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CARACTERIZACION DEL CUAJADO DE LA LECHE MEDIANTE LA TECNICA NO
DESTRUCTIVA DE ANALISIS DE IMAGEN DE PATRONES LASER. EFECTO DEL
CONTENIDO EN GRASA.

Resumen:

Durante el proceso de elaboracion del queso, el cuajado se produce de una forma
dindmica, siendo las caracteristicas finales dependientes de la materia prima y de las
caracteristicas en la que se dé durante la etapa. Debido a ello, en el presente trabajo se planted
la utilizacién de una técnica no destructiva de andlisis de imagen de patrones laser para la
caracterizacién en continuo de la etapa de cuajado, asi como de la estabilidad de la cuajada
formada, en funcién de la materia grasa presente en la materia prima. Ademas, se hizo uso de
métodos tradicionales destructivos e invasivos como la determinacion de la viscosidad, de la
textura y de la sinéresis con fin de poder relacionar los cambios de imagen con los cambios
fisicoquimicos del cuajado.

Para llevar a cabo el estudio, se utilizé cuatro tipos de leche de vaca: entera,
semidesnatada, semidesnatada sin lactosa y desnatada. El proceso de elaboracién se llevé a
cabo de igual forma para todas las leches, las cuales se cuajaron a 40 oC tras la adicién de cuajo
animal. El cuajado se estudié de forma continua utilizando la técnica de imagen y el viscosimetro,
y un estudio mediante medidas textales (extrusion inversa), sinéresis y analisis de imagen al final
del cuajado y tras su estabilizacién por frio durante 1 y 4 dias. Una vez obtenidos los datos se
procedid a su estudio estadistico y a la correlacién de los datos.

Los resultados han mostrado como el andlisis de patrones de dispersion laser permite
caracterizar la textura durante la etapa de cuajado y tras su estabilizacidn por frio en el que
presenta una estrecha relacidon con los estudios fisicoquimicos realizados. Asi este permitié
discriminar en funcion de la leche utilizada, describiéndose el cuajado en funcidn de esta.
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MODELING OF MILK CURDLING PHASE BY LASER BACKSCATTERING IMAGING. FAT
CONTENT EFFECT

Abstract:

During the cheese making process, curding takes place in a dynamic way, whose final
characteristics dependent on the raw material and the characteristics in which it is developed
during the stage. Due to this, in the present research, the use of a non-destructive laser pattern
image analysis technique for the continuous characterization of the curdling stage, as well as
the stability of the curd formed, depending on the fat content present in the raw material.
Furthermore, traditional destructive and invasive methods were used, such as the
determination of viscosity, texture and syneresis in order to be able to relate changes in the
image with the physicochemical changes of the curd.

Four types of cow's milk were used to carry out the study: full-cream, semi-skimmed,
semi-skimmed lactose-free and skimmed. The production process was carried out in the same
way for all milks, which were set at 40 2C after adding animal rennet. The curdling was
continuously studied using the imaging technique and viscometer, as well as a study was run
using textural measurements (pultrusion), syneresis and image analysis at the end of the curd
and after cold stabilization for 1 and 4 days. Once the data was obtained, it was preceded by a
statistical study and correlation of the data.

The results showed how laser scatter pattern analysis enables texture characterization
during the curdling stage and after its cold stabilization in which it is closely related to the
physicochemical studies performed. Thus, this allowed to discriminate according to the milk
used, describing the curdling in function of it.
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1.INTRODUCCION.

A lo largo de los siglos, ha sido reconocida la leche como una parte vital de la dieta,
permitiendo el crecimiento y la supervivencia de muchos mamiferos como seres humanos. La
leche es una rica fuente de nutrientes esenciales como, caseina, proteinas del suero e
inmunoglobulinas, acido linoleico conjugado, lactosa y oligosacdridos menores como
prebidticos, calcio, fésforo, vitamina D y riboflavina. Es por ello, considerado una comida
completa (Singh y Gallier, 2017) en el que aproximadamente, el 43% del mercado de alimentos
funcionales consiste en alimentos a base de leche (Ozer y Kirmaci, 2010; Mellema y Bot, 2009;
Kelly et al., 2009).

El queso, es uno de los productos derivados de la leche mas consumidos en todo el
mundo (FAO, 2015) en el que la etapa de elaboracién mas importante es el cuajado (Everard et.
al., 2007). Este se puede realizar de dos formas:

1. Mediante la adicidn de enzimas: Provoca la trasformacion de las caseinas en paracaseinas en
el que posteriormente insolubilizan y formaran un gel irreversible, o a través de la produccion
de 4cidos que neutralizarian las cargas de las proteinas dando lugar a la insolubilizacidn de esta
y precipitando (Rosero, 2000).

2. Mediante la coagulacion acida: Proporciona una cuajada desmenuzable y sin cohesién alguna,
permitiendo un hilado facil de la misma, produciendo queso mas poroso, poco compacto y mas
fragiles (Rosero, 2000; M. A. R. M., 2019).

El cuajo presenta una estructura semisélida resultante de la coagulacién enzimatica de
la leche. Las micelas de caseina se ven modificadas por una protedlisis (De sd y Bordignon-luiz,
2010), dando lugar a estructuras altamente estables (De Kruif et al., 2012; Horne, 2002), en el
que las micelas desestabilizadas se aglomeran por interacciones formando una red proteica que

atrapa la grasa y la humedad.

Dentro de la estructura del gel semisélido formado durante la cuajada de la leche se
pueden identificar tres fases principales:

1. Glébulos de grasa, que para fines estructurales pueden considerarse un relleno inerte con
propiedades fisicas homogéneas (Horne y Banks, 2004).
2.Suero de leche liquido, también una sustancia de relleno de estructura con propiedades fisicas
homogéneas (Walstra et al., 2006; Yadav et al., 2015).
3. Red sdlida basada en proteinas que comprende principalmente micelas de paracaseina, y
suero (Akkerman, 1992; Ong et al., 2011; Hickey et al., 2015).

Tras finalizar el cuajado, el gel semisélido evoluciona durante el tiempo perdiendo suero
y ganando firmeza (O’Callaghan, 2011) pero esta pérdida depende en gran medida de la materia
prima, el tiempo y temperatura de cuajado ademds de muchos otros factores como de la



cantidad de cloruro de calcio afiadido (Arango et al., 2013; Castillo et al., 2006). Estos factores
influirdn en la calidad del queso con pérdidas en el desuerado ademas de otros como es el
momento de corte de la cuajada.

Es por ello interesante conocer el tipo de cuajada que se forma, permitiendo seleccionar
los factores mas adecuados para obtener el mejor equilibrio entre la dureza y humedad, ademas
de una tendencia de desuerado adecuado (Castillo, 2006; Derra et al., 2018; Crespo, 2016). Para
la medicidn del cuajado, existen multiples métodos tanto destructivos; mediante redmetros con
cuerpo suspendido (Viscolite) o realizando un analisis de perfil de textura (TPA), con técnicas
concretas como Formagraph, Vatimer o métodos online, como el Gelograph (Castillo, 2006;
O’Callaghan et al., 2002), y no destuctivos que permiten la inclusién de estos sistemas de medida
en la linea de produccién como la técnica de retrodispersién de luz mas conocida como “Light
Backscatter”.

La técnica conocida como “Light Backscatter” se basa en hacer incidir la luz coherente
de un laser sobre la muestra, de forma que esta luz interacciona con la matriz del alimento,
generando patrones de luz que se analizaran posteriormente mediante el uso de descriptores y
variables obtenidas de estos patrones y de los pixeles que componen las imagenes. En este
proceso, la luz transmitida puede ofrecer informacién sobre la estructura y morfologia del
producto junto con los fotones retrodispersos que han interaccionado con los componentes
internos. Esta tecnologia se ha utilizado en campos tan variados como es el campo de la
medicina, para la determinacién del volumen y de la concentracidon de hemoglobina (Tycko et
al., 1985), la odontologia, para la deteccion de caries (Darling et al., 2006) o la astrofisica, para
la determinacién de pequefias particulas procedentes de rocas espaciales (Maconi et al., 2018),
asi como ultimamente en el de los alimentos, en procesos de agricultura y alimentarios
(Adebayo et al., 2016), determinacién del contenido en sdlidos solubles y firmeza en manzanas
(Qing et al., 2008), deteccion de danos por frio en platanos (Hashim et al., 2013), modelizacién
de cambios que influyen en la calidad de manzanas (Chen et al., 2006), evolucidn del estado de
madurez en tomate (Tu et al., 2000), caracterizacion de galletas con fibra (Verdu et al., 2019),
etc.

2. OBJETIVOS.

El objetivo general de este estudio fue evaluar la evolucién del cuajado segun el
contenido graso de diferentes tipos de leche (entra, semidesnatada, semidesnatada sin lactosa
y desnatada) mediante la técnica basada en el reconocimiento de patrones de dispersién laser.



3. MATERIALES Y METODOS.
3.1. MATERIAS PRIMAS.
3.1.1. LECHE.

Para la elaboracién de la cuajada de queso se utilizaron 4 tipo diferente de leche
de vaca pasteurizada: leche entera, semidesnatada, semidesnatada sin lactosa vy
desnatada (Hacendado, Mercadona); y leche desnatada en polvo (Hacendado,
Mercadona), cuyas composiciones, facilitadas por el fabricante, se muestra en la tabla
1.

Tabla 1: Composicion nutricional de la materia prima utilizada.

Carbohidratos Proteinas Grasa Sal Calcio

(%) (%) (%) (%) (%)
Leche entera 4,5 3,1 3,5 0,13 0,11
Leche semidesnatada 4,6 3,1 1,5 0,13 0,11
Leche desnatada 4,7 3,2 0,5 0,13 0,11
Leche semidesnatada sin

4,7 3,1 1,5 0,13 0,11
lactosa
Leche en polvo 54,5 32,5 1 1,3 1,2

3.1.2. CUAJO.

Para llevar a cabo el cuajado, se usd cuajo liquido de origen animal (Nievi) con un alto
contenido en quimosina para un cuajado rapido y consistente.

3.1.3. CLORURO CALCICO (CaCly).

Con una finalidad de proporcionar mayor firmeza mecanica a la cuajada, se utilizé una
disolucion de CaCl, (3g/100mL).

3.2. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.

Independientemente del tipo de leche utilizada, el protocolo seguido en la experiencia
fue el mismo y se muestra en la figura 1. Dicho protocolo se repitié 6 veces para cada tipo de
leche lo que supuso un total de 72 muestras.

Asi, para cada leche, se tomaron 150 mL que se calentaron a 402C, adiciondndose 0,15g
de CaCl, y 4,5g de leche en polvo (materia seca) bajo agitacién. Una vez caliente se repartié de
forma alicuota 50g en envases de plastico, con un didmetro de 55mm. Manteniendo la
temperatura constante se adicionaron 3 gotas de cuajo, y tras mezclar, las muestras se
dividieron en dos bloques.



Por un lado, una de las tres muestras se destind a la caracterizacién del cuajado
mediante el ldser o el viscosimetro, dandose el cuajado al mismo tiempo que se producian las
mediciones. Para ello, ambos equipos estaban termostdticos a 402C. Por otro lado, las dos
muestras restantes se cuajaron en un bafio termostatico a 402C durante 30 min. Estas dos
muestras, junto la utilizada en las medidas con el l4ser, fueron utilizadas para el estudio de
estabilidad de la cuajada a los 0, 24 y 96 horas. Para ello las muestras fueron introducidas en
nevera a 42C. El estudio de la estabilidad se basé en la toma de datos de imagen, textura y
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Figura 1: Esquema del procedimiento experimental realizado.
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3.3. ANALISIS DE IMAGEN.
3.3.1. DISPOSITIVO DE CAPTURA DE IMAGEN.

El dispositivo esta constituido por dos elementos fundamentales: una webcam
(Logitech), que capturd en continuo imagenes RGB (Rojo, Verde, Azul) de los patrones generados
por el laser (figura 2B) durante todo el tiempo de cuajado, asi como de imagenes al final del
cuajado y tras mantenerlo en refrigeracion durante 1y 4 dias. El segundo elemento del equipo
es un laser rojo de punto de alineacién que emite luz coherente a 650nm, con una potencia de
50 mW. Tanto la cdmara como el laser se sitdan en la vertical con la muestra.

La distancia de la cdmara respecto al laser fue de 23cm, mientras que la muestra se
encontraba a 9cm del mismo (figura 2A). Esta distancia fue escogida con el objetivo de obtener
la mdxima informacion posible. Estas disposiciones fueron similares a las descritas por Verdu et.
al., (2019).

Muestra

23cm —
Camisa
termostatada
} 9cm

Figura 2: A. Esquema del dispositivo de captura de imagen,; B. Patron creado por el ldser al
atravesar la muestra.



3.3.2. PROCESADO DE DATOS.

Tras la captura, recogida y agrupacién de imdagenes se realizo el analisis de patrones de
dispersion laser caracteristicos (figura 3), estudiando entre otros el pico maximo de intensidad
generado en el centro de la muestra, y los anillos generados diametralmente, asi como la
relacién entre ellos.

Para realizar este procesado se utilizé un software desarrollado por el grupo de trabajo
(Verdu et al., 2019) y se obtuvieron los descriptores que caracterizan las imagenes siguiendo el
siguiente esquema:

1. Seleccion de la zona de interés y recorte.

2. Conversion a escala de grises (figura 3A): Con la finalidad de reducir el volumen de
informacién de las imagenes, estas se convierten de RGB a escala de grises (8 bits, 255 valores
de gris donde el O representa el negro y el 255 el blanco).

3. Fragmentacion y obtencién de los descriptores: En la figura 3A y B, a modo de ejemplo se
muestra un patron de laser capturado y su procesado hasta obtener los descriptores. Asi la
imagen muestra un patrén de difraccién tipico, en el cual genera un pico de intensidad maxima
en el centro, conocido comuinmente como el disco Airy, con anillos concéntricos cuyo tamafio
aumenta después de que su intensidad disminuya. Estos anillos se conocen por ser
interferencias constructivas y destructivas entre el laser y la muestra. Este patrén sigue las
propiedades reportadas en otros estudios, donde esta técnica fue utilizada para estudiar
diferentes matrices de alimentos (Adebayo et al., 2016; Mollazade et al., 2013; Verdu et al.,
2019). Los descriptores de imagen que se desarrollaron fueron delimitados a partir de la
morfologia visual y se obtuvieron mediante el recuento del nimero de pixeles comprendidos
entre dos tonos de gris. Asi se obtuvieron 6 descriptores: A, Az, As, As, As y Ag, los cuales recogen,
el numero de pixeles en la escala de gris comprendida entre los tonos 10-79, 80-100, 101-120,
121-140, 141-160y 161-250 respectivamente.



B Extraccion de datos A Obtencién de iméagenes

Descriptores
Secuencia original

A (10-79)

B (80-100) D

C (100-120)

Secuencia Tratada

D (121-140)

Secuencia Tratada BN

Pixeles Tiempo

Figura 3: A. Patron de luz Idser, a lo largo del tiempo de la experiencia, captado en el modelo de

E (141-160)

F (161-250)

color RGB y posteriormente transformado hasta la escala de grises (8 bits, 255 valores de gris).
B. Patron de luz Idser a escala de grises con esquema de los descriptores obtenidos a partir del
umbral de color entre los tonos A (10-79), B (80-100), C (101-120), D (121-140), E (141-160) y F
(161-250).

3.4. ANALISIS DE TEXTURA

La textura de la cuajada fue caracterizada mediante el método back-extrusion. Esta
basado en la penetracion sobre la muestra de un cilindro a una velocidad y fuerza constante
(5m/s y 10N), el cual mide la resistencia que opone el producto al mismo. Este cilindro aplica
tensidn compresiva en la superficie de la cuajada, mientras que los bordes del mismo aplican un
esfuerzo cortante (Perrot et al., 2011). Los parametros evaluados fueron fuerza méxima positiva
y negativa, y drea de trabajo positiva y negativa.

3.5. ANALISIS DE LA VISCOSIDAD

Dado que la textura mediante el método back-extrusién solo es aplicable cuando la
muestra presenta una minima consistencia y en aras a evaluar esta antes de esta minima
consistencia se determind también la viscosidad de la leche durante su cuajado. Para dicha
determinacidon se utilizé un viscosimetro (Fungilab; “Alpha series L model rotational
viscosimeter”) con una camisa termostatada conectada a un bafio térmico para mantener la
muestra a una temperatura de 409C (figura 4). Este proceso nos permitié determinar como
cambiaba la viscosidad durante el cuajado de los diferentes tipos de leches. Para ello se utilizd
un husillo cilindrico de acero inoxidable (Fungilab; “Stainless Steel Spindles L1”) con una
velocidad de giro de 60 rpm, en el que la viscosidad de la misma fue mediad en mPas (Frentz,
1965; Marcais, 1965; McMahon y Brown, 1982; Gervais y Vermeire, 1983; Richardson et al.,
1971).



Bafio térmico

Figura 4: Esquema del dispositivo del viscosimetro.

3.6. ANALISIS DE LA SINERESIS.

La sinéresis espontdnea es la contraccién de un gel sin la aplicacién de una fuerza
externa. Es relativa a la inestabilidad de la red que conforma el gel, resultando en la perdida de
la habilidad para atrapar o contener todo el suero (Walstra, 1993).

Esta se calculd por diferencia de peso al evaluarse la cantidad de suero que desprendié
la cuajada de las diferentes leches tras conservarlas durante 1y 4 dias en refrigeracion.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO DE LA INFORMACION.

Los resultados obtenidos del andlisis de textura, sinéresis, viscosidad y de los datos
procedentes del analisis estadistico multivariante de los datos de imagen, se analizaron
estadisticamente mediante un analisis de la varianza ANOVA, evaluandose si tenian diferencias
significativas entre las diferentes leches. Para ello se utilizé el software Statgraphics XVII version
17.2.04. y se considerd un valor de p<0,05 estadisticamente significativo para los analisis.

A consecuencia de la gran cantidad de datos obtenidos a partir de los descriptores
generados en el analisis de las imagenes, estos se procesaron mediante el andlisis multifactorial
de Componentes Principales (PCA) reduciendo la dimensionalidad, comparandose la varianza
recogida y la agrupaciéon espontanea de las muestras. EI PCA es un método estadistico
multivariado usado generalmente para reducir la dimensionalidad de un conjunto de variables
cuantitativas para obtener un nuimero reducido de nuevas variables llamadas componentes
principales (PC) que son el resultado de la combinacién lineal de algunas de las variables
originales. Para realizar este estudio se usé la herramienta PLS Toolbox 6.3 (Eigenvector
Research Inc., Wenatchee, Washington, USA), una extensién en el ambiente computacional
R2012a (The Mathworks, Natick, Massachusetts, USA).



4. RESULTADOS Y DISCUSION.
4.1. FISICOQUIMICOS
4.1.1. ETAPA DE CUAJADO

Una vez realizado los estudios y analizados, se observé como en un corto periodo de
tiempo incrementd la viscosidad del cuajado de las muestras (figura 5). Este incremento
exponencial tan rapido se dio de forma similar en todas las leches y pudo deberse a la adicién
de cuajo en exceso, causando un cuajado rapido con un incremento de la fuerza cortante. Este
incremento de fuerza similar para todas las leches también estaria ligado al contenido de
proteina afiadida con la leche en polvo desnatada, donde las caseinas influyen principalmente
en el rendimiento del cuajado (Guo et al., 2004), y es la que forma la matriz estructural de la

cuajada reteniendo la grasa y el agua (Lucey y Kelly, 1994) dando lugar a picos de fuerza mas
altos.

Para todas las leches, tras alcanzarse el pico maximo de fuerza en el proceso de la
cuajada se dio un descenso dando lugar a dispersiones, en las cuales fueron causadas por las
particulas de gel dispersas por el suero tras la rotura del gel como por el giro del husillo en el
interior de la cuajada formada.

60 -

Fuerza (mPa-s)

t (min)
®—Entera —®—Semi —@—Sin —®—Desnatada

Figura 5: Viscosidad durante la etapa de cuajado

Si bien la velocidad de cuajado fue similar para todas las leches dado el exceso de cuajo
y proteina, como hemos mencionado, si se observé como en funcién de la cantidad de grasa que
presentaba la materia prima de las muestras, hubo una relaciéon con el valor del esfuerzo
maximo, presentando una fuerza mayor la leche entera (50,1 mPa-s en el minuto 1,72) y un
minimo la leche desnatada (30,4 mPa:s en el minuto 1,31). Por otro lado, las dos leches
semidesnatadas presentaron un pico maximo de unos 36 mPa-s, si bien el tiempo empleado fue
diferente para cada una de ellas. En el caso de la leche semidesnatada este se dio en el minuto
1,62 y en el 3,82 para la semidesnatada sin lactosa. Para esta ultima, el comportamiento fue



ligeramente diferente ya que la fuerza maxima se dio durante un lapso de tiempo mayor (del
minuto 1,71 al 3,82) a la vez que también se observé una mayor dispersion en los ensayos.

4.1.2. ESTABILIDAD DE LA CUAJADA

Una vez finalizada la cuajada y su refrigeracion durante 1y 4 dias, se procedié al analisis
de su textura y sinéresis. Asi se observaron cambios significativos de la textura (Figura 6), siendo
inicialmente dependiente de la materia prima, ya que las diferentes leches obtuvieron
diferentes durezas.

450

400

350 | L |

Fuerza (N)

Zm T T T T T T T T T
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5 4
t (dias)
—e—Entera Semi ——Sin —@&—Desnatada

Figura 6: Textura de la cuajada en el estudio de su estabilidad a los dias 0, 1 y 4 de permanencia
en refrigeracion. (Barras negras verticales muestran error estdandar).

La leche entera mostrd una dureza significativamente superior al resto de las leches tras
finalizar el cuajado, y durante el transcurso del tiempo fue la que menos evolucioné, es decir
mostré mas estabilidad. Sin embargo, la leche desnatada fue la que mostré mayor cambio de
textura, siendo ésta, al cabo de los 4 dias, estadisticamente mayor al resto de las muestras. Por
otro lado, las dos leches semidesnatadas tuvieron una dureza ligeramente superior a la
desnatada, aunque estadisticamente fueron iguales, evolucionando ambas de manera similar,
dando lugar tras los cuatros dias de estabilizacion por frio, una misma dureza sin diferencia
estadisticas entre ellas e igual a la de la leche entera.

La sinéresis esta afectada por varios factores tanto internos como es la composicidn
quimica de la propia leche (Guo et al.,, 2012), como externos como son las condiciones
ambientale (Law y Tamime, 2010). Ademas, la sinéresis también esta afectada por las
circunstancias propias del proceso de elaboracidn, pero es la presencia de calcio libre, el cual
provoca la unién de la caseina en la red proteica de la cuajada uno de los factores mas
influyentes (Walstra, 1990).

En la figura 7 se muestran los resultados de la sinéresis de las muestras. Como se
observa, la pérdida de peso de la leche desnatada, tras 1y 4 dias en refrigeracién, fue la mayor,
mientras que la menor fue para la leche entera. Las leches semidesnatadas tuvieron un
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comportamiento intermedio entre ambas. Teniendo en cuenta que el experimento ha sido
llevado a cabo en las mismas condiciones ambientales y con el mismo proceso de elaboracién,
observamos que cuanta mas grasa presenta el tipo de leche menos perdidas por sinéresis sufre
lo que reflejaria una cuajada mas estable (Panthi et al., 2019; Guo et al., 2004; Veith y Reynolds,
2004).

Sineresis (g)

—8—fEntera —8—Semi —8—Sin —&—Desnatada

Figura 7: Sinéresis de la cuajada en el estudio de su estabilidad a los dias 0, 1 y 4 de permanencia
en refrigeracion.

En la figura 8 se muestra la relacion entre la variacidn de textura y la pérdida de peso
por sinéresis. Como se observa, existe una relacién directa entre el incremento en la sinéresis y
el de la textura la cual es independiente del tipo de leche utilizada, si bien como se ha
comentado, las leches con mayor proporcién de grasa (si la proporcidn de proteina es elevada
como es nuestro caso al afiadir lecho en polvo) menor es la fraccion de volumen de suero
liberado (Panthi et al., 2019) como ocurre con la leche entera.

Fuerza (N)

150
100
50

-5,5 -4,5 -3,5 -2,5 -1,5 -0,5
Sineresis (g)

—e—Entera —®—Semi —®—Sin —®—Desnatada

Figura 8: Relacion entre la sinéresis y la textura de la cuajada en el estudio de su estabilidad a
los dias 0, 1y 4 de permanencia en refrigeracion.
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4.2. IMAGEN
4.2.1. ETAPA DE CUAJADO

Con la técnica de difraccidn laser, la luz de este atravesd la muestra formando un patrén
de luz el cual fue capturado en continuo a lo largo de la etapa de cuajado de la leche,
caracterizando la evolucion de la etapa. Una vez obtenidas las imagenes y transformada a tonos
de grises se segmentaron entre los intervalos de tono de gris 10-79, 80-100, 101-120, 121-140,
141-160y 161-250, obteniéndose los descriptores A, B, C, D, E, y F respectivamente. La figura 9
muestra la evolucion de estos durante todo el periodo de estudio del cuajado.

En una primera visualizacion de los descriptores, se observa como desde tiempo 0 existe
una diferenciacidn entre las leches, en mayor o menor medida en funcién del descriptor,
diferenciacion que se mantiene a lo largo del tiempo de estudio. Este resultado estaria
mostrando como la técnica es capaz de diferenciar ya las leches que se utilizan en el estudio,
diferencias que se siguen manteniendo durante el cuajado.

Si analizamos cada uno de los descriptores, observamos como el descriptor A (rango de
tono de gris 10-79), a diferencia del resto de los descriptores B, C, D y F, experimenta un
incremento del nimero de pixeles en todas las leches. El descriptor A representa aquellos tonos
mas cercanos al negro y por tanto nos indicaria que con el transcurso del cuajado la cantidad de
tono oscuros van incrementando. Esto seria debido a la evolucidn de la textura de las muestras
a lo largo del tiempo, en el que pasan de un estado liquido a uno semisdlido/gel, dependiendo
del contenido graso que presentan las muestras. De esta forma, las muestras serian mas opacas
al haz de luz, es decir, impedirian el paso de la luz, provocando un aumento de nimero de pixeles
en los tonos oscuros, e inversamente un descenso en el nimero de pixeles de los descriptores
mas hacia los claros (Figura 9B, C, D, E y F). Ademas, si nos fijamos en el orden de las leches en
los diferentes descriptores, observamos como para el descriptor A nos encontramos la leche
entera en la parte superior (mayor niumero de pixeles) y la desnatada en la inferior (menor
numero), quedando situadas las semidesnatadas en la zona central. En cambio, para el resto de
los descriptores, este orden es inverso. Esta ordenacién de las muestras vendria dada también
por la permisividad de la leche a ser atravesada por el haz de luz. La leche entera (con mayor
cantidad de grasa) seria la que presentaria una mayor dificultad al paso del haz de luz, siendo la
desnatada la que lo facilitaria. Esto hace que el nUmero de tonos mas oscuros (descriptor A) sea
mayor para la leche entera (paso de menos luz), mientras que la de tonos mds luminosos (resto
de descriptores) para la leche desnatada.

Esta evolucién de los descriptores en funciéon de como el cuajado se va generando, es
decir, la variacidn de los tonos de gris en funcion de opacidad que van tomando las muestras, se
describe muy bien en los descriptores E y F. Estos descriptores representan los tonos mas
luminosos. Para el descriptor E, en el caso de la leche entera, el nUmero de pixeles son pocos y
a nada que avanza el cuajado, rdapidamente desaparecen, mientras que, para el resto de las
leches, se produce un descenso, pero sin llegar a cero. En el caso del descriptor F (tonos mds
claros que los de E), la leche entera a tiempo 0 ya no presenta pixeles (opaca totalmente a este
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rango de tonos de gris), mientras que las semidesnatadas aun presentan algunos, si bien
rapidamente desaparecen, evolucionando solo la leche desnatada.
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Figura 9: Evolucion de los descriptores A (tonos 10-79), B (tonos 80-100), C (tonos 101-120), D
(tonos 121-140), E (tonos 141-160) y F (tonos 161-250) durante la etapa de cuajado.

Dado el nimero diferentes de pixeles de cada tono observados para las leches y la
evolucidn de estos con el cuajado, se procedié a realizar un analisis de PCA con la totalidad de
la informacién de las imagenes. El estudio pretendia mostrar si con la informacién de la
evolucidn de los descriptores con el tiempo, se puede discriminar entre los 4 tipos de cuajados.
En la figura 10 se muestra el valor promedio y el error estandar de los valores de la componente
principal 1 (PC1 =81,34%) del andlisis de PCA realizado con los descriptores de imagen obtenidos
anteriormente. Solo se muestra la componente 1, dado que el resto de componentes no
presentd ninguna asociacidn espontanea que se pudiese relacionar con pardmetros y variables
estudiadas.

Como se muestra (figura 10), se produjo una agrupacién espontdnea de las muestras la
cual se pudo catalogar en funcion del tipo de leche utilizada. Como se puede observar, existieron
diferencias significativas entre los tres tipos de leche siendo iguales las dos leches
semidesnatadas, una de ellas sin lactosa. Este resultado cuantificaria lo observado en los
descriptores, en los que se evidenciaba el efecto del tipo de leche sobre la respuesta laser y del
cuajado a lo largo del tiempo de estudio.
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Figura 10: Andlisis de PCA a partir de los datos de imagen obtenidos durante la etapa de cuajado.

Con la finalidad de poder profundizar en la informacién aportada por los descriptores a
fin de caracterizar el cuajado para cada una de las leches, se procedié al estudio de los primeros
10 minutos, dado que los principales cambios en los descriptores aparecen en estos. Para ello
se volvié a realizar un andlisis de PCA con los datos de imagen, pero en este caso la matriz de
datos se establecido de diferente forma. En la figura 11 se muestra un esquema de las matrices

de datos utilizadas en ambos estudios de PCA.

A B
E, Al AL, Al AL, ... ABy Ei g Al A2 A3 A4 A5 A6
E, Al AL, Al AL, ... ABy E Al A2 A3 A4 A5 A6
E, Al AL, Al AL, ... ABy E; 3 Al A2 A3 A4 A5 A6
Ent ALy Al Al Al - Abpy En+1 t=10 min Al A2 A3 A4 AS A6
Semi, Al AL, Al AL, ... A6y, Semiy Al A2 A3 A4 A5 A6
Semi, Al Al, Al AL ., ... A6y, Semiy Al A2 A3 A4 A5 A6
Semiy Al  Al, Al AL, ... ABy Semi 3 Al A2 A3 A4 A5 A6
Semi,,, Al  Al, Al Al ... A6, SeMi,u1 10 min Al A2 A3 A4 A5 A6
Desnatada,,; Al,Al,Al AL, ...A6,, Desnatada,,; -1omn Al A2 A3 A4 A5 A6

Figura 11: Esquema de la matriz de datos de imagen utilizada para el estudio de PCA inicial (A)
y para el realizado solo para los 10 primeros minutos del cuajado.

Una vez realizado el analisis de PCA y obtenidas las componentes principales para cada
muestra, siendo muestras diferentes cada repeticion de una muestra a cada tiempo (4864
muestras), estas se representaron frente al tiempo. La componente principal 1 fue aquella en la
que cuando se etiquetaron los valores en funcidn del color de la leche a la que representaban,
estos describieron el comportamiento del cuajado de las leches (figura 12A). Como era de
esperar, las muestras quedaron diferenciadas a tiempo 0, siendo las muestras desnatadas las
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que presentaron mayores valores de PC1 y las enteras los menores. A partir de este tiempo 0,
la evolucion de los valores de la PC1 descendieron hasta alcanzar valores asintoticos,
manteniéndose las diferencias entre las leches, si bien estas no existieron entre las dos leches
semidesnatadas. Asi los principales cambios para cada leche se observaron durante los primeros
5 minutos, lo que nos podria estar mostrando, segln lo observado en el estudio de la viscosidad
(figura 5) el final de la etapa de cuajado.

Asi, y con la finalidad de incrementar los cambios observados en la evolucién de la PC1
para cada tipo de leche, se calculé la primera derivada. La figura 12B muestra los resultados
obtenidos durante los 10 minutos. Como se puede observar, para todas las leches se produjo un
punto de inflexion muy marcado siendo este mayor para la leche desnatada (dPC1/dt= -0,15)
que para la leche entera (dPC1/dt= -0,06) (tabla 2). Este mayor pico observado por la leche
desnatada estaria ligado a lo comentado anteriormente. La leche desnatada, con menor
contenido graso, permite inicialmente un mayor paso del haz de luz y por tanto puede sufrir una
mayor perdida de pixeles con su cuajado. En cambio, la leche entera, dado que inicialmente
permite un menor paso de luz, con su cuajado, la variacion de pixeles también es menor.

Es importante remarcar que la pendiente para llegar al punto de inflexién de cada leche
es similar, por lo que la leche desnatada, con mayor valor, fue la que necesitéd también de un
mayor tiempo. y por el contrario la entera de menor. En el caso de las leches semidesnatadas,
los tiempos fueron similares entre ellos y se situaron entre las dos primeras (Tabla 2). Esta misma
pendiente estaria reflejando una misma velocidad de cuajado lo que se explicaria por un exceso
de cuajo afiadido, lo cual también explicaria la velocidad tan rapida con la que se dio este para
las cuatro leches, como se ha comentado anteriormente.

0,00
0,02
-0,04
\\\«—x\ 0,06

-0,08

dPC1/dt

- -0,10
R M 0,12
E 0,14
-0,16
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 0,18 t (min)

PC1 (80,97%)
Ao b bdorNwaun

Figura 12: Andlisis de PCA a partir de los datos de imagen obtenidos durante los 10 primeros
minutos de la etapa de cuajado. Andlisis en funcion del tiempo (A); Primera derivada de los datos
representados en la figura 11A (B).

Tabla 2: Valores de tiempo de los puntos de inflexion de las series.

Leche Tiempo (min); (s) | dPC1/dt
E 0,4;24 -0,06
S 0,53; 32 -0,11
SL 0,53; 32 -0,12
D 0,6; 36 -0,15
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4.2.2. ESTABILIDAD DE LA CUAJADA.

Una vez analizados los datos obtenidos mediante la técnica de imagen para la etapa de
cuajado, se procedid a realizar el mismo con los datos obtenidos para las muestras en
refrigeracion durante 1y 4 dias, a fin de evaluar la estabilidad de la cuajada en cada una de las
leches mediante la técnica de imagen.

En la figura 13 se muestra la evoluciéon de los 6 descriptores A, B, C, D, Ey F, siendo estos
el nimero de pixeles entre los tonos de grises 10-79, 80-100, 101-120, 121-140, 141-160y 161-
250 respectivamente.

Aligual que en la etapa de cuajado (Figura 9), los descriptores B, C, D, E y F evolucionaron
de forma inversa al descriptor A en el que se dio un descenso del nimero de pixeles a lo largo
del tiempo en refrigeracion para cada una de las leches analizadas. A modo de ejemplo en la
figura 13A se muestra la segmentacion de la imagen para la cuajada de leche entera a tiempo 0
y 4 dias (arriba) y de la leche desnatada (abajo).

Asi tras la finalizacidn del cuajado (dia 0), la cuajada obtenida con la leche entera seria
la mas opaca (mayor numero de pixeles para el descriptor A y menores para el resto) y la mas
traslucida la obtenida con la leche desnatada. Este resultado reflejaria una cuajada mads
compacta obtenida con la leche entera. Segun algunos estudios, a mayor contenido de proteina
y grasa se generan cuajadas mas duras y con mayor capacidad de retencién de agua (Panthi et
al., 2019).

Con el transcurso de los dias en refrigeracion, todas las cuajadas descendieron los
valores del descriptor A e incrementaron los del resto de descriptores. Esto podria ser debido a
la compactacidn de las cuajadas que evidencid la sinéresis (figura 7) y por tanto una mayor
reorganizacién interna del sistema. Segin el fendmeno fisico denominado localizacién de
Anderson, la difusién de la luz en un sistema desordenado puede llegar a detenerse (se confina)
cuando el desorden alcanza un valor critico. El proceso de srcattering llevado a cabo por el
elevado desorden hace que el material reduzca la trasmision de luz a través de este,
reduciéndose exponencialmente el coeficiente de transmisién con el espesor de la muestra
(Wiersma et al., 1997), pudiendo llegar a ser opaco. Al compactarse la cuajada reduciria su
espesor y se estructuraria de forma que facilitaria el paso de luz. Ademas, la presencia de suero
como consecuencia de la inestabilidad de la red que conforma el gel para retener agua (Walstra,
1993) favoreceria aun mas el paso de luz.
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Figura 13: Evolucidn de los descriptores A (tonos10-79), B (tonos 80-100), C (tonos 101-120), D
(tonos 121-140), E (tonos 141-160) y F (tonos 161-250) de las cuajadas a dias 0, 1 y 4 de
permanencia en refrigeracion.

La figura 14A muestra el estudio estadistico de anova con el valor promedio y el error
estandar de los valores de la componente principal 1 (PC1 = 74,76%) del andlisis de PCA realizado
con los descriptores de imagen obtenidos para las cuajadas a dia 0, 1 y 4 de permanencia en
refrigeracion. La componente 1 fue aquella que pudo ser relacionada con la evolucién de las 4
cuajadas con el tiempo de permanencia en refrigeracion.

Como se ha venido observando a lo largo del estudio, se evidencié el efecto materia
prima. Asi las muestras desnatadas fueron las que presentaron mayores valores de PC1, siendo
las cuajadas de leche entera las que los tuvieron menores. Con la finalidad de eliminar este
efecto se realizd el cdlculo del incremento de los valores de la PC1 (figura 14B). Como se puede
observar todas las leches experimentaron un incremento, siendo la leche desnatada la que lo
experimentd en mayor medida frente a la entera que fue el menor. Este resultado estaria
mostrando una mayor evolucién de la leche desnatada frente a la entera lo cual podria estar
relacionado con lo observado mediante los analisis fisicoquimicos en los que la cuajada
desnatada fue la que en mayor medida aumentd su dureza (figura 6) y su sinéresis (figura 7).
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Figura 14: Andlisis de PCA (A) e incremento de los valores de PC1 (B), de los datos de imagen
obtenidos para las cuajadas a dias 0, 1 y 4 de permanencia en refrigeracion.

4.2.3. RELACION DATOS FISICOQUIMICOS CON IMAGEN.

Una vez analizados los datos de imagen se procedio a evaluar su posible relacién con los
datos de viscosidad obtenidos en el estudio de la etapa de cuajado y de textura en el de la
estabilidad de la cuajada.

Para el estudio de la etapa de cuajado se relacionaron los datos del pico maximo de
viscosidad (figura 5) y de dureza mdaxima tras el cuajado (tiempo O, figura 6) con los valores de
la PC1 obtenida con todos los datos de imagen (figura 10). Pero ademas también se relacionaron
los mismos con el pico maximo y tiempo en el que se dio este, para los valores de la primera
derivada de la PC1 del estudio de PCA de los datos de imagen durante los 10 primeros minutos
de cuajado (figura 12B).

Para el estudio de la etapa de estabilidad de la cuajada se relacionaron los datos de la
textura (figura 6) y de la sinéresis (figura 7), alos 0, 1 y 4 dias de estudio, con los de la PC1y su
incremento obtenidos con los datos de imagen (figura 14).

4.2.3.1. ETAPA DE CUAJADO.

En la figura 15 se muestra la relacion existente entre los valores de viscosidad y dureza
con los de imagen. Como puede observarse, en todos los casos existié una relacion lineal entre
los datos. Esto estaria mostrando como la evolucién observada en los descriptores estaria
relacionada con el cuajado de las muestras y que esta relacion seria proporcional a la obtenida
mediante el viscosimetro y el texturdmetro, pero con la ventaja de haber realizado solo un
ensayo, en continuo y sobre la misma muestra.

De los parametros de imagen relacionados con la viscosidad y la textura, aquellos
obtenidos del estudio de los 10 primeros minutos fueron los que presentaron una mayor
relacién. En la tabla 3 se muestran las ecuaciones y los valores de R? del ecuacionado de las
relaciones de la figura 15. Como se puede observar, tanto el valor maximo de la derivada de la
PC1 como el tiempo en el que se da, tuvieron mayores valores de R? que los obtenidos para la
relacidn obtenida con los valores de la PC1 para toda la informacidn de imagen. Este resultado
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podria estar reflejando como el punto maximo de la derivada, y el tiempo en el que se da,
podrian estar expresando el fin del cuajado y que seria a partir de este punto en el que la cuajada
va estructurandose y evolucionando.
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Figura 15: Relacion entre la viscosidad o dureza con los valores de la PC1 obtenidos en el estudio
de la PCA para la totalidad de los datos de imagen (A 'y D). Relacidn entre la viscosidad o dureza
con los valores mdximos de la primera derivada de la PC1 del estudio de la PCA con los datos de
imagen de los primeros 10 minutos de cuajado (B y E), asi como con el tiempo en el que se dan
estos valores mdximos (Cy F).

Tabla 3: Ecuaciones y valores de R2 obtenidos para la relacion entre la viscosidad y la dureza con
los datos de imagen.

Ecuacidn
Viscosidad |PC1 y=-0.1501x + 38.438 | R*=0.88
dPC1/dt y =219.4x + 63.005 R2=0.98

Tiempo (s) |y=-1.6437x+89.824 | R*=0.99

Dureza PC1 y =-0.553x +270.46 | R*=0.80
dPC1/dt y=841.37x + 364.6 R?=0.98
Tiempo (s) |y=-6.2834x +466.83 | R?>=0.99

4.2.3.2. ESTABILIDAD CUAJADA.

En la figura 16 A y B se muestra la relaciéon entre la textura y la PC1 (74,76%) o su
incremento respectivamente. Por otro lado, en la figura 16 Cy D se muestra la misma pero en
este caso con la sinéresis.

Al observar la figura 15B, se aprecia como el incremento de la PC1 frente al incremento
de la textura mostraron una relacién lineal, independiente del tipo de leche utilizada, la cual
pudo ser ecuacionada con un valor de R?> de 0.98. En cambio, si bien existié una relacion entre
la sinéresis y los datos de imagen, esta fue dependiente del tipo de leche.
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Estos resultados estarian mostrando como la evolucidon de los descriptores de imagen a
lo largo de los 4 dias de estudio estarian relacionados con la evolucidn de la textura de las
cuajadas y que por tanto se podria determinar la textura de estas de forma no destructiva
mediante la técnica de imagen.
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Figura 16: Relacion entre la textura, sinéresis (A y C, respectivamente) o el incremento de ambos
(B y D, respectivamente) con respecto a los valores de PCA o su incremento para el estudio de
estabilidad de las cuajadas a dias 0, 1 y 4 de permanencia en refrigeracion.

5. CONCLUSIONES.

El estudio realizado muestra como la técnica no destructiva basada en el reconocimiento
de patrones de dispersién ldser generados al interaccionar con la matriz del alimento permite
caracterizar la evolucidon del cuajado de la leche aportando informacion en continuo de este, asi
como de la estabilidad de la cuajada formada. Asi la técnica ha sido relacionada con la viscosidad
evaluada mediante un viscosimetro y con la textura evaluada mediante un texturémetro, pero
lo ha hecho aplicando una sola medicidn en continuo de forma no destructiva y sobre una misma
muestra.

La evolucidén de los descriptores se ha relacionado con la textura de la cuajada a cada
tiempo de estudio, siendo esta dependiente del contenido graso inicial. Ello ha permitido
conocer la influencia de la grasa en el cuajado de la leche y en su textura final tras la
estabilizacion en frio durante 1y 4 dias.

Nuevos estudios son necesarios con el fin de poder incrementar la calidad de los
resultados, hacerlos mds robustos y que permitan ser aplicados de un modo menos tedrico.
Entre otros, estudiar la informacién procedente de las imagenes en espacios de color como el
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RGB y extraer descriptores para cada uno de los canales, modificaciones en el dispositivo o
combinar diferentes técnicas de analisis de imagen.
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