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RESUMEN 

La biocristalización se basa en un proceso molecular de auto-organización cuando una 

solución acuosa de cloruro de cobre (II) dihidratado se mezcla con un aditivo orgánico. 

El método se utiliza, entre otros sectores, en agricultura y enología para analizar distintos 

factores que intervienen en el desarrollo y diferenciación del producto estudiado. El 

objetivo de este trabajo es evaluar los efectos del calentamiento térmico para diferentes 

muestras de leche mediante la técnica de biocristalización. Es un estudio experimental de 

metodología cuali y cuantitativa con técnicas de análisis de imagen. Cuando la mezcla se 

cristaliza, surgen patrones de imagen específicos que se evalúan visual e 

informáticamente a través del análisis de textura y de estructura. Se han estudiado dos 

muestras de leche con distintos sistemas de producción, uno ecológico y otro 

convencional, cuyas muestras han recibido un tratamiento térmico diferente, por un lado 

gas y por otro microondas y se ha observado la degradación durante un periodo de cuatro 

semanas. Las imágenes obtenidas se han interpretado visualmente y mediante el análisis 

de Componentes Principales para ver si existían diferencias entre las distintas variables. 

Los resultados indican que los patrones de cristalización difieren entre los distintos 

calentamientos térmicos (gas y microondas) durante el proceso de envejecimiento y entre 

los dos tipos de leche (ecológica y convencional). Sin embargo, los resultados no son 

concluyentes y convendría realizar más estudios al respecto.  
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ABSTRACT 

Biocrystallization is a molecular based self-organization process that takes place 

when a aqueous solution of copper chloride (II) is mixed with an organic additive. The 

method is used in agriculture and oenology in order to analyze different factors that 

influence production processes and in product differentiation studies as well. The aim of 

this study is to evaluate the effects of thermal heating on different milk samples using 

biocrystallization images. It is an experimental study developed using both qualitative 

and quantitative approaches of image analysis. When the mixture crystallizes specific 

image patterns emerge which can be visually and computationally evaluated using texture 

and structure characteristics. Two samples of milk with different production systems, 

organic and conventional, were selected. Their biocristallograms were obtained during 

four weeks in order to register the alteration processes and after being heated. Two 

different heating methods were employed, i.e. microwave and conventional gas heating. 

Images obtained were visually interpreted. In addition, after digital processing, data 

concerning images texture characteristics were collected and evaluated using principal 

components analysis to see if there were differences between the different samples 

studied. The results indicate that crystallization patterns differ between thermal heating 

(gas and microwave) during the aging process and between two types of milk (organic 

and conventional). However, the results are not conclusive and further research is needed. 

 

Keywords: biocristalización, image processing, milk, organic. 
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1. INTRODUCCIÓN 

La agricultura ecológica tiene como objetivo, entre otros, preservar la salud del suelo 

y del ecosistema, motivos por los que se prefiere renunciar al uso intensivo de fertilizantes 

de síntesis y pesticidas e incluso eliminarlos. Además del beneficio medioambiental, los 

consumidores se sienten atraídos por los alimentos ecológicos gracias a los posibles 

efectos positivos para la salud (1). Estos efectos pueden deberse a dos causas, por un lado, 

hay evidencia de que el consumo de comida ecológica puede reducir la exposición a 

residuos tóxicos y bacterias resistentes a antibióticos y la otra razón, vendría dada por un 

mejor valor nutritivo de los productos ecológicos frente al que poseen los de origen 

convencional, sin embargo, esta conclusión es menos clara cuando se realizan las 

comparaciones oportunas (2), existiendo controversia en cuanto a las diferencias 

existentes entre la composición de ambos tipos de productos. 

Para llevar a cabo un análisis integral de los alimentos (proteínas, carbohidratos, 

grasas, minerales, vitaminas y otro tipo de componentes), el investigador precisa disponer 

de un conjunto de procedimientos analíticos fiables. Estos métodos son complejos, 

tediosos y costosos, pues cada determinación necesita una técnica específica con sus 

correspondientes instrumentos, reactivos y procedimientos. Por ejemplo, la 

determinación de la composición proteica y los compuestos nitrogenados se hace a través 

del método Kjeldahl o mediante Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución (HPLC). 

Para los carbohidratos se emplean distinto métodos tales como el del ácido pícrico, Luff-

Schoorl, el de la antrona de Clegg o HPLC. Las grasas se analizan con el método de 

Soxhlet, de Wibul, de Roese-Gottlieb, y otros. De igual manera ocurre para las vitaminas 

y minerales (3), sin mencionar el análisis toxicológico y microbiológico que requieren 

también de métodos específicos. 

Recientemente, a raíz de la necesidad de realizar un análisis integral (u holístico) de 

los alimentos y marcar una diferencia entre los distintos sistemas de producción, surgen 

los métodos de formación de imagen (4-7), entre los que se encuentran la cromatografía 

circular, la dinamolisis capilar (método Steigbild) y la biocristalización, técnica que nos 

ocupa en el presente trabajo. Una ventaja destacable de la biocristalización es su fácil 

realización y su bajo coste frente a la complejidad y el elevado coste de las técnicas 

instrumentales habitualmente empleadas (3,8). Aunque es evidente que la combinación 

de varios tipos de análisis podría ofrecer una información más completa del alimento, “el 

todo es más que la suma de las partes” (9). 
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La biocristalización fue introducida en los años 30 por el bioquímico alemán 

Ehrenfried Pfeiffer (Dr. Honoris Causa de la Hahnemann Medical College en Filadelfia, 

1939) impulsado por el filósofo Rudolf Steiner (4,10,11). Desde entonces, el método se 

ha ido desarrollando por diversos investigadores: Selawry y Selawry (1957); Engquist 

(1979); Knorr y Vogtmann (1983); Beckmann et al., (1993); Zalecka (2006); Kahl (2007), 

con el fin de validar y estandarizar el procedimiento conforme a las normas ISO 17025 

(4,5,9). El método se utiliza en agricultura y especialmente en enología (12), para 

determinar la firma característica de una planta o parte de ella y evaluar su nivel de 

envejecimiento, apreciar las condiciones de la tierra o la climatología recibida, así como 

el sistema de producción y forma de procesamiento que ha recibido el producto (8). De 

esta forma, los agricultores pueden tomar medidas prácticas para corregir el posible 

desequilibrio y finalmente obtener una cosecha en óptimas condiciones (13). 

La biocristalización consiste en un proceso de auto-organización, cuando una solución 

acuosa de cloruro de cobre (II) dihidratado mezclada con un aditivo, cristaliza en 

condiciones controladas de temperatura y humedad y alejada de perturbaciones. Los 

componentes de los aditivos aplicados en la solución acuosa son los que influyen en los 

patrones morfológicos emergentes (14), y son susceptibles de ser estudiados aquellos que 

provienen de muestras orgánicas: tanto líquidos (vino, leche, zumos) como sólidos 

(semillas, vegetales, carnes y otros alimentos) (11).  

Una vez finalizada la biocristalización, se obtiene una imagen que hay que evaluar. 

Este proceso se puede llevar a cabo de dos maneras: de forma visual y otra computerizada. 

Mediante el análisis visual se observa la armonía de la forma y su organización, pudiendo 

discriminar varios parámetros estandarizados (maduración, envejecimiento, tipo de 

producción, procesado) que intervienen en el “desarrollo” y “diferenciación” del producto 

(15). A través del análisis de imagen por ordenador se evalúa la textura y la estructura de 

la imagen capturada (14), de tal manera que permita determinar la significación 

estadística de las imágenes observadas. 

La leche, producto de interés en este trabajo, está considerada como alimento básico 

de una dieta saludable. Sin embargo, la duda acerca de la salubridad de este líquido blanco 

ha aumentado en los últimos años. Por razones de seguridad, la leche se vende, casi 

exclusivamente, con tratamientos térmicos previos (pasteurización o “Ultra Higt 

Temperature” [UHT]) para evitar la presencia de microorganismos potencialmente 

nocivos para la salud de los seres humanos y aumentar su vida útil (5). A este primer 

tratamiento térmico, suele añadirse un segundo calentamiento casero con distintos 
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métodos, tales como radiación de microondas, conducción-convección con gas o 

mediante placa vitrocerámica. Los efectos del calentamiento y la homogeneización sobre 

la desnaturalización de las proteínas de la leche y la alteración de los glóbulos de grasa 

están documentados en diversos trabajos de investigación (14). Igualmente, hay 

publicaciones sobre un nuevo enfoque dirigido a la determinación del efecto que tiene la 

homogeneización y el almacenamiento de la leche a través de la biocristalización y 

análisis morfológico (14). 

Por todo lo comentado anteriormente se decide desarrollar el presente trabajo, en el 

que se va a aplicar la técnica de biocristalización al análisis de leches de diferente 

procedencia (ecológica y convencional), y se va a monitorizar su evolución en función 

del tiempo (envejecimiento) y del tratamiento térmico recibido antes de su consumo 

(microondas o gas). Todo ello con objeto de comprender las posibilidades de la técnica 

de análisis citada. 

2. MATERIALES Y MÉTODOS 

Se trata de un estudio experimental de metodología cuali y cuantitativa con técnicas 

de imagen novedosas de biocristalización, que conllevan un rigor sistemático, utilizando 

de manera rigurosa, recursos materiales e instrumentos de laboratorio. 

 

 Materiales: 

Las placas de vidrio: la placa de cristalización recomendada debe tener 9cm de  

diámetro y un espesor de 2mm (5,11,16). En este trabajo, la placa Petri de vidrio medía 

10cm de diámetro (DURAN GROUP, STERIPLAN Petri dishes). 

Las pipetas y puntas desechables: necesarias para lograr una precisión óptima. Se 

usaron 2 pipetas automáticas de 10 - 100µL y de 100 – 1.000µL. Estas pipetas fueron 

calibradas previamente para su uso. 

Vasos de precipitados, envases: vasos de precipitados para calentar las muestras de 

leche y también para verter el agua desionizada en cada ensayo. Las muestras de leche se 

conservan en envases de vidrio y topacio con capacidad de 80mL. 

Balanza de precisión: marca Gibertini, modelo Europe. 

Mechero Bunsen, soporte trípode para mecheros y tela metálica. 

Termómetro digital: DIGITAL THERMOMETER TP3001 (-50ºC - +300ºC). 

Microondas: BLUESKY. 4 Potencias, descongelación. 
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Frigorífico: marca Saivod. Temperatura interior de 8ºC. 

Termómetro/Higrómetro digitales: marca “Hama TH-50”. Ubicado en el interior de 

la cámara para informar de la temperatura y la humedad. 

Nivel: es imprescindible nivelar la cabina para que las placas estén horizontalmente 

perfectas. 

Acetona: laboratorio Merck (Ref: 1.00014.1000) 

Agua desionizada: se recomienda agua destilada o Mili-Q por la pureza de las mismas 

(14). 

 

 Reactivos: 

CuCl2 . 2H2O: debe ser de la más alta calidad. PANREAC, MONTPLET & 

ESTEBAN S.L. (Barcelona).  

 

 Material anexo al laboratorio: 

 Cabina de cristalización (Figura 1): se trata de un espacio controlado que mantiene 

la temperatura entre 28-32ºC y la humedad entre 58-60%. Estas son las condiciones 

estándar para la obtención de imágenes (11). La estancia debe estar perfectamente 

nivelada. La cabina utilizada controla la temperatura pero no la humedad, y tiene una 

capacidad para cristalizar 12 placas. 

 Caja fotográfica (Figura 2): es una herramienta específica para hacer las fotografías 

de las placas Petri resultantes y captar la mejor calidad de imagen. Se trata de un simple 

cajón con el interior iluminado que permite tomar fotos de una manera simple y eficaz. 

En este trabajo, la caja fotográfica se ha realizado procurando la máxima similitud a la 

recomendada (11). 

 Cámara fotográfica: modelo Reflex SONY α230; 10,2 Mega Pixels. Función Macro. 

Es imprescindible una cámara que posea dicha función. Las condiciones fotográficas y 

de iluminación deben ser fijas (11). 

 Ordenador: imprescindible para almacenar las fotografías y realizar el análisis de los 

datos obtenidos (Acer Intel® Pentium® P6100). 

 

  Adquisición de las muestras de leche de vaca entera: 

La investigación se realizó con muestras de diferentes sistemas de producción. Leche 

de producción ecológica y leche convencional. 
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Figura 1: cabina de cristalización. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                                                                                           

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2: caja fotográfica o caja de luz. 
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La leche ecológica se adquirió el 16 de febrero de 2.016, en una tienda de productos 

ecológicos (Biotrémol), ubicada en San Vicente del Raspeig (Alicante), España. La marca 

comercial se denomina KEN (leche UHT). Ha sido envasada y manufacturada por LIASA 

(Lácteos Industriales Agrupados, S.A.), Guadalajara (España). Lote L-3038956. Fecha de 

caducidad 20/05/2016.  

La leche convencional se compró el mismo día, en Mercadona (Mutxamel), España. 

La marca comercial es PASCUAL (leche Uperisada; UHT). Empresa: Calidad Pascual 

S.A.U., Burgos (España). Lote BU-178740. Fecha de caducidad 01/06/2016.  

En la Tabla 1 se muestra la información nutricional de ambas leches y como se puede 

observar no existen grandes diferencias destacables. 

 

Tabla 1: información nutricional de las dos leches estudiadas 
 

Valor nutricional (100mL) KEN PASCUAL 

Valor energético (Kcal/Kjul) 62 / 257 64 / 266 

Grasa total (g) 3,5 3,6 

    De las cuales saturadas (g) 2,5 2,5 

Hidratos de Carbono (g) 4,4 4,8 

    De los cuales azúcares (g) 4,4 4,8 

Proteínas (g) 3 3 

Sal (g) 0,12 0,12 

Calcio (mg) 120 110 

 

 Preparación de la solución de Cloruro de Cobre (II) al 10%: 

En la balanza de precisión se pone un vaso de precipitados graduado, se tara y se 

añaden 10g del reactivo. Después se vierte agua desionizada hasta completar 100mL. El 

resultado se conserva al fresco en un envase de vidrio topacio para resguardarlo de la luz. 

 

 Preparación de las muestras: 

En primer lugar se prepararon las muestras de leche ecológica y convencional sin 

tratamiento térmico. Se llenaron los envases de vidrio topacio, echando la leche 

directamente del tetrabrik. 

Tratamiento térmico: 

Gas: Se calentaron 150mL de leche ecológica en un vaso de precipitados utilizando el 

mechero Bunsen y accesorios (trípode y tela metálica). Se mantuvo 2 minutos a fuego 

medio y después de retirarlo, se removió y se midió la temperatura, 55ºC. Previamente, 
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se realizó el mismo procedimiento con agua para medir el tiempo de calentamiento y no 

superar la temperatura que conduce a la desnaturalización de las proteínas de la leche 

(<70ºC) (17). Después, se guardó la muestra en un envase de cristal topacio y se dejó 

enfriar. Se operó de la misma forma para calentar la leche convencional.  

El tratamiento mediante energía calorífica expande el calor desde la base del recipiente 

(exterior del alimento) hacia la superficie (interior del alimento).  

Microondas: se introdujo el vaso de precipitados con 150mL de leche ecológica en el 

microondas y se mantuvo durante 1 minuto con potencia 2. Una vez retirado el recipiente 

se removió y midió la temperatura, 55ºC. Igualmente, primero se ensayó con agua. A 

continuación, se almacenó en un envase cristal topacio y se dejó enfriar. Se procedió de 

igual manera para la leche convencional. 

Hoy día, el microondas es un utensilio casi imprescindible en cualquier hogar y es de 

uso común para calentar los alimentos. La energía se transmite por ondas 

electromagnéticas con la propiedad de hacer vibrar las moléculas de agua de los cuerpos 

que atraviesa, calentándolos por la fricción que ocasiona. El calor se genera del interior 

al exterior del alimento (18). 

 Todas las muestras se conservaron en el frigorífico a una temperatura de 8ºC, y todos 

los envases estaban perfectamente identificados. 

 

 Diseño y procedimiento de la biocristalización (Figura 3): 

El experimento se llevó a cabo en el Laboratorio de Química Analítica, Nutrición y 

Bromatología de la Universidad de Alicante durante los meses de febrero y marzo. El 

ensayo se realizó durante 4 semanas para observar los efectos del  y envejecimiento del 

método de calentamiento en la leche. Debido a la reducida capacidad de la cabina de 

cristalización (12 placas), el estudio se efectuó en dos días consecutivos (martes y 

miércoles de cada semana). El martes se asignó a las muestras sin tratamiento térmico y 

los miércoles a las que lo habían recibido.  

Antes de comenzar, se probaron diferentes proporciones entre el cloruro de cobre y el 

extracto (leche). Se ha observado que dicha proporción influye en el resultado final, de 

modo que cuando se piensa en analizar un alimento mediante biocristalización, lograr las 

condiciones climáticas en el interior de la cámara y las proporciones adecuadas entre las 

soluciones, son factores muy importantes a tener en cuenta (19). 

La metodología es similar durante todo el experimento. Primero se mezcla el agua con 

la leche y la solución de cloruro de cobre al 10%, esto se hace justo antes de la 
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introducción en cabina. Se preparan  tres placas por cada muestra de leche y para el 

Blanco. 

Normalmente, se vierte primero la sustancia, luego el agua y finalmente la solución de 

cloruro de cobre (11), sin embargo, en este caso la leche se añade en segundo lugar al 

tratarse de un extracto con un elevado contenido en grasa para, de esta forma, evitar la 

formación de coágulos o grumos. 

 

 

Figura 3:detalles procedimentales de la biocristalización, desde el laboratorio hasta la cámara (4). 

 

El primer paso fue sacar las muestras del frigorífico para su atemperación. En cada 

placa Petri, se echa el agua y la leche necesaria para las tres repeticiones y se mueve 

suavemente, en forma circular y horizontalmente para homogeneizar los líquidos, 

finalmente se agrega el cloruro de cobre y se agita de la misma forma para obtener la 

mezcla. Con la pipeta automática se transfieren 5mL a cada placa. Para el Blanco se 

emplea únicamente el agua y la solución de cloruro de cobre (Tabla 2). 

 A continuación, se introducen todas las placas en la cabina de cristalización. El 

proceso durará alrededor de 10 a 16 horas. Al cabo de este tiempo, aparece la imagen de 

cristalización. 

Obtenidas las imágenes, se fotografían en la caja de luz y se guardan en el ordenador 

para su posterior análisis.  

Es importante que todas las placas estén correctamente identificadas en la fotografía. 

 

Tabla 2: datos experimentales. 
 

Placas Leche (mL) Agua (mL) CuCl2 (mL) Total (mL) 

Blanco (x3) 0 3,4 1,6 5 

Con aditivo (x3) 0,06 3,34 1,6 5 
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 Lavado de las placas Petri: 

Puesto que, se usan las mismas placas durante todo el experimento, es necesario 

realizar un lavado profundo del material. Barth et al.,(20), proponen dos métodos 

probados de limpieza, sin embargo no se han llevado a cabo por su complejidad y falta 

de medios. No obstante, el lavado ha sido exhaustivo y sistemático durante todo el 

estudio. Primero se ponen a remojo las placas con agua desionizada y se frotan 

suavemente con una esponja para evitar que se rayen, sin utilizar jabón. Se aplica un 

segundo enjuague con agua desionizada. Seguidamente se echa acetona sobre la base de 

las placas y se introducen boca abajo en la estufa a 85ºC durante 15 minutos, 

aproximadamente. A continuación, se meten en el desecador 10 minutos, también boca 

abajo. Después se extraen del desecador y se procede a la preparación de las mismas para 

su introducción en la cabina de cristalización. 

 

 Análisis: 

Visual e interpretativo (subjetivo): cuando se cristaliza un extracto orgánico con 

una solución de cloruro de cobre, se obtiene una imagen. En la Figura 4, se presenta un 

biocristalograma estándar, donde se puede observar un centro claro con dos vacuolas que 

muestran el punto desde donde se inicia la cristalización. También se pueden ver las ramas 

de la zona intermedia, de las cuales surgen múltiples niveles hasta descomponerse en una 

sola aguja. Las agujas pueden ser bastante grandes o bien sólo visibles con lupa. La 

cristalización se detiene en la zona periférica, en cuyo espacio sólo aparecen las agujas 

individuales. La disminución en la organización, que se refleja en la aparición de centros 

secundarios, cruces o engrosamiento de las ramificaciones, espacios vacíos, aparición de 

puntos y  ramificaciones que no llegan a la periferia, significa degeneración o 

envejecimiento, es decir, una pérdida de la capacidad de auto-organización (5,8). 

También se muestra el patrón de imagen de la leche de vaca sin ningún tratamiento. La 

evaluación visual de los patrones se encuentra en una fase avanzada y requiere mucho 

entrenamiento y experiencia para ser capaz de identificar los criterios morfológicos y 

distinguir mínimas variaciones entre las imágenes obtenidas de las diferentes muestras. 

Las imágenes se interpretan visualmente en base a criterios morfológicos. Un aspecto 

para la evaluación es la coordinación de la estructura cristalina, es decir, si los cristales 

están distribuidos aleatoriamente o de manera ordenada sobre la placa de vidrio. También 

se incluye la comparación con muestras de referencia, si se dispone de ellas. Dicho 
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examen se realiza de acuerdo a las normas ISO 17025, adaptadas del análisis sensorial 

(5). 

Informatizado (objetivo): se tratan las imágenes obtenidas con un programa de 

tratamiento de imágenes como por ejemplo el ImageJ 

(http://imagej.nih.gov/ij/index.html), se determina la significación estadística de las 

diferencias entre las imágenes resultantes. Este programa ya se ha utilizado para la 

caracterización de imágenes de alimentos (21,22). 

 

 

 

Figura 4:Izda: sistema de una imagen de cristalización con algunos criterios morfológicos (5); 

Dcha:biocristalograma de una muestra de leche fresca sin tratar (13). 

  

 Las imágenes se analizan con dos enfoques: textura y estructura (4,5,15,23,24). 

1) Análisis de la textura: la textura es una característica importante utilizada en la 

identificación de objetos o regiones de interés (ROI) en una imagen (25). La textura de 

una imagen es una cuantificación de la variación espacial de valores del tono que es 

imposible definir precisamente por su carácter sensorial (26,27).  

Una forma de definir la textura de una imagen es a través de distintos parámetros 

estadísticos. Estos parámetros se determinan a partir del histograma de niveles de gris 

calculado a partir de una imagen digital (Figura 8). 

Existen en la bibliografía diferentes formas de medir la textura, éstas pueden ser 

mediante estadísticos de la imagen de Primer, Segundo o Tercer orden (26,27). 

Primer orden: las medidas texturales de Primer orden son obtenidas a partir de los 

valores de gris originales de la imagen y su frecuencia, como la media, varianza y 

desviación estándar. En estas medidas no se considera la relación entre los píxeles sino 

que proporcionan información relativa a la distribución de niveles de gris en la imagen. 

http://imagej.nih.gov/ij/index.html
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Los primeros cuatro momentos son los más fáciles de describir de manera intuitiva. El 

primer momento es la intensidad media; el segundo momento es la varianza que describe 

cómo son de parecidas las intensidades que se encuentran dentro de la imagen. El tercer 

momento central, Skewness (inclinación), describe cómo de simétrica es la distribución 

de intensidad. El cuarto momento, la Kurtosis, describe cómo de plana es la distribución. 

La limitación que tienen las mediciones basadas en histogramas es que no llevan 

información respecto a la posición espacial relativa de los píxeles entre sí. La relación de 

dependencia espacial puede ser incorporada al considerar la distribución de intensidades, 

así como la posición de los píxeles con valores de igual o casi igual intensidad. La técnica 

consiste en el muestreo estadístico de cómo ciertos niveles de gris se producen en relación 

con otros niveles de gris. Con este método se obtiene la matriz de co-ocurrencia nivel de 

gris (GLCM) de la textura especificada y a partir de ella se generan los descriptores de 

segundo orden. La matriz se define por la amplitud de paso de movimiento y el ángulo 

en el que dicho movimiento tiene lugar. 

Segundo orden: son las medidas que consideran la relación de co-ocurrencia entre 

grupos de dos píxeles de la imagen original y a una distancia dada. 

Energía (o segundo momento angular): este valor mide la uniformidad de una imagen, 

es decir las repeticiones de pares de píxeles. Tiene un valor máximo de 1 y detecta 

desórdenes en las imágenes. Por ejemplo, en una imagen casi constante la matriz de co-

ocurrencia tiene pocas entradas y muy altas, en una imagen poco uniforme tendrá muchas 

entradas y con valores bajos (energía baja). 

Entropía: mide la complejidad (desorden) de la imagen (a mayor complejidad mayor 

entropía). Se correlaciona inversamente con la energía. 

Correlación: mide las dependencias lineales de los niveles de grises en una imagen 

(entre -1 y 1). Este parámetro se calcula de una forma diferente a las anteriores medidas 

y por tanto la información que suministra es esencialmente distinta, es independiente de 

las otras medidas. Por tanto, es esperable que pueda ser usada en combinación con otra 

medida textural. 

Contraste: es la diferencia entre los valores más altos y más bajos de un conjunto 

contiguo de píxeles. Mide la cantidad de variaciones locales presentes en la imagen. 

Homogeneidad (Inverse diffent momento): asume valores mayores para pequeñas 

diferencias del tono gris en los elementos a la par. Es más sensible a la presencia de 

elementos de la diagonal cerca de la GLCM. Tiene un valor máximo cuando todos los 

elementos en la imagen son los mismos. Se correlaciona fuertemente pero a la inversa 
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con el contraste. Para valores constantes de energía la homogeneidad disminuye si el 

contraste aumenta. 

Tercer orden y órdenes superiores: se consideran las relaciones entre tres y más 

píxeles. Su cálculo es teóricamente posible, pero no se implementan pues requieren 

mucho tiempo de cálculo (aun con computadoras poderosas) y su resultado es de difícil 

interpretación. 

Otra forma de caracterizar la textura de imágenes complejas es a través de la 

denominada dimensión fractal (D), (28,29). Este parámetro permite medir la complejidad 

de un objeto. En geometría de fractales, la dimensión fractal, D, es un número real que 

generaliza el concepto de dimensión ordinaria para objetos geométricos que no admiten 

una dimensión geométrica. Es un exponente que da cuenta de cuanto parece llenar un 

fractal el espacio conforme se va cambiando las escalas a las que se observa. No existe 

una única dimensión fractal, sino una serie de dimensiones. Entre las más usadas en la 

práctica por su fácil implementación algorítmica se encuentran la dimensión de conteo de 

cajas o de dimensión Minkowski-Bouligand y la dimensión de correlación.  

Dimensión conteo de cajas (Box-Counting): para el cálculo de la dimensión contando 

cuadros, hay que colocar la imagen en una cuadrícula. El eje X de la red es S, donde 

S=1/(anchura de rejilla). Por ejemplo, si la red es de 240 bloques de alto por 120 bloques 

de ancho, S=1/120. Luego, contar el número de bloques que toca la imagen. Etiquetar 

este número N(s). Ahora, cambiar el tamaño de la red y repetir el proceso. Colocar los 

valores que se encuentran en un gráfico donde el eje X es el logaritmo (s) y el eje Y es el 

logaritmo N(s). Dibujar  en la línea de mejor ajuste y encontrar la pendiente. La medida 

de dimensión contando cuadros es igual a la pendiente de la línea (Figura 9). 

 

El protocolo seguido para el estudio de los parámetros de textura ha sido el siguiente: 

1. Recortar la imagen inicial (Figura 5), con cuidado de que los recortes de imágenes 

de tamaño diferente, se ajustaran a un 52% del área total de la placa con posición 

central. 

2. Aumentar contraste de forma automática (Figura 6). 
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Figura 5: imagen inicial. 

 

 

 

Figura 6: aumento del contraste de imagen. 

 

3. Transformar a 8 bits y escala de grises (Figura 7). 

 

 

Figura 7: imagen transformada a escala de grises. 

 

4. Calcular la matriz de co-ocurrencia. Esta matriz se ha calculado mediante el 

pluging GLMC Texture del programa ImageJ para una amplitud de paso del 1 pixel 

y un ángulo de inclinación del movimiento de 0º. 
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5. Medir la distribución de pixeles del histograma (sobre la selección activada) 

(Figura 8). 

 

 

Figura 8: histograma de niveles de gris. 

 

6. Transformar la imagen a binario (blanco y negro) 

7. Medir dimensión fractal (D) con la herramienta ImageJ (Figura 9). 

 

 

Figura 9: dimensión fractal (D). 

 

Se sometieron a este protocolo las imágenes obtenidas en los ensayos de 

biocristalización de agua, muestra de leche ecológica y muestra de leche convencional. 
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2) Análisis de la estructura: en el que la distribución de las distintas estructuras 

morfológicas dentro de la imagen, pueden cuantificarse. Se centra en la longitud y 

amplitud de las agujas. Sin embargo, se prescindirá de este criterio en el presente estudio. 

 Finalmente se aplicó un análisis de Componentes Principales (PCA) a los resultados 

para ver  si se podían diferenciar unas muestras de otras en base a los parámetros 

obtenidos. Esta técnica pertenece al grupo de técnicas quimiométricas de reconocimiento 

de modelos, cuyo objetivo es “analizar” tablas de datos en busca de relaciones entre 

objetos y variables (30,31). En este caso se tienen 9 objetos y 10 variables. El objetivo de 

la técnica es comprimir el espacio de diez dimensiones a un número menor (normalmente 

2 ó 3) definido por nuevas variables denominadas Componentes Principales (PC) (Tabla 

14).  

El programa usado fue el PAST (3.11) (http://folk.uio.no/ohammer/past/). Se 

incluyeron todos los parámetros obtenidos y se procedió a realizar una normalización de 

los datos por columnas previamente al PCA. 

3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Se cristalizaron un total de 75 placas, sin embargo hubo una pérdida por rotura antes 

de realizar la fotografía (Tabla 3). La temperatura, como se observa en los datos de la 

Tabla 3, se ha mantenido entre 30,5º y 31,8ºC de media, cumpliendo con la temperatura 

recomendada (30ºC). Por tanto, se podría decir que este parámetro se ha controlado 

adecuadamente. Sin embargo, no se puede decir lo mismo de la humedad, pues si lo 

recomendado es un 53%, en el experimento no se sobrepasó el 35,5% de humedad media 

(5,14,24). Para una correcta ejecución del método de biocristalización, es necesario 

controlar las influencias externas, tales como las vibraciones y fluctuaciones de 

temperatura y humedad. 

El parámetro “tiempo de evaporación” no se tuvo en cuenta en este estudio, no 

obstante Kahl, J. (2013), en su trabajo (14) no encontró correlación significativa y 

consistente entre el tiempo de evaporación y la variación de las imágenes resultantes. 

El objetivo del presente trabajo fue evaluar los efectos del tratamiento térmico (gas vs 

microondas)  aplicado en dos muestras de leche procedentes de sistemas de producción 

distintos (ecológico y convencional), antes de su consumo, y ver la evolución en función 

del tiempo a través del método de biocristalización. 

 

http://folk.uio.no/ohammer/past/
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Tabla 3: resultados de la cristalización. Cantidad de placas fotografiadas, temperatura y humedad 

durante el procedimiento. 
 

Fecha Blanco 
(nºp.c.) 

LESTT 
(n p.c.) 

LCSTT 
(nºp.c.) 

LEG 
(nºp.c.) 

LCG 
(nºp.c.) 

LEM 
(nºp.c.) 

LCM 
(nºp.c.) 

Tª (ºC) 

I        F 

H (%) 

I     F 

Tª  

Media  

(ºC) 

H  

Media 

 (%) 

16-02-16 3 3 3     31,4 29,9 32 24 30,6 28 
17-02-16    3 3 3 3 31 30 27 25 30,5 26 
23-02-16  3 3     30,5 31,7 34 37 31,1 35,5 
24-02-16    3 3 3 3 32,1 31,5 31 30 31,8 30,5 
01-03-16  2 3     31 31,8 32 26 31,4 29 
02-03-16    3 3 3 3 32 31 28 28 31,5 28 

08-03-16  3 3     31,5 31,3 30 24 31,4 27 
09-03-16    3 3 3 3 32 30,7 29 27 31,3 28 

nºp.c.= número de placas cristalizadas 
LESTT= Leche ecológica sin tratamiento térmico 

LCSTT= Leche convencional sin tratamientos térmico 
LEG= Leche ecológica calentada a gas 
LCG.= Leche convencional calentada a gas 
LEM= Leche ecológica calentada con microondas 
LCM= Leche convencional calentada con microondas 
I= inicial; F= final 
 
 

Para realizar el examen visual se seleccionaron las imágenes más representativas de 

las tres repeticiones realizadas por cada muestra y día de cristalización. En el trabajo se 

muestran las imágenes obtenidas al inicio del estudio y las de la cuarta semana de 

envejecimiento (Tabla 4-10). 

El resultado más destacado a simple vista es el de la imagen obtenida con leche 

ecológica radiada con microondas después de cuatro semanas de envejecimiento (Tabla 

9). En la imagen aparece una descomposición que se manifiesta a través de manchas y 

depósitos que nublan la imagen cristalizada, ramificaciones que no están definidas y 

pérdida de la estructura característica de la cristalización (Figura 4). Esta degradación no 

se muestra en la leche ecológica sin tratamiento térmico (Tabla 8) ni en la calentada a gas 

(Tabla 9) en el mismo periodo, dichas imágenes han conservado la estructura y el tejido 

de las ramificaciones. Estos datos son similares a los presentados por MF. Tesson en su 

libro (11), con leche de vaca llevada a ebullición mediante tratamiento térmico con gas 

vs microondas y sin periodo de envejecimiento. 

La leche convencional calentada con microondas al final del ensayo (Tabla 10), a 

pesar de que la imagen tiene signos de degradación en la zona periférica, ha mantenido la 

estructura y las ramificaciones en la zona intermedia, a diferencia de la ecológica. Este 

resultado se podría justificar porque la leche Pascual está considerada la mejor leche en 

cuestión de calidad, entre 47 marcas españolas según un estudio realizado por la 

Organización de Consumidores y Usuarios (OCU, 2011) (32). 
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Tabla 4: resultado de la cristalización del Blanco (agua) 

Blanco 

 
 
 

 
 

Tabla 5: comparación de leche ecológica y convencional sin tratamiento térmico, al inicio del 

experimento. 

Inicio del experimento 

Leche Ecológica Leche Convencional 

  

 

Si se compara el Blanco (agua desionizada) (Tabla 4) con las muestras de leche 

(ecológica y convencional) (Tabla 5), las diferencias son evidentes. El agua cristaliza de 

forma radiante y estrellada, y en el borde de la placa aparecen agregados de cristales de 

cloruro de cobre, mientras que la imagen de leche forma una estructura característica de 
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la sustancia, con centros constituidos por vacuolas y ramificaciones extendidas por toda 

la zona intermedia que terminan con la formación de agujas. 

La leche ecológica a diferencia de la convencional presenta agujas más largas y más 

finas. Esta diferencia se manifiesta de manera similar en la literatura consultada (5,33). 

Al final del periodo de envejecimiento (Tabla 8), la leche ecológica sin tratamiento 

térmico ha mantenido una estructura característica con las tres zonas descritas 

anteriormente, tal y como ocurre al inicio del ensayo (Tabla 5). Los cambios más 

relevantes han sido el ensanchamiento de la zona periférica y el debilitamiento de las 

ramificaciones laterales que se manifiesta con una menor densidad, un entrecruzamiento 

que corta perpendicularmente el sentido de las adyacentes y un engrosamiento de las 

agujas. Este debilitamiento se observa desde el principio, cuando la leche se ha tratado 

con calor (Tabla 6), quedando más afectada la imagen de la muestra radiada con 

microondas que la calentada con gas al término del periodo de estudio (Tabla 9). 

 

Tabla 6: comparación del calentamiento a gas y microondas de leche ecológica, al inicio del 

experimento. 

Inicio del experimento 

Leche Ecológica Gas/Microondas 
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Tabla 7: comparación del calentamiento a gas y microondas de leche convencional, al inicio del 

experimento. 

Inicio del experimento 

Leche Convencional Gas/Microondas 

  

 

 

Tabla 8: comparación de leche ecológica y convencional sin tratamiento térmico, 4ª semana de 

envejecimiento. 

4ª Semana de envejecimiento 

Leche Ecológica Leche Convencional 
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Tabla 9: comparación del calentamiento a gas y microondas de leche ecológica, 4ª semana de 

envejecimiento. 

4ª Semana de envejecimiento 

Leche Ecológica Ga/Microondas 

  

 

 

Tabla 10: comparación del calentamiento a gas y microondas de leche convencional, 4ª semana de 

envejecimiento. 

4ª Semana de envejecimiento 

Leche Convencional Ga/Microondas 

  

 

La leche convencional sin tratamiento térmico, tanto al inicio (Tabla 5) como al final 

del experimento (Tabla 8), presenta diferencias similares a la leche ecológica. Igualmente, 

se ve afectada la imagen que ha recibido tratamiento térmico (Tabla 7Tabla 10). También 
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la radiación del microondas ha producido mayor degradación que el gas, no obstante, en 

este caso la leche convencional se ha visto menos afectada que la ecológica. 

El debilitamiento de las ramas laterales mencionado en la evaluación visual de las 

imágenes puede guardar relación con el almacenamiento de las muestras de leche en frío 

(8ºC), igual que el color blanquecino que se visualiza alrededor de los centros como 

menciona en su tesis Abel, D. (5). 

Todos los resultados  indican que existen diferencias entre los patrones de 

cristalización de los distintos calentamientos térmicos (gas y microondas) durante el 

proceso de envejecimiento y entre los dos tipos de leche (ecológica y convencional). 

No se han encontrado estudios previos comparables, que hayan utilizado el método de 

biocristalización con muestras de leche tratada con microondas (sin llevar a ebullición) 

durante un periodo de envejecimiento, no obstante existen otras publicaciones sobre el 

procesado de la leche antes de su envasado, donde se evidencia que los patrones de leche 

después del tratamiento térmico (pasteurización, UHT) son significativamente diferentes 

de los derivados de la  no tratada (5,14).  

También, hay una publicación relacionada con la biocristalización que confirma 

diferencias entre los distintos tipos de producción, ecológica y convencional, tanto a nivel 

organoléptico y composición de la leche como a nivel de imagen, cuyo resultado fue 

similar al presente estudio, es decir, la leche orgánica obtuvo agujas más largas y finas 

que la convencional, resultado que se ratificó con el análisis de textura (33). 

A pesar de las diferencias encontradas se continuó con el análisis de la textura de las 

imágenes con objeto de constatar si se podían observar estas diferencias de forma 

objetiva. Para ello se han utilizado las siguientes imágenes: tres imágenes de Blanco (agua 

desionizada), tres de leche convencional y tres de leche ecológica resultantes de la 

primera semana de experimentación. 

Una vez aplicado el protocolo de procesado de imagen indicado anteriormente, se 

obtuvieron los datos que muestran las Tablas 11-13. 

A continuación se aplicó un PCA a esas variables y los resultados se pueden ver en la 

Tabla 14 y Figuras 10-12. 

Los datos presentados en la Tabla 14 indican, cómo dos Componentes Principales 

representan el 90,4% de la varianza, pudiendo representarse en una gráfica (Figura 10) 

fácilmente visible con sólo 2 variables (CP1 y CP2). 
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Tabla 11: resultados momentos Primer orden 
 

Muestra Media Skewness Kurtosis Varianza 

Agua desionizada 125.956 0.048 -0.89 3650.09306 

Agua desionizada 125.042 0.043 -0.941 3850.94714 

Agua desionizada 132.618 -0.101 -0.981 3996.13623 

Sin tto. calor eco 122.721 0.101 -1.16 4148.51928 

Sin tto. calor eco 121.431 0.085 -1.265 4576.7931 

Sin tto. calor eco 117.341 0.223 -0.888 3144.18133 

Sin tto. calor conv. 89.437 0.776 0.334 2204.77203 

Sin tto. calor conv. 91.722 0.716 -0.076 2325.1684 

Sin tto. calor conv. 105.94 0.509 -0.508 2704.104 

 

Tabla 12: resultados momentos de Segundo orden: Energía (E); Contraste (C); Correlación (Co); 

Homogeneidad (H); Entropía (En). 
 

Muestra E C Co H En 

Agua desionizada 0.046 389.874 1.74E-04 0.29 8.165 

Agua desionizada 0.046 332.241 1.72E-04 0.293 8.149 

Agua desionizada 0.046 215.195 1.61E-04 0.305 7.975 

Sin tto. calor eco 0.046 285.988 1.68E-04 0.307 7.996 

Sin tto. calor eco 0.046 140.232 1.63E-04 0.347 7.583 

Sin tto. calor eco 0.046 294.472 2.02E-04 0.303 7.939 

Sin tto. calor conv. 0.047 193.192 3.15E-04 0.313 7.671 

Sin tto. calor conv. 0.046 102.859 3.03E-04 0.346 7.364 

Sin tto. calor conv. 0.046 187.406 2.43E-04 0.323 7.727 

 

Tabla 13: dimensión fractal obtenida mediante el método de contaje de celdas 
 

Muestra D 

Agua desionizada 1.821 

Agua desionizada 1.815 

Agua desionizada 1.823 

Sin tto. calor eco 1.781 

Sin tto. calor eco 1.854 

Sin tto. calor eco 1.807 

Sin tto. calor conv. 1.739 

Sin tto. calor conv. 1.725 

Sin tto. calor conv. 1.758 
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Tabla 14: proporción de la varianza de los datos explicada por cada Componente Principal (CP). 
 

CP Eigenvalue % Varianza 

1 9.60261 72.354 

2 2.3976 18.066 

3 0.908267 6.8437 

4 0.170325 1.2834 

5 0.14335 1.0801 

6 0.0355762 0.26806 

7 0.00981682 0.073968 

8 0.00407578 0.03071 

 

Las Figura 11 y 12, muestran cuáles de las variables iniciales tienen más peso en cada 

uno de los dos Componentes Principales analizados, cuyos datos numéricos se presentan 

en la Tabla 15. 

Aplicando la técnica de Componentes Principales se puede ver que el agua se 

diferencia de las leches y éstas a su vez se diferencian entre sí (Figura 10). 

 Para realizar la significación estadística se debería continuar realizando más pruebas 

como análisis de la varianza, entre otras.  

 

 

Figura 10: dispersión de las muestras en el espacio determinado por los dos Componentes Principales 

(PC1 y PC2). 
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Figura 11: Loadings plot del PC1. 

 

Figura 12: Loadings plot del PC2. 

 

 

Tabla 15: Loadings de los PC1 y PC2. 

 PC 1 PC 2 

Contraste -0.20129 0.46554 

Correlación 0.3961 0.067894 

Momento Diferencia Inversa 0.16072 -0.5669 

Entropía -0.265 0.45821 

Media -0.38304 1.31E-02 

Skewness 0.38044 0.01193 

Kurtosis 0.37119 0.21518 

D -0.31556 -0.10266 

Segundo Momento Angular 0.26876 0.39158 

Varianza -0.32479 -0.19194 
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Las dificultades que presenta este método son la sensibilidad a las influencias 

externas, tales como las vibraciones y fluctuaciones de temperatura y humedad, pues son 

factores que influyen en la formación de la  imagen. Estos parámetros requieren de un 

control muy riguroso, como también ocurre en cualquier otro estudio de investigación. 

Entre otras limitaciones, mencionar que ha sido la primera vez que el Laboratorio de 

Química Analítica, Nutrición y Bromatología de la Universidad de Alicante realiza una 

investigación utilizando la biocristalización como método de análisis. Igualmente, la 

técnica para la realización de la fotografía ha de ser sistemática y muy controlada para 

obtener imágenes comparables. Finalmente, el reducido número de estudios sistemáticos 

publicados y el idioma distinto del inglés y del español ha supuesto una dificultad añadida. 

Todas las posibles limitaciones mencionas, deberían ser tenidas en cuenta en futuros 

trabajos.   

4. CONCLUSIONES 

Con el resultado obtenido mediante el método de biocristalización, se puede concluir 

que existen diferencias en el patrón de cristalización en función del tipo de leche, del 

tratamiento térmico aplicado y del tiempo de envejecimiento. Sin embargo, se deberían 

realizar más estudios controlando las limitaciones presentadas en este trabajo, para llegar 

a  resultados más concluyentes. 

Visto el alcance de este trabajo, se recomienda continuar realizando pruebas con todas 

las muestras para ver si las diferencias observadas se mantienen en función del 

tratamiento térmico y/o el envejecimiento, a través del análisis de textura. 

El procesado de imágenes y su análisis permite valorar de forma subjetiva las 

diferencias existentes entre biocristalogramas, los cuales presentan patrones complejos 

que resultan difíciles de valorar para el analista poco experimentado. No obstante, para 

este fin se ha de cuidar que la calidad de la imagen obtenida sea máxima y que la técnica 

de procesado no introduzca sesgos en los resultados. 

El potencial del método de biocristalización radica en el valor añadido adicional a los 

métodos analíticos estándar de la ciencia actual. Podría ser eficiente combinar ambos 

tipos de investigación para obtener una visión holística de los alimentos. 
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