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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue optimizar las caracteristicas sensoriales y
tecnoldgicas del helado tipo mantecado comercializado por la empresa “Dulce

Compaifiia” Cia. Ltda.

El trabajo comprendié dos etapas: 1) optimizaciéon de la hidrélisis enzimatica de la
lactosa y 2) optimizacion del proceso y producto. Para la primera etapa se utilizé un
disefio factorial completo; el cual fue optimizado utilizando el método de maxima
pendiente. En la segunda etapa se utilizé un disefio de mezclas combinando las
variables del proceso, para establecer el producto que presente la mejor
aceptacion, mayor rendimiento y menor costo. La evaluacion de la aceptabilidad del
producto fue desarrollada por un panel de catadores semi-entrenados. Como
resultado principal se mejoraron las caracteristicas sensoriales y tecnoldgicas del

producto terminado, estableciendo las condiciones éptimas de su elaboracion.
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ABSTRACT

The aim of the present work was to optimize the sensorial and technological

features of the ice cream developed by “Dulce Compaiiia” Cia. Ltda.

The experimental work was performed in two stages: 1) optimization of lactose
enzymatic hydrolysis, and 2) optimization of the process and product. For the first
stage a complete factorial design was developed, optimized using the maximum
slope method. In the second stage a mixture design was performed, combining the
process variables. The product with the best acceptance, high yield and low cost
was selected. The acceptance of the product was developed by a semi-trained
taster's panel. As a main result the sensorial and technological features of the final

product were improved, establishing the optimum parameters for its elaboration.
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“ESTUDIO PARA OPTIMIZAR LA CALIDAD TECNOLOGICA Y SENSORIAL DEL
HELADO TIPO MANTECADO CON HIDROLISIS ENZIMATICA MEDIANTE
DISENO EXPERIMENTAL”

INTRODUCCION

En la actualidad con la mejora y la optimizacion de los procesos de la industria
alimentaria, las empresas se ven en la necesidad de impulsar la investigacion,
desarrollo y aplicacion de nuevos métodos para mejorar sus productos y obtener
resultados 6ptimos.

La empresa cuencana “Dulce Compaiiia Cia. Ltda.”, al observar las necesidades
actuales en el campo de los alimentos, decidi®6 mejorar las caracteristicas
sensoriales y tecnoldgicas del helado que actualmente comercializa, es por ello que
una vez realizada una prueba sensorial del helado actual, se pudo detectar algunos
defectos importantes en la estructura del helado, que permitieron establecer las
variables necesarias para el estudio y que tienen importancia relevante en la textura

final del helado.

Este proyecto de tesis esta dirigido a optimizar una mezcla de componentes para el
helado tipo mantecado, mediante la aplicacion de disefio experimental y disefio de
mezclas con variables de proceso, para encontrar una férmula 6éptima y cumpla con

las caracteristicas deseadas por la empresa.

El estudio comprende dos etapas: la primera, una hidrdlisis sobre la lactosa de la
leche, en la que se considera tres variables: la cantidad de enzima, tiempo y
temperatura a la cual se realizara la incubacion. La segunda etapa, la optimizacion

del proceso y producto, que consiste en el estudio de la mezcla de componentes y
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el control de variables del proceso como tiempo de maduracién y temperatura de
batido.

Cada experimento desarrollado en la segunda etapa del estudio sera evaluado por
un panel de catadores semi-entrenados, esto permitira evaluar la calidad sensorial y
tecnoldgica del producto y determinar que experimento tiene mayor aceptacion, y
asi establecer cual es la mezcla de componentes y las condiciones de variables de

proceso que dan las mejores caracteristicas finales al producto.

El proyecto desarrollado constituira, ademas una alternativa para establecer una

formulacion éptima para este tipo de producto a nivel industrial.
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CAPITULO I: EL HELADO

1.1. Definicion

Segun la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 706:2005 [1], el helado es un producto
alimenticio, higienizado, edulcorado, obtenido a partir de una emulsion de grasas y
proteinas, con adicion de otros ingredientes y aditivos permitidos en los codigos
normativos vigentes, o sin ellos, o bien a partir de una mezcla de agua, azucares y
otros ingredientes y aditivos permitidos en los coédigos normativos vigentes,
sometidos a congelamiento con batido o sin él, en condiciones tales que garanticen
la conservacion del producto en estado congelado o parcialmente congelado

durante su almacenamiento y transporte.

1.2. Clasificacion de los helados

De acuerdo con su composicion e ingredientes basicos los helados se clasifican [1]

en:

a. Helado de crema de leche

Helado preparado a base de leche y grasa de ésta, su unica fuente de grasa y

proteina es la lactea.

b. Helado de leche

Helado preparado a base de leche y cuya uUnica fuente de grasa y proteina es la

lactea.

c. Helado de leche con grasa vegetal

Helado cuyas proteinas provienen en forma exclusiva de la leche o sus derivados y

parte de su grasa puede ser de origen vegetal.
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d. Helado de yogur

Helado en donde todos o parte de los ingredientes lacteos son inoculados y
fermentados con un cultivo caracteristico de microorganismos productores de acido
lactico (Lacto Bacillus Bulgaricus y Streptococcus thermophilus) y probioticos, los
cuales deben ser abundantes y viables en el producto final.

e. Helado de yogur con grasa vegetal

Helado de yogurt, cuyas proteinas provienen en forma exclusiva de la leche o sus

derivados y parte de su grasa puede ser de origen vegetal.

f. Helado de grasa vegetal

Helado cuya unica fuente de proteina es la lactea y la fuente de grasa es de origen

vegetal o aceites comestibles vegetales.

g. Helado no lacteo

Helado cuya proteina y grasa no provienen de la leche o sus derivados.

h. Helado de sorbete o Servet

Helado preparado con agua potable, con o sin leches o productos lacteos, frutas,
productos a base de frutas u otras materias primas alimenticias; tiene un bajo
contenido de grasa y proteinas, las cuales pueden ser total o parcialmente de
origen no lacteo.

i. Helado de fruta

Producto fabricado con agua potable o leche, adicionado con frutas o productos a
base de frutas, en una cantidad minima del 10% (m/m) de fruta natural, a excepcién

del limén cuya cantidad minima es del 5% (m/m). El helado de fruta se puede

reforzar con colorantes y saborizantes permitidos.
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j- Helado de agua o nieve

Helado preparado con agua potable, azucar y otros aditivos permitidos. No
contienen grasa, ni proteina, excepto las provenientes de los ingredientes

adicionales y puede contener frutas o productos a base de frutas.

k. Helado de bajo contenido calérico

Helado que presenta una reduccion en el contenido caldrico, con respecto al

producto normal correspondiente [1].

1.3. Componentes basicos del helado

Los componentes o ingredientes basicos de los helados son [2]:

1.3.1. Leche y productos lacteos

La leche y los productos lacteos como la leche en polvo; constituyen el principal
grupo de componentes de los helados. La grasa de la leche es el vehiculo mas
importante de aroma e influye decisivamente sobre el sabor y la textura, ya que un
alto contendido de grasa provoca la formacion de cristales de hielo mas pequefio.
La mantequilla es una buena fuente de grasa lactea para helados. En la elaboracién
de helados también se puede usar suero lacteo en polvo, pudiéndose sustituir en

20% a 25% de los sélidos no grasos sin alterar la calidad de los helados.

1.3.2. Grasas

Las grasas desempefian importantes funciones como ingredientes en la elaboracién
de los helados: aportan cremosidad y cuerpo al helado, confieren una textura mas
suave y untuosa, proporcionan el sabor caracteristico y ayudan a la incorporacion
de aire [3]. Las grasas se oxidan muy facilmente en presencia de oxigeno, en este
proceso se forman acidos grasos que son fuertemente olorosos y volatiles, lo cual
da lugar al enranciamiento, fenédmeno que puede evitarse facilmente conservando
los helados a bajas temperaturas y en atmadsfera libre de oxigeno [4]. En muchos
paises esta permitida la utilizacion de grasas vegetales en la fabricacion de
helados. Son 6ptimas las grasas con un punto de fusion comprendido entre 28 y 35

°C. Se pueden utilizar grasas de origen vegetal o animal [2].
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1.3.3. Proteinas vegetales

En cuanto a las proteinas vegetales se utilizan las proteinas de soya por su bajo
costo, sin embargo, no es deseable por su sabor ligeramente amargo. Las

proteinas de soya se utilizan en sustitucién de la leche en polvo [4].

1.3.4. Aire

El aire es un ingrediente necesario del helado, no pesa, pero incorporado al helado,
consigue que éste sea mas ligero, menos frio, mas cremoso y mas ductil. El
aumento de volumen de una mezcla de helado, determinado por el aire

incorporado, es lo que se conoce como overrum [3].

El overrum, es por lo tanto, el indice de aireacion o la cantidad de aire agregado a
la mezcla en porcentaje sobre la misma en volumen. La férmula utilizada para

calcular el indice de aireacion es la siguiente [4]:

) ) ., Volumen del helado - Volumen de la mezcla
Indice de aireacion = *100
Volumen de la mezcla

Fuente: MADRID, Vicente. 1996. Curso de industrias lacteas. Primera edicién. Madrid. Pag.294

1.3.5. Agua

El agua es un componente importante en la elaboracion de helados, pues es el
principal componente de los sorbetes. El agua que se utiliza debe ser incolora,
inodora, insipida y debe ser potable. Puede proceder de la leche si se usa leche
liquida, cuando se trabaja con leche en polvo el agua es el medio de solubilidad y

reconstitucion [4].
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1.3.6. Hidratos de carbono

Los hidratos de carbono o también conocidos como carbohidratos, son compuestos
con estructura de polihidroxialdehido o de polihidroxiacetona; son la fuente mas
abundante y barata de alimentos de la naturaleza y por la tanto los mas consumidos

por los seres humanos [5].

Constituyen una fuente importante de energia y son importantes en la elaboracion
de los helados, ya que dan el tipico sabor dulce de los helados, muy apreciado por
los consumidores; aumentan el contenido de solidos, bajando el punto de

congelacién, permitiendo un mayor tiempo de almacenaje y distribucion [3].

La sacarosa es el azicar mas importante en la fabricacion de helados. El empleo
del jarabe de glucosa es beneficioso desde el punto de vista tecnoldgico, ya que

favorece el batido e impide la cristalizacion de la superficie del producto [6].

1.3.6.1. Funciones de los azticares en heladeria

Los azucares juegan un papel fundamental en la elaboracion de los helados, dado
que su adicion a la mezcla aporta una serie de condicionantes al resultado final. Asi

se tiene:

a. Determina el dulzor.

Lo que se conoce por POD o poder edulcorante [3]. Este punto de dulzor, esta
determinado por el sabor del helado, el gusto de los clientes y la maduracion de las
propias frutas. No existe un punto de dulzor uniforme, se debe equilibrar en cada

formula, en cada circunstancia.

b. Interviene en la temperatura de congelacion

Lo que se conoce por PAC o poder anticongelante [3]. Mediante el empleo del
azucar se puede obtener una textura mas o menos dura segun la temperatura de
conservacion a la que se va a someter al helado. Como se conoce, los azucares
son anticongelantes al igual que el alcohol, pero una presencia mayor o menor de

azucar en la mezcla provocara condiciones mas favorables a la formacién de hielo,
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ademas es importante conocer también que no todos los azucares poseen el mismo
poder anticongelante. Si se toma como parametro central la sacarosa; se puede
decir que el PAC de la dextrosa es 1,8 veces superior. Esto significa que una
solucién dextrosa en agua al 10% se congelara a una temperatura 1,8 veces inferior

que una solucién de sacarosa en agua a idéntica concentracién.

Un azucar importante es la lactosa, carbohidrato contenido en los lacteos, este no
aporta practicamente dulzura pero su PAC es igual al de la sacarosa y debe ser
considerado para el calculo del poder anticongelante de una formulacion [3]. EI PAC
de una formula se encuentra entre un rango de 26 y 29, considerado como

aceptable.

El poder anticongelante es un parametro fundamental que analizar para obtener
una textura cremosa en el helado y puede ser definido como el porcentaje de
azucar equivalente, presente en una férmula de helados en cualquier otra forma de
azucares o alcohol [3].

En el siguiente cuadro se puede observar el POD y el PAC de algunos azucares.

Tabla 1.1: Poder anticongelante de algunos azucares

Azacar POD PAC
Sacarosa 1.00 1.00
Dextrosa 0.75 1.80
Lactosa 0.16 1.00

Miel 1.20 1.90

Fuente: ZACARIA Eduardo. 2007. Asociacién Argentina de Ingenieros en la Industria Alimentaria.

[en linea]. Disponible en web: http://aaiia.ar.tripod.com/aaiia

c. Regulan la textura

Una buena formulaciéon y un buen control del nivel de anti-congelacion permiten
tener un helado cremoso y estable en unas condiciones determinadas, por lo que
es un factor primordial a la hora de obtener un resultado satisfactorio, es decir, un

helado aireado y libre de cristales de hielo.
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d. Evita la formacion de cristales

Los azucares son esenciales para obtener un equilibrio entre dulzor y el poder
anticongelante en el helado, por lo que una correcta formulacion evita la formacion
de cristales, causado por someter a condiciones de frio excesivo a un helado en
relacion al poder anticongelante por el que ha sido formulado. Se debe conocer que
poder anticongelante tiene una férmula para saber cual es la temperatura a la cual
tiene que ser conservado [3]. Se debe calcular por separado la cantidad de cada
tipo de azucar como multiplicarlo por su PAC y sumar los resultados de todos ellos,

por ejemplo:

Tabla 1.2: Crema blanca

azucar cantidad PAC total PAC
sacarosa 140g 1 140
dextrosa 20g 1,9 38
azucar invertido 20g 1,9 38
lactosa 50g 1 50
TOTAL PAC 266

Fuente: CORVITTO, Angelo. 2004. Los secretos del helado [en linea]. Disponible en web:

http://librosdigitalesfree.blogspot.com/search?q=los+secretos+del+helado. Pag.75

El PAC del ejemplo citado es 266 puntos, con este valor se observa en la tabla 1.3

que la temperatura a la cual debe almacenarse la crema blanca es -11°C.

Tabla 1.3: Relacion entre la temperatura de almacenamiento y el poder

anticongelante

Temperatura de Poder anticongelante

almacenamiento (PAC)

-10°C 241 a 260 puntos
-11°C 261 a 280 puntos
-12°C 281 a 300 puntos
-13°C 301 a 320 puntos
-14°C 321 a 340 puntos
-15°C 341 a 360 puntos
-16°C 361 a 380 puntos
-17°C 381 a 400 puntos
-18°C 401 a 420 puntos

Fuente: CORVITTO, Angelo. 2004. Los secretos del helado [en linea]. Disponible en web:

http://librosdigitalesfree.blogspot.com/search?q=los+secretos+del+helado. Pag.76
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1.3.7. Estabilizantes y emulsionantes

Los estabilizantes [4] son aquellas sustancias que impiden el cambio de forma o
naturaleza quimica de los productos alimenticios a los que se incorporan, inhiben
las reacciones y mantienen el equilibrio quimico de los mismos, su funcién
primordial es la de mejorar la suavidad de la consistencia, retardando la formacion
de cristales de hielo de tamafio inconveniente, dan uniformidad y resistencia a la
descongelacion por combinarse con el agua y formar un gel. Los emulsionantes por
su parte forman un complejo con la grasa y la proteina, evitando que durante el
enfriamiento y batido del helado la grasa se separen, tienen la propiedad de
mantener una dispersion uniforme entre dos o mas fases no miscibles entre si, es
decir concentrarse entre la interface grasa-agua, logrando unir ambas fases que de

otro modo se separan, consiguiendo de este modo una emulsion estable.

Algunos de los ingredientes de los helados tienen un efecto emulgente, es el caso
de la yema de huevo, que mejora las cualidades de batido y facilita la congelacion.
También las proteinas de la leche tienen un efecto emulgente. Hay varias causas
que pueden provocar la separacién de las fases de los helados entre las cuales se

tiene:

e Agitacion inadecuada
e Accion microbiana

e Conservacion a temperatura inadecuada

Durante el almacenamiento pueden aparecer cristales de hielo como consecuencia
de variaciones significativas de temperatura, por debajo o por arriba del punto de
fusion. Para evitar este defecto pueden utilizarse estabilizantes como la gelatina,
agar, gomas, etc. En el caso de la gelatina y de las pectinas, estas actuan como
espesantes y gelificantes por su propiedad de absorber gran cantidad de agua del
medio [4].

La lecitina es un estabilizante natural contenida en la yema del huevo. La mayoria
de los helados no llevan huevos. No obstante existe lecitina que se extrae de la
soja. La dosis normalmente no debe exceder el 0,5%. Los alginatos extraidos de
algas marinas son grande moléculas que le confieren al helado una alta viscosidad
y son resistentes a los procesos de pasteurizacion. El agar es otro estabilizante
extraido de algas que tiene la propiedad de absorber grandes cantidades de agua,
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se recomienda combinarlo con gelatinas o carragenatos ya que si se usa solo

produce una estructura quebradiza al helado [4].

1.3.8. Frutas

La fruta y sus productos dan a los helados aroma y color; por afiadidura. Sirven
mejor las frutas de aroma intenso, claramente perceptible inclusive a bajas

temperaturas.

Las frutas pueden ser utilizadas bajo los siguientes estados: Fruta fresca, fruta
desecada, fruta deshidratada, fruta congelada, pulpa de fruta y zumos concentrados

de frutas. También se utilizan frutos secos como las nueces [2].

1.4. Equilibrio de la mezcla de helado

El equilibrio de la mezcla de helado [3], se realiza fundamentalmente para lograr
que todas las mezclas posean el mismo poder anticongelante y la misma
incorporacion de aire. No existe un Unico equilibrio para todos los helados, es
necesario tener en cuenta las diferencias de cada tipo y de cada familia, al igual
que todos factores externos e internos que intervienen de forma decisiva en la
elaboracion del producto, tales como ubicacion geografica, factor estacional. Se
tiene que equilibrar de manera distinta todos los helados que pertenecen a familias
distintas, pero con el objetivo comun de que todos presenten la misma resistencia al

frio.

Si se consigue el equilibrio los helados, éstos tendran el mismo peso, igual

estructura, textura y un idéntico comportamiento frente a la misma temperatura.

Existen tres principios de equilibrios basicos, que se deben considerar:

1.4.1. Agua-sélidos

El primer equilibrio de la mezcla consiste en lograr una perfecta union entre los
elementos solidos y el agua. No puede quedar ni una sola gota de agua libre, pero
tampoco puede haber un solo gramo de extracto seco en relacion con el agua. Si
no existe agua ligada dentro de la mezcla, al descender la temperatura a 0°C, esta

agua libre se congelaria y daria lugar a la aparicion de cristales de hielo que
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alterarian la estructura del helado; y un exceso de materia sélida sin relacion con el

agua daria como resultado un helado seco y de textura arenosa.

1.4.2. Solidos entre si

Se deben equilibrar todos los sélidos del helado, tales como azucar, leche en polvo,
estabilizantes, etc. Con este equilibrio se lograra que la mezcla ligue toda el agua

libre y ademas se incorpore todo el aire necesario.

1.4.3. Temperatura de servicio

Es la temperatura de almacenaje del helado que determina su textura final. La
temperatura 6ptima de servicio o almacenaje es -12°C, temperaturas superiores

endurecen la textura del helado [3].

1.5. Tecnologia de los helados

1.5.1. Maquinaria y equipos

El tamafio y la cantidad de maquinarias y equipos [2] que se utilizan para la
elaboracion de helados estan directamente relacionados con la produccién de la
planta y con el tipo de helado a elaborar. En una elaboracion comun, los
componentes son ingresados a un tanque de mezcla, que puede ser calentado
mediante una camisa de agua caliente y un agitador con velocidad variable, de
modo que permita mezclar los componentes a la temperatura y con la energia
adecuada para mejorar la disolucion y dispersion de los mismos. En este tanque se
agregan los componentes: leche, azucar, crema, estabilizantes, esencias vy

colorantes, etc.

A escala industrial la dosificacion de los componentes liquidos se realiza por medio
de bombas de desplazamiento positivo y velocidad variable. Una vez calibradas en
funcion a la velocidad y tiempo se puede lograr una dosificacion muy precisa. En el
caso de componentes solidos el uso de tornillos de transporte cumple una funcién
similar a las bombas para los componentes liquidos, para pequefias cantidades es
necesario el uso de las balanzas calibradas realizandose la incorporacion de los

componentes en forma manual.
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Entre las principales maquinarias y equipos utilizados estan:

1.5.1.1. Bombas de desplazamiento positivo

En general las mas utilizadas son aquellas provistas de un tornillo helicoidal de
acero inoxidable, conectado al motor a través de una roétula. Este tornillo, esta
encamisado en un estator fabricado con un compuesto de caucho especial,
resistente a la corrosién por soluciones de limpieza y productos alimenticios, actua
como sello entre éste y el tornillo. A medida que gira el tornillo, los alabes producen
un sello con el estator logrando una succion y estanqueidad absoluta. Ademas el
motor posee un variador electronico de velocidad lograndose de este modo una
perfecta regulacion de caudal y dosificacién. Este tipo de bombas es recomendable
para todo tipo de liquidos y especialmente aquellos de caracteristicas pastosas,

como glucosa, crema, etc [4].

Grafico 1.1: Bomba de desplazamiento positivo

Fuente: DIRECTINDUSTRY 2010. Bomba de desplazamiento positivo [en linea]. Disponible en web:
http://www.directindustry.es/prod/apv/bomba-de-lobulos-higienica-5697-30167.html

1.5.1.2. Bombas de émbolo-buzo

El principio de funcionamiento de estas bombas consiste en un émbolo o piston
dentro de una camisa que a través de la apertura y cierre de unas valvulas succiona
el producto cuando baja el pistdn, llena la camisa y dosifica cuando sube el piston.

La regulacion del caudal se efectua variando la carrera de este piston y variando
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también la velocidad del motor. Estas bombas son construidas totalmente en acero

inoxidable resistente a la corrosion por agentes quimicos [4].

Grafico 1.2: Bomba de émbolo-buzo

Fuente: DIRECTINDUSTRY 2010. Bomba de émbolo-buzo. [en linea]. Disponible en web:

http://www.directindustry.es/prod/woma/bomba-de-embolo-a-alta-presion-para-agua-industrial-15514-
34822.html

1.5.1.3. Alimentador de polvos

Estos equipos generalmente constan de una tolva de recepcion de los productos en
polvo como azucar, leche en polvo, entre otros. La base esta conectada a un tornillo
sinfin, insertado en un tubo con el espacio necesario para que gire el tornillo. Al
girar este ultimo se produce el desplazamiento del producto a dosificar en el
extremo del tubo. Estos equipos también poseen regulacién de velocidad por lo que
la dosificacién puede ser muy precisa [4].

Grafico 1.3: Alimentador de polvos

Fuente: DIRECTINDUSTRY 2010. Alimentador de polvos [en linea]. Disponible en web:

http://www.directindustry.es/prod/sulzer-metco/sistema-de-dosificacion-de-polvo-23581-
3Dalimentador%2Bde%2Bpolvos%26um%3D1%26h1%3Des%26tbs%3Disch:1
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1.5.1.4. Tanque mezclador

Los tanques mezcladores o conocidos también como tanques agitadores, son
equipos donde se realiza una mezcla de componentes. Son generalmente de forma
cilindrica y la velocidad que alcanzan estos equipos depende de lo que se desea
mezclar. Generalmente el equipo consiste en un recipiente cilindrico ya sea cerrado
o abierto, y un agitador mecanico, montado en un eje y accionado por un motor
eléctrico. El fondo del tanque suele ser redondeado, con el fin de eliminar los
bordes rectos que dificulten el correcto mezclado de los componentes. Sobre un eje
suspendido desde la parte superior, va montado un agitador, el cual tiene como
finalidad mezclar los componentes de modo adecuado. El agitador crea un cierto
tipo de flujo dentro del sistema, dando lugar a que la mezcla circule por todo el
recipiente y vuelva de vez en cuando al agitador [4].

mndérnpa'cl‘(.en.a_libaba.cnm

Grafico 1.4: Tanque mezclador

Fuente: MODERNPACK 2010. Tanque mezclador [en linea]. Disponible en web:
http://spanish.alibaba.com/product-gs/mixer-tank-220120623.html

1.5.1.5. Homogenizador

Este equipo en realidad consiste basicamente en una bomba de accionamiento
positivo. Esta bomba obliga a la mezcla a pasar a través de una valvula de
homogeneizacion. Esta valvula de apertura regulable y de disefio especial tiene un
asiento fijo y una parte movil. El espacio entre ambos es muy pequefo. En este
punto se realiza el paso de la mezcla por una ranura estrecha a alta velocidad,
sometiendo a los globulos de grasa a enormes fuerzas de rozamiento que los
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deforman y rompen. La aceleracion al pasar por la ranura trae aparejado una fuerte
caida de presion, por lo cual los glébulos grasos literalmente explotan. Al chocar
esto gldbulos contra las paredes de la valvula de homogeneizacion terminan por

dividirlos aun mas [4].

Grafico 1.5: Homogenizador
Fuente: PRO-ANDEX ING.LTDA. 2010. Homogenizador. [en linea]. Disponible en web:

http://maquinariayequipos.cl/?Remate_de_Equipos

1.5.1.6. Pasteurizador

El pasteurizador es un equipo disefiado para el tratamiento térmico de leche u otros
productos alimentarios que permite eliminar los microorganismos patégenos. Su
funcionamiento es el siguiente: el producto llega a un tanque de balance donde una
bomba lo envia al pasteurizador de placas donde se precalienta al pasar por la
seccion de recuperacion del intercambiador, recuperando el calor del producto ya
pasteurizado que esta saliendo del retenedor. En la seccidén de calentamiento
recircula agua caliente que eleva la temperatura del producto hasta la temperatura
de pasteurizacién y posteriormente pasa al retenedor donde se mantiene esta
temperatura durante 15 segundos o mas, dependiendo del producto a pasteurizar,
para asegurar una correcta pasteurizacion regresa a la seccion de recuperacion,
donde cede ese calor al producto que entra. Finalmente, después de la etapa de
recuperacion, el producto pasa por una etapa de enfriamiento para bajar la
temperatura del producto hasta 4°C. El equipo esta compuesto por un tanque de
balance, una bomba de alimentacion centrifuga, un intercambiador de placas, un

retenedor, un circuito de agua caliente y una valvula de desvio [4].
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Grafico 1.6: Pasteurizador

Fuente: FRIGOMAT 2010. Pasteurizador [en linea]. Disponible en web:
http://www.frigomat.com/index.php?p=pastorizzatori-peb-lcd-60&main_exp=160&sub_exp=164

1.5.1.7. Batidora de helado

Conocidas también como mantecadoras o freezers, son maquinas que someten a
batido y congelacién la mezcla, durante un tiempo determinado, para obtener
finalmente el helado ya elaborado. Existen varios tipos de batidoras de helados o
freezers [4]:
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Grafico 1.7: Mantecadora horizontal

Fuente: FRIGOMAT 2010. Manteadora Horizontal [en linea]. Disponible en web:

http://www.frigomat.com/index.php?p=mantecatore-verticale -g60&main_exp=167&sub_exp=150
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Grafico 1.8: Mantecadora vertical
Fuente: FRIGOMAT 2010. Mantecadora vertical [en linea]. Disponible en web:

http://www.frigomat.com/index.php?p=mantecatore-verticale-g60&main_exp=167&sub_exp=150

a. Verticales: Son las que llevan el eje del agitador y la cubeta en posicion

vertical, son las mas econdmicas del mercado.

b. Horizontales: En estas maquinas su estructura esta dispuesta de forma
horizontal. Son mas caras, pero proporcionan un volumen mayor al helado,

debido a la disposicidn del agitador y de la cubeta.

c. Freezers discontinuos: En el depdsito del congelador se agrega la mezcla y
se pone en marcha la maquina que esta provista de un equipo de frio para bajar
la temperatura de la mezcla desde 5°C a -8/-10°C. Al mismo tiempo se agita la
mezcla mediante un agitador interior. Transcurrido el tiempo programado, se

puede abrir la tapa del frente del cilindro congelador y descargar el helado.

d. Freezers continuos: En estas maquinas por un extremo ingresa la mezcla y
por otro sale el helado terminado. El ingreso es a 5°C y sale a -6/-10°C,
dependiendo del tipo de helado. La capacidad horaria, ademas del disefio
propiamente dicho del equipo depende del tipo de helado y otras condiciones
como: temperatura de entrada de la mezcla, temperatura de salida, cantidad de

aire, etc. [4].
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1.5.2. Diagrama de flujo

| RECEPCION DE MATERIA PRIMA |

\4

| FORMULACION Y PESADO |
Componentes R
Sélidos y Liquidos Ty
| MEZCLADO |
\ 4
| HOMOGENIZADO |

\ 4

| PASTEURIZADO |<— 65°C /15seg

\ 4 Temperatura: 4 o 5°C

| MADURACION |<7 Tiempo: Min. 4h

Max. 48 h

A 4

BATIDO |¢—— Tiempo: Min. 10min

Max. 15min

A 4

| ALMACENAMIENTO |<— Temperatura: 12 °C

1.5.3. Proceso productivo

Las fases involucradas en el proceso productivo o de elaboracion de helados varia
de acuerdo a la maquina utilizada o el tipo de helado elaborado, sin embargo existe
un flujo general que se adapta a los diferentes procedimientos, los cuales

comprenden basicamente:

1. Recepcion de materia prima

Esta etapa comprende el recibimiento de la materia prima necesaria para la

elaboracion de los helados.
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2. Formulacién y pesado de los ingredientes

En esta etapa se hacen los calculos respectivos de los ingredientes de acuerdo a la

cantidad de helados que se quiere obtener, enseguida se pesan cada uno de ellos.

3. Mezclado de los ingredientes

Consiste en juntar todos los ingredientes liquidos en un tanque mezclador, y
empezar una agitacion continua, luego agregar los ingredientes secos. Los
colorantes, frutas y saborizantes, no seran afadidos en esta fase, provocaran el
corte de la mezcla. Dichos productos seran afiadidos durante la etapa del batido, en

frio o en congelacion.

4. Homogenizacion

La mezcla se sometera al proceso de homogenizado. La homogenizacion
descompone los gldbulos grasos en particulas pequefas uniformes. Al ocurrir estos
los gldébulos de grasa no se separan para ascender a la superficie, se reduce al
minimo la agitacion de la grasa en la mezcla y la aireacion es mas facil. El
homogenizado produce un helado con mas cuerpo y textura mas suave que el

helado producido sin homogeniza [4].

5. Pasteurizado

El objetivo de la pasteurizacion de la mezcla es la destruccion de las bacterias
patdégenas, que tienen la capacidad de transmitir diversas enfermedades a los
consumidores. El proceso de pasteurizacién se realiza a una temperatura de 62 a
75°C por un tiempo de 15 segundos. Esta condicibn ademas de ser mas
economica, evita someter a la leche y otros alimentos a condiciones de temperatura
tales que disminuyen sensiblemente su calidad nutricional. En la elaboraciéon de
helados se aplica esta técnica en forma obligatoria, como modo de garantizar la
calidad sanitaria de este alimento. Con este proceso también se logran otros

objetivos como [4]:

e Destruccion de ciertos tipos de microorganismos generadores de malos
sabores y olores.

e Lograr una completa disolucion de todos los ingredientes de la mezcla.
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e Mejora el sabor y la conservacion

o Estabiliza la calidad de la mezcla.

6. Enfriamiento

El proceso completo de pasteurizacion incluye el rapido enfriamiento de la mezcla,
es decir luego de someterla a la temperatura y tiempo indicado, la temperatura
desciende rapidamente hasta los 4 o 5°C, impidiendo de este modo la

multiplicacion de las células sobrevivientes y para evitar la formacion de nata.

7. Maduracion de la mezcla

Una vez que la mezcla ha sido homogeneizada y pasteurizada, debe ser madurada
a una temperatura de 4 o 5°C durante un tiempo no menor de 4 horas y no mayor
de 48 horas. Este tiempo es fundamental para obtener los siguientes beneficios [3].
o Cristalizacién de la grasa
e Tanto las proteinas como los estabilizantes absorben agua obteniendo una
buena consistencia del helado
e La mezcla absorberd mejor el aire que se le incorpora en el proceso de
batido

e Mayor resistencia al derretimiento

8. Batido en frio o congelamiento

Una vez madurada la mezcla, se produce al batido o congelado del helado. Durante
el batido la mezcla se congela en forma gradual formandose pequefios cristales de
hielo, la mezcla se hace mas viscosa y el aire es incorporado en forma de
pequefias burbujas. En esta etapa se agregan las frutas, colorantes, saborizantes,

entre otros aditivos.



Lazo Bustamante — Verdugo Tenesaca 22

CAPITULO II: ENZIMOLOGIA

2.1. Definicion

Las enzimas [5] son catalizadores biolégicos que llevan a cabo reacciones
bioquimicas a muy altas velocidades y con un elevado grado de especificidad; en
su ausencia la mayoria de las transformaciones quimicas requerida para mantener
activas las células tardarian mucho tiempo en efectuarse. Todas las enzimas son
proteinas y tienen una estructura tridimensional globular, ademas estan formadas
generalmente por una sola cadena polipeptidica, y solo logran ser activadas cuando
los polimetros desarrollan una conformacion que permite establecer su centro
activo. En muchos casos estan integradas por una parte proteica y otra que no lo
es, la primera se conoce como apoenzima y la segunda como holoenzima o

cofactor.

El cofactor es un compuesto de peso molecular muy bajo, muy estable al calor y
presenta diversos grados de unidn con la apoenzima. Los principales cofactores
son las vitaminas como la tiamina, niacina, piridoxina, riboflavina y acido
pantoténico); los cationes como el cobre, molibdeno, cinc, magnesio, hierro y calcio;

los aniones como los cloruros; y otras sustancias organicas.

Debido a su naturaleza quimica, las enzimas se ven afectadas por los mismos
factores que alteran a las proteinas, por esta razon cada una de ellas para actuar
en forma optima requiere de ciertas condiciones adecuadas de temperatura, pH,

fuerza ionica, etc.[5].

2.2. Funciones de las enzimas

Ademas de la catdlisis, las enzimas también cumplen otras funciones entre las

cuales estan:

e Catadlisis: La mayoria de las reacciones quimicas del metabolismo son
lentas, las enzimas aceleran las reacciones permitiendo que el metabolismo

se efectue a la velocidad que las células requieren.
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¢ Direccion: Las enzimas no permiten la formacién de productos secundarios,
de esta manera evitan que se pierdan precursores y energia que la célula
necesita; esta caracteristica también se conoce como catalisis negativa.

e Control: La actividad de las enzimas se puede regular para ajustarla a las
necesidades del metabolismo. La velocidad del metabolismo es determinada
por las enzimas.

e Acoplamiento: Las enzimas son los agentes encargados de acoplar
reacciones no permitidas con reacciones espontaneas, permitiendo que se

realicen [7].

2.3. Clasificacion de las enzimas y nomenclatura

La Comision de Enzimas de la Union Internacional de Bioquimica, ha desarrollado

un método para identificar a cada enzima con cuatro digitos:

- El primer digito de la nomenclatura indica a que grupo pertenece.
(Oxidorreductasas, transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas, ligasas).

- El segundo digito de la nomenclatura corresponde a la subclase de enzima.

- El tercer digito es una subdivision y ofrece mas informacién con respecto al
sustrato que utiliza la enzima.

- El cuarto digito indica especificamente la accion de la enzima en cuestion [6].

El nombre de cada enzima va encabezado por las letras EC (enzyme commission),
seguidas de los cuatro digitos separados por puntos. Por ejemplo: el codigo para
identificar a la glucoamilasa es EC 3.2.1.3, el de la celulasa es EC 3.2.1.4, de la
invertasa es EC 3.2.1.26, el de la lactasa o B-galactosidasa EC 3.2.1.23, etc. [8].

Los seis grupos que incluyen a todas las enzimas son:

2.3.1. Oxidorreductasas

Son las enzimas comprometidas en la oxidacion de los sistemas bioldgicos.
Catalizan reacciones de oxidorreduccion. El subgrupo de las oxidorreductasas

comprende las:

e Deshidrogenasas

e Oxidasas
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e Peroxidasas
e Oxigenasas
e Hidroxilasas

e Reductasas

2.3.2. Transferasas

Son enzimas que catalizan la transferencia de varios grupos quimicos de un

sustrato a otro. La clasificacion de las transferasas es la siguiente:

e Grupos monocarbonados
e Grupos aldehido o ceto

¢ Aciltransferasas

e Glicosiltransferasas

e Alquil- o Ariltransferasas
e Grupos nitrogenados

e Grupos fosfato

e Grupos sulfato

e Grupos selenio

2.3.3. Hidrolasas

Son enzimas que llevan a cabo la ruptura de enlaces quimicos con la introduccion

de una molécula de agua. La clasificacion de las hidrolasas es:

o Esterasas como las carboxilesterasas, fosfoesterasas, sulfoesterasas.
e Glucosidasas

e Eter hidrolasas

e Péptido hidrolasas

¢ Acil anhidrido hidrolasas

2.3.4. Liasas

Son enzimas que rompen los enlaces sin participacion de agua. El subgrupo de las

liasas comprende las que:
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e Actuan sobre enlaces C-C
e Actuan sobre enlaces C-O
e Actuan sobre enlaces C-N
e Actuan sobre enlaces C-S
e Actuan sobre enlaces C-S,C-Cl, C-Br, C-l, C-At

e Actian sobre enlaces P-O

2.3.5. Isomerasas

Catalizan las isomeraciones de distintos compuestos, es decir transforman a sus

sustratos de una forma isomérica a otra. Su subgrupo comprende:

e Rasemasas y Epimerasas

e Cis-Trans-Isomerasas

¢ Oxidoreductasas Intramolecular

e Transferasas Intramoleculares (mutases)

e Liasas Intramoleculares

2.3.6. Ligasas

Promueven la uniéon de dos moléculas por mediacion de ATP o de un compuesto

similar. La clasificacidn de la ligasas es la siguiente:

e Forman enlaces C-O
e Forman enlaces C-S
e Forman enlaces C-N
e Forman enlaces C-C
e Forman enlaces ésteres fosforicos

e Actuan sobre enlaces N-metal [9].

2.4. Especificidad de las enzimas

La mayoria de las enzimas tienen la capacidad de catalizar reacciones mas o
menos especificas; es decir, su intervalo de accion ese limita a un determinado tipo
de compuesto que debe reunir ciertas caracteristicas para que pueda ser utilizado

como sustrato.
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La especificidad de las enzimas es la propiedad que las hace diferentes a varios

catalizadores no biolégicos y se ha dividido en cuatro grandes grupos:

a. Especificidad estereoquimica

Se refiere a que ciertas enzimas utilizan D o L isémeros como sustrato. La mayoria
de los monosacaridos en la naturaleza con D, mientras que los aminoacidos
pertenecen a la serie, esta especificidad se entiende si se considera que las
enzimas son polimeros integrados por L-aminoacidos y que, consecuentemente

tienen una estructura asimétrica.

b. Baja especificidad

Cuando es solo importante la reaccidon enzimatica. Se presentan cuando las
enzimas atacan un determinado tipo de enlace quimico sin importar la naturaleza

del sustrato.

c. Especificidad de grupo

Se presentan cuando las enzimas actian sobre un sustrato que contiene un
determinado enlace y un grupo especifico, interesa solo la unién y uno de los

componentes de la molécula.

d. Especificidad absoluta

Cuando una enzima cataliza una sola transformacion y forma un solo producto. Es
la mas comun y consiste en que la enzima utiliza como sustrato una sola sustancia

muy especifica [6].

2.5. Sitio activo de las enzimas

Cuando una enzima reacciona con el sustrato, no todos los aminoacidos intervienen
en la catalisis de la reaccion, ya que en la mayoria de los casos s6lo unos pocos
son los responsables de esta funcion, es decir; solo ciertas regiones de la molécula
de proteina participan en dicho proceso. Estas regiones se conocen como “Sitio
Activo”. El sitio activo de una enzima es aquella porcion de la proteina que participa

directamente en la union y la transformacion del sustrato; esta integrado por ciertos
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aminoacidos seleccionados, los cuales forman un pequefio ambiente caracteristico
dentro de la propia cadena y que llevan a cabo la reaccién; generalmente existe

s6lo uno por molécula de enzima [10].

Por ejemplo en el caso de la B-galactosidasa o lactasa, el sitio activo esta
conformado por un sulfidrilo y un imidazol; éste cede su par de electrones al
oxigeno de enlace glucosidico de lactosa y provoca su ruptura, de acuerdo con el

mecanismo que este indica en la figura [6].
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Grafico 2.1: Mecanismo de accion de la B-galactosidasa

Fuente: BADUI DERGAL, Salvador. 1993. “Quimica de alimentos”. Editores. S.A De C.V. México.
Pag. 285

La porcion de la molécula que se encuentra fuera de los sitios activos no participa
directamente en la unién con el sustrato ni en la catélisis pero provee de soporte a
los sitios activos, ademas determinan la orientacion y espaciamiento de los sitios
activos, afectando de forma indirecta la actividad y la especificidad de la enzima
[10].

Existen dos modelos para explicar la unidon de la enzima con el sustrato y la

catalisis enzimatica:
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1. Modelo de la llave y la cerradura

Considera que la estructura del sustrato y la del sitio activo son complementarias,
de la misma forma que una llave encaja en una cerradura, es decir la enzima es

una estructura rigida en la cual se debe ajustar el sustrato.

[E1] Losck-and-key miodel

Substrate

E I M A i
Grafico 2.2: Modelo de la llave y la cerradura

Fuente: CARRERA, Eliecer. 2010. Modelo de la lave y la cerradura [en linea]. Disponible en web:
http://www.itescam.edu.mx/principal/sylabus/fpdb/recursos/r52038.PDF

2. Modelo de ajuste inducido

Considera que la enzima es flexible y capaz de cambiar de forma cuando es
inducida por la union del sustrato apropiado, moviendo los grupos hacia posiciones
que facilitan la reaccion [11].

{ls) Inclipced-fit mwodel

1 e g

Grafico 2.3: Modelo de ajuste inducido

Fuente: CARRERA, Eliecer 2010. Modelo de ajuste inducido [en linea]. Disponible en web:
http://www.itescam.edu.mx/principal/sylabus/fpdb/recursos/r52038.PDF
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2.6. Cinética de las reacciones quimicas

Las enzimas catalizan reacciones bioldgicas, y al igual que otros catalizadores,
influyen en la velocidad a la cual se alcanza el equilibrio sin afectar el equilibrio
global; en estas circunstancias, las transformaciones quimicas se llevan a cabo

mediante una ruta que requiere menos energia libre de activaciéon

La cinética de las reacciones quimicas estudia el mecanismo, la velocidad y los

factores que modifican las reacciones catalizadas por enzimas. [5]

2.6.1. Velocidad de reaccion

La velocidad de una reaccion catalizada por un enzima debe medirse siempre en
las condiciones optimas de pH, temperatura, presencia de cofactores, entren otras;
se utilizan siempre concentraciones saturantes de sustrato. En estas condiciones,
la velocidad de reaccion corresponde a la velocidad maxima (Vmax). La velocidad
puede determinarse midiendo la aparicion de los productos o la desaparicién de los

sustratos [5].

2.6.2. Energia de activacion

Se refiera a la energia que se necesita para llevar a cabo una reaccion. La
presencia de una enzima y la de su sustrato no son suficientes para que la reaccién
se lleve a cabo, las moléculas que reaccionan deben encontrarse en un estado
activado. Las energias de activacion requeridas en la presencia de las enzimas son

relativamente menores que en ausencia de ellas [10].

2.6.3. Efecto de la temperatura

La velocidad de una reaccion se ve afectada considerablemente por las variaciones
de temperatura; asi, la velocidad de la reaccién aumenta con un incremento en la
temperatura, pero solo hasta el momento en que la enzima continda siendo estable
y mantiene su capacidad catalitica, cuando aumenta demasiado la temperatura se
acelera la inactivacion de la enzima como consecuencia de su desnaturalizacion y
la actividad enzimatica decrece rapidamente hasta anularse. La temperatura 6ptima
para la mayoria de las reacciones enzimaticas esta entre 30°C y 45°C, intervalo en

el que las enzimas alcanzan su mayor actividad. La mayoria de enzimas se
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inactivan rapidamente a temperaturas superiores a los 55°C. En general, los
aumentos de temperatura aceleran las reacciones quimicas, por cada 10°C de

incremento en la temperatura, la velocidad de reaccién se duplica.

Por otra parte, las temperaturas bajas también afectan la actividad enzimatica. A
estas temperaturas las reacciones se vuelven mas lentas pero no se detienen por

completo, algunas enzimas actuan bien a temperaturas menores a 10°C.

Una expresion conveniente de la relacién entre la velocidad de reaccién y la
temperatura es el llamado Qi que corresponde al valor del cociente entre la

velocidad de la reaccion a dos temperaturas separada por 10°C.

0. = Velocidad de reacciona T +10°C
0 Velocidad de reacciona T

Fuente: BADUI DERGAL, Salvador. 1993. “Quimica de alimentos”. Editores. S.A De C.V. México.
Pag. 294

Los valores de Q4o para las reacciones catalizadas por enzimas se encuentran
entre 2y 4 [5].

2.6.4. Efecto del pH

La mayoria de las enzimas son muy sensibles a los cambios de pH. Cambios
pequeifios de pH por encima o por debajo del pH Optimo pueden afectar
drasticamente la actividad enzimatica. Las enzimas poseen grupos quimicos
ionizables como carboxilos, amino o tiol, en las cadenas laterales de sus
aminoacidos. Segun el pH del medio, estos grupos pueden tener carga eléctrica
positiva, negativa o neutra. Como la conformacion de las proteinas depende, en
parte, de sus cargas eléctricas, habra un pH en el cual la conformacion sera la mas
adecuada para la actividad catalitica. El pH 6ptimo de las enzimas se encuentra en
un intervalo de 5 a 8, sin embargo existen algunas excepciones importantes. El
valor del pH depende por su parte de los sustratos involucrados y de las
condiciones de reaccion como tiempo de incubacién, temperatura, concentracion de
sustrato, etc. Un pH muy alto o muy bajo causa una desnaturalizacion irreversible

de la enzima [5].
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Grafico 2.4: Efecto del pH en la actividad enzimatica.

(a). pH optimo, (b). intervalo de estabilidad de la enzima, (c) intervalo de inactivacion reversible,

y (d). inactivacién instantanea.
Fuente: BADUI DERGAL, Salvador. 1993. “Quimica de alimentos”. Editores. S.A De C.V. México.
Pag. 293

2.6.5. Concentracion de enzima

La velocidad de la reaccidon enzimatica depende de la concentracion de enzima,
cuando factores como temperatura y pH se encuentran en sus valores 6ptimos.
Cuando el sustrato se encuentra en exceso la velocidad de reaccion es
directamente proporcional a la concentracion de enzima. Al aumentar la
concentracion de enzima la actividad enzimatica aumenta en la misma proporcion.
[10]

2.6.6. Concentracion de sustrato

La velocidad de una reaccion enzimatica normalmente aumentara con la
concentracion de sustrato, aunque solo hasta cierto grado, ya que llegado a este
punto la velocidad de reaccién se vera poco afectada por la concentracion de
sustrato.

A concentraciones relativamente bajas de sustrato, la velocidad de reaccion

aumenta en forma proporcional a la concentracion de sustrato, obteniéndose una
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relacion de tipo lineal. Sin embargo, a concentraciones mas altas de sustrato, la
relaciéon proporcional no se cumple ya que al aumentar la concentracién de
sustrato, la velocidad no aumenta considerablemente. Es entonces cuando la
velocidad de reaccion alcanza un valor maximo, en el cual aunque se aumente la

concentracién de sustrato, la velocidad de la reaccion no varia [10].

2.7. Aplicaciones industriales

Debido a que los procesos catalizados por enzimas son cada vez mas numerosos,

existen gran numero de enzimas que son utilizadas en la industria de alimentos.

Las enzimas presentan muchas ventajas frente a otros catalizadores, por ejemplo
[5]:
e Son de origen natural
e Son muy especificas en su manera de actuar, por lo que no producen
reacciones secundarias indeseables;
e Su velocidad puede ser controlada si se controla el pH, la temperatura y su
concentracion.
e Son facilimente inactivadas una vez alcanzado el grado de transformacion
deseado.

Entre las enzimas utilizadas en la manufactura de alimentos estan las siguientes:

2.7.1. Carbohidrasas

Son las mas empleadas, se obtienen de fuentes microbianas que pueden ser

hongos, levaduras y bacterias.

2.7.1.1. Amilasas

Se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, son las enzimas
responsables de la degradacion del almidon, y producen los azucares glucosa y
maltosa, los cuales facilitan las reacciones de oscurecimiento no enzimatico y la
generacion de anhidrido carbdnico para la elaboracion de pan. Las amilasas se
pueden dividir e: a amilasas las cuales rompen al azar los enlaces en el interior del
sustrato (endoamiladas); B amilasas las cuales hidrolizan ordenadamente unidades

de maltosa a partir de los extremos no reductores del sustrato (exoamilasas) [5].
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2.7.1.2. Amiloglucosidasa

Conocida también como glucoamilasa, tiene la capacidad de hidrolizar tanto los
enlaces a(1,4) como los B(1,6) de las glucanas; su accién prolongada puede causar
la ruptura total del almidén, El principal producto final de la accion de la
glucoamilasa sobre el almidon es glucosa, por lo que se emplea en la fabricacion

los jarabes de glucosa [12].

2.7.1.3. Lactasa

La lactasa o -galactosidasa, es una enzima que cataliza la hidrdlisis de enlaces
galactosidicos [B-1,4. Esta enzima se encuentra distribuida en la naturaleza en
numerosos microorganismos, en plantas y en tejidos animales. Su aplicacion
fundamental esta en las reacciones de hidrdlisis de lactosa en productos y

subproductos lacteos [5].

Su aplicacion radica en eliminacién total de lactosa en leche, de gran interés, para
aquellas personas que no pueden metabolizar este disacarido. A escala industrial,
su eliminacion constituye un importante avance, en la produccién y maduracion de
quesos, asi como también en la mejora de las caracteristicas sensoriales de varios

productos lacteos [13].

En los helados puede reemplazarse al menos un 20% de la sacarosa por jarabes
de lactosa hidrolizados. La lactasa también puede utilizarse para eliminar la lactosa
de concentrados lacteos, en los que este disacarido puede causar la agregacion de
las caseinas durante el proceso de congelacion. En los productos fermentados, los
monosacaridos producidos por la accién de la lactasa son una fuente de carbén
facilmente disponible para mechos microorganismo, y por lo tanto el uso de esta
enzima puede permitir el empleo de microorganismo deficientes en lactasa para la

manufactura de nuevos productos [13].

Su pH 6ptimo se encuentra en el rango de 4-7. La temperatura éptima de actividad
es de 37°C, desnaturalizandose por arriba de ésta si la reaccién se efectia en
soluciones amortiguadoras. Sin embargo, la estabilidad se incrementa
notablemente, entre 37 y 83 veces, en un rango de 60°C a 65°C cuando trabaja en

leche, llegando a presentar una vida media de 146min a 60°C [14].
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La lactosa, el azucar de la leche, tiene menor solubilidad que otros azucares y tiene
tendencia a cristalizar los concentrados de leche y los de suero lacteo; esta
cristalizacion va acompanada de una desestabilizacion del complejo de caseinato
de calcio y conduce a la formacién de sedimentos granulosos o arenosos en los
productos, como son: leches condensadas, helados de leche y concentrados de
suero lacteo, esta cristalizacién se puede evitar, si se hidroliza por lo menos entre

el 20% y el 50% de la lactosa presente mediante la adicion de lactasa [14].

Otra aplicacion tecnolégica de la lactasa es en la elaboracion de leches
deslactosadas, destinadas a la alimentacion infantil y de adultos que presentan una
intolerancia a la lactosa por déficit de su lactasa intestinal. En derivados de
confiteria también se aplica esta enzima, ya que al hidrolizar la lactosa evita que
esta se cristalice, ademas, la mezcla de glucosa y galactosa resultante tiene un

sabor mas dulce que la propia lactosa [13].

Las mejores fuentes comerciales de lactasa son hongos (Aspergillus oryzae,
Aspergillus niger), bacterias (Bacillus spp.) y levaduras (Kluyveromyces fragilis).
[12].

Tabla 2.1: Dosificacién de Maxilact L 2000

Dosificacion de Tiempo de Temperatura Grado de
Maxilact L 2000 .. de reaccioén .
reaccion hidrélisis %
(ml/1) °c
0.3-0.5 10 5 20
0.1-0.2 24 5 20
0.5-0.9 1 30 20
0.1-0.2 4 30 20
*0.2-0.4 1 40 20
0.05-0.1 4 40 20
1.0-1.6 10 5 50
0.5-0.7 24 5 50
2.1-3.1 1 30 50
0.5-0.8 4 30 50
09-1.4 1 40 50
0.2-04 4 40 50
3.5-54 10 5 80
1.5-2.2 24 5 80
6.9-10.4 1 30 80
1.7-2.6 4 30 80
29-44 1 40 80
0.7-1.1 4 40 80

Fuente: INTITUTO NACIONAL DE TECNOLOGIA INDUSTRIAL. 2006. Dosificacién de

MaxilactL2000 [en linea]. http://www.interenzimas.com/Interenzimas (visitado ene septiembre de
2007).



Lazo Bustamante — Verdugo Tenesaca 35

2.7.1.4. Celulasas

La celulasa es un sistema complejo de enzimas que hidrolizan las uniones 3-1,4 de
las glucanas, como la celulosa, se usa para mejorar la extraccion de aceites

esenciales, asi como también para ablandar algunas verduras y frutas [5].

2.7.1.5. Invertasa

La invertasa o fructofuranosidasa hidroliza principalmente a la sacarosa, pero
también pueden hidrolizar la rafinosa para dar fructosa y melibiosa. El pH 6ptimo es
4.5, pero se logra un 80% de actividad entre 3.5-4.5. Tienen actividad maxima a
una temperatura entre 50-60°C. El efecto de la concentracion de sustrato es
relevante, ya que la maxima actividad se logra con concentraciones de sacarosa
entre el 5-10%. La invertasa es de gran importancia en la industria de alimentos ya
que la hidrolisis de la sacarosa forma jarabes mas dulces y los monosacaridos
formados por la accion de la invertasa son mas solubles que la sacarosa, por lo que

no se cristalizan en los jarabes concentrados [12].

2.7.1.6. Pectinasa

El término se refiere a un complejo formado por varias enzimas, presentes en
diversas proporciones, capaces de actuar sobre las pectinas y sus derivados. El
grupo incluye la pectinmetilestereasa, la poligalacturonasa y la pectinliasa. Se usan
en la extraccion, clarificacion vy filtracion de diversos jugos de frutas y de vinos, se

emplean también en la elaboracion de purés y concentrados de frutas [12].

2.7.2. Lipasas

Las enzimas lipoliticas constituyen un importante grupo de enzimas asociado con el
metabolismo y degradacion de grasa. Estas enzimas hidrolizan los triglicéridos
dando lugar a mezclas de acidos grasos libres, monoglicéridos y diglicéridos. Las
lipasas son de interés a la industria de alimentos porque si no se controlan pueden
dar lugar a rancidez indeseable en los productos lacteos, carnicos y otros que
contengan grasa. En general se usan poco, su mayor aplicacion es en la

elaboracion de diversos productos lacteos [12].
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2.7.3. Proteasas

Las proteasas son enzimas que hidrolizan las cadenas polipeptidicas de las
proteinas, se caracterizan por tener diferentes grados de intensidad y de
selectividad, es decir que se usara la enzima mas adecuada de acuerdo con la
necesidad de la transformacién requerida. Existen de origen vegetal (papaina,
bromelina y ficina), animal (renina, pepsina, tripsina y quimotripsina) y

microbiolégico (hongos y bacterias) [5].

2.7.3.1. Papaina

El término papaina se aplica tanto a las preparaciones enzimaticas crudas

obtenidas del latex de papaya como a las distintas fracciones proteicas del mismo

[5].
2.7.3.2. Bromelina

Se obtiene del jugo, de la fruta o de los tallos de la pifia. Es una glicoproteina del
grupo de las cistein proteasas. Actua de preferencia sobre los aminoacidos basicos
y aromaticos de las proteinas. Su pH 6ptimo varia con el sustrato, en el rango de 5
a 8. Tiene baja tolerancia térmica. La enzima se utiliza principalmente como
ablandadora de carne y para hidrolizar proteinas solubles de la cerveza que pueden
precipitar y causar opacidad por el enfriamiento [5].

2.7.3.3. Ficina

Es una cistein proteasa, se obtiene del latex de las plantas del género Ficus.
Presenta hidrdlisis preferencial por los aminoacidos aromaticos. El pH éptimo varia
con el sustrato y se encuentra en el rango 5-8. La temperatura o6ptima esta

alrededor de 60°C, inactivandose completamente a 80" C [12].

2.7.3.4. Renina o Quimosina

Es una proteasa acida, aislada del estdmago de los terneros jovenes, utilizada para
precipitar la caseina sin promover un nivel de protedlisis elevada. En los terneros
maduros, la quimosina se reemplaza por pepsina como enzima mayoritaria a nivel

estomacal. La pepsina causa un grado superior de protedlisis en la leche en
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comparacion con la quimosina, con lo cual se forman péptidos cortos con sabor
amargo que afectan la calidad final de los quesos. Se emplea en la elaboracion de
quesos, ya que es la que determina la coagulacion de la leche en presencia de
sales de calcio, para la formacion de la cuajada. La renina actua sobre la fraccion
kappa-caseina de la leche con liberacién de varios péptidos. Al realizar su accion
proteolitica, se destruye el efecto de coloide protector de la micela de caseina,

causando su floculacién [4] [12].
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CAPITULO IlI: BIOTECNOLOGIA DE LA HIDROLISIS
3.1. Hidrdlisis enzimatica

Los disacéridos y los polisacaridos deben ser hidrolizados hasta monosacaridos
para poder pasar la pared intestinal para llegar al torrente sanguineo y poder

ingresar al interior de las células para su utilizacion.

La hidrdlisis de un enlace glucosidito se lleva a cabo mediante la disociacion de una
molécula de agua del medio. El hidrégeno del agua se une al oxigeno del extremo
de una de las moléculas de azucar, el OH se une al carbono libre del otro residuo

de azucar.

El resultado de esta reaccion, es la liberacion de un monosacarido y el resto de la
molécula que puede ser un monosacarido si se trataba de un disacarido o bien del
polisacarido restante si se trataba de un polisacarido mas complejo [15].

3.2. Hidrdlisis de la lactosa

La lactosa, disacarido formado por glucosa y galactosa, es practicamente el Unico
carbohidratos presente en | a leche, en la que se encuentra en una concentracion
de 4.7% a 5.2% en la leche de vaca, 6.5% en la leche humana y alrededor de 4.5%

en leches de cabra y oveja.
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Grafico 3.1: Hidrolisis de la lactosa con B-galactosidasa
Fuente: LOPEZ, Agustin., GARCIA. Mariano. 2002. Biotecnologia Alimentaria. [en lineal].

Disponible en web:

http://books.google.com.ec/books?id=2ctdvBnTa18C&printsec=frontcover#v=onepage&q&f=false.
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La hidrodlisis enzimatica de este azicar es efectuada por la B-galactosidasa o
lactasa, la cual mediante la inclusion de una molécula de agua rompe el enlace
glucosidico (1-4) que une los dos monosacaridos. Esta enzima es producida en los
mamiferos en el intestino delgado principalmente en el yeyuno, en donde se efectua
la hidrélisis y la absorcion de los monosacaridos. La actividad de la lactasa se
manifiesta por primera vez unos dias antes del nacimiento siendo maxima durante
la lactancia y disminuyendo en la infancia, para ser minima en los adultos. Este
patrén es valido para todos los mamiferos; sin embargo, en los humanos existen
ciertos grupos étnicos, principalmente de origen caucasico, que han conservado la

capacidad de hidrdlisis aun en la poblacion adulta [15].

Las personas con baja o nula actividad de lactasa presentan trastornos
gastrointestinales al ingerir lactosa debido a que si la hidrélisis no se efectua, la
lactosa pasa intacta al intestino grueso donde las bacterias ahi presentes la
degradan generando gases y acidos organicos, y producen flatulencia, diarrea,
dolores intestinales, etc. La cantidad de lactosa que puede ser ingerida sin
ocasionar molestias, asi como la severidad de los sintomas depende de cada
individuo. A este tipo de intolerancia se le denomina primera y es irreversible,
cuando la intolerancia es debida a otras causas como es el caso de bebes
prematuros, personas que acaban de sufrir algun padecimiento gastrointestinal,
desnutricion u otras afecciones que involucran las mucosas intestinales, se les

denomina secundarias y es por lo general pasajera.

Este hecho origino innumerables estudios tendentes a la hidrdlisis de la lactosa por
medio de enzimas exdgenas, no solo para el consumo de leche por personas sanas
pero con mala absorcion de la lactosa, sino para la elaboracion de dietas especiales

para enfermos, ancianos, bebes intolerantes, etc. [14].

La lactosa al ser hidrolizada, la leche adquiere un gusto mas dulce debido a la

presencia de glucosa libre, uno de los productos de la hidrdlisis de la lactosa.

El mismo proceso puede utilizarse con suero de queso, producto de desecho que,
si no se utiliza, se transforma en un contaminante para el medio ambiente. La
posibilidad de hidrolizar la lactosa con [-galactosidasa inmovilizada, permite
obtener un producto que luego puede ser secado para ser usado como edulcorante
en la produccion de helados, bebidas o productos de panaderia y confiteria. La

ventaja de este producto seco, con respecto al que se obtendria secando suero de
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queso, es que no aparecen cristales de lactosa hecho que es importante sobre

todo en la fabricacion de helados [15].

3.3. Hidrdlisis industrial

La hidrélisis en planta se realiza con el fin de producir leche con bajo contenido de
lactosa para su venta al publico. De los procesos existentes con este propdsito solo

uno se lleva a cabo utilizando la enzima inmovilizada.

El proceso de hidrdlisis con la enzima libre consiste en la adicion de una lactasa de
levadura a la leche previamente pasteurizada, la leche se deja incubar con la
enzima a 4°C a 6°C durante aproximadamente 8 horas o a 35°C durante 2 a 3
horas, pero con una mayor cantidad de enzima. Después de la incubaciéon de la
leche puede o no ser pasteurizada nuevamente para detener la reaccion enzimatica
antes de envasar. En el caso de la leche ultrapasteurizada, la enzima se esteriliza
mediante filtracion y se agrega a la leche estéril inmediatamente antes del

envasado aséptico.

La hidrdlisis, en este caso, se efectia en el envase, permitiendo tiempos de
hidrélisis mucho mas largos y, por lo tanto, el uso de una cantidad
considerablemente menor de enzima. Se estima que la hidrdlisis puede ser
completada en 7 a 10 dias a temperatura ambiente. La enzima debe estar libre de
cualquier actividad protreolitica ya que de lo contrario provocaria la coagulaciéon de
la leche [14].

3.4. Métodos para la determinacion de la hidrélisis de la lactosa

Los monosacaridos y la mayoria de los disacaridos poseen poder reductor, que
deben al grupo carbonilo que tienen en su molécula. Este caracter reductor puede
ponerse de manifiesto por medio de una reaccion redox llevada a cabo entre ellos y
sulfato de cobre. Las soluciones de esta sal tienen color azul. Tras la reaccion con
el glucido reductor se forma 6xido de cobre de color rojo. De este modo, el cambio
de color indica que se ha producido la citada reaccion y que, por lo tanto, el glicido
presente es reductor. Los métodos utilizados para determinar la hidrélisis de la

lactosa se basan en el principio reductor [15] y son [32]:
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3.4.1. Método de Fehling

Cuando se calienta una solucion de una azucar reductor con un volumen igual de
licor de Fehling mezclado, en agua hirviente, la sal cuprica se reduce a oxido
cuproso rojo. La reaccién es positiva para la lactosa y la maltosa, asi como para los
monosacaridos. La sacarosa también produce un precipitado si la solucién ha sido

previamente hidrolizada a glucosa y fructosa por medio de calentamiento con acido.

Los azucares reductores también forman un espejo de plata cuando se calientan
con soluciones de plata moniacal. La determinacion de los azucares reductores por
titulacion con el licor Fehling es un método empirico y, por lo tanto, deben seguirse
en forma rigurosa las condiciones experimentales estandarizadas, y los

procedimientos para obtener resultados satisfactorios [32].

Reaccion de Fehling:
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Grafico 3.2: Reaccion de Fehling.

Fuente: EDUCASTUR 2010. Reaccién de Fehling [en linea]. Disponible en web:
http://web.educastur.princast.es/proyectos/biogeo_ov/2bch/B1_ BIOQUIMICA/t13_
GLUCIDOS/diapositivas

3.4.2. Método de Benedict

Existen varias reacciones quimicas que permiten determinar si se esta en
presencia de un azucar reductor o no. La prueba de Benedict es una de ellas y se
basa precisamente en la reaccion o no de un azucar con el ion cuprico. El reactivo

de Benedict contiene soluciones de carbonato de sodio, sulfato de cobre, y citrato
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de sodio. El carbonato de sodio confiere a la solucion un pH alcalino necesario para
que la reaccién pueda llevarse a cabo. El citrato de sodio mantiene al ion cuprico
en solucién ya que tiene la propiedad de formar complejos coloreados poco
ionizados con algunos de los metales pesados. Con el cobre produce un complejo
de color azul. Si se le agrega al reactivo una solucion de azucar reductor y se
calienta hasta llevar la mezcla a ebullicion, el azucar en solucion alcalina a
elevadas temperaturas se convertira en D-gluconato y su ene-diol, rompiéndose
luego en dos fragmentos altamente reductores, los cuales con sus electrones
expuestos, reaccionaran con el Cu™. Se obtiene entonces un azucar oxidado y dos
iones Cu’. Posteriormente el Cu* producido reacciona con los iones OH" presentes

en la solucion para formar el hidroxido de cobre:

Cu® + OH — Cu(OH) (precipitado amarillo).

El hidroxido pierde agua

2Cu(OH) — Cu,0 (precipitado rojo ladrillo) + H,O

La aparicién de un precipitado amarillo, anaranjado, o rojo ladrillo evidencia la

presencia de un azucar reductor.

El fundamento de esta reaccién radica en que en un medio alcalino, el ion cuprico
es capaz de reducirse por efecto del grupo Aldehido del azucar a su forma de ion
CUproso. Este nuevo ion se observa como un precipitado rojo ladrillo

correspondiente al 6xido cuproso [32].

3.4.3. Método de Somogyi

Cuando los azucares reductores son calentados en una solucién alcalina de cobre
cuprico, estabilizado con tartratos, el cobre es reducido y precipitado como oxido
cuproso. El oxido cuproso formado es proporcional a la cantidad de azucar reducida
presente. EL método de Somogyi utiliza el reactivo de tartrato alcalino de cobre y
yodato de potasio para reaccionar en caliente con el azucar reductor; el exceso de
yodato se cuantifica yodométricamente con tiosultafo de sodio después de la
adicion de yoduro de potasio y acido sulfurico diluido. De manera alternativa el
cobre no reducido puede determinarse colorimétricamente usando un reactivo de

arsenomolibdato [32].
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3.4.4. Método de HPLC

De igual manera se puede correlacionar el punto de congelacion con el porcentaje
de hidrdlisis determinado en forma absoluta por un método de referencia, en este
caso el HPLC (Cromatografia Liquida de Alta Precisiéon), encontrandose un
coeficiente de correlacion de 0,997. Lo que permite verificar el comportamiento
lineal y la precision del método de crioscopia, utilizado para seguimiento y control
de los porcentajes de hidrolisis de lactosa a diferentes tiempos y diferentes

concentraciones de enzimas [15].

La Cromatografia Liquida de Alta Precisién (HPLC), también conocida como de alta
eficiencia es la técnica mas utili y la mas usada para la identificacion vy

determinacion cuantitativa de los azucares de los alimentos.

La separacion de HPLC de los azlcares de los alimentos se efectia en lo habitual
por medio de una cromatografia de cationes fuertes o, mediante la interaccion con
varias formas de las particulas de gel de silice de superficie modificada. El gel de
silice simple puede modificarse in situ normalmente en la incorporacion de una
pequefia cantidad de una diamina o una poliamina en fase mévil. Uno de los grupos
amino reacciona con los grupos hidroxilos de la superficie del silicio, mientras que el
otro grupo amino donador de electrones interacciona en forma diferencial con

diversos azucares para efectuar la separacion cromatografica [32].

3.4.5. Crioscopia

El fundamento de la crioscopia se basa en la disminucién del punto de congelacion
a medida que aumentan los solutos. La leche presenta un punto de congelamiento
menor que el del agua destilada debido a su contenido en minerales y lactosa.
Durante la hidrdlisis de la lactosa, se forman, glucosa y galactosa, incrementando la
relacion de solutos en la solucion. Esta hidrélisis se ve acompafada por el

correspondiente descenso del punto de congelacion de la solucion [16].

Histéricamente los métodos utilizados como referencia han sido el HPLC o
enzimaticos/UV, pero los procedimientos requieren tiempo y equipos sofisticados,

ademas de personal entrenados.
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La técnica de determinacion de descenso crioscépico es rapida y tienen la ventaja
que utiliza equipos usualmente encontrados en la industria lactea, evitando
inversiones adicionales. Ademas esta metodologia se utiliza no solo para
determinar el porcentaje de hidrdlisis, sino también para conseguir, variando
temperaturas de trabajo y concentraciones enzimaticas diferentes condiciones

operativas en planta.

También se utiliza la fluorimetria siguiendo la hidrdlisis enzimatica del disacarido.
Estos métodos tienen caracteristicas que requieren tiempos largos, equipo
sofisticado, reactivos caros y corrosivos, una cantidad considerables de material de

vidrio y destrezas analiticas [15].

El equipo que es utilizado para la crioscopia se llama crioscopio, con el cual se
mide la temperatura de congelamiento de una sustancia. La temperatura de
congelamiento es aquella en la cual una sustancia pasa del estado liquido al estado
soélido cuando el liquido se enfria, es un indicador de pureza Uutil, si se libera calor
cuando se presenta la solidificacion, demuestra cualquier impureza disuelta
presente solamente en el liquido y no en el sélido, las sustancias puras tienen un
punto de congelacion bien definido pero las mezclas generalmente congelan sobre
un rango de temperatura. Para muchas mezclas, la temperatura de congelacion es

un indice de pureza util si se determina siguiendo correctamente los métodos [33].

Grafico 3.3: Crioscopio. “CryoStar Funke-Gerber“
Fuente: LABWAY 2010. Crioscopio [en linea]. Disponible en web:

www.labway.sk/CryoStar_Funke-Gerber

Existen dos tipos de equipos que utilizan este fundamento de las propiedades

coligativas de los liquidos para su funcionamiento, los crioscopos y los osmoémetros,
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los cuales miden la depresion o abatimiento del punto de congelacién, en los cuales
un volumen medido de la solucidon es colocado en el tubo de muestra y es
sumergido en un bafo de temperatura controlada. Luego un termopar y un vibrador
son colocados dentro de la mezcla y la temperatura del bafio es bajada hasta que la
mezcla es super-enfriada. Entonces se activa el vibrador para inducir la
cristalizacion del agua en la solucion de prueba y el calor de fusion liberado eleva la

temperatura hasta el punto de congelacién [33].

Por medio de un puente de Wheatstone (instrumento eléctrico para medir
resistencias), el punto de congelacion registrado se convierte en una medida en
términos de osmolaridad. El instrumento se calibra utilizando soluciones de
referencia de cloruro de sodio que cubran el rango esperado de osmolaridades.
Uno de los indicadores mas susceptibles a la adicion de materiales extrafios en la
leche es el punto crioscopico, el cual esta regulado por las normas nacionales e
internacionales, la leche fluida fresca debera tener un punto crioscépico de -0.53 a -
0.57 Horvet o de -0.512 a 0.550°C [30].

3.5. Ventajas de la hidrélisis de la lactosa

Las ventajas de la hidrdlisis de la lactosa son [14]:

3.5.1. Incremento en el poder edulcorante

La hidrdlisis de la lactosa tiene ademas ciertas consecuencias funcionales, que
pueden ser utilizadas en la elaboracion de algunos derivados. Una de ellas es el

incremento en el poder edulcorante.

La lactosa es un azucar poco dulce; sin embargo, al hidrolizarse, la glucosa y la
galactosa por separado tienen un efecto edulcorante mayor. En leche hidrolizada,
este ligero incremento en el sabor dulce puede ser objetado por algunas personas;
sin embargo, se ha encontrado que en general es aceptado e incluso resulta

atractivo especialmente en nifios y adolecentes.

En otros productos se puede obtener una gran ventaja de este mayor poder
edulcorante, tal es el caso de leches con sabor, helados, leches condensadas y
azucaradas y todos aquellos productos dulces en los que se utiliza leche como

ingrediente, ya que se puede reducir la cantidad de sacarosa agregada. El caso del
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yogurt es especialmente interesante, ya que este tiende a ser considerado como un
producto dietético, pero se sabe que los yogures dulces y con sabor son los mejor
aceptados; por lo tanto si éste es elaborado con leche hidrolizada, se podra tener

un yogurt mas dulce sin necesidad de agregar mas calorias [14].

3.5.2. Incremento en la solubilidad

La lactosa es un azucar poco soluble y que tiende a cristalizar en algunos productos
que la contienen, dandoles una textura y apariencia arenosas que disminuyen su
aceptabilidad. La hidrdlisis de ésta en sus respectivos monosacaridos aumenta
considerablemente la solubilidad, disminuyendo la posibilidad de cristalizacién.
Estos problemas se presentan en aquellos productos con un gran contenido de
solidos como leches condensadas y azucaradas, helados, donde ademas la baja

temperatura disminuye aun mas la solubilidad [14].

3.5.3. Incremento de azucares fermentables

Dado que la lactosa es un azucar inaccesible para muchos microorganismos, la
generacion de glucosa y galactosa a partir de ésta la hace aprovechable para un
mayor numero de ellos. La masa para panificacion con una [-galactosidasa
favorece el aumento del volumen de la hogaza, ya que de la lactosa, inaccesible
para S.cereviseae, se genera glucosa, el azicar mas facilmente asimilable por esta
levadura. La galactosa no puedes ser aprovechada por todas las cepas para

S.cereviseae.

Por otro lado, se reportan efectos favorables en la asimilacion de la lactosa
hidrolizada aun por microorganismos capaces de utilizarla, tal es el caso del yogurt
y en la elaboracion de quesos como el cheddar, en el cual se reduce el tiempo de
fermentacion con las bacterias lacticas, asi como el tiempo de maduracion,

favoreciendo el desarrollo de sabores y aromas [14].

3.5.4. Otras ventajas

El aumento de azucares reductores producidos por la hidrolisis de la lactosa
favorece las reacciones de Maillard y caramelizacion deseables en ciertos

productos como pan y leche condensada y azucarada [14].
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CAPITULO IV: DISENO EXPERIMENTAL

4.1. Introduccién

El disefio experimental es una herramienta ampliamente utilizada en la actualidad, y
es considerada una pieza clave en la ingenieria de la calidad. Su utilizacién
generalizada comenz6 en Japdén en la década de los sesenta, aunque se debe
resaltar que se trata de una técnica desarrollada por Sir Ronald Fisher por el afio
1935. Este ingeniero agronomo desarrollo el disefio experimental aplicandolo al
campo de la agricultura y en particular a la mejora de la calidad y productividad de
cereales y patatas. Fisher continud elaborando esta técnica junto a Frank Yates,
desarrollando el estudio a un factor y los disefios factoriales incipientes a dos y tres
niveles. En 1946, Robin L. Plackett y J. P. Burman comienzan a desarrollar los
disefios de screening, que consistian en estudiar muchos factores con poco
esfuerzo. El Doctor Genichi Taguchi propicié una evolucién de gran envergadura
desde el Japon, en base al desarrollo de métodos propios caracterizados por el
empleo de las matrices ortogonales. Después de la segunda guerra mundial,
Taguchi fue requerido por la Bell Company para solucionar los problemas que
habian surgido en las lineas telefonicas existentes entre las islas de Japon,

provocados por el ruido en las comunicaciones [17].

El disefio de experimentos permite optimizar la informacién generada a cerca de un
proceso, en relacion a los objetivos planteados. En otras palabras, el disefio
experimental es la aplicacion de métodos cientificos para generar conocimiento a
cerca de un sistema o proceso. Esta herramienta se ha ido consolidando en la
industria actual como un conjunto de técnicas estadisticas y de ingenieria, que
permiten lograr la maxima eficacia de los procesos con el minimo costo. El disefio
de experimentos es especialmente Util para crear calidad desde la fase de disefio
del producto y del proceso; pero también permite lograr mejoras sustanciales en

procesos ya establecidos [18].

La experimentacion cientifica juega un rol muy importante en el desarrollo de la
investigacion y del conocimiento cientifico. Las ciencias parten siempre de

problemas que se tienen que resolver y de los cuales siempre se elabora una
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expectativa, una hipoétesis, un sistema de conceptos o una verdadera teoria. Es por
esto que a la luz de estos fundamentos conceptuales, que la observaciéon es
tangible, que el experimento es concebido, leido e interpretado. El experimento por
si solo no permite entender el mundo o descubrir la realidad, pero si de armonizar y
racionalizar las relaciones entre la hipotesis y eventuales hechos, entre teorias y
resultados experimentales, y en Ultima instancia, para desarrollar teorias cientificas
coherentes. Es bajo estas condiciones que un experimento no permite por si solo
tener una relevancia cientifica, ni constituir una fuente absoluta y definitiva de
conocimiento; dicho en otras palabras, un experimento adquiere importancia dentro
de un contexto, organizacion y planificacion. La realizacion de medidas
experimentales es uno de los elementos mas caracterizantes en la actividad de
investigacion. La experimentacién, involucra en verdad todas las areas de la
investigacion aplicada e industrial y puede abarca las situaciones mas diversas, por
ejemplo: desarrollo de nuevos productos, puesta a punto de meétodos o
procedimientos, la calibracion de un instrumento analitico, la determinacion de
propiedades moleculares, la optimizacién de la actividad farmacolégica de un
farmaco, del rendimiento de una reaccidon quimica, de la forma de sintesis de

nuevas moléculas, de la calidad reoldgica de un producto, etc. [19].

4.2. Generalidades del diseiio experimental

El disefio experimental es una técnica cientifica que nos ayuda a realizar una
planificacion y analisis de experimentos para obtener informacion de calidad. Esta
informacion nos permitira comprobar hipdtesis cientificas, desarrollar nuevos
productos y procesos, comprender de mejor manera un sistema (un procedimiento
analitico, un proceso industrial, etc.) y tomar decisiones sobre como optimizarlo y
mejorar su calidad, etc. Evidentemente que la experimentacion debe ser planificada
cuidadosamente para que proporcione la informacion buscada. Ejemplos de

sistemas experimentales son:

¢ Una reaccion quimica, cuyo rendimiento (Y) puede ser funcién, entre otros, del
tiempo de reaccion (X;), la temperatura de la reaccion (X;) y el tipo de
catalizador (X3) utilizado. Otras variables que pueden influir son, por ejemplo, la
pureza de los reactivos, la limpieza del material, la velocidad de agitacion, etc.

¢ Una separacion cromatografica, donde el tiempo de la separacién depende del
pH y el porcentaje de modificador organico de la fase movil.



Lazo Bustamante — Verdugo Tenesaca 49

e Un alimento, que generalmente se produce por mezcla en distintas
proporciones (X) de sus ingredientes, lo cual da lugar a diferentes caracteres

organolépticos (Y).

X3 - Experimentos - Y

Grafico 4.1: Factores, experimentos y respuesta experimental
4.3. Objetivos del disefio experimental

Tanto por la importancia de las decisiones que se pueden tomar, como por el coste
elevado de la experimentacion no es adecuado dejar la eleccion de los
experimentos y la evaluacibn de sus resultados a la mera intuicion del
experimentador. Es mas razonable utilizar una metodologia matematica y
estadistica que indique como planificar (disefar, organizar) la secuencia de
experimentos de una forma oOptima, de manera que se minimice el coste de la
experimentacion y la influencia del error experimental sobre la informacion buscada.
Dicha planificacion y analisis es el principal objetivo del Disefio Estadistico de

Experimentos. Ademas, persigue otros objetivos como:

o Obtener un conocimiento inicial sobre un nuevo sistema en estudio. ¢En qué
valores de los factores se puede centrar la investigacion?.

o Determinar la influencia de los factores sobre las respuestas observadas. De
entre todos los factores que afectan al proceso, ¢ cuales influyen mas?, ;céomo
interaccionan entre ellos?.

e Optimizar respuestas. Qué valores de los factores proporcionan las respuestas
de mayor calidad?.

o Determinar la robustez del sistema. ;Como afectan a la respuesta variaciones

no controladas en el valor de los factores?
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4.4. Ventajas del disefio experimental.

1. Elimina el efecto producto de las variables perturbadoras o extrafias, mediante
el efecto de aleatorizacion.

2. EIl control y manipulacion de las variables predictorias clarifican la direccion y
naturaleza de la causa.

3. Flexibilidad, eficiencia, simetria y manipulacion estadistica.

4.5. Etapas de un disefio experimental

La metodologia de la planificacion experimental necesita de algunos pasos que
finalizan en la solucion del problema en estudio. Esta serie de pasos son necesarios
pues de otra forma el problema podria no ser resuelto o bien definido, en otras
palabras, presentarse de tal forma que no sea factible una resolucion cientifica
eficiente. Los pasos fundamentales en los que se articula la metodologia

experimental para resolver un problema son:

Analisis del problema.
Planificacién de los experimentos.
Ejecucion de los experimentos.

Tratamiento estadistico de los datos y analisis de resultados.

o~ wbdh =

Responder las preguntas planteadas, sea directamente o utilizando un modelo
matematico. Si es necesario, regresar a la etapa inicial (1).

Analisis del prillena I:
A R N R s Lt
e - = 1oz ohjEimcs .
i de 1z ahppoec R —
rarndisticn dr dntns v
| nwerive durodae e R resprrear analisis de cesulladus
F
& elrzzfnode bos bochore:
- felecocr Cel dorios sxperizanal
e Ce=Fruzdr de celazocres sobes bocropes = omsaas as
Fluniilivaeime die s - Fjrenrinm dr [ns
BRPETLINELLL DG EnpEIionenluy

Grafico 4.2: Ciclo de resolucion de un diseiio experimental
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4.5.1. Analisis del problema

Es el primer paso en el ciclo de resolucion y consiste en un analisis detallado del
contexto conceptual y cientifico en el que se ubica la activad a desarrollar. Esta fase
se desarrolla antes de efectuar los experimentos; o en otros casos, a la luz de
informacion que proviene de experimentos iniciales. En esta fase sera importante
tanto la contribucidon de expertos y no expertos, puesto que éstos ultimos permitiran
evidenciar aspectos que pueden estar en segundo plano. En esta etapa se debe

desarrollar diversos pasos:

Definir de la funcion respuesta.
Establecer los objetivos.

Definir los vinculos sobre la respuesta.
Analizar el sistema estudiado

Definir el dominio experimental.

o g bk~ wnh =

Establecer las hipotesis sobre las relaciones entre respuestas y factores.

Como consecuencia del analisis del problema debe surgir una definicién clara del
objetivo del trabajo. En muchos casos, este objetivo es en realidad una funcion
multirespuesta, en el sentido que el objetivo final consiste en alcanzar las mejores
condiciones que satisfacen contemporaneamente todos los objetivos parciales

definidos.

4.5.2. Planificacion de los experimentos

Esta etapa es la verdadera y propia fase en el cual se definen los experimentos que
se tienen que realizar. Se trata entonces de elaborar una lista de los experimentos a
desarrollar en el laboratorio, especificando el valor que cada factor en estudio debe
tener en cada experimento, con la finalidad de medir una respuesta experimental en
las condiciones establecidas de los factores, es decir en las condiciones

experimentales establecidas.

Para planificar los experimentos existen varias técnicas, que han sido consolidadas
sus caracteristicas por matematicos-estadisticos que garantizan la calidad de la
experimentacion. La selecciéon de la técnica entre las varias disponibles depende

del problema, del objetivo o del tipo de factores a estudiar.
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La planificacion de los experimentos tiene una importancia crucial para conseguir
los objetivos de la investigacion. Esto indica, que si la proyecciéon de los
experimentos es efectuada a caso o de forma no adecuada, la informacion obtenida
no sera suficiente para alcanzar el objetivo, o en términos matematicos, los
coeficientes de regresion del modelo tendran una incertidumbre grande, lo que no
permitira que el modelo no sea util, ni permita encontrar las condiciones de

optimalidad.

Tabla 4.1: Numero de experimentos para n niveles y k factores

Niveles
Factores 2 3 4 5 6 7
2 4 9 16 25 36 49
3 8 27 64 125 216 343
4 16 81 256 625 1296 2401
5 32 243 1024 3125 7776 16807
6 64 729 4096 15625 46656 117649
7 128 2187 16384 78125 279936 823543
8 256 6561 65536 390625 1679616 5764801
9 512 19683 262144 1953125 10077696
10 1024 59049 1048576 9765625 60466176
Numero de experimentos para "k" factores y "n" niveles
3500
—o—2 Niveles
—s—3Niwles 7 2000
—a—4 Niveles
—s—5 Niveles 2500
8
§ 2000
%é 1500
£
4

Factores

Grafico 4.3: Numero de experimentos para n niveles y k factores

4.5.3. Ejecucion de los experimentos

Esta fase consiste en la realizacion efectiva de los experimentos planificados. En la

ejecucion de los experimentos es absolutamente necesario atenerse a los
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procedimientos estandares, de tal forma de evitar que la variaciéon relevante de la
medida experimental dependa también de como el experimentador ha procedido al
momento de efectuarla. El objetivo de un procedimiento estandarizado es el de
reducir el error experimental y obtener la maxima repetibilidad y reproducibilidad;
para tal efecto es importante randomizar los experimentos de la lista de

planificacion.

4.5.4. Tratamiento estadistico de los datos y analisis de resultados

En el disefio experimental, el tratamiento de los datos consiste en utilizar los
métodos de regresion, con referencia particular a la regresion de minimos
cuadrados multivariantes (Ordinary Least Squares, OLS o Multiple Linear
Regresiéon, MLR). En este contexto, los métodos de regresién permiten calcular los
coeficientes de regresion de una relacion (sea lineal o cuadratica) entre la
respuesta o respuestas experimentales y los factores en estudio, utilizando los

valores obtenidos de las medidas experimentales realizadas.

El analisis estadistico de resultados obtenido del modelo de regresién permite a
través de los coeficientes de las variables, obtener toda la informacion necesaria
para evaluar la importancia de los factores en el modelamiento del sistema. El papel
de los coeficientes de regresion tiene una importancia relevante en la primera fase
del trabajo (etapa de screening) por cuanto permite seleccionar los factores
realmente significativos para la respuesta experimental estudiada, y poder eliminar

definitivamente los factores poco influyentes sobre la misma respuesta.

4.6. Escalado de las variables

Los factores que definen las condiciones experimentales son variables definidas en
sus unidades de medida en base a la seleccion del experimentador. Asi, una
temperatura podra ser definida en grados centigrados o grados kelvin, una
concentracion en porcentaje o partes por millén, o cualquier otra unidad de medida

de concentracion.

De esta manera, los niumeros que representan cada variable seran diversos y
dependeran de la unidad de medida y de la escala preestablecida. Los parametros
estadisticos calculados para cada variable dependeran también de la unidad de

medida y entonces seran utiles para realizar comparaciones entre variables.
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Por esta razén, muchos métodos estadisticos requieren que las variables sean
representadas en escala que entre ellas sean homogéneas para consentir una
comparacion de las variables mismas y tengan igual importancia a priori en el
analisis realizado. Una de las razones por las que se recurre al escalado de las
variables de los factores en el disefio experimental es justamente para proporcionar
homogeneidad en los coeficientes del modelo vinculados de los factores y de los

intervalos de variaciéon para cada uno.

El escalado de las variables independientes se realiza para evitar el efecto
preponderante de aquellas variables descritas con numeros muy grandes. En la
regresion univariante no existe este problema, pero en la regresion multivariante es

un problema muy difundido.

En el disefo factorial se aplica un escalado de rango, es decir todas las variables
naturales se transforman en variables codificadas con una variacion homogénea,

aplicando la siguiente formula:

X’:Q.M_l (4.1)
XM _XMIN
-1<X<+1 (4.2)
Xuax = valor maximo de cada variable X =+1
Xuin = Valor minimo de cada variable X =-1

Este tipo de escalado de variables permite una mayor facilidad de interpretacion de
los factores, debido a que el coeficiente calculado del modelo esta directamente
relacionado con la importancia de los factores. La informacion obtenida no tiene

influencia con la unidad de medida con que se expresa las diferentes variables.

4.7. Diseiio factorial a dos niveles y “k” factores

Un disefio experimental comun es en el que todas las variables de entrada se
ponen a dos niveles cada una. Estos niveles se llaman “Alto” y “Bajo” o “+1” y “-17,
respectivamente. Un disefio con todas las posibles combinaciones de las variables
de entrada en los niveles alto/bajo se denomina un plan o disefio experimental

factorial completo a dos niveles.
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Si tenemos k factores, cada uno colocado a 2 niveles, un disefio experimental

factorial completo tiene 2* experimentos.

Tabla 4.2: Matriz del diseiio a dos niveles para 1, 2, 3 y 4 variables

X, X, X3 Xy

n.exp.

I + + + + + + +
T N . . - L+ + 4+ o+
o+ o+ |+ I+ + 1+ o+
o+ o+ o+ + o+ o+ o+
- N ® s oo~ - s2322

EXPERIMENTOS PARA DISENOS 2k

1100

sojuawiadxa ap [e}0) osWNN

Numero de facrtores

Grafico 4.4: Experimentos para un disefo factorial a dos niveles y k factores
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Como se muestra en la tabla anterior, cuando el numero de factores es igual o
mayor a 5, un disefio factorial completo requiere un elevado numero de
experimentos. En estos casos se recomienda la utilizacion de técnicas
experimentales, tales como: disefios factorial fraccionarios [20] o disefios de
Plackett-Burman [21].

4.7.1. Descripcion

Considerando el disefio experimental factorial completo a dos niveles para tres
factores, es decir un plan experimental 2% esto implica ocho experimentos (sin
contar las réplicas al punto cero). Graficamente podemos representar este disefio
2% por el cubo mostrado en Figura 3.5. La direccién de las flechas muestra la
direccion de aumento de los factores. Los numeros de las esquinas de referencia

del cubo de plan muestran el orden normal de los experimentos.

a3 o1

abc:
w o A
ac

78 81 —
b ah
/ ® S5
re /_,_
I a
—> -
— + A

Grafico 4.5: Representacion de un diseino factorial completo a 2 niveles y 3

factores

Un disefio factorial completo a 2 niveles y 3 factores tiene la siguiente matriz del

modelo en la forma tabular, la cual viene derivada del grafico anterior:



Tabla 4.3: Matriz del disefo para 2 niveles y 3 factores
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Exp

Xz

0 N O O b WN -

-1

De la matriz del disefio se construye la matriz del modelo, en la cual se adicionan

columnas, donde se colocan la intercepta, las interacciones de dos, tres 0 n niumero

de variables independientes que estan siendo estudiadas:

Tabla 4.4: Matriz del modelo para 2 niveles y 3 factores

Exp X,

Xz

X3

X1X,

XX,

XoXs

XX, Xs

Y

_ A A A A A A A e
-

0 N b WON -

-1

-1

;
-1
-1
1
1
-1
-1
1

1
-1

1
1
-1
-1
-1
-1

-1

v,
Y,
Ya
Y
Y
Yo
Y,
Yo

4.8. Calculo del modelo de regresion

Una vez ejecutados los experimentos y medidas la o las respuestas, se tiene que

calcular el modelo que brinda la informacion necesaria para la tomas de decisiones.

Se utiliza entonces la matriz del disefio (X) y el vector respuestas (Y).

Y=X.b+e
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en forma matricial:

Y, | [+1 -1 -1 -1 +1 41 41 -1]]b, €
Y, +1 +1 -1 -1 -1 -1 +1 +1(]b e,
Y, +1 -1 +1 -1 -1 +1 -1 +1{|b, e,
Y, | | +] +1 +1 -1 +1 -1 -1 -1 || b, . e,
Y, +1 -1 -1 +1 +1 -1 -1 +1] by, €;
Y, +1 +1 -1 +1 -1 +1 -1 -1 ||b; S
Y, +1 -1 +1 +1 -1 -1 +1 -1 by, e,
Y| |+ 1+ 4l 1+ L by, | e

El calculo de los efectos puede efectuarse mediante diferentes algoritmos. Se
presentara a continuacion el método de regresion de minimos cuadrados ordinarios
(Ordinary Least Squares, OLS) [22]:

b=(x".X) XY (4.4)

-1
La expresion (XT.X) se conoce como la matriz de dispersion, la cual

proporciona informacion a cerca del error de los coeficientes a priori, es decir, de
planificacion experimental. El disefio factorial tiene la ventaja que presenta los

errores mas bajos de planificacion, respecto a otros métodos que existen.

18 0 0 0 0 0 0 0
0 118 0 0 0 0 0 0
0 0 118 0 0 0 0 0
L1 |0 0 0 118 0 0 0 0
(x"x) = (4.5)
0 0 0 0 118 0 0 0
0 0 0 0 0 118 0 0
0 0 0 0 0 0 118 0
0 0 0 0 0 0 0 1/8

La matriz de dispersion, contiene a lo largo de la diagonal los coeficientes
multiplicativos que, multiplicados por el error experimental proporcionan el valor de
la varianza de los coeficientes del modelo. Como se puede observar, en el caso de

los disefios factoriales, la contribucion a la incertidumbre de los coeficientes
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causados de como se ejecutan los experimentos es igual para todos los factores y
las interacciones, y vale 1/n, donde n es el numero de experimentos. Los elementos
fuera de la diagonal son los coeficientes multiplicativos del error experimental para
el calculo de la covarianza entre los coeficientes de factores diversos. Esta
caracteristica extremadamente importante de los disefios factoriales esta ligada a la
ortogonalidad de los factores y de las interacciones. De esta forma, utilizando los
disefos factoriales la incertidumbre sobre los coeficientes es la misma para todos

los coeficientes y la minima posible.

4.9. Determinacion de los efectos significativos

Una vez calculados los efectos de los factores, el objetivo fundamental se convierte
en evaluar cuales son los efectos relevantes para la respuesta y también cuales
pueden ser razonablemente considerados como no influyentes. En otras palabras,
esto significa definir que factores o interacciones contribuyen a modelar la funcién
respuesta. Utilizando las variables o interacciones significativas se puede construir
sucesivamente un modelo matematico que sera en grado de explicar la funcion

respuesta.

Este objetivo se lo puede conseguir mediante la comparacién del error experimental
y el error sobre el calculo de los efectos. En ausencia de una evaluacion del error
experimental, se puede estimar los factores que son diversos de cero, utilizando los
graficos de probabilidad normalizada (normal probability plots) o el método de Lenth
[21].

4.9.1. Error experimental

El error experimental [23] es una cantidad de juega un rol extremadamente
relevante en todas las metodologias de investigacion experimental. A mas de su
significado intrinseco que va de la mano a la precision de las medidas
experimentales, entre las diversas expresiones que definen la calidad de la
experimentacion, se tiene: el calculo de los intervalos de confianza de los
coeficientes de regresion y de las respuestas calculadas por un modelo de
regresion. El primer aspecto resulta fundamental en la fase inicial de la planificacién
(screening) donde el objetivo principal es evaluar la relevancia o no de los factores

inicialmente tomados en consideracion con un numero pequefio de experimentos.
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Evidentemente todos los coeficientes de regresion relativos a los efectos no

relevantes tendran valores inferiores al error experimental.

La determinacion de los efectos importantes puede ser realizada mediante una
comparacion del error sobre el calculo del efecto calculado con el error
experimental. Esta comparacién sigue rigurosamente un camino estadistico
mediante un test t de Student en el cual la distribucién t de referencia tiene un
numero de grados de libertad pares al numero de grados de libertad utilizados para
el calculo del error del efecto y de una varianza par a la varianza del mismo efecto.
Operando de esta manera se puede definir el nivel de confianza deseado, si el valor

de un efecto es significativamente diferente de cero.

Para el calculo de la incertidumbre del efecto es necesario calcular el error
experimental mediante réplicas de la misma medida (frecuentemente se realiza un
cierto numero de réplicas de un experimento ubicado al centro del dominio
experimental), o también con réplicas de experimentos diversos. El error
experimental sobre la respuesta se podra calcular a partir de réplicas de un mismo
experimento. La varianza de las respuestas para el experimento replicado puede

ser utilizada como estimadora del error experimental.

2

52 :M (4_6)
n—1

La incertidumbre experimental “U exp” se calcula con una probabilidad de error de

primer orden de “/, y grados de libertad (g.l.) igual a “n-1".

a a s
U exp(E, gl)= t(E,g.l.).— (4.7)

N

Luego del calculo de los efectos de los factores el paso siguiente es establecer
cuales de estos son significativamente diferentes de CERO. Se lo realiza
comparando el valor de los efectos de cada variable contra la incertidumbre

experimental.
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variable no significativa en el modelo experimental:

a
b.<U exp(;,g.l.) (4.8)

variable significativa en el modelo experimental:

a
b,>U exp(z,g.l.) (4.9)

4.9.2. Normal probability plots

Si se considera que la respuesta obtenida sea totalmente casual; es decir, que
ningun factor influya en modo sistematico la respuesta medida, los efectos
calculados resultarian distribuidos segun una distribucion normal centrada en el

valor cero.

Los graficos de probabilidad normal (Half-Normal Plot) [24] se construyen
modificando la escala de las ordenadas en modo que la curva sigmoide se
transforme en una recta. Esto se obtiene reportando sobre las ordenadas, no la
probabilidad porcentual, sino el valor de Z correspondiente a la probabilidad
deseada, donde Z es la variable estandarizada de la funcién de distribucién normal
de probabilidad. Dado un cierto numero de valores que se suponen tomados de una
distribucion normal, representandoles sobre este plano, se espera de encontrar

alineamiento sobre una recta.

Se supone de tener 10 valores tomados de una poblacién distribuida normalmente,
inicialmente estos se deben ordenar de forma creciente. Sucesivamente se
considera que siendo el numero de objetos igual a 10 (n=10), se puede esperar que
el primer elemento (el mas pequefo) represente el primer 10% de la probabilidad
acumulada. De hecho la probabilidad de obtener este valor es 1/10 del total. Se
puede entonces representar el primer intervalo del 10% de probabilidad asignando
al punto intermedio de este intervalo (es decir el 5%) el valor del primer elemento.
En modo similar se opera para el segundo elemento que se puede considerar
representado del segundo intervalo del 10%, su probabilidad es el 20% y su valor
puede ser representado en el punto correspondiente al 15%. En general, la
probabilidad asociada al i-ésimo efecto (segun el orden creciente) es:
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100%(i—-0.5)

pi (4.10)
p

Donde p es el nimero total de efectos calculados, excluido la media.

Si los valores obtenidos pertenecen a una distribucion normal, representados en el
modo tradicional si dispondrian segun una curva sigmoidal, mientras que sobre un
grafico normalizado de probabilidad los mismos puntos se dispondrian, como ya se
indicé, sobre una recta. La ventaja de verificar la presencia de una linea recta
consiste en el hecho que la linealidad puede ser evaluada con una regla. Los
puntos que estan fuera de la recta son los puntos particulares (anormales), es decir

que no pertenecen a la distribucion normal.

Si los valores obtenidos fueran los efectos calculados, los puntos fuera de la recta
representarian efectos anémalos, no distribuidos normalmente alrededor del cero,
entonces son efectos significativos (significativamente diversos de cero). El
procedimiento para construir un “normal probability plot” en la evaluacién de los
efectos de los factores se puede sintetizar en los siguientes pasos:

1. Ordenar de forma creciente los efectos calculados, excluyendo la media
(intercepta). En el caso del Half-Normal Plot, antes de ordenar los coeficientes,

se los coloca en valor absoluto.
2. Contar el numero n de efectos calculados
3. Dividir el intervalo [0-100] en un intervalo de igual longitud (100/p)

4. Representar el punto de medio del primer intervalo contra el efecto mas
pequefio, entonces representar el punto de medio del segundo intervalo contra
el segundo efecto en orden creciente, y asi sucesivamente. En el eje de las
abscisas se grafica el valor del efecto, mientas en el eje de las ordenadas se
grafica el valor de la probabilidad acumulada correspondiente a la probabilidad

del punto medio del intervalo considerado.
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Grafico 4.6: Normal Probability Plots
(a). Normal Plot.
(b). Half-Normal Plot

La ventaja del Half-Normal Plot sobre el Normal Plot, es que siendo todos los datos
del Half-Normal Plot positivos, la recta se origina en el punto (0,0) por lo que es mas
facil detectar la tendencia de los efectos no significativos.

4.10. Optimizacién

Los disefios factoriales tipicos para los problemas de screening preliminar de los
factores relevantes se los consciente para realizar un numero minimo de
experimentos suficientes para calcular la importancia o no de cada factor
inicialmente considerado, sea Unicamente a nivel de efectos principales (disefios de
Plackett-Burman) o de efectos principales e interacciones (disefios factoriales). En
muchos casos, la solucidon del problema necesita un modelo mas detallado del
sistema en estudio. Una primera razén en la busqueda de una solucion optimal es
de encontrar las condiciones que corresponden a un minimo 0 a un maximo de la
respuesta en estudio. La segunda razon radica en la busqueda de un modelo
cuantitativo los que dan mayor detalle para identificar las relaciones entre la

respuesta estudiada y los factores relevantes que describen el sistema.

Desde el punto de vista matematico, esto significa introducir en el modelo al menos

los términos cuadraticos de los factores en estudio. La presencia de los términos
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cuadraticos permite construir curvas de segundo orden visualizables; por ejemplo,
superficies de respuesta. Los disefios experimentales que permiten afrontar el
problema de la optimizacién son principalmente los disefios centrales compuestos,
disefios de maxima pendiente, de Box-Behnken [25] y los disefios de Doherelet
[26].

4.10.1. Método de superficie de respuesta

Las superficies de respuesta [27] se utilizan para determinar un punto 6ptimo.
Adicionalmente, es una buena alternativa grafica que muestra la relacion entre las
diferentes variables experimentales y la respuesta. Para poder determinar un

Optimo es necesario que la funcion polinomial contenga términos cuadraticos.
Y=b+D.bX +> b, XX +>b X (4.11)

Para la construccion de superficies de respuesta, el método mas utilizado es el

diseno central compuesto completo, el cual esta constituido de tres partes:

1. Un disefio factorial completo.
Uno o mas experimentos al punto central.
Experimentos simétricamente distribuidos respecto a los ejes de los factores a

una distancia = a del centro.
a=(n, )" (4.12)

donde “ng” es el numero de experimentos del disefio factorial, en el caso del disefio

2% sera 8 experimentos.
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Grafico 4.7: Esquema de un diseio central compuesto a 2 niveles y 2

variables

Del grafico anterior se deriva la matriz del modelo que permitira obtener mediante
regresion de minimos cuadrados multivariante el polinomio que representa el
comportamiento de las variables y define un grafico o superficie de respuesta

polinomial.

Tabla 4.5: Matriz del modelo para un disefio central compuesto a 2 niveles y 2

variables
Exp X, X, XX, X2 X,’ Y
1 -1 -1 1 1 1 Y,
2 1 -1 -1 1 1 Y,
3 -1 1 -1 1 1 Y,
4 1 1 1 1 1 Y,
5 0 0 0 0 0 Ys
6 -1.414 0 0 1.999 0 \
7 1.414 0 0 1.999 0 Y,
8 0 -1.414 0 0 1.999 A
9 0 1.414 0 0 1.999 Y

Para elaborar la grafica de superficie de respuesta se puede recurrir a varios
programas, entre ellos los mas relevantes son: MatlLab, Statistica, Modde,
Statgraphics Centurion, Minitab, XIStat-3DPIlot, entre otros; obteniéndose figuras

como la que se muestra a continuacion.
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SUPERFICIE DE RESPUESTA

Respuesta

Grafico 4.8: Modelo de superficie de respuesta cuadratico

4.10.2. Método de la maxima pendiente

El método de la maxima pendiente [20] se basa en la pendiente de la superficie de
respuesta, asumiendo un modelo lineal. Esta se obtiene evaluando los incrementos
asignados a cualquier variable en modo de maximizar la respuesta.

k
y=by+).bx, (4.13)

j=1

k
y+Ay=by+ b (x,+Ax,) (4.14)

j=1

k
Ay =Y bAx, (4.15)

Para obtener el maximo incremento A4y, cualquier variable x; debe ser modificada

por un incremento Ax; proporcional al coeficiente by

Ax=bk (4.16)
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2= + = + |k (4.17)

El método de la maxima pendiente resulta muy eficiente incluso cuando se requiere
optimizar muchas variables al mismo tiempo. Como desventajas del método se
tiene que la solucion no es invariante al escalado de las variables y los valores de

Optimo son cercanos a la solucién optimal absoluta.
4.11. Diseio experimental de mezclas

El diseno de mezclas [34] para la elaboracion de nuevos productos, es una de las
areas que ha venido ganado interés entre los productos de alimentos, dado que se
pueden realizar combinaciones de productos buscando nuevas caracteristicas

funcionales y optimizar el uso de materias primas.

En el disefio de procesos y productos agroalimentarios, es frecuente acudir a
herramientas estadisticas de disefio robusto y experimental para la valoracion y
optimizacion para la mezcla de varios componentes o ingredientes. En la
elaboracion de jugos, néctares, conservas, compotas, mermeladas, cremogenados,
yogures, se requiere encontrar la mezcla Optima de ingredientes que permita
generar las mejores caracteristicas organolépticas como fisicas, reoldgicas o
quimicas, aun mas econémica cuando alguno de los componentes es muy costoso.
La practica comun como se hace este proceso es ha ensayo y error en donde el
investigador ensaya varias combinaciones o mezcla de ingredientes hasta

encontrar una que a su criterio sea mejor, pero no la éptima [34].

En este tipo de experimentos los factores que intervienen son las proporciones de
los componentes de la mezcla y las respuestas a optimizar son funcion de esas
proporciones con respecto al total y no dependen de la cantidad de cada
componente. La forma como se analiza esta forma de disefio es a través de una
superficie de respuesta, que es la que permite encontrar la mezcla 6ptima. Una
caracteristica especial de los disefios de mezclas es que la cantidad total de la
mezcla normalmente se fija en el disefio de experimentos y la cantidad de cada

componente es proporcional a la cantidad total, a demas la proporcién en el
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experimento de mezclas no puede variar independientemente como en los disefios

factoriales porque ellas estan restringidas a que la suma sea constante (1-100%).

4.11.1. Diagnéstico y seleccion de los modelos optimales

Muchos productos estan formados por mezclas de dos o mas ingredientes. Algunos

ejemplos son [28]:

- Formulaciones para pasteles usando levadura, manteca, harina, azucar.

- Construccion de edificios en concreto formados por la mezcla de arena, agua y
uno o mas tipos de cemento.

- Coctel de frutas compuesto de jugos de sandia, pifia, naranja, etc.

- Film de fotografia hecho por una mezcla de metal, una o dos parejas de

solventes y dos estabilizadores.

En cada caso mencionado, una o mas propiedades de cada producto son
generalmente de interés para el investigador del experimento quien es el

responsable de la mezcla de los ingredientes.

En conclusion, la propiedad de medida del producto final depende de los
porcentajes o de las proporciones de cada uno de los ingredientes que estan
presentes en la formulacion. Asi en el caso del concreto su dureza o fuerza de
compresion esta en funcion de los porcentajes del cemento, arena y agua dentro de

la mezcla.

El experimento de mezcla de ingredientes se realiza para determinar si existen dos
0 mas ingredientes que producen un producto de la propiedad mas conveniente que
la que se obtienen con un solo ingrediente. Por tanto, al variar la composicién de los

ingredientes variarla propiedad de medida del producto final.

Ejemplo [35]: En un punto experimental, a menudo la razén para el estudio de la
estrecha relacion funcional entre la propiedad de medida o la respuesta medible y
las variables controlables es (1) para determinar si alguna combinacion de los
ingredientes pueden ser considerados mejor en algun sentido, o (2) para
simplemente ganar un mejor entendimiento del sistema general por el estudio de

los roles jugados de los diferentes ingredientes. La mejor combinacion de
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ingredientes para el experimento podria ser la combinacién que produce un sabor

mas aceptable sin incurrir en un incremento en el costo.

Los aspectos distinguidos del problema de las mezclas es que la variable
controlable representa cantidades proporcionales de la mezcla mas conveniente
que cantidades sin restricciones donde las proporciones son por volumen, peso o
por fraccion molar. Las proporciones son no negativas, y, si expresadas como
fracciones de la mezcla, éstas necesitan sumar hasta la unidad, especialmente si

son los unicos ingredientes para ser estudiados en el contenido de la mezcla.

Si la suma de las proporciones de los componentes es menor que la unidad, por
ejemplo, si la suma es igual a 0.80 por que 0.20 de la mezcla esta fijada
(constante), y se desea solamente con las proporciones de las variables sumadas
hasta 0.80, luego las proporciones de las variables son re-escritas como fracciones-

escala asi que las fracciones escala sumen hasta la unidad. Si se representa como

“q

”

el numero de ingredientes en el sistema a estudiar y se representa las

proporciones de los ingredientes dentro de la mezcla “xi” se tiene:
xi>0,1=1,23 ... ,q (4.18)
xi=x1+x2 +......... +xq = (4.19)

De acuerdo a la ecuacion (4.19) la suma de las proporciones de los componentes
no negativos o fracciones es 1. Esta ultima condicion (4.19) podria ser la restriccion
fundamental asignada para las proporciones contenidas en la mezcla experimental
[35].

En realidad, desde la ecuacion (4.19) una proporcion individual xi podria ser la
unidad “1”, una mezcla podria ser un solo ingrediente. Asi esta mezcla es llamada
mezcla pura; éstas son usadas principalmente como marco referencial o como un

estandar frente a las cuales los multicomponentes de las mezclas son comparadas.

Por motivo de las restricciones sobre la xi mostradas en las ecuaciones (4.18) y
(4.19) la restricciébn geométrica del factor espacio conteniendo los q componentes
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compuesto de todos los puntos sobre o dentro de los limites (vértices, lados, caras)

de un simplex regular dimensional (q-1).

Para q=2 componentes, el simplex factor espacio es una linea recta, representada
por el eje horizontal en la figura 4.1. Cada mezcla de dos componentes Ay B es

representado por un punto sobre la linea o eje.

W0 0% 0% 50% PL100%
AH AH Al

Grafico 4.9: Dibujo del promedio.
Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacién de disefio experimental de mezclas para la

formulacion y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag.49

Con tres componentes =3, el simplex factor espacio es un triangulo equilatero, y

para g=4 el simplex es un tetraedro.

En la figura 4.8 esta representado el factor espacio por tres componentes 1,2 y 3,
cuales proporciones son indicadas por x4, X2 Y X3. El sistema de coordenadas
usada para los valores de x;, i = 1,2,....., q, es llamado un sistema de coordenadas

simplex.
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Grafico 4.10: Region del simplex de tres componentes.
Fuente: ALVAREZ, H. SALAMANCA, G. 2007. Valoracién metodologia para el estudio de mezclas

ternarias en sistemas alimentarios. Alimentos Ciencia e Ingenieria. Vol. 16(1): 92-96. Ambato-Ecuador.
Pag.93

Con tres componentes, por ejemplo, las coordenadas pueden ser dibujadas sobre

un papel grafico triangular que tiene lineas paralelas para los tres lados del
triangulo equilatero, visto en la figura 4.11.

Grafico 4.11: Coordenadas papel grafico triangular
Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacién de disefio experimental de mezclas para la

formulacion y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag.50
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En la figura 4.10 y 4.11 se observa que los vértices del simplex o triangulo
representa la mezcla de un solo componente y son indicadas por x; = 1, x;= 0, para
i,j=1,2,y3,i#j. Elinterior de los puntos del triangulo representa mezclas en el
cual ninguno de los tres componentes esta ausente, esto es, x4>0, x, >0 y x;>0. El
centro del triangulo corresponde a la mezcla con iguales proporciones (1/3, 1/3, 1/3)
de cada uno de los componentes. La figura 4.4 es el tetraedro para los cuatro

componentes cuales proporciones son X4, Xz, X3 Y X4 [35].
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Grafico 4.12: Tetraedro de cuatro componentes
Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacién de disefio experimental de mezclas para la

formulacion y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag.51

Frecuentemente existen situaciones donde alguna de las proporciones x; no estan
permitidas para variar desde 0 hasta 1. En vez de esto, algunas o casi todos de las
proporciones de los componentes son restringidos por un limite inferior y/o superior.

En el caso del componente i, estas restricciones podrian ser escritas como:

Donde L; es el limite inferior y U; es el limite superior.
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Dentro de muchos trabajos experimentales involucrando mezclas de
multicomponentes, el énfasis esta sobre el estudio de las caracteristicas fisicas,
tanto como la forma o el punto mas alto de las repuesta de medida de superficie.

Por ejemplo, se hace un punch de frutas, al mezclar proporciones de jugo de
naranja (x4), jugo de pifia (x2) y jugo de uva (x;). La repuesta de interés es el mas
alto sabor de la fruta del punch cuantificado sobre una escala del 1-9 donde 1= no
sabe a fruta, 5 = promedio, 9 = extremadamente sabor a fruta. Si la respuesta
medida o rango de sabor en este caso, para alguna mezcla de los jugos puede ser
representada por la altura perpendicular directamente encima de la mezcla cuales
coordenadas estan localizadas dentro o no de los limites del triangulo. El sitio de
importancia del sabor de la mezcla de los tres jugos puede ser visualizado como
una superficie encima del triangulo. Una superficie como esta, la cual es asumida
para ser continua por todas las posibles mezclas de jugos esta representada en la
figura 4.13. y el plano del contorno del valor de la superficie de sabor estimada,
esta representada en la figura 4.14. Geométricamente, cada curva del contorno en
la figura 4.14. es una proyeccion sobre los tres componentes del triangulo de una
seccion frontal de la superficie del sabor hecha por un plano, paralelas al triangulo,
cortando a través de la superficie a una altura particular. La altura de los cortes o
intersecciones del plano que generan el contorno de la curva en la figura 4.14. va

desde un rango desde 5.8 hasta 6.8.
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Grafico 4.13: Superficie del sabor del punch de frutas
Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacién de disefio experimental de mezclas para la

formulacioén y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag.53
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Grafico 4.14: Contorno de la superficie del sabor constante del punch de fruta.
Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacion de disefio experimental de mezclas para la

formulacién y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag.53

Las principales consideraciones conectadas con la exploraciéon de la respuesta de

superficie sobre la region simplex son:

- La eleccion de un modelo propio para aproximarse a la superficie sobre la
region de interés.

- La prueba de adecuacién del modelo en representacién a la respuesta de
superficie.

- Un conveniente disefo para coleccionar observaciones.

Para este fin se asume que existen algunas relaciones funcionales

N=0 (X, Xy, X ) (4.20)

que, en teoria, exactamente describe la superficie. Se escribira la cantidad n para
sefalar el valor de la respuesta que es dependiente de las proporciones Xj, Xa,....,
Xq de los componentes. Una muy basica adopcion que se hace es que la respuesta

de superficie, representada por la funcién @, es descrito para ser una funcion
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continua dentro de x;, i = 1,2, ..., q. Estas funciones polinomiales son usadas

normalmente de un menor grado como el polinomio de primer grado:

n=p+XBx; (4.21)

o el polinomio de segundo grado:

n:ﬂo+zﬁixi+zﬂijxixj (4.22)

son las clases de modelos que utilizamos para representar la superficie.

Las ecuaciones de menor grado polinomial son mas manejables que las ecuaciones
de mayor grado, porque las de menor grado contienen menos términos y asi
requieren menos valores de respuestas observados en orden para estimar los
parametros (las B’s) en la ecuacion. En ocasiones en donde el sistema de estudio
es muy complicado se puede aplicar ecuaciones de tercer grado y asi

sucesivamente [35].

Las propiedades de los polinomios usados para estimar la funcién de respuesta
dependen de un extenso programa especifico de experimentos que se llama disefo

experimental.

El disefio experimental también define el rango de interés del experimentador con
respecto a las proporciones usadas para cada uno de los componentes. Este
disefio podria cubrir el entero espacio factor simplex si es el interés del
experimentador, utilizando todos los valores de x; con un rango de 0 hasta 1, para
todos i = 1,2....,q, o el disefio podria cubrir solamente una subporcién dentro del

simplex [35].
4.11.2. Diseiio de simplex lattice

Para acomodar una ecuacion polinomial para representar la superficie de respuesta
sobre la regién entera del simplex, una eleccion natural para un disefio podria ser
una de la cual los puntos son esparcidos regularmente sobre todo el espacio factor
simplex. Un arreglo ordenado consistiendo de una distribucién uniformemente
espaciada de puntos sobre un simplex es conocido como un lattice. El nombre
lattice es usado para hacer referencia a un orden de puntos [36].
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Un lattice podria tener un acuerdo especial para una especifica ecuacion
polinomial. Por ejemplo para un modelo polinomial de grado m en q componentes
sobre el simplex, el lattice, (q, m) consiste de puntos cuales coordenadas estan
definidas por las combinaciones de las proporciones de los componentes; las
proporciones asumidas para cada componente toma m + 1 iguales valores

espaciados desde 0 hasta 1, que es,

3,....,1 (4.23)
m

1
Xi = Oa_a
m
y (g, m) simplex-lattice consiste de todas las posibles combinaciones de los
componentes donde las proporciones de la ecuacién (4.6) para cada componente

son usadas.

De acuerdo al modelo a utilizar sea este de segundo, tercero, cuarto o quinto grado

dependeran los puntos fijados en los limites del simplex.

Ejemplo considerando a q = 3 componentes del sistema donde el factor espacio
para todas las mezclas es un triangulo equilatero y utilizando un modelo m de
segundo grado, el (3, 2) simplex-lattice consiste de 6 puntos sobre los limites del

triangulo.

X1 X2 X3
1 0

0 1

Ve Va 0

0 Va Va

Va 0 Va

(x1, X2, X3) = (1,0,0), (0,1,0), (0,0,1), (1/2,1/2,0), (0,1/2,1/2), (1/2,0,1/2)

Los tres puntos, cuales estan definidos como:

(1,0,000x1 =1, x2=x3=0;
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(0,1,00 0 x1 =x3=0, x2=1;

(0,0,1) 0O X1 =X2= 0, X3= 1

representan las mezclas de un solo componente y estos puntos son los tres

vértices del triangulo [35].

Los puntos (1/2,1/2,0), (1/2,0,1/2), y (0,1/2,1/2) representa las mezclas binarias o

mezclas de dos componentes donde x; = x;= "2, xx = 0, K # i,j.

Las mezclas binarias estan localizadas en los puntos medios de los tres lados del

triangulo.

El simplex-lattice (3,2) se indica en la figura 4.15.
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Grafico 4.15: Algunos arreglos (3,m) y (4,m) simplex—lattice, m=2 y m=3.
Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacion de disefio experimental de mezclas para la

formulacién y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag.57

Noétese que cada una de las proporciones de los componentes dentro de la mezcla
es casi la unidad o un numero fraccional y la suma de las fracciones es igual a 1.
Cuando se dibuja estos puntos representan un orden de componentes de las
mezclas que es simétrico con respecto a la orientacion del simplex (con respecto a

los vértices y lados del simplex). Con tres componentes el sistema de coordenadas
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triangular esta representado por valores fraccionales en paréntesis (xq, X2, X3)

dondecada0sx;=1, i=1,2y 3,y X4+ X+ x3 =1.

El numero de disefio de puntos dentro del (q, m) simplex-lattice se obtiene mediante
la siguiente formula:

(g +m -1)" (4.24)
m!(qg - 1) '

Una alternativa para la ecuacion (4.7), para un grado polinomial m en q
componentes, sujetos a la restriccion sobre los x; ‘s en la ecuacion (4.2), es
derivado al multiplicar uno de los términos en la ecuacion (4.7) por la identidad (x4+
) % ST + X4) =1 y simplificar. El resultado de la ecuacion es llamado “Canonical”
polinomial o la “forma candnica de los polinomios” o simplemente la “(q, m)
polinomial”. El nimero de términos en la (gq,m) polinomial es (q+m-1)/(m) y este
numero es igual al numero de puntos usados en el disefio de (g,m) simplex-lattice.

Por ejemplo, para un m =1 y desde la ecuacion:

n=p,+2 06 x, (4.25)

y al multiplicar los By términos por (x4+ X2 + ....... + Xq) = 1, el resultado de la
ecuacion es:

n=pBEx)+TB x, =3B *x, (4.26)

donde B* = Bo + Bi para todo i = 1,2, ..., q. El nUmero de términos en la ecuacion

(2.3) es q, cual es el numero de puntos dentro del (q,1) lattice. Los parametros B,
i=1,2,..., q, tiene simple y claro el significado en términos de describir la forma de
la respuesta de superficie sobre la region del simplex [35].

El polinomio general de segundo grado en q variables es:
n=B+2X B x +2Lp; Xi2+zzﬂijxixj (4.27)

y si nosotros aplicamos las identidades x4+ x; + ....... +Xq=1Yy,
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X =x, (1-Xx;) (4.28)
luego param =2

n:ﬂo(zxi)+zﬂixi+zﬂiixi(l_zxj)+zzﬂijxixj
=2(By + B+ Bi) xi -2 Bix, ZXJ‘ +2 X X (4.29)
:Zﬂi*xi+zzﬁij*xixj

el nimero de términos en la ecuacion (6.11) es q(q+1)/2

La formula para un polinomio de tercer grado puede ser derivada al multiplicar la
identidad x4+ x; + ....... + Xq = 1 al igual que al aplicar la restriccion de la ecuacion
(2.5) para los términos de polinomio general de tercer grado en la ecuacion (2.2) y
al simplificar los términos como fueron hechos para (q,2) polinomial. El cubico o

(9,3) polinomial es:
T2 % 2237 X 220 (Xix) 22D B.%xX, (4.30)

Una férmula simple para un caso especial de un polinomio cubico donde los

términos &;x;X; (x; -x; )no son considerados es el polinomio cubico especial:
=2/ 22375 X 223, (4.31)

Asi se quitan los asteriscos. Para los tres componentes, los modelos de ecuacion

(4.8), (4.28), y (4.30) respectivamente apareceran asi:

n=px,+ X, + Bix;
n=px t Byx, + Bixy + Burx X, + [iX X5+ BX X,
n=Px, F Box, T Bxs + BurX X, + BiX X5+ BrX, Xyt BX XX,

El numero de términos en los (q,m) polinomiales es una funcién de m, el grado de
la ecuacioén, asi como el numero de componentes . Los numeros de términos para

algunos valores de q son listados en la siguiente tabla 4.6. [35].
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Tabla 4.6: El numero de términos en el polinomio canonical

Numero de Lineal Cuadratica Cubica reducida | Cubica completa
componentes g
2 2 3 = =
4 4 10 14 20
3 5 15 ag5 35
B 8 21 1 56
7 7 28 63 B4
5 5 36 92 120
q 0 qlg+1)2 alg+5 )6 alg+1)(g+2)/6

4.11.3. Coeficientes polinomiales como funciones de las respuestas en los

puntos de los lattices

Se menciond previamente que existe una especial relacion entre los (g,m) simplex-
lattice y el (q,m) ecuacion polinomial. Esta relacién entre uno y otro corresponde al
numero de puntos en el lattice y el numero de términos en el polinomio. Como
resultado de esta relacion, los parametros en el polinomio pueden ser expresados
como simples funciones de la respuesta esperada en los puntos de los (q,m)

simplex-lattice.

La nomenclatura aplicada por Scheffé esta dada por:

La respuesta para un componente puro i es escrita por n;, la respuesta para una
mezcla binaria con iguales proporciones (50% : 50%) de componentes i y j son
escritos por nj;, la respuesta para una mezcla ternaria con igual proporciones de
componentes i, j, k, es escrita por nk, la respuesta para una mezcla de cuatro y
cinco componentes i, j, k, I, m, es escrita por N,y Nijum respectivamente. En la
figura 4.16 la nomenclatura de la respuesta esta ilustrada en los puntos de el (3,2)

y (3,3) simplex-lattice, respectivamente [35].
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Grafico 4.16: Nomenclatura de las respuestas en los puntos
de el (3,2) y (3,3) simplex-lattice.
Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacién de disefio experimental de mezclas para la

formulacion y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag.61

Tabla 4.7: Nomenclatura de las respuestas de Scheffé

para tres y cuatro componentes de la mezcla.

Respuesta X4 X, X3 ) & Xy X3 X,
ny 1 0 0 1 0 0 0
n, 0 1 0 0 1 0 0
N4z V2 V2 0 A Ve 0 0
Ny3 0 V2 Ve 0 Va Ve 0

Nq23 3-Jan 3-Jan 3-Jan 3-Jan 3-Jan 3-Jan 0
N112 3-Feb 3-Jan 0 3-Feb 3-Jan 0 0
Na33 0 3-Jan 3-Feb 0 3-Jan 3-Feb 0
Ni112 Ya Va 0 Ya Va 0 0
Ny223 Va V2 Va Va Va Va 0
N1144 Z 0 0 Z
N2344 0 Z Ya Z
N1234 2 Va Va 2

Las ecuaciones para expresar los parametros en los modelos polinomiales en
términos de n;, N, Nijks Nijie Y Nijwm SON dadas por resolver (g+m-1)/m ecuaciones
simultaneamente.

Este numero corresponde no solo al nimero de parametros en la (q,m) ecuacion
polinomial pero también al numero de puntos en el lattice y asi el numero de
respuesta esperada n;, n;, medida en los puntos del (q,m) simplex-lattice. Por
ejemplo, si el modelo de segundo grado en la ecuacion (4.23) es usada para un

sistema de tres componentes y se tiene las respuestas esperadas en los puntos del
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(3,2) simplex-lattice disefio como se muestra en la figura 4.16 luego para la

ecuacion:

n=pBx,+6.X,+Bx;+ L,xX, + XX, BrX,X; (4.32)
si se sustituye
N enx;=1, x;=0, ij=1,2,3 jEI
Nij en x; =V, Xj =V, xx=0 i<j, K#i,j

dentro de la ecuacion (4.30), la siguiente (3+2-1)/2 = 6 ecuaciones resultantes

N1 =By, Nz = PBo, N3 = PBs,

nw=B0D* B, (2)+ B ()

n =602+ B () + Bi( %)

I AR N R N OA

Resolviendo las seis ecuaciones simultaneamente, y esto es posible desde el
numero de ecuaciones es igual al niumero de parametros no conocidos, nosotros

encontramos que las formulas para los parametros B y By, i,j = 1,2y 3, i <j, son

B, =n, B, =4, —2n, —2n,
B,= Ny, B, =4n,; —2n,—2n, (4.33)
By=m, By =4My —21, —2n,

el parametro B; representa la respuesta para un componente puro i, y Bj es un
contraste que compara la respuesta en el medio punto del corte conectando los
vértices de componentes i y j con la respuesta en los vértices de componentes.
Asi, en el polinomio de seis, términos ecuacion (4.32), la suma B1x41 + B2x2 + B3X;

representa una mezcla lineal de los tres componentes mientras que los términos
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extra ;X Xj, i <j, son tomados para representar medidas de partida desde un
plano del resultado de segundo grado de superficie desde las mezclas no aditivas
de los componentes. Mostradas en la figura 4.17. es la partida B2 / 4 de la

superficie, directamente encima x4 = x, = %2, del plano definido por:

n=pBx,+ B,x, + B,

Grafico 4.17: Superficie del plano

definido por n = B4x; + B2X2 + Baxs
Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacién de disefio experimental de mezclas para la

formulacién y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag. 63

Ecuacion (4.33.) son derivadas usando solamente tres componentes por razones
de conveniencia. Es facil demostrar la respuesta esperada en los puntos del (3,2)

simplex-lattice y solo seis ecuaciones son necesarias para el conjunto de formulas
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para los B; y By, i, j ¥ 3,1 <j. Para el caso general de q componentes en donde el
modelo de segundo grado de la ecuacién (4.33) contiene q(q+1)/2 términos y la
respuesta esperada son posesionados en los puntos de un (q, 2) simplex-lattice
disefio, las formulas para expresar los parametros B; y Bj, en términos de n; y n;,
son idénticos a la ecuacion (4.33). En otras palabras, por lo general q, donde i, j =
1,2,...,q, i<j,[35].

Bi=n By = 4, - 20, + 1) (4.34)

4.12. Diseino de mezclas con variables de proceso

Los disefios de experimentos emplean variables de procesos o variables de
mezclas, sin embargo existen varios procesos en la industria que son dependientes
de ambos tipos de variables. Para solucionar este problema surgieron los disefios
mixtos o disefios de mezclas con variables de proceso. Estos disefios permiten

tener modelos que describen mejor los procesos [35].

En la figura se muestra la representacion grafica de los puntos experimentales para
dos problemas que pueden ser resueltos con disefios mixtos [37].

(a) (b)

Grafico 4.18: Representacion grafica de dos disefios mixtos
(a).Tres variables de mezcla y una variable de proceso a dos niveles.

(b).Tres variables de mezcla y dos variables de proceso a dos niveles.
Fuente: CORNELL, Jhon A. 1990. Experiments with mixtures. Second edition. Jhon Wiley and

Sons, Inc. USA Pag. 353-354



Lazo Bustamante — Verdugo Tenesaca 85

Las variables de proceso son factores que no forman parte de la mezcla de un
experimento, pero cuando cambian sus niveles, pueden afectar las propiedades de
la mezcla de ingredientes [35].

Si se desea saber si alguna variable de proceso afecta del mismo modo a todas las
mezclas se debe realizar una transformacion a los términos que incluyen a la
variable de proceso y las variables de mezcla, la cual consiste en hacer
desaparecer una variable de mezcla en virtud de la restriccion de unicidad (x1 + x2
+ x3 = 1). Para que se cumpla la hipétesis el término que incluye la variable de
proceso debe ser significativo, mientras las restantes asociadas a la transformacion
realizada no deben ser significativas. A continuacion se muestra el modelo general

para este tipo de disefio [35].

y=8-(A)x,+ B, (A)-x,+ B, (A)-x,
(4.35)

2

0 0 0 1 1 1 1

=7 Xt 'X2+712'X1'X2+z<71 'X1+72'X2+712'X1'X2)'A
I=1

En la anterior ecuacion A representa la variable cantidad y los niveles en los que se

decide experimentar dicha variable [35].

4.12.1. Ajuste de un modelo cuadratico mixto en presencia de variables de

proceso.

Con la elaboracion de vinilo para el cobertor de asiento del automovil, las mezcla de
formulaciones implican varios tipos de componentes (plastificantes, estabilizantes,
lubricantes, agentes de secado, y resinas). Un experimento preliminar se cred para
estudiar tres plastificantes donde el porcentaje de la formula total aportado por los
plastificantes (solos o en combinacién con los demas) es: 40.7%. Los porcentajes
del resto de componentes se mantienen fijos en todas las mezclas estudiadas,
donde la suma de sus partes, en peso, constituyen 59.3% del total. Un {3,2}
simplex-.lattice se eligié para mirar cada plastificante por si mismo, asi como para
estudiar las combinaciones de los plastificantes, dos a la vez, las proporciones de
los tres los plastificantes se denotan por X;, X5 y X3 [35].

Se incluyé también en el experimento dos variables de proceso, el tipo de extrusion
(z1) y la temperatura de secado (z,), cada uno en dos niveles. Se establecié un
arreglo factorial 2% en los dos tipos de extrusién y dos temperaturas de secado, y
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los niveles de las variables codificadas se definen como z; =+ 1,y z, =+ 1. El

programa experimental consistié en los siguientes pasos [35]:

© N o o

Preparar cuatro grupos de las seis diferentes formulaciones de
plastificantes, seleccionar uno de los grupos al azar y probar en el nivel bajo
de extrusion y en alta temperatura de secado (Z; = -1, Z, = +1).
Seleccionar un segundo grupo de las seis formulaciones de plastificante y
probar en el nivel alto de extrusidn y baja temperatura de secado. (Z; = +1,
Z,=-1).
Seleccionar otro grupo de las seis formulaciones de plastificante y probar en
el nivel bajo de extrusion y baja temperatura de secado (Z; = -1, Z, = -1).
Seleccionar otro grupo de las seis formulaciones de plastificante y probar en
el nivel alto de extrusion y alta temperatura de secado (Z; = +1, Z, = +1).
Repetir los experimentos en (3).
Repetir los experimentos en (1).
Repetir los experimentos en (4).

(2)

Repetir los experimentos en (2).

En la tabla 4.8. se enumeran los valores de las respuestas medidas de 24 mezclas

de componentes con variables de proceso, en cada una de las dos repeticiones. La

respuesta medida es un valor de espesor de vinilo, los valores de espesor se han

ampliado para facilitar los calculos [35].
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Tabla 4.8: Valores de vinilo grueso de las seis mezclas plastificantes.
Cuando se analizaron en el tipo de extrusidon por cuatro combinaciones de

temperatura de secado

Process
E,I:)S;frffr: \éa;::;e Scaled Thickness Value (y)
X1 Xo X3 Z4 Z, Replica 1 Replica 2 sJ-2
1 0 O -1 -1 7 8 0.9
0 1 0 4 4
0 0 1 5 7
172 12 0 7 8
17 0 12 8 10
0 0 12 4 3
1 0 0 -1 +1 10 13 55
0 1 0 8 8
0 O 1 3 7
172 12 0 12 16
172 0 12 9 13
0 0 2 7 10
1.4
1 0 O +1 -1 10 12
0 1 0 5 8
0 0 1 9 8
172 12 0 14 15
17 0 2 12 11
0 0 12 8 7
1 0 0 +1 +1 6 5 13
0 1 0 7 4
0 O 1 6 7
12 12 0 5 5
172 0 12 4 6
0 0 2 7 8

Fuente: CORNELL, Jhon A. 1990. Experiments with mixtures. Second edition. Jhon Wiley and
Sons, Inc. USA Pag. 379

El primer paso en el analisis de datos de los 48 valores, es ajustar la mezcla a un

modelo cuadratico a 12 valores de espesor de la escala de vinilo en cada una de

las cuatro condiciones de procesamiento. Los cuatro modelos son:

Atj=lorz =-1,z, =-1:
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y(x) = bl(l)Xl +b2(1)X2 +b3(1)X3 +b12(1)X1X2 +]313(1)7(1)(3 +b23(1)X2X3

=7.5x, +4.0x, +6.0x ; + 7.0x ,x, +9.0x ,x, —6.0x ,x,
(0.7) (3.3)

-6.0x,x,

Atj=2o0rz =-2,z, =+1:

y(x)= b1(2)X1 + by X, + by X5 + b12(2)X1X2 +b13(2)X1X3 + bzs(z)X2X3
=11.5x, +8.0x, +5.0x, +17.0x  x, +11.0x X,

(1.7) (8.1)

-8.0x,x,

Atj=3orz =+1,z, =-1:

§(x)= b1(3)X1 + b2(3)X2 + b3(3)x3 + b12(3)X1X2 + b13(3)X1X3 + b23(3)X2X3
=11.0x, +6.5x, +8.5x , + 23.0x | x, + 7.0x X,
(0.8) 4.1)

-0.0x ,x,

Atj=4orz =+1,z, =+1:

§(x) = b1(4)X1 +b2(4)X2 +b3(4)X3 +b12(4)X|X2 + b|3(4)X1X3 +b23(4)X2X3
=5.5x, +5.5x, +6.5x, - 2.0x ,x, —4.0x x5 + 6.0x,X,
(0.8) (4.0)

(4.36)

(4.37)

(4.38)

(4.39)

Los numeros en paréntesis significan los coeficiente estimados de b1y b1y en los

modelos (4.36) a (4.39), son los errores estandar estimados de by Y byeg).

respectivamente, para cada uno del modelo [35].

El siguiente paso en el analisis de los 48 datos, es ajustar el modelo de regresion

de tipo combinado, mediante minimos cuadrados ordinarios y configurar la tabla

ANOVA, expresando los coeficientes estimados con tres decimales, el modelo

combinado ajustado es
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3 0 3 2 3 . 3 3 0 3 0
y(x,y)= Z g X t Z Z XXy + Z {Z g Xy t+ Z z gl?k'xkxk':|zl +{ 8y X + z Z gkk'xkxk':|zlzz
k=1 k<k' I1=1 | k=1 k<k' k=1 k<k'

=8.8775x, +6.000x, +6.500.x, +11.250 x,x, + 5.750 x, x,
0.7) (0.7) 0.7 (19 (1.9)

+2.000x,x; —6.250x,z, + 0.000x,2, +1.000x,z,
(1.9) 0.5) 0.5) 0.5)

+0.750x,x,z, —4.250x,x,z, +1.000 x,x,z, — 0.375x,z,
(1.9) (1.9) (1.9) 0.5)

+0.750x,z, = 7.500x,z, —3.750 x,x,z, — 2.250x,x,z2,
0.5) (0.5) (1.9) (1.9)

+5.000x,x,z, —=2.375x,z,z, —1.250x,2,z, —0.250x,z,z,
(1.9) 0.5) (0.5) 0.5)

(4.40)

-8.750x,x,2,z, —3.250x,x;2,2, — 2.000 x,x,2, 2,
(1.9) (1.9) (1.9)

Los errores estandar estimados de los coeficientes en (4.40) se calculan utilizando

las férmulas:

MSR +(m -1)MSE
mPr

var (g)) =

MSRZ + (m -1)MSE
mPr

var (g, ) = var (g,)) = (4.41)

24MSE

var (gy,) = var (gy,) = var (g,;.) = o

0 1 12

g _ i 2308

t=—2% t=—12=2% t=—"F— (4.42)
24MSE 24MSE 24MSE
Pr Pr Pr

y las cantidades cuadraticas en la tabla de ANOVA.
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Tabla 4.9: ANOVA
Source df. SS MS F

Reps (R) 1 14.0833 14.083

Main-plot ( Z) 3 170.167 56.722 10.80 > F33,0.05) = 9.28

Main-plot error( RZ) 3 15.750 5.250

Sub-plot ( X) 5 118.917 23.783  18.90 > F(5 200.01)= 4.10
Main x sub int. ( ZX) 15 125.583 8.372 6.65 > F (15 20,0.01) = 3.09
Sub-plot error 20 25.167 1.258

Total 47 469.667

Fuente: CORNELL, Jhon A. 1990. Experiments with mixtures. Second edition. Jhon Wiley and
Sons, Inc. USA Pag. 381

" 14.083 +(5)1.258 " " 5.250 +5(1.258
var (g0) = 4§ )N.258 var (gl) = var (g1) = 48( ),

= 0,424 = 0.240

Los calculos son:

24(1.258) _ 5 0y
48

var (gy,) = var (gy,) = var (g,.) =

y

~/0.424 =0.65 or 0.7, 1/0.240 =0.49 or 0.5, /3774 =194 0r1.9

La prueba de hipotesis sobre los coeficientes de la ecuacion. (4.40)
se realizaron con el t-estadistico para los coeficientes vy, ,k = 1,2,3; ' =1,2,12,
donde el niumero de grados de libertad, v, se establecié en el v = 12 usando la

ecuacion.

[MSRZ + (m —1)MSE |
MSRZ?  [(m—1)MSE |

P-1)r=1)" (m-1)P(r—1)

(4.43)

El estadistico t en (4.42) se utilizé para probar los coeficientes 1y, .,kk' =12,13,23,

I' = 1,2,12 donde el numero de grados de libertad para el estadistico t en la

ecuacion . (4.42) es 20. Las estimaciones de los coeficientes en (4.40) que se cree
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que son significativamente diferentes de cero, es decir, [t] >> t120025 = 2,179 [f]
>>t500.025 = 2,086, en el x = 0,05, con sus valores t-calculados entre paréntesis, los

niveles significativos son:

g}, =11.250 (t =5.60), g2 =5.000 (t=2.57)
gy =-1250 (t=-2.55, gl =5.750 (t=2.96)
g’ =-2375 (t=-4.84), g2, =-8.750 (t =-4.50)

Los resultados que prueban la hipotesis sobre los valores de los coeficientes en la
parte de regresion del modelo ayuda a explicar el aspecto del factor que se obtiene

usando F-test

Rate of Extrusion (Z,)

Low High
Low 75 11
High 11.5 55

Con este ejemplo, se ha demostrado que es posible ajustar un tipo de modelo de
regresion de datos conseguidos de un disefio Split-plot, donde la mezcla de

componentes de una mezcla son incluidos en dos 0 mas condiciones de proceso.

4.13. Funcion utilidad

Las funciones de utilidad y deseabilidad, son funciones conocidas como métodos
MCDM (Multi Criteria Decision Making). El enfoque es la forma mas simple y facil
de entender la toma de decisiones en una variedad de fondos ya que no requiere,
mas que restricciones fuertes en las estructuras de preferencia que la formula de
agregacion. Se basan en la definicion de valor parcial, es decir, una transformacion
de funcién t, para cada criterio con el fin de estandarizar el valor parcial de la
funcion de la transformacion de los valores de los criterios a la misma escala.
Tipicamente las mejores y peores condiciones deben estar definidas para cada
criterio. Esto podria hacerse a nivel local, teniendo simplemente la mejor y peor de
las alternativas disponibles, o mas general mente como la mejor o peor condicion
posible en contextos similares [29]. Con este fin, se pueden utilizar diferentes

tipos de funciones, las mas comunes son [28]:

1. Funcién Lineal
2. Funcion Logaritmica
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. Funcién Sigmoidal
. Funcioén a Escala
. Funcion a Cartén
. Funcién Triangular
. Funcién Parabdlica
. Funcidn Lineal inversa
. Funcién Triangular inversa
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Grafico 4.19: Funciones de utilidad.

Fuente: IDROVO, A. PALACIOS, A. 2004. Utilizacién de disefio experimental de mezclas para la

formulacioén y optimizacion de céctel de frutas tropicales. Director: Dr. Piero Tripaldi. Universidad el

Azuay, Facultad de Ciencia y Tecnologia, Escuela de Ingenieria en Alimentos. Pag. 70
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El enfoque es muy similar a la funcion de deseabilidad; cada criterio es
independiente transformando en una utilidad u, por una funcién que transforma el

valor actual de cada elemento en un valor entre O y 1.
u, = f,(y,) 0<u, <1 (4.44)
En donde:
r = es el criterio seleccionado
f = eslafunciéon seleccionada

yir = es el valor real del elemento i-th para el criterio r-th

una vez que el tipo de funcién y su tendencia para cada criterio, se ha definido, la

utilidad U global de cada elemento i-th se define como:

U, = 0<U, <I (4.45)

en el caso de la funcién utilidad ponderada la utilidad global se calcula como:

_R
U,=>Wx*U, 0<U, <I (4.46)
r=1

R
con: U, =D W, =1

r=1

En este caso la funcién global de utilidad es calculada con menos severidad: de
hecho, la calidad global de un elemento puede ser alto si una sola funciéon de
utilidad es cero.

Como las funciones de deseabilidad, las funciones de utilidad son afectadas por la
arbitrariedad en relacion con la seleccion de las funciones y correspondientes
limites superior e inferior. Ambas funciones deseabilidad y utilidad son muy faciles

de calcular, por lo tanto no requieren de un software especifico [29].
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CAPITULO V: RESULTADOS Y DISCUSIONES

5.1. Etapa 1: Hidrélisis enzimatica de la lactosa

La primera etapa del estudio fue la hidrdlisis enzimatica sobre la lactosa de la leche.
Las variables que se consideraron en esta etapa fueron tres: 1.Cantidad de enzima
(HA-LACTASA 5200) expresada en mililitros por litro de leche, 2.Tiempo de
incubacién en minutos y 3.Temperatura expresada en grados centigrados, estas

variables se consideran influyentes en el proceso de hidrdlisis de la lactosa.

Con las variables antes mencionadas se aplicé un disefio factorial completo a dos

niveles. Los valores considerados se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 5.1: Variables y condiciones experimentales

Variable Unidad Minimo (-1) Centro (0) Maximo (+1)

X Enzima ml/It 0.2 04
X5 Tiempo min 120 360
X3 Temperatura °C 34 40

Los experimentos realizados fueron un total de 8, resultantes de un disefio
experimental 2°. Ademas de estos experimentos se desarrollaron 6 replicas, con los
valores centrales de la tabla 1. En cada experimento y replica desarrollados se
tomaron 6 muestras originales y 6 muestras finales para medir el punto crioscopico

de cada una de ellas y se obtuvo su respectivo promedio.
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Tabla 5.2: Valores del punto crioscépico de las muestras iniciales

Exp X; X X3 M, M, M, M, M, M M.medio
1 [ -1 1] -1] -0.5249 | -0.5267 | -0.5289 | -0.5267 | -0.5292 | -0.5266
2 | 1] -1] -1| -0.5295 | -0.5289 | -0.5360 | -0.5291 | -0.5288 | -0.5222
3 | -1| 1| -1] -0.5155 | -0.5282 | -0.5261 | -0.5294 | -0.5260 | -0.5247
4 | 1] 1| 1] -0.5211 | -0.5243 | -0.5275 | -0.5286 | -0.5279 | -0.5275
5 | -1 -1] 1] -0.5301 | -0.5300 | -0.5275 | -0.5271 | -0.5298 | -0.5283
6 | 1] -1] 1] -0.5233 | -0.5294 | -0.5286 | -0.5278 | -0.5251 | -0.6707
7 | -1 1| 1] -0.5320 | -0.5330 | -0.5313 | -0.5317 | -0.5323 | -0.5295
8 | 1] 1| 1] -0.5262 | -0.5279 | -0.5281 | -0.5282 | -0.5281 | -0.5275
RT | 0] 0| O] -0.5525 | -0.6155 | -0.5205 | -0.5279 | -0.5290 | -0.5293
R2 | 0 0| 0] -0.5303 | -0.5329 | -0.5299 | -0.5316 | -0.5304 | -0.5303
R3 | 0 0| 0| -0.5330 | -0.5274 | -0.5288 | -0.5300 | -0.5291 | -0.5307
R4 | 0 0 0] -0.5138 | -0.5270 | -0.5263 | -0.5273 | -0.5262 | -0.5257
R5 | 0 0 0] -0.5201 | -0.5216 | -0.5229 | -0.5225 | -0.5216 | -0.5229
R6 | 0 0 0] -0.5217 | -0.5231 | -0.5209 | -0.5196 | -0.5186 | -0.5208

Como se observa en la tabla 5.2. Se tomaron seis muestras denominadas M,, My,

Ms, Ms, Ms, vy

Me, correspondientes a

los puntos crioscopico iniciales,

posteriormente con los datos obtenidos se calculd el promedio de las muestras

iniciales sin hidrolisis, (M. medio).

Tabla 5.3: Valores del punto crioscopico de las muestra luego de la hidrélisis

Exp X; X, X3  C, C, C, C, Cs Ce C.medio
1 [ -1 -1] -1] -0.6216 | -0.6269 | -0.6169 | -0.6347 | -0.6323 | -0.6279
2 | 1] -1] -1| -0.7136 | -0.7231 | -0.7126 | -0.7103 | -0.7159 | -0.7172
3 | -1| 1| -1] -0.7188 | -0.7151 | -0.7147 | -0.7177 | -0.7173 | -0.7237
4 | 1] 1| 1] -0.7545 | -0.7537 | -0.7517 | -0.7478 | -0.7494 | -0.7513
5 | -1 -1] 1] -0.5233 | -0.5294 | -0.5286 | -0.5278 | -0.5251 | -0.6707
6 | 1] -1] 1] -0.8074 | -0.7336 | -0.7272 | -0.7333 | -0.7360 | -0.8393
7 || 1| 1] -0.7239 | -0.7245 | -0.7223 | -0.7215 | -0.7247 | -0.7214
8 | 1] 1| 1] -0.7736 | -0.7515 | -0.7562 | -0.7549 | -0.7560 | -0.7576
R1 | 0] 0 O] -0.7216 | -0.7358 | -0.7341 | -0.7396 | -0.7995 | -0.7371
R2 | 0] 0] O] -0.7161 | -0.7232 | -0.7200 | -0.7978 | -0.7279 | -0.7281
R3 | 0| 0| O] -0.7416 | -0.7340 | -0.8484 | -0.7400 | -0.8222 | -0.7383
R4 | 0| O] O] -0.7201 | -0.7244 | -0.7282 | -0.7248 | -0.7247 | -0.7298
R5 | 0] 0| O] -0.6994 | -0.6938 | -0.7038 | -0.7009 | -0.7012 | -0.7022
R6 | 0| 0| 0| -0.6974 | -0.7057 | -0.7026 | -0.7076 | -0.7071 | -0.7078

EOn la tabla 5.3.

Los valores del punto crioscopico después de la hidrdlisis se

denominaron Cy, C,, C;, Cy4, Cs, y Cs, Y posteriormente con estos valores se calculd

el promedio de las muestras luego de la hidrdlisis, llamado C. medio.



Lazo Bustamante — Verdugo Tenesaca 96

Con el valor promedio del punto crioscépico de cada experimento se calculd el
porcentaje de hidrélisis antes y después de la incubacion de la enzima. El
porcentaje de hidrdlisis se determind mediante la siguiente férmula:

HY, = L2037 [16]
2,74
En donde:
Y =H"°*1000
o ==C [30]
A
1 =0.9658
f = Valor constante
H° = Grados Horvet
C° = Grados Centigrados (correspondientes a los valores medios del
punto crioscopico.)
Y = Grados Horvet multiplicados por mil.
H% = Porcentaje de hidrdlisis

Con los valores de la matriz del modelo y los porcentajes de hidrdlisis obtenidos, se
determinaron los coeficientes del modelo de regresion, es decir se realizé el

screening.

El screening permitié determinar cuales son las variables experimentales y cuales
las interacciones que tienen una influencia significativa sobre la hidrdlisis de la
lactosa. Cabe indicar que para esto se calcularon los coeficientes de cada una de

las variables puras y los coeficientes de sus interacciones.
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Tabla 5.4: Matriz del modelo y porcentaje de hidrolisis

X Xs  XiXs XoXs XX,X; % Hidrélisis

|
1 1 -1 -1 -1 1 1 1 -1
2 1 1 -1 -1 -1 -1 1 1
3 1 -1 1 -1 -1 1 -1 1
4 1 1 1 -1 1 -1 -1 -1
5 1 -1 -1 1 1 -1 -1 1
0 1 1 -1 1 -1 1 -1 -1
7 1 -1 1 1 -1 -1 1 -1
8 1 1 1 1 1 1 1 1
R1 1 0 0 0 0 0 0 0
R2 1 0 0 0 0 0 0 0
R3 1 0 0 0 0 0 0 0
R4 1 0 0 0 0 0 0 0
R5 1 0 0 0 0 0 0 0
R6 1 0 0 0 0 0 0 0

La regresion de minimos cuadrados [22] proporcioné la informacién a cerca del

error de los coeficientes a priori, es decir, de planificacion experimental.

Tabla 5.5: Coeficientes de la regresion y error experimental

Coeficientes

-10.956| 5.904

Para determinar las variables relevantes para el estudio se realiz6 una comparacion

entre cada coeficiente obtenido y el error experimental.
Las replicas usadas para calcular el error expandido, fueron las correspondientes a
los valores del porcentaje de hidrdlisis de las muestras hidrolizadas, a partir de

estas replicas se calcularon, otros parametros indicados en la tabla 5.6.

Tabla 5.6: Parametros para el calculo del error expandido

Std = 9.931 alfa = 0.025

gl=5 tyugent = 3.1633

Se observa que la variable X; y X, son significativas. Queda establecido el modelo
de screening para el proceso de hidrdlisis:
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Y =68.839+17.453X, +13.928X,

Para comprobar también se utilizé el método de Half Normal Plot. El Half Normal-
Plot de los coeficientes estableci6 que no todas las variables estudiadas en el

screening y sus interacciones son relevantes.

Tabla 5.7: Tabla para el Half-normal Plot

Coeficientes Probabilidad

bs 0.78 7.14
bys 1.92 21.43
D13 5.74 35.71
bs 5.90 50.00
100,00 Hal-Normal Plot de la Hidrélisis
90,00 4
80,00 4
70,00 4
60,00 4
% 50,00
a 40,00
30,00
20,00
10,00

0 240, Y O O I

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00 18,00 20,00

Coeficientes

Grafico 5.1: Half Normal-Plot de los coeficientes
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Determinandose que las variables relevantes para el estudio son la cantidad de
enzima y el tiempo de incubacion, a medida de que se aumenta la cantidad de
enzima el tiempo de incubacién es menor [10]; con estas variables se realizo la

optimizacion de la hidrdlisis.

La optimizacién de la hidrdlisis de la lactosa, se realizé considerando las dos
variables antes mencionadas y se mantuvo la temperatura como un valor constante
igual a 37°C, ya que esta corresponde a la temperatura 6ptima de actividad de la
lactasa, la cual se desnaturalizandose por arriba de ésta temperatura. Sin embargo,
la estabilidad se incrementa notablemente, entre 37 y 83 veces, en un rango de
60°C a 65°C cuando trabaja en leche, llegando a presentar una vida media de
146min a 60°C [14].

Optimizacion:

Para la optimizacion de la hidrélisis enzimatica sobre la lactosa, se realizd
experimentos simétricamente dispuestos con respecto a los ejes de los valores
factoriales de distancia + o del centro; donde o = nf *

Los valores axiales son utilizados para estimar los coeficientes de los términos
cuadraticos, por lo que los valores resultantes fueron +1,414. Los mismos valores
que estan representados en la siguiente tabla con los respectivos valores para la

experimentacion.

Tabla 5.8: Variables y condiciones experimentales para la optimizacion

Variable Unidad Axial (-1.414) Minimo (-1) Centro (0) Maximo (+1) Axial (1.414)

X Enzima | ml/it 0.2 0.3 0.4
X5 Tiempo | min 120 240 360

Para la optimizacion se realizé un disefio experimental de 22, ademas se realizaron
experimentos con los valores axiales y una repica adicional. Los valores obtenidos

fueron:
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Tabla 5.9: Resultados para optimizacion

X, % Hidrolisis

c I
1 1 -1 -1 1 1 1 40.84
2 1 1 -1 -1 1 1 74.37
3 1 -1 1 -1 1 1 75.29
4 1 1 1 1 1 1 87.96
5 1 -1.414 0 0] 1.999 0 62.91
6 1 1.414 0 0] 1.999 0 80.89
7 1 0] -1.414 0 0of 1.999 69.73
9 1 0 0 0 0 0 72.02
SUPERFICIE DE RESPUESTA

PROCESO DE HIDROLISIS ENZIMATICA HELADO TIPO MANTECADO

Porcentaje de Hidrolisis

Variable X1

Grafico 5.2: Superficie de respuesta

Se observa en la figura anterior que no existe evidencia clara de un punto de
maximo absoluto, por lo cual se optd utilizar el método de la maxima pendiente,
tomando como punto de partida el mejor experimento del disefio de superficie de

respuesta, que corresponde al experimento niumero ocho.

Se realiz6 tres etapas sucesivas para optimizar la hidrdlisis, cambiando Unicamente

el valor de k (longitud del paso de cada experimento)



Lazo Bustamante — Verdugo Tenesaca 101

Tabla 5.10: Porcentaje de hidrélisis a diferentes valores de k

Escalado Central Coef. k Escalado Real % hidrolisis
X 0 0.3 8.954 | 0.05 | X1 0.448 0.345
X5 1.414 240 9.299 x2' 1.879 465.476

Escalado Central Coef. k Escalado Real % hidrolisis
X 0 0.3 8.954 10.025( X1' 0.224 0.322
X5 1.414 240 9.299 xX2' 1.646 437.578

Escalado Central Coef. k Escalado Real % hidrolisis
X 0 0.3 8.954 | 0.01 | X1 0.090 0.309
X5 1.414 240 9.299 xX2' 1.507 420.839

Con los resultados de la experimentacion se determiné que el mayor grado
hidrélisis se obtiene con un k = 0,01. Luego se realizaron 5 réplicas adicionales en

las mismas condiciones para obtener los limites de confianza.

Tabla 5.11: Porcentaje de hidrdlisis en las mismas condiciones y con k=0,01

Cé6 C.medio % Hidrdlisis

Rp1 -0.7705 -0.7754 -0.7730 -0.7746 -0.7785 -0.7801 -0.7754
Rp2 -0.7841 -0.8039 -0.8001 -0.8032 -0.8045 -0.8020 -0.7996
Rp3 -0.7896 -0.7883 -0.7877 -0.7892 -0.7898 -0.7924 -0.7895
Rp4 -0.7627 -0.7584 -0.7605 -0.7601 -0.7581 -0.7637 -0.7606
Rp5 -0.7694 -0.7671 -0.7657 -0.7629 -0.7657 -0.7661 -0.7662

Tabla 5.12: Porcentaje de hidrdlisis obtenido

Promedio Desv.est. Gl. Prob. tstudent. Errorexp. L.inf. L. sup.

El promedio de hidrdlisis obtenido fue 98,10%; este valor resultante se considera
alto y en funcion de este se calculd el error experimental, y con ello se determino el
menor y mayor grado de hidrélisis que se pueden obtener, obteniendo como

resultado de la optimizacién de la hidrdlisis, un valor de 88,53%.
5.2. Etapa 2: Optimizaciéon del proceso y producto
En la segunda etapa del estudio correspondiente a la optimizacion del proceso y

producto, se aplicé un disefio de mezclas con variables de proceso. Las variables

consideradas para el disefio de mezclas fueron tres: cantidad de pre-mezcla A,
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cantidad de pre-mezcla B’ y cantidad de pre-mezcla C’; cada pre-mezcla realizada
contenia porcentajes diferentes de componentes puros, es decir de base
hidrolizada, materia grasa y azucar. Por otra parte las variables de proceso que se
consideraron fueron dos: tiempo de maduracion de la mezcla y tiempo de batido de
la mezcla, es decir, el modelo para el estudio fue un disefio de mezclas de tres

componentes con dos variables de proceso.

Tabla 5.13: Matriz de pre-mezclas

Matriz de pre-mezclas
Componentes puros

A
B
Cc

Tabla 5.14: Componentes puros

Componentes puros

Variable Unidad
Kg
Kg
Kg

o|w|>|o

Tabla 5.15: Variables de proceso

Variables de proceso

Variable Unidad | Minimo (-1) | Maximo (+1)
Tiempo maduracién | horas
Tiempo batido min

Con las variables mencionadas se realizé un disefio experimental de dos niveles,
22, para las variables de proceso, y el disefio de mezclas se ajusto a un modelo
cuadratico, que arrojo como resultado siete experimentos para cada uno de los
niveles del disefio experimental, es decir, el primer nivel correspondia a los valores
minimos de tiempo de maduracion y tiempo de batido; el segundo nivel, tenia el
valor maximo de batido y el valor minimo de tiempo de maduracion; al tercer nivel,
correspondian el minimo tiempo de batido y el maximo tiempo de maduracion; y
finalmente el cuarto nivel, poseia los valores maximos para el tiempo de
maduracién y batido. Ademas se realizo una réplica para cada nivel con los valores

centrales.
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Tabla 5.16: Matriz de variables de proceso y mezclas

Matriz de variables de proceso y mezclas

1 0 1A
0 1 0 2A

0 1 3A

P P 05 05 0 aA
0 05 05 BA

05 0 05 BA

0.3 03 0.3 7A

0.3 03 0.3 8A

1 0 1B

0 1 0 2B

0 1 3B

] P 05 05 0 4B
0 05 05 5B

05 0 05 6B

0.3 0.3 0.3 7B

0.3 0.3 0.3 8B

1 0 1C

0 1 0 2C

0 1 3C

P 1 05 05 0 aC
0 05 05 5C

05 0 05 6C

0.3 0.3 0.3 7C

0.3 03 0.3 8C

1 0 1D

0 T 0 2D

0 1 3D

] 1 05 05 0 4D
0 05 05 5D

05 0 05 6D

0.3 0.3 0.3 7D

0.3 0.3 0.3 8D

Teniendo como referencia la formula del helado, de la empresa Dulce Compafiia
CIA. Ltda., se desarrollo una nueva formulacion en la que se modificaron algunos
componentes. Las cantidades de leche comun, leche evaporada y agua, fueron

reemplazadas por base hidrolizada.
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En la formula modificada, la mezcla de los tres componentes: base hidrolizada,
materia grasa y azucar se denomino “pre-mezcla”. Las cantidades de pre-mezcla
A’, pre-mezcla B’ y pre-mezcla C’, se colocaron de acuerdo a los requerimientos de
cada experimento. Valores de componentes como: leche en polvo, vainilla y base

50, se mantuvieron constantes.

Tabla 5.17: Formulacion del experimento 1A

Experimento 1A

Premezcla A 4920
Leche en polvo 600
Vainilla 100
Base 50 150

Tabla 5.18: Formulacion del experimento 4B

Experimento 4B

Premezcla A 2460
Premezcla B' 2460
Leche en polvo 600
Vainilla 100
Base 50 150

Tabla 5.19: Formulacion del experimento 8C

Experimento 8C

Premezcla A 1640
Premezcla B' 1640
Premezcla C' 1640
Leche en polvo 600
Vainilla 100
Base 50 150

El numero de experimentos desarrollados fueron un total de 32; cada experimento
fue evaluado por un panel fijo de catadores semi-entrenados, conformado por 30
personas, hombres y mujeres entre 20 y 35 afios, correspondientes a alumnos y
personal de laboratorio de la Escuela de Ingenieria en Alimentos, de la facultad de
Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Azuay. La evaluacién se realizd
mediante una ficha de catacién, que contemplaba los aspectos mas relevantes e
influyentes en la estructura del helado, como son textura, aroma, sabor,
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homogeneidad (referencia de norma argentina para helado). A estas personas se
les explico el formato de la hoja de catacion y la forma en la se iba a llevar a cabo la
catacién con diferentes experimentos realizados al azar de la matriz de la tabla
5.16. La seleccion de los experimentos a ser catados se realizo aleatoriamente y se

evaluaron 2 muestras por dia.

A continuacion se indica la ficha de catacion utilizada:
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%i_ UNIVERSIDAD DEL AZUAY
hﬁ' Facultad de Ciencia y Tecnologia
Escuela de Ingenieria en Alimentos.

Ficha de cata de helado

Nombre: | |Muestra:

Instrucciones: Al tomar la muestra de helado hay que evitar que la cuchara entre en
contacto con el paladar, se recomienda catar con la cuchara al revés. A continuacién se
debe hacer que el helado recorra toda la boca e incluso los labios. Se debe descartar la
primera muestra y después tomar otra que serd la que se ingerird, y se percibird el
retrogusto que el helado catado ofrece.

Homogeneidad: Uniformidad|l. No hay homogenidad 1 2 3
en la estructura del helado. 2.Poco homogénea
3.Homogénea

Color: La muestra que color|Blanco Intensidad del color

presenta. Crema 1{2]3]4]s5s
Amarillo

Textura en el paladar: 1. Suave y cremosa 1 2 3

2.Suave y arenosa
3. Duray arenosa

Aroma: Olor de la muestra. Se|A leche
considerara 1 como el valor|A grasa
minimo o ausencia del atributo|Vainilla
y 5como el valor maximo. Acido

Rancio

Sabor: Sensacion que el helado]|A grasa
deja en el paladar. Se]Aleche
considerara 1 como el valor|Vainilla
minimo o ausencia del atributo|A metal

y 5como el valor maximo. Rancio

Dulzor: . Insipido 1 2 3 4 5
.Poco dulce
.Normal

. Dulce

. Muy dulce

vl | W N -

Fusion: Presencia de aguaenel|l. Poco 1 2 3
helado. 2. Nada
3. Mucho

. Mala 1 2 3 4 5
. Regular

Evaluacion global del helado:|1
2
3. Buena
4
5

Impresion final del helado.

. Muy buena
. Excelente
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Una vez que se realizaron todas las evaluaciones sensoriales, se efectuaron los

respectivos calculos para evaluar y validar la informacion obtenida.

Cada muestra tenia dieciocho variables respuesta a ser evaluadas (homogeneidad,
color, textura, aroma, sabor, dulzor, fusion, evaluacion global), y en cada una se
tuvo 30 respuestas valoradas. Se trabajo con la mediana de las puntuaciones de
cada atributo, para cada experimento desarrollado. A partir de las medianas
calculadas se determino la funcién de utilidad mediante el programa DART
(Decision Analisis by Ranking Techniques) [31].

La seleccion para la modulacion mediante funciones de utilidad parcial para cada
atributo sensorial se las escogié de manera légica a las caracteristicas que debe
presentar el helado. Es decir una funcion lineal, para aquellas variables que se
deseaba obtener la puntuacién maxima; una funcion normal para valores centrales
y una funcién inversamente logaritmica para aquellas que convenia tener el valor
minimo. Ademas de considerar los atributos evaluados, en la ficha de catacioén, se

tomaron en cuenta los costos de produccion y el rendimiento.

Obsérvese los datos en la siguiente tabla:

Tabla 5.20: DART
Variables Transform Optima Weight Lim.Inf. Lim. Sup.

Lineal Alto 0.050 2.000 3.000
Normal 0.500 0.050 0.000 1.000
Normal 1.500 0.050 0.000 3.000
Normal 1.000 0.050 0.000 2.000
Inv. Log. Bajo 0.050 1.000 2.000

Lineal Alto 0.050 2.000 3.000
Normal 1.500 0.050 1.000 2.000

Lineal Alto 0.050 2.000 3.000

Lineal Nada 0.050 1.000 1.000

Lineal Nada 0.050 1.000 1.000
Inv. Log. Bajo 0.050 1.000 2.000
Normal 2.500 0.050 2.000 3.000

Lineal Alto 0.050 3.000 3.500

Lineal Nada 0.050 1.000 1.000

Lineal Nada 0.050 1.000 1.000
Normal 4.000 0.050 3.000 5.000
Normal 1.500 0.050 1.000 2.000

Lineal Alto 0.050 2.000 4.000
Inv. Log. Bajo 0.050 7.060 15.250

Lineal Alto 0.050 0.000 18.420
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Una vez obtenidas las funciones de utilidad para cada experimento, se determino el
experimento que tenia el valor mas alto de funcion de utilidad, que correspondia al

experimento que mejor se ajusta al modelo propuesto.

Tabla 5.21: Funciones de utilidad

No Exp X1 X2 A B' c' F.U.
1 1A -1 -1 1 0 0 0.351
2 2A -1 -1 0 1 0 0.254
3 3A -1 -1 0 0 1 0.324
4 4A -1 -1 0.5 0.5 0 0.435
5 5A -1 -1 0 0.5 0.5 0.360
6 6A -1 -1 0.5 0 0.5 0.404
8 8A -1 -1 0.3 0.3 0.3 0.452
9 1B 1 -1 1 0 0 0.322
10 2B 1 -1 0 1 0 0.238
11 3B 1 -1 0 0 1 0.139
12 4B 1 -1 0.5 0.5 0 0.342
13 5B 1 -1 0 0.5 0.5 0.360
14 6B 1 -1 0.5 0 0.5 0.315
15 7B 1 -1 0.3 0.3 0.3 0.395
16 8B 1 -1 0.3 0.3 0.3 0.421
17 1C -1 1 1 0 0 0.380
18 2C -1 1 0 1 0 0.350
19 3C -1 1 0 0 1 0.371
20 4C -1 1 0.5 0.5 0 0.391
21 5C -1 1 0 0.5 0.5 0.267
22 6C -1 1 0.5 0 0.5 0.248
23 7C -1 1 0.3 0.3 0.3 0.376
24 8C -1 1 0.3 0.3 0.3 0.408
25 1D 1 1 1 0 0 0.473
26 2D 1 1 0 1 0 0.321
27 3D 1 1 0 0 1 0.358
28 4D 1 1 0.5 0.5 0 0.454
29 5D 1 1 0 0.5 0.5 0.329
30 6D 1 1 0.5 0 0.5 0.315
31 7D 1 1 0.3 0.3 0.3 0.475
32 8D 1 1 0.3 0.3 0.3 0.475

Se realizo el calculo de los coeficientes estimados de regresion para las funciones

de utilidad y se obtuvieron los graficos correspondientes.
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Tabla 5.22: Regresion para las mezclas

Regression for Mixtures: fu versus A B, C, X1, X2

A 0.3767 0.04516 * * 1.599
B 0.3069 0.04516 * * 1.599
Cc 0.2932 0.04516 * * 1.599
A'B 0.1888 0.20757 0.91 0.414 1.599
A*C 0.0193 0.20757 0.09 0.93 1.599
A*X1 0.1928 0.20757 0.93 0.405 1.599
B*X1 0.0159 0.04516 0.35 0.743 1.599
Cc*X1 0.0096 0.04516 0.21 0.842 1.599
A*B*X1 -0.0496 0.04516 -1.10 0.033 1.599
A*C*X1 0.0640 0.20757 0.31 0.773 1.599
B*C*X1 0.0475 0.20757 0.23 0.83 1.599
A*C*X1 0.1440 0.20757 0.69 0.526 1.599
A*X2 0.0394 0.04516 0.87 0.432 1.599
B*X2 0.0181 0.04516 0.40 0.709 1.599
C*X2 0.0609 0.04516 1.35 0.249 1.599
A*B*X2 -0.1000 0.20757 -0.48 0.655 1.599
A*C*X2 -0.2665 0.20757 -1.28 0.268 1.599
B*C*X2 -0.1920 0.20757 -0.93 0.407 1.599
AXT*X2 0.0332 0.04516 0.74 0.503 1.599
B*X1*X2 -0.0215 0.04516 -0.48 0.658 1.599
C*X1*X2 0.0457 0.04516 1.01 0.369 1.599
A*B*X1*X2 0.2320 0.20757 1.12 0.326 1.599
A*C*X1*X2 -0.0455 0.20757 -0.22 0.837 1.599
B*C*X1*X2 -0.0300 0.20757 -0.14 0.892 1.599

* NOTE * Coefficients are calculated for coded process variables.

S$=0.0906548 PRESS =13.8849
R-Sq =77.56% R-Sq(adj)=0.00% R-Sq(pred) =0.00%
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Tabla 5.23: Analisis de variables para fu

Standardized Residual

Observation Order

Regression 23 10.113597| 0.1136 [0.00494| 0.6 | 0.81
Component Only
Linear 2 10.017656| 0.01604 | 0.00802| 1 | 0.45
Quadratic 3 10.013281| 0.01328 | 0.00443] 0.5 | 0.68
Component* X1
Linear 3 10.012452| 0.01125 |1 0.00375] 0.5 | 0.73
Quadratic 3 10.004868| 0.00487 | 0.00162] 0.2 | 0.89
Component* X2
Linear 3 10.004876| 0.02278 | 0.00759] 0.9 | 0.51
Quadratic 3 10.020944 | 0.02094 | 0.00698| 0.9 | 0.54
Component* X1 * X2
Linear 3 10.028368| 0.01473 | 0.00491| 0.6 | 0.65
Quadratic 3 10.011151| 0.0111510.00372] 0.5 | 0.73
Residual Error 4 10.032873] 0.03287 | 0.00822
Total 27 | 0.14647
Residual Plots for fu
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Grafico 5.3: Grafico de residuos
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Mixture Surface Plot of fu
(component amounts)

Hold Values
X1 1
X2 1

Grafico 5.4: Mezcla de componentes

Mediante el grafico se determino que la mejor superficie de respuesta se encuentra
en X igual a 1y X, igual a 1, ademas indicaron que la mezcla de componentes A’ y
B’ son relevantes para el estudio, mientras que C’, casi no es significativa.

Las respuestas obtenidas permitieron determinar las condiciones 6ptimas para la
nueva formulacion: las cuales fueron mayor tiempo de maduracion y mayor tiempo
de batido; las cantidades de pre-mezclas 6ptimas fueron 70% de pre-mezcla A,

20% de pre-mezcla By 10% de pre-mezcla C.

Tabla 5.24: Matriz de optimizacion

Matriz de optimizacion

0.7 0.2 0.1
0.7 0.2 0.1
0.7 0.2 0.1
0.7 0.2 0.1

1.5 1.5

IT|®|mfm
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Bajo estas condiciones se realizaron cuatro experimentos, los cuales también

fueron evaluados por el panel de catadores.

Con los resultados obtenidos de las medianas de los cuatro experimentos
desarrollados, se realizo una comparacién con las medianas de los experimentos
anteriores, la formulacién optimizada dio como respuesta una funcion de utilidad de
0.449, siendo el valor mas alto; lo que nos indica que la nueva formulacion

optimizada fue del gusto y aceptacion del panel de catadores.
La formulacion final del helado se indica a continuacion en la siguiente tabla:

Tabla 5.25: Formula final del helado

Foérmula final

Base hidrolizada 38%
Materia grasa 30%
Azucar 22%
Leche en polvo 8%
Vainilla 1%
Base 50 1%

Las condiciones Optimas para las variables de proceso fueron: tiempo de

maduracion de la mezcla 76 horas y tiempo de batido de la mezcla 22 minutos.

La formulacién obtenida es una alternativa para la elaboracién de este tipo de
productos a nivel industrial, ya que el riesgo de formacion de cristales al bajar la
temperatura por la presencia de lactosa es menor en comparacion a la formulacion

original de la empresa.

El balance de la formulacion final del helado cumple con los parametros
perceptibles al gusto del consumidor como son: poder anticongelante, extracto
seco, dulzor y materia grasa. El helado elaborado tiene como componentes
mayoritarios leche (base hidrolizada) y materia grasa de la misma, estos
componentes brindan al producto las caracteristicas propias de helado tipo
mantecado. Los helados fabricados a nivel local, son elaborados principalmente a
base de materia grasa vegetal, ya que su costo es relativamente bajo y por las

facilidades tecnoldgicas ofrecidas, pues no requieren de un proceso previo, son
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utilizadas directamente en la mezcla, sin embargo este tipo de producto no ofrece

las caracteristicas sensoriales que el consumidor espera.
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CONCLUSIONES

Mediante la aplicacion de disefio experimental y disefio de mezclas con variables
de proceso, se pudo mejorar las caracteristicas sensoriales y tecnologicas del
helado tipo mantecado que comercializa la empresa Dulce Compafiia Cia. Lda. La
formulacion obtenida fue la 6ptima y cumplié con las caracteristicas deseadas por la

empresa.

En la primera etapa del estudio, denominada hidrdlisis enzimatica, se logr6 obtener
el mayor grado de hidrdlisis sobre la lactosa de la leche, cumpliéndose de esta

manera el objetivo planteado en esta etapa:

En la segunda etapa, se utilizé6 un disefio de mezclas con variables de proceso,
para determinar el producto con las mejores caracteristicas sensoriales y
tecnoldgicas, mayor rendimiento y menor costo. Se establecié que el mejor helado
esta compuesto por: 38% de base hidrolizada, 30% de materia grasa, 22% de
azucar y 10% de otros componentes (leche en polvo, vainilla y base 50); mientras
que para las variables del proceso las condiciones oOptimas fueron: tiempo de

maduracion de la mezcla 70 horas y tiempo de batido de la mezcla 20 minutos.

La utilizacion del disefio experimental en el estudio de productos nuevos permite
obtener resultados confiables y repetibles, basados en una experimentacion
planificada y no casual. La aplicacion de estrategias experimentales, permitieron
identificar y controlar variables relevantes para el estudio y optimizacion del

producto.

Para el estudio y optimizacién de un alimento, se demuestra que es fundamental
que el desarrollo experimental sea guiado por una planificacion o disefo
experimental, y que los datos obtenidos sean procesados de tal manera que se

consideren todas las caracteristicas del problema.
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Instituto Ecuaterlane do Mormallzacldn,

Nerma HELADOS DE LECHE. INEN 706
Ecuatoriana REQUISITOS.

BELIGATORIA 1. 0BIE10

1.1 Esta norma establece las caracter (sticas que deben cumplic [os helados de leche,

2. TERMINDLOGIA

2.1 Heladu dedeche. Es el producte Heten elaborado con mesclas de |ecne pastewrizada enlera, semides-
cremsada ¥ descremada, leche condensada o evaporada; ciema e lecne, mantequilia, azdesr, arematizan-
tes, huevos, fruras, juen de frutas v oas praducios peomitidos, sometido a un enfriamissto progresive

fiesla |4 corgelecion adecuada.

3. CLASIFICACION

3.1 Do zoueraca su contenido de raca, los helados se clasifican un s siguientes tipas:

Tipo L. Aelagy o creva. B que cantenga crema, leche, aedear, vainilla, kieeens v oiros productos de
usi perciLidi.

Tipo I Hajpehe ce Jeche. El que contanga leche, azduar, vainilla, husvns: agicionaon o no de nugces,

castanas, avellanas molidas, una peguena porcidn de cofag, ron o kise.

Viper L Helade de frutas. El que cunlenga leche, jugos, néclares o jarabes naturales de las frutas v azicy

4, DESIGKACION

4.1 Dz acuerdo al producio gue In caracterice, el helade serd designado por su nambre,
Ejemplo:

halady de chocolalz,
helado de crema,

helzao fe tomate.

5. REQUISITOS DEL PRODLCTC
3.1 Reguisitus generales

511 H helade dee preseatar un aspecto de masa somidura o masa dura, tn un olor v sabor propin,

{Continga)

-1 1983.028
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3.2 Requisitos de elaborac

5271 Ll helado debe elabgrarse con aeua potable, [eche, crema de leche, hoevos frewcos, frutas, almendras
- - "
u oiras semilias v, Elibl'l'lﬂ.ﬁl ﬁuﬁtﬂnﬁlii F:rlfljtidii e buen estado de conservcsan,  Los heladas e pueslos

a la venta, con nosin pil 5”('_,, deben cstar perfectamente solidificados por el o, Los heladas que tengan

21 s compesicidn hucvas, deben Tener mnimo cualin huevas par kila.

£22 Los helados clasificados segur: el numeral 3, incisos LY v c), deben terer como minime el G050
de leche; los que tcrtgan [rutas @ parts de frotas deben tener el 109 de datas; los gue cengan frutas socas,

nustes, almendras, cacac o chooelak, doben 1=ner coma m nimo 5":';::- de é—:Lm; Iz que eengan rom, cuﬁal:,

ceberin contener [0s clormentos correspondientss asu denaminacién.

5.3 Aditivas

531 Podrd agregarse al heladoe, como caloide protector para evitar la farmacién de cristales de hizlo, es-

posanles de uga permitide, como gelatina, agar, alginatos o vema de nuevo.

932 Lios helados ensavados, de ncusrds con las normas ecudtorianas correspandientes, debesin cumpli
con los requisitos gererzles ectahlecidos en |a Tabla 1.

TABLA 1. Requisitos generales del helado

TIFD | TR | TIFPCZ 1
REQUISITOS MIN. g [ M [gas [MIN [wasx|  METoD0 BE
. u,h:' f',n'c: ‘o o Do [ o EMSAYO
i
1
I Pérdida por calentamiernl o | &5 — |liga - mn — IMEMN 154
| Grasa de lechs B a — [ 3 =0 INEFMN O12
| soudos totales 3z — | 28 - kT - INEM D14
Aricares totales 13 — 13 = 13 - INEM 395
Arcidnr * o209 — [ et [l INEM D1z
Colesteral D,lC} = Llop — ' = INEW T2
* Cxpresada en dvido ldctico

533 Los wes tipes de helados, clasificadas en e pomeral 3, snsayados de acuerdo con ias nommas ecua-

Lew lanas correspondientes, deherdn cumplir con los reguisitog |'|1i.".,|'ﬂ::1i-.“||-:"|gjﬁ‘.-:. estibilecicdas en la Taba 2.

TABLA X, Requisites microbiclogic os

TIFG ! | TIFGH W TiFG N
AFGLISITOS METOQDZ DE
MAK g QLN M AN EMSAYD
Bazlerias aciivas S0 oooD Joand 30 oo INEN L7
Cai:lwrias colifarmes 5 b 5 IMEM 171
Eac:ﬂ'ias pathyernas neg neg ey IMNEN 720
Honges y levaduras ey req neg IMEM 172
. fCantings)

e 19E2-03
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* 6. REQUISITOS COMPLEMENTARIOS

(.1 Lrwasade. L Feludo debe acondicionarse en envases cuyo material, en contacto con el producie,

sea resistente 3 SV BCCIEN v nwalrere las caracrerfsticas oigenolépticas dol mismo

6.2 Rowlade. Ll rétula o la eriqueta del envase detie incluic en caracierss legibies, la siguiente intormacion:

a] nombre del producie v gl parcentaje de grasy,
bl marca registrada,

¢l mdmers de lote,

d] razén social de la smpresa falricante,
yolurmen i lros

&) masi nela en gramos a kilogramos. Relacién = — ———————— nin dehe exceder da dos,
rmasa en kilos

) techa de laorcacion ¥ fismpo mdsimo de consumn,
g} aditivas ahadidns,

h]  mienerao de Registro Sanitaria y fech de emsian,

i} palsyoivdad de origen,

T jb forma de conseracidan,

6.3 La comercializacidn de oste producto cumplird con Io dispuesta en las Regulacionss v Resolucicnes

dictadas, con sujesicn a la Ley do Prsas v Medidas,

7. MUESTRED -

7.1 El muestren se realizard de acuerdo con 1 Borma INEM 004,

fConatingal

-3 - |89R3-038
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APEMDICE Z
Z1 NODEMAS A CONSULTAR

IMFR HIR . el 2 Proguctos Liciacs, Diefiniciones,
INEN 004, Leche y Praductas Lictoos Muestreo,
IMEM 012, Lechs p proceios idetsos. Dessrminacidn del contsnido de grass,
INEM 013, Loche y proe ros fdctecs. Determinacion oe soidez Hiulahie,
IMEN T4, Leche v productos licteos. Determinscion e sdlidos totales y cenizes,
INEN 184. Mantaquily. Detcrminmeidn g pdegics Dor calentamieig,
INEM 170, Maveequiila. Gérmenes comunss
IMEN 171, Mantsouiliy. Comtaye o bacterias cofifommes.
IMEMN 112, Mantequitta, Levaotrg p honges
INEM 398, Conserves vepetsivs. Oetermimacin de asdcarss,
IMEM 72, Leche p producios Metses, Deraminscidn de bacternas D e g

INEN T, Loche y prosuctos Mdoteos. Determinaeida del ¢oksterol,

2.2 BASES DE E5 10D

FAQ - Food and nulrition pepar. Manuals of focd quality contral, 3 commoditics. ICE cream. Food and
Agricultura Crganization of the United Natiors. Roma 1979,

Fenrmac Sanitarias de Alimencs OFSARNPAN ALUTE 0% - 0% - DOB. Helavur y sorberes. OFSfOMS OTf-
el Sanitaria Pananericana. Washington 1975,

Code of Teaeral Regulations, 41 Food and ditigs. fes e office of Froersl Register National Archives
angd freords Service Gengred Admimistaton, Washington 0.0, 1977,

Awrelin Revil 2. Tecroiogra de fa jeche, Procedimianta, ranfscturr pardliss. Helsdos y sovbetos. Cen-
trx Regional de ayuda téonics. Méxica, 1959,

WinEn AL, Andiisi de alimantos  Heladao A B4 Editgrizl Hispano Americane, Barceiona, 1358,

ICE Crezm ard eup cap, Simplified practice racommendation £ 1372 - 96 LS. Departament of commesce.
United States Goverment printing office. Washinglon, 1936.

_4 19332 E
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INFORMACION COMPLEMENTARILA

La Morma IMEM 706 fue semetida 2 Consulta Poblica de 1982-03-15 4 198205-28 y se tomaron on cucnta

todus las observaciorss racihulos.

Lz norma en referensia oe esludiada por &l Sulznanicé Técnico AL 03,01 LECHE ¥ PRODUCTOS LAC-
TEQS y apiohada por éste en 1982.12.22,

Formaroa parte dzl Subcomitg Téonico las siguieniles peraondss

IMTEGRANKTLS: ORGANIZACIHIN REFRESENTADA

Sr. Joffre Wirth kEspinnaz AIPLE

lng. Roberte Fiallos USIVERSIDAD TECWICA DE AMEATD

Dr. Jost Hanna INDHIL AL — AIPLE

Dra. Terssa Avila LARGRATORID MUMICIPAL 1E HISIEME
Ing. Melsen [aramillo INSDTEC

Ing. Pakricic Lbprz COMERCIAL DAMLESA

Dra. Yolanda (e Fueaces INLDLECS A

Nra. Fasa de Ledn INSTITUTO 1AQUIETA PERET (Cuita)

Drus, MAnica Sosa de Galdrrare INSTITUTE [ZQUIETA PERLS (Chaita)

Dr_ Gustavo Guer MIMNISTLEID DE 5ALLUD

Dira. Magdalera Bius : : MIMISTERIO DL SALLIL

br, Alberto Preafo ’ MIMISTERID DE AGRICULTURA

Ing. Eduach Harralde LA AVELINA

Dira. Leonor Orogco IKEM

Estz norma fue aprupada por el Conseje Directivo del Lsticoea Ecuatorians de Mormalicazion, INEM, an

sesien de 198340614,

FI sefiar Ministre de Industrias, Comercio ¢ Integracion avtorizd v oficializé ests norma con ol cardeter de
CRLIGATORLA, medianne Acwerdo No, 447 e 198304007 |, ouhbl iczdo en el Fleg'zs:ra Official Ma, 379 de
19830915,



Lazo Bustamante — Verdugo Tenesaca 128

J’f;'/ ‘ o t

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Tuite - Eouader

_____ T

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN D:2003

Tercera revision

LECHE CRUDA, REQUISITOS,

Frimern Lakicinon

SO LGLE, SFECINCSA TSNS

UESCAIPTARFE - &l vpndes, prcducivs [attens, sene srads, eagqulsitee
Loc ALOIOT2G]
L COL; 637,135
R P R )
[ BT [T ] . ] .
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INFOBRMACION COMPLEMENTANLA

A —— TEULO: LECHE CRUDA. REGUISITOS Cinlizn:
PTE IHER 2 AL G1,0]-401
Trics s revisr
SIRIGINAL:

Fecho de teaciacion del oslecia

PREVISION
| e de aprobacidn anteriar por Consgjo Direclive
L ziilizaoan com el Cazsactier de Oibligeioria
por Acierde Mo 45 de I9RT-GS5-14
pubtlizido en ol Repisiro Ghicial Mo, Tin de 1987-07- 10

Frete de iniciazion del estudio. | 990 008

Fechas e consp o peehlizn as i

Subsunnnd Téeren LETTE Y PRODLICTTOS LACT OS
Fecha de irmcecian -5
Incprimies gzl sulbcon? T eonicw,

Fecin de pprokacion: 1931 ]-24

MR IEIRES: INSTITUCION REPRESEN TALMA:

Tnp Petnoia Laostda IFLAE ALl

Lz Lise Grenreno s8 ' resdennti g PARTELURIZA00OMA LT
g Mo Cenbr COMNEDHCIO ALIMEC

L Mo Evgon st ban LU HEAA AR A-_ AR
TR -"l.I||||.|l|' Fueines PPaimga LAl

PROLCCTOR EL RIDSCD-0AY AMEE

ASDTIACION NE GANANTRDS DF LA SIERRA ¥ AR 47018
R e LTS Tel I E i et e X PR Tl E Ll Te W R S TR

Pl ACERL-CUEN A

T Hécear Homizdes
Leceh Tach Adllon Castilln
T Ierona Aol

g Jed Tt

Lir. Jorger Coker oo FESTLE BECLI AL R

lige mbozele Bl DA S-CAYANMBE

I Fang Wil erde PREOLAC-RIOBARMEA

lig Rzia A Validneosn IMIPLSTRIAS LALCTEAS TONI

Ing Mermiane A Totres SERAMMAL

Iz Diho Dinesrrze Hables CEMTRE DE ADIESTRAMIENTO LECHERD

Lz Sundra Cousrne PILORICTOR LACTEDS S8 ANTOMID

I Mlamen Sesa de Gadirrega IMATITUTO A CIONAL DE HIGIENE LEQPOLDCH i QUILET A
FEREZ-QINTO

Dar Sisela Dandvenr Wern FRGOUCTOS GEL KIGSKD

Ing. Rnagqacz] Buaron INDUSTRIA LECHERA CARTHI

Tlee Porncrs Aciiler PFRODUCTOS LACTEDS SAN ANTON|D

Tign Josd Nefes: PASTELREZADORA QLT

[ng S hia Eahancn FaRbALAT

D Guaravs Rigeo Tapia IMDUSTHRIAS LACTEAS TOKI

g, Mliroeln Frocel Rables CONSDRCIS ALIMED

g Jorge Adee Gones MESTLE- ECUADUR

Inp Hernane Corcs FalhALAT

L' Hermgie Rnfrin DIRECCTON DE HIGIENE MURICIPAL

Tng Jrage Toms ARGCIACION DE GANADENRDS DE LA SIERRA ¥ EL DRIENTE

Cea Mapda Salies RMINISTERIC DL SALUD PUBLICA

e Balivar Cana (Seeretnria Téenica,  [KCW

Coras i Wt

g dol INEN aprohs es1z provecto de nanna en scsicn del 2002-10-22

El Counssjn Mireg

GFILi:IIimri:lJ;_Ul'.ln' Dblignrons Por Aoszrde Mimsierial Noo 02 200 del 2007-12.26
Repistro Qfcial Moo 73¢ gel 10050027
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APENDICE Z
CUMENTOS NOBMATIWOS A CONSULTAR

TE INEM 4. 1984, feche y productor Wotens. Muestreo, Frimers
FEvrEin. =
WTE IMEW 11: 1984 Leche. Delerminacidn oe la densidad  refativa,
B Frirmera revisidn

WTE IMEN 12: 1973, Leche. Determinacidn del conreaida de rats.
{FIE NTE IMCM 13, 1984, Leche, Defermimenidn g fa aeider Kndabie.
Frimerg revisidn
torjora MTE INEN 14: 1904, feche. Oeferminaciin oe sdiidos roraeles p
L el CESLI S Frimngrg Feeisidee.

orfana MTE IMCM 15: 1273, Leche, Derarmyrscidn dof s ge congalacidn.
:' ana WMTE (MER 16 1804, Leche. Derernvnacein B8 proleims, Primera revision
Alpriana WTEIMEW 18 1873 feche Ensayes de redvciasas.

Ecﬁatnruana RTE IMEN 1 BO00ED0T, Leche. AMEoros e ensapo cualtsnuvos pars la
™ gdatermingandn de fa calicad,

A.618 Antimvcrodvad Drops w ML Macroheal Recepror Assay. First Action 18005,

pe

Reglamante dea lesha v prodecics lMotess. Decreio Ejecutivo Moo ZB00 de 19540801, Hagiswo
COficlal No. 802 de 1984-D8.07

.H_

Z.2DASES DL EETUDIOD

Morma Veneralana COVEFRIM B03:893 |1TH). focne pasnmarrads Domision Vonezpiana e Mowmas
Imclustriales. Caracas, 1900,

Codombeanag HTE BOG-53 Progurros Hacrens P echre Sarere Pacregrracda Inetifoge

Horma Teécrica
Tarmetmioy pertomelan LV T Gpnrady e Bemcca et 2 2405

Colombiane A Weoames

Arsociation of Cifigigh Anghyiical Chamists Cffeorg! Methods of Anglvsis., 15T Edition,, Yal, 2,1 980,

06072

L 1
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6. INSPECCHON

E.1 Muestreg, Bl muestien debe realizarse de acuerdo con la NTE IMEN 4,

TabLh 2. Clasificacién ge la leche cruda Jde Aouerde al TRAM o al contenide de micraorganismas

Contenida de microorganismos aarohias

D irvay malag

FMernos de 30 min

tisde & x 10"

Cateyora Ticrepo de Reducsidn el Azul de
Metileno mesd{ios
[T AR HEP LUIFCem?
A (bvena) tds e = horas* Hpsta b = 1%
f H rreaularl Do 2 a b horas Desde 5 x 10%, hasa 1,5 ¢ 10°
 smalay Do A0 psine g 2 horas Desde 1,5 x 10%, hasta 5 X 108

B Fhpds dnbsres B I8 [RARRSTA S8 RARERPSANIAR B&F 15 AUs B8 FARATIARTR BU identifizarsdn khsim e MTE IMEN 1503,

o iizial

I 1.09%
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REQUISITOS 4 'UNIDAD | MIN. MAX, METODU DE
X ENSAYD
Drnsidad relativa: -
515 ne . IICEH 1.':'-\'-'3- MTE INEM 11
i a0 = 1.0706 1,032 .
Muleria prasa ol 4.2 - WTE INEMN 12
Acider pulabln camo deicin S limiy] 013 | (WY MTE INEM 13
I ticg
Stlicos totales it bl L ' MIE INEN 4
1 Ealdes no grascs S hndmb i,z : -
Conizas Flmaml | 0,00 0,30 MTE INEM 14
Funra de congelacidn ipomno = S0 B36 0,612 KTE IMEM 15
[ sriasctoicol ©* i -0, BES -0, 530
Froeinaz Farmdmi 10 MTEINEW 16
Ensayu de redogiagn lagul de i Z MNTE IMECM 1B
ruetilene]
Aepcedn de sl bidas fva e coaguiad por l2 adicidn Ce wn MTE INEN 1 B30
protence (b de aloohcl| voiumen gual e aleohnl reatro da 85 %,
€ peso o 75 % oen voiumen 1
Pressncia e couservantas - enativo MTC IMEN 1500
Miesencia due neutaliranest - [egatvo
Presongoa de adulierantas” - Megativo
Aonnbidncos
R et ricns Al . | i A0AC -058,08
IE1rﬁciclan £ il : :: 16 E4. Val, 2
sulas g 3 100
R —— SR— ) s
©olreneia rnne sl saetoedo de sdlidos 1ekles y ol conluvaido da presa.
T ancarsanres tormnalte eda, peddodo de videdgiene, elore, Ripoderies, glorgrangs v dedsida de slurn
2l Newarshz acvies o 2o ana carbicomlos, sdeda o da gading iab-:\-r\as da Dups cuhdas
I Sduttersndess Hanna g sevdang s soluciones revzaradns a soluc-oros selnss, cosientes, lache an polee. Suera,
Qe eETrEns, 1
FERL = H A gonde (= 08608
II__-'-_'"-HFF_'" Tidm bt LA i T

L4 Renuisilos coreplementariog

B4 Bl almacenanieets, envisada y ranspanie de o leche entora gruda Cebe realizarse de eeuerdn a
s sefiln el Beglarenes de echa yvoproducios Aeinos,

i rConengal

2007-02%
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4.2 La iecha cruda despuds del ardefo del:e ser endrizda lo mads pronto pasibla, aimacenada y
sorgpartada bama 1as centros de scaplo o plantas procosadoras en o recipientes  apropiados
Autonzains por la autoricad sarilaria compeena,

4.3 Er les cenbas de pcopio b leche oreds debe ses fiicrada v enfriada con agitacicns constante hagla

ura lemperalura no superior g 10°C,

5. REQUNEITOS r
La leche eruda debe curmplic con los siguieres requisilos:
5.1 Requisitos orgorolépticus (ver nota 3
5.1.% Catar. Telke ser blango ppalescente o iperamente amarillenio
51,2 Qvar. Diebz sar suger, Boled corpclerlstice, libre de olores extrafos. :
5.1 2 Azpecra. Dehsa sar hamogénaa, liore d= materias extranas
5.2 Reyguisios lisicos y qulmicos

0.2.1 e lasha eroca, de acuerdn cor 175 narmas aouatorianas coorespondientes, deba cumply con las |
espastcanioness gue seondican en g 1ebla 1.

B Herpnsites coecrobooftgicos
031 Segun el ecopnle pskele oo oplacp wledem? de microorpanismos aerobios mesofios,

cletermegie de acoede: oot WTE INEN 1520-5% la feche cruda se clasitica en cuatro categorlas, ssgun
etz oo tahis 2

B2 La valde; cle cuolguierd de lps equisigas de la ranla 2. estd condicionada & la comprabacidn de
SUGTANTIES SOrSerennies o neuralzneias,

i
.
]
NITA T, Sa podrin prasenis vargciones an csins caracipriensas, an luncién Ge In roza, esiecan climatics o slinaniecicn: (.15
eslaz ra deberan alssier signilicalivemants Tas curocteilslicas ssnsoides indicedas
i

fCantinaal

e : £ = =
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