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Coagulacion de la leche. Desarrollo
de un dispositivo para el “monitoreo”
online del proceso. Avances en la Argentina

SBODIO, O.A."; REVELLI, G.R.?

RESUMEN

La coagulaciéon enzimatica de la leche es una etapa fundamental en la elaboracién de queso. Su control
online tiene por objeto la determinacion del tiempo de coagulacién, la velocidad de crecimiento de la firmeza 'y
el apropiado tiempo de corte de la cuajada. El tratamiento térmico de la leche permite incorporar al queso pro-
teinas del suero para incrementar su valor bioldgico y su rendimiento. También, numerosas investigaciones
reportan el agregado de Proteinas de Suero en Polvo (WPC) en la elaboracién de distintos tipos de quesos.
Tratamientos diversos de las proteinas del suero son utilizados para alimentos ricos en almidones. El desa-
rrollo de un dispositivo que cumpla con los requerimientos de fortaleza, higiene en el lugar, que no impida las
operaciones de corte y agitacién y que no sea destructivo, sera una herramienta importante en el estudio de
los efectos de las variables criticas, el control de la elaboracion de queso y yogurt, y en el desarrollo de nuevos
productos. Una revision histérica muestra que desde hace varias décadas los investigadores se preocupan
por obtener dispositivos basados en diferentes métodos. En la Argentina, se reportan experiencias con utiliza-
cion del principio del alambre caliente. En la actualidad, se construye un dispositivo innovador que puede ser
aplicado en el desarrollo de nuevos productos y en tina quesera industrial.
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ABSTRACT

The enzymatic coagulation of the milk is a fundamental phase in the elaboration of cheese. Its control online
considers object the decision of the time of coagulation, the velocity of growth of the firmness and the appro-
priate cutting time of the curd. The heat treatment of the milk permits to incorporate to the cheese proteins of
the serum, increasing its biological value and its performance. Also, numerous investigations report the aggre-
gate of Whey Protein Concentrate (WPC) in the elaboration of different types of cheeses. Diverse processing
of the proteins of the serum are utilized for food rich in starches. The development of a device that comply
with the requests of robustness, clean in place, that do not impede the operations of cut and agitation and that
are not destructive will be an important tool in the study of the effects of the critical variables, the control of
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the elaboration of cheese and yoghurt, and in the development of new products. A historic review shows that
for several decades the investigators worry about obtaining devices based on different methods. In Argentina,
experiences utilizing the principle of the hot wire are reported. Currently, an innovative device is built that can
be applied in the development of new products and in the cheese industry.

Keywords: milk, coagulation, enzymes, control, cheese.

INTRODUCCION
Coagulacion enzimatica

El queso es un producto lacteo que ha jugado y juega un
importante rol en la nutricion humana desde hace varios
siglos. Desde entonces, el principal objetivo ha sido y es
hoy hacer de un producto altamente perecedero, como es
la leche, otro que tenga larga vida y preserve sus nutrien-
tes. En esencia, el queso es elaborado removiendo agua
o suero de la leche permitiendo que los soélidos o cuajada
puedan ser manejados de una manera controlada. La re-
coleccion de la leche es el primer paso de este proceso. El
segundo paso es la produccién de la cuajada y el tercero
es la concentracion de la misma por corte, cocinado o no,
salado y maduracion.

El proceso de elaboracién del queso esta caracterizado
por dos etapas: la coagulacion enzimatica por acciéon de
la quimosina de la leche, que constituye la etapa funda-
mental en la elaboracion y resulta en la formaciéon de un
gel como consecuencia de cambios fisicoquimicos que
tienen lugar en las micelas de caseinas. Esta, en combi-
nacién con un proceso determinado de fermentacion (mé-
todo apro-piado de deshidratacién) resulta en una masa
que pierde proteinas solubles y obviamente agua (Hinrichs,
2001). La coagulacion enzimatica, puede dividirse en dos
partes, una primaria (hidrdlisis enzimatica) y otra secundar-
ia (agregacion). Durante la etapa primaria, la k-caseina es
“cortada” por la accion de la enzima en el enlace Phe, -
Met, , formando una porcion hidrofébica: para k-caseina
y una hidrofilica: caseinmacropéptido. Como resultado de
esta accion se produce la reduccion de la carga negativa
neta y de la repulsion estérica. De esa manera, la micelas
modificadas comienzan a ser susceptibles de agregarse
(Zoon et al., 1988; Walstra, 1990; Lucey, 2002). Entre las
fuerzas atractivas durante la agregacién predominan los
puentes-Ca, las fuerzas de Van der Waals, las interaccio-
nes hidrofébicas (Walstra, 1990; Mellema et al., 1999) y
puentes hidrégeno.

Sinéresis
La otra etapa trascendente en la elaboracién del queso
es la sinéresis, en donde el suero es expelido de la cuajada

luego del corte de la misma. A continuacion, ocurre el dre-
naje, moldeo, presién de la masa, salado y madurado. La

sinéresis es definida como el encogimiento de un gel, que
tiene lugar concomitantemente con la expulsion de liquido
0 separacion del suero. La sinéresis espontanea es la con-
traccion de un gel sin la aplicacion de alguna fuerza ex-
terna, es relativa a la inestabilidad de la red que conforma
el gel, resultando en la pérdida de la habilidad para atrapar
o contener todo el suero (Walstra, 1993).

La sinéresis de la cuajada es una etapa critica, los niveles
y extension juegan un rol fundamental en determinar la hu-
medad, el contenido mineral y de lactosa de la cuajada dre-
nada y aun en la del producto final (Lawrence y Gilles 1980;
Pearse y Mackinlay, 1989; Daviau et al., 2000). La obtencién
de la medida de la sinéresis puede ser utilizada para moni-
torear el proceso. La mayoria de las técnicas desarro-lladas
para medirla, pueden ser clasificadas como métodos de
separacion o métodos de dilucién. En los métodos de sepa-
racion, la cuajada y el suero son separados y se analizados
la humedad de la cuajada y el volumen del suero, para ob-
tener una medida de la sinéresis (Marshall, 1982; Johnston
et al., 1998). Las técnicas de dilucién utilizan trazadores y
de esa manera logran medir la humedad remanente en la
cuajada (Zviedrans y Graham, 1981; Nilsen y Abrahamsen,
1985). Taifi et al. (2006), estudiaron un método no invasivo
para monitorear la sinéresis utilizando una técnica ultra-
soénica. Sin embargo, debemos aclarar que esta experiencia
determiné lo que se denomina “microsinéresis espontanea”
mas que la sinéresis inducida por el corte de la cuajada.
Esta, observa la limitante, que podria implicar la potencial
diferencia de respuesta lograda en un medio compuesto por
cuajada y suero, comparada con aquella conseguida en un
medio homogéneo como es un gel.

Factores que afectan la coagulacion

Entre los mas importantes factores que afectan la co-
agulacioén, se destacan aquellos generales referidos a la
composicion de la leche (en particular su contenido en pro-
teinas y grasa), el estado de lactacion, calidad higiénica y
sanitaria, etc.

Otros factores denominados criticos que caracterizan el
proceso, afectan la coagulacién por quimosina de la leche.
La Literatura enfatiza sus efectos y su interaccion (Ern-
strom et al., 1958; Jen y Ashworth, 1970; Kowalchyk y OI-
son, 1977; Dalgleish, 1983; Okigbo et al., 1985a,b; Noél et
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al., 1991; Sbodio et al., 1997b). En la elaboracién de que-
so, se identifican tres variables independientes relevantes,
a saber: pH de coagulacion, temperatura y concentracion
enzimatica, a las que deberiamos agregar el CaCl, adicio-
nado. Las interacciones entre ellas han sido estudiadas por
numerosos autores y, en el medio local, por Sbodio et al.
(1997b, 2002).

Desnaturalizacion térmica de las proteinas del suero

La consideracién del tema adquiere singular relevancia
en funcién de que las modificaciones que sufren las protei-
nas del suero luego del tratamiento térmico hacen posible
su incorporacién en diferentes productos, particularmente
en quesos frescos y yogurt.

Después del calentamiento de la leche, las proteinas del
suero, en particular, B-lactoglobulinas y a-lactoalbumina
sufren cambios estructurales. En la B-lactoglobulinas se
exponen los grupos SH (etapa inicial) y éste puede formar
puentes disulfuros con otras proteinas, especialmente con
la k-caseina y a_,-caseina, iniciando un proceso de polime-
rizacion irreversible. Este paso inicial, en principio, se creyo
que era solamente de naturaleza fisica pero es al final una
interaccion covalente (Hill, 1989; Jang y Swaisgood, 1990).
La a-lactoalbumina, que en principio no puede iniciar un pro-
ceso de polimerizacién debido a la ausencia de grupos SH
libres, después del calentamiento forma agregados, debido
a los puentes disulfuros, con la B-lactoglobulinas (Mulvihill
y Donovan, 1987). Numerosos investigadores reportaron la
influencia de la desnaturalizacion térmica de las proteinas
solubles sobre la propiedad de coagular enzimaticamen-
te. Particularmente, la unién de las proteinas del suero a
la superficie de la micela, que por impedimento estérico,
producen una inapropiada agregacion (Singh y Waungana,
2001; Vasbinder y De Kruif, 2003a; Vasbinder et al., 2003b;
Donato et al., 2007). A pesar de esta situacion, el uso del
tratamiento térmico ofrece importantes ventajas tales como
el aumento del rendimiento y del valor nutritivo del queso
(Kethireddipalli et al., 2010). El tratamiento térmico rutina-
rio al que es sometida la leche antes del proceso de ela-
boracién de queso, corresponde a una pasteurizacion (72
°C, 16 segundos o 63-65 °C, 30 minutos). Ahora bien, el
tratamiento a temperaturas superiores a 70 °C por varios
minutos, resulta en importantes cambios fisicoquimicos de
los constituyentes de la leche. Entre los mas trascenden-
tes, desde el punto de vista de la coagulacion por accion
de la quimosina se destacan: desnaturalizacion de las pro-
teinas del suero y agregacion de las mismas, interaccion
de las proteinas del suero con las micelas de caseina y
cambios en la distribucion del calcio entre las fases micelar
y sérica (Hinrichs, 2001). Especificamente, la incapacidad
de coagular apropiadamente de la leche tratada térmica-
mente puede ser explicada por la desnaturalizacién de las
proteinas del suero y su unién con la k-caseina, lo cual via
repulsion estérica inhibe o dilata la fase primaria (hidrdlisis)
y prolonga el tiempo de coagulacion. Por otra parte, la pér-
dida de calcio soluble en el suero debido a la precipitacion
sobre las micelas de caseina como fosfato de calcio in-

soluble, también prolongan el tiempo de coagulacién (Van
Hooydonk, et al., 1987). Ademas, las proteinas del suero
desnaturalizadas son altamente hidratadas y obstruyen la
sinéresis por lo que se produce menor drenaje de suero du-
rante el proceso de elaboracién de queso (Lucey y Gorry,
1994). Por consiguiente, al retener mas suero con el co-
rrespondiente contenido de lactosa se modifica el proceso
de acidificacion de la cuajada. Recientemente, en nuestro
pais, fueron reportadas importantes modificaciones que el
tratamiento térmico moderado de la leche (70 °C, 10 minu-
tos) produce sobre el tiempo de coagulacion, el voltaje y la
produccion de suero (Sbodio et al., 2010).

Contenido de cloruro de sodio y coagulacion

El contenido de NaCl de la leche, observa influencia so-
bre las propiedades de la coagulacion. El mismo, varia en-
tre 17 y 28 mM/kg de leche (Walstra y Jenness, 1984). En
la Cuenca Lechera Central de la Republica Argentina, esta
variacion es mas amplia (Sbodio et al., 1989). Zannier et
al. (2002), mostraron que la variacién en leche de vacas to-
madas individualmente observaron un rango comprendido
entre 17,40 y 42,83 mM de NaCl.

A través del uso de diferentes metodologias, numerosos
trabajos muestran la influencia de altas concentraciones de
NaCl en la leche sobre la propiedad de coagular enzimati-
camente. Algunos autores, sostenian que la tension de la
cuajada no era afectada por la adicion de hasta 500 mM de
NaCl (Grufferty y Fox, 1985). Sin embargo, Jen y Ashworth
(1970), reportaron que cuando se agregaron hasta 100 mM
la tension se incrementaba, mientras disminuia marcada-
mente a concentraciones mas altas. Como ambos trabajos
median la tensién de la cuajada 30 minutos después del
agregado de la enzima es posible que los dispares resulta-
dos hayan sido influenciados por la dependencia del tiem-
po de coagulacién, mas que por la concentracion de NaCl.
Zoon et al. (1989), con la utilizacién de un reémetro (Den
Otter Rheometer), informaron que luego de la adicion del
coagulante y del NaCl, a pH 6,65 y tiempo de coagulacién
constante, G’ (modulo de almacenamiento) no observaban
diferencias significativas. Sin embargo, a tiempo de coa-
gulacion constante y adicion de hasta 200 mM de NaCl, G’
se incrementé a pH 6,65. Por el contrario, a concentracion
constante de enzima, esto fue observado solamente hasta
100 mM de NaCl. A mas altas concentraciones se retarda
la formacion del gel. Recientemente, Udabage et al. (2001)
mostraron que la adicion de NaCl incrementa el médulo de
almacenamiento.

En nuestro pais, en un estudio realizado utilizando el mé-
todo del alambre caliente para monitorear el proceso de la
coagulacién, Sbodio et al. (2006), mostraron que el tiempo
de coagulacion y el t  fueron significativamente afectados
por la concentracion de quimosina a contenidos de NaCl
comprendidos entre 17,3 y 39,1 mM. El estudio multifacto-
rial, mostré que la influencia mas significativa sobre el tiem-
po de coagulacion y t__ fue la concentracion enzimatica vy,
en menor medida, la concentracion final de NaCl. También
se observo que, a medida que aumenta la concentracion
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de NaCl, aumentan el tiempo de coagulacion y el t__ . El
maximo voltaje es también afectado en el rango de 17,3 a
39,1 mM de NaCl. El estudio fue realizado en el rango de
variacion del contenido de NaCl en la leche que se produce
en el area central de nuestro pais (Zannier et al., 2002).

Coagulacion acida

La formacion de geles de proteinas de leche también es
un paso crucial en la elaboracion de yogurt. Este, es forma-
do por la fermentacion lenta de la lactosa y produce acido
lactico. El desarrollo del mismo es promovido por bacterias
termofilicas: Streptococcus salivarius subsp. thermophilus
y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus. La fermen-
tacion bacteriana convierte la lactosa en acido lactico, el
cual reduce el pH de la leche, decreciendo desde 6,7 a 4,6.
Cuando la leche es tratada a altas temperaturas, la gela-
cién tiene lugar entre pH 5,4 y 5,2. Con el descenso del pH
se desordenan las propiedades estructurales internas de
las micelas de caseina, debido a la solubilizacion de fosfato
de calcio micelar (Dalgleish y Law, 1989). A medida que
las caseinas se aproximan a su punto isoeléctrico (pH 4,6)
se reduce la carga neta, lo que hace disminuir la repulsién
electrostatica entre los grupos cargados, incluyendo los re-
siduos de fosfoserina que se exponen cuando el fosfato
de calcio micelar es solubilizado. La atraccion electrostati-
ca aumenta la atraccion proteina-proteina que también se
incrementa a través de interacciones hidrofébicas (Lucey,
2004; Lee y Lucey, 2010).

Predominan dos tipos de yogurt: el firme “set-type” y el
batido. El primero, es formado en su propio envase a medi-
da que las bacterias lacticas fermentan la lactosa en acido
lactico dando una estructura de gel continua. En el caso de
yogurt batido, es fermentado en grandes tanques, luego
batido y bombeado al envase dando una textura viscosa
(Tamime y Robinson, 1999). Uno de los problemas en su
elaboracion es la separacion de suero (“wheying-off’), que
es la aparicion de suero en la superficie del gel, un defecto
comun durante el almacenamiento de productos fermenta-
dos como el yogurt. En general, los fabricantes tratan de
evitar esta separacion aumentar el contenido de soélidos
de la leche, sometiendo la leche a un tratamiento térmico
o agregando estabilizantes (gelatina, pectina, almidones,
concentrado de proteinas de suero o gomas). Las propie-
dades reoldgicas del gel acido son afectadas por la com-
posicién de la leche, tiempo y temperatura de tratamiento
térmico, tipo y cantidad de fermento, temperatura de fer-
mentacion y si corresponde a un gel batido o no.

En los ultimos afios, numerosos autores estudiaron el
uso de proteinas desnaturalizadas, como ingredientes, en
la formulacion de yogurt (Rabiey y Britten, 2009a; Matu-
moto-Pintro et al., 2011), las caracteristicas reoldgicas
de yogurt producido con la adicién de proteinas nativas
de suero (Guggisberg et al., 2007), la optimizacion de las
propiedades reoldgicas de yogurt probiético suplementado
con proteinas de leche (Marafon et al., 2011) y la adicién
de hidrolizados de proteinas de suero (Rabiey y Britten,
2009b) sobre las propiedades reoldgicas de un gel acido.

Agregado de proteinas del suero a otros productos

Para minimizar la retencion de agua por parte de las pro-
teinas del suero, éstas fueron modificadas por extrusién (a
temperaturas moderadas) de manera de facilitar su uso en
alimentos que contienen almidén con el propdsito de au-
mentar la retencion de los niveles de nutrientes (Onwulata
et al., 2010).

Varios autores estudiaron las consecuencias de agregar
suero concentrado, con sus diferentes tratamientos, entre
algunos ejemplos se destacan: la elaboracién de queso
gouda usando Centri-whey Process (Berg Van Den, 1979),
o suero concentrado (Zoon y Hols, 1994), o suero en que-
sos de pasta semidura (Santoro y Faccia, 1996), quesos
frescos usando proteinas de suero “particuladas” (Steffl,
1999) y, mas recientemente, suplementacion de la leche
para elaborar queso con proteinas de suero desnaturaliza-
das (Maubois et al., 2002).

Experiencias en el area de producciéon de la Cuenca
Lechera Santafesina

En el Area Central de la Republica Argentina, numerosos
estudios reportan la composicion y calidad de leche, sus li-
mitaciones, y la presencia en la misma de niveles indesea-
bles de diversos componentes (Sbodio et al., 1985, 1989,
1997a, 1999a,b; Minetti et al., 1995; Revelli et al., 2004,
2011; Valtorta et al., 2002, 2008). A partir de la década del
90, Sbodio et al. (1997b), utilizando una geometria apro-
piada acoplada a un reémetro, estudiaron la interaccion si-
multanea del pH (5,6-6,8) adicion de CaCl, (100-300 mg/L),
temperatura (30-40 °C) y concentracion enzimatica (0,02-
0,05 UR/mL de leche), sobre la firmeza y el tiempo de coa-
gulacion. El analisis de superficies de respuestas permitio
concluir que el desarrollo de la firmeza estaba relacionado
a la disminucion del pH y el aumento de la temperatura
y, que en las condiciones experimentales impuestas, los
maximos de firmeza se obtuvieron en un estrecho intervalo
de pH y temperatura.

Posteriormente, Sbodio et al. (2002), utilizando un dise-
fo rotacional central y un sensor desarrollado por el grupo
de trabajo que usa el método del alambre caliente, con-
cluyen que las 6ptimas condiciones para lograr la maxima
firmeza de la cuajada resultan en 0,0278 UR/mL de leche
de concentracion enzimatica, 35 °C de temperatura y 6,60
de pH. El mismo disefio fue utilizado para medir la influen-
cia de la temperatura, pH y cantidad de enzima coagulante
sobre geles formados por la accién combinada de enzimas
y glucono-bd-lactona. Las respuestast ., D, yT__ . fueron
medidas por el método propuesto anteriormente. Para al-
canzar pH 5,8 en 60 minutos, se utilizaron diferentes con-
centraciones de glucono-d-lactona. La utilizacion de coag-
ulante bovino, mostré que los principales efectos, en orden
de importancia, fueron producidos por la concentracion
enzimatica, el pH y la temperatura. En cambio, el uso de
proteasa de origen microbiano observo que el orden de los
efectos fueron la concentracion enzimatica, temperatura y
pH. A partir de los modelos obtenidos para t__ (tiempo en

max
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el que se produce el cambio de signo de la derivada) yD__
(voltaje maximo) se puede concluir que la concentracién
enzimatica es la variable de mayor influencia positiva. Los
maximos voltajes “firmeza” T__,, (tiempo en el que se al-
canza el maximo voltaje) fueron influenciados significati-
vamente por la temperatura y la concentracion enzimatica
de origen bovino y microbiano. La leche entera coagulada
con ambos coagulantes, alcanzaron el maximo voltaje al
mismo tiempo (Sbodio et al., 2005).

Pauletti et al. (2005), estudiaron el desuerado de geles
producido por accion de enzimas coagulantes y glucono-
O-lactona. El experimento, concluye que la concentracion
de la enzima, la temperatura de floculacion y el pH inicial
afectan significativamente el tiempo de floculacion y la ve-
locidad del desuerado.

Sbodio et al. (2010), con un dispositivo similar al utilizado
por Hori (1985) determinaron que un moderado tratamiento
térmico de la leche (70 °C, 10 minutos) produce niveles
de desnaturalizacion del 20% en las proteinas del suero,
y que la recuperacién de la coagulacion a pH 6,4 y 400
mg/L de leche de CaCl, adicionado, constituyen condicio-
nes apropiadas para obtener queso cuartirolo, sin perder la
aceptacion del consumidor y con un significativo aumento
del 8,9% en el rendimiento.

Objetivos del desarrollo de un dispositivo
para controlar la coagulacién

El desarrollo de un novedoso dispositivo que permita
el “monitoreo” online y que cumpla con todos los reque-
rimientos de fortaleza, de capacidad para determinar el
tiempo de coagulacién, la velocidad de crecimiento de la
cuajada, el tiempo en el que se alcanza la maxima fir-
meza, el tiempo 6ptimo de corte y que probablemente
controle y evalle la microsinéresis, sera una herramienta
esencial para estudiar la influencia de las variables criti-
cas que caracterizan la coagulacion enzimatica y acida.
También, a nivel académico hara posible el estudio de las
variaciones de la materia prima, la presencia de compo-
nentes indeseables como ocurre con la prevalencia en el
area de altas concentraciones de sales solubles y pro-
teolisis por accion de flora indeseable. A bajo costo de
inversion y de manera simple, permitira el analisis de la
influencia de diferentes agregados a la leche en la elabo-
racion de queso y de yogurt sin necesidad de recurrir a
tecnologia altamente costosa como la reometria. En sin-
tesis, la utilizacion de un sensor que usa el principio del
alambre caliente abre un importante panorama en el estu-
dio de diferentes alternativas en la elaboracién de nuevos
desarrollos y productos tanto en el agregado de aditivos
espesantes en leche homogeneizada, como en yogures
inoculados con bacterias probidticas, en la busqueda de
mejorar quesos con fermentos caracteristicos (fundamen-
talmente en quesos frescos y otros como pategras y que-
so azul). Se considera, que estos métodos resultaran muy
utiles aun con la desventaja de producir limitada informa-
cion sobre las propiedades reologicas.

Antecedentes historicos. Métodos para monitorear la
coagulacion

Desde hace mas de un siglo, el quesero utiliza un méto-
do subjetivo conocido como el “dedo del quesero” o el test
del cuchillo. El quesero hace un ligero corte con su dedo
o cuchillo para ver si el corte es limpio y si es exudado un
suero claro, esto indica que el coagulo debe ser cortado.
También provee una sefial de la firmeza del gel.

Ahora bien, desde 1932 comenzaron a utilizarse técnicas
de mediciones objetivas para el monitoreo continuo de las
propiedades de los geles. Los primeros, midieron los cam-
bios de viscosidad durante la agregacion de las micelas
usando varios tipos de viscosimetros (Holter, 1932; Scott
Blair y Oosthuizen, 1961).

Berridge (1952), determiné el tiempo de floculacion de
las micelas a través de la observacion visual de la agrega-
cion rotando un tubo.

Las imagenes de microscopia electrénica se usaron para
indicar la extension de la agregacion y coagulacion (Hos-
tettler et al., 1955; Green et al., 1978).

Hardy y Fanni (1981), aplicaron fotometria de reflexion
utilizando un colorimetro Hunterlab y la desviacion de la luz
fue observada con anterioridad a la coagulacion.

La leche expuesta a una suave sobre presion en un tubo
en U y la firmeza leida en un capilar, fue propuesta por
Scott Blair y Burnett (1958).

En la leche sometida a una fuerza torsional, la respuesta
del gel es monitoreada por varios tipos de sensores (Bur-
nett y Scott Blair, 1963). Los métodos tromboelastograficos
o lactodinamograficos, consisten en el movimiento de un
cuerpo suspendido y sumergido en la muestra de leche
(Frentz, 1965; Marcais, 1965; McMahon y Brown, 1982;
Gervais y Vermeire, 1983). Un alambre en forma de T uni-
do a un viscosimetro le permitié a Richardson et al. (1971)
monitorear la viscosidad. Por entonces, Steinsholt (1973),
utilizé un instrumento como el Instron Universal Testing
Machine, para evaluar el proceso.

La medida de la conductividad eléctrica durante la coa-
gulacion, fue propuesta por Tsouli et al. (1975). Posterior-
mente, Dejmek (1989), midié los cambios de conductividad
eléctrica durante la coagulacion en comparacion con medi-
das de viscosidad.

A través de la medida de la presién (manometria) se mide
la oscilacion hidraulica y la presion transmitida a la leche a
través de un sensor (Vanderheiden, 1976). El sistema meca-
nico de Vanderheiden, es conocido como el Curd Firmness
Tester (CFT). Bynum y Olson (1982), encontraron que su uso
en controlar la firmeza al momento del corte podria mejorar la
recuperacion de grasa y caseina. Garnot et al. (1982), utiliza-
ron el dispositivo para determinar la influencia de los niveles
de caseina sobre el tiempo de corte del coagulo.

También, la utilizacion de una fuente de luz a diferentes
longitudes de onda denominada reflectancia difusa (Ustu-
nol et al., 1991).
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La geometria oscilatoria, es considerada un método no des-
tructivo y para ello se utiliza un reémetro para aplicar ondas de
oscilacién sinusoidal (Tokita et al., 1982; Bohlin et al., 1984).

La utilizacién de luz o reflectancia en el infrarrojo cercano
(NIR). Un desarrollo de esas caracteristicas es el Gelogra-
ph (Anonymous, 1983; O’Callaghan et al., 2000).

El método del alambre caliente es una metodologia no
destructiva. Hori, (1985) observo los cambios de la visco-
sidad durante la coagulaciéon enzimatica, y demostré que
el aumento de viscosidad de un fluido es proporcional a la
elevacion de la temperatura del alambre. En Argentina, Sbo-
dio et al. (2002), utilizaron la misma metodologia y pudieron
determinar condiciones optimas de temperatura, pH y con-
centracion de quimosina para establecer el tiempo de corte.
En sus conclusiones, consideran que un método objetivo y
no destructivo en el monitoreo de la formacion del coagulo
y la metodologia de superficies de respuestas, pueden ser
recomendados para optimizar la coagulacién de la leche.

Un dispositivo que utiliza un sistema mecanico, denomi-
nado Vatimer, fue disefiado por Richardson et al. (1985)
y corresponde al uso de un sensor de oscilacion vertical.
Afos después, Riddell-Lawrence y Hicks (1988), usaron
una version modificada para investigar el efecto de la fir-
meza sobre el rendimiento quesero.

El test de oscilacion es un dispositivo rectangular que
oscila hacia arriba y abajo. La resistencia mecanica ejerci-
da por el gel es monitoreada continuamente mediante un
equipo Instron Universal Testing Machine (Van Hooydonk
et al., 1986).

El monitoreo de los cambios en el indice refractométrico
de la leche durante la coagulacion, fue estudiado por Korol-
czuk y Maubois (1988).

Horne y Davidson (1990,) al utilizar espectroscopia de di-
fusion observaron que la movilidad molecular de la disper-
sion disminuye a medida que la leche comienza a coagular,
resultando en un incremento del tiempo de relajacion.

La microscopia de campo oscuro incrementa el contras-
te de la imagen en comparacion con una luz estandar,
de esa forma se observa la coagulacion (Ruettimann y
Ladisch, 1991).

El uso de ultrasonido de alta frecuencia, mayores a 1
MHz (Benguigui et al., 1994). Wade y Beattie (1999), apli-
caron a la muestra un campo eléctrico alternativo.

La espectroscopia de fluorescencia fue utilizada por Her-
bert et al. (1999), para monitorear la fluorescencia que emi-
ten los residuos de triptofano durante la coagulacion.

El ultrasonido de baja frecuencia, en el rango de 50 a 100
Hz, fue usado por Nassar et al. (2001).

Los instrumentos que mas desarrollo y utilizacion comer-
cial han tenido corresponden a aquellos denominados meé-
todos del alambre caliente (Hot Wire Method) y aquel que
utiliza luz en el infrarrojo cercano. Con el uso del principio
del método del alambre caliente, el Optiset fue instalado en
mas de 100 tinas queseras en los primeros afios de la dé-
cada del 90. Se sefiald entonces, que el sistema mejora la

calidad y la consistencia. El otro sistema, muy utilizado co-
mercialmente, consiste en dirigir luz infrarroja a la leche, a
través de un cable de fibra optica (Fibre-optic Reflectance).
Los primeros dos sistemas utilizaron tecnologia CoAgulite,
fueron instalados en 1993 en Kentucky (USA).

Fagan et al. (2007a,b), presentaron un sensor “Novel
Light Backscatter” para el monitoreo continuo online de la
coagulacién y la sinéresis, con el objeto de mejorar el con-
trol del contenido de humedad de la cuajada. La tecnologia
propuesta muestra, no solamente su utilidad para controlar
la coagulacion y la sinéresis, sino también que podria ser
empleada en el control de la humedad de la cuajada, las
pérdidas de grasa y el rendimiento de la cuajada, mejoran-
do el control del proceso durante la elaboracién de queso
(Fagan et al., 2008). Taifi et al. (2006), usando un método
ultrasénico no intrusivo estudiaron la caracterizacion de la
sinéresis y de la firmeza de un gel lacteo.

La utilizacion de sensores en el infrarrojo cercano online
se usan para predecir respuestas esenciales en la sinére-
sis, por ejemplo rendimiento de suero, grasa y sélidos en
suero y el contenido de humedad en la cuajada (Fagan et
al., 2008). Mateo et al. (2009), reportaron la validacion de
un sensor de la sinéresis en el rango de la composicion
de la leche y de los parametros del proceso. Al medir la
impedancia eléctrica, Li et al. (2010), pudieron caracterizar
el proceso de coagulacion de la leche de soja, de singular
importancia en la elaboracion del tofu. En la actualidad, un
novedoso sistema basado en el uso de la reflexion en el in-
frarrojo cercano (NIR), es propuesto para la determinacion
automatica del tiempo de corte (Lyndgaard et al., 2012).

Avances en el desarrollo de un dispositivo en Argentina

Desde hace seis afios, en el marco de un proyecto
CAI+D Especial (Universidad Nacional del Litoral, Santa
Fe, Argentina), un grupo de investigaciéon bajo la direc-
cion del Profesor Titular Bqco. Oscar A. Sbodio, del area
de estudios fisicoquimicos del Instituto de Tecnologia de
Alimentos (FIQ-UNL), conjuntamente con profesionales
de la electronica (Laboratorio de Electrénica, INTEC-CCT-
CONICET, Santa Fe, Argentina) estan desarrollando un no-
vedoso dispositivo. El mismo, tiene como principal objetivo
su utilizacién en tina quesera industrial. Para su logro, se
propusieron cumplir con todos los requerimientos de for-
taleza, pulido sanitario, lavado en el lugar (CIP: clean in
place), tratamiento con vapor (SIP: steam in place), que no
sea destructivo, que no sea removido en las operaciones
caracteristicas de elaboraciéon y, fundamentalmente, que
permita el monitoreo de las respuestas esenciales, a sa-
ber: Tiempo de Coagulacion (Tc), tiempo en el que se pro-
duce el cambio de signo de la derivada (t__ ), Velocidad de
Crecimiento del Voltaje (dV/dt) (“firmeza”) y Voltaje Maximo
(V,.,) (‘firmeza maxima”).

Para el desarrollo del prototipo se realizaron los siguien-
tes pasos:

1.Eleccién y disefio de un termoelemento para la cons-
truccion de la sonda térmica.
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2.Eleccion de un dispositivo de mediciéon de temperatura
por termorresistencia de platino.

3.Eleccion del electrodo de medicion de pH.

4.Eleccién del electrodo idn selectivo de medicion de ac-
tividad Ca*? especifico.

5.Disefio, desarrollo y construccion de la electrénica aso-
ciada para proveer de corriente continua ultra constan-
te a la sonda. Medicion de la variacion de la resisten-
cia de la misma, sumado a la medicién de temperatura
del medio, del pH y del Ca*? especifico, sus relaciones
para el monitoreo y el control de las variables, que a
la vez pueda funcionar “standalone” y se pueda comu-
nicar con el medio para enviar los datos a un sistema
central de manera de permitir el manejo y la toma de
decisiones en forma remota.

6.Desarrollo de un programa de aplicacion (software)
que pueda aprender en funcion de los datos que reci-
be, a determinar el tiempo de coagulacién, la velocidad
de crecimiento del voltaje, el maximo voltaje, el tiempo
en que se alcanza el mismo, el tiempo de corte de la
cuajada y una posible estimacion de la microsinéresis.

Para dar cumplimiento a los pasos 1y 2, se trabajé con
la opcion que utiliza un termoelemento de platino bobinado
sobre ceramica de manera que el alambre pueda dilatarse
libremente. El alambre se encuentra bobinado en espiral
y ubicado dentro de pequefios taladros pasantes realiza-
dos en ceramica, lo que le da algunos grados de libertad
para su dilatacién. El analisis de sus dimensiones permitid
la eleccion de la vaina protectora. Sumergido en leche, el
termoelemento fue excitado con el paso de una corriente
continua elevada (200 mA o mas) para usarlo como cale-
factor y medir la variacion de la resistencia entre sus extre-
mos a través de la medicion de la diferencia de potencial.
El calentamiento del termoelemento durante el cambio de
estado al momento de la coagulacion, nos permite medir
los cambios de voltaje en funcién del tiempo.

Figura 1. Corte esquematico del sensor.

La termorresistencia seleccionada fue alojada en una
vaina de proteccion apropiada que cumple con las normas
establecidas para su uso en alimentos, tanto las 74-03 de
la organizacién 3 A como las del EHEDG (European Hygie-
nic Engineering and Design Group). La vaina (thermowell),
de acero inoxidable 316 L con electropulido, permite su hi-
giene en el lugar (CIP) y posee un espesor delgado, de ma-
nera de evitar los retardos en la informacion. Corresponde
al modelo TW810 de Intempco Controls Ltd. de Canada.

La figura 1, muestra un corte esquematico de la sonda
desarrollada. No se dan detalles de los distintos compo-
nentes en virtud de que el prototipo esta en tramite de pa-
tentamiento.

Los primeros ensayos, con el desarrollo a escala piloto,
se realizaron utilizando leche descremada reconstituida
(10,45%). Las respuestas obtenidas de voltaje en funcién
del tiempo, se ilustran en la figura 2. El Tiempo de Coagu-
laciéon (Tc), el Tiempo en el que se produce el cambio de
signo de la derivada (t ), la Velocidad de Crecimiento del
Voltaje (dV/dt) (“firmeza”) y el Voltaje Maximo (V__ ) (“firmeza
maxima”), observan excelentes repetibilidades. El ruido de
la sefial es muy bajo y por consiguiente la relacion sefal/rui-
do del voltaje muestra niveles porcentuales no significativos.

CONCLUSION

La presente revision muestra en detalle el proceso de la
coagulaciéon enzimatica, acida y el comportamiento de las
proteinas solubles sometidas o no a tratamiento térmico.
También, la posibilidad de su incorporacién en la elabo-
racion industrial de queso y yogurt. Los investigadores se
preocupan desde hace décadas en el desarrollo de dispo-
sitivos que permitan el “monitoreo” online de la coagulacion
de la leche, utilizando diversos métodos de funcionamien-
to. En la actualidad, los dos principios que prevalecen re-
fieren a la utilizacion de la reflexion de la luz en el infrarrojo
y al del alambre caliente. En Argentina, investigadores de
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Figura 2. Respuestas de voltaje en funcién del tiempo (coagulograma) para leche descremada reconstituida al 10,45%.

la Universidad Nacional del Litoral y el INTEC-CCT-CONI-
CET desarrollaron un sensor que cumple con los requeri-
mientos para su utilizacion en tina industrial. Es decir, tiene
la fortaleza suficiente, no es destructivo, puede ser higieni-
zado en el lugar, no interfiere con las operaciones de corte
y agitacién y cumple con los requerimientos sanitarios. Las
primeras pruebas en el laboratorio y en planta piloto son
positivas. Su funcionamiento es simple y su construccion
de bajo costo.
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