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RESUMEN

Loépez, Carlos. 2001. Curvas de calibracion y validacion por espectroscopia en el
infrarrojo cercano (EIC) para leches fluidas. Proyecto Especial del Programa de Ingeniero
Agréonomo, Zamorano, Honduras. 31 p.

La tecnologia EIC (en inglés NIR, “Near Infrared Reflectance”) usada en andlisis
cuantitativos de productos intermedios y finales, elimina los costos por reactivos,
cristaleria e instrumental de los métodos quimicos convencionales y sin costo ambiental.
El estudio se realizo de abril a octubre de 2001 en Zamorano. El objetivo del proyecto
fue hacer curvas de calibracion EIC y validarlas para estimar el contenido de proteina,
grasa, azucares y humedad en leches fluidas y comparar sus costos con los métodos
convencionales. Se utilizaron 120 muestras de leche: entera, descremada, homogeneizada,
sabor a chocolate y sabor a fresa para la calibracion del instrumento. Para la regresion se
us6 el modelo de cuadrados minimos parciales modificado, obteniéndose un R* de 0.9740
y un error estandar de prediccion (EEP) de 0.058 para proteina; un R* de 0.9894 y EEP de
0.305 para grasa; un R* de 0.9423 y EEP de 0.749 para aziicares, un R* de 0.9673 y EEP
de 0.952 para humedad. Para validar las curvas se analizaron otras 30 muestras y se hizo
una prueba T de diferencia de medias, resultando que los valores reales y estimados no
son significativamente diferentes (P>0.01) para proteina, humedad ni aztcares. Usando
métodos convencionales, el costo de analizar proteina, humedad y azlcares es de 13.2,
2.17 y 6.8 ddlares, respectivamente, en cambio usando EIC el costo por componente es de
5.5 dolares.

Palabras claves: Azlcares, espectro, grasa, humedad, proteina, regresion.

Abelino Pitty Ph. D.
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1. INTRODUCCION

La composicion de la leche es un factor importante en la industria lactea, el contenido de
grasa y proteina de la leche tiene importancia econdomica porque, en la mayoria de centros
de acopio, la leche se compra basandose en la cantidad de esos componentes y células
somaticas. La medicion diaria de la composicion de la leche se esta convirtiendo en una
importante fuente de informacién para el manejo de toma de decisiones y podria ser una
herramienta de mucho valor para la industria lactea (Carrillo ef al., 1993).

Una disminucién del contenido de grasa en la leche puede indicar un desbalance en el
forraje o concentrado utilizado en las dietas (Hawke y Taylor, 1995). El contenido de
lactosa en la leche es muy estable y una desviacion podria ser usada como un indicador
adicional para el diagnostico de mastitis. El contenido de proteina de la leche es un
pardmetro individual para cada vaca, el cual cambia segun la etapa de lactancia y cuando
la cantidad de células somaticas incrementan. El contenido de proteina puede ser usado
como un indicador de la energia suministrada a cada vaca, asi un contenido bajo de
proteina en la leche indica una deficiencia energética.

Los métodos analiticos de rutina usados para la medicion de la composicion de la leche
son destructivos, de precio alto, consumen mucho tiempo de trabajo y dafian el medio
ambiente. En la actualidad hay varios instrumentos que se basan en la espectroscopia en
el infrarrojo cercano (EIC), NIR en ingles (“Near Infrared Reflectance”) para andlisis de
leche como lo es Milko Scan y el EIC con sus respectivas curvas ya calibradas y validadas
(Tsenkova et al., 1999).

1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA

El costo de realizar un analisis proximal haciendo uso de la metodologia convencional y
considerando Uinicamente reactivos y cristaleria es de 280 lempiras (18 US $) por muestra.
Si a estos costos se afiadiera la mano de obra y la depreciacion del equipo, los precios de
servicio serian mas reales. Ademas, al momento de realizar las pruebas de proteina,
humedad, grasa, cenizas y lactosa se invierte un tiempo de 1 a 3 dias laborales y se
obtienen productos de desechos, como 4cidos, detergentes y gases irritantes, que se
descartan al acueducto sin ningun tratamiento, considerandolos como fuente primaria de
contaminacion del agua y aire. Hasta la actualidad no se ha hecho ningun estudio para
medir el dafio ambiental que se ocasiona.
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1.2 ANTECEDENTES

El Laboratorio de Composicion de Alimentos del Instituto de Nutricion de Centroamérica
y Panama (INCAP), ubicado en la ciudad de Guatemala, usando la metodologia
tradicional cobra en promedio 192 US $ por muestra para etiquetado nutricional que
incluye humedad, cenizas, grasa, proteina, carbohidratos, sodio, vitamina A y C. El valor
de carbohidratos lo obtienen por diferencia, de manera que el resultado no siempre es
exacto.

En los Estados Unidos algunos de los laboratorios de analisis de alimentos han sustituido
el método convencional por una tecnologia de espectroscopia en el infrarrojo cercano,
bajo el principio de la reflectancia difusa, util para la medicion de proteina, grasa,
humedad, cenizas y azucares de cualquier muestra, siempre y cuando tengan la curva de
calibracion especifica para productos y componentes. El tiempo para realizar este analisis
es de alrededor de 30 segundos por muestra (Wehling, 1998).

El precio comercial de medir cada componente de interés de una muestra de alimento es
en promedio US $10 - 12 usando la tecnologia del infrarrojo cercano. En el caso de los
métodos convencionales el precio comercial para proteina (Kjeldahl) es de 30 US §, 15
US § para grasa (Mojonnier), 10 US $ para humedad (horno) o cenizas (incineracion).

1.3 JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

El hato lechero de Zamorano tiene un nivel de produccion de 2,150 litros de leche cruda
por dia que son vendidos a la planta de lacteos, supliéndola en un 86 % del volumen que
maneja y alrededor de 400 litros son comprados a productores. Se estima que en el afio
2,006 el nivel de produccion llegaré a 4,150 litros por dia.

En la planta de lacteos, la leche cruda que se recibe se destina para varios procesos de
elaboracién de quesos y leches fluidas, para estas ultimas los productos de mayor
demanda son: leche homogeneizada (a 2% de grasa), leche sabor a chocolate y leche sabor
a fresa. Considerando una expansion en la produccion serd necesario establecer un plan
de control de calidad, en donde la tecnologia EIC serd una pieza importante para
monitorear la composicion del producto durante el procesamiento y garantizar la calidad
del producto final. Conociendo la composicion se podria calcular indices de rendimiento
de la materia prima y saber asi en que partes del proceso se tienen pérdidas.

1.4 OBJETIVOS

1.4.1 Objetivo general

1. Calibrar y validar el instrumento SY-3650-11, Analizador versatil de bebidas y
alimentos, para leches fluidas.
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1.4.2 Objetivos especificos

1.

Determinar la composicion de proteina, grasa, humedad y azucares de leche entera,
leche homogeneizada, leche descremada, leche sabor a chocolate y leche sabor a
fresa, utilizando técnicas convencionales.

Determinar si los lotes de produccion son homogéneos.

Establecer y validar las curvas de calibracién EIC para proteina, grasa, humedad y
azucares de las leches.

Determinar y comparar los costos de los analisis EIC y métodos convencionales.
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2. REVISION DE LITERATURA

2.1 GENERALIDADES

2.1.1 Definicion de leche

El Instituto Centroamericano de Investigacion y Tecnologia Industrial (ICAITI) da la
siguiente definicion: “Leche fresca de vaca es el producto integro, no alterado ni
adulterado, del ordefio higiénico regular, completo e ininterrumpido de vacas sanas, que
no contenga calostro y que esté exento de color, olor, sabor y consistencia anormales”
(Revilla, 2000).

2.1.2 Composicion de la leche

Seglin Revilla (2000), la leche es un alimento de primera necesidad para el ser humano y
su valor alimenticio depende de la clase y cantidad de nutrimentos que estén presentes. La
industria lactea necesita conocer cada uno de sus componentes para el desarrollo de
nuevos productos que garanticen y conserven el valor nutricional.

Los constituyentes de la leche se agrupan en agua y solidos totales (ST), este ultimo se
divide en solidos grasos (SG) y so6lidos no grasos (SNG). Los solidos no grasos se
conocen también como sélidos del suero de la leche (SS), solidos del plasma (SP),
extracto seco desangrado (ESD), extracto seco magro (ESM) y esta formado por los
carbohidratos, proteinas y sales minerales (Revilla, 2000), la proporcion de estos
componentes se muestra en el Cuadro 1.

Segun Revilla (2000), la leche difiere en su composicion y los factores que la hacen variar
son: especie, raza, ordefo, tiempo de ordefio, cuartos de ubre, periodo de lactancia, estado
nutricional, composicion del alimento, estaciones del afio, temperaturas ambientales, edad,
salud de la ubre, enfermedades en general, condicion de la vaca en el momento del parto,
cambio de sistema de ordefo, ejercicios, hormonas, drogas, seleccion genética, periodo
seco de la vaca e iluminacion.



18

Cuadro 1. Composicion porcentual de la leche.

Componente Rango Promedio
Agua 79 -90.5 87
Lactosa 35-6 4.9
Grasa 22-8 3.9
Proteina 2.7-4.38 3.5
Minerales 0.65-0.9 0.8

Fuente: Revilla, 2000.

2.1.3 Importancia de los constituyentes de la leche

Agua. La mayor parte del agua de la leche se encuentra en forma libre y sirve como
medio de solucion, dispersion o suspension para los otros ingredientes, quedando asi éstos
bien distribuidos y asegurando que en pequeias cantidades de leche se puede encontrar
casi todos los nutrimentos.

Grasa. Segln Revilla (2000), la grasa de la leche es compleja porque esta formada de
varios compuestos con caracteristicas especiales que estan ligadas con la calidad de la
leche. La grasa tiene una importancia econémica, nutricional y funcional.

Si el contenido de grasa es alto, arriba del promedio (3.8 %), esta caracteristica es
compensada con un incremento en el precio del producto. Nutricionalmente la grasa de la
leche es de facil digestion porque la mayoria de los &cidos grasos que la forman son de
cadena corta y son un medio de transporte de vitamina A, D, E y K. Este tipo de grasa le
da el sabor tnico a la leche, ademas imparte una textura suave y fina a los productos de los
cuales forma parte y aun en la actualidad no se ha podido reemplazar por otro tipo de
grasa.

Proteina. Las proteinas de la leche tienen un alto valor bioldgico y son de importancia en
la manufactura de quesos, leches en polvo y en otros productos lacteos con alto contenido
de solidos no grasos. Las proteinas de la leche estan formadas por aproximadamente 78%
de caseinas, 17% de proteinas de lactosuero y 5% de sustancias nitrogenadas no proteicas
(Revilla, 2000).

La caseina puede ser precipitada de la leche por medio de acidos débiles, alcohol y por la
adicion de enzimas de origen animal o microbiano. La caseina es importante en la
industria de quesos ya que representa el 30 % del producto terminado; ademds en la
industria del papel es utilizada como repelente del agua y como agente que une y da una
superficie lisa a este producto. La caseina es util también en la manufactura de plasticos
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inflamables, peines, hebillas, botones, bolas de billar e imitaciones de hueso y marfil, por
estas razones la medicion del contenido proteico en la leche es util para los procesos
técnicos (Revilla, 2000).

Lactosa. La lactosa representa cerca del 4.9 % de la leche, lo cual equivale al 98% de los
carbohidratos que contiene ésta. La lactosa es esencial en la elaboracion de todos los
productos lacteos fermentados y maduros porque sirve de energia para los
microorganismos, ademas contribuye con el 30% del valor energético y da textura y
solubilidad a productos congelados. En los productos tratados con altas temperaturas,
ayuda a mantener el sabor y color de éstos (Revilla, 2000).

Minerales. “El porcentaje de minerales en la leche, normalmente es mayor que el que se
encuentra en las cenizas provenientes de este producto; debido a la oxidacién de algunos
elementos durante la incineracion. Esta diferencia puede ir de 0.9 % en la leche a 0.6% en
las cenizas” (Revilla, 2000).

2.2 ESPECTROSCOPIA EN EL INFRARROJO CERCANO

La espectroscopia es el estudio de las interacciones entre la energia radiante y la materia
(Fessenden y Fessenden, 1982). La espectroscopia infrarroja se relaciona con la medicion
de la absorcion de diferentes frecuencias de radiacion infrarroja por alimentos u otros
solidos, liquidos o gases. En 1940 la espectroscopia infrarroja se convirtid6 en una
importante herramienta usada por cientificos quimicos, en la identificacién de grupos
funcionales de compuestos organicos. En 1970 fue introducido comercialmente un
instrumento, basado en la reflectancia en el infrarrojo cercano, para determinar en forma
rapida el contenido de humedad, proteina y grasa en granos de cereales y otros alimentos.
Actualmente es ampliamente utilizado por la industria para hacer andlisis cuantitativos y
cualitativos de alimentos terminados y en proceso (Wehling, 1998).

El EIC ha demostrado ser una herramienta exitosa en agricultura y en la industria de
alimentos, por su rapidez y conveniencia, en los andlisis proximales y para el control de
calidad de varios productos (Osborne et al., 1993). El EIC incluye ventajas como
simplicidad, velocidad y medicion simultanea de un nimero de constituyentes de interés.

2.2.1 Principios de la espectroscopia en el infrarrojo cercano

La radiacion infrarroja es energia electromagnética con longitudes de onda (A) mas
grandes que la luz visible, pero mas cortas que las microondas. Generalmente las
longitudes de onda usadas en el infrarrojo van de 0.8 a 100 micrémetros (um) y esta
dividida en la region del infrarrojo cercano (0.8 a 2.5 pum), el infrarrojo medio (2.5 a 15
um) y el infrarrojo lejano (15 a 100 pm). La region del infrarrojo cercano y medio son
utiles para analisis cuantitativos y cualitativos de alimentos (Wehling, 1998).
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La radiacion infrarroja puede ser medida en términos de frecuencia, la cual es util porque
la frecuencia estd directamente relacionada con la energia de la radiacion por la siguiente
igualdad.

E = hv
Donde E = energia del sistema h = constante Planck.
v = frecuencia en hertz.

La frecuencia es cominmente expresada como numero de ondas (v), el cual es calculado
de la siguiente manera.

v= 10"/ en pm)

Seglin Baltes (1990), la radiacion infrarroja puede excitar a las moléculas, sobre la base de
que las distancias de los atomos en las moléculas no son fijas, sino que asumen una
posicion de equilibrio permitiendo asi vibraciones con estiramiento o deformacion de los
enlaces individuales. Segin Wehling (1998), una molécula vibra cuando hay una
distribucion de su carga al absorber energia y el momento dipolo eléctrico cambia durante
la vibracion. Las vibraciones que se provocan al haber un cambio en el momento dipolo
producen movimientos de estiramiento y plegamiento.

El nivel de energia para algunas moléculas esta dada por la siguiente ecuacion:
E= (v+ %) (b/21) (Vk/(mIm2/(ml+m2)))

En donde v = nimero de vibraciones contables h = constante Planck
k = fuerza constante del enlace o puente
ml y m2 = masa de los atomos involucrados en la vibracion.

Segtin Wehling (1998), la frecuencia de la vibracion es directamente proporcional a la
fuerza del enlace e inversamente proporcional a la masa del sistema molecular. Cuando
una molécula aumenta su nivel de excitacioén a un primer estado, la frecuencia es referida
como absorcion fundamental y cuando llega al segundo o tercer estado es referida como
sobretono.

2.3. REGION ESPECTRAL DEL INFRARROJO CERCANO

Las longitudes de onda en la region espectral del infrarrojo cercano son de 0.7 a 2.5
micrometros (um), lo que equivale a 700 — 2500 nandémetros (nm). Los instrumentos
comerciales disponibles para analizar los componentes de los alimentos usan la
espectroscopia infrarroja a través de la técnica de reflectancia difusa.
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2.4. PRINCIPIOS DE REFLECTANCIA DIFUSA

Segiin Wehling (1998), cuando la radiacion infrarroja golpea un material sélido o
granular, parte de esa radiacion es reflejada de la superficie de la muestra y este espejo de
radiacion es llamado reflectancia especular, esta porcion de luz tiene poca informacion de
la muestra.

“La mayoria de radiacion de reflectancia especular es dirigida de regreso hacia la fuente
de energia. Otra porcion de esa radiacidon penetrard a través de la superficie de la muestra
y serd reflejada por varias particulas de la muestra antes de que salga de ella. Esto es
referido como reflectancia difusa y esta radiacion emerge de la superficie en angulos de
180 grados al azar. Cada vez que la radiacion interactiia con las particulas de la muestra,
los constituyentes quimicos pueden absorber una porcion de la radiacion. La radiacion de
reflectancia difusa brinda informacidn acerca de la composicion quimica de la muestra,
como un indicador de la cantidad de energia absorbida a diferentes longitudes onda
(Wehling 1998).

La cantidad de radiacion que penetra y sale de la superficie de la muestra depende del
tamafio y de la forma de las particulas de la muestra. En muestras de forrajes el grado de
molienda afecta el espectro EIC.

2.5 BANDAS DE ABSORCION EN EL EIC

Las bandas de absorcion observadas en la region EIC son primariamente por sobretonos,
por lo tanto las absorciones tienden a ser débiles pero lo suficientemente intensas para ser
observadas en la region EIC. Los grupos funcionales que tienen un atomo de hidrégeno
unido a un carbono, nitrogeno u oxigeno son grupos comunes en los principales
constituyentes del alimento, como lo son el agua, proteinas, lipidos y carbohidratos
(Wehling, 1998). En el Cuadro 2 se muestran las bandas de absorcion asociadas con los
principales constituyentes en los alimentos.

Cuadro 2. Bandas de Absorcion de los principales componentes en alimentos.

Constituyente Absorcioén Longitudes de onda (nm)
Agua -OH estiramiento/ 1920-1950

deformacion combinada.

- OH estiramiento 1400 - 1450
Proteinas (péptidos) -NH deformacion 2080-2220

1560-1670

Lipidos Metileno —CH estiramiento | 2300-2350

Ch2 y CH3 estiramiento 1680-1760
Carbohidratos C-O, O-H combinacion de | 2060-2150

estiramiento.

Fuente: Wehling, 1998.
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Las bandas de absorcion en la region EIC tienden a ser anchas, utiles para trabajos
cuantitativos y frecuentemente sobrepuestas, utiles para trabajos cualitativos.

La fuente de radiacion en la mayoria de los instrumentos EIC es una ldmpara de
tungsteno-haldgeno con una cubierta de cuarzo, similar a una protector de lampara. Esas
lamparas emiten cantidades significativas de radiacién en ambas regiones espectrales de
luz visible e infrarroja cercano. Algunos instrumentos, que tienen un monocromador
basado en rejillas de difraccion, permiten que las mediciones se tomen en cada longitud de
onda de la region espectral del EIC.

Todas las mediciones de reflectancia son hechas con una referencia estandar que debe de
tener una reflectancia difusa del 100% a todas las longitudes de onda de interés. El azufre
en polvo ha sido propuesto como referencia estandar para la region del infrarrojo cercano
por su alta reflectancia infrarroja, particularmente en la region de 2100 nm (Stewart y
Whitaker, 1983).

Seglin Stewart y Whitaker (1983), lo mas importante en el funcionamiento estandar del
equipo es la estabilidad de la reflectancia, es decir que la reflectancia debe ser la misma
para todas las longitudes de onda. Para un conveniente funcionamiento estandar en la
region del infrarrojo cercano se debe de utilizar cristales de teflon y una ceramica especial.

Los factores que afectan la reflectancia en la muestra son: coeficientes de concentracion y
absorcion de cada constituyente, el tamafio y forma de la particula, indice refractivo de las
particulas, homogeneidad de la muestra. La reflectancia varia exponencialmente con los
coeficientes de concentracion y absorcion.

La medicién de reflectancia y transmitancia en algunos instrumentos es posible por la
posicion de los detectores en angulos de 45 grados con respecto al rayo de luz que penetra,
de este modo la radiacion reflejada especularmente (en la misma direccion) no es medida.
Otros instrumentos utilizan una esfera metalica integrada cubierta de oro con detectores
colocados adentro de ella. La esfera recolecta la reflectancia difusa y la dirige hacia los
detectores y la radiacion especular sale por el espacio de donde entra el rayo de luz
infrarrojo.

Segiin Wehling (1998) en cada longitud de onda, la intensidad de la luz reflejada de la
muestra es comparada con la intensidad reflejada de un material no absorbente, como lo es
la ceramica o material fluorocarbono, asi la reflectancia es calculada por la siguiente
formula :

R=1/1o

Donde I = Intensidad de la radiacion reflejada de la muestra a longitud de onda dada.
Io = La intensidad de radiacion reflejada de la referencia a la misma longitud de
onda.

Los datos de reflectancia son cominmente expresados como log (1/R) y es una expresion
analoga a absorbancia en trasmision espectroscopica.
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2.6 CALIBRACION

Las ecuaciones de calibracion cuantifican la relacion de la absorcion del EIC y los valores
de referencia de los métodos de laboratorio (VRML). La precision de esta conversion es
medida como el error estandar de calibracion (EEC) y el error estandar de prediccion
(EEP). Los datos espectrales producidos por el EIC representan el total de las propiedades
quimicas y fisicas de la muestra; sin embargo, las propiedades fisicas y el tamafio de las
particulas afectan a todo el espectro.

2.7 METODOS DE REGRESION

Son procedimientos estadisticos que cuantifican el grado de relacion entre dos o mas
variables, teniendo una habilidad predicha una respecto a la otra. El modelo matematico
ajustado por un sistema de regresion es Y = Bo + B1X1 + B2X2 + ... + BpXp, donde Y es
la variable a ser predicha y Bo es el intercepto en la ecuacion, B1 y Bp son los coeficientes
y relacionan los cambios en la variable X y Y. El valor p es el nimero de X variables. En
nuestro ejemplo, Y es un valor de referencia del laboratorio y X1 y Xp son los valores de
absorcion EIC (Foss Nirsystems, 2000).

2.7.1 Regresion por componentes principales (RCP)

El procedimiento para componentes principales trata de reducir la informacion espectral
en factores independientes (componente principal). Estos factores son formados sin la
informacion quimica y explican Uinicamente la variacion espectral por la intercorrelacion
espectral. Un “score” (puntaje) es producido por la multiplicacion de los valores
espectrales de absorbancia por cada componente principal, de manera que hay una
condensacion de la informacion espectral en algunos “scores” y al final la regresion
multiple se aplica a estos “scores” (Foss Nirsystem, 2000).

2.7.2 Cuadrados minimos parciales (CMP)

El procedimiento utiliza todo el espectro y para determinar los factores utiliza los VRML,
de manera que este método es mas preciso que RCP.

2.7.3 Cuadrados minimos parciales modificado (CMPM)

Este método es mas preciso y estable que CMP porque los residuales EIC en cada longitud

de onda, obtenidos después de calcular cada factor, son estandarizados antes de calcular el
siguiente factor (Foss Nirsystems, 2000).
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2.7.4 Sistema neural

Este método es el mas preciso de todos y ofrece mejores técnicas de calibracion para
resolver relaciones no lineales en los datos espectrales (Foss Nirsystems, 2000).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1 LOCALIZACION

El estudio se realizd de abril a octubre del 2001 en el Centro de Evaluacion de Alimentos
(CEA), Zamorano, Honduras.

3.2 MATERIALES
Materia prima:

Leche cruda.

Leche homogeneizada (2% de grasa).

Leche sabor chocolate o chocolatada (1.5% de grasa).
Leche sabor fresa (2% grasa).

Leche descremada (0.5% de grasa).

Para muestreo:
1 beaker de 250 ml
1 tijera.
120 bolsas plasticas de 454 ml
1 rejilla.
1 agitador.

Instrumento NIR, SY —3650-I1. Analizador versatil de alimentos y bebidas.
Monocromador Sistema II, Modulo detector de reflectancia.
Modulo de transporte de muestras.
Paquete de Software WINISI II para el desarrollo de calibraciones.
Celda para muestras liquidas.

3.3 MUESTREO DE LAS LECHES DE ZAMORANO

Un total de 150 muestras de leche se recolectaron de la planta de lacteos y del establo de
ordenio de Zamorano. Para calibrar el SY-3650I1, se analizaron 120 muestras en total de
las distintas leches. Para validar las curvas de calibracion se necesitaron 30 muestras y
todas las leches se recolectaron, como se indica en el Cuadro 3.
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Cuadro 3. Plan de muestreo de las leches.

PRODUCTO PROPUCCION # MUESTRAS / SEMANA "
TOTAL (L/DIA)FRECUENCIA
Leche cruda 2100 Diario 5
Leche homogeneizada. 1000 Diario 5
Leche sabor a chocolate. 500 Diario 5
Leche sabor a fresa 200 Miércoles 5
Leche descremada. 800 Diario 5

a. Ing. Manuel Morales, Jefe de la Planta de Lacteos.
b. Codex Alimentarius (FAO/OMS, 1995).

La recoleccion de las muestras en la planta de lacteos se realizé semanalmente, para un
total de 25 muestras que se congelaron hasta el momento de ser analizadas, la
descongelacion se realizo a temperaturas de refrigeracion (4 a 6 ° C) por 12 horas.

Las muestras de leche cruda se recolectaron en el mes de abril 2001, en cambio las leches
procesadas se recolectaron en el mes de julio del mismo afio.

El volumen de la muestra final para andlisis fue de 150 ml y el tiempo de muestreo fue de
6 semanas consecutivas.

3.4 FORMA DE MUESTREO

Leche cruda: En el establo se mide semanalmente la produccion de leche del hato (110
vacas), esto se hace en los ordefios de la tarde del jueves y de la mafiana del viernes. Se
tomaron muestras de leche de 24 vacas elegidas al azar y de ambos ordefios. La muestra
final resultd6 de la mezcla de ambos en proporciéon 60:40 (mafana y tarde) que es la
relacion tipica de produccion de leche en el ordefio doble.

Leche homogeneizada y leche sabor a chocolate: De cada 100 bolsas de un litro, se tomd
una bolsa, y se agitd por 2 minutos antes de recoger la muestra.

Leche sabor a fresa: El producto es dispensado en 5 o 6 tambos de 40 litros, cada uno se
agito por dos minutos antes de tomar la muestra.

Leche descremada: Se recolectd 5 muestras de 150 ml directamente del flujo que sale de
la descremadora, a intervalos de 20 minutos cada uno, previo a la recoleccion el tanque de
recepcion se agitd por 2 o 3 minutos, esto se hizo con el fin de mezclar la grasa que
sobrenada.
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3.5 GRADO DE PRECISION DEL OPERADOR

Antes de dar inicio a los andlisis de las muestras que fueron usadas para calibracion, el
operador fue entrenado para que dominara el uso del método Kjeldahl, Babcock,
gravimétrico y fenol-acido sulfurico. Se le entregaron 20 muestras sin que ¢l supiera que
provenian de la misma muestra compuesta de leche homogeneizada para que determinara
las concentraciones de proteina, grasa, humedad y azucares.

En el Cuadro 4 se puede observar el grado de precision analitica del operador, se obtuvo
mayor precision en los andlisis de proteina y humedad (CV de 0.74 y 0.14 %,
respectivamente). Estos resultados indican que el operador era confiable, aunque los
métodos de grasa y azuicares sefalaban cierta variacion en resultados. Las variaciones
mayores en grasa (CV de 13%) se deben a que este método es poco sensible a cambios
pequefios en concentracion y hay mayor error experimental. Para azlicares la variacion es
alta (CV de 12%) porque es un método muy sensible y sujeto a error ya que requiere
diluciones de la muestra hasta partes por millon (ppm).

Cuadro 4. Estadistica descriptiva del grado de precision analitica.

Promedio Desviacion Coeficiente
Componente o o
(%) estandar (%) de variacion(%)
Proteina 2.97 0.02 0.74
Humedad 90 0.13 0.14
Grasa 3.40 0.40 13
Azucares 5.90 0.40 12

3.6 PROCEDIMIENTO PARA TOMAR EL ESPECTRO EIC

Previo a cada recoleccion de espectros se pasaron las pruebas de diagnostico del
instrumento, para tener una mayor precision en los espectros. La primera prueba es
conocida como la respuesta del instrumento, la segunda como precision de las longitudes
de onda y la tercera es la prueba de repetibilidad del EIC, esta ultima es la mas importante
porque nos indica si la humedad del ambiente puede afectar la lectura del espectro.

El espectro de reflectancia de todas las leches fue obtenido con el equipo SY —3650-II
utilizando la celda TH-0397 para muestras liquidas, con un volumen de 20 ml de leche.
Los espectros fueron tomados en un rango de longitudes de onda de 1100 a 2498 nm a
intervalos de 2 nm y fueron grabados en la computadora como coeficientes de absorbencia
(log 1/R). Cada espectro obtenido fue el promedio de 25 barridos (“scan’), mostrando los
resultados en una grafica de absorcion. La temperatura de las muestras era de 4 a 6 °C.
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3.7 VARIABLES MEDIDAS

Cada muestra fue analizada en los siguientes componentes: proteina, grasa, humedad y
azucares. Cada componente se analizd6 segin el procedimiento especifico de la
Asociacion Oficial de Quimicos Analiticos (AOAC, 1990). Asi tenemos:

Grasa : Por Babcock y en el caso de los productos azucarados (leche chocolatada y con
sabor a fresa) se uso el método Babcock modificado (con hidréxido de amonio, butanol y
acido sulfurico) (Revilla, 2000).

Proteina Cruda: Por Kjeldahl (N*6.38).

Humedad: Por deshidratacion a 105 ° C hasta peso constante.

Azucares: Por el método colorimétrico de fenol — 4cido sulfurico para carbohidratos
totales, usando una curva de lactosa para los calculos.

Las muestras que se utilizaron para la validacion de las curvas, fueron analizadas primero
con los métodos de la AOAC y luego con el instrumento EIC en proceso de calibracion.

3.8 MANEJO DE LOS DATOS

3.8.1 Datos EIC

Se utiliz6 el “software WINISI II”” para procesar los datos que provienen del EIC y para el
desarrollo del modelo de estimacion del contenido de proteina, grasa, azicares y humedad.
Todos los valores de reflectancia se convirtieron a Log (1/R) para dar una funcion lineal,
sensible a cambios en la concentracion de los constituyentes.

3.8.2 Datos de laboratorio

Al momento de tener todos los valores de cada componente de las 120 muestras, se
calcularon las variables estadisticas de tendencia central (media aritmética) y dispersion
(desviacion estandar, coeficiente de variacion, varianza) para saber si los valores
presentaban una distribucion normal, si las pruebas estuvieron bien manejadas y si habia
homogeneidad en las muestras.

3.9 PROCEDIMIENTO DE CALIBRACION

Una vez recolectados los 120 espectros para calibracion y obtenidos los valores de
referencia de los métodos de laboratorio (VRML) se utilizoé el Software WINISI II para
desarrollar la curva, que incluye los siguientes pasos:
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3.9.1 Centrado de los espectros y VRML

EL programa relaciona los espectros y los VRML y los agrupa dentro de un circulo
(GLOBAL H) con un didmetro de 3 H (H es una medida de variacion espectral). Todos
aquellos espectros y sus valores fuera del valor H se consideran valores fuera de serie y
son automaticamente eliminados.

3.9.2 Seleccion de los espectros y sus respectivos VRML

Una vez centrados los valores, algunos de ellos son semejantes entre si de manera que el
programa los agrupa basdndose en vecindad con un valor de uno. Esta opcion forma
pequefios circulitos dentro del circulo grande y esto tiene una ventaja porque se tiene
mayor precision en el desarrollo de la ecuacion. En esta etapa del proceso es donde se
forman los “scores” de cada espectro y que son utilizados como factores dentro del
desarrollo de la ecuacion.

3.9.3 Desarrollo de la ecuacion

La base de datos utilizada para la ecuacion es la que maneja los espectros seleccionados
con sus respectivos VRML. El sistema de regresion multiple utilizado fue el de
Cuadrados Minimos Parciales Modificado (CMPM) porque es mas estable, preciso y el
residual de cada longitud de onda obtenida después de cada factor es calculado y
estandarizado antes de calcular el siguiente factor.

El tratamiento matematico que tuvieron los espectros fue el 2, 10, 4, 1 que consiste en
aplicacion de la segunda derivada, el valor 10 es un rango del segmento GAP (espacio),
estos dos tratamientos son utiles para eliminar variacion dentro de los espectros. Los
valores 4 y 1 corresponden a la funcién suavizador. La segunda derivada puede ser util
ademas para eliminar el efecto de sombra de los espectros.

Los parametros estadisticos para la evaluacion de las curvas seran: el R 2, el error estandar
de calibracion (EEC) y el error estdndar de prediccion (EEP).

3.10 PROCEDIMIENTO PARA LA VALIDACION DE LAS CURVAS

Un total de 30 muestras se analizaron por los métodos tradicionales de laboratorio y por el
EIC. Ambos resultados se compararon y se hizo un analisis de diferencia de medias, para
saber el grado de precision del instrumento.

La tnica variante en la estructuracion del instrumento, al momento de hacer la lectura del
espectro, es la fuente de comparacion que en este caso es el archivo que tiene las
ecuaciones desarrolladas con los constituyentes de interés.
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3.11 CALCULO DE COSTOS

3.11.1 Métodos tradicionales

En el desarrollo de cada método para determinar cada componente se hizo una
identificacion minuciosa de los insumos gastados y se clasificaron en costos directos e
indirectos y se estim6 el porcentaje de participacion de cada insumo en el costo real de
cada componente, en cada prueba especifica.

3.11.2 Método EIC

Para determinar el costo por muestra se basé en la vida 1til de la lampara de tungsteno y la
depreciacion del equipo y accesorios (computadora). El instrumento trae dos lamparas y
cada ldmpara tiene una vida 1til de 2 afos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 COMPOSICION DE LAS MUESTRAS

Los Cuadros 5, 6, 7 y 8 muestran los resultados de los analisis quimicos convencionales
para grasa, proteina, humedad y azucares, respectivamente. Todas las leches usadas en el
grupo de calibracion se agruparon para detectar variaciones y similitudes.

4.1.1 Grasa

Los valores de grasa para cada tipo de leche (Cuadro 5) tienen una desviacion estandar
(DE) menor a 0.5% indicando que las muestras son semejantes entre si; aunque la mayor
variacion fue en leche cruda con una DE de 0.45% y un Coeficiente de Variacion (CV) del
11% y es debida a que las muestras se obtuvieron de vacas “Holstein”, “Jersey” y
“Guernsey” a distintos periodos de lactancia. Sin embargo, el valor promedio esperado
era de 3.9% y se obtuvo un promedio de 4%. En el caso de la leche descremada con una
DE y CV de cero puede ser debida a que el rango de valores es muy bajo y estrecho y el
método Babcock es poco sensible a bajas concentraciones de grasa. La variacion de la
leche homogeneizada y leches azucaradas (leche chocolate y fresa) puede explicarse por
pequefios cambios al momento de estandarizar el producto o al momento de agregar otros
insumos, como azucar o cocoa, que podria alterar las proporciones de la formulacion (ver
Anexo 1). La variacion en todas las muestras puede deberse a su naturaleza y el operador,
porque éste tuvo un CV de 13.66% de desempeiio en esta prueba.

Cuadro 5. Estadistica descriptiva de la grasa en las distintas leches de Zamorano.

Tipo de leche GRASA (%)
Media Desviacion |Coeficiente [Varianza Rango
aritmética |estandar  |de variacion Maximo [Minimo
Leche cruda 4.00 0.45 11.23 0.21 4.65 2.95
Leche descremada 0.01 0.00 0.00 0.00 0.02 0.01
Leche homogeneizada 1.96 0.07 3.42 0.00 2.05 1.80
Leche sabor a chocolate 2.08 0.08 3.73 0.01 2.20 1.95
Leche sabor a fresa 2.09 0.13 6.00 0.02 2.35 1.90
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4.1.2 Proteina
Los valores de proteina promedio de cada tipo de leche (Cuadro 6) presentan una

desviacion estandar menor a 0.5% y un coeficiente de variacion menor a 11% indicando
que las muestras son homogéneas.

Cuadro 6. Estadistica descriptiva de la proteina en las distintas leches de Zamorano.

Tipo de leche Proteina (%)
Media Desviacion |Coeficiente |Varianza Rango
aritmética |estandar  |de variacion Miaximo |Minimo
Leche cruda 3.37 0.16 4.73 0.03 3.66 3.00
Leche descremada 3.60 0.07 1.84 0.00 3.67 3.40
Leche homogeneizada 3.10 0.13 4.35 0.02 3.50 2.88
leche sabor a chocolate 3.11 0.15 4.81 0.02 3.29 2.63
Leche sabor a fresa 3.13 0.12 3.90 0.01 3.30 2.90

El valor promedio esperado para leche cruda es de 3.3% 1y las variaciones son debidas a la
raza de vaca, al periodo de lactancia y alimentacion. El contenido de proteina en la leche
descremada es 3.6% porque el contenido de grasa ha sido removido. Las variaciones en
leche especial en el rango de 3.5 a 2.9% son debidas al procesamiento y estandarizacion.
Asi mismo las variaciones en las leches azucaradas pueden ser por cambios en las
formulaciones (ver Anexo 1). El grado de precision del operario era de 0.02% de DE y
con un CV de 0.74% (Cuadro 4) de manera que la variaciones son por la naturaleza de las
muestras y no por error experimental.

4.1.3 Humedad

Los resultados de las pruebas de humedad por el método gravimétrico (Cuadro 7)
estuvieron bien manejados, porque los coeficientes de variacion son menores del 3%. La
dispersion de los valores con respecto a la media es menor al 2% indicando que las
muestras son homogéneas. El porcentaje de humedad de la leche cruda coincide con el
valor esperado promedio que es del 88%; en el caso de la leche especial y leche
descremada los valores son mayores porque se ha removido parte de la grasa. Los valores
para leche chocolatada y sabor a fresa son menores porque se adiciona azucar y
saborizantes en cantidades seguin la formulacion. El grado de precision del operario fue de
0.13% de DE y 0.14% de CV (Cuadro 4) indicando asi que las variaciones dadas son por
la muestra.
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Cuadro 7. Estadistica descriptiva de la humedad en las distintas leches de Zamorano.

Tipo de leche HUMEDAD (%)
Media Desviacion |Coeficiente [Varianza Rango
aritmética |estandar  |de variacion Maximo |Minimo
Leche cruda 88.64 1.96 2.21 3.84| 96.15| 85.88
Leche descremada 92.40 1.54 1.67 2.38 96.64] 89.31
Leche homogeneizada 90.29 0.39 0.44 0.15 91.39] 89.72
Leche sabor a chocolate 86.21 1.19 1.39 1.43 87.47 83.94
Leche sabor a fresa 85.58 1.82 2.10 3.31 87.22| 79.83

4.1.4 Azacares

Los resultados de los azlcares por el método de fenol-acido sulftrico (Cuadro 8) tienen

desviaciones estandares menores

indicando que las muestras no eran homogéneas.

a 1.6% y coeficientes de variacion menores al 20%

Cuadro 8. Estadistica descriptiva de los aztcares en las distintas leches de Zamorano.

Tipo de leche AZUCARES
Media Desviacion |Coeficiente |Varianza Rango
aritmética |estandar de variacion Maximo [Minimo
Leche cruda 5.66 0.98 17.25 0.95 8.15 3.75
Leche descremada 5.96 0.64 10.66 0.40 6.83 4.48
Leche homogeneizada 5.82 0.68 12.48 0.46 7.51 4.70
leche sabor a chocolate 11.26 1.53 13.60 2.34 13.54 8.39
Leche sabor a fresa 10.96 1.17 10.70 1.38 12.97 9.06

Este método es muy sensible porque se basa en una reaccion de intensidad de color,
producto del hidroximetilfulfural (HMF) formado por la deshidratacion de los azlcares,
pero esta sujeto a error experimental por el manejo de diluciones. El valor de lactosa para
leche cruda no fue el esperado que es de 4.9% y se debe principalmente a la muestra. En el
caso de leche descremada y leche homogenizada los valores fueron mayores, por el hecho
de haber removido un porcentaje de grasa. Los altos contenidos en las leches azucaradas
se debe a la adicion de 6% de azlcar que es cuantificado junto a la lactosa. El grado de
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precision del operador fue de 0.46% de DE y 12% de CV (Cuadro 4) de manera que las
variaciones pueden ser debidas a la muestra y al método también.

4.2 COMPARACION ENTRE LOTES

Las cinco réplicas de cada tipo de leche provenian de 6 diferentes lotes (semanales) y para
conocer la homogeneidad en composicion quimica de los productos de diferentes lotes, se
compararon las medias de lotes entre si para contenidos de proteina y grasa.

En el Cuadro 9 se observan los promedios de proteina por lote para cada producto y la
comparacion fue realizada mediante una prueba F (a=0.05) y la separacion de medias por
SNK. Se observa que no hubo diferencia significativa entre lotes de las leches procesadas,
excepto en las leches homogenizadas y chocolatada donde sélo un lote fue diferente al
resto.

Cuadro 9. Comparacion de la proteina en los lotes de leches procesadas.

PROTEINA, %

# L. DESCREMADA | L. ESPECIAL | L. CHOCOLATE | L. FRESA
LOTE 1 3.62(a) 2.89(b) 2.89(b) 3.08(a)
LOTE 2 3.58(a) 3.05(a) 3.02(a) 3.06(a)
LOTE 3 3.57(a) 3.18(a) 3.22(a) 3.23(a)
LOTE 4 3.55(a) 3.08(a) 3.22(a) 3.17(a)
LOTE 5 3.62(a) 3.18(a) 3.18(a) 3.12(a)
LOTE 6 3.59(a) 3.09(a) 3.18(a) 3.13(a)
Probabilidad 0.3096 0.0010 0.0010 0.6000

En el Cuadro 10 se comparan los contenidos grasos promedio de las leches procesadas.
No se encontraron diferencias significativas entre lotes, excepto en un lote de leche sabor
a fresa.

Seglin el Codex Alimentarius (FAO/OMS, 1995), en el nivel de inspeccion uno para
productos sin antecedentes de problemas, cuando el peso del producto es < 1 kg y el
tamafio del lote es < 4800 unidades se muestrean 6 unidades y se acepta el lote hasta con
una unidad defectuosa. Por lo tanto podemos decir que los 6 lotes examinados son
homogéneos.

El contenido de grasa es homogéneo (Cuadro 10) en todos los lotes de leche descremada,
homogenizada y chocolate. El lote 5 de leche fresa es diferente a los demas lotes y esta
variacion puede ser debida al proceso de estandarizacion y formulacion (Ver Anexo 1).
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Cuadro 10. Comparacion del promedio de grasa en los lotes de leches procesadas.

GRASA, %

4 L. DESCREMADA | L. ESPECIAL | L. CHOCOLATE | L. FRESA
LOTE | 0.01(a) 1.92(a) 2.13(a) 2.02
LOTE 2 0.01(a) 2.01(a) 2.09(a) 2.23
LOTE 3 0.01(a) 1.92(a) 2.08(a) 2.10
LOTE 4 0.01(a) 1.96(a) 2.04(a) 2.12
LOTE 5 0.01(a) 1.96(a) 2.07(a)  1.98(b)
LOTE 6 0.01(a) 1.96(a) 2.05(a) 2.09
Probabilidad 0.8000 0.2280 0.3280]  0.0450

4.3 ESPECTROS RECOLECTADOS

Los valores de reflectancia varian exponencialmente con la concentracion y los
coeficientes de absorcion (Log 1/R). Si incrementa la concentracion decrece la
reflectancia pero el valor Log 1/R aumenta (Stewart, 1983). La variacion en los espectros
debido a la composicion de la muestra se puede ver en la Figura 1. En el grupo 1 estan
todas las leches descremadas y en el 2 estan las leches procesadas y leche entera.

La discontinuidad en los espectros a 1,680 y 1,760 nm es debida a la concentracion de
grasay se observa el primer sobretono de estiramiento (B).

Para el componente agua (A) los mayores cambios fueron en la region de 1400 a 1450 nm
y es debido al primer sobretono de estiramiento (Stewart, 1988) en cambio en la region de
1920 a 1950 nm el agua tiene una fuerte absorcion de bandas y hay cambios leves (C).

La discrepancia por proteina se refleja en la region de 2,080 a 2,220 nm (D), la absorcion
es por el estiramiento del grupo primario carbonilo y por vibraciones de estiramiento de
los grupos N-H, C-N que se da en el segundo sobretono. Los aminoacidos aromaticos se
miden en el primer sobretono a 1,640 nm.

En el caso de los azucares la variacion se puede dar a lo largo de todo el espectro porque
las absorciones se dan en primer sobretono y segin Baer (1983) no se han reportado
bandas especificas de absorcion, aunque en el caso de glucosa existe una region de
combinacion de 2,060 a 2,150 nm (E).

El EIC es poco preciso para medir la concentracion de cenizas, aunque es capaz de
detectar complejos orgdnicos y quelatos, pero formas idnicas y sales no absorben energia.
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Figura 1. Variacion espectral debido a cambios en la composicion de las leches fluidas en
el “set” de calibracion con 120 muestras.

4.4 DISPERSION DE LOS VALORES DE LABORATORIO Y LOS ESTIMADOS
POR EL EIC

Los VRML y los estimados por el EIC presentan una relacion lineal. La dispersion de los
valores de grasa se presenta como agrupaciones, como se observa en la Figura 2. Estas
agrupaciones representan la leche descremada, las leches homogeneizadas junto con las
chocolatadas y sabor a fresa y por ultimo las enteras. La dispersion de los puntos dentro
de cada rango nos indica que hay baja correlacion entre los valores reales (VRML) y
estimados EIC. Sin embargo, tomando en cuenta los tres grupos el ajuste al modelo lineal
(R?) en ingles “RSQ” es de 0.934. Este valor se incrementa a 0.9894 (Cuadro 11) al
eliminar las observaciones fuera de serie, que son aquéllas cuya diferencia respecto al
valor estimado es mayor a una desviacidn estandar, y que se observan en la Figura 2 como
los valores fuera de la regiéon comprendida entre las dos lineas discontinuas, arriba y
debajo de la recta de la ecuacion de regresion. El error estandar de prediccion corregido
(EEPC) en ingles “SEPC” es de 0.30 y estd dentro del limite establecido por el
instrumento que es de 0.465. La diferencia entre la media de los valores de grasa del
laboratorio y los estimados EIC es 0.001 (Sesgo), en ingles se reconoce como “BIAS”.

Tsenkova et al. (1999) realizaron una calibraciéon EIC para grasa de leche cruda y
obtuvieron un valor R? de 0.996, utilizando 258 muestras analizadas por el método
Mojonnier modificado, siendo éste mas sensible especialmente en leches descremadas. La
compaiiia REIL indica que el Milko Scan trabaja con curvas con un R? de 0.999 y un
coeficiente de variacion (CV) de 1.5% de precision (Reilip, 2001), pero este instrumento
trabaja con un solo tipo de leche, en cambio la calibracion en el presente trabajo es para 5
tipos de leche y atin asi se obtuvo un ajuste cercano a los recomendados.
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Figura 2. Diagrama de dispersion de los valores de grasa.
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En la Figura 3 se presenta el diagrama de dispersion de los contenidos de proteina. El
valor bias para proteina es de 0.01 y es la diferencia entre los valores de laboratorio y los
estimados EIC. La curva de proteina tiene un R? de 0.926 que se puede incrementar a
0.9740 (Cuadro 11) si se descartan las observaciones fuera de serie. E1 EEPC es de 0.062
que se reduce a 0.058 (Cuadro 5) al incrementar el R* y se encuentra dentro del limite
establecido por el instrumento que es de 0.074.

PROTEINA, VRML ( %)

3.757

PROTEiNA

3.5b18

3.279

3.040

3.274
PROTEINA, EIC (%)

3.508

3.742

Slope: 0.976 RS5Q: 0.926

SEP: 0.062 BIAS: 0.010 SEP(C): 0.061

Figura 3. Diagrama de dispersion de los valores de proteina.
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Reeves y Kessel (2000) analizaron el contenido proteico de abonos de lecheria bajo el
método Kjeldahl y encontraron un R* de 0.962 utilizando 99 muestras. La curva de
proteina del Milko Scan trabaja con un R* de 0.999, con un CV de 1.5% y el método
quimico utilizado es Kjeldahl. Tsenkova et al. (1999) analizaron 258 leches enteras y
encontraron un R* de 0.68 para proteina, con un CV de 3.77%. Rodriguez et al. (1995)
realizaron una calibracion multiproducto utilizando 3 tipos de quesos y reportaron un R*
de 0.98 utilizando 117 muestras para validacion y 25 muestras para validacion.

Las curvas de calibracion trabajan solamente con un tipo de producto, pero en nuestro
caso se calibré para cinco productos de leche fluida y el grado de ajuste lineal encontrado
es semejante a los recomendados.

En la Figura 4 se muestra el diagrama de dispersion del contenido de humedad. La

diferencia entre la media de los valores del laboratorio y los estimados EIC es de 0.046,
de manera que los valores estimados son levemente subestimados por el programa.

HUMEDAD
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88.319 1 SN
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+I\
1I +_P\_ 1I
L + \
"-. + \\.
s
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83.278 85.981 G8.664 91.367 94.090

SEP: 0.948 BIAS: 0.046 SEP[C): D.952

Figura 4. Diagrama de dispersion de los valores de humedad.

El ajuste al modelo lineal es de 0.952 y se incrementa a 0.9673 (Cuadro 11) al eliminar las
observaciones fuera de serie. El EEPC es de 0.952 y esta dentro del limite establecido por
el instrumento que es de 1.16. Reeves y Kessel (2000) reportaron un R* de 0.93
trabajando con 99 muestras de abonos de lecherias. El Milko Scan trabaja con curvas de
agua con un R* de 0.997 y con un CV de 1% (Reilip, 2001), el método de referencia
recomendado por la AOAC es el gravimétrico. El R* obtenido de la curva multiproducto
es parecido a los encontrados por otros autores.
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En la Figura 5 se presenta el diagrama de dispersion de los contenidos de azicares. La
diferencia entre la media de los valores de azlicares del laboratorio y los estimados EIC es
de —0.024 (Bias), de manera que los valores predichos sobreestiman el valor real. El ajuste
lineal inicial es de 0.926 y se incrementa a 0.9423 (Cuadro 5) al eliminar las
observaciones fuera de serie. Estas se observan fuera del limite establecido que es una
desviacion estandar respecto a la media. El valor EEPC es de 0.749 y estd dentro del
limite que es de 1.091. Tsenkova et al. (1999) reportaron un R* de 0.707 y un CV de
2.07% considerando 58 muestras de leche cruda. EI Milko Scan trabaja con curvas con un
R? de 0.99 y con un CV de 1% (Reilip, 2001), y el método utilizado para obtener los
VRML es el polarimétrico. La curva en este trabajo es multiproductos y los valores R*
obtenidos son semejantes a los reportados por los cientificos, aunque se us6é un método
colorimétrico muy sensible a error experimental.
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Figura 5. Diagrama de dispersion de los valores de azucares.

4.5 RESULTADOS DE CALIBRACION

El Cuadro 11 presenta los pardmetros estadisticos para el desarrollo de las curvas de
calibracion que se obtuvieron del programa WINISI y basdndose en éstos se analizo el
desempefio de la calibracion.

Segun Wehling (1998) los resultados de calibracion son evaluados por el coeficiente de
correlacién multiple (R?) y el error estindar, indicando que hay que maximizar R’
generalmente mayor a 0.9 y se debe minimizar el error estdndar. El error estandar de
calibracion (EEC) es 0.0366 para proteina, indicando que las variaciones entre los valores
de laboratorio y los estimados son pequenas, considerando el nimero de términos y
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muestras en la calibracion. Para obtener los valores de EEP el programa realizd una
calibracion interna, tomando el mismo set de muestras de calibracion para la validacion.

Para la curva de grasa la diferencia entre el EEC y el EEP se debe a que se obtuvieron
valores desde cero (leche descremada) a 4.04% (leche cruda) de manera la amplitud fue
muy grande. Para la curva de lactosa con un EEC de 0.7061 y EEP de 0.741 (valor limite
1.091) se pueden decir que hay poca variacion entre los datos de laboratorio y los
estimados por la ecuacion.

Cuadro 11. Analisis estadistico para el desarrollo de las curvas de calibracion

COMPONENTE PARAMETROS ESTADISTICOS, %

N’| MEDIA | SD ' | EEC?| R? |EECV? EEP | EEPC’
PROTEINA 94 3.26] 0.2268 0.0366] 0.9740/ 0.0558] 0.0580| 0.0580
GRASA 102 1.68) 1.1435 0.1179] 0.9894| 0.1815 0.3030] 0.3050
AZUCARES 101 7.82] 2.9393| 0.7061] 0.9423| 0.8390] 0.7410/  0.7490)
HUMEDAD 94 89.02| 2.6653] 0.4819] 0.9673| 0.8921] 0.9480, 0.9520

’ = Ntimero de muestras
! = Desviacién estandar 2= Error estandar de calibracion
3 = Error estdndar de calibracion cruzada

4

= Error estandar de prediccion

4.6 RESULTADOS DE LA VALIDACION

El Cuadro 12 resume los resultados de la prueba de diferencias de medias apareadas
(0=0.01) para los componentes de leche. Se observa que con un 99% de confianza se
puede decir que no hay diferencia significativa entre el valor real y estimado de proteina,
azucares y humedad. En cambio para grasa si hay diferencia significativa, reflejandose asi
la correlacion entre estos valores.

Cuadro 12. Prueba de diferencia de medias apareadas para proteina, grasa, azucares y
humedad de las leches fluidas.

COMPONENTE N Promedio DE EE T P

PROTEINA 25| -0.0600 0.1179 0.0235| -2.5770 0.0165
GRASA 21 -0.0530 0.0700 0.0150] -3.4830 0.0020
AZUCARES 25 0.0800 0.2290 0.0450] -1.8229 0.0809
HUMEDAD 25 0.3280 0.7107 0.1421 -2.3103 0.0298
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Rodriguez et al. (1995) efectuaron la calibracion multiproducto de quesos utilizando un
0=0.05 y la misma prueba de diferencias apareadas, reportaron que las diferencias entre
los valores reales y los estimados no son significativos para grasa y proteina. Los
porcentajes de grasa obtenidos estaban dentro del rango de 19 a 31%.

4.7 COSTOS DE LOS ANALISIS

La identificacién y la cuantificacion de los insumos de operacion utilizados en los
métodos convencionales se pueden ver en el Anexo 2.

Los insumos de operacion se clasificaron en reactivos, cristaleria, equipo, energia, mano
de obra y depreciaciéon como se muestra en el Cuadro 13.

Cuadro 13. Costos de operacion utilizando métodos convencionales.

Us, $

[NSUMO DE PROTEINA | GRASA | HUMEDAD | AZUCARES
OPERACION

[Reactivos 9.04 1.61 0 0.80
Agua 0.33 0.03 0 0.20
Cristaleria 0.69 0.98 0.16 2.99
Equipo 1.38 2.07 0.76 0.79
Mano de Obra 0.44 0.55 0.39 1.25
Energia 0.51 0.01 0.11 0.03
Depreciacion 0.75 0.75 0.75 0.75
COSTO TOTAL 13.14 5.96 2.17 6.80

Al determinar el porcentaje de proteina, los reactivos representan el 68.8% de los costos
de operacion. Al medir la concentracion de grasa y humedad el equipo representa el 34.7
y 35% de los costos, respectivamente. En el caso de los azucares la cristaleria representa
el 44% de los costos de operacion.

Para determinar los costos de operacion utilizando EIC se tomé en cuenta la inversion
inicial y el costo de las curvas de calibracion para forrajes, concentrados y leches fluidas.
Considerando que esta inversion tiene que ser depreciada en 10 afios y en base a la
cantidad de muestras que analiza el laboratorio al afio, se distribuyd dicho costo (ver
Anexo 2).

El costo de operacion para analizar cada componente usando el EIC es de 5.5 US §
(Cuadro 14).
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Si el contenido de Proteina, humedad y azticares se midiera segun los métodos quimicos el
costo seria de 22 US $, en cambio si se midieran usando la tecnologia EIC seria de 16.5
US §.

Cuadro 14. Costos de operacion segtn la tecnologia EIC (US §)

INSUMO DE CUALQUIER

OPERACION COMPONENTE

Lampara 1.0
Depreciacion 4.5
Costo Total 5.5

La tecnologia EIC tiene otras ventajas adicionales a que el costo operativo sea de 5.5 US
$. El tiempo de analisis es de 2 minutos, no se necesita preparar la muestra en el caso de
alimentos fluidos y tnicamente se requeriria molienda en productos sélidos. La principal
ventaja es que no se dafa el ambiente y los costos de los reactivos, cristaleria y
administracion de los mismos es cero. El EIC podria usarse para monitorear el nivel
energético de la dieta de las vacas individualmente, a través del contenido de proteina de
leche, mejorando su produccion al corregir sus deficiencias de energia.

La principal desventaja del EIC es la inversion inicial que es de alrededor de 52,000 US $
pero es una inversion que se justifica por los beneficios antes mencionados.
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S. CONCLUSIONES

La composicion de proteina, humedad, grasa y lactosa para leches fluidas coincidid
con los valores teoricos esperados y las variaciones encontradas en proteina y
humedad de las leches se deben a la naturaleza de las muestras y no al método ni al
error experimental, como podria ser en el caso de la grasa y lactosa.

Los lotes son homogéneos en el contenido de proteina y grasa.

Las curvas de calibracion EIC para proteina, humedad y azucares pueden estimar
los valores reales, con un 99% de confianza en leches fluidas.

La curva de calibracion para grasa (R* 0.9874) no es capaz de estimar la
concentracion real de una muestra de leches fluidas debido a la amplitud de valores
(0 a4 %) de los productos.

El costo de analizar grasa, proteina, humedad y azucares bajo los métodos
convencionales es de 5.96, 13.14, 2.17 y 6.8 US § respectivamente.

El costo de analizar proteina, humedad y aztcares bajo la tecnologia EIC es de 5.5
US $ por componente, en un tiempo < 5 minutos.
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6. RECOMENDACIONES

Probar el método de Mojonnier para grasa en leche, por ser mas sensible que
Babcock.

Medir la concentracion de azicares con el Polarimetro y hacer una nueva curva de
calibracion.

Mejorar el R2 de las ecuaciones agregando mas muestras de cada tipo de leche a la
base de datos.

Realizar calibraciones EIC para grasa con rangos mas estrechos de contenido de
grasa (leches procesadas, leche entera).

Ensayar el control de calidad de leches fluidas con las curvas de calibracion EIC
ya validadas en Zamorano.
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ANEXO 1
FORMULACION DE LECHES CON SABORES

Hay diferentes tipos de combinaciones de ingredientes para la elaboracion de la leche con
chocolate, ejemplo:

Formula en % A B C D

Leche con 1.6 % de grasa | 92.76 93.10 93.11 93.61
Azucar 6 6 6 6

Cocoa 0.9 0.8 | e ] e
Estabilizador 0.25 0.10

Cocoa con estabilizador | ----------= | —==mmemmeem- 0.80 | -mmemmee-
Sales minerales 0.09 | e 0.09 | -
Extracto aromatizante = | ----------= | cmemmemmeeem | memmeeee- 0.14

FLUJO DE PROCESO

ESTANDARIZACION Estandarizar la leche a 1.6 % de grasa
PRECAiENTAMIENTO Y Hasta 32 °C. Agregar los ingredientes
MEZCLA DE ’ ingredientes solidos con la ayuda del

INGREDIENTES SOLIDOS mezclador.

PASTEU¢RIZACI(')N A 75 °C por 30 minutos.

ADICIOt DE SABORES Fresa, Vainilla, Segtn instrucciones.

HOMOCiENEIZACION 140 kg/cm % (2000 PSI)

ENF RIAtdIENTO Enfrie a 4 °C

ENVASiDO Y

ALMACENAMIENTO Temp. Constante de 4 °C.
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