instalados en las
cubas industriales de cuajado. De hecho en los afios noventa, los instrumentos que
mas se han aplicado en la industria corresponden aquellos denominados métodos
del alambre caliente (Hot Wire Method) como el sistema OPTISET y los métodos
NIR. La utilizacion de estos sistemas en el control de la coagulacion de la leche

durante la elaboracion de queso mejora la calidad y consistencia de la cuajada.

La espectroscopia por NIR se basa en de la radiacidon electromagnética de
longitudes de onda del rango 780-2500 nm, correspondientes al infrarrojo
proximo, y se utiliza habitualmente para el analisis sensorial, y de la composicion
fisicoquimica de la materia prima, asi como del producto final (Osborne, 1986).
Para ello se emplean medidas de transmision y de reflexion difusa, siendo ésta
ultima la mas aplicada (Skoog et al., 2001). La radiacion penetra en la capa
superficial de las particulas, excita los enlaces de las moléculas del analito
dispersandose en todas las direcciones, dando lugar a un espectro de reflectancia

(Castillo, 2001).

Kawamura et al. (2003) han disefiado un sistema en linea basado en la
radiacion de la region NIR para la evaluacion de la calidad de la leche durante el
ordeno mediante la determinacion de su contenido en materia grasa, en proteina,
lactosa, células somaticas, y nitrégeno ureico en leche. Estos mismos autores han
realizado con el mismo equipo un nuevo estudio en el afio 2005 para mejorar la
solidez de los modelos de calibracion en linea (Kawasaki et al., 2005). Otra
tecnologia aplicada en leche es la tecnologia de dispersion de luz laser
desarrollada por Xin et al. (2006) para la determinacion répida y simple del
contenido en grasa y proteina. Basado en la teoria de dispersion de luz laser, la
relacion de la intensidad de luz dispersada a la intensidad de la luz transmitida,
que se denomina método del ratio transmision-dispersion, que es adoptado como
el parametro Optico que representa el contenido de grasa y proteina en la leche. De
esta manera, la influencia de la fluctuacién de la potencia de la fuente de luz se

elimina y en consecuencia, la exactitud de la determinacion se mejora. Este
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sistema es a tiempo real y cubre los requerimientos de la industria quesera; se ha
implementado como método de control de la composicion quimica de la leche de

partida para la produccion de distintos derivados lacteos.

Como se observa en la Figura 8, la fuente del sistema es un laser HE-NE (a)
que emite una longitud de onda de 632.8 nm a la potencia de 2 mW; el rayo laser
generado atraviesa el obturador (b) y llega a la zona de medicion (c). Este sistema
incluye dos detectores de fotodiodos (d), que convierten las sefales de transmision
y dispersion respectivamente en seflales de energia eléctrica continua de
aproximadamente 10 ® mA, y, a continuacion, a través del convertidor CA/CC (e),
las sefiales se envian al microprocesador (f), que se conecta a través del puerto de

serie en el computador (g).

La leche homogeneizada se envia a la zona de medicion a través de una
bomba eléctrica (h). Asi se determina a tiempo real el contenido en grasa y

proteina de la leche.

The electric pump

(h)

The high-pressure micro
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FIGURA 8. Disefio del sistema desarrollado por Xin ef al. (2006) para
determinacion directa del contenido en grasa y proteina de la leche.
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Las primeras aplicaciones de NIR en productos queseros fueron la
determinacion de grasa, proteina y humedad en diferentes variedades de queso
(Cheddar, Colby, Parmesano, Romano y Gruyére). Frankhuizen (1992) ha
aplicado NIR para clasificar diferentes variedades de queso Edam y Gouda segiin

el grado de maduracion.

Klenke y Schneemann (1993) también han usado radiacion infrarroja
cercana para la determinacion en linea del contenido de materia seca en el proceso
de fabricacién del queso y en 2001, Adamopoulos et al. (2001) aplican esta
técnica para la caracterizacion de su origen geografico en el control de la
elaboracion tradicional del queso Feta, obteniendo espectros NIR a longitudes de
onda de 1940, 2180 y 2310 nm en relacion a la humedad, proteina y grasa,
respectivamente. Mertens et al. (2002) monitorizan la coagulacion de forma
continua a través de la sefial de reflectancia infrarroja cercana en una unica
longitud de onda. Karoui, et al. (2006) han seguido trabajando con espectroscopia
MIR para la determinacion de los parametros quimicos en queso Emmental
comparando los resultados obtenidos a partir de la aplicacion del modelo de
regresion por minimos cuadrados, frente a los métodos tradicionales para la
determinacion de estos parametros. Y por ultimo, Gonzalez-Martin et al. (2007)
emplean esta técnica para la prediccion inmediata y simultanea de grasa,
humedad, proteina y contenido de cloruro en quesos elaborados con mezclas de

leche, de oveja y de cabra, curado y en diferentes momentos de su elaboracion.

La tecnologia NIR también se ha empleado para el estudio de la coagulacion
en leche de cabra, vaca y oveja mediante un sensor mixto que combina una sonda

térmica y un sensor optico de transmision NIR (Raynal y Remeuf, 2000).

En la ultima década se han desarrollado varios dispositivos en linea para el
seguimiento de la coagulacion en la elaboracion de queso. La principal ventaja de
estos dispositivos es la optimizacion de la humedad, rendimiento y calidad del
queso. Inicialmente, los dispositivos que se habian desarrollado para el

seguimiento experimental de la coagulacion realizaban mediciones reoldgicas
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inapropiadas para su utilizacion comercial en la fabricacion de queso. Los
sistemas actualmente disponibles para este propdsito son muy sensibles a los
cambios que tienen lugar en la formacién del gel alrededor del punto de corte,
cambios que se producen cuando el gel ha alcanzado una cierta consistencia. Esta
sensibilidad supone una fuente de error ya que dicha consistencia puede depender
de numerosos factores (por ej.: el nivel proteico), influenciando el ratio de firmeza
de la cuajada que puede no estar relacionada con el ratio de formacion del gel

(O' Callaghan, et al., 1999).

Sharma et al. (1993) realizan mediciones en linea del tiempo de coagulacién
y la firmeza de la cuajada, mediante un viscosimetro bajo la técnica de vibracion
torsional. Observan como la viscosidad disminuye en la primera fase de la
coagulacion, consecuencia de una reduccion de la micela de caseina. Esta
disminucion era mas pronunciada a temperaturas de coagulacion superiores.
Krenkel, et al. (1996) emplean también la técnica de vibracion torsional para el
estudio de la influencia de la adicion de calcio, contenido en grasa y la forma de
agregacion de contenido proteico en la coagulacion de la leche, observando que el
sensor era sensible a la adicion de cloruro cdlcico y a una variacion proteica de

0.3% en el caso de leches descremadas.

Payne et al. (1993) utiliza un sistema de dispersion NIR a 950 nm para la
monitorizacion de la coagulacion de la leche a distintos niveles de grasa,
concentracion de enzima coagulante, temperatura y pH, manteniendo un nivel
proteico constante. Con este estudio observan que se puede predecir el tiempo de
corte con un error estandar menor de 120 segundos, al encontrar una alta
correlacién entre el tiempo de corte (Tqy) y el ratio de la sefal del sensor
introduciendo como variable la concentracion de proteina de la leche en el modelo
de prediccion. Estos autores también observan que a 820 nm la reflectancia difusa
responde linealmente a la concentracion de grasa en la leche en un rango de 1-5%.
Payne et al. (1996) también encuentran una alta correlacion entre el momento de
la elaboracion en el que se procede al primer corte (Tey), y el tiempo

correspondiente al punto mas alto de radiacidon dispersa (Thax) utilizando una

50



Antecedentes

longitud de onda de 880 nm. Esta observacion, permite el desarrollo de un
algoritmo de prediccion del tiempo de corte mejorando la automatizacion en la
elaboracion de queso, pues este tiempo, que suele ser determinado de forma visual
por el quesero, difiere notablemente de una elaboracion a otra (Castillo et al.,
2002; Castillo et al., 2006a; Castillo et al., 2006b). Esta técnica ha sido patentada
bajo dos nombres: CoAguLab'™ (para analisis en laboratorio) y CoAguliTe™
(disefiado para ser acoplado en la cuba quesera permitiendo su aplicacion a nivel
experimental y industrial), dos sensores de fibra Optica que monitorizan la
coagulacion de la leche y predicen el tiempo de corte de la cuajada (Castillo ef al.,
2001; Payne et al, 1993), su aplicacion ha sido objeto de diversos estudios,
algunos de ellos realizados en el Grupo de Investigacion donde se ha llevado a

cabo esta Memoria.

El sensor CoAguLab™ es un sistema 6ptico de seguimiento y medicion de
la cinética de las enzimas empleadas en la coagulacion de la leche. Este
instrumento estd equipado con dos celdas de medicion de 80 mL para las pruebas
de emparejado. Ha sido especificamente disefiado para proporcionar un control
apropiado de la temperatura y para la determinacion precisa y repetitiva de la
actividad coagulante en leche. EIl sistema controla la temperatura, la
retrodispersion de la luz y el pH para cada cuba de 80 mL. Permite determinar la
velocidad de reaccion enzimatica de la coagulacion, con la valoracion simultanea
del pH y temperatura. A partir del perfil de retrodispersion de la luz durante la
coagulacién permite la prediccion de distintos pardmetros o indices de
coagulacion en la elaboracion de queso como por ejemplo el tiempo de corte
(Tew), el tiempo de inflexion de la primera derivada (Thax)... Este sensor estd
provisto de dos cubas, cada una de ellas con un termoresistor (sensor resistivo de

temperatura), una fibra Optica (880 nm) y una sonda de pH (Figura 9).
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FIGURA 9. Disefio del sensor CoAguLab™. Imagen propiedad de Reflectronics,
Inc.

El sensor CoAguLite™ es un sistema que sigue el mismo funcionamiento
descrito para el CoAguLab"™ pero que ha sido disefiado para su acoplamiento en
cuba. Este sensor es una tecnologia empleada para el control en linea de la
coagulacion. Proporciona un control uniforme del tiempo de corte, reduce la grasa
del suero y mejora el control de la humedad. Este sistema permite a su vez
determinar la velocidad de la reaccion enzimatica de la coagulacion de la leche
permitiendo ajustar los cambios en la temperatura, pH, calcio afiadido y la
concentracion de cuajo o enzimas coagulantes. El uso de fibras oOpticas de
pequefio tamafio permite la medicién precisa de pequefios cambios en la
agregacion de la caseina. El sensor integra un algoritmo de procesamiento de
datos y un modelo de prediccion que se utilizan para implementar esta tecnologia.
Este sensor al igual que el CoAguLab™ permite determinar el parametro Tiax,
comentado anteriormente pero directamente en la cuba industrial (o planta piloto).
Este indice es una medida directa de la cinética de coagulacion determina a partir
de la primera derivada del ratio de reflectancia difusa (Figura 10) y se utiliza para
predecir el tiempo de corte a partir de la siguiente ecuacion: Te,= BETA: Tpax
(Payne et al., 1993). BETA es una constante seleccionada por el quesero que

calibra el sistema.
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FIGURA 10. Disefio del sensor CoAguLite™. Imagenes propiedad de
Reflectronics, Inc.

Este sensor de fibra Optica consiste de una fibra optica de emision de luz de
600 um y otra del mismo didmetro para la transmision de la reflectancia difusa al
fotodetector. La fuente de luz corresponde a una luz infrarroja LED de 880 nm
(Castillo et al., 2000). La Figura 10 muestra los distintos elementos necesarios

para su acople en la cuba quesera.

El sensor CoAguLite™ ha sido empleado para el estudio del efecto de la
temperatura, la concentracion del indculo y la concentracion de cloruro calcico
(Castillo et al., 2006a y Castillo et al., 2006b) concluyendo que el sensor es
apropiado para la monitorizacion on-line durante la coagulacion. Fagan et al.
(2007a) ponen de manifiesto la correlacion entre la respuesta del sensor y las
propiedades fisicoquimicas del producto, como la humedad que a su vez se
relaciona con la seguridad del producto. De hecho, el sensor no s6lo permite la
prediccion del tiempo de corte, sino también de otros indices de fabricacion
quesera como el rendimiento quesero y, ademas puede ser empleado para el
desarrollo de algoritmos de prediccion de humedad y pérdida de grasa en el suero

(Fagan et al., 2007a).
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El estudio de la sinéresis en la elaboracién de productos queseros, es otro
factor relevante para la optimizacién de los procesos. La sinéresis, como se ha
comentado con anterioridad, es el fendmeno por el que se libera espontineamente
el lactosuero, como consecuencia de la reorganizacion de las micelas de caseina
en la red tridimensional a través de enlaces de hidrogeno principalmente.
Aplicado a los geles de coagulacion enzimatica, el suero de la cuajada, y su
eliminacion en la sinéresis, no solo determina la humedad del coagulo sino
también el contenido mineral y en lactosa, influyendo en el pH y en el desarrollo y
contenido en microorganismos. Como estos factores interactian entre si,
influencian la produccidn enzimatica y su actividad y, por lo tanto, determinan la
estabilidad, calidad y seguridad del producto. Un seguimiento en linea de este
proceso, a lo largo de la cadena de produccion, permitiria el control 6ptimo de la
misma, que garantiza una normalizacion de los elaborados y un mayor

rendimiento en la produccion y rentabilidad en la industria quesera.

El estudio y control de la sinéresis tiene una serie de dificultades
evidenciadas por las numerosas y variadas técnicas que se aplican. Walstra et al.,
(1986) y Walstra (1993) han revisado distintas técnicas propuestas para
cuantificar la sinéresis como son la medida de la contraccion de la cuajada,
determinada por los cambios de peso (Castillo et al., 2006a; Lodaite, 2001), el
area (Renault ef al., 1997), el volumen (Lawrence, 1991) o la masa. También la
medida de la expulsion de suero (Castillo et al., 2000; Castillo et al., 2006a,
Daivau et al., 2000; Marschall, 1982), o del grado de diluciéon determinado
mediante la agregacion de un trazador (Beeby, 1959; Grundelius et al., 2000) o
mediante un trazador natural como los globulos de grasa lactea. (Castillo et al.,

2005a).

La mayoria de los estudios realizados sobre cinética de la sinéresis se han
llevado a cabo mediante la medicion directa o indirecta de la masa o volumen del
suero del queso exudado desde el interior de los granos de la cuajada. Algunos
autores determinan directamente el grado de contraccion de la cuajada debido a la

dificultad de esas determinaciones (Walstra y Jennes, 1984). Van Dijk (1986) y
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Van Dijk y Walstra (1986) la estudian mediante el empleo de microscopia
electronica. Pero todas estas técnicas no permiten un seguimiento en linea en las
propias industrias productoras. Lodaite (2002) ha empleado un sensor laser para
monitorizar la contraccidon, que si podria aplicarse en linea a escala industrial,

pero atn no constan estudios en los que se haya aplicado.

Como describen Fagan et al. (2007a, b y ¢) el control de la sinéresis es una
herramienta 1til, pues puede ser utilizada para la determinacion del contenido de
humedad final deseado, pero requiere de un control de las condiciones de
coagulacion y procesado. En los tltimos afios, se ha profundizado en el estudio de
técnicas que permitan este control mediante la monitorizacion en linea, tanto de la
coagulacion como de la sinéresis, y la prediccion de indices de produccion como
el tiempo de corte y parametros fisicoquimicos. Las técnicas de espectroscopia
infrarroja son rapidas, sensibles y no invasivas. A pesar de que no pueden ser
empleadas para la monitorizacion en linea de la fabricacién de queso, son
apropiadas para el control remoto a tiempo real en las lineas de procesado, para
comprobar y cuantificar la composicion de proteinas, grasa y humedad (Curda y

Kukackova, 2004).

Una de estas tecnologias, ya comentada anteriormente y que también se ha
aplicado en la sinéresis, es la espectroscopia NIR. Esta tecnologia es la mas
estudiada en la actualidad y la que sola (Gonzalez-Martin et al., 2008) o unida a
una fibra Optica de reflectancia remota ha mostrado una mayor potencialidad en el

control de procesos (Rodriguez Otero et al.1995y 1997).

Como han descrito Gonzalez-Martin et al. (2008), las técnicas
convencionales de reflectancia requieren una compleja y extensa calibracion, y
ademas, una manipulacion de la muestra de forma previa al andlisis, lo que impide
su utilizacion para el control a tiempo real en las lineas de produccion. La
tecnologia NIR empleada por estos autores permite de forma experimental la

prediccion instantdnea y simultdnea del contenido en grasa, proteina y cloruro de
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los quesos de mezcla de distintos tiempos de maduracion, pero no ha sido

empleada para la prediccion en linea a lo largo de la elaboracion.

Algunos autores han llegado a asignar el contenido de los principales
constituyentes del queso (grasa, proteina y humedad) a determinadas bandas del
espectro infrarrojo, cuantificando el contenido de algunos de los constituyentes a
partir del area del pico correspondiente en el espectro (Chen et al. 1998;
Mazzerrolles et al., 2001). Por otro lado, Fagan et al. (2007c) evaluaron el
potencial de la espectroscopia de infrarrojo medio (MIR) para la determinacion de
determinados atributos sensoriales tales como la firmeza, fragilidad,

cremosidad..., obteniendo resultados prometedores.

Como se observa en la Figura 11, a partir de un espectro infrarrojo medio se
pueden identificar distintos componentes a través del numero de pico
correspondiente a las absorciones de enlaces caracteristicos de cada molécula y
cuantificarlos calculando las areas relacionadas. Esta metodologia presenta
diversas limitaciones, por lo que todavia no se ha aplicado para la determinacién

en linea al procesado industrial de queso.
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FIGURA 11. Espectro infrarrojo de queso procesado (Fagan et al., 2007c¢).
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También Guillemin et al. (2006) emplean un sensor en linea NIR a 700 nm
para determinar la distribucion del tamafio de particulas de caseina en el suero,

mostrando una potencial aplicacion a escala industrial.

Renault ef al. (1997) ha empleado diferentes programas de procesamiento
de imagenes por ordenador mediante diferentes soportes 16gicos de un sistema
avanzado (software) para monitorizar la contraccién de los granos de cuajada
durante la sinéresis, que han permitido hacer simulaciones 3D de la perdida de
suero durante la sinéresis a nivel experimental. Algunos de esos sistemas han sido
acoplados a una cuba quesera a escala piloto, como por ejemplo el sistema
aplicado por Everard et al., (2007), quienes estudian la variacién de color de la
cuajada y el suero en cuba, relacionandola con la evolucion de la sinéresis y bajo
diferentes condiciones de agitacion y pH. Estos autores evidencian que el sistema
es unicamente eficaz sobre la superficie de la cuajada y bajo agitacion suave, que

supone una limitacidon para la monitorizacion de la sinéresis.

La tecnologia comercialmente disponible CoAguLite™, comentada
anteriormente, también se ha aplicado para la monitorizacion en linea de la
sinéresis en la elaboracion de queso. Como describen Fagan et al. (2007a) y
Mateo et al. (2009a) esta técnica ofrece buenos resultados para el control en linea
de la coagulacion, con lo que su aplicacion durante la sinéresis permitiria ofrecer
al mercado una unica tecnologia para la monitorizacién en linea de los procesos
con una mayor relacion con el contenido en humedad del queso y el rendimiento

quesero.

Los primeros resultados obtenidos tras la aplicacion del sensor
CoAguLite™ muestran que la aplicacion de esta tecnologia en la sinéresis podria
generar resultados prometedores, sin embargo, tras los estudios realizados por
Fagan ef al. (2007a y b) se ha confirmado que la presencia de dos fases (suero y
cuajada) tras el corte de la cuajada producen una elevada dispersion de los datos

derivados del CoAguLite™ que se acentia a lo largo de la evolucion de la
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sinerésis, lo que dificulta la monitorizacion de los cambios fisicos de la cuajada a
lo largo de la elaboracién, y por tanto, dificulta el desarrollo de modelos de
prediccion de la humedad, la pérdida de grasa en suero y el rendimiento quesero
(Fagan et al., 2007b). Por este motivo, es preciso desarrollar otra tecnologia que
permita la monitorizacién de la sinéresis de forma repetitiva y reproducible con
datos estadisticamente significativos. El desarrollo de un nuevo sensor de retro-
reflexion de luz con un amplio campo de vision (LFV) “Novel Light Backscatter”
permite la monitorizacion del proceso de coagulacion y sinéresis de la cuajada, la
prediccion del rendimiento, la humedad y la pérdida de grasa en suero mejorando
el control del proceso durante la elaboracion de queso (Castillo et al., 2005b;

Fagan et al., 2007a, b y ¢; Fagan et al., 2008; Mateo et al., 2009b).

El sensor LFV ha sido disefiado por la Universidad de Kentucky y esta
provisto de una sonda con un amplio campo de vision, conectada por un lado a
una ldmpara haldégena de tungsteno y por el otro a un conector roscado para cable
coaxial unido a una fibra dptica que se conecta a un espectrémetro con un rango
espectral de 360-2000 nm (Figura 12). El funcionamiento y las configuraciones de

este sensor han sido detalladas por Fagan ef al. (2007a)
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FIGURA 12. Disefio, configuracion e imagen del prototipo LFV (Fagan et al., 2007a;
Fagan et al., 2008).
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Este prototipo se ha empleado para la monitorizacion de la sinéresis a través
de parametros relacionados con el color (coordenadas CIElab) de la cuajada y el
suero. Los pardmetros de color derivados de la aplicacion de este sensor
permitieron la prediccion de indices de sinéresis (rendimiento del lactosuero,
grasa en lactosuero, humedad de la cuajada, extacto seco del suero, firmeza del

gel...) (Everard et al., 2008).

El sensor LFV se ha empleado también en diferentes disefios experimentales
en los que se ha estudiado la variacion de distintos factores (diferentes niveles de
proteina y grasa en la leche, niveles de firmeza del gel, intensidades de corte del
gel, velocidades de agitacion...) demostrando la capacidad del sensor de predecir
la humedad, la pérdida de grasa en suero, y el rendimiento quesero durante la
sinéresis (Fagan et al., 2008; Mateo et al., 2010). Sin embargo, las distintas
composiciones y etapas consideradas a la hora de experimentar con el prototipo,
difieren de las que normalmente se emplean en la industria quesera. En cada uno
de estos estudios, la agitacion es continua durante toda la sinéresis, sin tener en
cuenta la contribucidon de etapas como el reposo, calentamiento y lavado de la
cuajada, que normalmente se llevan a cabo en la elaboracion del queso y que
ejercen un importante impacto en las propiedades del queso y en el rendimiento
final. Ademas, estos estudios han empleado leche en polvo reconstituida y no
leche pasteurizada, por lo que los modelos de prediccion desarrollados por estos
autores pueden no adecuarse bien a la hora de aplicar el sensor LFV en leche
fresca o pasteurizada, pues es preciso tener en cuenta las variaciones de la materia
prima a la hora de implantar el sensor en la industria. Como describen Fagan et al.
(2007a) es preciso validar el sensor a escala piloto utilizando la préctica estandar
empleada por la industria para la elaboracion de queso, permitiendo determinar la
utilidad del sensor para su implementacion en la fabricacién industrial de los

distintos tipos de queso.
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Rovira et al. (2012a) aplican el sensor LFV bajo las condiciones y etapas
comunmente empleadas para la elaboracién de queso fresco. Estos autores
confirman que para la aplicacion del sensor LFV en la coagulacion y sinéresis de
leche de cabra es preciso utilizar longitudes de ondas distintas a las propuestas por
otros autores, en concreto seleccionan las longitudes de 990, 1000 y 1010 nm
como las més apropiadas, pues muestran una mejor dispersion de los datos y unos
modelos de prediccion con mejores coeficientes de regresion. Estos autores
confirmaron la utilidad de dicho sensor durante la elaboracion de queso fresco de
cabra aportando un perfil del ratio del LFV para dicha elaboracion. A partir de las
configuraciones descritas por estos autores, Rovira et al. (2012b) analizan la
utilidad del LFV para la prediccion del contenido de humedad, el rendimiento, la
dureza, elasticidad y adhesividad del queso de Murcia al Vino. El objetivo de
estos autores era desarrollar nuevos algoritmos de prediccion que emplearan
parametros sencillos de determinar en la industria, y faciles de comprender por los
maestros queseros. Con este estudio se desarrollan un total de 27 modelos
distintos con la definicion de 11 parametros nuevos que permiten definir el tiempo
de corte, el contenido de humedad, la textura y el rendimiento en la elaboracion de
queso de Murcia al Vino. Ademads, estos autores confirman la utilidad del sensor
para el control en linea de la humedad de la cuajada durante la elaboracion de este
tipo de queso con un error del 5%, permitiendo al maestro quesero seleccionar una
humedad de la cuajada determinada, garantizando que dicha humedad sera
alcanzada antes de la maduracion. Poder estandarizar la humedad de la cuajada de
forma previa a la maduracion permite corregir las variaciones de humedad entre
los distintos lotes, que suponen importantes variaciones en el rendimiento
quesero, un problema importante en la industria quesera cuyos profesionales

intentan resolver.
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IV.1. Elaboracion de queso de Murcia al Vino

Para la realizacién de los diferentes ensayos experimentales recogidos en
esta memoria de Tesis Doctoral, se emplearon muestras de cuajada de queso de
Murcia al Vino procedentes de distintas queserias de la Region de Murcia,
elaborado seglin el procedimiento establecido para esta Denominacion de Origen
(B.O.E. 25 de octubre de 2001). El queso de Murcia al Vino es un queso de cabra
prensado de pasta lavada, semicurado, de forma cilindrica bafiado en vino tinto y

con un tiempo minimo de maduracion de 45 dias.

Tras la pasteurizacion de la leche se adiciona el cloruro célcico y los
cultivos iniciadores a la leche de cabra de forma previa a la adicion del cuajo. La
marca comercial y las concentraciones de dichos sustratos varian en funcién del
fabricante del queso de Murcia al Vino, y se detallan en cada uno de los articulos

cientificos publicados (ver Resultados y Discusion).

En nuestras experiencias, cuando la leche alcanza una temperatura de 32-
34 °C se adiciona el cuajo (el tipo de cuajo y dosis especificada, se detalla en cada
uno de los articulos recogidos en esta memoria de Tesis Doctoral) a una
concentracion de 0,026 mg/L. Transcurridos 30-40 minutos tras la adicion del
cuajo al visualizar la consistencia de la cuajada se realiza el primer corte. Tras este
primer corte, la cuajada se deja reposar y seguidamente se realiza un segundo
corte, se desuera (15% del volumen inicial de leche), lava, agita, reposa, moldea,

prensa, se sumerge en salmuera, y finalmente, se trata la corteza y se baifa el
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queso en vino tinto. Los tiempos, temperaturas y caracteristicas de cada una de

estas etapas pueden diferir entre las distintas queserias.

IV. 2. Composicion fisicoquimica del queso:

IV.2.1. pH

Las determinaciones de pH en el queso se realizan mediante pH-metro
(micropH 2001, Crison®, Barcelona, Espafa) con electrodo combinado de vidrio
(52-02, Crison®, Barcelona, Espafa). Previamente el equipo se calibra con
disoluciones estandar de pH 7,00 y 4,02 (Crison®, Barcelona, Espafia) a
temperatura ambiente. Las mediciones de pH se llevan a cabo sobre (5 g + 0,1 g)
de la muestra triturada y dispersa en 30 mL de agua destilada con multiagitador
magnético (AGIMATIC-N, P. Selecta S.A, Barcelona, Espafia) durante 10

minutos.

1V.2.2. Actividad de agua (a,)

La determinacion de la ay, en el queso se realiza mediante el equipo
Novasina® (TH 200, Novasina AG, Lachen, Suiza). Para la calibracion del
aparato se emplean disoluciones salinas saturadas patrones con valores de
humedad relativa conocidas (LiClI-H,O 11%, KCHs 23%, MgCl,-6H,O 33%,
Mg(NOs),6H,0 53%, NaCl 75%, BaCl-2H,O 90% y K,CrO; 98%). La
calibracion se inicia con la disolucion salina de mayor valor de humedad relativa

en sentido decreciente. La determinacion se realiza por duplicado.

1V.2.3. Capacidad de retencion de agua

La determinacion de la capacidad de retencion de agua de las muestras de
cuajada se lleva a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Pandey et al.

(2000). 30 g = 0.1 mg de cuajada se centrifugan (MEDITRONIC BL, P. Selecta
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S.A, Barcelona, Espana) a 4500g durante 10 minutos. Se determina el volumen
total de sobrenadante y se expreso siguiendo la siguiente formula propuesta por

Pandey et al. (2000).

CRA= [(Py x Hy/100) - Pg] x [100 / (Po- Pg)]

CRA: Capacidad de retencion de agua
Py= Peso (g) inicial de la cuajada antes de la centrifugacion
Pg= Peso (g) del exudado

Hy= Humedad inicial

1V.2.4. Extracto Seco

Se desecan 3g + 0,1 g en estufa con circulacion forzada (ST 6120,
HERAEUS, Barcelona, Espafa) hasta peso constante siguiendo la Norma IDF

(2004). Todas las determinaciones se hicieron por triplicado.

1V.2.5. Determinacion del contenido en grasa y perfil de dcidos grasos.

El contenido de grasa total se determina utilizando un butirometro Van-
Gulik-Gerber segtin el método Van-Gulik descrito en la Norma ISO (2008). Todas

las determinaciones se hicieron por triplicado.

La determinacion de la composicion de los acidos grasos totales se realiza
de acuerdo a lo descrito por Ferrandini (2006). En primer lugar se realiza una
extraccion lipidica con una etapa previa de homogeneizacion en un equipo ultra-
turrax Janke & Kunkel (T25 IKA-Labortechnik, Alemania) de la muestra triturada
(1,0-1,5 g = 0,1mg) a la que se le habia agregado 7 mL de H,O destilada a 70°C.
A continuacion se agregan 3 mL de NH4OH, se vuelve a homogenizar y
finalmente se lava con 10 mL de etanol absoluto. La mezcla obtenida se vierte en
embudo de decantacion de 250 mL. Los disolventes organicos de la fase apolar se
evaporan en rotavapor Biichi mod. 011, (Flawin, Suiza). La temperatura de

evaporacion se controla a través de un bafio termostatico Biichi mod. 461 (Flawi,

65



Metodologia

Suiza) y un equipo de refrigeracion Heto mod. Comfort (Barcelona, Espana).
Tras la extraccion, la fase lipidica se pesa y congela a -18°C hasta su

derivatizacion.

En la derivatizacion los 4cidos grasos se hidrolizan y metilan hasta obtener
los ésteres metilicos (EM) segun el procedimiento descrito por Ferrandini (2006).
Los EM, se dejan enfriar y se afiade una disolucion al 3% de H,SO4 en metanol
anhidro, calentando a ebullicién durante 5 minutos. Durante este paso se completa
la esterificacion favoreciéndose ademas la estabilizacion de los EM. Se suspende
el calentamiento, se deja enfriar y se aflade n-hexano con agitacion, para favorecer
la disolucion de los ésteres en este solvente. Se deja enfriar el contenido y a
continuacion se vierte en un matraz aforado de 10 mLmezclandolo con una
soluciéon sobresaturada de NaCl hasta la separacion de dos fases bien
diferenciadas. La fase superior transparente contiene los EM disueltos en n-

hexano.

El contenido de dicha fase se refrigera en hielo picado y se analiza mediante
cromatografia de gases (GC 8000 series, Fisons Instruments Inc, Milan, Italia) con
un detector de ionizacién de llama (FID-80). Se utiliza una columna capilar HP5 -
de 30m de longitud, 0,25 mm de diametro interno con Fenil Metil Siloxano
entrecruzado 5% y 0,25 um de espesor de pelicula- (Hewlett-Packard, Barcelona,
Espafia). La identificacion de los EM se realiza mediante comparacion con los
tiempos de retencion de los patrones de referencia: EM del acido butirico, B2503;
EM del 4cido caproico C5049; EM del acido caprilico C3375; EM del acido
caprico C2125; EM del acido laurico L7272; EM del acido miristico M3378; EM
del acido palmitico P5177; EM del é4cido palmitoleico P6087; EM del acido
estedrico S 5376; EM del 4cido oleico O 4754; EM del 4cido linoleico L1876 y
EM del 4cido linolénico 1.2626) todos ellos suministrados por Sigma (Madrid,
Espana).
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Los ésteres se cuantifican usando el EM del 4cido undecanoico (Sigma U
0250, Madrid) como estandar interno, y a partir de las rectas de calibrado de cada
acido graso. El resgistro cromatografico y la integracion de los acidos grasos se llevo
a cabo mediante Chrom Card, softward de Fisons Instruments(Milan, Italia), y la

concentracion de cada acido graso se expresa en (%).

1V.2.6. Contenido de nitrogeno total y fracciones de nitrégeno soluble.

La determinacion del contenido de nitrogeno total se realiza mediante el
método Kjedahl a partir de 0,5 g + 0,1 mg de queso, segin la norma IDF/RM
(2008). La muestra se destila y valora en un equipo automatico (M323, Biichi,
Flawil, Suiza), y mediante un valorador automatico (702 SM Titrino, Metrohm
S.A, Herisau, Suiza), respectivamente. Todas las mediciones se realizaron por

duplicado.

La determinacion de las distintas fracciones nitrogenadas -nitrégeno soluble
en agua (WSN); soluble a pH 4.4 (pHss SN); nitrogeno soluble en acido
tricloroacetico al 12% (TCASN 12%); nitrogeno soluble en acido fosfotiingstico
al 5% (PTASN 5%) y nitrégeno soluble en etanol al 28.5% (ETSN 28.5%)- se

realizaron seglin el procedimiento descrito por Biitikofer et al. 1993.

IV. 3. Analisis de la microestructura

La recogida de las muestras de cuajada y suero se realiza en botes estériles
de 250 mL a tiempos preestablecidos, desde el inicio de la coagulacion hasta el
vaciado de la cuba, que se separandolas mediante el uso de un tamiz de acero
inoxidable de 75 um. A continuacion se procede al primer fijado con disolucion
de glutaraldehido, formaldehido y tampdén cacodilato 0,2 M y se procede al
traslado de las mismas en refrigeracion hasta los laboratorios de Tecnologia de

Alimentos de la Universidad de Murcia.
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FIGURA 13. Disefio experimental para el andlisis de la microestructura de la
cuajada a lo largo de la elaboracion del queso.
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1V.3.1. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para el analisis de la muestra por microscopia electronica de barrido se
empleo el método descrito por Boutrou et al. (2002) al que se realizaron unas
modificaciones. El procedimiento seguido para el andlisis de la microestructura de

la cuajada se recoge en la Figura 13.

Las muestras de cuajada se cortan en cubos de 2 a 6 mm, 4 cubos para cada
uno de los dos tiempos seleccionados por dia de elaboracion, y se fijan mediante
una disolucion de glutaraldehido, formaldehido y tampoén cacodilato 0,2 M como
describe la técnica de MacDowell y Trumph (1976) durante 24 horas a 4°C.
Posteriormente las muestras se lavan con tampén cacodilato 0,2 M y sacarosa
durante 24h a 4°C, con el fin de garantizar que no haya restos de la disolucion
fijadora en la muestra, hecho que puede aportar conductividad a la muestra
impidiendo su posterior visualizacion. A continuacioén se fijan en tetradxido de

osmio al 1 por ciento y se lavan segun el proceso antes descrito.

Una segunda etapa del procesado de las muestras corresponde a la
deshidratacion con acetona al 30%, 50%, 70%, 90%, 100% durante 40 minutos
respectivamente. Posteriormente, se procede al secado de punto critico con

acetona 100% y CO; liquido (CPD-020, Balzers Union, Balzers, Liechstenstein).

Las muestras se soportan con un adhesivo doble capa de carbono y se
recubren con oro mediante con el metalizador 200A, Biorad, Polaron Division,
Watford, Reino Unido. Por ultimo se observan al Microscopio Electronico de
Barrido (Jeol T-300, Sollentuna, Suecia). Para cada cubo de muestra procesada se
capturaron 6 imagenes a 6500 aumentos (Figura 13) y una resolucion de
1024x786 para su posterior analisis. La Figura 14 muestra un ejemplo de las

imagenes obtenidas mediante el tratamiento descrito en la Figura 13.
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o

FIGURA 14. Imagen obtenida mediante SEM a 6500 aumentos.

1V.3.2. Analisis de Imagen

A partir de las imagenes capturadas por microscopia electronica se analiza,
en primer lugar, la porosidad definida como el porcentaje del area total libre
determinada en la conformacién estructural de la muestra (Impoco et al., 2007).
En la bibliografia se han descrito diferentes parametros relacionados con el poro,
unidad estructural correspondiente a la cavidad libre entre varias uniones proteicas
(Buffa et al., 2001); de esta unidad se definen tres variables: el nimero de poros
observados para superficie considerada de la muestra, el area de cada uno de los
poros y su perimetro. El Gltimo pardmetro cuantificado corresponde al grosor de
la hebra definido como el vector de la distancia lado a lado de la misma, siempre
perpendicular al vector de direccion de la unién. Todos estos valores son
estudiados mediante un programa de analisis de imagen (Mip.4.5 Consulting

Image Digital, Barcelona, Espaiia).

Para la cuantificacion de la porosidad es necesario realizar como etapa
previa un proceso de normalizacion (Figura 15a) de todas las imagenes -para
garantizar un buen contraste-y la calibracion segin la barra de calibrado en

funcién de los aumentos de la imagen. Este proceso de calibracion es importante
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pues permite establecer la equivalencia entre pixeles cuantificados y su magnitud

en micras.

A continuacién se procede a una segmentacion de los niveles de gris
(Figura 15b) para seleccionar el area correspondiente a los poros de la muestra. El
resultado de esta segmentacion de los niveles de gris es una imagen en blanco y
negro (Figura 15c) que el software cuantifica como un area en micras relativa a la
ocupacion total de los poros sefalados, que permite a su vez relacionarlo con el
campo de interés: el cdlculo del porcentaje de porosidad para esa imagen

(Figura 15).

a) b) c)

FIGURA 15. Procedimiento para la determinacion de la porosidad a
partir de la imagen SEM.

Para estimar el nimero, area y perimetro de los poros se lleva a cabo un
proceso similar al anterior. En primer lugar, se procede a la normalizacion de la
imagen, posteriormente se segmentan los niveles de gris pero se realiza una
identificacion topologica de las unidades de interés segiin sus coordenadas (Figura
16). Es asi como se logra la cuantificacion de cada uno de los poros presentes en

la estructura tridimensional.

FIGURA 16. Identificacion topolodgica y cuantificacion del nimero
de poros de la imagen SEM.
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Ademéas de identificar el numero de poros presentes, se determina el area y
perimetro de cada uno, teniendo en cuenta todas las irregularidades de su
estructura, y no por semejanza a figuras geométricas, ni considerando un factor de
forma. El area y el perimetro del poro se calculan estableciendo la equivalencia
del total de pixeles de la cavidad libre y el contorno en micras, teniendo en cuenta
todas las irregularidades de la forma. La unidn de los pixeles entre si permite la

conformacion de la linea que define el perimetro irregular del poro.

Para la medida del grosor de la hebra se procede a la utilizacion de medidas
interactivas. De esa forma, trazando lineas de forma perpendicular al vector de
direccion de la union y en funcion de los criterios preseleccionados, se disefia de
forma interactiva, a mano alzada, el vector de la distancia de los dos lados de la

hebra (Figura 17).

FIGURA 17. Identificacion y medicion del grosor de la hebra

IV 4. Instrumentacion para la monitorizacion en linea de los procesos

de coagulacion y sinéresis.

Se acoplaron dos sensores a una cuba experimental doble cero de 12L de
acero inoxidable (15 cm x 13.3 cm x 15 cm) con sistema de corte/agitacion
automatica (Perinox S.A, Burgos, Espafia). A esta cuba se le adaptan dos sensores
opticos. El primer sensor, CoAguLite™ (Reflectronics, Inc., Lexington,
Kentucky, Estados Unidos de América) determina la reflectancia difusa a una

longitud de onda de 880 nm y el segundo sensor corresponde a un prototipo de
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sensor de retro-reflexion de luz con un amplio campo de vision (LFV)
desarrollado por Fagan et al. (2007a), que cuantifica la dispersion de la

reflectancia difusa en un rango de longitud de onda de 200-1100 nm (Figura 18).

FIGURA 18. Instrumentacion para la monitorizacién en linea (a: sensor
CoAguLite™; b: sensor LFV; c: cuba experimental.

La respuesta de la retrodispersion de la luz emitida por los dos sensores
acoplados se monitoriza de forma continua desde el momento de la adicion de

cuajo (tco) hasta el final de la sinéresis (tyat emptying)-

Los datos de respuesta del Coagulite™ se registran cada 10 s. El voltaje
inicial (Vo) se calcula como la media de cuatro medidas previas a la adicion del
cuajo. La relacion de la retrodispersion de la luz (Ratio) y el tiempo méximo de la
primera derivada (tm,x) se calcula segln el procedimiento descrito por Fagan et al.
(2007a). El tiempo de corte (to,) se determina utilizando la siguiente ecuacion

(Payne et al., 1993):

tcut = B ‘ tmax

B: Constante determinada por el maestro quesero en base al tipo de leche y elaboracion.

En este estudio BETA = 3. (Ver apartado I11.2).
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En este estudio se utilizan todas las sefiales emitidas por el sensor LFV en el
rango de 300-1100. El sensor proporciona mediciones cada 100 milisegundos y
cada espectro se deriva de 100 mediciones del sensor. El espectro se procesa
automaticamente cada 10 segundos después de restarle la sefial correspondiente al
espectro negro, y el espectro resultante se reduce a 20 promedios divididos en
bandas de 40 nm realizando la media de la respuesta Optica para las longitudes de
onda que constituyen cada banda. Para calcular el valor Vy (w) se realiza una
media de los valores de voltaje para los primeros catorce segundos. La relacion de
retrodispersion de la luz del sensor LFV (R) y el ty.x se determina segun el
procedimiento descrito por Fagan et al. (2008). El porcentaje de incremento del
ratio en la coagulacion se determina a partir de la diferencia porcentual entre el
ratio al inicio de la coagulacion y el ratio correspondiente al punto de inflexion de
la primera derivada (ratio en ty,.x). El porcentaje de disminucion del ratio durante
la sinéresis se determina como la diferencia porcentual entre el ratio desde el
punto de inflexidn de la primera derivada y el ratio correspondiente al vaciado de

la cuba.

IV.5 Analisis estadistico.

El programa estadistico empleado ha sido el SPSS v15.0 (2006, SPSS
Ibérica S.L.U. Madrid, Espaiia). Se han realizado diferentes analisis descriptivos,
tanto intragrupal como intergrupal, test de Shapiro-Wilks para determinar la
distribucion normal de los datos, ANOVA para el andlisis de variaciones
significativas entre muestras y estudios, correlaciones de Pearson para estudiar la
existencia o no de interaccion entre las variables estudiadas, analisis de contrastes
post-hoc test de Tukey y andlisis de regresion lineal multivariante para el

desarrollo de los algoritmos de prediccion.
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Resultados y discusion

Physicochemical study of Murcia al Vino cheese
M.B. Lopez, E. Ferrandini, M. Rodriguez, J.D. Roca, E. Haba, A. Luna, S. Rovira

Small Ruminant Research 106: 154— 159 (2012)
http://dx.doi.org/10.1016/j.smallrumres.2012.04.008

ABSTRACT: This study provides information on the physicochemical properties of “Murcia al
Vino” cheese, and the extent to which they are affected by different manufacturers and seasons.
All the physicochemical parameters showed significant differences between cheeses. It was
observed that the season affects cheese composition, including the total fatty acid profile,
particularly in the summer months, although no significant differences were found for any of the
proteolysis parameters. The results of this study showed that cheeses made in spring have the best
physicochemical composition with lower NaCl content, better fatty acid profile and the same
degree of proteolysis. The amount of polyunsaturated fatty acids (5.16%) found was higher than
that mentioned by other authors for this type of cheese. The polyunsaturated fatty acid profile may
be considered an added value in Murcia al Vino cheeses.

En el presente articulo he sido responsable del tratamiento de datos
mediante analisis estadistico de los resultados, asi como su interpretacion.
Ademas desarroll¢ el articulo en su conjunto, tanto el manuscrito como la
exposicion de los datos recogidos en la publicacion, bajo la supervision de la Dra.
M? Belén Lopez Morales, y realicé las modificaciones que los revisores estimaron
oportunas para la publicacion del mismo en la revista Small Ruminant Research.
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Hot topic: Microstructure quantification by scanning electron microscopy

and image analysis of goat cheese curd
S. Rovira, M. B. Lopez , E. Ferrandini , J. Laencina
Journal Dairy Science 94:1091-1097 (2011)
doi: 10.3168/jds.2010-3996

ABSTRACT: Five microstructural parameters of goat cheese curd (number of pores, their area
and perimeter, strand thickness, and porosity) were studied by scanning electron microscopy and
image analysis. Image analysis was used to characterize and quantify differences in all parameters
and to provide a procedure for the measurement of strand thickness. The micrographs provided
visual evidence of differences in the protein matrix and were quantified by image analysis at 3
production times: 34 £ 1 min (cutting), 154 + 6 min (before molding), and 293 £+ 35 min (after
pressing). The data showed that this procedure is an adequate tool for quantifying differences in
the parameters analyzed in industrial samples despite their natural heterogeneity. The procedure
was reproducible and repetitive for the first 2 production times because no significant intragroup
differences were observed. Significant differences were found when comparing the values of the
microstructure parameters analyzed at 34 + 1 min and those corresponding to 154 + 6 min and 293
+ 35 min, but no significant differences between samples analyzed at 154 + 6 min and 293 + 35
min were found. All microstructure parameters analyzed were related at a significance level of at
least 95%. This procedure enables the characterization of the microstructure of industrial goat
cheese curd.
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Application of a Large Field-of-View sensor during coagulation and syneresis
in fresh goat cheese manufacture

Rovira, S., V. Garcia, M.B. Lopez.
International Journal of Dairy Technology 64:1-6 (2012)

doi: 10.1111/5.1471-0307.2011.00747.x

ABSTRACT: A light backscatter sensor with a Large Field of View (LFV) was used for the
online monitoring of fresh Goat cheese during coagulation and syneresis. A CoAguLite "™ sensor
was used as a reference at 880 nm. To select the appropriate wavelength and configuration details
for the LFV sensor for this type of cheese and manufacturing design, which was found to be 990,
1000 and 1010 nm. The light backscatter ratio followed a sigmoid increase during coagulation,
which was lower than that observed during cow milk coagulation, and decreased asymptotically
after cutting at the same rate as previously found for cow-milk curd. The fat losses and curd
moisture could be predicted (R* 0.71, SEP: 0.04 and R*: 0.98, SEP: 0.05, respectively) from the
time taken to reach the maximum of the slope of the light backscatter ratio during coagulation
(tmax) and from the LFV backscatter ratio. The reflectance ratio was strongly influenced by the fat
losses and t,,,x, Which explained variations in the moisture content.

En el presente articulo realicé el conjunto del andlisis experimental con la
colaboracion del doctorando Victor Garcia, el analisis estadistico y su
interpretacion, y finalmente, elaboré la totalidad del manuscrito bajo la
supervision de la Dra Diia. M* Belén Lopez Morales. Ademas realice todas las
modificaciones que los revisores estimaron oportunas para la publicacion del
mismo en las revista International Journal of Dairy Technology figurando
como primer autor.
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Usefulness of a large field of view sensor for physicochemical, textural, and
yield predictions under industrial goat cheese (Murcia al Vino)
manufacturing conditions.

Rovira S., Garcia V., Ferrandini E., Carrion, J., Castillo M., Lopez M. B
Journal Dairy Science 95, 6320-6331 (2012).
http://dx.doi.org/ 10.3168/jds.2012-5561

ABSTRACT: The applicability of a light backscatter sensor with a large field of view was tested
for on-line monitoring of coagulation and syneresis in a goat cheese (Murcia al Vino)
manufactured under industrial conditions. Cheesemaking was carried out concurrently in a 12-L
pilot vat and a 10,000-L industrial vat following the normal cheesemaking protocol. Cheese
moisture, whey fat content, hardness, springiness, and adhesiveness were measured during
syneresis. The results obtained show that cutting time is best predicted by considering the
coagulation ratio at the inflection point and the percentage increase in the ratio during coagulation,
with no need for the first derivative. The large field of view reflectance ratio provided good results
for the prediction of moisture content, yield, hardness, springiness, and adhesiveness of the final
cheese.
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Hasta el dia de hoy, se han desarrollado numerosos estudios cientificos, con
el objetivo de conocer en profundidad no sélo la elaboracion de quesos de cabra y
todos los procesos que tienen lugar durante la misma, sino también, su
composicién quimica, microbioldgica, las caracteristicas estructurales y

sensoriales del producto.

El primer objetivo de esta memoria de Tesis Doctoral es la evaluacion de la
composicion fisicoquimica del Queso de Murcia al Vino acogido a la
Denominacioén de Origen y estudiar la influencia de la estacionalidad y el lugar de
produccidn, tal y como ha sido descrito para otras variedades de queso como el
queso Babia-Laciana (Argumosa et al, 1992) y Majorero (Martin-Hernandez et

al., 1992).

A través del primer estudio de esta memoria de Tesis Doctoral (Lopez et al.,
2012), se caracteriza la composicion fisicoquimica -pH, extracto seco, proteina,
grasa, actividad de agua y NaCl-, el perfil de 4cidos grasos totales, y las fracciones
nitrogenadas del queso de Murcia al Vino, comparando ademas los perfiles y la
composiciéon en distintas estaciones del afio y de distintas factorias. No se
aprecian diferencias significativas en la composicion fisicoquimica de los quesos
de los diferentes fabricantes seleccionados, aunque si se observan diferencias en
los quesos en funcion de distintas estaciones del afio. En concreto, el pH, el
contenido en grasa, NaCl y la actividad de agua se modifican en funcion a la
estacionalidad. En relaciéon a las fracciones nitrogenadas se observan leves
diferencias en WSN, ETSN, TCASN y PTASN entre los fabricantes, pero no se
aprecian diferencias significativas segun la estacionalidad. En el perfil de 4cidos
grasos totales, se determinan diferencias en funcion de los fabricantes -aunque no
para todos los acidos grasos- y a la estacion del afo, aunque la estacionalidad
influye tnicamente en el contenido contenido de Cj, Ci4, Cis, Cis, Cigi,
principalmente entre invierno y verano. Algunos autores han relacionado estas
variaciones en la composicion del queso con cambios en la composicion del
pienso entre invierno y verano (Lucas et al., 2008). Los resultados obtenidos para

la caracterizacion de este tipo de queso son similares a los publicados por Tejada
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et al. (2008), aunque estos autores no estudian la influencia de los dos factores

considerados en este trabajo.

Encontrar diferencias en el perfil de acidos grasos totales del queso en
funcion de la estacionalidad y el fabricante es de especial importancia pues, como
fue descrito por Poveda ef al. (2006), la composicion en acidos grasos tiene
relacion con las caracteristicas sensoriales de los quesos, sobretodo en la

percepcion de la acidez y los aromas del queso.

Como se concluye en el trabajo mencionado anteriormente (Lopez et al.,
2012), la estacionalidad condiciona la composicion fisicoquimica, pero no la
protedlisis, que es un parametro importante tanto para la calidad como para la
rentabilidad quesera. El invierno es la estacion del afo mas favorable para la

elaboracion de este tipo de queso al reunir un perfil graso més apropiado.

Para garantizar la calidad de un queso es necesario que éste cumpla una
serie de requisitos tecnologicos y de seguridad alimentaria, en el que la
organizacion estructural es un factor determinante. El estudio y caracterizacion de
la microestructura de la cuajada, base de la elaboracion del queso, es una
herramienta util para relacionar dicha estructura con la percepcion final del
consumidor, y predecir por tanto su aceptacion. Mds aun, si la microestructura
viene determinada no sélo por las caracteristicas naturales del producto sino
también por su procesado, el control de la microestructura en cada una de las
etapas que conforman el proceso de elaboracion del queso se ha de considerar una

herramienta 1til para las propiedades sensoriales y de textura deseadas.

El segundo objetivo de esta memoria de Tesis Doctoral (Rovira et al., 2011)
plantea el desarrollo de un método que permita la visualizacién y el analisis
cuantitativo de la evolucion de la matriz proteica durante la elaboracion de queso
de cabra, aplicado a quesos de la misma Denominacion de Origen considerada en

el primer objetivo de esta memoria de Tesis Doctoral.

Para la consecucion de dicho objetivo se desarrolla un procedimiento para la

obtencion de iméagenes por SEM y su posterior tratamiento con el fin de poder
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cuantificar los parametros microestructurales definidos después de un analisis de

las iméagenes obtenidas.

Mediante el método de microscopia electronica de barrido y el analisis de
imagen aplicado, se cuantifica de forma repetitiva y reproducible, parametros tan
concretos como la porosidad, nimero, area y perimetro de los poros (teniendo en
cuenta su irregularidad) y el grosor de la hebra de union. Este método permite
analizar la red tridimensional de la cuajada desde el inicio de la formacion del gel
hasta la maduraciéon del queso, a diferentes intervalos de tiempo durante la
coagulacion y sinéresis, a pesar de que la consistencia débil de la matriz, y su

contenido en suero, hace dificultosa la aplicacion de esta técnica.

En efecto, la consistencia en cada una de estas etapas es muy diferente. Por
ello ha resultado interesante la aplicacion conjunta del método tanto de
microscopia como de andlisis de imagen, en los tiempos de elaboracion
correspondientes a las distintas fases del procesado (corte, reposo, agitacion,
lavado, calentamiento, moldeado y prensado), porque asi se confirma la
adecuacion del método en muestras de muy baja consistencia como es el caso de
la primera fase, y geles de una mayor consistencia que corresponden al ultimo

proceso previo al moldeado y prensado del queso.

Son muchos los factores que afectan al grado y extension de la sinéresis
como la composicion inicial de la leche, los tratamientos tecnolégicos previos, la
coagulacion, las propiedades reoldgicas del gel al corte, los tratamientos
mecanicos de la cuajada, etc. AUn asi, en el articulo V.2, se ha relacionado la
formacién tridimensional con la humedad; de forma mas concreta, se ha
confirmado una relacion estadisticamente significativa entre una microestructura
mas compacta y un menor contenido en humedad, entre el tiempo de coagulacion
y la porosidad de la cuajada y entre la porosidad y el porcentaje de humedad.
También se establece una relacion estadisticamente significativa entre el grosor de
las hebras de union micelar, durante la formacion de la cuajada y la porosidad.

Ademas, se ha observado que la reduccion de la firmeza y la agregacion en la
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sinéresis estan influenciadas por la contraccion de la cuajada -que se determina

por el grosor de la hebra-, la composicion de la grasa del suero y la porosidad.

El estudio en profundidad de la microestructura del queso a lo largo del
procesado ha aportado datos cuantitativos de la microestructura durante la
elaboracion y evolucion de la cuajada, relaciondndolo, a su vez la microestructura
con parametros quimicos asociados a la textura, como la capacidad de retencion

de agua de la matriz proteica y la humedad.

A través del articulo V.2 y V.2.1 derivados de esta Tesis Doctoral, no s6lo
se ha logrado desarrollar y aplicar un procedimiento de andlisis de imagenes
tridimensionales obtenidas por SEM sino que se han determinado diferencias
cuantitativas en la microestructura (nimero de poros, area, perimetro, grosor de la
hebra y porosidad). Todos estos se determinan en diferentes momentos de la
elaboracion industrial de queso de cabra describiendo la influencia de las distintas
etapas del procesado en la microestructura de la cuajada. Tras los resultados
obtenidos en ambos estudios se concluye que el procedimiento desarrollado es
apropiado para la cuantificacion del nimero area y perimetro de los poros, el
grosor de la hebra y la porosidad, que posibilita la caracterizaciéon de la
microestructura del queso de cabra. Este procedimiento también permite la
deteccion y cuantificacion de cualquier cambio estructural acaecido entre las

distintas etapas de elaboracion.

Con el primer estudio de microestructura se constata que los procesos
mecanicos y térmicos que constituyen las operaciones de trabajo en cuba de la
cuajada (corte, lavado, agitado y reposo) ejercen alteraciones en la
microestructura, pero que es preciso identificar de forma concreta que impacto
ejercen cada uno de estos proceso unitarios por separado. Este primer estudio en
el que se analiza la reproducibilidad del método de cuantificacion desarrollado,
estudia muestras en tres momentos de la fabricacion del queso que difieren
notablemente entre si, y entre los que hay numerosas etapas intermedias, por lo
que no se concreta durante que etapas se produce la mayor diferenciacion de la

microestructura. Para poder aportar informacion relevante era preciso analizar
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muestras en cada una de las etapas por separado, logrando asi relacionar los
cambios producidos en dichas etapas con pardmetros fisicoquimicos de especial

importancia en el queso.

Esta identificacién se ha realizado en el segundo estudio (Rovira et al.,
2013). Tras la aplicacion del procedimiento descrito pero a intervalos de tiempo
mads cortos, y realizando distintos analisis de contraste, se establece que el agitado
y reposo de la cuajada del queso son las etapas que infieren las caracteristicas mas

diferenciadas con una mayor influencia en la evolucion de la matriz proteica.

También se constata que durante la sinéresis se produce una disminucion
constante de la porosidad mientras que el numero, area y perimetro de los poros
disminuye de forma irregular. Esto indica que no hay una misma evolucion de los
distintos pardmetros microestructurales durante la elaboracioén del queso. Algunos
autores han discutido que la microestructura y los parametros que la definen
evolucionaban de la misma forma durante la coagulacion y la sinéresis de la

cuajada (Dejmek y Walstra, 2004).

Este hecho resalta la importancia de la aplicacion de un analisis cuantitativo
para describir la evolucion de un proceso, ya que la sola visualizacion de las
imagenes no aporta una informacion detallada de lo que sucede realmente en la

matriz.

Mediante el andlisis cuantitativo se observa que el porcentaje de
disminucién de la porosidad es muy similar al porcentaje de disminuciéon de la
humedad y la pérdida de grasa en suero, lo que indica una relacion entre dichos
pardmetros. Otro aspecto importante es que, an observandose una correlacion
entre la porosidad y los demds pardmetros microestructurales, las etapas de
procesado que mas afectan a la porosidad no influyen en el resto de pardmetros
microestructurales. No se determina una relacion entre el grosor de la hebra
(contraccion de la cuajada) con el 4rea y perimetro de los poros, pero si con el
nimero de poros y la porosidad. El grado de contraccion de la cuajada es
inversamente proporcional a la porosidad, el nimero de poros, la humedad, la

capacidad de retencion de agua y la pérdida de grasa con el suero.
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La elevada correlacion entre los parametros estudiados, especialmente la
relacion de la porosidad, area y perimetro del poro con la humedad, capacidad de
retencion de agua y la pérdida de grasa en suero, confirman la enorme
potencialidad del empleo de SEM unida al andlisis de imagen para la prediccion

de caracteristicas finales en el queso de cabra.

Ademas, los datos derivados de estas publicaciones han aportado
conocimientos necesarios para relacionar las caracteristicas microestructurales con
las respuestas obtenidas a partir de la aplicacion de sensores Opticos en linea al

proceso de fabricacion de la misma variedad de queso.

Una vez conocida la evolucion de la microestructura durante la elaboracion
del queso, se plantea estudiar la utilidad de la aplicacién de un sensor con un
campo de vision amplio (prototipo “LFV sensor”) durante la coagulacién y
sinéresis en la produccion de quesos de cabra, como sistema en linea de control
del proceso. Para desarrollar este tercer objetivo era preciso evaluar, en primer
lugar, la aplicacion de dicho prototipo en leche de cabra para definir los detalles
de configuracién y funcionamiento del sensor en la elaboracion de queso fresco,
con el fin de posteriormente aplicar el sensor para la elaboracion de Queso de
Murcia al Vino bajo las mismas condiciones de fabricacion y protocolos que se
llevan a cabo en las queserias. Con todo ello, el objetivo es controlar la humedad
del producto final, asi como predecir otras caracteristicas importantes relacionadas
con la calidad y seguridad alimentaria, como por ejemplo, la pérdida de grasa en

suero, textura del queso, rendimiento quesero, etc.

Durante la evaluacion de la aplicacion del prototipo LFV en leche de cabra,
se observa como la respuesta del sensor durante la coagulacion era similar a la del
sensor CoAguLite™ de referencia, pero las longitudes de onda que ofrecian una
mejor visualizacion y andlisis de la respuesta eran distintas tanto al sensor de
referencia como a las observadas para leche de vaca (Fagan et al., 2008). Se
seleccionaron aquellas longitudes de onda (990-1000-1010 nm) que ofrecian un
mayor incremento en porcentaje de la sefal durante la coagulacion y un mayor

descenso de la senal durante la sinéresis (Rovira et al., 2012a).
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Este prototipo de sensor habia sido unicamente aplicado a leche de vacay a
nivel experimental (Fagan et al., 2008). Las diferencias entre el perfil de la sefial
del LFV en leche de cabra (Rovira et al., 2012a) y leche de vaca evidencian la
influencia de la diferencia del contenido en grasa y el tamaiio del globulo graso y
caseina de ambas leches. De ahi la importancia de considerar esta etapa
preliminar para la determinacion de los detalles de configuracion del sensor en su

aplicacion en leche de cabra.

Una vez determinada la configuracion final del sensor, se plantea concretar
aquellos parametros considerados de especial relevancia en la fabricacion de
queso. La prediccion del tiempo de corte, la humedad, y el rendimiento quesero es
util para ajustar los procedimientos tecnoldgicos durante la fabricacion del queso
y se considera por lo tanto, una herramienta adecuada para garantizar la calidad y
rendimiento. Formaggioni et al. (2008) y Emmons et al. (1990) revisaron las
diferentes formulas de prediccion desarrolladas en la literatura para calcular el
rendimiento quesero y la humedad, utilizando diferentes consideraciones teoricas
relativas a la distribucion de los sélidos y de la humedad durante la coagulacion y

sinéresis de la cuajada.

El sensor CoAguLite™ utilizado como referencia en este estudio, ha sido
aplicado por otros autores para la prediccion del tiempo de corte, la humedad, la
pérdida de grasa en suero y el rendimiento quesero, con resultados prometedores
en su aplicacion durante la coagulacion (Castillo ef al., 2000, Castillo ef al., 2002,
Castillo et al., 2003; Fagan et al., 2007d). Los algoritmos desarrollados por Fagan
et al. (2008) y por Mateo et al. (2010), con el prototipo LFV para la prediccion de
dichos parametros, se han desarrollado bajo condiciones experimentales, sin tener
en cuenta el conjunto de etapas que tienen lugar en la fabricacion del queso y que
son de especial relevancia para la humedad, la pérdida de grasa en suero y el
rendimiento quesero. Por este motivo es necesario desarrollar un estudio que
evalte la idoneidad del sensor, no sélo para la prediccion de dichos pardmetros

sino también para el control en linea del proceso.
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La primera parte del estudio del articulo V.4 se centra en seleccionar y
definir los pardmetros a incluir en los algoritmos de prediccion, que puedan ser
utilizados con facilidad por los maestros queseros. Se definen un total de 21
parametros de los cuales 13 son definidos por primera vez en este estudio.
Finalmente, a partir de los datos obtenidos en trece elaboraciones de queso de
Murcia al Vino, se desarrollan un total de siete ecuaciones para la prediccion del
tiempo de corte de la cuajada, nueve para la prediccion de la humedad del queso,
dos para la prediccion del rendimiento quesero y tres para la prediccion de la
dureza, elasticidad y adhesividad del queso con unos errores estandar de

prediccion bajos, y en algunos casos mejores que los obtenidos por otros autores.

Para poder determinar si las ecuaciones de prediccién pueden extrapolarse a
la industria, se determinan los valores de tiempo de corte, textura, humedad y
rendimiento de los quesos obtenidos mediante el mismo procedimiento en cada
una de las cubas, la experimental y la industrial. Tras realizar un analisis de
varianza, se observa que no hay diferencias significativas entre los quesos
obtenidos de ambas cubas por lo que en un principio los algoritmos podrian

extrapolarse (scale up) a la cuba industrial.

Una vez desarrollados los algoritmos de prediccion se selecciona aquel que
presenta el mejor coeficiente de variacion y error estandar de prediccion para el

control en linea de la humedad.

Para determinar si la ecuacidn seleccionada es apropiada para el control en
linea de la humedad, se realizan otras 10 elaboraciones de queso de Murcia al
Vino, y se logra predecir la humedad con un error estdndar de prediccion de

minimo 0,75 % y maximo 9, 76 %.

De estos resultados, se concluye que las oscilaciones de humedad
observadas eran inferiores a aquellas estimadas de forma habitual por los maestros
queseros, lo que indica que el sensor es Util para minimizar variaciones grandes de
humedad en el producto final. Por ultimo, se evalua si el sensor es adecuado para
controlar la humedad determinada en el producto en el momento de vaciado de la

cuba.
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Para ello, se seleccionan dos humedades 54 y 57%, y se determina,
despejando el ratio del algoritmo de humedad seleccionado con anterioridad, el
momento propicio para vaciar la cuba con el fin de obtener la humedad deseada.
Tras cuatro elaboraciones para cada una de las humedades establecidas, se
demuestra que el sensor determina resultados prometedores para el control en
linea de la humedad, y se confirma la idoneidad de la ecuacion de prediccion de la

humedad desarrollada y seleccionada.

La aplicacion del prototipo LFV en la industria permite completar la
automatizacion de la produccion de queso, pues es un método de medida en linea
efectivo para la prediccion del tiempo de corte, la humedad y la textura mejorando
el rendimiento quesero, incrementando la calidad y garantizando una mayor

homogeneidad del producto.

Con ambos estudios se ha logrado ajustar la configuracion del prototipo de
LFV y garantizar su adecuado funcionamiento a la hora de aplicar el sensor en la
industria. Se ha confirmado que este sensor es una herramienta util para lograr una
estandarizaciéon del producto antes de la maduracion para asi minimizar las
variaciones de humedad que se producen entre los distintos lotes obtenidos en
cada produccidon que supone una gran preocupacion para las queserias ya que

redunda en variaciones en el rendimiento quesero y la calidad final del producto.
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PRIMERA: El estudio de la composicion fisicoquimica del Queso de
Murcia al Vino, ha permitido caracterizar esta Denominacion de Origen,
aportando ademas informacion de la influencia de la estacionalidad y el fabricante
en el contenido de NaCl, fracciones nitrogenadas, humedad y acidos grasos. No
hay diferencias significativas en la composicion fisicoquimica de los quesos de
los diferentes fabricantes seleccionados, aunque si se observan diferencias en los

quesos producidos en distintas estaciones del afio.

SEGUNDA: La estacionalidad influye en la composicion fisicoquimica del
queso de Murcia al Vino pero no en la protedlisis. Tras los resultados obtenidos se
puede constatar que el invierno es la estacion del afio mas favorable para la

elaboracion de este tipo de queso al reunir un perfil graso mas apropiado.

TERCERA: El desarrollo y aplicaciéon de un método de microscopia
electronica de barrido y andlisis de imagen de la cuajada permite describir la
microestructura y la agregacion durante la formacion del gel y la sinéresis.
Mediante la aplicacion del método descrito se cuantifica de forma repetitiva y
reproducible, parametros tales como la porosidad, nlimero, area y perimetro de los
poros y el grosor de la hebra de unién, pudiendo ser empleado en muestras de
muy baja consistencia (tras el corte), y en geles de mayor consistencia, que

corresponden al ultimo proceso previo al moldeado y prensado del queso.

CUARTA: La cuantificacion de los pardmetros microestructurales mediante
microscopia electronica de barrido y andlisis de imagen, permite correlacionar la
humedad, grasa y capacidad de retencion de agua de la cuajada con la
microestructura. Los resultados obtenidos indican que el agitado y reposo de la
cuajada del queso son las etapas que tienen una mayor influencia en la evolucion
de la matriz proteica, afectando significativamente al contenido de humedad,

capacidad de retencion de agua y grosor de la hebra.
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QUINTA: La evaluacion de la aplicacion del prototipo de sensor LFV en
leche de cabra confirma que las longitudes de onda que ofrecen una mejor
visualizacion y andlisis de la respuesta son distintas a las observadas para leche de
vaca, siendo las longitudes de onda 990, 1000 y 1010 nm las que ofrecen un
mayor incremento de la sefial durante la coagulacién y un mayor descenso durante

la sinéresis.

SEXTA: La aplicacion del prototipo LFV permite describir la evolucion de
los parametros Opticos y quimicos durante la elaboracion de queso fresco de
cabra, de forma reproducible y con mejores resultados que el sensor de referencia

CoAguLite ™.

SEPTIMA: La definicién de parametros de visualizacion directa, derivados
del perfil del ratio del LFV durante la elaboracién de queso de Murcia al Vino

permite desarrollar algoritmos de prediccion utiles para la industria quesera.

OCTAVA: El sensor LFV es una tecnologia eficaz para la monitorizacion
en linea, que permite la prediccion del tiempo de corte, humedad y textura de los
quesos obtenidos y asegura la calidad y homogeneidad del producto final. Ademas
es una herramienta util para estandarizar el contenido de humedad antes de la

maduracion del queso.

NOVENA: Las variaciones de humedad obtenidas en el queso tras la
aplicacion del algoritmo de prediccion desarrollado en esta memoria de Tesis
Doctoral son inferiores a las habitualmente obtenidas en la industria quesera, lo
que constituiria la primera validacién de su empleo a nivel industrial para el

control en linea de la humedad.
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