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RESUMEN.

Mas de 12000 m® de mucilago de cacao CCN-51 son producidos y abandonados
en las fincas de cacao en el Ecuador cada afio. El estudio tiene como objetivo
caracterizar este residuo en la Zona 6. Las muestras se obtuvieron de 10 lugares
dentro de la zona de estudio, las mismas que estan geo referenciadas. Para el
analisis se usO espectrofotometria UV-Visible para la identificacion de azucares
reductoras totales, y espectrofotometria de absorcion atomica para identificar
minerales. Ademas se determind parametros fisicos. Los resultados de los analisis
fuero los siguientes: pH 4.05+0.004, los soélidos solubles fue de 17.15+0.86 °Brix,
la acidez Titulable fue 245.25+21.19 meq/L. Por otra parte las azucares reductoras
totales fueron de 1228.82+178.52 g/L y los de calcio, sodio y potasio fueron de
169.21+31.04 mg/L, 161.85+40.41 mg/L, 462.9£49.96 mg/L respectivamente. Se
analizé una muestra mediante espectroscopia de infrarrojo para identificar glucosa
y sacarosa, los resultados de este analisis fueron 398 g/L, 800g/l, posteriormente
se realizd un analisis t student con el resultado obtenido en espectrofotometria
UV-Visible de las azucares reductoras totales, como resultado final se establecio

que no existe diferencia significativa entre las dos técnicas instrumentales.

Palabras Claves: Mucilago de cacao, Cacao CCN-51, residuo, UTM,

espectroscopia.



Abstract.

More than 12000 m? of juice from mucilage of cocoa CCN51 are produced and
abandoned in Ecuador each year. The objective was the characterization the
mucilage of cocoa CCN51. The samples were got in 10 different places in the zone
6. UV-Visible Spectrophotometry was used to identify reducing sugars and
Absorption Atomic was used for minerals identify. Physical parameters were also
determined. The results of analyses showed that the pH of the mucilage from
cocoa CCN51 was 4.05 and its titratable acidity content was 245.25 meqg/L. The
citric acid was predominant in the mucilage. The total soluble solids were
17.15%krix. Analyses also revealed that potassium and sodium contents of the
mucilage of cocoa CCN51 were 462.9 mg/L and 161.85 mg/L, respectively. Other
mineral like calcium were 169.21 mg/L. The reducing sugars content was very high
with 1228.82 g/L.

Keys Words: mucilage of cocoa, cocoa CCN51, UTM, residue, spectroscopy.
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CAPITULO 1: INTRODUCCION.
El objetivo general es Caracterizar el mucilago de cacao CCN-51 mediante

espectrofotometria UV-Visible y absorcién atdmica” caso: Ecuador-zona 6.

Los objetivos especificos son: realizar un muestreo al azar usando el método de
cuadrantes y la caracterizacion de la pulpa mucilaginosa mediante técnicas

analiticas de espectrofotometria UV-Visible y absorcion atémica.

El tema de estudio establece informacion base del mucilago de cacao CCN-51
desde el punto de vista fisico y quimico, ya que no existe informacién del mismo
lo cual no permite establecer un uso adecuado para este residuo de la industria

del cacao.

En el 2014 el Ecuador pas6 a ocupa el 5 lugar en produccion de cacao a nivel
mundial. Su produccion, que alcanzé las 240 mil toneladas métricas, de las cuales
230 mil han sido destinadas al mercado de exportacion, por tal motivo a ingresado
en este sitial (AmericaEconomia, 2014). La tendencia para el Ecuador es de
incrementar sus volimenes de produccion y exportacion con el transcurso de los
afios, indistintamente de las fluctuaciones o variacibn de los precios

internacionales segun los mercados (ANECACAO, 2015).

Tabla 1. Produccién de Cacao en Ecuador

& PRODUCCION
ANIO CACAO (Toneladas)
2007 131419
2008 132100
2009 143945
2010 189755
2011 224163

Fuente: (CORPEI, 2013)

EDWIN XAVIER QUIZHPI NIEVES Pagina 1
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llustracion 1.Tendencia de la produccién de Cacao en Ecuador
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Fuente: (CORPEI, 2013)

Como se puede observar en la ilustracion 1 la produccion de cacao en el pais
tiene una tendencia de incremento para los préoximos afios con una tasa de
incremento promedio anual del 14.28 % para la produccién de cacao (CORPEI,
2013). La industria del cacao genera dos residuos (cascara, mucilago) los cuales
tienen una relacion directa con los volumenes de produccion, de ahi la importancia
de encontrar un uso idonea para el mucilago del cacao puesto que para la cascara

ya se han establecido algunos usos como se mencionara mas adelante.

La metodologia fue la siguiente: se realiz6 un muestreo en distintos lugares dentro
de la zona 6, ademas se geo referencio cada muestra, luego estas fueron
llevadas al laboratorio en donde se dio un tratamiento a la misma y posterior a
esto se realizd el analisis mediante técnicas instrumentales (absorcién Atémica,
Espectrofotometria UV-Visible), técnicas volumétricas y potenciometricas, en las
técnicas instrumentales se realiz6 las curvas de calibracién correspondientes y su
respectivo analisis estadistico. Finalmente se realiz6 el andlisis estadistico de
cada parametro: pH, °Brix, Acidez Titulable, Azucares Reductores Totales, Sodio,
Potasio y Calcio, se presenta un valor medio de cada parametro con su respectiva

desviacion estandar.

EDWIN XAVIER QUIZHPI NIEVES Pagina 2



RO pyssonms

=

UNIVERSIDAD DE CUENCA mm,,n;;“!

2.1.

==
CAPITULO 2: REVISION BIBLIOGRAFICA.

GENERALIDADES DEL CACAO.

El cacao es una planta tropical que pertenece al género Theobroma de la familia

de las Esterculiares, que comprenden unas 20 especies: de estas la Theobroma

cacao es una de las mas conocidas por su importancia econémica y social (INIAP,

1999).

Por mucho tiempo ha existido confusién en la ubicacion taxonémica del cacao

comercial debido a su variabilidad genética en cuanto a caracteres de color, forma

y dimensiones las distintas partes de la flor, del fruto y semilla. Sin embargo, como

un punto de partida se admite que la mayor parte del cacao comerciales pertenece

a uno sola especie (Theobroma cacao), que comprende tres complejos genéticos
(INIAP, 1999) .

Los criollos.

Originarios de Venezuela estos presentan cotiledones de color blanco.
Forasteros.

El grupo comprende a los cacaos de Brasil y Africa Occidental, que
proporcionan el 80% de la produccién mundial. Caracterizados por sus
estaminoides pigmentados de violeta, las mazorcas son amarillas cuando
estan maduras, con surcos (INIAP, 1999).

La Cascara de la mazorca es relativamente gruesas, con mesocarpio rico
en lignina. Granos mas o menos aplastados con cotiledones frescos de
color purpura oscuro. Estos requieren un periodo de 4 a 6 dias de
fermentacion.

Amazobnicos.

Similares en aromo a los criollos.

Trinitarios.

Estos ocupan del 10 al 18 % de la produccion mundial. Botanicamente son
un grupo complejo, constituido por una poblacién hibrida, estos poseen
caracteristicas genéticas, morfolégicas y de calidad intermedias entre los

criollos y forasteros, por lo que existe una gran diversidad (INIAP, 1999).

EDWIN XAVIER QUIZHPI NIEVES Pagina 3
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En el Ecuador la variedad de origen es conocida como “Nacional” o cacao fino de
aroma, esta se mantuvo como variedad exclusiva en el pais hasta
aproximadamente 1890, ya que en ese afo fue introducida a la provincia de los
Rios la variedad conocida como “cacao venezolano” perteneciente al complejo
genético de los Trinitarios (INIAP, 1999). Hoy en dia la mayor parte del cacao
ecuatoriano corresponde a una mezcla del cacao Nacional, Trinitario y Forastero,
la cantidad de cacao tipo Nacional puro es cada dia menor y puede desaparecer
poco a poco debido a que las plantaciones existentes son muy viejas, poco
productivas y los agricultores podrian preferir producir otros cultivos mas
remunerativos (CORPEI, 2013).

En cuanto a la botanica del Cacao esta constituido por raiz, tallo, hojas, ramas, flor
y el fruto, este ultimo llamado comUnmente mazorca, es una drupa grande
sostenida por un peddnculo fuerte fibroso; su forma varia considerablemente y ha

servido de base para determinar las diferentes variedades dentro de la especie.

Generalmente es ovalado, pero hay tipos desde alargados hasta casi redondos;
tiene cinco surcos longitudinales principales y cinco secundarios que se alteran
con los principales. En la madurez los colores basicos del fruto son amarillo claro a
rojo anaranjado, correspondiendo a los colores verde y morado en estado
inmaduro (INIAP, 1999).

llustracién 2.Fruto del Cacao

EPICARPIO

MESOCARPIO

ENDOCARPIO

Fuente: (INIAP, 1999)
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El fruto del cacao, contiene granos de cacao que son masivamente explotados a
nivel mundial y solo en él se han centrado los intereses econdémicos (Bartley,
2005).

2.1.1. CARACTERISTICAS DEL MUCILAGO DE CACAO.

En la industria del cacao se generan dos residuos considerables la cascara y el
mucilago, la ciscara es usada como abono o alimento para animales (Kalvatchev,
Garzaro, & Guerra, 1998). En cuanto al mucilago no se han establecido usos tan
claros y especificos como los que posee la cascara, la pulpa mucilaginosa que
rodea la semilla de cacao estd compuesta por células esponjosas
parenquimatosas, que contienen células de savia ricas en azlcares, pentosas,
acido citrico y sales (Kalvatchev, Garzaro, & Guerra, 1998). Durante el proceso de
fermentacion la pulpa provee el sustrato para varios microorganismo que son
esenciales para el desarrollo de los precursores del sabor del chocolate, aunque la
pulpa es necesaria para la fermentacion esta se encuentra en exceso por lo que
debe ser removida generando un exudado, existe una relacion de pulpa y semilla
fresca aproximadamente 40 litros de pulpa se obtiene de 800 Kilos de semilla
fresca (Kalvatchev, Garzaro, & Guerra, 1998). Considerando que en el 2014 se
obtuvo una produccion de cacao absoluto de 65688.43 T, se puede determinar
aproximadamente que se tuvo 3284421.5 litros de exudado y este exudado
aumentara ya que los volimenes de produccién incrementaran para los préximos
afnos (ANECACAO, 2015).

Del mucilago de Theobroma cacao se tiene una referencia, la misma que fue
realizada en Costa de Marfil en el afio de 2009, el mismo exponen una tabla de
caracterizacion de mucilago de Theobroma cacao, dichos parametros se

presentan a continuacion.

Tabla 2. Caracteristica del Mucilago de Theobroma Cacao.

PARAMETRO CANTIDAD
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Tota_ll de solidos solubles 16.17+0.74
(°Brix)
Azucares Reductores
Totales (g/L) 235.31+6.42
pH 3.75+0.81
Acidez Titulable (meqg/L) 170+6.28
Calcio (mg/L) 171.5 £34.01
Sodio (mg/L) 30.5£3.77
Potasio (mg/L) 950+16.32

FUENTE: (Anvoh, Zoro Bi, & Gnakri, 2009)

2.2. CACAO EN ECUADOR.

El cacao ha sido desde sus inicios en Ecuador, un cultivo muy importante siendo
la mayor fuente de divisas por muchos afos. Esto le otorgdé un espacio relevante y
un rol en la historia de la economia nacional. Esta presencia ha permitido que el
cacao sea parte de la cultura de las comunidades rurales y de los cultivos
tradicionales del pais. Los datos disponibles hasta el 2011, indican una
produccion de 224163 TM, con una superficie sembrada de 521091 hm? y una
superficie cosechada de 399467 hm? (CORPEI, 2013). En cuanto a las
exportaciones del cacao y sus derivados registran un aumento constante con una
Tasa de Crecimiento Promedio Anual de 13.80%, el 2011 fue el afio que registro el
mayor aumento del volumen exportado a 181838 TM (CORPEI, 2013)

El sector cuenta con 95000 productores, de los cuales 55 mil son pequefos
productores de menos de 10 hm? 363 acopiadores, 48 exportadores y 10
empresas procesadoras (CORPEI, 2013). Aproximadamente el 12% de los
productores se encuentran asociados. Los exportadores se encuentran asociados
en dos asociaciones, APROCAFA que agrupa a los exportadores de cacao fino y
de aroma y ANECACAO que agrupa a los exportadores de cacao CCN-51, cacao

clasificado como comun (Banco Central del Ecuador, 2015).

En el Ecuador las variedades mas importantes de cacao son el Nacional y el CCN-
51, este ultimo representa el 30% del total de caco en grano producido en el pais

(El Agro, 2015). Ademéas el cacao CNN-51 es reconocido como de alta
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productividad, este presenta una auto-polinizacion, el nimero de mazorcas es
mayor a 50 unidades, el producto que se obtiene es homogéneo, posee un alto
nivel de grasa y las pepas estan adaptadas a una demanda industrial (Bainville,
2005).

2.2.1. CACAO CCN-51.
EL CCN-51 es un cacao clonado de origen ecuatoriano que el 22 de junio del 2005
fue declarado, mediante acuerdo ministerial, un bien de alta productividad y este

clon cultivado en Ecuador es considerado cacao ordinario, corriente o comun.

El agronomo Homero Castro Zurita en 1965 fue quien desarrollo el denominado
cacao clonado CCN-51 que significa Colecciéon Castro Naranjal (ANECACAO,
2015).

Tabla 3. Clasificacion Botanica: CCN-51

Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Sterculiaceae
Género Theobroma
Especie T. cacao.

Fuente: (INIAP, 1999)

2.2.1.1. CARACTERISTICAS DEL CACAO CCN-51,

El tamafio del arbol esta entre los 5m y 8m, este posee una raiz principal y
muchas secundarias, de las cuales la mayoria se encuentran en los primeros 30
cm del suelo. Las hojas son simples, enteras y de color verde bastante variable
(color café claro, morado o rojizo, verde palido) y de peciolo corto. En cuanto a las
flores estas son pequefias y se producen en racimos pequefios sobre el tronco y
las ramas, alrededor de donde antes hubo hojas, la polinizacion entomofila

destaca un mosquito del genero Forcipomya.
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El fruto tiene color tamafio y formas variables. Generalmente tiene forma de baya,
de 30cm de largo y 10 cm de diametro. Puede ser liso o acostillado de forma
eliptica y de color rojo, amarill6, morado o café, el fruto es de sabor acido, dulce y
aromatico. El nimero de semillas por baya oscila entre los 20 y 40 y pueden ser

planas o redondas (Paredes, 2009).

Imagen del arbol de cacao.
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Imagen del grano del Cacao

La siguiente tabla expone las caracteristicas del cacao CCN-51 esto de acuerdo a

la norma INEN 176, se tiene la siguiente tabla.

Tabla 4. Caracteristicas del Cacao CCN 51

UNIDAD

PARAMETRO

g. 135-140

Pastoso % 18
Violeta % 5
Ligera fermentacion % 11
Buena fermentacion % 65

Fermentacion Total % 76
Impurezas % 1
Moho % 1
Humedad % 7

Fuente: INEN 176.

2.2.1.2. REQUERIMIENTOS CLIMATICOS: CACAO CCN-51.
El cacao es una especie que se adapta principalmente a las zonas tropicales. Es
importante brindarle al cultivo las condiciones adecuadas para que este pueda

desarrollarse con normalidad.

Temperatura: es un factor importante debido a su relacion con el desarrollo,

floracién y fructificacion del cultivo de cacao. El cacao CCN-51 presenta floracion
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normal y abundante a 25°C. La temperatura para el cultivo debe estar entre los
siguientes valores: minima 23°C, maxima 32°C, éptima de 25°C (Paredes, 2009).

Agua: el cacao CCN-51 no tolera la escasez de agua, como tampoco el
encharcamiento. Es por este motivo que se debe tener control de drenaje
minucioso en el area de sembrado. La precipitacion éptima para el cacao es de
1600 mm a 2500 mm distribuidos durante todo el afio (Paredes, 2009).

Luminosidad: la luz es otro de los factores ambientales de suma importancia para
el desarrollo del cacao, especialmente para la fotosintesis, la cual ocurre a baja
intensidad aun cuando la planta este a plena exposicién solar. En la etapa de
establecimiento del cultivo de cacao es recomendable la siembra de otras plantas
para hacer sombra, debido a que las plantaciones jévenes de cacao son afectadas
por accién directa de los rayos solares. Para plantaciones ya establecidas, se
considera que una intensidad luminica menor al 50% del total de la luz limita los
rendimientos, mientras que una intensidad superior al 50% del total de la luz los

aumenta, pero reduce la vida productiva del arbol (Paredes, 2009).

Altitud: el cacao crece en las zonas tropicales, cultivAndose desde el nivel del mar
hasta los 800 metros de altitud. Sin embargo, en latitudes cercanas al ecuador las
plantaciones se desarrollan normalmente en altitudes mayores que van del orden
de los 1000 msnm hasta 1400 msnm (INIAP, 1999).
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2.2.2. PRINCIPALES ZONAS DE PRODUCCION DE CACAO.

El Ecuador es una Republica democratica e independiente, tiene una extension de
283.561 Km? y una poblacion cercana a los 15 millones de habitantes. El Ecuador
es un Estado constitucional republicano y descentralizado, dividido politica-

administrativamente en 24 provincias.

llustracion 3. Mapa Politico del Ecuador.

COLOMBIA

oun®
j%B*j-<?

GALAPAGOS 7 =

SUCUMBIOS

OCEANO-
PACIFICO

Fuente: (Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo, 2013)

El Ecuador en el afio 2009, adapto una distribucién territorial que establece
regiones o Zonas de planificacion, esta zonificacion es la unido de 2 o mas
provincias contiguas. En el Ecuador existen 7 regiones o zonas, conformadas

cada una por las siguientes provincias.
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Tabla 5. Regiones o0 Zonas del Ecuador

Zonal Zona 2 Zona 3 Zona 4 Zona5 Zonab6
Santa
Esmeraldas | Pichincha | Chimborazo | Manabi Canar El Oro
Elena
Carchi Napo Tungurahua | Galapagos | Guayas | Azuay Loja
Santo
Domingo Los Morona Zamora
Imbabura | Orellana Pastaza ] ) o
de los Rios | Santiago | Chinchipe
Tsachilas
Sucumbios Cotopaxi Bolivar

Fuente: (Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo, 2013)

llustracion 4. Mapa del Ecuador por Zonas

— _ _ ZONADEESTUDIO

Fuente: (Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo, 2013)

En Ecuador el cultivo de cacao se encuentra distribuido casi en su totalidad en la

region costera, a diferentes estratos que van de 0 hasta 400 m sobre el nivel del

mar. Se identifican 3 zonas ecoldgicas distintas (norte, central y sur) comprendidas
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entre las latitudes 1.5 °N y 4 9S, las mismas que incluyen pequefias areas de las
estribaciones de la cordillera Occidental. En la zona oriental también se encuentra
cacao (INIAP, 1999). La produccion de cacao en el 2014 fue de 133323 t/afio de
almendra seca, para ello se utilizé una superficie de 507721 hm?2. Este producto
tiene un periodo de cosecha anual, en cuanto a la variedad se tiene el Cacao
Nacional Sabor Arriba y CCN-51, las provincias productoras mas importantes son:
Guayas, Los Rios, Esmeraldas, Manabi (ESIN Consultoras S.A, 2014).

En la siguiente tabla se ilustra todas las provincias productoras cacao y su

produccion anual en toneladas.

Tabla 6. Cultivo de Cacao en Ecuador

PRODUCCION DENSIDAD DE

PROVINCIA SUP(E%)'C'E ABSOLUTA PRODUCCION
(T/ANO) (T/Km?/afio)

MANABI 12096,78 17529,5 14,78
ESMERALDAS 15753,51 14815,33 4,79
EL ORO 2999,6 6232,78 11,79
COTOPAXI 2679,1 5053,69 6,74
PICHINCHA 1545,37 4038,53 5,64
S’?‘_B% gggﬂéﬁ?&g E 3770,43 4003,58 2,67
BOLIVAR 3110,44 3450,87 14,62
CANAR 2117,4 2985,12 5,56
SUCUMBIOS 6943,14 2834,89 1,11
ORELLANA 10432,35 2158,11 1,22
NAPO 6950,38 1518,89 0,41
AZUAY 585,09 374,67 0,64
PASTAZA 8864,29 348,03 0,04
ZAMORA CHINCHIPE 1015,9 344,44 0,34

Fuente: (ESIN Consultoras S.A, 2014)
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Se presenta a continuacion un grafico que expone la produccién de Cacao en

T/ano, en cada una de las zonas del Ecuador.
llustracion 5. Zonas productoras de cacao

Producion de Cacao (T/afno) por Zonas
25000

20000
15000
10000

5000 I
0

Zona 1l Zona 2 Zona 3 Zona 4 Zona 5 Zona 6 Zona 7

Fuente: (ESIN Consultoras S.A, 2014)
El presente estudio se desarroll6 en la zona 6 la misma que estd comprendida por

las provincias de Azuay, Cafiar y Morona Santiago y tiene una produccion de
3359.79 T/afo.
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2.3. ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.
Espectroscopia es la medicion e interpretacion de la radiacion electromagnética
absorbida, dispersada o emitida por a&tomos, moléculas u otras especies quimicas.
Estos fenbmenos estan asociados con cambios en los estados de energia de las
diferentes especies y, ya que cada especie posee estados energeéticos
caracteristicos, la espectroscopia puede utilizarse para identificarlas vy
cuantificarlas, la espectroscopia atomica se usa para determinar cualitativa y
cuantitativamente alrededor de unos 70 elementos. La sensibilidad tipica de los
métodos atdomicos va de partes por millébn a partes por billon. Ademas estos son
métodos rapidos, posee una notable sensibilidad y un coste moderado de los

instrumentos.

El estudio espectroscopico de atomos con radiacion ultravioleta y visible solo se
puede hacer en fase gaseosa, que es donde los atomos, iones se encuentran bien

separados entre si (Skoog, West, & Holler, 2001).

2.3.1. FUNDAMENTO.

El atomo consiste de un nucleo y de un nimero determinado de electrones que
llenan ciertos niveles cuanticos. La configuracibn mas estable de un atomo
corresponde a la de menor contenido energético conocido como “estado

fundamental”.

Si un atomo que se encuentre en un estado fundamental absorbe una
determinada energia, éste experimenta una transicion hacia un estado particular
de mayor energia. Como este estado es inestable, el atomo regresa a su

configuracion inicial, emitiendo una radiacion de una determinada frecuencia.

La frecuencia de la energia emitida corresponde a la diferencia de energia entre el
estado excitado (E1) y el estado fundamental (Eo) como se encuentra descrito en

la ecuacién de Planck.

hc
E=E1—E0=hv=7 (D
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.h=constante de Planck; v=frecuencia; c=velocidad de la luz; A=longitud de onda.

Segun la teoria atémica, el 4tomo puede alcanzar diferentes estados (Ei, Ez,
Es.....En) y cada uno de ellos emitir una radiacion (A1, Az, As,.....An) caracteristica,
obteniéndose asi un espectro atomico, caracterizado por presentar un gran
namero de lineas discretas. En absorcion atomica es relevante solamente aquella
longitud de onda correspondiente a una transicion entre el estado fundamental de
un atomo y el primer estado excitado y se conoce como longitud de onda de
resonancia. De la ecuacion de Planck, se tiene que un atomo podra absorber
solamente radiacién de un longitud de onda especifica. En absorcion atoémica
interesa medir la absorcion de esta radiacion de resonancia al hacerla pasar a
través de una poblacion de atomos libres en estado fundamental. Estos
absorberan parte de la radiacion en forma proporcional a su concentracion
atomica. La relacion entre absorcion y concentracion se encuentra definida en la
ley de Lambert-Beer. Como la trayectoria de la radiacién permanece constante y el
coeficiente de absorcidén es caracteristico para cada elemento, la absorbancia es
directamente proporcional a la concentracion de las especies absorbentes (Castro,
2000).

Los componentes de un espectrofotometro de absorcion atébmica.

e Una fuente de radiacion.

e Un nebulizador.

e Un quemador.

e Sistema Optico que separe la radiacién de longitud de onda de interés, de
todas las demas radiaciones que entran ha dicho sistema.

e Un detector o transductor, que sea capaza de transformar, en relacion
proporcional, las sefales de intensidad de radiacion electromagnética, en
sefales eléctricas o intensidad de corriente.

e Un amplificador.

e Sistema de lectura.
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QUEMADOR AMPLIFICADOR LECTURA
NEBULIZADOR

llustracion 6. Instrumentacion para Absorcion Atdmica

Fuente: (Castro, 2000)

2.3.2. ATOMIZACION CON LLAMA.

En un atomizador de llama, la disolucién de las muestras es nebulizada mediante
un flujo de gas oxidante, mezclado con el gas combustible, y se transporta a una
llama donde se produce la atomizacién, en dicha llama se producen una serie

compleja de procesos encadenados.

La desolvatacion es una etapa en donde se evapora el disolvente hasta producir
un aerosol molecular sélido finamente dividido, luego la disociacién de la mayoria
de estas moléculas produce un gas atébmico, la mayoria de los atomos asi
formados se ionizan originando cationes y electrones. Indudablemente se
producen también otras moléculas y 4tomos en la llama como resultado de las
interacciones del gas combustible con el gas oxidante y las distintas especies de
la muestra, una fraccion de las moléculas, atomos e iones también se excitan por
el calor de la llama, produciéndose asi espectros de emisiébn molecular, atdbmicos
e ionicos. Ya que se dan una serie de procesos complejos, no es sorprendente
gue la atomizacion sea etapa mas critica en la espectroscopia de llama y la que
limita la precision de dichos métodos. Debido a la naturaleza critica de la etapa de
atomizacion, es importante comprender las caracteristicas de las llamas y las

variables que afectan a dichas caracteristicas (Skoog, West, & Holler, 2001).
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2.3.3. TIPOS DE LLAMAS.

Tabla 7.Tabla de propiedades de la llama

VELOCIDAD
TEMPERATURA COMBUSTIBLE

COMBUSTIBLE OXIDANTE c MAXIMA

(cm?3/s)
GAS NATURAL AIRE 1700-1900 39-43
GAS NATURAL OXIGENO 2700-2800 370-390
HIDROGENO AIRE 2000-2100 300-440
HIDROGENO OXIGENO 2550-2700 900-1400
ACETILENO AIRE 2100-2400 158-266
ACETILENO OXIGENO 3050-3150 1100-2480
ACETILENO OXIDO NITROSO 2600-2800 285

(Skoog, West, & Holler, 2001)

En la tabla 7 se enumera los combustibles y oxidantes que son usados
comunmente en espectroscopia de llama de igual manera los intervalos de
temperatura que alcanzan cada una de las mezclas. Hay que destacar que cuando
se usa aire como oxidante se obtiene temperaturas de 1700 a 2400 °C con varios
combustibles. A esta temperatura se atomizan las muestras que se descomponen
facilmente. Para la mayoria de muestras refractarias, se debe emplear oxigeno u
oxido nitroso como oxidantes estos oxidantes producen una temperatura de 2500

a 3100 °C con los combustibles habituales.

Las velocidades del combustible son de considerable importancia puesto que las
llamas son Unicamente estables en ciertos intervalos de caudal. Si el caudal no
sobre pasa la velocidad de combustion, la llama se propaga hacia el interior del
guemador, dando un fogonazo. Cuando el caudal aumenta, la llama sube hasta
alcanzar un punto por encima del quemador donde el caudal y la velocidad de
combustion son iguales. En esta region es donde la llama es estable. A caudales
mas elevados, la llama sube y al final alcanza un punto donde se aparte del
mechero y se apaga. Por ende es importante el control del caudal de la mezcla
combustible/oxidante. Este caudal depende mucho del tipo de combustible y de
oxidante utilizados (Skoog, West, & Holler, 2001).
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2.3.4. FUENTE DE RADIACION.

2.3.4.1. LAMPARAS DE CATODO HUECO.

La fuente mas comun para las medidas de absorcion atémica es la ldmpara de
catodo hueco. Este tipo de lampara consiste en un anodo de wolframio y un
catodo cilindrico cerrados herméticamente en un tubo de vidrio lleno con nedn o
argon a una presion de 1 a 5 torr. El catodo esta constituido con el metal cuyo
espectro se desea obtener, o bien, sirve de soporte para una capa de dicho metal.
Cuando se aplica un potencial del orden de 300 V entre los electrodos se produce
la ionizacion del gas inerte, lo que da lugar a una corriente de aproximadamente 5
a 15 mA al tiempo que los iones y electrones migran hacia los electrodos (Skoog,
West, & Holler, 2001). Si el potencial es lo suficientemente grande, los cationes
gaseosos adquieren la suficiente energética cinética como para arrancar algunos
de los atomos metélicos de la superficie del catodo y producir una nube atémica; a
este proceso se le denomina chisporroteo. Una parte de los atomos metélicos
desprendidos se encuentran en estado excitado y, de este modo, al volver al
estado fundamental emiten su radiacion caracteristica. Al final, los &tomos
metalicos se vuelven a depositar difundiendo de nuevo hacia la superficie del

catodo o hacia las paredes del tubo.

llustracion 7.Lampara de Catodo Hueco.

Ancda Cétedo hueco

i # —————
] ‘-/ | ||Ir|'
I_o-' /{"’ I|'

Iy .'"I Ventana de cuarro
Provector de vidrio Me oAra 1-5 porr o vidrio Pirex

Fuente: (Skoog, West, & Holler, 2001)
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2.3.4.2. LAMPARA DE DESCARGA SIN ELECTRODOS.

Son fuentes de espectros atdmicos muy utilizadas y, por lo general, producen
intensidades radiantes que son uno o dos 6rdenes de magnitud superiores a las
lamparas de catodo hueco. Una lampara tipica esta constituida por un tubo de
cuarzo herméticamente cerrado que contiene un gas inerte, como el argon, a unos
pocos torr y una pequeia cantidad del metal (0 su sal) cuyo espectro se desea
obtener. La lampara no contiene electrodos pero, en su lugar, para su activacion
se utiliza un campo intenso de radiofrecuencia o radiacién de microondas. De esta
forma, se produce la ionizacion del argdn, originandose iones que son acelerados
para la componente de radiofrecuencia del campo hasta que adquiere la suficiente
energia para excitar a los atomos del metal cuyo espectro se desea. Existen
lamparas de descarga sin electrodos comercializadas para 15 o0 mas elementos,
todas estas utilizan una fuente de radiofrecuencia de 27 MHz (Skoog, West, &
Holler, 2001).

llustracion 8.Lampara de descarga sin electrodos.

YVentana de cuarzo

Recipiente de cerdmica

Fuente: (Skoog, West, & Holler, 2001)
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2.4. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE.
2.4.1. PRINCIPIOS BASICOS.

2.4.1.1. ESPECTRO ELECTROMAGNETICO.
La radiaciéon ultra violeta (UV) y visible comprende sélo una pequefia parte del
espectro electromagnético, el cual incluye ademas otras formas de radiacion como

radio, infrarrojo (IR), cGsmica y rayos X.

llustracion 9.El espectro electromagnético.
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Fuente: (Owen, 2000)
La energia asociada con la radiacion electromagnética se define por la siguiente
ecuacion:

E=hv (2)

Donde E es la energia (en julios), h es la constante de Planck (6.62x10-3*Js) y v es

la frecuencia (en segundos).

2.4.1.2. LONGITUD DE ONDA Y FRECUENCIA

La radiacion electromagnética puede considerarse una combinacion de campos
eléctricos y magnéticos alternos que viajan por el espacio con un movimiento de
onda. Como la radiacién actia como una onda, puede clasificarse segun la

longitud de ésta o la frecuencia, relacionadas por:

_C
v=o (3)
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Donde v es la frecuencia (en segundos), c es la velocidad de la luz (3x108ms™) y A
es la longitud de onda (metros) en espectroscopia UV — visible, la longitud de onda

normalmente se expresa en nanémetros (1nm=10-°m).

De las ecuaciones 2 y 3 se deduce que la radiacion con longitud de onda més
corta tiene mayor energia. En espectroscopia UV — visible, la luz UV de longitud
de onda mas pequefia tiene la energia méas alta. En algunos casos, esta energia
es suficiente para causar reacciones fotoquimicas no deseadas al medir los

espectros (Owen, 2000).

2.4.1.3. ORIGEN DE LOS ESPECTROS UV - VISIBLE.

Cuando la radiacion interacciona con la materia, puede ocurrir varios procesos
como reflexion, dispersion, absorbancia, fluorescencia/fosforescencia y una
reaccion fotoquimica (absorbancia y rotura de enlaces). En general, cuando se

mide espectros UV — visible, solo es deseable que ocurra absorbancia.

Como la luz es una forma de energia, la absorcién de la luz por la materia causa
que aumente el contenido de energia de las moléculas (atomos). La energia
potencial total de una molécula, generalmente se representa como la suma de

sus energias electrénica, vibracional y rotacional.

Etotal = Eelectronica + Evibracional + Erotacional (4)

La cantidad de energia que una molécula posee en cada forma no es un continuo,
sino una serie de niveles o estados discretos. La diferencia de energia entre los

diferentes estados es el siguiente:

Eelectronica > Evibracional > Erotacional

En algunas moléculas y atomos, los fotones de luz UV vy visible tienen suficiente
energia para causar transiciones entre los diferentes niveles. La longitud de onda
de la luz absorbida es aquella que tiene la energia requerida para mover un

electron desde un nivel de energia inferior a uno superior.
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2.4.2. LEY DE BEER.

Si 100 fotones de luz entran en una cubeta y sol6é 50 de ellos salen por el otro
lado, la transmitancia es 0.5, o del 50%. Si estos 50 fotones atraviesan, entonces,

una cubeta idéntica, s6lo saldaran 25, etc.

Generalmente se piensa que Lambert (1760) formulé la primera ecuacion
matematica sobre este efecto, aunque ahora parece que se le adelanté Bouguer
en 1729. La expresion matematica es:

T = I/IO — e—kb (5)

Donde I, es la intensidad incidente, I es la intensidad transmitida, e es la base de

los logaritmos naturales, k es una constante y b es el paso optico.

La ley de Beer dice que la cantidad de luz absorbida es proporcional a | nimero de

moléculas absorbentes por las que pasa la luz.

Combinado las dos leyes se obtiene la ley Beer-Bouguer-Lambert:
T = I = e~ kbc (g
/1y (6)

Donde c es la concentracion de las especies absorbentes (expresado en g/L o
mg/L). Esta ecuacion puede transformase en una expresion lineal tomando el

algoritmo y normalmente, se expresa de la siguiente manera:

A= —logT = —log (I/IO) = log (1"/1) = ebc (7)

Donde ¢ es la absorcion molar o coeficiente de extincion. Esta expresion se
conoce como la ley de Beer. Este coeficiente de extincion () es caracteristico de
onda, disolvente y temperatura. En la practica, el coeficiente de extincion medido
también depende de las caracteristicas del instrumento utilizado, por tal motivo no
se utilizan valores predeterminados del coeficiente para analisis cuantitativos, en

su lugar se construye una curva de calibracion o curva de trabajo para la sustancia
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a analizar, utilizando disoluciones patron con concentraciones conocidas del

analito.

Para transiciones electronicas, la diferencia de energia entre los estados
fundamentales y excitados, es relativamente grande. Por tanto, a temperatura
ambiente, es muy probable que todas las moléculas estén es estado fundamenta.
La absorcion y vuelta al estado fundamental, son procesos rapidos y el equilibrio
se alcanza muy rgpidamente. Por consiguiente, la absorcion de luz UV — visible es
cuantitativamente muy exacta. La simple relacion lineal entre la absorbancia y la
concentracion y la relativa facilidad de medida de la luz UV — visible, ha hecho de
la espectroscopia UV — visible la base de miles de métodos analiticos cuantitativos
(Owen, 2000).

2.4.3. METODO DE SOMOGYI-NELSON.

2.4.3.1. Principio quimico del componente A de Somogyi.

El carbonato de sodio con el agua tiene una reaccion alcalina por efecto de la
gran hidrélisis que experimenta. El tartrato de sodio y potasio en medio alcalino
reacciona, con el CuS0,5H,0, dando origen a un complejo cupro tartarico,

intensamente azul y estable, no precipita por los alcalis.

Coor CO0 < ' OOC
| | % 2
HOD> C-H HOE> C-H ~HOP> C-H
Cu (OH)y + 2 | — > | Cut? | + 3 OH
H-C<0H H-C=JOH .- " H-CgOH
| I o S
coo Coo ™ 00c

Entonces se dispone de un complejo que contiene Cu*? en medio alcalino, capaz
de oxidar los aldehidos pero no las cetonas. Ademas, el bicarbonato de sodio,
solido blanco poco soluble en agua, cuya solucion presenta reaccion débilmente
alcalina, se une con el carbonato de sodio para dar a una solucién buffer que
impide el cambio en la concentracion de iones hidrogeno cuando se producen
pequefias cantidades de acidos o bases en el medio, asegurando él mismo pH

alcalino (Gonzalez Blair & Castellano,Dominguez, 2003).
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2.4.3.2. Principio quimico del componente B de Somogyi.

El sulfato de sodio es un cuerpo blanco, cuya maxima solubilidad se presenta a los
33°C, y sus disoluciones saturadas en caliente ofrecen en frio el fendmeno de la
sobresaturacion: es este estado, cuando por agitacion u otra causa cristalizan, lo

hacen con siete moléculas de agua (Gonzélez Blair & Castellano,Dominguez,
2003).

2.4.3.3. Principios quimicos del reactivo de Nelson.
El molibdato de amonio en presencia de acido sulfurico y de Arsenato de sodio da
origen al acido molibdoarsénico, complejo de color amarillo (Gonzalez Blair &

Castellano,Dominguez, 2003).

27TH* + AsO,* +|12M00,? —— H, [As (Mo,0,,),] + 12H,0

2.4.3.4. Analisis de lareaccion con el reactivo de Somogyi.

Al afiadir un azlcar reductor al reactivo de Somogyi Yy calentar, se produce un
precipitado de cobre reducido bajo la forma de hidrato cuproso y 6xido cuproso,
gue oscila entre los colores rojo y amarillo y se mantienen inalterado gracias a la
presencia del sulfato de sodio utilizado para minimizar la entrada oxigeno

atmosférico a la solucion y evitar asi la re-oxidacién del éxido cuproso.

CHO CO0°

| |
CQ0 _ L. 00C M-C-0OM H-C-0H CO0
LN < | l |

HOB= C-H » OB C-H HO-C-H HO.C-H HOPB>C-H
1 | Cut? | ' | +50H | +4 |+ Cul +3H0
H-CegOH .~ ™. H-CgOH H-C-OH \ H-C-OM H-CyCH

- | | | |
CO0 T 00C H-C-0OH M-C-0OM cCO

| |

CH{OH CH,OH

Asi pues, la glucosa se oxida, sea por oxidacion del Ci (el carbono aldehidico)
para producir un acido aldénico, o por oxidacion del carb6n numerado con la cifra
mas alta (el carbono que lleva el alcohol primario) para producir un acido
alduronico. El primero de ellos, el acido D-gluconico, es estable en forma de sus
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sales, ya que se lactoniza. Las lactonas obtenidas pueden ser y o 6§ y
frecuentemente se obtiene una mezcla de ambas. (Gonzalez Blair &
Castellano,Dominguez, 2003).

CHO COOH fOGNa
H E OH H é OH H‘F—OH
| [C] | HO-C-H
H'D—|C—H HQ_.;"T_H ., I
HoC _-OH “OH H_C_OH H—(I:—DH
H_c_or H_¢_oH H‘f‘DH
L.lH;,DH t.:lH;,DH CH,CH

[-gluconato de sodic

Acido D-glucdnico - _
(sal de un acido aldénico)

2.4.3.5. Analisis de lareaccién con el reactivo de Nelson.

Al momento que los reactivos de Somogyi y Nelson reaccionan, inicia el consumo
de agentes reductores tales como acido ascoérbico o 4cidos carboxilicos derivados
de las aldosas, mientras tanto el acido sulfurico se combina con el D-glucanato de
sodio, para liberar el &acido D-gluconico que lactoniza en sus formas vy, §

(Gonzalez Blair & Castellano,Dominguez, 2003).

COONa COOH
' |
H-C-OH H-C-0OH
' | CH,OH
HO-C-H , HO-C-H |
| H | HO-C -
L. =O
H-C-0H *  H-C-OH '
| | + Hy
H-C-OH H-C-OH O
| |
LHQOH CH,OH OH
D-gluconate de sodio Acido C-gluconico D-gluconolactona
(un dcide aldénies) {una f-lactona)
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Entonces, el molibdoarsénico de amonio reacciona con el acido aldonico obtenido
durante la oxidacion del azucar reductor con el reactivo de Somogyi, reduciendo el
complejo amarillo a azul de molibdeno y oxidando el 4cido a una aldosa con un
atomo de carbono menos que el acido aldénico inicial (Gonzélez Blair &

Castellano,Dominguez, 2003).

COOH CHO

| I
H-C-0H HO-C-H

| |
HO-C-H [0] H-C-OH

(NHis[As(MeyDi)y] + | 4 2IH —— |+ H3[AsOy (4MoO; MoDy)y] + €O T + 3NHT + 10H:0

H-C-CH H-C-OH

I |
H-C-OH CH,COH

|

CH;OH

Complejo de color amarillo Acido gluconico  D-arabinosa Azul de molibdeno

Como la cantidad de azul de molibdeno formado y el porcentaje de sulfato de
cobre que dej6 de reaccionar en el reactivo de Somogyi son proporcionales a la
concentracion de azucares reductores presentes en la muestra, la intensidad de
color puede medirse con un espectrofotometro, relacionando la absorbancia con la

concentracion de las azucares reductoras.

2.5. ESPECTROSCOPIA INFRARROJA.

La espectroscopia infrarroja ha llegado a ser una de las técnicas mas importantes
para la determinacion de la estructura molecular. Al mismo tiempo, sus
aplicaciones de tipo analitico la han convertido en una herramienta indispensable

en el laboratorio quimico.

Una molécula no es una estructura rigida, sino que, a la temperatura ordinaria, los
atomos que la forman oscilan o vibran constantemente alrededor de sus
posiciones de equilibrio. La amplitud de estas oscilaciones es muy pequeia, entre
0.01y 0.1 A, y su frecuencia de vibracion es relativamente elevada, de 1012 a 104

Hz. Esta frecuencia es de la misma magnitud que la de la radiacion infrarroja, por
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lo que cabe esperar que haya interaccion de dicha radiacién con las vibraciones
atomicas de una molécula, llamadas corrientemente vibraciones moleculares. En
efecto, al iluminar un conjunto de moléculas con radiacion infrarroja de frecuencia
apropiada, ocurre una absorcion por parte de las moléculas de la energia de la
radiacion. El registro grafico del porcentaje de la radiacion absorbida (o
transmitancia) por una muestra de sustancia, en funcién de la longitud de onda o
del numero de ondas de la radiacion infrarroja incidente, es lo que se llama un
espectro infrarrojo, intimamente relacionado, con las vibraciones moleculares. La
region del espectro en que aparece una absorcion de radiacion se llama banda de
absorcién; la frecuencia o numero de ondas del pico de maxima absorcion,
llamada frecuencia de la banda, asi como la intensidad o porcentaje de absorcion,
son datos de gran interés para el estudio de la estructura molecular de la

sustancia absorbente (Morcillo , 1974).

Cuando se conocen los compuestos de una mezcla, puede hacerse el analisis
cuantitativo midiendo la intensidad de absorcion de ciertas bandas seleccionadas
(una para cada componente), que suelen llamarse bandas clave. En general como
bandas clave se eligen aquellas que sean muy intensa y no estén superpuestas
con otras bandas de los demas componentes. En mezclas complejas, puede ser
necesario llegar a un compromiso entre dos factores. A veces, suele ser preferible
utilizar una banda relativamente débil, en vez de una mas intensa que presente
una parcial superposicion con otras, puesto que, por adecuada seleccion de la
célula o de la concentracion de la muestra, puede conseguirse que el porcentaje

de absorcion de la banda clave esté entre limites convenientes (Morcillo , 1974).

2.6. ACIDEZTITULABLE, pHY GRADOS BRIX.

Acidez Titulable: Los acidos organicos presentes en los alimentos influyen en el
sabor, color y la estabilidad de los mismos. Los valores de acidez puede ser muy
variables, los acidos predominantes en frutas son: el citrico (frutas tropicales), el
malico (ej. Manzana), el tartarico (ej. Uvas y tamarindo) mientras que en los
productos pesqueros, de aves y productos carnicos son de acidez muy baja vy el

acido predominante es el lactico. En el procedimiento usual para determinar la
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concentracion total de acidos, se titula una alicuota de la solucion problema con
una solucién estandar de alcali hasta el punto en el cual una cantidad equivalente
de la base ha sido afadida. Este punto final puede detectarse mediante

indicadores (cambio de color), electrométricamente, etc. (GenAsig, 2013).

El pH: se define como el logaritmo negativo de la concentracion molar de los iones

hidrégeno como indica la siguiente ecuacion.
pH = —log[H™] (8)

El pH presente en el alimento ser& el resultado de los sistemas amortiguadores
naturales que predominen en el mismo. Los sistemas amortiguadores o buffers
son mezclas de acidos o bases débiles y sus sales. Su determinacion y control es
de gran importancia en las industrias de alimentos ya que mediante este
pardmetro se puede establecer un uso y control idéneo de microorganismos y
enzimas, también es importante en la clarificacion y estabilizacién de los jugos de
frutas y de productos fermentados de frutas y cereales. Ademas, resulta
particularmente importante en lo que se refiere a rigurosidad del tratamiento
térmico (tiempo y temperatura de procesamiento) en general, la velocidad de
destruccion térmica de las bacterias, principalmente las anaerobias formadoras de
esporas, estas tienen un incremento considerable cuando aumenta la
concentracion de iones hidronio. Alimentos con valores de pH menores de 4.5 son
considerados éacidos y con valores mayores, alimentos no acidos. Para estos
altimos la rigurosidad del procesamiento térmico debera ser mayor (GenAsig,
2013).

El indice de refraccion: Se ha observado que la velocidad de la luz no es la misma
en todos los medios. La velocidad de la luz en el vacio es exactamente 299792458
metros por segundo, pero es inferior cuando la luz atraviesa otro medio. Para
describir como de diferente es la velocidad de la luz en un cierto medio respecto a
la velocidad en el vacio, se introduce el llamado indice de refraccion n . (Pedros &
Mas, 2000)
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Donde c es la velocidad de la luz en el vacio y v la velocidad de la luz en el medio
en cuestion. Cuando la luz se acerca a un medio con diferente indice de
refraccion, parte de la luz se refleja y el resto pasa al segundo medio (se refracta).
Existe una relacién entre los angulos de la luz y los indices de refraccion de los

medios, la llamada ley de Snell.

llustracién 10. Grafico Ley de Snell

Fuente: (Pedros & Mas, 2000)
nysinf; = n,ysind, ... ... ... ... (10)

Donde: n1y n2 son los indices de refraccion de los medios; 6; es el angulo de
incidencia; 6, es el angulo de refraccion. Ambos angulos se miden respecto a la
recta perpendicular a la superficie de separacion entre los medios (interfaz). La
ecuacion 11 es valida siempre que los medios sean isétropos, es decir uniforme
en todas direcciones (Pedrés & Mas, 2000). El indice de refraccion varia con la
naturaleza del compuesto, temperatura, longitud de onda de la luz y la
concentracion del compuesto. Si las tres primeras variables se hacen constantes
la concentracion del compuesto se puede determinar midiendo el indice de
refraccion, de tal forma este indice se usa para determinar sélidos totales en
disolucién. El uso del indice de refraccion para determinar concentracién es

preciso solamente para sacarosa pura u otras disoluciones puras, también se
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utiliza para obtener concentraciones aproximadas de azucares para productos

liguidos en cuyo caso la solucién debe ser clara (Nielsen, 1998).

2.7. MUESTREO.

Los métodos de muestreo de alimentos para el estudio de composicion pueden
ser: al azar, selectivos, muestreo controlado. Cuando un alimento es coleccionado
especificamente para generar resultados para una base de datos de composicién
del alimento, es muy importante que las muestras sean representativas, tal como
es consumido o esta disponible por tal motivo se realizara un muestreo al azar ya
gue una muestra al azar es aquella en la cual todos los individuos tienen la misma
posibilidad de ser incorporados al estudio. La muestra representativa es aquella
resultante de plan de muestreo y se espere que refleje adecuadamente las
propiedades de interés de la poblacion madre (Araya , Garay, & Burlingame,
1997).

Se tendra en el plan de muestreo los siguientes aspectos.

e Seleccion.
e Extraccion
e Preservacion.

e Transporte.

Ademas se debe tener en cuenta el lugar en donde se realizara el muestreo de

esta manera se tiene las siguientes directrices para realizarlo:

a. Para caracterizar el cacao de una region.
Se recoge una muestra de tantas fincas sea posible, en la zona (una por
finca); todas las muestras deben pertenecer a la misma temporada de
cultivo. Se mezclan todas las muestras de las fincas y se extrae una
muestra representativa de esa mezcla. Se debe anotar la temporada y la
fecha en la etiqueta.

b. Para caracterizar cacao de una finca.
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Se extrae sub muestras de todos los sacos de cacao de un lote de menos
de una tonelada, o de uno cada tres sacos en lotes de méas de una
tonelada.
c. Muestreo de cacao para investigacion.
Muestras sin fermentacidén: Recoja tres muestras separadas y paselas del
recipiente de cosecha a bolsas plasticas, inmediatamente después de
romper la mazorca. Divida el niumero total de recipientes en tres grupos;
saque una pequefa cantidad de almendras de cada grupo y coléquela en
bolsas apropiadas. Cada recipiente es de 18.9 litros (5 galones)
(Stevensaon, Corven, & Villanueva, 1993).
d. Método de muestreo para cacao.
e Elaborar un plano o croquis de la huerta a muestrear.
e Sefale en el plano areas que presenten condiciones semejante de
suelo (pendiente principalmente), edad de las plantas, sombreado.
e En cada area selecciona al azar el 5% del total de las plantas a
muestrear (INIAP, 1999).

2.7.1. TIPOS DE MUESTREOS.

2.7.1.1. CUADRANTES.
Es una de las formas mas comunes de muestreo de vegetacion, estos hacen
muestreos mas homogéneos. Este método consiste en colocar un cuadrado sobre

la vegetacion, para realizar las determinaciones.

El tamafio del cuadrante dependera de la forma de vida y de la densidad de los
individuos. Para muestrear vegetacion herbacea el tamafio del cuadrante pude ser
1mx1m, para muestrear bejucos o arbustos el tamafio puede ser de 2mx2m .para
arboles (mayores a 10 cm de diametro a nivel del pecho), los cuadrantes pueden
ser de 5mx5m o 10mx10m. El tamafio del cuadrante dependera de la densidad de

las plantas a medirse (Fredericksen, 2000).
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2.7.1.2. PUNTO CENTRO CUADRADO.
Es método usado para el muestreo de arboles. La ventaja de este método son la
rapidez de muestreo, el poco equipo y mano de obra que requiere y, ademas, la
flexibilidad de medicion, puesto que no es necesario acondicionar el tamafio de la
unidad muestral a las condiciones particulares de la vegetacién (Matteuci y Colma,
1982). Este método estd basado en la medida de cuatro puntos a partir de un
centro. Especificamente, consiste en ubicar puntos a través de una linea (senda,
picadas, lineas imaginarias). En esta linea, cada cierta distancia (50 o 10 m) o al
azar se debe ubicar un punto a partir del cual se hara el muestreo. En este punto
se cruzan dos lineas imaginarias, con las cuales se obtiene 4 cuadrantes, en cada
cuadrante se debe ubicar el punto central, ademas en cada cuadrante se

considerara Unicamente 4 arboles (Fredericksen, 2000).

2.7.2. NUMERO DE MUESTRAS.
En un estudio para determinar pardmetros, se pretende hacer inferencias de
valores poblacionales (media, proporciones) a partir de una muestra. Si se desea

estimar una muestra, debe conocerse:

a) El nivel de confianza o seguridad (1-a). El nivel de confianza prefijado da
lugar a un coeficiente (Za). Para un nivel de seguridad del 95% a=1.96.

b) La precision que se desea en el estudio;

c) Una idea del valor aproximado del parametro que se quiere medir. Esta
idea se puede obtener revisando literatura o mediante estudio pilotos
previos. En caso de no tener dicha informacion se utilizara el valor de p=0.5
(Lwanga SK & Lemeshow S, 1991).

Formula para determinar el nimero de muestras.

B Nz,’pq
~d2(N — 1) + z,%pq

n

(11)

N es el total de la poblacion.

Z,? es 1.967 si la seguridad deseada es del 95%
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p es la proporcion (recomendada 50% o 0.5)
q=1-p
d es la precision ( 31%)

2.8. MATRIZ DE PRIORIZACION.

Esta herramienta se utiliza para priorizar actividades, temas, caracteristicas de
productos, en base a criterios de ponderacion conocidos utilizando una
combinacién de las técnicas de diagrama de Arbol y diagrama matricial
fundamentalmente, son herramientas utilizadas para toma de decision (Vilar,
1997) .

Para la construccion de la matriz existen tres pasos basicos en el proceso de

priorizacion:

a) Establecer prioridades y asignar pesos a los distintos criterios (en
porcentaje).

b) Establecer prioridades entre los temas/opciones en base a cada criterio en
particular.

c) Establecer prioridad y seleccionar los mejores temas/opciones en base a

todos los criterios.

Una vez establecido los tres criterios mencionadas anteriormente, se juzga la
importancia relativa de cada criterio en comparacién con los otros criterios para
ello se considera lo siguiente, una vez que se ha completado las lista de criterios,
cada criterio debe ser valorado, asignado un peso y se seguira el siguiente orden.
Primero se transcribe la lista total de criterios en ambos lados de una matriz en L,
lo siguiente ser4 compara la importancia relativa de cada criterio respecto al resto

de criterios utilizando una escala predefinida ejemplo.
1=Igualdad en Importancia.
2=Mas importante.

3=Significativamente mas importante.
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Lo siguiente sera asignar un valor a cada casillero de la matriz realizando la
siguiente pregunta. ¢Coémo de importante o que tan facil de cumplir es este

criterio?

Una vez que la importancia relativa ha sido establecida, multiplicaremos este valor
por el peso asignado a cada uno de los criterios y se sumaran los valores
obtenidos para cada opcion y la que obtenga el mayor valor sera la seleccionada
(Vilar, 1997).

2.9. ESTADISTICA EN QUIMICA ANALITICA.

Durante la realizacién de un andlisis cuantitativo es muy importante tomar en
cuenta todas las variables que pueden afectar nuestro resultado, dentro de estos
estan los factores provocados por los instrumentos utilizados y los errores
provocados por quien maneja el material. En el reporte de cualquier analisis
quimico, es importante tomar en cuenta este tipo de errores, hacer un andlisis de

los resultados y asi se podré concluir sobre él.

La estadistica es una coleccibn de métodos para planificar y realizar
experimentos, obtener datos y luego analizar, interpretar, y formular una
conclusion basada en esos datos. Ademas la estadistica se utiliza como
tecnologia al servicio de las ciencias donde la variabilidad y la incertidumbre
forman parte de su naturaleza, la estadistica es la ciencia de la sistematizacion,
recoleccion, ordenacion y presentacion de los datos referentes a un fenbmeno que
presenta variabilidad o incertidumbre para su estudio metddico, con objeto de
deducir las leyes que rigen esos fendmenos, y poder de esa forma hacer
previsiones sobre los mismo, tomar decisiones u obtener conclusiones (Barnett,
1983).

2.9.1. ERRORES EN LOS ANALISIS QUIMICOS.

Es imposible efectuar analisis quimicos totalmente libres de errores o
incertidumbre, la fiabilidad de un resultado se analiza de diferentes maneras, una
de ellas es analizar patrones de composicion conocida, se aplica pruebas

estadisticas a los datos.
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El error en ciencias e ingenieria tiene el siguiente concepto: es la medida del
sesgo en el resultado de una medicion, la incertidumbre es el intervalo o rango de
los valores posibles de una medida. Incluye tanto errores sistematicos como

aleatorios, existe tres tipos de errores:

Errores groseros o accidentales: son tan importantes que no existe alternativa real

gue abandonar el experimento y empezar nuevamente.

Error Aleatorio: estos provocan que los resultados individuales difieran uno del otro
de manera que caigan a ambos lados del valor medio, estos errores afectan la
precision de un experimento, este tipo de errores son los que comete el operador

del instrumento utilizado.

Errores Sistematicos: provocan que todos los resultados sean erréneos en el
mismo sentido, son demasiado grandes, y se denominan también sesgo de
medida, este tipo de error es responsabilidad del material empleado y de su origen
y precisiéon de fabricacion.

Los errores mencionados provocan modificaciones en un estudio tanto en la

precision y la exactitud. (Barnett, 1983)

2.9.2. DISTRIBUCION T- STUDENT.
Esta prueba permite comparar las medias de dos grupos de datos y determinara si

entre estos parametros las diferencias son estadisticamente significativas.

En la prueba t, se procede a determinar el valor t de student calculado, obtenido
de la experiencia analitica, y este valor posteriormente se comparar con el llamado
valor critico, este valor se obtiene de la tabla t-student para un determinado
porcentaje de confiabilidad (normalmente se utiliza 95% de confianza, es decir a
de 0.05). Si no existe diferencia significativa entre 2 grupos la t calculada debera

ser inferior a la t critica. (Ramon, 2010)
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2.9.3. TERMINOS IMPORTANTES.
Media, Media Aritmética y promedio (X): son términos sinénimos. Es la medida de
tendencia central mas utilizada. Se obtiene dividiendo la suma de los valores de

una serie por el numero de medidas del conjunto.

Precision: describe la reproducibilidad de los resultados y se puede definir como la
concordancia que hay entre los valores numéricos de dos o mas mediciones que
se ha realizado de idéntica manera, esta sélo dependen de la distribucién de los
errores aleatorios y no se relaciona con el valor verdadero ni con el valor

especificado.

La desviacion estandar (o): es una medida de dispersion usada en estadistica,
gue nos dice cuanto tiende a alejarse los valores puntuales del promedio en una

distribucion.

Exactitud: el término denota el grado de coincidencia del resultado de una
medicion con el valor verdadero o aceptado de la misma y se expresa en funcion
del error. La exactitud implica una comparacion con el valor verdadero o aceptado
como tal (Barnett, 1983).
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CAPITULO 3: METODOS Y MATERIALES.
3.1. METODOS.

3.1.1. PLAN DE MUESTREDO.

Para determinar un plan de muestreo, en primer lugar se debe establecer el
método y el tipo de muestreo que se va a realizar. Ademas del ndmero de
muestras para el estudio.

3.1.1.1. SELECCION DEL METODO DE MUESTREO.

VALORACION CALIFICACION

1 Inconveniente
2 Regular

3 Bueno

4 Mejor

TIPO  PONDERACION

REPRESENTATIVO 40%
COSTO 40%
MATERIALES 20%

Muestreo ‘REPRESENTATIVO COSTO MATERIALES

Azar 4 2 3
Selectivo 1 3 3
Controlado 2 3 3

Tabla 8.Matriz de ponderacién para la seleccion del método de muestreo

TIPO ‘ REPRESENTATIVO‘ COSTO MATERIALES TOTAL

| 1,6 0,8 0,6 3
Selectivo 0,4 1,2 0,6 2,2
Controlado 0,8 1,2 0,6 2,6

Del analisis mediante la matriz de priorizacibn el método que se usara en el

estudio serd al Azar.
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3.1.1.2. SELECCION DEL TIPO DE MUESTREO.

VALORACION CALIFICACION

1 Inconveniente
2 Regular

3 Bueno

4 Mejor

TIPO PONDERACION

HOMOGENEIDAD 50%
MATERIALES Y
MANO DE OBRA 15%
TIEMPO 20%
FLEXIBILIDAD 15%

MATERIALES
TIPO HOMOGENEIDAD | Y MANO DE TIEMPO FLEXIBILIDAD
(@] 2127
Método.
CUADRANTES 4 2 3 3
Método.
PUNTO 2 3 4 4
CENTRO

Tabla 9. Matriz de ponderacion para el tipo de muestreo.

MATERIAL
HOMOGE ESY TIEMP  FLEXIBILIDA
LIS NEIDAD MANO DE (@) D) JOTAS
OBRA
MUESTREO 335
CUADRANTES :

MUESTREO

PUNTO 1 0,45 0,8 0,6 2,85

CENTRO

De la matriz de priorizacion se establece que el muestreo sera por cuadrantes.
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3.1.1.3. CALCULO DEL NUMERO DE MUESTRAS.

La tabla 9 indica que el método de muestreo es por cuadrantes.

N = numero total de cuadrantes.

Area Total
N =- (12)
Area de cada cuadrante.

Se establecié que el cuadrante sera de 10mx10m segun el método de muestreo
por cuadrantes. El area seleccionada para el estudio es la zona 6 la misma que

tiene una area de 2702 Kmz2 en la que se siembra el cacao CCN-51.

2702 Km?

CALCULO DE (n) mediante la formula 11.

B Nz,’pq
~d2(N — 1) + z,%pq

Parametro \ Valor.

27020000
0.5

0.5

1.96

0.3

n

o N |T |2

n = 10 cuadrantes.
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3.1.1.4. DIAGRAMA DEL PLAN DE MUESTREO.

Geo referenciar el
INICIO cuadrante de
muestreo

Se desechan las mazorcas
que estén dafadas por

N A -

g
| UNIVERSIDAD DE I:LEHEi

Se recolectara mazorca 8
mazorcas de cacao
CCNB51, por
INEN 1750

muestra

roedores, insectos, y las
que estén afectadas por
enfermedades.

Transportar al
laboratorio.

A

Los cortes se haran en los

Pesar y rotular

Pasteurizar T 88°C

por 3 minutos.

y

Envasar en un
reciniente estéril

Mantener en
refrigeracién a 4°C

Corte de la
mazorca

A

Desechar. extrgmo_s, luego un corte
longitudinal y se procede a
retira la corteza.

Pesar. Mucilago
Despulpado
(Fluidificador)

Pepa de cacao

Retirar las
pepas
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En la zona 6 se identificé dos lugares de alta produccién de cacao CCN-51 donde
se realiz6 el muestreo siendo estas: Camilo Ponce Enriquez en la provincia del
Azuay y la Troncal en el Cafar. Las muestras tomadas en cada lugar esta
relacionado con la produccion de cacao del mismo, la troncal tiene el 85% de
produccién de cacao en la zona 6 ahi se recolecto 8 muestras, y las restantes 2 se
tomaron de Camilo Ponce Enriquez (CORPEI, 2013).

3.1.2. ANALISIS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA.
Con esta técnica analitica se analizara las concentraciones de Na, Ky Ca de las
muestras de mucilago de cacao. Como primer paso para el analisis de la muestra

mediante espectrometria de absorcién atébmica se debe tratar a la muestra.

3.1.2.1. TRATAMIENTO DE LA MUESTRA: CUANTIFICACION DE SODIO,
POTASIO Y CALCIO.

T ol de | Realizar  por
omar cmidela duplicado
muestra.
Digestion de la Agregar 2 ml de HCI
muestra concentrado a la
muestra y mezclar.
Filtrado Realizar el filtrado con agua
caliente  hasta  prueba
negativa de cloruros.

Recolectar el filtrado en un
balon de aforo de 100 ml

Realizar el Andlisis
Instrumental.

FUENTE: (Owen, 2000)
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Una vez que la muestra este tratada es importante establecer cual seré el analito
problema ya que de este dependera la rejilla, longitud de onda, y la curva de

calibracion que se debe construir.

3.1.2.2. MARCHA ANALITICA: CUANTIFICACION DE SODIO, POTASIO Y

CALCIO.
Muestra Previamente
tratada.
Para ello se debera usar patrones
Construccion de la de cada analito. La tendencia de
curva de la curva dependera del elemento
calibraciéon de andlisis (Ca, Na, K). Debe
tener un rz2 >= 0.99

Diluir la muestra

Registrar Resultado

FUENTE: (Perkin, 2000)

Una parte esencial en la marcha analitica es la curva de calibracion, la misma que
varia de acuerdo al analito problema, en este caso los analitos problema son Na,
Ca, y K. Ademas, las diluciones que se establecieron para cada analito son las
siguiente: en el caso del Ca la lectura es directa en la muestra tratada, mientas
que para el Ky Na se debe realizar una dilucién, se tomé una alicuota de 5 ml de
la disolucion obtenida de la digestion de la muestra y se aforo a un volumen de

100 ml y en esta disolucion se realizo la lectura.
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3.1.2.3. CURVAS DE CALIBRACION: CUANTIFICACION DE SODIO
POTASIO Y CALCIO.

Curva de Curva de Curva de
calibracion de (Na). calibracion de (Ca). calibracion de (K).

A

Preparar patrones de
(0.25-0.5-0.75-1-1.25)
ppm+5 ml de
Acomplejante de
Calcio+1 ml HCI

Prepara patrones
de (0.25-0.5-0.75-
1-1.25) ppm+5 ml

de Acomplejante
de Calcio+1 ml HCI

Prepara patrones de

(1-2-3-4-5) ppm + 1
ml de KCI al 10%+
1ml LaCl; al 10%

y A

Respuesta Respuesta Respuesta
Instrumental Instrumental Instrumental
Grafica Grafica Grafica
(concentracion vs (concentracion vs (concentracion vs
respuesta respuesta respuesta
instrumental) instrumental) instrumental)

FUENTE: (Perkin, 2000)
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3.1.3. DETERMINACION DE LA ACIDEZ TITULABLE.

Pipetear 5 ml de Agregar 2a 3
muestra a un gotas de
Erlenmeyer que fenolftaleina

contenga 20 ml de

A

Titular con NaOH
0.1N hasta
coloracion rosada

A

Registrar volumen
consumido

Repetir (muestra
por duplicado)

Los célculos se
presentaran como
acido citrico

FUENTE: (GenAsig, 2013)

Para la determinacion de acidez titulable tomamos como referencia la norma NTE
INEN-ISO 750:2013, la misma que establece que se determine por método

volumétrico

3.1.4. ANALISIS MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE.

Mediante esta técnica analitica se puede cuantificar la concentracion de las
azucares reductores totales, presentes en la muestra de mucilago de cacao, el
primer paso para desarrollar la técnica es el tratamiento de la muestra siendo este

el mismo que se establecio para absorcion atomica.
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3.1.4.1. MARCHA ANALITICA: CUANTIFICACION DE AZUCARES
REDUCTORES TOTALES MEDIANTE ESPECTROFOTOMETRIA UV-

VISBLE.

Colocar en un tubo de ensayo 1 ml
de cada una de las muestras.
Ademas colocar en un tubo de
ensayo 1 ml de cada patrén de
glucosa (25-50-75-100) ppm.
Incluir un blanco.

A
Agregar 1 ml del reactivo de
Somogyi a todos los tubos
de ensayos

Y

Incubar esta mezcla
durante 20 minutos en un

bafio Maria con agua a
unaT 82°C

y

Enfriar y agregar 1 ml del
reactivo de Nelsony 7 ml de
agua destilada.

A

Realizar la lectura en el
espectrofotometro A 520nm

Todos los tubos deben
ingresar al mismo tiempo
para mantener las mismas
condiciones durante la
reaccion. Esto incluye a los
patrones y al blanco

de los patrones y las
muestras

A 4

Instrumental

Respuesta

Graficar curva de

calibracién

A

Cuantificacion de Azucares
Reductores.

FUENTE: (Gonzalez Blair & Castellano,Dominguez, 2003)
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Para las muestras se realizo las siguientes diluciones, de la disolucion origen se
tomo6 2 mly se aforo a 100 ml de este se tom6 2 ml y se aforo a 100 ml, posterior a
esto se tom6 10 ml y se aforo a 100 ml, de acuerdo al método de Somogyi y
Nelson se toma 1 ml de la ultima disolucion y se afora a 10ml, un factor
importante en el método es que tanto las muestras y los patrones deben ser
tratados al mismo tiempo como se indica en el diagrama. Cabe indicar que las
primeras lecturas deben ser las de los patrones posterior a estos se debe realizar

la lectura de las muestras.

3.1.5. CUANTIFICACION DE AZUCARES REDUCTORES MEDIANTE
ESPECTROSCOPIA FT-IR.

Este andlisis se realizd con el objetivo de contrastar el resultado obtenido con el

método de Somogyi y Nelson. Se realiz6 la cuantificacion de sacarosa y glucosa

para este analisis se considerd una Unica muestra, la misma que tuvo el mismo

tratamiento que las otras muestras con una unica variacion a esta muestra no se

realiz6 el ataque acido.
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La marcha analitica: Cuantificacion de Azucares reductores totales mediante

espectroscopia FT-IR.

Muestra Previamente
tratada.

Las moléculas problemas son:
Construccion de la Glucosa y Sacarosa.

curva de
calibraciéon

PATRONES: 50 g/L, 100 gL,
200 g/L, 400g/L y 500 g/L

Realizar lectura de
la muestra en
equipo Infrarrojo.

Registro de la
Concentracion.

FUENTE: (Morcillo , 1974)
Para desarrollar este método no es necesario realizar diluciones a la muestra, ya
que la concentracion de los patrones (sacarosa y glucosa) es de 50 g/L, 100 g/L,
200 g/L, 400g/L y 500 g/L.
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3.1.6. DETERMINACION DE pHy GRADOS Brix.
pH “Brix
y
Calibrar el medidor Cioloclar _2,0 3 g(;tlas de
de pH aso u0|or.1 problema
en el prisma del
refractometro
A 4
Introducir los Y
elec.ttodos enla Cierre la tapa,
solucion problema suavemente.
A
Agitar la muestra Y
después de la lectura Observar a través de
y repetir la lectura la mirilla
A 4
Registrar los valores Registrar el Valor.
FUENTE: (GenAsig, 2013)
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3.2. MATERIALES Y REACTIVOS.

3.2.1. Materiales: Extraccion del Mucilago.

Tabla 10. Materiales Usados en la extraccién del Mucilago

NOMBRE CANTIDAD

Cuchillos 3
Recipientes plasticos 4
Termoémetro 1

1
1

Cocina a gas
Balanza Analitica
Recipientes Estériles con 10

capacidad de 100 ml
Fluidificador 1

De todos los equipos usados para la obtencién del mucilago el mas importante es
el fluidificador, ya que este separa la pepa del mucilago los factores que se deben
controlar es el diametro de la boca de salida para que no exista trituracién de la
pepa, ademas del flujo de alimentacion, se puede realizar una realimentacion con

las pepas si estas aun poseen una cantidad considerable de mucilago.

3.2.2. Materiales: Digestion de la muestra.
Tabla 11. Materiales usados en la digestion de la muestra

NOMBRE CANTIDAD

Soporte para Embudos 3
Embudos de vidrio 6
Vaso de vidrio de 100 ml 6
Papel filtro Whatman #40 28
Balones de Aforo de 100 mi 20

3.2.3. Materiales: Cuantificacion de sodio, potasio y calcio por absorcion
atémica.

Tabla 12. Materiales usados en Absorcion Atdmica

NOMBRE CANTIDAD
Balones de Aforo de 100 ml 25
Balones de Aforo de 250 ml 2
Balones de Aforo de 500 ml 2
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Varillas de Vidrio

Pera

Vasos de Vidrio de 100 ml

Pipetas de 10 ml

Pipetas de 2 ml

Picetas

Luna de reloj

Cocina eléctrica

Campana extractora de Vapores y
Humos toxicos

RIRININNINOIFLIN

Balanza de Precision (sartorius)

[ERN

Espectrofotometro de Absorcion
Atomica (Spectraa 55B)

Espectrofotometria UV-Visible.

Tabla 13. Materiales usados en Espectrofotometria UV-Visible

NOMBRE CANTIDAD

Balones de Aforo de 100 ml

3.2.4. Materiales: Cuantificacion de Azucares Reductores Totales

Balones de Aforo de 250 ml

Varillas de Vidrio

Pera

Vasos de Vidrio de 1000 ml

Pipetas de 10 ml

Pipetas de 1 ml

Picetas

Cocina eléctrica

Termémetro

Campana extractora de Vapores y
Humos téxicos

e G LN NI LI

Balanza de Precision (sartorius)

Tubos de ensayo con tapa rosca

28

Espectrofotometro (Spectronic 20D+)

NOMBRE

pH metro ( Radelkis electrochemical
Instruments)

CANTIDAD

EDWIN XAVIER QUIZHPI NIEVES

3.2.5. Materiales: Cuantificacion de pH, Acidez Titulable y grados Brix.
Tabla 14. Materiales usados en la determinacién de: pH, ‘Brix, Acidez.
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Refractometro (0-30)

Vaso de vidrio 100 ml

Varilla de vidrio

Soporte Metdlico

Bureta de 50 ml

Erlenmeyer de 100 ml

Pipeta de 10 ml

NP (RPN

3.2.6. REACTIVOS.

Tabla 15. Reactivos: Absorcién Atémica

Nombre ‘ Simbolo ‘ Cantidad Uso
Acido clorhidrico HCI 200 ml Digestion de la
muestra
Acomplejz_inte de | 100 m Patrones y
Calcio Muestras
Cloruro de Potasio KCI 30 ml Patrones y
Muestras
Cloruro de Lantano LaCls 30 ml Patrones y
Muestras
Carbonato de Calcio CaCOs3 1.253 ¢ Patrones
Carbonato de Sodio Na2CO3 1.1532 g Patrones
Cloruro de Potasio KCI 0.958 g Patrones
Tabla 16. Reactivos: Espectrofotometria UV-Visible
Nombre ‘ Simbolo Cantidad Uso
Glucosa CeH1206 0.25¢ Patrones
Carbonato de Sodio NaszCOs 249 Reactivo (je
Somogyi
Tartrato de sodio y Reactivo de
potasio. KNaC4H406.4H20 1.2g Somogyi
Sulfato de Cobre Reactivo de
penta hidratado CUSO+5H0 049 Somogyi
. . Reactivo de
Bicarbonato de Sodio NaHCO3 169 Somogyi
Sulfato de Sodio Na2S04 18¢g Reactivo Qe
Somogyi
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Molibdato de Amonio | (NH4)sM07024.4H20 50 Reactivo de Nelson
Arsenato mono &cido
de sodio Naz2HAsO4.7H20 0.12¢g Reactivo de Nelson
heptahidratado

Tabla 17. Reactivos: Acidez Titulable

Nombre Simbolo Cantidad
Hidroxido de Sodio NaOH 100 mi Titulacion
Agua destilada H20 200 ml D”Lrjnclij(;gt?ae la
Fenolftaleina 3ml Indicador

3.2.6.1. Acomplejante de Calcio.
Pesar 1.066 g de COsLiz2y disolver en 9 ml de HsPOa4 y aforar a 100 ml.

3.2.6.2. Reactivo de Somogyi.

Este se prepara en dos etapas.
Reactivo de Somogyi A.

Pesar 2.4 g de Na2COs Yy tartrato de Sodio y Potasio 1.2 g y disolver en 25 ml de
agua destilada, a esta disolucion agregar una solucién de 0.4 g de CuSO45H20 en
10 ml de agua destilada 'y 1.6 g NaHCOs.

Reactivo de Somogyi B.
Disolver 1.8 g de Na2SO4en 50 ml de agua a una temperatura de 80 °C.

Finalmente, se debe mezclar el componente A y el B y aforar a 100 ml
homogenizar y guardar, este reactivo puede durar por 6 meses (Gonzalez Blair &

Castellano,Dominguez, 2003).
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3.2.6.3. Reactivo de Nelson.

Disolver en 80ml de agua caliente 60 °C, 5 g de Molibdato de Amonio y agregar
4.2 ml de H2SO4, ademas disolver 0.12 g de Arsenato de sodio en 5 ml de agua y
agregar a la disolucién anterior, se debe mezclar bien y aforar a 100 ml, el
reactivo debe ser incubado por 48 horas a una temperatura de 37°C. Se debe
almacenar en un recipiente ambar y mantener en un lugar seco y O0Scuro.

(Gonzélez Blair & Castellano,Dominguez, 2003)

EDWIN XAVIER QUIZHPI NIEVES Péagina 54



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CAPITULO 4: RESULTADOS

4.1. EXTRACCION DEL MUCILAGO.

Tabla 18.Datos de la Extraccién: mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

PESO PESO PESO
HEIESTIRAS Mazorc(zgs). (Pepa+Muc(:(i:]I)ago) Mucila(ggo)
1 6800 1679.8 100.6
2 6800 1207.8 105.6
3 7300 1640.8 109.9
4 8000 1534.5 101.9
5 8200 2173.2 101.2
6 7000 1719.7 1034
7 7900 1609.7 118.2
8 6600 1356.8 115.4
9 8200 1720.4 111.3
10 7000 1120.3 110,68

El valor peso promedio de la mazorca de cacao es 929.22 g.

En la tabla 19 se expone los puntos geo referenciales donde se tomé cada

muestra el sistema en el que estan reportadas es el UTM.

Tabla 19. Puntos geo referenciales de muestras: Cacao CCN-51 Zona: 6

MUESTRA UTM
1 639524 | 9661827
2 639630 | 9661324
3 685994 | 9723222
4 696607 | 9724085
5 685912 | 9722465
6 686725 | 9723407
7 678434 | 9728325
8 687554 | 9724469
9 687213 | 9724437
10 687240 | 9724461
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llustracion 11. Mapa con la ubicacion de las Muestras

Fuente: Autor

4.2. CUANTIFICACION DE SODIO, POTASIO Y CALCIO MEDIANTE
ABSORCION ATOMICA.

4.2.1. DETERMINACION DE SODIO Y POTASIO.

Tabla 20. Concentracion de Na y K (incluye duplicados): mucilago de Cacao CCN-51
Zona: 6

CONCENTRACION CONCENTRACION

MUESTRAS Na K

ppm (mg/L) ppm (mg/L)
1A 167 495
1B 171 495
2A 115 499
2B 112 496
3A 221 449
3B 220 461
4A 213 535
4B 216 529
5A 178 508
5B 181 508
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6A 152 461
6B 148 453
7A 193 389
7B 196 398
8A 115 489
8B 118 479
9A 145 421
9B 148 431
10A 113 385
10B 115 377

A continuacién se presenta el valor medio para cada muestra, de la cuantificacién

del sodio y el potasio.

Tabla 21. Concentracién de Na y K: mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

CONCENTRACION CONCENTRACION

MUESTRA Na K
ppm(mg/L) ppm (mg/L)
1 169 495
2 113.5 497.5
3 220.5 455
4 2145 532
5 179.5 508
6 150 457
7 194.5 393.5
8 116.5 484
9 146.5 426
10 114 381

Tabla 22. Diferencia entre duplicados de la Cuantificacion del Na y K.

%

%

MUESTRAS DIFERENCIA DIFERENCIA
Na K
1 2.4 0.00
2 2.6 0.60
3 0.5 2.67
4 1.4 1.12
5 1.7 0.00

EDWIN XAVIER QUIZHPI NIEVES




UNIVERSIDAD DE CUENCA

6 2,6 1.74
7 1.6 2.31
8 2.6 2.04
9 2.1 2.38
10 1.8 2.08

Curvas de calibracion determinadas para el sodio y potasio.

llustracién 12. Curva de Calibracién del Sodio.

Curva de Calibracion: Sodio
0,6
0,5 y =0,396x + 0,001
g r=0,9997
Q04
<
@ 0,3 @ Tendencia/Curva de
a'd . .,
O Calibracion
0 0,2
(a]
< 0,1 —Lineal
(Tendencia/Curva de
0 . ; ) Calibracion)
0 0,5 1 1,5
CONCENTRACION DE Na (ppm)

llustracion 13. Curva de Calibracién del Potasio.

Curva de Calibracion:; Potasio

0,8 /
y = 0,6946x - 0,0108
r=0,9965
> /
0,4 # Tendencia/Curva de
/ Calibracion
0,2
Lineal
(Tendencia/Curva de
0 ! ! ! Calibracion)

0 0,5 1 1,5
CONCENTRACION DE K (ppm)

ABSORBANCIA
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DESVIACION

ANALITO MEDIA ESTANDAR
(ppm) (ppm)
Sodio 161.85 40.41
Potasio 462.9 49.96

Tabla 23. Concentracion media del Na y K: mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

4.2.2. DETERMINACION DE CALCIO (Ca).

Tabla 24. Concentracion de Ca (incluye duplicados): mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

CONCENTRACION

MUESTRAS
ppm (mg/L)

1A 163.5
1B 162
2A 156.25
2B 160.05
3A 210.05
3B 205.4
4A 149.05
4B 144.85
5A 171.05
5B 166.25
6A 110.55
6B 113.05
7A 207.7
7B 210.35
8A 159.05
8B 156.25
9A 207.3
9B 212.55
10A 156.9
10B 157.15

Tabla 25. Concentracion de K: mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

Concentracién %
MUESTRAS ppm (mg/L) DIFERENCIA
(Duplicado)
1 162.625 0.77
2 158.15 2.43
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3 207.72 2.21
4 146.95 2.82
5 168.65 2.81
6 114.4 2.39
7 209.02 1.28
8 157.65 1.76
9 419.85 2.53
10 314.05 0.16

La concentracion media es 169.21 ppm con una desviacion estdndar de 31.04

ppm.

llustracién 14. Curva de Calibraciéon del Calcio

Curva de Calibracion: Calcio

0,4
/ y =0,079x + 0,0002
0,3 r=0,9987
02 / ¢ Tendecia/Curva de
' / Calibracion
01 —Lineal
(Tendecia/Curva de
0 T : ; . . . Calibracion)

0 1 2 3 4 5 6
CONCENTRACION DE Ca (ppm)

ABSORBANCIA

4.3. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE.

Tabla 26. Concentracion de Azucares reductores totales (incluye duplicados): mucilago de
Cacao CCN-51 Zona: 6

MUESTRA CONCENTRACION

(g/L)
1A 1241.78
1B 1274.67
2A 1620.07
2B 1669.41
3A 900.49
3B 929.28
4A 1250.00
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4B 1217.11
S5A 1324.01
5B 1295.23
6A 1217.11
6B 1250.00
TA 1052.63
7B 1023.85
8A 1188.32
8B 1225.33
9A 1204.77
9B 1167.76
10A 1258.22
10B 1266.45

Tabla 27.Concentracion de Azucares Reductores totales: mucilago de Cacao CCN-51
Zona: 6

MUESTRAS CONCENTRACION % DIFERENCIA

(g/L) (duplicados)

1 1258.22 2.65
2 1644.74 3.05
3 914.88 3.20
4 1233.55 2.63
5 1309.62 2.17
6 1233.55 2.7

7 1038.24 2.73
8 1206.83 3.11
9 1186.27 3.07
10 1262.34 0.65

La concentracion media de azucares reductores totales es 1228.82 ¢g/L, y la

desviacion es de 178.52 g/L.
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llustracién 15. Curva de Calibracion: Azucares Reductores

Curva de Calibracion Azucares Reductores

0,6 b4 y = 0,0608x
r=0,9918
<
S 045
< .
g @ Tendencia/Glucosa
) 0,3
&? ——Lineal
< (Tendencia/Glucosa)
0,15 >
0 2 4 6 8 10 12

CONCENTRACION DE GLUCOSA (ppm)

4.4. DETERMINACION DE pH.

Tabla 28. pH de las muestras de mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

MUESTRAS pH

1 4

4.15
4.1
3.95
4.05
4.1
4.05
4.05
3.95

OO |N[O|OT|W|N

[ERN
o

La media de pH es 4.05 y la desviacion estandar es de 0.004.

4.5. DETERMINACION DE Brix.
Tabla 29. °Brix: mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

MUESTRA | °Brix |

1 16
2 16
3 16
4 16.5
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18
18
17.5
18
17.5
18

=
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La media de este parametro es de 17.15 y su desviacion estandar es de 0.86

4.6. DETERMINACION DE LA ACIDEZ TITULABLE.

Los resultados de este parametro se expresaran en meq/L de acido citrico.

Tabla 30. Acidez Titulable: mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

%
DIFERENCIA
(Duplicados)

Concentracion

USSR CsHsO7 meq/L

1 285 3.4
2 232.5 2.1
3 217.5 2.3
4 235 4.2
5 252.5 2.0
6 272.5 1.8
7 222.5 2.2
8 252.5 2.0
9 237.5 2.1
10 245 0.0

La media para la acidez Titulable es de 245.25 meg/L con una desviacién estandar
de 21.19 meq/L.
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4.7. DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES TOTALES MEDIANTE
ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO.

Tabla 31. Resultado del Analisis en Infrarrojo

PARAMETRO CONCENTRACION.

Glucosa 398 g/L

Sacarosa 800 g/L

Las concentracion de Azucares reductores totales es de 1198 g/L.

4.7.1. CALCULO T STUDENT: AZUCARES REDUCTORES TOTALES

x—pu 122882 —1198
S, /17852
7 VTR

De la tabla del Anexo 5 se obtiene el valor de t critics= 1.833 Siendo  t . itico > tear

= 0.549

teal =

no existe diferencia significativa.

4.8. TABLA RESUMEN.

Tabla 32.Tabla resumen de parametros: mucilago de Cacao CCN-51 Zona: 6

PARAMETRO CONCENTRACION.

Total de Solidos Solubles (°Brix) 17.15 +0.86

pH 4.05+0.004
Acidez Titulable (meg/L). 245.25+21.19
Azucares Reductores Totales (g/L) 1228.82+178.52
Calcio (mg/L) 169.21+31.04
Sodio (mg/L) 161.85+40.41
Potasio (mg/L) 462.9+49.96
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Tabla 33. Tabla Comparativa de Resultados.

%
PARAMETRO MUESTRA REFERENCIA DIEERENCIA
Total de Solidos
Solubles (°Brix) 17.15 16.17 6.06
pH 4.05 3.75 8
Acidez Titulable 245.25 35.31 44.26
(meg/L).
Azucares Reductores
Totales (g/L) 1228.82 170 422.21
Calcio (mg/L) 169.21 715 1.33
Sodio (mg/L) 161.85 30.5 430.65
Potasio (mg/L) 462.9 950 51.27
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CONCLUSIONES.
Cumpliendo con el objetivo principal del estudio se presenta la tabla 31 de
caracteristicas del mucilago de cacao CCN-51 de la Zona: 6, la misma
presenta la concentracion de: Total de solidos solubles, pH, Acidez
Titulable, Azucares reductoras totales, calcio, sodio y potasio, cada
parametro tiene su valor medio y desviacion estandar.
Se determina que 1 Kg de fruto de cacao CCN-51 se obtiene 14.61 g de
mucilago de cacao, esto de acuerdo a la tabla 18, ademéas dado que el
peso medio de una mazorca de cacao es de: 929.22 g, entonces el
mucilago comprende 1.45 % P/P del fruto. Ademéas el método de
separacion de la pepa de cacao y el mucilago nos proporciona la siguiente
relacion por 1 Kg (Pepa + mucilago) se obtiene 68.40 g de mucilago de
cacao.
Las curvas de calibracibn presentan un excelente coeficiente de
correlacion, segun (Perkin, 2000) el valor de este debe ser >= 0.99, y
puesto que los coeficientes obtenidos en el estudio son los siguientes:
Calcio r=0.998, Sodio r=0.999, Potasio r=0.996; Azucares reductoras
Totales r=0.998, indican una buena exactitud en los andlisis realizados para
sodio, potasio, calcio y azucares reductoras totales. Ademas la diferencia
entre los duplicados en todos los casos es menor al 5% esto indica una
buena precision.
Al realizar una comparacion entre la informacion de la investigacion de
(Anvoh, Zoro Bi, & Gnakri, 2009) y la obtenida en el estudio, se establece
gue los valores de °Brix, y Calcio, son muy similares teniendo una diferencia
6% y 1.33%, respectivamente, pero esto no sucede con el resto de
parametros el pH presenta una diferencia del 8%, la acidez Titulable
obtenida es 1.44 veces mayor al valor de referencia, de igual manera el
sodio es 5.3 veces mayor, en cuanto al valor de Azucares Reductoras
Totales es 5.2 veces mayor al valor de referencia, por otra parte la
concentracion del Potasio es 2 veces menor al valor de referencia. Aunque

los dos estudios se realizaron en la misma especie de cacao: Theobroma,
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estos no son los mismo puesto que esta especie esta constituida por tres
complejos genéticos (criollo, Forastero, Amazoénico) y el cacao al que se
realizo el estudio es el CCN-51 y este es un clon adaptado a nuestro medio,
y de origen ecuatoriano, de ahi se explica la diferencia que existe entre los
parametros expuestos, ya que genéticamente son diferentes.

e De los resultados obtenidos se establece que el mucilago es muy acido,
esta acides se debe a un pH muy bajo de 4.05 y una alta acidez Titulable
de 245 meqg/L, estos dos pardmetros indican la presencia de &acidos
organicos tales como el citrico, acético y lactico de estos el que predomina
es el Acido citrico (GenAsig, 2013), ademas esta acides ayuda a preservar
el mucilago de cacao del ataque de bacterias contaminantes.

e EIl valor de las Azucares Reductores Totales obtenido es mayor al de
referencia, la concentracion de estas es de 1228.82 +178.52 g/L, por lo que
el mucilago de cacao es una excelente fuente de azucares, ademas el
mucilago esta constituido por azucares simples (Anvoh, Zoro Bi, & Gnakri,
2009) y estas pueden ser fermentadas directamente por levaduras, y siendo
el mucilago un desperdicio de la industria del cacao, entonces este podria
ser usado como materia prima para la obtencion de bioetanol o ser

considera dentro de una formulacién de una alimento.
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RECOMENDACIONES.

e Para la recoleccién de muestras es esencial, que en lo posible las muestras
presenten el mismo estado de madurez para mantener uniformidad en las
muestras de mucilago.

e Al realizar un estudio con el mucilago de cacao, las muestras no deben
estan en estado avanzado de madurez, ya que la cantidad de mucilago se
reduce y no se obtiene una cantidad considerable.

e Cuando se use el método Somogyi y Nelson cuando se agrega el reactivo
de Nelson y agitar este desprendera vapores téxicos por lo que es
necesario realizarlo en una campana extractora y usar guantes.

e Para realizar un analisis en el que se deba tomar un volumen de muestra
de mucilago de cacao, esta debe ser filtrada para facilitar el trabajo ya que
cada muestra es una mezcla solido liquido.

e Cuando se realicen diluciones de la muestra sera una buena opcion que
todas las diluciones lo realice un solo analista, esto para evitar incrementar
el error en el andlisis, de igual manera considerar cuando se preparen los
patrones. Aunque la mejor opcién para evitar la preparacién de patrones

sera trabajar con patrones estandarizacién y con su debida trazabilidad.
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ANEXOS.

Anexo 1. NORMA INEN 1750 (TAMANO DE MUESTRA)
Determinacion del tamafio de la muestra, para ello se considera la norma INEN

1750, 1994-09Determinacion del tamafio de muestra para producto a granel.

Tabla 34. Tamafo de la muestra.

Masa de lote (Kg) o Masa total de muestra (kg)
numero total de unidades, 0 numero total de
paquete o atados. unidades, paquetes o

atados que debe extraerse

Hasta 200 10

201 500 20

501 1000 30

1001 5000 60

Mayores de 5001 100 minimo

Fuente: INEN 1750, 1994-09

Anexo 2. CALCULOS REALIZADOS: CUANTIFICACION DE SODIO Y
POTASIO.
Tabla 35. Respuesta del Equipo de Absorcion Atomica: Na y K (ppm)

MUESTRAS Na ppm MUESTRAS K ppm
1A 0.167 1A 0.495
1B 0.171 1B 0.495
2A 0.115 2A 0.499
2B 0.112 2B 0.496
3A 0.221 3A 0.449
3B 0.22 3B 0.461
4A 0.213 4A 0.535
4B 0.216 4B 0.529
5A 0.178 5A 0.508
5B 0.181 5B 0.508
6A 0.152 B6A 0.461
6B 0.148 6B 0.453
7A 0.193 7A 0.389
7B 0.196 7B 0.398
8A 0.115 8A 0.489
8B 0.118 8B 0.479
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9A 0.145 9A 0.421
9B 0.148 9B 0.431
10A 0.113 10A 0.385
10B 0.115 10B 0.377

La tabla 32 expone los resultados obtenidos directamente del equipo de absorcion
para el caso del Sodio (Na) y del Potasio (K), se debe realizar operaciones
matematicas que relacionen las diluciones efectuadas para establecer un

resultado real de la muestra, los célculos que se efectuaron son los siguientes.

Se tomara el dato de una lectura con el fin de explicar: 9A = 0.145 ppm, ademas el

diagrama de las diluciones realizadas es el siguiente.

2ml 100ml |5 ml 100 ml

Muestra (digestion) » (disolucion)

0.145ug 1ml
x=145ug 100ml

14.5 ug 5ml
x=290ug 100ml

290 ug 2ml
x=145ug 1ml

De los calculos que se realizd se concluye que el resultado para la muestra 9A es
de 145 ppm de Sodio Na. De igual manera se calcula para el resto de muestras

obteniendo la siguiente tabla.

Tabla 36. Calculos para la determinacion de Sodio en Absorcién Atdmica

MUESTRAS & 100 m 5 ml £
muestra

1A 0167 | 16.7 334 167

1B 0171 | 171 342 171

2A 0115 | 115 230 115

2B 0112 | 112 224 112
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3A 0.221 22.1 442 221
3B 0.22 22 440 220
4A 0.213 21.3 426 213
4B 0.216 21.6 432 216
S5A 0.178 17.8 356 178
5B 0.181 18.1 362 181
6A 0.152 15.2 304 152
6B 0.148 14.8 296 148
7A 0.193 19.3 386 193
7B 0.196 19.6 392 196
8A 0.115 11.5 230 115
8B 0.118 11.8 236 118
9A 0.145 14.5 290 145
9B 0.148 14.8 296 148
10A 0.113 11.3 226 113
10B 0,115 11,5 230 115

De igual manera se realizd para el Potasio puesto que se realizaron las mismas
diluciones para su cuantificacién, la siguiente tabla contiene los resultados de los

calculos efectuados para el Potasio.

Tabla 37. Calculos para determinar Potasio: Absorcion Atomica.

MUESTRAS | 100 ml 5 ml ppm
muestra
1A 49.5 990 495
1B 495 990 495
2A 49.9 998 499
2B 49.6 992 496
3A 44.9 898 449
3B 46.1 922 461
4A 535 1070 535
4B 52.9 1058 529
5A 50.8 1016 508
5B 50.8 1016 508
6A 46.1 922 461
6B 453 906 453
7A 38.9 778 389
7B 39.8 796 398
8A 48.9 978 489

EDWIN XAVIER QUIZHPI NIEVES Péagina 73



T m@lﬂs f—

+

UNIVERSIDAD DE CUENCA

8B 47.9 958 479
9A 42.1 842 421
9B 43.1 862 431
10A 38.5 770 385
10B 37.7 754 377

Anexo 3. CALCULOS REALIZADOS: CUANTIFICACION DE AZUCARES
REDUCTORES TOTALES.

Las respuestas instrumentales obtenidas fueron las siguientes.

Tabla 38. Respuesta Instrumental: Espectrofotometria UV-Visible

Respuesta
Muestra Instrumental

(ABS)
1A 0.302
1B 0.31
2A 0.394
2B 0.406
3A 0.219
3B 0.226
4A 0.304
4B 0.296
5A 0.322
5B 0.315
6A 0.296
6B 0.304
7A 0.256
7B 0.249
8A 0.289
8B 0.298
9A 0.293
9B 0.284
10A 0.306
10B 0.308

De la curva de calibracién se obtiene los resultados de cada muestra en términos
de concentracion, para establecer los valores se utiliza la ecuacion de la curva de

calibracion.
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X = Y
0.0608

De esta manera se establece los siguientes resultados:

Tabla 39. Concentracion Obtenida de la Curva de Calibracién Espectrofotometria UV-

Visible
Muestras Concentracion

ppm
1A 5.07
1B 5.20
2A 6.52
2B 6.71
3A 3.77
3B 3.88
4A 5.10
4B 4.98
5A 5.39
5B 5.28
6A 4.98
6B 5.10
TA 4.35
7B 4.24
8A 4.87
8B 501
9A 4.93
9B 4.79
10A 5.14
10B 517

Para establecer la concentracion de cada muestra se considera las diluciones que
se realizo en el siguiente grafico se exponen las diluciones, las mismas que se

realizarén con agua.
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2mi 2mil 10 ml 1ml

Muestra 100 ml > 100 ml 100 mi 10 ml

A 4

Mediante estas diluciones se establecen las relaciones matematicas,con el fin de
exponer los calculos realizados se toma el valor de la muestra 10B y se reliza los

calculos.

5.17 ug 1ml
x=51.7ug 10ml

51.7 ug 1ml
x=5170ug 100ml

5170 ug 10 ml
x =51700 ug 100ml

51700ug 2ml
x = 2585000 ug 100 ml

2.585¢g 2 ml Muestra
x=12925g 1000 ml Muestra

MlOB = 12925%

Para el resto de las muestras los calculos fueron similares obteniendo los

siguientes resultados:

Tabla 40. Concentracién de Azucares Reductoras Totales

Concentracion de
MUESTRA AzUcares Reductoras

Totales (g/L)

1A 1268.08
1B 1299.53
2A 1629.72
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e
2B 1676.89
3A 941.82
3B 969.34
4A 1275.94
4B 1244.50
S5A 1346.70
5B 1319.18
6A 1244.50
6B 1275.94
7A 1087.26
7B 1059.75
8A 1216.98
8B 1252.36
9A 1232.70
9B 1197.33
10A 1283.81
10B 1292.50

Anexo 4. DETERMINACION DE Hg EN EL MUCILAGO DE CACAO CCN-51.
La determinacion de Hg se realiz6 en una muestra de Camilo Ponce Enriquez,
mediante este valor de concentracion se establecera si existe afectacion en los

cultivos de cacao por parte de la actividad minera que se desarrolla en la zona.
El resultado obtenido es el siguiente.

El analisis se realizé en el CESEMIEN, el resultado fue No Detectado, el informe

del resultado se expone a continuacion.
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Anexo 5. TABLA t STUDENT.
1-o
1 )\ « T
0 c
1-a
r 0.75 0.80 0.85 0.90 0.95 0.975 0.99 0.995
1 1.000 1.376 1.963 3.078 6.314 12.706 31.821 63.657
2 0.816 1.061 1.386 1.886 2.920 4.303 6.965 9.925
3 0.765 0.978 1.250 1.638 2.353 3.182 4.541 5.841
4 0.741 0.941 1.190 1.533 2.132 2.776 3.747 4.604
5 0.727 0.920 1.156 1.476 2.015 2.571 3.365 4,032
6 0.718 0.906 1.134 1.440 1.943 2.447 3.143 3.707
7 0.711 0.896 1.119 1.415 1.895 2.365 2.998 3.499
8 0.706 0.889 1.108 1.397 1.860 2.306 2.896 3.355
9 0.703 0.883 1.100 1.383 1.833 2.262 2.821 3.250
10 0.700 0.879 1.093 1.372 1.812 2.228 2.764 3.169
11 0.697 0.876 1.088 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106
12 0.695 0.873 1.083 1.356 1.782 2.179 2.681 3.055
13 0.694 0.870 1.079 1.350 1.771 2.160 2.650 3.012
14 0.692 0.868 1.076 1.345 1.761 2.145 2.624 2.977
15 0.691 0.866 1.074 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947
16 0.690 0.865 1.071 1.337 1.746 2.120 2.583 2.921
17 0.689 0.863 1.069 1.333 1.740 2.110 2.567 2.898
18 0.688 0.862 1.067 1.330 1.734 2.101 2.552 2.878
19 0.688 0.861 1.066 1.328 1.729 2.093 2.539 2.861
20 0.687 0.860 1.064 1.325 1.725 2.086 2.528 2.845
21 0.686 0.859 1.063 1.323 1.721 2.080 2.518 2.831
22 0.686 0.858 1.061 1.321 1.717 2.074 2.508 2.819
23 0.685 0.858 1.060 1.319 1.714 2.069 2.500 2.807
24 0.685 0.857 1.059 1.318 1.711 2.064 2.492 2.797
25 0.684 0.856 1.058 1.316 1.708 2.060 2.485 2.787
26 0.684 0.856 1.058 1.315 1.706 2.056 2.479 2.779
27 0.684 0.855 1.057 1.314 1.703 2.052 2.473 2.771
28 0.683 0.855 1.056 1.313 1.701 2.048 2.467 2.763
29 0.683 0.854 1.055 1.311 1.699 2.045 2.462 2.756
30 0.683 0.854 1.055 1.310 1.697 2.042 2.457 2.750
40 0.681 0.851 1.050 1.303 1.684 2.021 2.423 2.704
60 0.679 0.848 1.046 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660
120 0.677 0.845 1.041 1.289 1.658 1.980 2.358 2.617
0 0.674 0.842 1.036 1.282 1.645 1.960 2.326 2.576
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Anexo 6. EQUIPOS USADOS EN EL ESTUDIO

IMAGEN NOMBRE

ESPECTROFOTOMETRO DE
ABSORCION ATOMICA.

ESPECTROFOTOMETRO UV-
VISIBLE

Ph METRO

BALANZA ANALITICA

EDWIN XAVIER QUIZHPI NIEVES Pagina 80



UNIVERSIDAD DE CUENCA

CAMPANA EXTRACTORA

FLUIDIFICADOR

Anexo 7. IMAGENES DEL MUESTREO Y LA EXTRACCION DE LAS
MUESTRAS.

IMAGEN

REFERENCIA

MUESTRAS DE CACAO CCN-51
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MUCILAGO + PEPA DE CACAO.

MUCILAGO DE CACAO CCN-51

PALANTACION DE CACAO CCN-51
EN LA TRONCAL
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PLANTACION DE CACAO CCN-51
TRONCAL
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