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Desarrollo de un dispositivo para
monitoreo en la linea del proceso
de coagulacion de la leche

SBODIO, O.A."; MARTINEZ, E.D.A.%; TERCERO, E.J."; DIDIER, M.J.J.5; REVELLI, G.R.*

RESUMEN

Este trabajo describe el estudio de un dispositivo para monitorizar la coagulacién enzimatica o acida de
la leche. El instrumento esta compuesto por un calefactor/sensor de platino, un sensor de temperatura por
termoresistencia de platino, un electrodo de pH, una fuente de corriente continua constante, un sistema de
adquisicion de sefiales analdgicas ligado a un programa de aplicacion desarrollado que corre sobre un or-
denador personal. El calefactor/sensor se construyé con un alambre de platino de 0,025 mm de diametro,
bobinado alrededor de una base ceramica cilindrica y embebida en una termovaina protectora, lo cual permite
monitorizar los cambios fisicos de la leche. Las pruebas realizadas bajo condiciones de aire quieto y tempe-
ratura ambiente (25 °C), mostraron que el calefactor/sensor puede soportar una corriente continua de, por
lo menos, 190 mA. Ensayos a diferentes valores de corriente continua permitieron seleccionar la corriente
constante apropiada de 130 mA. Con esta corriente continua constante el experimento probd ser altamente
reproducible y con una baja relacion sefal/ruido. El analisis de la transferencia de calor sobre la superficie
de la vaina protectora del calefactor/sensor demostré que la temperatura superficial es menor a 50 °C, con lo
cual no existe riesgo de desnaturalizar proteinas solubles. Los efectos de la temperatura, pH, concentracion
enzimatica y el agregado de CaCl, sobre las respuestas tiempo de coagulacion -CT—, T__ vy firmeza “viscosi-
dad” fueron similares a las obtenidas con otros métodos. El tamafio reducido del sensor lo hace no intrusivo,
robusto, facil de limpiar in situ o esterilizar por medio de vapor, para lo cual no necesita ser removido durante
las operaciones de elaboracion. Cumple con las normas sanitarias 3-A y EHEDG, lo cual permite que sea
usado tanto en las lineas de produccion de queso como de yogurt.
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ABSTRACT

In this investigation we studied a device for monitoring the enzymatic or acid coagulation of milk. The instru-
ment consists of a platinum heater/sensor, a Platinum Resistance Temperature Detector (PRTD) temperature
sensor, a pH electrode, a direct constant current source, a digital acquisition system that, with the developed
software runs on a Personal Computer. The heater/sensor was build with a 0.025 mm diameter platinum wire
coiled around a ceramic structure and immersed in a small protective thermowell, allowed monitoring the
physical changes of milk. Under conditions of quiet air and room temperature (25°C), tests showed that this
probe was able to withstand a DC current of at least 190 mA. Different tests performed with different values of
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DC constant current allowed to select the appropriate current (130 mA). Using this DC constant current, this
experiment proved to be highly reproducible, with low signal to noise ratio. Heat transfer analysis also showed
temperatures of <50°C on the heater/sensor thermowell surface, with no risk of soluble protein denaturation.
The effects of temperature, pH, enzyme concentration and CaCl, addition, on the responses CT, T___and firm-
ness, were similar to those obtained with other methods. The small size of this sensor make it a non-invasive,
though robust enough device, easy to clean in place or to sterilize using steam in place, which does not need
to be removed during cheesemaking operations. In addition, the instrument meets the sanitary requirements
of the 3-A and EHEDG standard, which allows it to be used on cheese or yogurt production lines.

Keywords: instrument, sensor, behavior, cheese, yogurt.

INTRODUCCION

En las ultimas décadas surgié un interés creciente en el
desarrollo de técnicas, métodos, dispositivos e instrumen-
tos capaces de monitorizar adecuadamente el proceso de
coagulaciéon enzimatica de la leche. Estos desarrollos se
han usado no solo para realizar controles continuos del
proceso y estudiar la influencia de variables criticas como
pH, temperatura, concentracion de enzimas y el agregado
de CaCl,, sino también para optimizar el tiempo de corte de
la cuajada, evitar la pérdida de “finos”, mejorar los rendi-
mientos y homogeneizar la calidad del queso.

Bynum y Olson (1982) demostraron que el control de la
firmeza de la cuajada y el tiempo de corte pueden mejorar
la recuperacion de caseina y de grasa. Posteriormente Us-
tunol y Hicks (1990) revelaron que el control del proceso de
elaboracion del queso puede contribuir a mejorar el rendi-
miento del producto final y su calidad.

Teniendo en cuenta los aspectos econémicos, se han de-
sarrollado y estudiado numerosos métodos para medir el
tiempo de coagulacion y la firmeza. A su vez, se realizaron
cuantiosos trabajos presentando las ventajas y desventajas
de los diferentes dispositivos e instrumentos, usados en el
control del proceso de coagulacion por quimosina; entre ellos
pueden ser mencionados los de Tomasow y Voss (1977),
Kowalchyk y Olson (1978), Hatfield (1981), Marshall et al.
(1982), Mc Mahon y Brown (1982), Richardson et al. (1985),
Hori (1985), Van Hooydonk y Van Den Berg (1988), Ustunol
y Hicks (1990), Fox et al. (2000), O’Callaghan et al. (2000).

En Argentina, Sbodio et al. (2002) mostraron que el uso de
un método objetivo y no destructivo (método del hilo caliente)
en el control de la formacion del coagulo, con la ayuda de la
metodologia de superficie de respuesta puede ser recomen-
dado para optimizar la coagulacién enzimatica de la leche.

En los ultimos afios también ha habido avances en el
control de la sinéresis de la cuajada, un paso esencial en
la elaboracion del queso. Varios autores, entre ellos Fagan
et al. (2007a, 2007b) investigaron un novedoso sensor de
luz de retrodispersién para monitorizar en forma continua la
coagulacién y la sinéresis, de manera de mejorar el control

del contenido de humedad de la cuajada. Esta tecnologia
mostré un buen potencial no solo para controlar la coagu-
lacion y la sinéresis, sino que ademas podria ser usada
para controlar las pérdidas de grasa de la cuajada y su ren-
dimiento, mejorando asi el control del proceso durante la
elaboracion de queso (Fagan et al., 2008). Taifi et al. (2006)
usaron un método ultrasénico no intrusivo para caracterizar
la sinéresis y la firmeza del gel de leche. Mateo et al. (2009)
informaron sobre la validacién de un sensor de sinéresis de
la cuajada en un rango de la composicion de la leche y de
los parametros del proceso.

Lucey (2002) y O’Callaghan et al. (2002) analizaron dife-
rentes sistemas para monitorizar la firmeza de la cuajada
durante la elaboracién del queso y revisaron la bibliogra-
fia existente en relacion con el desarrollo de un dispositi-
vo adecuado para monitorizar el proceso de coagulacion
y predecir el tiempo apropiado de corte. En su andlisis,
demostraron que un dispositivo para hacer el seguimiento
de la formacién de cuajada en la elaboraciéon comercial de
queso necesita requisitos adicionales en comparacion con
aquellos que se usan en experimentos de laboratorio.

De hecho, deberian ser instalados en la tina quesera, no
ser intrusivos para evitar su remocion durante las opera-
ciones de corte y agitacion, tener robustez, y es necesario
que sean rapidos y seguros en la prediccion del tiempo de
corte para que los fabricantes puedan monitorizar la for-
macion de la cuajada en la tina quesera. Ademas, al ser
un dispositivo en linea, debe ser posible lavarlo in situ. El
dispositivo para desarrollar deberia tener alta sensibilidad
en la respuesta y una baja relacion sefial/ruido.

Los instrumentos que se encontraron para trabajar en li-
nea pueden agruparse como onda de compresion, torsion,
hilo caliente o sonda 6ptica. Sin embargo, solo dos tipos de
sondas (hilo caliente y reflectancia de fibra dptica) fueron
usados en la fabricacion comercial de queso (O’Callaghan
et al., 2002).

El objetivo de este desarrollo fue evaluar el potencial de
un dispositivo para el control en linea de la coagulacion de
la leche de vaca, disefiado con un termoelemento de plati-
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no como calefactor/sensor para monitorizar la coagulacion,
un termoelemento de platino para medir la temperatura del
medio y un electrodo de pH sanitario.

MATERIALES Y METODOS
Instalaciéon experimental

Se disefid un prototipo del sensor en la Universidad Na-
cional del Litoral (UNL), junto con INTEC-UNL-CONICET.
La figura 1 muestra el disefio esquematico.

El sensor consiste de un termoelemento de platino doble
de 100 Q (W. C. Heraeus 2Pt100 KN 3045), de 4,5 mm de
didmetro y 30 mm de longitud, conectado en paralelo en
una configuracion de cuatro hilos con alambres de exten-
sion de plata 1000, y una longitud de 30 cm cada uno.

La eleccion de este tipo de termoelemento radica en que
ofrece una mejor distribucion de la energia térmica para
ser transmitida, debido a que el alambre enrollado helicoi-
dalmente es distribuido a través de cuatro orificios realiza-
dos a 90° en la circunferencia de la estructura de ceramica,
dos orificios para cada elemento que, a su vez, en la etapa
de construccion deja cada devanado en contrafase, lo que
conduce a una inductancia minima.

Teniendo en cuenta la alta corriente de excitacion del
termoelemento, la configuracion de cuatro hilos (figura 2)
evita la caida de potencial en los cables de extension, y
en consecuencia, la medicion erronea. Dos de los cables
llevan la excitacion de corriente continua (CC) al termoele-
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mento, mientras que los otros dos cables permiten la medi-
cion de la diferencia de voltaje a través de un instrumento
de muy alta impedancia, despreciando asi la resistencia de
los alambres de extension.

El termoelemento que aparece en la figura 2 fue ins-
talado en una vaina sanitaria modelo TW810-C-DF-SA-
045-015-T20-ED-SF-N (Intempco Controls Ltd., Montreal,
Canada) hecha de acero inoxidable 316 L, con una punta
reducida para un rapido tiempo de respuesta, aprobado por
los estandares sanitarios 3-A (Sanitary Standards, Inc. 74-
03 Sensor), (figura 3).

Estas caracteristicas permiten tanto su limpieza in situ
(CIP) y la esterilizacion in situ con vapor (SIP). Para relle-
nar el espacio entre el termoelemento y la vaina de forma
de asegurar la mejor transferencia de calor, se fabricoé una
camisa de cobre electrolitico de la misma longitud que el
termoelemento con seis surcos longitudinales de profun-
didad 0,2 mm sobre su circunferencia exterior, con un dia-
metro interno de 4,5 mm y un didmetro externo de 6,3 mm,
ya que el acero inoxidable (SS 316 L), de la vaina tiene un
coeficiente de expansion similar.

Los surcos facilitan el drenaje del compuesto térmico
utilizado para rellenar los espacios entre los componentes
cuando se inserta el calefactor/sensor. La camisa de cobre
tiene un extremo en forma de bayoneta que permite la re-
mocion y separacion del termoelemento de la vaina. Para
ello se disefi6 y fabricd una herramienta especial.

El material conductor utilizado para rellenar el espacio
entre el termoelemento y la camisa de cobre, y entre esta 'y

Fuente de corriente

Cajade continua constante

Vaso de coagulacién

Figura 1. Disefio esquematico: 1. Control y adquisicién de datos. 2. Control digital. 3. Sefial analdgica del conmutador. 4. Sefial analdgica
de pH. 5. Sefal del electrodo de pH. 6. Sefal del sensor de coagulacion. 7. Sefal analégica del termémetro RTD. 8. Fuente de corriente

continua (CC).
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Configuracion de cuatro hilos
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Figura 2. Configuracion de cuatro hilos.

la vaina, es un compuesto térmico especial (Arctic Silver 5-
Arctic Silver Incorporated - Visalia, CA, EE. UU.), con una
conductividad térmica cercana a ~9 W m-1 K-1, muy cerca-
na a la del acero inoxidable 316 L. Soporta una temperatura
constante de 130 °C y picos mayores a los 180 °C durante un
corto periodo sin perder sus propiedades o “sangrado”. Se
llamo entonces sensor de coagulacion “CS” (*patente pen-
diente) al dispositivo desarrollado usando un PRTD como
un calefactor/sensor.

El CS debera estar ubicado a la mitad de la altura de la
tina quesera, donde se perforan agujeros en la doble pared
para colocar y soldar conexiones de acero inoxidable 316 L
con bridas Tri-clamp, segun cada uno de los sensores y
cuyas dimensiones permitan que la parte sensible esté a
nivel con el interior de la tina.

(ww og) uoisua)xe ap sa|qed

La temperatura del proceso se midié con un RTD (Pt100),
100 Qa0 °C, a=0,00385 Q/Q °C de acuerdo con la norma
DIN EN 60751, clase AA, tolerancia de +0,04% (+ 0,1 °C)
en una configuracion de cuatro hilos, enfundados en una
vaina sanitaria de acero inoxidable 316 L, 115 mm de largo,
diametro de %4”, con una brida de 2” Tri-Clamp y una punta
reducida de 1/8” para una alta velocidad de respuesta (3-4

-

1.268" —mm»

0.312"

CARTUCHO CERAMICO ' ALAMBRES DE ALIMENTACION
CON ALAMBRE DE

DE CORRIENTE Y MEDICION

PLATINO BOBINADO £ NDA DE COBRE

TERMO-CONDUCTIVA

Vaina
sanitaria

Punta
esférica

YN

7.5"

1.05" diam.
Se muestra con
brida higiénica
(Tri-Clamp)

T

= 5

B L ) S 7

0.260"
127

«—— 45"

Figura 3. Detalles mecanicos del CS.
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segundos), especialmente disefiada para el control de la
pasteurizacion de la leche de acuerdo con los requisitos
HTST, Ordenanza de Pasteurizacion de Leche de Grado A
Revision 2001, certificado por 3-A Sanitary Standards, Inc.
(sensor 74-03) de Intempco Controls Ltd., Montreal, Cana-
da (3-A Sanitary RTD — RS25-L-P-3-S4-DB-S-045-N10-0-
T20-MC-B2-SF).

Se us6 un pH-metro Orion Research EA 940 (Orion Re-
search, Inc., Beverly, MA, EE. UU.), equipado con electro-
do sanitario combinado, con sensor de temperatura incor-
porado marca Hamilton, modelo Easyferm Food VP 120 N°
243632 para controlar el pH. El potencial se midié contra
el electrodo de referencia, y el sensor de temperatura inte-
grado Pt100 para correccién del pH y electrélitos de relle-
no presurizados para evitar la difusién de la muestra en el
sensor. El electrodo se construy6 para estar en contacto
con alimentos, para ser inocuo para los microorganismos
fermentadores y cuenta con un certificado de aptitud de
acuerdo con los estandares de las normas EHEDG (Euro-
pean Hygienic Engineering Design Group).

Estas propiedades hacen que su uso sea apto para la
industria farmacéutica, alimentaria, cervecera y biotec-
noldgica. El electrodo tiene un intervalo de pH de 0 a 14,
sensibilidad 57 a 59 mV/pH a 25 °C, limpieza in situ (CIP),
esterilizacion por vapor in situ (SIP), temperatura de trabajo
de 0° a 135° C, rango de presion hasta 6 bar con conec-
tor Variopin y rosca de montaje PG 13,5. Este electrodo
especial, preparado para soluciones proteina-grasas (sen-
sores electroquimicos Hamilton Bonaduz AG, Bonaduz,
Suiza) se calibré con tres soluciones buffer (pH: 4,01, 7,00
y 10,00) (Hamilton Bonaduz, Suiza).

El electrodo de pH esta montado sobre un portaelectrodo
construido en acero inoxidable 316L para montaje en linea
(Unifit H, Endress+Hauser modelo CPA442-E1A2A11),
con brida de 2" Tri-Clamp, rosca hembra para electrodo
PG13,5, certificado por EHEDG y 3-A Sanitary Standards,
Inc. (74-03), rango de temperatura de trabajo entre -15 y
140 °C, presion de trabajo de hasta 10 bar con un o-ring
sellador de electrodos reemplazable de Viton, aprobado
por la FDA, y guarda protectora de electrodo.

La corriente continua (CC) fue proporcionada por una
fuente de corriente constante modelo 6177C DC (Hewlett
Packard, Santa Clara, CA, EE.UU.), con rango de voltaje
regulable de 0 a 50 V y tres rangos de corriente (0 a 5 mA,
0a50mAy 0 a500 mA), controlado por un potenciémetro
Helipot de 10 vueltas.

Los voltajes de salida de las sefales del CS, el sensor
de temperatura y del electrodo de pH fueron selecciona-
dos por una caja de conexiones (switch box) controlada a
través de un programa de aplicaciéon en una computadora
personal (PC), que conmuta la entrada de un multimetro
digital de 6 1/2 digitos (Keithley modelo 2000, Test Instru-
mentation Group, Keithley Instruments, Inc. de Cleveland,
Ohio, EE. UU.), conectado directamente a la PC. El conmu-
tador electronico, la adquisicion de datos y el programa de
aplicacion de control en la PC fueron desarrollados por el
equipo de investigacion.
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El sensor de coagulacion, y las sondas de temperatura
y pH se ensamblan sobre una placa de acero inoxidable,
y pueden monitorizar simultdneamente el proceso de coa-
gulaciéon de la leche, ya sea por accion de la quimosina
o acidificacion, al registrar parametros como “viscosidad”,
temperatura y evolucion del pH.

Comportamiento del CS en el aire

Como el termoelemento, componente primario del sensor
de coagulacion, esta hecho de un alambre fino (0,0254 mm)
de platino (Sensor Magazine, 2003), fue crucial determi-
nar su comportamiento frente a flujos de alta intensidad de
corriente. Para eso se realizaron pruebas en el rango de
70-190 mA, en condiciones de aire quieto, a 25 °C y el CS
en posicion horizontal. Como el CS se construy6 a partir de
un PRTD doble de 100 Q en paralelo y con configuraciones
de cuatro hilos (dos para la alimentacion de CC y dos para
la medicion) su valor nominal a 0 °C es 50 Q.

Para determinar la temperatura del CS y compararla con
las tablas ITS-90 (DIN 43 760), se usé el valor teérico de
resistencia, que se obtuvo dividiendo la diferencia de po-
tencial entre sus extremos por la corriente constante CC y
multiplicando el factor por dos. La temperatura del termo-
elemento PRTD del CS, expuesto a aire quieto, alcanza
valores de 100 °C con el pasaje de corrientes mayores a
170 mA. Sin embargo, no se observaron cambios fisicos
o alteraciones en las propiedades eléctricas en el PRTD.

Preparacion experimental de la leche descremada

La leche descremada en polvo (WPNI) <1,4; proteina
35,1% (P/P); grasa 1,2% (P/P) y humedad 3,2% (P/P) ob-
tenida de Milkaut S.A. (Franck, Argentina), reconstituida a
10,45% (P/P) en agua destilada (GT Lab., Rosario, Argen-
tina), se uso6 para la coagulacion acida y, con el agrega-
do de azida sdédica (0,02%) como conservante, se utilizd
para los ensayos de coagulacion enzimatica. Se obtuvo la
disolucion rapida del polvo agitando vigorosamente el re-
cipiente de reconstitucion durante 20 segundos. Después
de la disolucion del polvo, se afiadié CaCl,. Se agitaron las
muestras por dos horas con un agitador magnético y se
dejé que se reconstituya durante la noche, completando
asi un total de 22 horas a temperatura ambiente. Este es el
tiempo necesario para la reconstitucion teniendo en cuenta
las pruebas de firmeza del gel, segun Martin (2008).

Seleccion y comportamiento de la corriente apropia-
da del CS

En experiencias anteriores se monitorizo la coagulacion
enzimatica con alambres de platino desnudo de 0,1 mm
de diametro (seccion transversal 7,85398 x 10°m?) y una
longitud de 110 mm, de acuerdo con Sbodio et al. (2002),
pureza 99,95%, calidad comercial tipo Duro, la resistividad
p= 13,335 [Q/m] a 0 °C, con un coeficiente de temperatura
TC=0,00375[Q Q' C"] en el rango de 0-100 °C (Sigmund
Cohn Corporation, Mont Vernon, NY, EE. UU.). Cuando es
excitado con una corriente constante de 500 mA, el dispo-
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sitivo podria monitorizar el proceso de coagulacién promo-
vida por renina.

Teniendo en cuenta las caidas de voltaje en siete pruebas
(realizadas por duplicado) al comienzo de la coagulacion (le-
che fluida), la resistencia total promedio del alambre de pla-
tino fue 1,955966 Q y la potencia total transferida a la leche,
0,4889 Watt. Cuando el coagulo alcanza su firmeza maxima,
la resistencia promedio del alambre de platino es 1,961796 Q
y la potencia total transferida al coagulo es de 0,4904 Watt.

La potencia transferida, por unidad de area, por el alam-
bre al inicio de la coagulacion (leche fluida) y al momento
de maxima firmeza corresponde a 14.147,42 Watt/m? y
14.190,83 Watt/m?, respectivamente. Con el valor de la
resistividad del alambre calculamos su resistencia a 0 °C
(1,466850 Q), para la cual el coeficiente de temperatura
entre 0y 100 °C es 0,005501 Q/°C. Este nivel de resisten-
cia nos permite determinar 88,92 °C como la temperatura
del alambre sumergido en la leche fluida, y 89,98 °C para
el coagulo en su maxima firmeza, con una variaciéon de
1,06 °C. Al final de cada experiencia, se vio una fina capa
de proteinas aparentemente solubles precipitar sobre la
superficie del alambre. Las temperaturas antes mencio-
nadas, calculadas sobre la superficie del alambre tanto
en la leche y coagulos superiores a 88 °C, pueden llevar
a la desnaturalizacion de las proteinas solubles en la su-
perficie del alambre, lo que podria modificar la respuesta
de la senal.

Para evaluar el desempefio inicial del nuevo CS excita-
do con diferentes corrientes constantes se realizaron siete
pruebas (por duplicado) de la coagulacidon enzimatica por
quimosina. Se utilizo leche descremada en polvo reconsti-
tuida como sustrato.

Al comienzo de cada prueba, las variables se ajustaron
a las condiciones estandar que se utilizan por la industria
quesera (pH 6,6, T 35 °C, 0,0015 R.U./ml de leche (Chy-
max 950 IMCU), sin adicién de CaCl,. Los niveles de co-
rriente continua aplicados fueron 30, 70, 90, 115, 130, 160
y 190 mA, (figura 4). Estos perfiles de firmeza (en mV) ver-
sus tiempo, evidencia que cuando el CS es alimentado por
corrientes superiores a 130 mA se obtienen CT mas cortos
que cuando se trabaja a 130 mA. Estos resultados también
se podrian atribuir al desarrollo de altas temperaturas en la
superficie del sensor, lo que induciria a la desnaturalizaciéon
de la proteina soluble. Al adherirse al alambre desnudo de
platino o a la punta del CS, estas proteinas desnaturaliza-
das interferirian y por lo tanto modificarian la sefal. Las
respuestas de sefiales a corrientes inferiores a 130 mA no
mostraron una sensibilidad adecuada a la medicion de la
firmeza. Una corriente constante de 130 mA da un CT y
una respuesta de firmeza con muy buena capacidad de re-
peticion (“r’), expresada como DS (desviacion estandar).
En dos mediciones se obtuvieron valores de r=0,022 min
y r=0,0056 voltio para CT y la maxima firmeza, respectiva-
mente. La relacién sefial/ruido, calculada como el cociente
entre el valor maximo de la sefial (maxima firmeza de la
cuajada) y el error estandar para la estimacion de la linea
recta de la sefal cuando el sustrato se encuentra en el es-
tado fluido o liquido, esté en el intervalo de 250-500.

La evaluacion subjetiva del tiempo de coagulacion (CT)
se llevé a cabo mediante la observacion de la formacién
de pequefios fléculos sobre las paredes de un tubo de
ensayo girado manualmente. El promedio de los tres en-
sayos replicados simultaneamente muestra que el CT es
muy cercano al tiempo de coagulacién medido por el sen-
sor (<1 segundo).

600

400 A

200 A

Voltage [mV]

20 30 40 50

Tiempo [minutos]

Figura 4. Perfiles de ensayos para monitorizar la deteccion de corriente continua optima: firmeza de la cuajada vs. tiempo. CT,, CT,y
CT, muestran el tiempo de coagulacion a 130, 160 y 190 mA, respectivamente. (1), (2), (3), (4), (5), (6) y (7) son perfiles caracteristicos
de alimentaciones a corrientes de 30, 70, 90, 115, 130, 160 y 190 mA, respectivamente.
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Resistencia Resistencia Temperatura
Corrida Corriente Voltaje eléctrica el equivalente del AT (°C) Energia disipada

(A) (Volts) calculada (Q) (Q)(*) alambre (f)RTD € ) (Watt)
1 0,030 1,7103 57,0094 114,0188 36,07 1,07 0,051
2 0,070 3,9969 57,0994 114,1989 36,54 1,54 0,279
3 0,090 5,1318 57,0199 114,0398 36,13 1,13 0,462
4 0,115 6,7084 58,3342 116,6683 42,92 7,92 0,772
5 0,130 7,5916 58,3966 116,7932 43,25 8,25 0,987
6 0,160 9,5055 59,4096 118,8192 48,51 13,51 1,521
7 0,190 11,4488 60,2568 120,5136 52,91 17,91 2,175

Tabla 1. Parametros medidos al inicio de la coagulacion.

(*) ITS-90 (DIN 43 760). (**) AT = T (Tabla ITS-90, DIN 43 760) — T leche (35 °C).

A partir de estas observaciones se concluy6 que la co-
rriente de excitacién de 130 mA fue el valor apropiado para
los ensayos de coagulacién. En esta condicion, la tempera-
tura desarrollada en el interior por el alambre del CS en el
coagulo correspondid a <51 °C (tabla 2). Esta temperatura
evitaria la desnaturalizacion de las proteinas que podrian
llegar a adherirse al sensor. Sin embargo, son necesarias
mas experiencias en el rango cercano a 130 mA para opti-
mizar el valor de la corriente de excitacion del CS.

Las tablas 1 y 2 muestran los parametros medidos: co-
rriente continua constante de excitacion del CS, voltajes,
resistencias, temperaturas segun las tablas ITS-90 (DIN 43
760), diferencia de temperatura (AT) —equivalente menos
la temperatura de la leche (35 ° C)-y la potencia disipada
al comienzo de la coagulacién y cuando el coagulo alcanza
su maxima firmeza, respectivamente.

Ensayos de coagulacion acida y enzimatica

Después de 22 horas de almacenamiento a temperatura
ambiente, se colocaron dos litros de la leche preparada para

los ensayos, en un bafo termostatico (Haake F2-C, Karlsru-
he, Alemania, con una precision de + 0,1 °C) a 30, 33, 35,
38 y 40 °C para cada experimento. Después de la adicion de
CaCl, se ajusto el pH con acido lactico concentrado al 85%
(Mallinckrodt Chemical Work, Buenos Aires, Argentina) o
con 0,1N NaOH (Cicarelli, Santa Fe, Argentina) a los diferen-
tes niveles de pH propuestos para la experiencia. Al verificar
que el sensor de coagulacion alcanzé un nivel de disipacion
de calor estacionario, la enzima fue agregada (Chymax 950
IMCU, Chr. Hansen S.A.I.C., Quilmes, Argentina) y la leche
se agité durante 1 min. La adquisicién de datos comenzo
después de la adicion de la quimosina.

El dispositivo permite realizar el perfil de voltaje en fun-
cién del tiempo. El tiempo de coagulacion (CT) se definié
como la tangente al punto de inflexién en la grafica de la
salida de voltaje versus tiempo, de acuerdo con Kopelman
y Cogan (1975), donde t___es el tiempo de la pendiente
maxima del perfil de voltaje, V,, se definié como la “firme-
za” obtenida 30 minutos después de la adicién de la enzima
y V,, fue la firmeza maxima alcanzada a los 60 minutos.

. . Resistencia Resistencia Tel.nperatura oo
Corrida Corriente Voltaje eléctrica TR equivalente del AT Energia disipada
(A) (Volts) calculada (Q) Q) aIambre(I:)RTD (°C) (°C) (*9) (Watt)
1 0,030 1,7122 57,0728 114,1457 36,40 1,40 0,051
2 0,070 4,0195 57,4209 114,8418 38,19 3,19 0,281
3 0,090 5,1822 57,5798 115,1597 39,02 4,03 0,466
4 0,115 6,8279 59,3728 118,7456 48,30 13,30 0,785
5 0,130 7,7645 59,7272 119,4543 50,20 15,20 1,009
6 0,160 9,8533 61,5834 123,1668 59,81 24,81 1,577
7 0,190 12,0091 63,2060 126,4120 68,24 33,24 2,282

Tabla 2. Parametros medidos al momento de maxima firmeza del coagulo.
(*) ITS-90 (DIN 43 760). (**) AT =T (Tabla ITS-90, DIN 43 760) — T leche (35 °C).
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Para el seguimiento del proceso de coagulacién acida,
caracteristico de la elaboracion de yogur, el sustrato re-
constituido (leche descremada 10,45%, P/P), sin adicién
de conservantes, se inoculd con 7 ml de una preparacion
madre con 0,2 gramos de starter Lyofast SLH (Sacco srl,
Cadorago, CO, ltalia) y se incubd a 42 °C durante 5 horas.
La concentracion del indculo fue 1 x 10° CFU/m.

Disefo experimental para evaluar el proceso de coa-
gulacion enzimatica

Dado que, la temperatura, la concentracion del cuajo, el
pH y la concentracion de cloruro de calcio son los factores
mas importantes que afectan a la coagulacién enzimatica
de la leche (Hori, 1985; Tarodo de la Fuente et al., 1999;
Benguigui et al., 1994; Sbodio et al., 2002) se consideraron
cinco niveles de estos factores para los experimentos.

Para la evaluacién de la aptitud del sensor en condicio-
nes de elaboracion de queso, se realizaron 5 ensayos en
los que se afadi6 quimosina en diversas concentraciones
(0,002; 0,003; 0,004; 0,005 y 0,008 R.U./ml de leche) a la
leche descremada reconstituida, fijando los otros parame-
tros a las condiciones estandar usadas en el industria del
queso (T: 35 °C, pH: 6,60 y adicién de CaCl, 1,8 mM); 5 en-
sayos a diferentes temperaturas (30, 33, 35, 38 y 40 °C), man-
teniendo la concentracién de quimosina en 0,004 R.U./ml de
leche, pH: 6,60 y adicion de 1,8 mM de CaCl,; 5 ensayos
a diferentes niveles de pH (6,2; 6,4; 6,5; 6,6 y 6,8), mante-
niendo la concentracion de quimosina en 0,004 R.U./ml de
leche, temperatura 35 °C, y adicién de 1,8 nM de CaCl2; y
finalmente 5 ensayos con adiciéon de diferentes concentra-
ciones de CaCl, (0; 0,9; 1,8; 3,6 y 5,4 mM), manteniendo
la temperatura a 35 °C, concentracién de quimosina 0,004
R.U./ml de leche, y pH ajustado a 6,60 después de la adi-
cion de CaCl,, por duplicado.

Analisis estadistico

Los datos fueron analizados por regresion lineal simple
utilizando Statgraphics Package version 7.1 (1994).

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis de transferencia de calor

El analisis de transferencia de calor involucré cinco ex-
periencias de coagulacion enzimatica a 34,8 °C, 34,5 °Cy
35 °C, utilizando el mismo sustrato. Estas pruebas permi-
tieron determinar los promedios de potencia disipada del
sensor tanto en la leche fluida como en el coagulo. La tabla
3 muestra los valores promedio de AV (voltaje medido en el
CS) para la leche en polvo reconstituida fluida y el coagulo,
las temperatura de la leche y el coagulo, la resistencia del
sensor, T del sensor de acuerdo con la tabla ITS-90 DIN
43760:1980, diferencia entre T de la tabla y las temperatu-
ras de la leche y el coagulo desde una capa limite tedrica
(AT1 + AT2) y la potencia disipada del sensor.

Las potencias medias desarrolladas por el sensor para
leche liquida y coagulo fueron 0,98376 Watt y 1,00246
Watt, respectivamente.

Para calcular la diferencia de temperatura (AT1) desde
la superficie del alambre PRTD a la superficie exterior de
la vaina se consideré como una capa plana a cada una

Q

A
%
|

Q &

Figura 5. Modelo de capa plana considerado para cada material.

AV

T °C  AT+AT,

Experiencia Voltios wC  R(Q R, ‘T‘ZZ';’) C) P....., (Watt)
Promedio 7,5675 34,8 58210 116,422 42,28 7,48 0,9838
Leche Cosficiente d
fluida oeticients 4€ — 9,0097 0787 00977 0,099 0774 1,743 0,0977
variacion %
Promedio 77112 34,8 59,317 118,634 48,03 13,23 1,0025
Coagulo ici
9 Coeficiente de 0,0878 0787  0,0878 0,088 0,561 3,057 0,0877

variacion %

Tabla 3. AV para leche liquida y coagulo, temperatura de la leche y del coagulo, temperatura del sensor de acuerdo con las tablas (*1),
resistencia, AT1 + AT2 y P, potencia del sensor. (*1) PRTD IEC 751-1995 — Clase Ae ITS 90 — DIN 43760.

AT,: diferencia de temperatura entre el alambre de platino bobinado y la superficie externa del sensor.
AT,: diferencia de temperatura entre la superficie externa del sensor y la superficie externa estimada denominada capa limite.
AV Volts: voltaje medido para leche fluida y valor de maxima firmeza del coagulo.
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de las capas cilindricas de materiales: polvo de ceramica,

AT =L2>4 4
estructura de ceramica, compuesto térmico, cobre y acero - Q)

KX
inoxidable 316 L (figura 5).
e e i Donde:
La ecuacién basica de la conduccion de calor a través de
una placa solida en estado de equilibrio (Scott, 1974), para AT: diferencia de temperatura requerida para conducir el
cada capa se puede expresar como: calor (°C).
AT (°C) AT (°C)
Capa de material Az (m a: ( m? K: W m-1°C-1
: (m) () Leche fluida Coagulo
Polvo ceramico 0,00119 4,48 x 10* 15 40 °C 0,03866 0,17752
Ceramica 0,00050 4,241 x 10* 30 40 °C 0,17420 0,03939
12 capa Artic SiverS 1 53505 4,382 x 10+ 87  25°C 0,01290 0,01315
(Ceramica cobre)
Cobre 0,00095 6,032 x 10+ 400 40 °C 0,00387 0,00395
2.2 capa
Artic Silver 5 0,00010 6,22 x 10+ 8,7 25°C 0,01818 0,01852
(Acero inoxidable cobre)
Acero inoxidable 0,00066 6,22 x 10+ 14,6 20-100 °C 0,07149 0,07287
Suma (AT,) 5=0,31931 5= 0,32541

Tabla 4. A, a, k, AT para leche fluida y coagulo, correspondientes a las diferentes capas de los materiales del sensor.
La ecuacion (1) y los datos de la tabla 4 llevan a los parametros resumidos en la tabla 5.

Alambre de Pt y 8 0.79 a 1.19 mm,
polvo de cerémica Pias
Cer&mica

Artic Silver 5
Camisa de cobre 0

Artic Silver 5
SS 316L

/— Capa ITmite

\‘

~ 7/ N\ 7\ 7
leche sonda de leche
coagulumén Polvo de cer@mica
e Cermica
Artic Silver 5

— Camisa de cobre

Artic Silver 5
Temperatura alambre Pt lT—SS 316L
Teche : 42.28 C Capa ITmite
Q=

leche / cuajada

Temperatura alambre Pt \ temperatura 34.8 C

Teoscuo : 48.03 C

AT2
AT

Figura 6. Vista de las secciones transversales del CS (a y b) y perfiles de temperatura (c).
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Q

Figura 7. Seccion del sensor de coagulacion (izquierda). Modelo de geometria radial de transferencia de calor por conduccion (derecha).

Q: calor para ser conducido (Watt).

A: longitud a través de la cual el calor debe ser conducido
(m), para el caso de este modelo. A = e (espesor del tubo).

K: conductividad térmica del material (W m'°C-")

a: seccion transversal del material a través del cual se
conduce el calor (m?), para el caso de este modelo, a = 11 x
d x|, d: diametro, I: longitud.

La tabla 4 muestra A, a, k, AT para leche fluida y coagulo,
correspondientes a las diferentes capas de los materiales
del sensor.

Las figuras 6a y 6b muestran los esquemas de las di-
ferentes capas del sensor, y la figura 6¢ muestra las dife-
rencias de temperatura entre el alambre y la superficie del
sensor (AT1), y entre la superficie del sensor y la denomi-
nada capa limite (AT2).

Para calcular el perfil de temperatura de la superficie ex-
terior de la vaina a la capa limite (tedrica) de transferencia
de calor en la leche y en el coagulo, se consideré al sensor
como un cilindro que tiene que disipar el calor constante
generado por el alambre PRTD al medio (leche/coagulo).

Este desarrollo se centra principalmente en el instante
en el cual la leche empieza a coagularse y a adquirir el
caracter de un fluido estructurado en transicién a un sélido
viscoelastico. Por lo tanto, a fines practicos, se considera
un modelo de transferencia de calor simplificado, en el que
el calor se transfiere principalmente por conduccion (figura
7). Con la ecuacion (2), que corresponde al flujo de calor
por conduccion en una geometria radial en estado estacio-
nario, se puede calcular el diametro limite exterior (do). A
partir de esta distancia, el perfil de temperatura de la leche

ZAT,(°C) T, T,(°C) AT,(°C)
Leche fluida 0,319 42,28 41,96 7,16
Coagulo 0,326 48,03 47,71 12,91

Tabla 5. Temperatura en el extremo del terminal del alambre de pla-
tino (T,,,), temperatura de la superficie externa (T,) del sensor CS.

que rodea la punta del sensor alcanza un valor constante
en una capa limite radial tedrica. Esta capa radial se des-
plaza durante la coagulacion.

De la ecuacion de transferencia (Scott, 1974).

AT —— 2 o n do)
2 =< <</l di (2)

Donde:

AT: diferencia de temperatura entre el alambre de platino y
la superficie exterior del CS: 7,16 °C (leche fluida) y 12,91 °C
(coagulo), respectivamente (tabla 5).

Q: calor transferido por conduccion: 0,98376 Watt (leche
fluida) y 1,00246 Watt (coagulo).

di: diametro interno del modelo (diametro externo de la
vaina): 7,925 x 10 m.

do: diametro externo, para ser calculado, de la capa
limite radial tedrica que rodea la punta de la vaina, en mm.

I: longitud axial de la vaina: 3,21 x 102 m.

K: conductividad térmica: 0,573 W m™" °C-' a 35 °C para
leche fluida (Spells, 1961) y 0,530 W m"'°C-' a 32 °C para
el coagulo (Passos, 1999).

In (do/di): logaritmo natural de la relacion de diametros.

Después de aplicar la ecuacion anterior, se obtuvieron do=
18,4 mm, ABL= 5,2 mm para la leche fluida y do= 31,4 mm,
ABL= 11,6 mm para el coagulo. Las variaciones en la disi-
pacion de energia y las variaciones de resistencia fueron
0,019 Watt y 1,107 Q, respectivamente. La disipacion de
potencia de la vaina, con una superficie externa de 8,0 cm?,
se puede expresar como 0,122 Watt/cm? para la leche liqui-
da al inicio de la coagulacién y como 0,124 Watt/cm? para
el coagulo en su maxima firmeza, con una variacion de
0,0024 Watt/cm?.

El analisis de transferencia de calor del nuevo sensor
muestra que el paso de una corriente continua de 130 mA
disipa una potencia de minimo impacto (0,122 Watt/cm?)
y una temperatura de alambre de 42,28 °C en el estado
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Figura 8. Ensayo de coagulacion enzimatica de la leche.
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Figura 9. Perfiles de coagulacion acida de la leche. Firmeza y evolucién del pH en funcién del tiempo.

liquido. La disminucion del 10% en la conductividad térmica
de la leche durante el proceso de transicién de fluido a gel, de
0,573 W m" °C" (Spells, 1961) a 0,530 W m °C' (Passos,
1999), respectivamente, produce un aumento de la disipacion
de potencia de solamente 0,0024 Watt/cm?, que se atribuye al
autocalentamiento y al aumento de 5,75 °C en la temperatura
del alambre de platino. Este aumento de temperatura corres-
ponde a una diferencia de la resistencia de 1,107 Q, que es un
parametro clave en la sensibilidad del sensor.

Con este nuevo dispositivo, la temperatura en la super-
ficie del sensor no es suficiente para causar la desnatura-
lizacién de las proteinas solubles que se podrian adherir a
la superficie y que podrian interferir con la sefial. Como la
desnaturalizacion de las proteinas solubles de la leche se
produce a T> 70 °C, sin otras interferencias las respuestas
de este sensor son muy repetitivas. A la inversa, cuando
usan valores mayores de CC, por ejemplo 190 mA, hay
mayores temperaturas en la superficie del sensor (tablas

Desarrollo de un dispositivo para monitoreo en la linea del proceso de coagulacién de la leche



Diciembre 2017, Argentina

1y 2), aunque son significativamente mas bajas que las
calculadas en el alambre de platino desnudo excitado con
500 mA (alrededor de 89-90 °C).

La figura 8 muestra el perfil tipico del voltaje en funcion
del tiempo para un ensayo de coagulacion con quimosina
(Chymax, 950 IMCU/mI, ChR Hansen Argentina SAIC) en
las condiciones estandar que se usan en la industria que-
sera (pH: 6,6, T: 37 °C, 0,0015 R.U./ml de leche y agregado
de 1,8 mM de CaCl,), llevado a cabo utilizando leche fluida
(leche cruda, grasa 3,5% (P/P); proteina verdadera 3,25%
(P/P) y lactosa 4,8% (P/P), suministrada por la Cooperativa
Tambera y Agropecuaria Nueva Alpina Ltda., (Ceres, Santa
Fe, Argentina).

Este perfil corresponde a un promedio de tres repeticio-
nes. De la misma figura se pueden observar el tiempo de
coagulacién (CT), tiempo de la pendiente maxima del perfil
de voltaje (t . ), voltaje a los 30 min de la adicion de enzimas
(V,,) y el voltaje maximo (V, ) de la coagulacion. Por el bajo
nivel de ruido de la sefial que muestra el perfil, se puede
calcular la primera derivada con bastante facilidad.

La figura 9 muestra el perfil del voltaje en funcién del tiem-
po durante el proceso de coagulacion acida en condiciones
estandar de elaboracion de yogur, con leche descremada en
polvo reconstituida (10,45% p/v), de acuerdo con lo expuesto
en Materiales y Métodos. El Perfil (1) corresponde a leche
reconstituida sin tratamiento térmico, mientras que el Perfil (2)
representa el proceso con leche reconstituida sometida a ca-
lentamiento a 85 °C durante 30 minutos. El control simultaneo
de la temperatura, el pH y la “viscosidad” con los tres senso-
res permite medir y registrar el tiempo de gelificacion, el pH
de la gelificacion y la firmeza obtenida (voltaje) y pequefas
oscilaciones en la temperatura de alrededor de +0,1 °C.

Por una parte, esta informacion podria ser usada por la
industria para monitorizar y optimizar el tiempo de fermen-
tacion en la elaboracion de cada tipo de yogurt. La subsi-
guiente reduccion de la sefal de viscosidad en el perfil (1)
indicaria la presencia de micro sinéresis (desuerado). Por
otra parte, son necesarias mas experiencias para determi-
nar la relacion entre la expulsiéon espontanea de suero y la
caida de la sefal. Una limitacion potencial de este punto
podria ser la diferencia en la disipacién de calor a través de
una mezcla de suero y coagulo en comparacion con la pro-
ducida en un gel homogéneo. Finalmente, las respuestas
de los sensores se ajustan adecuadamente a los procesos
de coagulacion acidos y enzimaticos.

En la tabla 6 se presentan cuatro respuestas: CT, t__,
V,, vV, para cinco niveles de pH (6,2; 6,4; 6,5; 6,6 y 6,8),
cinco niveles de concentracion de enzima (0,002; 0,003;
0,004; 0,005 y 0,008 R.U./ml de leche), cinco niveles de
temperatura (30, 33, 35, 38 y 40 °C) y cinco niveles de
CaCl, afiadido (0; 0,9; 1,8; 3,6 y 5,4 mM). Cada valor es la
media de dos repeticiones.

La figura 10a muestra la evolucion del voltaje para diferen-
tes pH y la concentracion estandar de cuajo usado en la in-
dustria quesera (0,0025 R.U./ml de leche, temperatura 35 °C
y afiadido de CaCl, 1,8 mM).

El analisis de varianza (ANOVA) y la regresion lineal que
describe la relacion entre CT y pH tuvo un nivel de sig-
nificancia de p<0,05 (p: 0,0392), lo cual indica que existe
una relacion estadisticamente representativa en un nivel
de confianza del 95%.

La ecuacion ajustada que relaciona CT y pH es CT=
-131,663 + 21,8086 x pH. El coeficiente de determinacion
R? (0,9227) muestra que el modelo ajustado constituye el
92,27% de la variabilidad del CT.

El modelo ajustado correspondiente a t = -150,673 +
25,0114 x pH, con p<0,05 (p: 0,0309) indica que existe una
relacion significativa a un nivel de confianza del 95%. El
coeficiente de determinacion R? representa el 93,91% de
la variabilidad de t__ .

X

La tabla 6 muestra que el CT mas bajo (4,2 min)yt__ (5,1
min) se obtienen a pH 6,2, mientras que el CT mas alto (13,4
min) y t__ (15,6 min), se obtiene a pH 6,6. Las pendientes
positivas para ambas respuestas indican que el aumento del
pH también aumentan los valores del CT y t . Mientras se
mantiene constante la temperatura, la concentracion enzi-
matica y la concentracion de CaCl, afiadido, el valor maximo
deV, yV . seobtieneapH de6,2. EICS no detect6 coagu-
lacién a pH de 6,8 (no hay datos sobre CT,t _,y V. ). Lare-
gresion simple de los indicadores V,; y V, _ versus pH no dio
como resultado una relacion estadisticamente significativa.

Los cambios en el pH que muestran una relacién signi-
ficativa con el CT son detectados por el sensor y estan de
acuerdo con los resultados reportados por Storry y Ford
(1982) e Imafidon y Farkye (1993). El pH de la leche seria
el factor mas importante que debe ser controlado estric-
tamente durante el proceso de elaboracion de la cuajada
(Hori, 1985). Van Hooydonk et al. (1986) encontraron que
al disminuir el pH aumentan las acciones enzimaticas y de
agregacion, tal como se observé con el sensor CS.

La figura 10b muestra la notable influencia de la concen-
tracién enzimatica en los perfiles de voltaje versus tiem-
po. La tabla 6 muestra los valores promedio de las cuatro
respuestas (CT, t .V, yV,.) Las respuestas CT y t
disminuyen a medida que aumenta la concentracion enzi-
matica. Trazando CT frente a la inversa de la concentracion
enzimatica (ml de leche/R.U.) muestra que se aplica la Ley
de Holter, como se describe por la ecuacién CT= k x 1/C
(k: constante y C: concentracion enzimatica). La regresion
lineal que describe la relacion entre CT y t 'y concentra-
cion enzimatica (ANOVA) muestra un nivel de significancia
p>0,05, lo que indica que no hay relacién estadisticamente
significativa con un nivel de confianza del 95%.

Por este motivo se modificaron los resultados experi-
mentales a través de la transformacion matematica, adop-
tandolog CTylogt  envezdeCTyt como los valores
de mejor ajuste para ambas respuestas. La ecuacion mo-
delo ajustada es para log CT= 3,66741-222,11 x concen-
tracion de enzima. El valor de p: 0,0181 (ANOVA) muestra
relaciones estadisticamente significativas para un nivel de
confianza del 95%, donde el R? indica que el modelo da
cuenta de 88,0982% de la variabilidad del log CT. Estas
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Figura 10. Perfiles comparativos de coagulacion de la leche. a. Variacion del pH. b. Variacion de la concentracion de la enzima. c. Varia-

cién de la temperatura y d. Variacion del CaCl, agregado.

observaciones coinciden con Hori (1985), quien informé
que la medicion del voltaje mostré que el CT de la leche
descremada disminuia exponencialmente con el aumento
de la concentracién de cuajo.

El'modelo ajustado paralogt = 3,75558-204,929 x con-
centracion de la enzima, y el valor de p: 0,0210 demuestran
que existe una relacién estadisticamente significativa entre
el log t vy la concentracién de la enzima. El R? para el
modelo ajustado da cuenta del 86,88% de la variabilidad
dellog t . aunque los niveles de V, y V __ delatabla6y
su evolucioén en la figura 10b muestran que a medida que
aumenta la concentracion enzimatica, también aumentan
ambas respuestas. ANOVA, sin embargo, muestra que los
niveles de significancia son p>0,05, lo que indica que no
hay relacion estadisticamente diferente entre la concentra-
cion enzimatica y V,; y la concentracion enzimaticay V,_

Por un lado, el analisis de regresion lineal de CT, t__
y V,, a diferentes temperaturas (30, 33, 35, 38 y 40 °C)
presentados en la tabla 6 muestra que, en las condiciones
establecidas para el conjunto de variables (concentracion
enzimatica, pH y adicion de CaCl,), los valores de p en la
tabla ANOVA son >0,05, lo que lleva a la conclusién de que
no existe una relacion estadisticamente significativa entre
las respuestas CT, t__ vV, vy la variable temperatura, con
un nivel de confianza del 95% o superior.

Por otro lado, el modelo de ecuacion ajustada que des-
cribe la relacion entre V__ y temperatura (V, _ = 0,266493-
0,00390077 x Temperatura), da un valor de p (0,0192), que
significa una relacion estadisticamente significativa a un
nivel de confianza del 95%. El R? estadistico indica que el
modelo ajustado representa 87,6378% de la variabilidad en
laV__ . Los indicadores de viscosidad mas altos y mas ba-
jos (voltaje) son obtenidos a 30 °C y 40 °C, respectivamen-
te, donde el incremento porcentual de V__ entre el valor a
30 °C y aquel a 40 °C es del 30,5%.

La figura 10c muestra que a 30 °C el voltaje aumenta
indefinidamente durante los 60 min de la ensayo, mientras
que a 33 y 35 °C el voltaje alcanza un maximo y luego se
mantiene constante. En cuanto a su comportamiento a 40 °C,
el voltaje alcanza un maximo y luego cae, posiblemente
debido a la ocurrencia de microsinéresis.

Se ha informado que la temperatura afecta tanto la fase
primaria (hidrolisis) como la fase secundaria (agregacion),
aunque el efecto sobre la hidrélisis enzimatica es sustan-
cialmente inferior. Ramet y Weber (1980), Storry y Ford
(1982) y Van Hooydonk y Van Den Berg (1988) mostraron
que la fuerza del coagulo se redujo notablemente por el
aumento de la temperatura, de acuerdo con los resultados
obtenidos en nuestra experiencia. Recientemente, Sbodio
et al. (2013) usando un dispositivo similar, un disefio com-
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Variables CT (min) t, ., (min) V,, (mV) V..., (mV)
pH

6,2 4,2 +0,020 5,1+0,016 144,4 £ 3,5 157,3+5,9

6,4 7,1+0,025 8,510,025 132,0+£ 3,2 1439+5,5

6,5 9,1+0,022 10,9 + 0,020 134,1+ 3,1 150,5 + 6,0

6,6 13,4 + 0,021 15,6 £ 0,027 118,8 £4,2 132,8+5,2

6,8 - - - 335+54

C.E. (R.U./ml leche)

0,002 32,8 +0,023 36,7 £ 0,022 127,0+ 3,8 137,2+5,0

0,003 17,1+ 0,022 19,9+ 0,028 119,1 £ 3,6 149,0 + 6,1

0,004 13,4+ 0,022 15,6 £ 0,019 118,9 £ 3,1 132,8+54

0,005 12,7+ 0,019 15,2+ 0,023 126,4 £ 3,0 146,1+5,9

0,008 7,3+0,024 9,1+0,018 138,2+4,0 155,9+5,6

Temperatura (°C)

30 19,9+0,018 23,8 + 0,022 109,4 £3,9 150,1+5,5

33 14,3 £ 0,025 17,4 £ 0,021 120,8 £ 3,6 132,6 £4,9

35 13,4 +0,019 15,6 + 0,026 118,8 £ 3,5 132,8+6,3

38 15,1+ 0,020 17,6 £ 0,017 112,7+3,5 126,1+5,1

40 15,5+ 0,028 18,4 + 0,024 101,8 £3,0 104,3 £6,2

CacCl, (mM)

0 24,4 + 0,022 29,0+£0,015 80,6 + 4,1 133,5+5,8

0,9 17,0 £ 0,026 20,6 + 0,018 117,6 £ 3,9 1454 +4,8

1,8 13,4 + 0,021 15,6 + 0,023 118,8 £ 3,2 132,8 £6,2

3,6 13,4 +0,017 15,6 £ 0,024 106,8 + 3,0 114,6 +4,7

54 14,6 + 0,024 16,6 + 0,030 110,5+ 3,3 121,1+6,5

Tabla 6. Efecto del pH, concentracion de enzima, temperatura y adiciéon de CaCl, al CT, t

reconstituida durante la coagulacion enzimatica.
C.E: concentracién de enzimas.

V¥ V..., de la leche descremada en polvo

max’

puesto rotacional y metodologia de superficie de respues-
ta, mostré que es posible estudiar los efectos de las varia-
bles criticas en la coagulacion por accién de la quimosina
en leche en polvo reconstituida.

Los modelos de segundo orden obtenidos usando ana-
lisis de regresion lineal predijeron eficazmente los efectos
de la temperatura, concentracion de enzima y pH en la CT,
t .. YV, El estudio de toda la coagulacion enzimatica de

la leche y con el mismo sensor mostré que la temperatura
es el principal factor que afecta el desarrollo de la firmeza.

En cuanto al efecto de las diferentes concentraciones de
CaCl, afadido (0; 0,9; 1,8; 3,6 y 5,4 mM) con condiciones
fijas de pH (6,6), temperatura (35 °C) y concentracion en-
zimatica (0,004 R.U./ml de leche), las cuatro respuestas
(CT, t 0 Vi ¥ V,..,) S€ muestran en la tabla 6. Los analisis
de regresion lineal correspondientes a las cuatro respues-
tas muestran relaciones estadisticamente no significativas

cuando se varia la adicion de CaCl..

Sin embargo, es interesante hacer notar que el tiempo
necesario para alcanzar el voltaje maximo esta significati-

vamente relacionado (p: 0,0262) con la concentracion de
CaCl,. La regresion lineal es Tiempo de V__= 60,5021-
0,016531 x CaCl,, que muestra que a medida que aumenta
la concentracion de CaCl,, el tiempo que se tarda en alcan-
zar V__ disminuye. La figura 10d muestra la evolucion del
voltaje péra diferentes concentraciones de CaCl,. La compa-
racion entre estas evoluciones muestra que los mayores CT

yt . YelmasbajoV,, se observan sin adicion de CaCl,,.

Sin embargo, el nivel mas alto de V,__ se logra con la adi-
cién de 0,9 mM de CaCl,, y los mas bajos cuando se usan
concentraciones mas altas (3,6 y 5,4 mM de CaCl,). Los re-
sultados obtenidos con el nuevo dispositivo estan de acuerdo
con los resultados reportados por Okigbo et al. (1985) que
mostr6 que la adicion de CaCl, en la coagulacion por quimosi-
na es innecesaria si se pueden ajustar adecuadamente otros
factores (pH, temperatura y concentracion de quimosina). A
la inversa, Taifi et al. (2006) muestran que el aumento de la
concentracion de CaCl, produce un aumento en la firmeza del
gel de leche y también acelera la aparicién de sinéresis.

El dispositivo desarrollado y patentado por Hori utiliza el
mismo principio, sin embargo, asi como se presenta no es
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utilizable para una tina de elaboracién de queso. En cuanto
al desarrollado y patentado por el INRA, este consistia en
un analizador térmico diferencial.

Cabe mencionar que en su fase final, este dispositivo ha
sido disefiado y desarrollado para aplicaciones industriales.

Sin embargo, la diferencia entre el dispositivo desarro-
llado y patentado por el INRA segun FR2626371 (A1) y
FR2626371 (B1) también publicado como: WO8906794 (A1)
Nz227709 (A) JPH03503449 (A) FI91330 (B) FI91330 (C)
EP0389568 (A1) EP0389568 (B1) DK175990 (a) CA1297178
(C) AU2940489 (a) patente de Estados Unidos US5064294
(a) es que el dispositivo se basa en una medicion térmica di-
ferencial, similar a un calorimetro diferencial, que tiene dos
sondas construidas con alambre de platino, uno para medir
la temperatura del medio y el otro lejos del primero, calefac-
cionado por una corriente constante, para medir la disipacion
térmica en soluciones de gelatina y de la leche cuajada en frio
a 10 °C, con el fin de seguir la evolucién de la coagulacion de
la leche a medida que se calienta hasta 30 °C.

En nuestro caso, una uUnica sonda construida con alam-
bre de platino, se calienta con una corriente constante para
medir la disipacion térmica con una temperatura de leche
dentro de un rango experimental de 30 °C a 40 °C, ala que
se afiade el cuajo para la coagulacidon enzimatica. Asi, la
disipacion de calor por unidad de area en nuestro caso es
1220W/m? frente a 1600W/m? del dispositivo del INRA, con
un aumento significativo en la sensibilidad.

En conclusion, la medicién de la coagulacién enzimatica a
través de nuestro dispositivo muestra que el sensor es sen-
sible a los cambios de las variables criticas que caracterizan
el proceso. El efecto del pH, la concentracion de enzima, la
temperatura y CaCl, en las respuestas CT,t__,V, yV__ fue-
ron consistentes con los resultados obtenidos por otras meto-
dologias. Las sefiales emitidas por el sensor producen bajo
nivel de ruido y las respuestas de CTy V__ dan muy buena
repetibilidad. Cuando se alimenta al sensor con 130 mA, el
andlisis de transferencia de calor muestra que el desarrollo de
la temperatura en la superficie es cercano a los 49-50 °C, sin
riesgo de desnaturalizacion de las proteinas solubles.

Teniendo en cuenta sus dimensiones, el dispositivo es
no intrusivo, lo que significa que no interfiere con el corte
del gel y las operaciones de agitacion. Tiene suficiente ro-
bustez y puede ser limpiado (CIP) y esterilizado con vapor
(SIP) in situ. El sensor de temperatura CS y RTD cumplen
con los requisitos sanitarios (normativa sanitaria 3A, Inc.
74-03). El electrodo de pH y el soporte del electrodo de pH
también cumplen con los estdndares EHEDG (European
Hygienic Engineering Design Group). En consecuencia, se
puede inferir que el dispositivo puede ser apto para el uso
en linea de la elaboracion del queso.

Hay que mencionar también el uso de este dispositivo en
el proceso de desarrollo de yogures “set-type”, que nos ha
permitido estudiar la influencia de las variables temperatu-
ra y de concentracion de diferentes aditivos de suero sobre
el tiempo de gelificacion y consistencia. El modelo obtenido
nos permite predecir con precision el tiempo de gelificacion
en un cierto rango de variables (datos no publicados).
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