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RESUMEN

El objetivo de la realizacion de esta investigacion esta centrado en un estudio
basico que permita conocer las variables que afectan la extraccién de un
pigmento que se obtiene a partir de la fruta que cosecha el arbol del Cerezo de

Belice.

Las especies salvadorefias que son Gtiles para la extraccion de colorantes, ya
han sido clasificados en estudios previos, de manera que en la flora del pais
existen una serie de plantas y arboles de los que todavia no se han hecho
estudios. Para la investigacion desarrollada se selecciond un arbol de nombre
botanico Eugenia Myrtifolia, del que se puede extraer un pigmento a partir del
fruto, de uso en productos alimenticios. Este arbol se encuentra cultivado en

forma silvestre 6 con fines ornamentales en muchos lugares de El Salvador.

El desconocimiento de las propiedades del jugo extraido a partir de la “cereza”
condujo a efectuar una serie de experimentos a nivel de laboratorio, partiendo
de pruebas preliminares, a fin de determinar cuales variables son las que
podrian influir en el proceso de extraccién de colorante. Estas pruebas

preliminares se realizardn en 2 etapas:

La primera etapa comprendio el estudio cualitativo del efecto de variables como
temperatura, pH y tiempo sobre la extraccién y comportamiento del extracto de
cerezo. Observandose efecto del pH en el color del pigmento y presencia de

azucar que daban lugar a un proceso probablemente de caracter fermentativo.
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La segunda etapa comprendi6 el estudio cualitativo del efecto de procesos
fisico-quimicos sobre la extracccion del colorante y comportamiento del
extracto de cerezo, como son la operacién de evaporacion y la valoracién con

base débil.

De los resultados de la investigacion preliminar se procedid a seleccionar las
variables que pudieran afectar el rendimiento en la extraccién de colorante y se
realizaron pruebas adicionales que condujeron a la caracterizacién cuantitativa
del extracto, donde las pruebas fueron: a) Determinacién de solidos solubles

totales, b) aztcares reductores y c) sacarosa remanente.

Las variables seleccionadas fueron: Masa de la fruta (100 y 200 g), volumen
del solvente (50 y 100 ml), y tiempo de maceracion (1 y 6 dias). Evaluandose
como variable respuesta la concentracion de colorante expresado en

rendimiento de jugo.

Por no contarse en el mercado con un patrén certificado, ni con soluciones
estandares del pigmento en estudio, que para el caso, es un compuesto
quimico de la familia de las antocianinas (absorve [a luz, segtn la literatura,
entre 510 y 530 nm), se procedi6 a la preparacién de una solucion patrén de
referencia que era jugo puro de cereza fermentado sin adicién de agua, que se
utilizé para determinar el rendimiento relativo de extraccién del pigmento,
expresado como absorbancia, y de esta forma se obtuvieron datos para la

construccion de la curva de calibracién del extracto del cerezo.



El modelo estédistico para determinar el efecto de las variables: masa, tiempoy
volumen fue el diserio factorial 2X con 3 factores a dos niveles y 3 replicas, a un
nivel de confianza de la estimacion del 95%.Se determiné que existe diferencia
significativa en el rendimiento en la extraccion de colorante por efecto de las

variables masa de fruta y volumen de solvente.

Estas variables, son las que se usarian de base para el escalamiento posterior
y para la instalacion de un proceso de produccién industrial de extraccién del

coiorante a partir de la fruta del Cerezo de Belice.
Se recomiendan efectuar analisis toxicolégicos del consumo del colorante, con

base en la antocianina, para determinar su efecto a largo plazo en el ser

humano.
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4.0 INVESTIGACION PRELIMINAR PARA LA DESCRIPCION CUALITATIVA DE LA
OBTENCION Y COMPORTAMIENTO DEL PIGMENTO DEL FRUTO DEL
CEREZO DE BELICENO. IDENTIFICACION DE VARIABLES

Antes de evaluar técnicamente la obtencion de un pigmento del fruto del arbol
de Cerezo Belicefio, para su uso en la industria, es necesario efectuar una
investigacion preliminar que permita caracterizar cualitativamente la obtencién y el

comportamiento del pigmento.

Dichas pruebas preliminares permitiran a la vez, identificar las variabies que
posiblemente afecten la obtencién del pigmento del fruto y con etlo proceder luego a
estudios cuantitativos del rendimiento en la extraccion. La metodologia de la
investigacion preliminar comprende las siguientes etapas:

a. Recoleccion y acondicionamiento del fruto

b. Obtencién del extracto

c. ldentificacion del comportamiento del extracto por el efecto de
variables como pH, temperatura y tiempo

d. ldentificacion del comportamiento del extracto por el efecto de
procesos fisico-quimicos como evaporacion lenta y efecto de base
débil

e. Analisis de resultados de la investigacion preliminar

. f. Propuesta de obtencién del pigmento del fruto, para la evaiuacion

del rendimiento en la extraccién

En la figura 4.1 se presenta un diagrama de la metodologia de la investigacién
preliminar.
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4.1 RECOLECCION Y ACONDICIONAMIENTO DEL FRUTO

El primer paso de la investigacion preliminar para la obtencion del pigmento, es
el manejo de la materia prima, que en este caso lo constituye el fruto maduro del
arbol del Cerezo de Belice conocido como “cereza”, y cuya cosecha se da durante los

meses de Junio a Octubre.

La fruta en su punto de madurez total se desprende del arbol que las cosecha en
forma de racimo, alcanzando el suelo desde una altura un poco mayor de los cinco
metros, donde el pericarpio sufre ruptura con la consiguiente liberacion de liquidos

internos del fruto, perdiendo parte de! colorante contenido.

Por esta razdn, para evitar dafios estructurales y controlar de mejor forma la
extraccion del pigmento, el fruto se corto manualmente separando de los racimos, la
fruta verde de la madura, que como ya se menciono en la seccién 3.2.1 presenta un

color violeta oscuro a negro.

Luego del corte y seleccion del fruto se procedid al lavado del mismo el cual
puede efectuarse con agua del grifo, no ocupando detergente o jabén ya que
solamente se pretende remover polvo y algunas basuras como hojas, ramas, insectos

y otros.
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4.2 PREPARACION DEL EXTRACTO DE LA FRUTA DEL CEREZO

Una vez caracterizado el manejo previo de cortado y recoleccion de fruta se
procedio a preparar una solucién extracto a partir de las cerezas colectadas, con el
objeto de investigar su comportamiento frente a las diferentes condiciones que se
especificaron en la Figu.ra 4.1 (El procedimiento indicado no incluye identificacion
de variables involucradas de ningin tipo y solo se limita a la obtencién de una

solucidén que contiene el pigmento).

4.2.1 PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DEL EXTRACTO DE CEREZO
A continuacion, se describe el procedimiento seguido para !a obtencion del

extracto que se empled para las pruebas de la investigacién preliminar.

a) Se peso una cantidad de fruta y se colocé en un beaker de 1000 ml.

b) Se adicion6 una cantidad de agua equivalente a 500 m.

¢) Se macero la fruta durante un periodo de tiempo de 24 horas en condiciones de
tempe;‘atura ambiente y presidén atmosférica.

d) Después de transcurridas 24 horas (tiempo ocupado en la prueba preliminar como
tentativo de cambio ya que no se han definido variables todavia) [a solucitn se
filtré en colador para la remocién de la mayor parte de la sustancia organica del
fruto (cascara, semilla, particulas, etc.), y se procedié luego a sellar el beaker con

papel aluminio para evitar contaminaciones posteriores.
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e) La solucién colada, se dejé en reposo, con refrigeracién para evitar su
descomposicidn posterior.
@) Antes de efectuar cada prueba (de las establecidas en la seccién 4.1) se hizo una

segunda filtracion de la solucién obtenida, con papel filtro Whatman No 40.

4.3 EFECTOQ CUALITATIVO DE VARIABLES DE CONTROL SOBRE EL

EXTRACTO DEL CEREZO

El objeto de esta etapa es sondear el comportamiento de la solucién preparada,
frente al cambio manipulado de ciertas variables, que se considera pueden influir en ta
separacion del pigmento de su estado en solucién logrando con estos resultados
conducir el experimento de evaluacién de rendimiento en la extraccion de forma

adecuada.

Las variables con las cuales se caracterizara el comportamiento del extracto

son las siguientes: Temperatura, pH y tiempo.
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4.3.1 VARIACIONES DE TEMPERATURA

Debido a que no se conoce el comportamiento del extracto del cerezo respecto
a la temperatura, ni el punto de ebullicion de la mezcla se hace necesario realizar un
estudio cualitativo del comportamiento de la solucién al variar la temperatura, hasta el
punto de ebullicién de la misma.
Las condiciones establecidas para efectuar dicha investigacion fueron las
siguientes:
» Determinar como temperatura de inicio de las pruebas, la temperatura
ambiente del area de trabajo, que es de aproximadamente de 30° C, y
como tehperatura final la temperatura de ebullicién de la solucion
extraida.
» Tomar observaciones del comportamiento del extracto para cada 10° C
de incremento en la temperatura.
» Considerar como indicadores del comportamiento de la solucion
cambios de coloracéén y/o formacién de precipitado.
¢ Mantener como pH fijo, el pH natural de la solucion (ver seccion 4.3.2)

que es aproximadamente 3.2.

En el Cuadro 4.1 se presentan los resuitados obtenidos de la prueba. En él
puede observarse que no existen cambios apreciables de coloracion con la variacién
de temperatura.

* A partir de 80° C se da formacion de precipitados. El punto de

ebullicién de la soluciéon es de 95.2° C.
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CUADRO 4.1: COMPORTAMIENTO DEL EXTRACTO CON LA TEMPERATURA.

TEMPERATURA (°C) CAMBIO OBSERVADO
30 No hay cambios
40 No hay cambios
50 No hay cambios
60 No hay cambios
70 . No hay cambios
80 Formacién de floculos’
90 Aumento de formacion de floculos
95 Ebullicion de la solucién

Temperatura de ebullicién de la solucién: 95.2°C

Floculos: véase observacion

Entre otras observaciones tomadas durante la investigacién se encuentran las
siguientes:

I- Al momento de la ebuliicion, la solucidn se evapora de manera integra
arrastrando el agua y sustancias volatiles de la solucién, que presentaba
un color morado claro. |

iI- Cuando se evapora la mayor cantidad de la solucién se observa una
solucién pastosa de color morado, que pudo ser absorbida por el papel filtro
dandole una tonalidad violeta.

-  Los Floculos formados son particulas minlisculas de materia organica
remanente que no pudo ser filtrado y que se conglomeran para formar

miscelas de material organico del endocarpio de la fruta.
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4.3.2 EFECTO DE LA VARIACION DE pH

El objetivo que se persigue ai estudiar el efecto de la variaciéon de pH es
determinar el comportamiento cualitativo del extracto de la “cereza” obtenido en

presencia de medios acidos y basicos.

El primer paso para efectuar las pruebas de variacion de pH, fue
establecer como condiciones del experimento las siguientes:

+ Mantener la temperatura del extracto constante e igual, a la temperatura del
area de frabajo (~30° C) durante las pruebas.

o Usar como pH de partida para las pruebas, el pH natural del extracto que se
evalud en el valor de 3.2 (lo que indica que la solucion es acida).

o Emplear como adicionante basico, una solucion de NaOH (0.068N), y como
adicionante acido, una solucién de &cido clorhidrico10% v/v.

¢  Definir como indicador del comportamiento del extracto, con la variacion del
pH a la variacién de color observada en la solucidn y la formacion de

precipitado.

Las pruebas se efectuaron como se explica a continuacion:

a) Prueba del comportamiento del extracto en medios béasicos
Se colocaron 100 ml de extracto en un beaker y partiendo del pH de 3.2, se
adiciond la solucién de NaOH (0.068N), observandose el comportamiento del

extracto, a medida que variaba el pH. La adicibn del NaOH, con la
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consiguiente elevacion de pH, se llevé a cabo hasta ya no observar cambios

en ia coloracion del extracto.

En el Cuadro 4.2, se presentan las variaciones de color del extracto, a medida
que se eleva el pH , y como puede observarse no hay variaciéon en la coloracion a
partir de un pH de 9.04. Por otra parte, las variaciones de la coloracion del extracto,
van desde rosado claro, pasando por tonalidades de violeta, hasta el verde oscuro.

No hubo formacién de precipitados durante la prueba.

CUADRO 4.2: COMPORTAMIENTO DEL EXTRACTO DEL CEREZO AL

ADICIONAR UNA BASE FUERTE.
Cantidad de NaOH pH Cambio Observado
Adicionado (ml)
0 3.21 Inicial rosado claro
10 3.38 Rosado claro
15 4.02 Mas claro
20 4.24 Mas claro
30 4.68 Morado claro
40 5.27 Viraje de color de
50 6.11 Morado a Azul oscuro
55 6.80 Verde Claro
60 8.62 Verde Oscuro
70 9.04 No mas cambios
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b) Prueba del comportamiento del extracto en medio acido
Se colocaron 5 ml de extracto en un beaker, y partiendo del pH de 3.2, se
adicion6 HCI 10% viv, para bajar el pH, hasta ya no observar variaciones
significativas en el color de la solucion. Los resultados de la prueba del
comportamiento del extracto en medios aun mas acidos que el medio natural
se presentan en el Cuadro 4.3, en donde puede observarse que el viraje de
color va desde rosado claro a rojo intenso. No hubo formacion de precipitado

durante la prueba.

CUADRO 4.3: COMPORTAMIENTO DEL EXTRACTO DEL CEREZO AL

ADICIONAR UN ACIDO FUERTE
Cantidad de HCI pH Cambio observado
adicionado (ml)
0 3.21 Rosado claro
3 1.93 Viraje de rosado a rojo
5 1.26 Rojo intenso

b) Observaciones:
l- Se verifica que el colorante tiene una alta reactividad frente al NaQOH y al
HCI en diferentes valores de pH que permiten utilizarlo como indicador
acido — base para determinar los puntos finales de reacciones quimicas de

neutralizacion.
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II- La solucién dei extracto posee al principio un pH altamente acido lo que
permite afirmar que la-composicion de la fruta del cerezo posee cantidades
significativas de acidos organicos libres.

- El extracto tratado con NaOH produce una solucidn final de color verde
oscuro (pH = 9.04) que con el transcurso de 4-6 dias se colorea de café
precipitando un sélido de color café claro.

V- El extracto tratado con HCI produce una solucién final de color rojo intenso
(pH = 1.26) no formando solidos depositados y presentando un liguido de

composicion uniforme.
4.3.3 COMPORTAMIENTO DEL EXTRACTO CON EL TIEMPO

La determinacion cualitativa del comportamiento del extracto con el tiempo se
hizo en base a 2 tipos de observaciones:

a) Observacion del comportamiento del exiracto preparado de la forma
especificada en la seccion 4.2.1, cuando se encuentra a la temperatura del
ambiente de trabajo, aproximadamente 30° C.

b) Observacién del nivel de extraccidén del pigmento, con el tiempo para distintas
preparaciones de la materia prima.

En las secciones 4.3.3.1 y 4.3.3.2 se describen los resultados obtenidos para

cada experimento.
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4.3.3.1 Comportamiento del Extracto preparado con el Tiempo
El extracto fresco del fruto del cerezo solamente puede durar un rango de
12 - 24 horas al medio ambiente ya que fuera de estos rangos comienza la
descomposicion del sustrato por formacién de hongos en la superficie de
esta y sin modificar la homogeneidad de la solucién. No hay separacién de
fases, no hay precipitados, no hay cambios apreciables en la coloracién de

la mezcla

El crecimiento de hongos se realiza en forma de islas aisladas de forma
circular con un diametro de entre 1.2 y 1.5 centimetros con bordes de la
colonia de color blanco, y son moderadamente irregulares y elevadas que
poseen un color gris —verdoso parecida al polvo.

La formacién de las colonias se da solamente en la superficie del sustrato,

no presentandose en el seno ni en el fondo del recipiente.

4.3.3.2 Comportamiento del Extracto con el Tiempo para Diferentes
Preparaciones Iniciales de la Fruta.
a) Condiciones del Extracto
El nivel de extraccion con el tiempo para diferentes preparaciones se
analiza respecto a la preparaciéon particular que se le da a la fruta al
momento de macerar ya que como no se conoce donde este presente el

colorante las pruebas de maceracion permitirian dar una pista sobre
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donde se encuentra la mayor cantidad de colorante y la mejor forma de

realizar la maceracion si esta es necesaria.

El procedimiento para conocer el rendimiento del colorante a partir de la fruta es
preparar extractos (sin residuos frutales) para 3 tipos de maceracion de a materia
prima:

MUESTRA 1: Obtencién de extracto a partir de fruta entera

MUESTRA 2: Obtencion de extracto a partir de fruta parcialmente machacada

MUESTRA 3: Obtencién de extracto a partir de fruta totalmente desmenuzada

b) Observaciones

I- Las muestra 2 presenta un color morado mas intenso (absorbancia de 17.8)
que nos indica que no es necesario hacer una maceracion con fruta
totalmente desmenuzada ya que el endocarpio que queda suelto y que
parece no poseer colorante queda coloreado al final de la prueba reteniendo

pigmento.

1l- Como las soluciones fueron preparadas con cantidades de frutas que no
exceden los 20 g, se determino que las soluciones diluidas se descomponen
mas rapidamente que las concentradas de manera que las primeras duran
cuando mucho 2-3 dias en cambio las concentradas pueden llegar a durar
hasta 8 dias sin refrigeracién y sin formar el desarrollo de hongos descritos

en la seccion 4.2.5.
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IV-  Las soluciones puestas a macerar no deberan exceder de 1 dia debido a la
retencion de colorante por parte del pericarpio y a la perdida de sustancias

por descomposicion.

4.3.4 RECONOCIMIENTO DE PRESENCIA DE COLORANTE EN LA FRUTA.

En base a los resultados establecidos en la seccidn 4.3.3.2, se hace
necesario tratar de identificar donde se concentra la mayor cantidad de colorante en
la fruta para determinar la parte de la fruta que es mas util en el estudio y si es
posible aislaria para tener un mejor rendimiento.

Para evaluar la presencia de colorante cualitativamente en el fruto se procedié a

preparar 3 muestras de la siguiente manera:

MUESTRA 1: Cascaras del fruto en 10 ml. de agua.
MUESTRA 2: Endocarpio de fruta en 10 mi de agua.

MUESTRA 3: Semilla externa con 10 mi de agua.

Al cabo de 24 horas se mide la absorbancia de las soluciones resultantes y se
encuentran los valores de 72.5, 12 y 37.5% de Absorbancia respectivamente para
cada muesira observando que hay una mayor concentracion de colorante en la

cascara de la fruta.
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Se concluye que la cantidad mayor de colorante se concentra en la cascara y
esta, en un proceso industrial no es posible aislar con facilidad y por tanto al
momento de macerar la fruta se debe de usar toda la fruta para extraccion.

En la superficie interna de la semilla se concentra alta cantidad de colorante que se
encuentra adherida a la semilla y que no se puede remover con facilidad.

El endocarpio al momento de macerar ofrece la desventaja de absorber cierta
parte del colorante, ya que inicialmente es blanco y al final de [a maceracién es

rosado, obteniendo con esto un menor rendimiento de colorante de la fruta.

4.4 EFECTO DE PROCESOS FISICOQUIMICOS
Observar el efecto de procesos fisicoquimicos sobre el extracto de la “cereza’
extraido, tiene como objetivo simular algunos procesos al que puede ser sometido el

extracto, con el fin de separar el pigmento que se supone contiene.

En estas pruebas preliminares se simularan 2 procesos que se consideran de
importancia y que son:
a) Evaporacion lenta; y

b) Valoracion con base débil.
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En las secciones 4.4.1 y 4.4.2, se describen los resultados obtenidos de

estas pruebas.

4.4.1 Proceso de Evaporacién Lenta
El objetivo de someter el extracio al proceso de evaporacion lente, es verificar
si dicho exiracto, es una mezcla coloidal del colorante, con el jugo de la fruta,

constituido por agua, azucares y otras sustancias.

El procedimiento seguido para efectuar el proceso de evaporacion lenta , fue el
siguiente:
1. Se colocaron 100 mi de extracto en un beaker y se llevaron a ebullicién
2. Se dejé evaporar la mezcla por 3 horas, hasta que alcanzara un volumen de
10 ml.
3. Esta mezcla se continuo evaporando en una estufa con una temperatura de
80° C durante 24 hr.

4. Luego se paso) la muestra al desecador

Entre las observaciones tomadas durante esta prueba se encuentran:

I- Formacién de una capa adherente en el fondo del beaker de color caramelo
oscuro facilmente lavable con agua donde existe presencia minima de colorante
parpura.

Il- Esta prueba nos permite inferir que existe una alta concentracion de azucares en

el extracto.
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. La capa adherente en el fondo del beaker posee olor a caramelo quemado

afirmando la presencia de azficar en la muestra.

Puede observarse que en general lo que se concentraron fueron los azucares
y no el colorante, lo que pone de manifiesto que no se trata de una mezcla coloidal

del colorante con el jugo.

4.4.2 Efecto de Base Débil
Dados los resultados de la seccién 4.4.1, es necesario verificar si puede ocurrir
precipitacion del pigmento por algin efecto fisicoquimico, como por ejemplo la accion

de una base débil.

Las condiciones establecidas para efectuar esta prueba fueron:
» Emplear como base débil etanol absoluto (CH:CH20H), dada su facil
obtencién y su bajo coste de adquisicion
e Latemperatura de la experimentacion fue la temperatura del ambiente de
trabajo de aproximadamente 30° C.
¢ La adicidn de etanol se efectué de acuerdo a los cambios observados en

el color de Ja solucion.

En el Cuadro 4.4 se presentan los cambios observados a medida se adiciona

el etanol.

*
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CUADRO 4.4: CAMBIOS OBSERVADOS EN LA SOLUCION DEL EXTRACTO

PATRON AL ADICIONARLE ETANOL COMO BASE DEBIL.

Cantidad de Base Cambio en el Color de la Solucién
Adicionada (ml)

O Rosado Claro

5 Ninguno

10 " Ninguno

22 Cambia a violeta

27 Ninguno

31 Ninguno

50 Ninguno

Entre las observaciones del experimento se encuentran:

|-

Existe un cambio de morado claro a violeta cuando se han adicionado 25
ml de etanol al extracto de cerezo y la solucion se presenta ligeramente
turbia.

En ningdn momento se observa la precipitacion de sdlidos en el fondo del
beaker donde se realiza la prueba.

A 1a solucion final que contenia 50 ml de etanol e fue adicionado un
exceso de etanol que dejandolo en reposo durante varios dias presento 2
fases: una sdlida que deposito en el fondo(sdlido de composicién

desconocido) y una fase liquida de color rojo violaceo.
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4.5 RESULTADO FINAL DE LAS PRUEBAS PRELIMINARES SOBRE EL

EXTRACTO DEL CEREZO

De la investigacion preliminar realizada se puede concluir que:

» El aumento o disminucién de la temperatura de la solucion del cerezo
preparada, no afecta la propiedad de homogeneidad de la solucion,
mostrando una estabilidad general en un amplio intervalo de temperatura

pero que no es Util para la extraccién del colorante por sedimentacion.

e El extracto presenta variados colores desde el rojo parpura hasta café
solamente con el cambio de pH, presentando en su punto de equivalencia
un color verde por adicién de base fuerte; y con adicién de acido fuerte
tenemos un rojo intenso pero no se observa la depositacién de sélidos por
precipitacion de colorante en el punto de equivalencia o que implica que,
al variar pH se llevan a cabo reacciones quimicas con la antocianina sin
precipitaria alterando su estructura de manera que no se encuentra util el
aislamiento por adicion de acido o base fuerte para obtenerio, aunque

deben de hacerse mas estudios en este sentido.

e Fl Extracto del Cerezo presenta facilidad para desarrollar hongos en

solucion preparadas con grandes cantidades de agua (soluciones diluidas)

79



lo que permite especular que el volumen de solvente usado influye en la

formacion de hongos como una variable que interviene en el proceso.

La mayor cantidad de pigmento se encuentra concentrada en la cascara de
la fruta y una menor cantidad en el endocarpio de la fruta y en la semilla
del cerezo por lo que seria necesario una maquina que efectué Ila
separacion de la cascara del resto del fruto pero habria mucho

desperdicio.

Para evitar interferencias de los azucares se recomienda fermentar la
solucién y luego evaporar el etanol formado eliminando la mayor parte de
materia organica del extracto con el fiempo, de lo que se infiere que la
variable tiempo deberia tener alguna relacién en el proceso de extraccion

de colorante.

La evaporacion de la solucidén preparada no muestra separacién de fases
presentando una composicion homogénea, pero al final de la evaporacion
un residuo solido se deposita en el fondo del crisol que al quemarse libera
olor a azlcar caramelizada y presenta textura de caramelo indicando la
presencia de fructosa en la solucidn de extracto que se necesita
determinar ya que es uno de los interferentes presentes y que debe

determinarse la cantidad presente en la solucion mediante el método de

céalculo del % de azucares reductores.
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El etanol y el Isopropanol presentan el mismo poder de extraccion
de colorante de manera que el producto final obtenido por los tres distintos
tipos de solventes utilizados (etanol, Isopropanol y agua) se obtiene

el mismo comportamiento fisico del extracto.

Dada la observacion del grado de coloracion de las soluciones extraidas
con etanal que tienen altas cantidades de azucar gque no pueden
fermentarse debido al solvente y que el color presenta una coloracién
menor se opta por no utilizar este solvente en pruebas preliminares ni
formales esto dado que como debido al auge que tiene el concepto de
tecnologia limpia quedan como resultado grandes cantidades de etanol de
deshecho y de desperdicio durante el proceso ademas del manejo
cuidadoso gque se debe tener en su manejo por ser inflamable y altamente

volatil al momento de exponerse al aire.

Se cree que el colorante natural a obtener, después de las etapas de
experimentacién realizadas, se obtendr4d en estado liquido con las
propiedades explicadas y que posee un gran poder colorante para liquidos

y sdlidos aplicables a la industria de alimentos.

El colorante natural obtenido es guimicamente una antocianina que
presenta una estructura quimica compleja y que es facilmente atacable por

otros grupos funcionales alterando sus propiedades tintoreas.
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Ahora se pueden listar las variables que se supone intervienen en el proceso de
extraccion de colorante determinada en la investigacion preliminar y otras que pueden
considerarse factores externos:

a) Variables encontradas: Cantidad de solvente, Tiempo (de extraccidn), Tipos

de solvente, presién de frabajo, temperatura, reaccién con quimicos, pH, masa
de fa fruta ocupada, condicién inicial de la fruta, grado de maduracion.

b) Variables Seleccionadas: Las pruebas preliminares nos conducen a 3
variables que parece tienen algtn tipo de efecto sobre el proceso de extraccion
de colorante a partir de la fruta y estos son: masa de la fruta, volumen de

solvente y el tiempo de maceracién.

Las demas variables o bien no ejercian algin cambio significativo en el sistema o
dicho cambic no iba tendido al aislamiento del pigmento en forma sdélida o liquida de
manera que dichas variables han sido descartadas y no se continua con su

investigacion particular.

También cabe mencionar que el estudio preliminar permitié conocer que se debe
llevar a cabo una cuantificacién de la cantidad de azucares reductores en et extracto

y como dichos azucares se comportan con el tiempo.

Se evaluara el colorante en disolucion mediante una Prueba de Sdlidos

Totales pero qua no puede realizarse sin antes realizar Pruebas de Absorcién de
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Luz de la Solucion Extracto para conocer la longitud de onda donde se da el
maximo de absorcién; una vez realizados se puede construir la curva de calibracion
por diluciones que permita conocer la ecuacion matematica que relaciona
concentracién y absorbancia; para luego realizar ﬁn experimento formal de las
variables aplicando un disefio factorial donde definiendo los valores de prueba se
lee la absorbancia para evaluar por la ecuacion la concentracion de solidos y concluir

con los resultados del experimento del efecto de las variables sobre el rendimiento.
En la Figura 4.2 se presentan las etapas necesarias para determinar la

influencia de las variables seleccionadas en la extraccion del colorante en fase

liquida.
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Variables Seleccionadas de
las Pruebas Preliminares

L

Planificacion del Experimento de
Rendimiento en la Extraccidn

l

Elaboracion de Curvas de
Absorcion de un Patrén de
Extracto no Estandarizado
Calculo de Sélidos Solubles

Totales de un Patrén no
Estandarizado

l

Construccion de la Curva
de Calibracion del
Extracto de Cerezo

:

Realizacién del Experimento del
Rendimiento en la Extraccion

l

Resultados del Experimento del
Rendimiento en la Extraccion

FIGURA 4.2 METODOLOGIA PARA LA REALIZACION DE PRUEBAS

FORMALES EN LA OBTENCION DE COLORANTE A PARTIR

DEL CEREZO
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4.6 PROPUESTA DE PREPARACIC)N DE EXTRACTO A USAR EN LAS
SIGUIENTES ETAPAS DE LA INVESTIGACION

Debido a la formacién de hongos en la superficie del sustrato para

extracciones con mucha cantidad de agua, se procedid a preparar extractos puros de

fruta de cerezo (aproximadamente con 1000 g de fruta) segin el procedimiento

descrito en la seccidn 4.5.1.

4.5.1 Procedimiento de Elaboracion del Extracto de Cerezo

E! procedimiento para la elaboracion del extracto a utilizar como patrén para las

pruebas de extraccion es el siguiente:

a)
b)
c)
d)

e)

Seleccion y limpieza del fruto

Machacado del fruto sin agua (aproximadamente 1000 g)

Reposo por 1 dia

Filtracidn y remocién de sustancias sélidas

Reposo por 6 dias. Durante ese tiempo la mezcla sufrid fermentacion
organica degradandose el azucar (fructosa), en etanol por descomposicion
bacteriana lo que permite eliminar estos azucares por evaporacion posterior
dada la volatilidad del etanol.

Almacenamiento del extracto de cerezo (una vez enfriada, el extracto es
almacenada en frascos de vidrio transparentes para su  posterior

conservacion y utilizacion).
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El procedimiento anterior permite una extraccion del colorante de una manera
practica y sin contaminacion con cepas de hongos en el manejo de las soluciones de

extracto del fruto de cerezo.

En la figura 4.3 se esquematiza el procedimiento seguido para la preparacion
del extracto de la “cereza’ propuesto a partir de los resuitados de la investigacion

preliminar.
4.5.2 Descripcion del Extracto Obtenido

E! extracto del cerezo es un liquido de aspecto fisico parecido al caramelo, oleaginoso
al tacto y de sabor acido astringente de color negro.
Posee una viscosidad moderada y una densidad mayor que el agua, tiene aspecto

homogéneo, a la luz.
Mediante diluciones es posible obtener una gama de colores que van desde el

morado oscuro pasando por purpura hasta obtenerse soluciones de color rosado

claro.

86



Recoleccion del Fruto

I

Seleccion y
Lavado de la fruta

l

Macerado y Machacado
de la Fruta
l Reposar por 1 dia
Lavado de la
fruta machacada
con agua
Remocion de
Colado de fa —®| Materia Organica
Mezcla
; de Desecho
l Remocion de
Filtrado de la Mezcla —» Materias
' Organicas de
l Deshecho

Reposo por 4-7 dias

v

Solucion Fermentada

FIGURA 4.3: PROPUESTA DE PREPARACION DE EXTRACTO DE FRUTA A
UTILIZAR EN LAS SIGUIENTES ETAPAS DE LA INVESTIGACION.



Filtracién de Ia id
: Remocion de
Solucién Particulas Finas
Fermentada

l

Evaporacion de la | »| Etanol y Sustancias
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4.5.3 Recomendaciones para la Realizacioén del Experimento Formal

En la etapa de fermentacion del extracto obtenido se recomienda sellar la parte
superior del beaker con papel toalla para luego cubrirflo con papel aluminio a fin de
gvitar atraer a la mosca de la fruta (drosdfila), debido a la degradacion de la fructosa

a etanol con una pequeiia deriva para los gases producidos en la fermentacion.
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4.6 DETERMINACION DE LA LONGITUD DE ONDA PARA LA LECTURA DE

ABSORBANCIA DEL EXTRACTQ DEL CEREZO.

Dada que la solucion del Extracto de Cerezo es coloreada, se indica en ia
literatura la presencia de un compuesto quimico con base en la antocianina que
absorbe en longitudes de onda determinadas. Sin embarge no se conoce el valor de
la longitud a la cual se da la maxima absorcién de luz el cual es dtil para determinar
posteriormente la curva de calibracion que permita obtener una relacién entre
concentracion de sélidos y la absorbancia de la solucidn y de esta forma evaluar el
comportamiento del rendimiento en la extraccion del colorante como funcidn del
efecto de las variables: tiempo de maceracidn, volumen del solvente y cantidad de

fruta.

Lo anteriormente expuesto, implica la necesidad de determinar, cual es la
longitud de onda a la cual se da la maxima absorcién de luz por fa solucion para luego
crear una curva de calibracion en base a soluciones patron del colorante que sirva

para evaluar el rendimiento en la extraccidn de colorante.

l.a evaluacion de la maxima longitud de onda, se hizo partiendo del jugo

obtenido de 400 g de fruta, que aproximadamente fue de 100 ml.

Sobre este jugo se prepararon 3 diluciones jugo-agua: 1:10, 2:10, 3:10.
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Para cada una de estas diluciones se efectuaron lecturas de absorbancia en un
espectrofotdmetro visible (Spectronic 20) a medida que se variaba la longitud de onda
con el objeto de identificar la longitud de onda a la cual se da la maxima absorbancia

(minima transmitancia).

Tal como se observa en el Cuadro 4.5 y en la Figura 4.4 la longitud de onda a
la cual se da la méxima absorbancia para las 3 diluciones fue de ~525 nm, lo cual si

se compara con el Cuadro 2.1 indica en efecto, la longitud de onda correspondiente al
color morado, igual al de la solucién obtenida, con color verde como color absorbido

porlaluz .
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CUADRO 4.5: DATOS PROMEDIO DE TRANSMITANCIA DE DILUCIONES DEL PATRON DE CEREZO DE

BELICE Y SU CORRESPONDIENTE ABSORBANCIA CALCULADA

Lor.gitud
de | % de Transmitancia Absorbancia

Onda (hm) |Dilucion 3/10 |Dilucién 2/10 {Dilucion 1/10 [Dilucién 3/10 [Dilucién 2/10 |Dilucién 1/10
460 4.18 14.25 43.37 1.3790 0.8462 0.3628
<70 4.90 16.23 48.97 1.3102 0.7896 0.3101
<80 4.22 15.26 51.49 1.3748 0.8165 0.2883
<90 3.09 12.94 51.89 1.5103 0.8881 0.2849
500 2.16 10.65 51.29 1.6648 0.9726 0.2900
10 1.60 9,02 50.62 1.7971 1.0448 0.2957
©20 1.33 8.19 50.44 1.8767 1.0865 0.2972
630 1.30 8.18 51.05 1.8846 1.0870 0.2920
40 1.54 9.06 52.48 1.8134 1.0427 0.2800
550 2.15 11.03 54.40 1.6672 0.9575 0.2644
560 3.45 14.35 56.16 1.4623 0.8432 0.2506
570 5,92 19.09 56.62 1.2274 0.7193 0.2470
580 9.92 24.36 54,33 1.0036 0.6134 0.2650
590 14.29 27.46 48.02 0.8449 0.5613 0.3186
600 15.19 24,72 37.58 0.8184 0.6069 0.4250
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FIGURA 4.4: CURVAS DE ABSORBANCIA DE LUZ DEL EXTRACTO DEL CEREZO DE BELICE




4.7 CALCULO DE LOS_S()LIDOS SOLUBLES TOTALES (SST)

La determinacion de los solidos solubles totales es importante en el célculo de
la cantidad de sdlidos presentes en una solucién particular de fruta que ha sido

fermentada o que se acaba de preparar.

Esta determinacién sirve de base para relacionar la concentracion y la
absorbancia al momento de construir la curva de calibracion y es importante también
para conocer las unidades en que se expresa la cantidad de colorante que podria

depositarse en forma sdlida.

Esta determinaciéon no solo se limita al colorante en estudio sino también
incluye azucares, acidos y demas sustancias sélidas que se depositan al momento de

evaporarse el solvente y las sustancias volatiles.

Para la determinacion de la cantidad de solidos totales contenidos en una
muestra de extracto del Cerezo de Belice se empleo el método descrito en el Anexo

H seccién (c).
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4.7.1 Calculos de acuerdo al método descrito en Anexo H seccion (c)

En el Cuadro 4.6 se presentan la prueba para la determinacion de los sélidos soluble

totales mediante el peso del crisol vacio y de la diferencia una vez que se ha

evaporado la solucién patrén y que fueron realizados por triplicado.

CUADRO 4.6: DATOS CALCULADOS POR EL METODO DESCRITO EN ANEXO H

SECCION (B)
Capsula Pesos de capsulas | Pesos de capsulas Sdlidos
de porcelana + muestra ya depositados
vacias (wy) evaporada (w;) (wa-wy)
N° 1 46.52 g 47.30 ¢ 0.78 g
Ne 2 46.52 g 47.12g 0.77g
Ne3 43.75g 4453 g 0.78 g

Como las alicuotas tomadas fueron de 25 ml tenemos los valores expresados en
concentracién (griml ).

C1=0.0312g/ml

C2=0.0308g/ml

C3=0.0312g/ml
Siendo la concentracién promedio de;

C= 0.03107g de solidos solubles totales / mi
Portanto: C=0.7767 gr/ 25ml de solucién

Expresado en otras unidades:

C= 31.0667 gr de solidos solubles totales / L
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4.8 CALCULO DEL % DE AZUCARES REDUCTORES

Para determinar el porcentaje de azucares reductores en la muestra
patron del extracto se procede a aplicar el método descrito en el anexc G, seccién G-
2 parte (a).

Se aplico el método descrito por ser bastante confiable a la hora de
hacer determinaciones de azucares reductores y sacarosa y porque el equipo

para realizarlo esta disponible.

Los valores que se muestran en el Cuadro 4.7 fueron leidos en el
experimento realizado por triplicado en la determinacién del valor de la solucidén de

Fehling A por adicion de patrén de aztcar invertido.

CUADRO 4.7: GASTO DE PATRON DE AZUCAR INVERTIDA PARA
DETERMINAR EL VALOR DE LA SOLUCION DE

FEHLING A.
Replica ml. consumidos de sin. de
azucar invertido
1 5.8
2 6.0
3 6.2
Promedio 6.0
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Por tantb:

Valor de la solucion de Fehling A:

Valor = ml de sclucidon de aziicar invertido * 0.005

= 6ml* 0.005 = 0.03

Ahora el valor determinado del porcentaje de azucares reductores es:

(R1) % AzGcar reductor = __Valor de Fehling * 100

ml consumidos de la muestra

La cantidad de solucion de extracto de cerezo usado para la valoracion de

azucares reductores mediante titulacién de la solucion de complejo tartrato-cobre

realizado por triplicado se muestra en el Cuadro 4.8.

CUADRO 4.8: GASTO DE EXTRACTO EN LA TITULACION

LA DETERMINACION DE

AZUCARES REDUCTORES
Replica mi. consumidos de sin. de
extracto de cerezo
1 0.95
2 1.00
3 1.41
Promedio 1.21

Sustituyendo:

% de Azuéar Reductor= 0.03 * 100%

1.12
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% de Az(car Reductor = 2.678%

O sea que la concentracion de azucar reductor es :

C = 2.678 gr de azdcar reductor / 100 gr de solucion

Auxiliandose con el valor de la densidad de la solucion presentada el la seccion

7.7.3.1 y expresada por litro se tiene:

C = 2.678 arde azucar reductor x 1.004 ar de solucion x 1000 ml de sol.

100 gr de solucidén 1 mi de solucién 1 1t de sol.

C = 26.887 gr de aziicar reductor / L. de sol.

Dado que en el experimento de SST tenemos una concentracidn de sélidos de

Cr = 31.0066 g /L de sIn. se observa que los azucares reductores actiian como

interferentes y por tanto la diferencia de estos 2 valores nos daria un aproximado del

colorante organico de antocianina que posee la solucién patron:

Aprox. [ Colorante ] = 31.066g/L - 26.887g/L

It

4.1797 g/L de sin. Patron
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4.9 CALCULO DE LA SACAROSA REMANENTE

La determinacion de sacarosa remanente se puede expresar en términos de
aztcar invertido mediante la aplicacion de las formulas planteadas en el Anexo G,

seccién G-3, parte (b).

Los valores promedio expresados en el Cuadro 4.9 son las pruebas promedio
realizadas por triplicado para encontrar un valor aproximado de los ml gastados en la
bureta en la valoracion del extracto del cerezo con la solucion complejo de tartrato-cobre
donde la solucion extracto ha sido tratada con acido clorhidrico para la inversién no
de la sacarosa presente sino de la inversion total de los compuestos azucarados
presentes en el jugo de cerezo ya que como se conoce la mayor cantidad de
azucar en la fruta es la fructosa que simplemente se reduce a alcohol pero no
solamente esta presente esta sustancia en la muestra.

En el Cuadro 4.9 se presentan los mililitros gastados de extracto de cerezo en la

valoracion de la sacarosa remanente.

CUADRO 4.9: GASTO EN MILILITROSDEL EXTRACTO DEL
CEREZO EN LA VALORACION DE SACAROSA

REMANENTE
Replica ml. consumidos de sin. de
extracto de cerezo
1 1.38
2 1.50
3 1.43
Promedio 1.44
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Sustituyendo la ecuacion:

(R2) % fotal de azGcar invertido = Valor de Fehling * 100
mi consumidos de la muestra

% total de azicar = 0.03 * 100%
1.44
% total de azticar = 2.778%

Expresando este resultado en otras unidades y con ayuda de la densidad se tiene:

C = 2.778 gr de azucar reductor x 1.004 gr de solucidn x 1000 ml de sol.
100 gr de solucion 1 ml! de solucién 11t de sol.

C = 27.89 gr de azicar inv. /L de solucién

Ahora calculando el % de sacarosa remanente como la diferencia de los 2 valeres
anteriores se tiene:
% de sacarosa remanente = (R2-R1) * 0.90
% de sacarosa = (2.778% - 2.678%) *0.90

% de Sac. Remanente = 0.09% (como otros azucares)

Como se observa en este ultimo valor, el porcentaje de sacarosa remanente
como oiros azucares es despreciable y puede suponer que estos azucares no

causan ninguna interferencia en la valoracién del colorante natural.
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5.0 EVALUACION DEL RENDIMIENTO EN LA EXTRACCION DEL COLORANTE
DEL FRUTO DEL ARBOL DE CEREZO

La investigacion preliminar, presentada en el capitulo 4 permitié identificar las
variables que pueden afectar al rendimiento en la extraccién del colorante del fruto
del arbol de Cerezo de Belice, las cuales son: volumen de solvente (agua), tiempo de

maceracién y masa de fruta triturada.

Sin embargo, no se ha cuantificado, ni validado el efecto de dichas variables,
lo que conduce a realizar un disefo estadistico de experimentos , siendo el modelo
seleccionado, el Disefio Factorial 2 . La teoria y formulas a aplicar en el modelo

factorial se encuentran especificadas en el Anexo A.

5.1 DESCRIPCION DE LOS FACTORES, NIVELES Y VARIABLE RESPUESTA
Como ya se menciono, en esta fase se realizara un disefio factorial 2K, en el

que los factores estudiados y sus niveles se especifican a continuacion:

a) MASA DE LA FRUTA ( M ) : Cantidad de la fruta triturada a usar en el

ensayo y sera medido en gramos, los niveles son:
M1 = 100 gramos de fruta de cerezo (-)

Mz = 200 gramos de fruta de cerezo(+)
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b) VOLUMEN DEL SOLVENTE ( V ) : Cantidad de agua utilizada para la
extraccion del colorante de la fruta triturada, medido en mililitros y con los

siguientes niveles:

V1 = 50 mililitros de agua (-)

Vz = 100 miililitros de agua (+)

¢) TIEMPO DE MACERACION ( T) : E! tiempo necesario para permitir que
el colorante contenido en la fruta sea extraido por el solvente, medida en
dias, y con los siguientes niveles:
T1= 1 dia (asumiendo extracto no fermentado) (-)

T2= 6 dias (extracto fermentado) (+)

El valor T1 = 1 dia es acorde a que el sustrato preparado esta fresco y la
cantidad de azucares presentes no se ha transformado sustancialmente en

otras compuestos como etanol, esteres y otros.

El valor de T2 = 6 dias esta definido, ya que cuando ha transcurrido este
tiempo en la solucién fresca de extracto se han fermentado la mayor
cantidades de azucares que posee y la velocidad de disminucion de
azucares es minimo y el cambio de valor de los azucares presentes es

casi constante (véase seccién 5.6.1).
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Dado que se quiere evaluar el efecto de 3 factores, se tiene un experimento
factorial 2°. Por otra parte, se efectuaran 3 replicas por tratamiento lo que implica un

total de 24 ensayos.

5.2 DESCRIPCION DE LA VARIABLE RESPUESTA

La variable respuesta sera el rendimiento en la extraccion del colorante, el cual

se expresara en términos de la absorbancia de la solucion.
E! registro de la absorbancia de la solucion se hara en un espectrofotdmetro de

luz visible (Spectronic 20) usando como curva de calibracion la obtenida segln se

especifica en ia seccion 5.2.1.
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5.21 DETERMINACION DE LA CURVA DE CALIBRACION PARA EVALUAR EL
RENDIMIENTO EN LA EXTRACCION DEL COLORANTE

La determinacion de una curva de calibracion es la base para relacionar la

concentracion de una solucion con las lecturas de absorbancia de la misma.

Dado que para elaborar una curva de calibracion, se necesitan soluciones
estandarizadas con concentraciones conocidas y que para esta investigacion no se
tiene identificado el colorante dei fruto, se hace necesario usar como patrén de
referencia, jugo puro de la fruta, y sobre este hacer diluciones de concentracion

relativa.

5.2.1.1 Construccion de la Curva de Calibracién del Extracto
Para la elaboracion de la curva de calibracion se procede a preparar
diluciones a partir del jugo pure de la fruta (se considera que el jugo puro de
la fruta es la solucién mas concentrada que puede obtenerse del colorante).
El jugo usado para la construccion de la curva fue previamente fermentado
para evitar el efecto de los azucares presentes.
Las diluciones efectuadas en fraccion volumen jugo-agua se presentan en el
Cuadro 5.1, donde estas lecturas han sido fomadas haciendo uso de un
espectrofotometro visible (Spectronic 20) para la longitud de onda donde se
obtiene la maxima absorbancia para las soluciones del colorante, que segin se

planteo en la seccidn 4.6 es de 525 nm.
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En la Figura 5.1 se presenta la curva de calibracién ajustada basandose en
los datos obtenidos del Cuadro 5.1 que muestra las diluciones efectuadas del jugo

puro de cerezo fermentado.

CUADRO 5.1: TABLAS COMPARATIVAS DE DILUCIONES

Dilucién | Transmitancia |Absorbancia

174 19.25 71.55

~ 175 26.9 57.02
| 116 33.25 47.82

17 38 22.02

18 42.9 36.75

179 47.25 32.55

110 51.4 28.90

1114 62 20.76

116 66.25 17.88
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5.2.1.2 Analisis de Variancia de la Curva de Calibracion Construida
La ecuacion obtenida por regresién para el ajuste de los datos obtenidos de
absorbancia y fraccién volumen posee las siguientes caracteristicas:
Tipo de ecuacion: Polinomial
Ecuacion matematica:
y=a+bx + cxX* + dx® + ex’

Con valores de las constantes:

a = 0.66895

b = 9.1437

c = -156.26196

d = 402.34316

e = -380.85108
Con un valor r - gjustado de regresion es de:

F = 0.999851318
Debido a que es necesario validar la ecuacion obtenida por regresion, se debe
calcular los intervalos entre los cuales el valor que se obtuvo de [a observacion

debe de estar dentro de dicho intervalo.

En el Anexo J, seccién (a) se muestra el analisis estadistico aplicado a esta gréfica
particular para los intervalos limites con un 95% de confianza.
Como se observa, los intervalos para esta grafica para un 95% de confianza
son:

a . 0.90 hasta2.016 (No toma valor de cero)
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1,

b : 14.29 hasta 47.91 (No toma valor de cero)
¢ : -334.36 hasta 21.83 (Toma valor de cero)
d : -385.37 hasta 1190.05 (Toma valor de cero)

e @ -1616.92 hasta 855.23 (Toma valor de cero)

Debido a que para estas constantes, en el modelo de regresion aplicado, en el
intervalo de confianza, existen valores que toman cero, indica la posibilidad de
reducir el modelo de la ecuacion predeterminada, ya que solamente los coeficientes
“a’ y “b" tienen intervalos que no contienen el cero y que poseen valor al momento

de validar Ia ecuacion.

Por tanto, la ecuacion se reduce a la forma lineal:

y = 0.66895 + 9.1437 x (Ecuacion 5.1)

El analisis de variancia permite concluir que los datos experimentales no parecen
sugerir la necesidad de considerar términos mayores que los de primer orden

(Ecuacion 5.1) en el modelo y que dicho modelo tiene comportamiento lineal.
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5.3 PLANTEAMIENTO DE LA HIPOTESIS

Al momento de efectuar el experimento los resultados podrian validar o rechazar las
siguientes hipctesis planteadas:

Hipotesis nula, Ho: No existe efecto significativo de las variables masa de
fruta, tiempo de extraccion y volumen de solvente ni de sus
interacciones sobre el experimento de rendimiento en ta
extraccion de colorante a partir de la fruta del cerezo con
un nivel de significacion del 5%.

Y su respectiva hipétesis alternativa:

Hipétesis alternativa, H1: Existe efecto significativo de las variables masa de
fruta, tiempo de extraccidn y volumen de solvente ni
de sus interacciones sobre el experimento de
rendimiento en la extraccion de colorante a partir de

la fruta del cerezo con un nivel de significacion del

5%.

Para ta comprobacion de las hipétesis nulas planteadas se realiza un analisis de

varianza ANOVA con un nivel de confianza del 95%.

Los resultados obtenidos de aplicar el modelo de analisis de varianza ANOVA se
presentan tabulados Anexos B y C donde en el Anexo B se presentan los

cuadros tedricos del modelo ANOVA mientras que en el Anexo C se muestran los
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resultados obtenidos en la experimentacion aplicando el modelo factorial con sus

respectivos calculos.

En la Figura 5.2 se presenta el método que se ha venido desarrollando hasta este
momento donde se presentan los resultados de rendimiento del colorante como

concentracion de solidos en disolucion

Volumen de Extraccion Masa de Fruta
Entrada : Salida | Rendimiento del
: Experimento
)Fi"?)rmal a — ¥ | Colorante expresada
Realizar en Concentracion (v/v)

|

Tiempo de Extraccién

FIGURA 5.2 DIAGRAMA DE REALIZACION DEL EXPERIMENTO FORMAL DE
EXTRACCION DE COLORANTE A PARTIR DEL CEREZO

5.4 PRESENTACION DE DATOS Y CALCULOS DEL ANALISIS ESTADISTICO.

El resultado de los tratamientos individuales, es la lectura de absorbancia en un

espectrofotémetro visible, para soluciones preparadas de manera que ios valores

obtenidos se encuentran resumidos en el Cuadro 5.3.

109



Al aplicar la ecuacion 5.1 a los valores de % de absorbancia del Cuadro 5.2 se

obtienen los resuitados de concentracion que se presentan el el Cuadro 5.3.

CUADRQ 5.2: VAL ORES CALCULADOS DE ABSORBANCIA DEL
EXPERIMENTO REALIZADO

100gr 200gr
50ml 100mi 50mi 100ml
- 42.6 36.15 58.34 4711
g 5
A E 33.07 24.41 57.68 59.35
- @
% 35.36 21.25 48.81 56.07
o 5452 28.23 59.69 37.78
W @
o = 43.81 19.04 61.98 44.0
O o
o E
R §2.29 18.71 61.08 25.18

El Cuadro 5.2 provee los valores de % de Absorbancia de cada uno de los
tratamientos con tres replicas. Debido a que los valores que se pueden cuantificar no

son de interés inmediato, se tiene que expresar estos en términos de concentracion

(ver seccidn 5.2.1.1).
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CUADROQ 5.3: DATOS CALCULADOS DE CONCENTRACION
EN v/v DE LAS PRUEBAS REALIZADAS

100gr 200gr

Tiempo 50mt 100mi 50ml 100mi

0.1468 0.1232 0.2052 0.1628

0.1128 0.0845 0.2028 0.2090

0.1205 0.0738 0.1692 0.1967

1 Dia
sin fermentar

0.1809 0.0979 0.2102 0.1289

0.1692 0.0663 0.2185 0.1512

8 Dias
fermentado

0.1824 0.0651 0.2152 0.0870

Respuesta : Concentracién de pigmento (v/v)

En el Cuadro 5.4 se presenta el analisis de varianza realizado para los datos

obtenidos de rendimiento de colorante expresado en fraccion de volumen total de

mezcla jugo-agua por volumen de solvente (agua).
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CUADRO 5.4: RESUMEN DE ANALISIS DE VARIANZA REALIZADO AL

EXPERIMENTO
i Sumade |Grados de| Media de
Fuente de variacion | Fo F calc.
cuadrados | Libertad | Cuadrados .
F (a,vi,v2)
Tiempo 0.03929 1.0 0.03929 0.092
Masa de Fruta 20.463 1.0 20.463 47.934
Volumen de
. 19.33 1.0 19.33 45.28
Extraccion
Tiempo-Masa 8.93 1.0 8.93 20.92
Tiempo-Volumen 2.1979 1.0 2.1979 5.149
Masa-Volumen 0.8295 1.0 0.8295 1.943
Tiempo-Masa- 0.085 1.0 0.085 0.199
Volumen
Subtotales 51.879 1.0 51.879
Error 6.8302 16 0.4269
Total 58.7089 23 2.553 3.05 (95%)
“Significado:

a= Significancia; v,= Numerador (Grados de libertad de la variable); vo= Denominador

El valor extraido de 3.05 es el valor correspondiente del Anexo I-1 para un valor

de confianza del 95% y para ios valores de grado de libertad y error que se necesita

para efectuar la lectura.




5.5 CONCLUSIONES SO_BRE EL EFECTO DE LAS VARIABLES EN EL

RENDIMIENTQ EN LA EXTRACCION

De las variables seleccionadas para el estudio del efecto sobre el rendimiento en
la extraccion del colorante y de sus interacciones se tienen las siguientes

conclusiones:

a) Tiempo.
Al comparar el Ft de tablas para el 95% de confianza se tiene gque es mayor
que el F calculado indicando que se acepta la hipdtesis nula y por tanto la
-variable tiempo de maceracidén no afecta significativamente el rendimiento del
colorante. Por tanto, al definir esta variable con un valor optimo en una
produccion particular le sera asignado un dia como el valor minimo
significativo ya que un aumento de este valor solo traeria como consecuencia

una produccién del extracto mas tardado.

b) Masa de la fruta y Volumen de solvente.
Al comparar Ft para un valor de confianza del 95% se tiene que es menor que
el valor calculado para la masa de la fruta y el volumen del extracto, indicando
que la hipdtesis nula se rechaza para estas dos variables y por tanto la
variable masa de la fruta y el volumen de solvente afectan significativamente el
rendimiento en la extraccion del colorante para el 95% de confianza.

Los valores optimos de estas variables deben ser calculados para definirlos.
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¢) Interaccién Tiempo-Masa.
Al comparar Ft de tablas se encuentra que es menor que el F calculado y por
tanto existe efecto significativo de la interaccidn tiempo masa sobre el
rendimiento del colorante, rechazando la hipotesis nula. Se observa que la
interaccion tiempo-masa es mayormenie afectada por la masa produciendo
efectos significativos. Por tanto para un analisis practico esta interaccion que

se produce puede ser no considerada.

d) interaccion Tiempo - Volumen.
Aunque esta interaccidn sea significativa al 95%, no es posible consideraria
porque de la misma manera en que se observo la variable volumen de

extraccién, afecta la interaccion haciéndola significativa.

e) Interaccion Masa-Volumen.
Al compara Ft de tabla se observa mayor que el F calculado, aceptando la
hipdtesis nula que indica que esta interaccidn no es significativa en el

experimento realizado.

f} Interaccion Tiempo-Masa-Volumen.
Raras veces esta interaccién posee valor significativo en experimentos
factoriales como en este caso donde el Ft es mayor que el Fe.
Habituaimente en analisis de experimentos factoriales solamente se observa el

comportamiento de las variables y de la primera de las interacciones.
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5.6 DETERMINACION DEL COMPORTAMIENTO CON EL TIEMPO, DE LAS

VARIABLES SOLIDOS SOLUBLES TOTALES Y PH

La determinacion del comportamiento con el tiempo de variables como pH y
grados Brix obtenido del extracto de la “cereza’, tiene el objetivo de proporcionar
informacién que pueda servir para fines de conservacidon o bien de procesamiento

del mismo.

5.6.1 Comportamiento con el Tiempo, de los Grados Brix

El extracto de Cerezo presenta en su composicion quimica una cantidad de
azucares propios de los jugos de fruta, como por ejemplo, la fructosa (ver seccion
4.8), que con el transcurso del tiempo se transforman por reaccion de reduccion en
etanol y otros compuestos, esto implica una reduccion progresiva de los azucares

presentes.
En el Cuadro 5.5 se presentan las lecturas de Grados Brix registradas durante

7 dias en el jugo de “cereza”, fruto del arbol de Cerezo y en la Figura 5.3 se plotean

dichos datos.
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CUADRO 5.5: DESCENSO DE LA CANTIDAD DE SOLIDOS SOLUBLES

TOTALES DURANTE EL TIEMPO
Tiempo Tiempo
) Soélidos ( Brix) Sdlidos ( Brix )
(Dias) (Dias)
0 12.5 4 50
1 10 5 4.0
2 8 6 3.5
3 6.5 7 3.5
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FIGURA 5.4: GRAFICA DE LGS VALORES DE pH CONTRA EL TIEMPO
r2=1.0 y=3.82+1.127 x - 0.4637 x"2 +{,0925 x"3




La grafica de grados Brix contra tiempo se describe mediante una correlacion

exponencial del fipo :

Brix = ¢

sugiriéndose la siguiente ecuacion para describir €l comportamiento de los datos:

Brix = 12.5® donde:

B = +0.22314 ; r* = 0.999867

También con esta ecuacion se puede calcular la variacion de los grados Brix con

respecto al tiempo mediante la aplicacion de la derivada a la ecuacion y se tiene por

tanto:

Brix = 12.5 ¢™ donde B = 0.2231
d( Brix ) / dt = 12.5(B)e’™ = 12.5(0.2231)(-1)e™

d( Brix ) / dt = -2.789¢™

CUADRO 5.6: VELOCIDAD DE VARIACION DE LOS GRADOS BRIX

RESPECTO AL TIEMPO
Tiempo (dias) -d(brix)/dt
(Brix / dia)
0 2.78
8 0.73
10 0.29
100 <0.0001
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De lo anterior se puede concluir que la variacion de la cantidad de sdlidos
totales durante los primeros diez dias es lo suficientemente uniforme y la variacion de
cambio es tal que se puede afirmar que la solucion no sigue fermentandose de
manera significativa que pueda aiterar los datos al calcular mediante la ecuacion
un cambio minimo con pendiente variable de 073 a 029 entre los dias
correspondientes de 6 a 10 y por tanto se puede usar la variable tiempo con un valor
de 6 dias (tiempo minimo) y afirmar que en la solucidn la mayor cantidad de azucares

reductores se han fermentado.

5.6.2 COMPORTAMIENTO DEL PH CON EL TIEMPQO DEL JUGO DE CEREZA
En el Cuadro 5.7 se presentan las lecturas de pH del jugo extraido de Ia

“cereza”, registrada durante 6 dias. En la Figura 5.4 se piotean los datos obtenidos.

CUADRO 5.7: DATOS DEL COMPORTAMIENTO DEL PH DEL JUGO DE LA
CEREZA CON EL TIEMPO

Tiempo pH
(dias)
1 457
2 4.86
3 5.02
4 5.23
5 5.52
6 577
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FIGURA 5.3: CURVA DE SOLIDOS TOTALES CON EL TIENMPQ
r2 = 0.999905 y = 0.0000235 + 12.5 exp (0.22314)




5.6.2.1 Analisis de Var_iancia de la Curva de Calibracién Construida

La ecuacion obtenida por regresion para el ajuste de los datos obtenidos

de pH del jugo de la cereza y tiempo, posee las siguientes caracteristicas:

Tipo de ecuacién: Polinomial

Ecuacion matematica:

y=a+bx + o + dx® + ex?

Con valores de las constantes:

a
b
c
d

e

it

3.82
1.1275
-0.46375
0.0925

-0.00625

Con un valor r - ajustado de regresion que es de:

r2

Debido a que es necesario validar la ecuacién obtenida por regresién, se debe

calcular los intervalos entre los cuales el valor que se obtuvo de la observacién

1.0

debe de estar dentro de dicho intervalo.

£n el Anexo J, seccién (a) se muestra el andlisis estadistico aplicado a esta grafica

particular para los intervalos limites con un 95% de confianza.

Como se observa, los intervalos para esta grafica para un 95% de confianza

son.

a . 3.82 hasta 3.82

(No toma valor de cero)
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b : 1.1275 hasta 1.1275 (No toma valor de cero)

¢ : -0.46375 hasta -0.48375 (No toma valor de cerq)

c

0.0925 hasta 0.0925 (No toma valor de cero)

e : -0.00625 hasta -0.00625 (No toma valor de cero)

Debido a que para estas constantes, en el modelo de regresion aplicado, en el
intervalo de confianza, no existen valores que toman cero, indica la posibilidad de no
poder reducir el modelo de la ecuacién predeterminada, al momento de validar la

ecuacion.

El andlisis de varianza permite concluir que los datos experimentales parecen

sugerir la necesidad que dicho modelo tiene comportamiento no-iineal.

6.0 PROPUESTA PARA LA APLICACION Y UTILIZACION DEL COLORANTE

EXTRAIDO DEL FRUTO DEL. ARBOL DE CEREZO

A continuacidn se presenta las posibles aplicaciones del extracto de Cerezo a
la Industria de alimentos y la conservacion sugerida para mantener el extracto de
cerezo con condiciones estables permitiendo un producto listo para su uso en algin

producto especifico.
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6.0 PROPUESTA PARA LA APLICACION Y UTILIZACION DEL COLORANTE
EXTRAIDO DEL FRUTO DEL ARBOL DE CEREZO

A continuacién se presenta las posibles aplicaciones del exiracto de Cerezo a
la Industria de alimentos y la conservacion sugerida para mantener el extracio de
cerezo con condiciones estables permitiendo un producto listo para su uso en aigun

producto especifico.

6.1 APLICACIONES DEL EXTRACTO DEL CEREZO DE BELICE EN ALIMENTOS

Un proceso para obtener un producto no tiene sentido si no existen
aplicaciones de este producto o exista una necesidad no cubierta de algun sector de
la sociedad.

Por lo tanto el proceso mencionado como la obtencion de colorante del Cerezo desde
un principio tiene tendencias a ser usado en productos alimenticios y como es un fruto
comestible se puede considerar gue el extracto puede consumirse en los alimentos
aunque dadas las limitaciones existentes en la investigacién solamente se puede
hacer una oferta de aplicaciones a distintos productos comestibles pero con la
limitante necesaria de que mas estudios deben realizarse al respecto para conocer
las demas sustancias constitutivas desconocidas presentes en el extracto que deben
determinarse mediante analisis sistematicos o mediante analisis toxicoldgicos.

Las aplicaciones que aparecen mencionadas se realizaron en Laboratorio
obteniéndose buenos resultados de homogeneidad y textura en alimentos mostrando

lo Gtil que puede ser dicho extracto en esta Industria en particular.
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6.1.1 En Bebidas Alcohdlicas

Se verifica que es factible la produccién de vinos y/o bebidas alcohdlicas
usando el exiracto del cerezo como materia prima del cual puede obtenerse una
solucion de color atractivo, espiritosa y de sabor seco y no toxico (se deben efectuar

estudios a largo plazo).

Una vez preparada la bebida alcoholica se puede adicionar el colorante del
cerezo como extracto para producir una solucion coloreada en cantidades adecuadas

para conseguir una mezcla con un color agradable a la vista.

Se han obtenido una serie de mezclas variando la cantidad adicionada de
extracto a un volumen de destilado obteniéndose una serie de colores que se indican
el Cuadro 6.1 y se observa que la cantidad adecuada para brindar un color atractivo a
una bebida alcohdlica destilada transparente o preparada es de 10 mi de extracto en
100 mi de solucidn produciendo una mezcla de color rojo claro de apariencia
agradable (esta mezcla produjo mejores resuitados al momento de efectuar

comparaciones aunque depende mayormente en el gusto particular de cada cual.

En el Anexo L se presenta el procedimiento que se realiza para la obtencion de
la bebida alcohdlica particular que se experimentd en el Laboratorio como prueba

piloto.
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CUADRO 6.1: MEZCLAS DEL COLOR RESULTANTE DE
LA ADICION DE EXTRACTO A UNA
SOLUCION DE ETANOL AL10%

Adicion de extracto a Color observado
100 m! de solucién
destilada {ml)
0 Transparente
1 Rosado tenue
2 Rosado claro
5 Plrpura claro
7 Plrpura
10 Rojo claro
15 Rojo
25 Rojo oscuro
Mas de 50 Morado oscuro

6.1.2 En productos de confiteria

Se han encontrado bueno resultados en la aplicacion del extracto de Cerezo
como colorante para productos de confiteria ya que le atribuyen al producto un color
agradable a la vista y no altera la textura uniforme de la mezcla del caramelo nt

tampoco produce retencion de burbujas en el seno del caramelo liquido en coccion.

Para determinar las aplicaciones industriales de la cantidad requerida para su
uso es necesario efectuar mas pruebas, ya que estas aplicaciones estan limitadas al

uso del colorante en productos y aunque se conozca que el extracto como tal no tiene
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efectos toxicos en el organismo humano, no se conoce las reacciones que pueda
tener este ante concentraciones elevadas de extracto del cerezo.

En la prueba realizada con mezclas de caramelo a partir de azlcar cruda y blanca se
lograron obtener diversos colores que van del amarillo hasta el morado claro en el
azlcar cruda hasta el morado intenso y rojo en el azicar blanca para condiciones

normal del extracto y para medio acido.

6.1.3 Otras aplicaciones

Dado la procedencia del extracto, que es fruta comestible, existen una amplia
gama de productos que no se contemplaron sus pruebas en este documento pero
cabe mencionar que dado la variedad de productos comestibles en el mercado que
necesitan de colores atractivos, se puede afirmar que existen amplias aplicaciones

para este producto.

Entre dichos ejemplos de aplicacion se puede mencionar el uso del colorante
para tefiir harinas en la manufactura de pan dulce, también se puede utilizar para
el coloreado de batidos y cremas, para productos refrigerados como sorbetes y
helados y productos de consumo que necesiten de un color de cereza como

refrescos y bebidas rapidas.
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6.2 MATERIALES DE EMPAQUE PARA CONSERVAR EL EXTRACTO DE
CEREZO

Los Extractos Concentrados de Cerezo presentan estabilidad frente a la luz
solar y pueden ser almacenados por largo tiempo sin que su composicién quimica se
altere en materiales que tengan alguna resistencia a los liquidos ya que el colorante
en cuestibn posee una condicién final de liquido concentrado y no fue aislado en
forma sdlida ya que las concentraciones de carotenoide puro en disolucién son
pequefias y se necesitaria grandes cantidades de fruta para aislar minimas

cantidades de sustancia.

Puede ser almacenado en botes de vidrio transparente o traslicido con
tapadera de hule plastico, el extracto no reacciona con el vidrio y permite que
conserve su viscosidad y apariencia homogénea evitando la contaminacion del
exiracto con el aire ya que pueden existir cepas de hongos que contaminen el
extracto.

También puede ser almacenada en bolgas plasticas de polietileno de alta
densidad que permite conservar el concentrado en buen estado y que posee buena

resistencia a productos que se encuentran en estado liquido.

No existe problema de reaccién quimica entre el plastico y la solucion extracto
ya que aunque su pH oscila entre 3.0 y 5.5 existe una resistencia quimica del plastico

hacia la solucién de colorante.
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6.3 ADICION DE PRESERVANTE AL EXTRACTO DE CEREZO PARA SU
CONSERVACION A LARGO PLAZO

Como todos los productos destinados a consumo humano, que debido a su
manejo a largo plazo necesitan que lieve disuelto algiin compuesto quimico para
evitar su descomposicion, el extracto de Cerezo necesita de la adicion de preservante
aunque esto con algunas limitantes que deben tomarse en cuenta al momento de

investigar esta parte.

Entre los quimicos preservantes para consumo humano tenemos el benzoato
sddico que se ha reportado que en condiciones normales no es tdxico excepto en

grandes cantidades (véase el Codex Alimentario 3:26:2.12).

Se observa que el extracto de cerezo no necesita adicién de agua ya gue su
pH acido lo previene de microorganismos excepto en los casos en que el volumen de
agua de extraccion sea demasiado grande y deje el pH superior a 6.0 aunque puede

ser acidificado con acido citrico para permitir que su valor de acidez baje 1o suficiente.

Se necesitan hacer mas estudios al respecto, ya que el colorante lleva fines de
presentar los alimentos de forma estética y algin aditivo adicional tiene que ser
investigado mas detalladamente para llegar a concluir que su adicion al extracto no es

toxico para el ser humano.
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OBSERVACIONES

1) Existen problemas en ia etapa de maceracién de la fruta ya que después de esta
etapa se requiere de periodos largos de sedimentacion vy filtracion para obtener una

solucion de colorante fibre de altos contenidos de materia orgénica en suspensidn.

2) El colorante del cerezo se aislé en forma de concentrado liquido ya que su
forma sdlida particular necesita de grandes cantidades de fruta y la cantidad

obtenida de colorante sélida seria en unidades de miligramos.

3) El colorante que se obtiene a partir del Cerezo presenta una buena estabilidad al
aire permitiendo preservarse durante algin tiempo (aprox. 6 dias) sin alterar su

homogeneidad ni su color debido al pH que presenta la fruta (pH=4.2).

4) Se observa que al aplicar el colorante del cerezo en productos de la industria de
alimentos, este produce tonalidades de colores atractivos, segin el pH que se
obtiene en su proceso de manufactura ya que ésta es una prepiedad quimica de

las antocianinas.

3) El proceso de obtencién del colorante se lieva a cabo en un tiemipo aproximado
de tres dias desde la etapa de maceracion y posteriores filtraciones del extracto.
Por tanto este es el tiempo de proceso de la fruta para obtener un extracto de

buena calidad.



2)

3)

4)

CONCLUSIONES

Para la extraccion del pigmento del cerezo en cantidades comerciales se
requiere dimensionar equipo, segin las necesidades de materia prima a
procesar, este estudio no ha sido contemplado en esta investigacion dadas las
limitaciones, pero se da la base para un estudio posterior del escalamiento en

la obtencion de colorante.

Se puede indicar que el proceso de produccién del colorante del cerezo es
factible en funcién de equipos destinados a la produccién de extracto, ya que lo
unico necesario para elaborarlo son tanques de almacenamiento y de agitacion

Y que no se necesita evaporacion adicional una vez se ha obtenido el extracto.

Debido a la composicién quimica del extracto, en cuanto a la cantidad de
azlcares reductores que presenta, fue necesario cuantificar mediante pruebas
adicionales dado que estas producen interferencia al momento de obtener el

colorante en forma sdélida.

Se concluye que el proceso de obtencion del colorante solido no es factible
debido a que es necesario aplicar procesos quimicos para la remocién de
azucares y otras sustancias y luego evaporar la solucién hasta sequedad

consumiendo grandes cantidades de energia.
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5)

6)

7)

8)

El tiempo estimado de maceracién de la fruta en el proceso de extraccion no
deberd exceder de 2 dias ya que en este momento comienza la
descomposicion de la cascara y del endocarpio de la fruta que alteraria la

composicién del extracto gue se busca obtener.

Las variables que afectan el rendimiento en ia extraccion de colorante son la
masa de la fruta y el volumen de agua, y que son las variables que deben
tomarse en cuenta al momento de hacer un escalamiento industrial para

obtener el extracto de cerezo.

Entre los usos que posee el colorante, se concluye que dados los efectos que
producen en los alimentos, es posible considerar el extracto de cerezo como
una aplicacién a la industria alimenticia ya que el extracto posee caracteristicas
buenas al momento de aplicarlo en productos que se destinan para consumo

humano pero es necesario hacer estudios toxicoldgicos del mismo.

El material de empaque que permite contener el extracto con buenas
propiedades tintéreas son los contenedores de vidrioc y que permiten una
conservacion de sus propiedades fisicas en largos periodos de tiempo aunque
tambien se determinaron buenos resultados cuando se conservé en bolsas de

polietileno de alta densidad.
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1)

2)

3)

RECOMENDACIONES

Una vez cortada la fruta solamente se puede almacenar durante 4 dias sin
refrigeracion y durante este tiempo todavia es apto para obtencién de extracto.
Ya que una vez pasado este tiempo la fruta se deteriora rapidamente

degradando las sustancias internas en el endocarpio.

Para la preparacién de extracto en medio basico que permite tonalidades
verdes, se recomienda la adici6n de preservantes acidos que eviten la

degradacion de las sustancias presentes en el extracto.

Por el tiempo necesario para la realizacion de pruebas toxicoldgicas en un
producto nuevo para el area de alimentos, se recomienda establecer en
trabajos posteriores el nivel de tolerancia, cantidades maximas en consumo

humano y si presenta efectos dafiinos a largo plazo.
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"ANEXO A

A.1 CURVAS DE ABSORCION DE LUZ PARA DIFERENTES LONGITUDES DE
ONDA DE SOLUCIONES DE EXTRACTO DE CEREZO A DIFERENTES

DILUCIONES USANDQO UNA SOLUCION PATRON.

El método que se describe a continuacion permite calcular los valores
necesarios para construir la grafica de absorbancia de una solucién de extracto de
Cerezo de Belice.

PROCEDIMIENTO:

a) Preparar las soluciones respectivas a la dilucion deseada a partir del extracto.

b) Calibrar el espectrofotometro de absorcion (Espectronic 20) a un valor de 100
de transmitancia con agua desmineralizada y a 0 con el botén de ajuste con la
cubeta vacia.

c) Introducir muestra de solucién en cubeta de medicién y medir el valor de
transmitancia de 20 en 20 desde 400 nm hasta 720 nm.

d) Anotar los resultados leidos en el aparato.

e) Repetir calibracion e introducir nueva muestra.

CALCULOS:
La elaboracion de graficas de Longitud de onda contra Absorbancia se lleva a
cabo mediante la lectura del % de transmitancia en el Espectronic 20 y luego

efectuar el siguiente calculo:
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Absorbancia = - Log. ( % de Tramitancia/ 100 )
Pero también se puede expresar como:

% de Absorbancia = Absorbancia * 100%
Por motivos practicos a veces es una mejor opcion presentar los datos en
términos de transmitancia. Se presentan en el Cuadro A.1, A.2, A.3 los resultados
obtenidos en el espectrofotometro, de la transmitancia de las soluciones diluidas

a partir de una solucion de extracto concentrada y su respectiva absorbancia

[ Moy .
calculada.
CUADRO A.1: DATOS DE TRANSMITANCIA PARA UN EXTRACTO DILUIDO
1/10 A PARTIR DE UNA SOLUCION CONCENTRADA
Longitud
de % de Transmitancia Absorbancia
Onda (nm) | Replica1 Replica 2 Replica 1 Replica 2

400 11.5 10.5 0.9393 0.9788
-~ 420 99 21 0.6576 0.6778
440 34 5 32 0.4622 0.4949
460 45 44 0.3468 0.3565
480 53 51 0.2757 0.2924
500 55 59 0.2596 0.2840
520 53 51 0.2757 0.2924
540 54 52 0.2676 0.2840
560 57 55 0.2441 0.2596
580 575" 555 0.2403 0.2557
600 38 37 0.4202 0.4318
620 19.5 18 0.7100 0.7447
640 10.5 10.5 0.9788 0.9788
660 6 6 1.2218 1.2218
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CUADRO A.2: DATOS DE TRANSMITANCIA PARA UN EXTRACTO DILUIDO
2/10 A PARTIR DE UNA SOLUCION CONCENTRADA

Longitud
de % de Transmitancia Absorbancia

Onda (nm) | Replica 1 Replica 2 Replica 1 Replica 2
420 7 6 1.1549 1.2218
440 12 10 0.9208 1.0000
460 156.5 13.5 0.8097 0.8697
480 15 14 0.8239 0.8539
500 11.5 11 0.9393 0.9586
520 8.5 8 1.0706 1.0969
540 9 8.5 1.0458 1.0706
560 14.5 14 0.8386 0.8539
580 26 24 0.5850 0.6198
600 25 24 0.6021 0.6198
620 14.5 14.5 0.8386 0.8386

CUADRO A.3: DATOS DE TRANSMITANCIA PARA UN EXTRACTO DILUIDO
3/M10 A PARTIR DE UNA SOLUCION CONCENTRADA

Longitud
de % de Transmitancia Absorbancia
Onda (nm) | Replica1 |Replica 2 Replica1 |Replica 2

420 2 2 1.6990 1.6990
440 3.5 3 1.4559 1.5229
460 4.5 4 1.3468 1.3979
480 4 4 1.3979 1.3979
500 2 2.5 1.6990 1.6021
520 1 2 2.0000 1.6990
540 1 2 2.0000 1.6990
560 3 4 1.5229 1.3979
580 10.5 10 0.9788 1.0000
600 15.5 14.5 0.8097 0.8386
620 11 10.5 0.9586 0.9788
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"ANEXO B

B.1 DISENO DE EXPERIMENTOS FACTORIALES.

De acuerdo a los métodos clasicos de disefio de experimentos, solamente un
factor experimental puede ser variado a un solo tiempo. R. A. Fisher ha creado en un
solo evento el desarrollo del analisis de varianza y los disefios aleatorios mejorando la
aplicacién de la investigacion de todas las posibles combinaciones de los factores
experimentales en el mismo experimento.

Un experimento el cual ha sido disefiado de manera que pueda producir mas
informacién que se apoya sobre una base solida que un experimento del mismo tipo o
tamario pero disefiado sobre los principios clasicos dado que las posibles
interacciones entre los factores experimentales estan explorados.

Imaginemos un experimento el cual intenta el examen de la influencia de la variacién
de dos factores A y B en cierto proceso de produccién, los factores pueden ser
temperatura, viscosidad, tiempo de reaccion, velocidad o ajuste de maquinarias, la
calidad o cantidad de materia prima, etc.

Y el efecto (las observaciones) pueden por ejemplo ser leidas del rendimiento del
proceso o la calidad del producto. Suponiendo que los valores “normales” de los dos
factores experimentales sean A y By que la ayuda del experimento sea examinar el
efecto del cambio de A desde A hasta A; y el cambio de B sea de B4 hasta B,. De
acuerdo al disefio clasico de experimentos el procedimiento seria probablemente

como se muestra a continuacion:
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1- m “experimentos de control”, donde la combinacion de [os factores As y By
producirian los m experimentos.

2- El efecto de variar A es dilucidado haciendo “m” experimentos en ef cual A ha
cambiado desde A¢ hasta A, mientras B retiene el valor de B4, dado gue m
experimentos se realicen manteniendo la combinacién de factores AxB;.

3- El efecto de B es dilucidado por “m” experimentos en la cual la combinacion de

factores es A;Bs.

Los efectos de los cambios de factores A y B respectivamente, pueden entonces ser
estimados desde sus diferencias.
Da=X21-X11
Y De=X12-X11
Ambos teniendo la variancia

v{Da}=v{Dg}=20*m

De acuerdo a los principios de Fisher los experimentos estan hechos con todas
las combinaciones de los factores, mostrando entonces las combinaciones
mencionadas A1B4, A2B; y A1B, como también las combinaciones AzR». Los
experimentos de este tipo son llamados experimentos factoriales o experimentos de
multiple factor en contraste con el clasico experimento con factor simpie. Efectuando
n replicas para cada uno de los cuatro tratamientos combinatorios hallamos que las
medias son X11, X21, Xi2, ¥ X22. El efecto de variacion del factor A puede ahora ser

calculado para B=B, dando:
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dam1=X21-X11

En parte para B=B; el cual nos conduce a

Dapa=Xo2-%12

Esta cantidad ultima no puede ser calculada de acuerdo al disefio clasico de manera
gue implica un cambioc en ambos factores.
El efecto principal del cambio de factor A es encontrado como la media de los dos

efectos condicionales.
dA=112(dNB1 +dN32)= 1 /2(()(21 —X1 1)+(X22-X12))=X2.-X1 .
Correspondientemente el efecto principal de B es calculado de la siguiente formula.
dB=1/2(dpa1+dpm2)=1/2((X12-X11)+{(X22-X21) =X 2-X 4
Se ve asi que en el experimento factorial todos los resultados del experimento son
utilizados para la estimacion de cada efecto principal, mientras que en el experimento
clasico solo 2/3 del numero total de observaciones son usadas para calcular cada uno

de estos efectos.

vida} = v{ds} = o
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Ademas, el experimento factorial producen un estimado de la interaccion de los
factores los cuales son excluido por el disefio clasico. Si los dos efectos
condicionales dagy ¥ dape difieren significativamente, el efecto A debe
presumiblemente ser dependiente sobre B ya que existe interaccion entre los efectos de

fos dos factores. Esta interaccion esta indicada por las diferencias:

dag = Y2 (damz — dam1 ) = V2 (deinz — dejat ) = Y2 ( Xzz~ Xi2 — X21 + X131 )

Donde el factor convencional % es usado para obtener una expresion analoga
si, Esta cantidad no difiere de significativamente de cero, podemos aceptar la

hipdtesis que el efecto de un cambio en A sera independiente del valor de B.

En el caso de no interaccion da y Da son ambas estimadas de una cantidad
igual con varianza on y 26%/m respectivamente. Si el numero total de
experimentos se hacen deacuerdo para los dos disefios es el mismo, Asi como 3m =
4n encontramqs que en el experimento factorial los efectos de los dos factores han
sido determinados con una varianza la cual es solo 2/3 de la varianza del
experimento clasico. O en otras palabras, de acuerdo al disefic experimental de
Fisher, el numero total de experimeﬁtos necesarios para ser solo 2/3 del necesario de
acuerdo al modelo clasico en orden para obtener la misma precision en la estimacion

de los efectos principales.
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Si la interaccion existe, podria ser estimada desde los resultados de un
experimento factorial, mientras el disefio experimental clasico incluye las posibles
interaccion que estan siendo investigadas.

El analisis siguiente del experimento factorial puede ser dispuesto en el
cuadro correspondiente para el andlisis de varianza como se muestra en e! Cuadro

B.1.

CUADRO B.1: MEDIAS DE ABSORBANCIA EN UN
EXPERIMENTO FACTORIAL 2X2

FACTOR B1 B2 MEDIA
Aq X1 Xi2 X1
A; Xzt X2z Xz,
MEDIA X1 X2 X..

Para cada una de las cuafro combinaciones del tratamiento tenemos n replicas para
10 cual un SSD puede ser calculado. calculando los cuatro SSD y los

correspondientes grados de libertad obtenemos:

Si¥= 1 (4 (1)) TPt THe1 T2t (xyy =g )2, =4 (n-1)

El andlisis completo es resumido el siguiente Cuadro B.2 que muestra el analisis de

varianza total para un experimento factorial del tipo 2x2 con n replicas.
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CUADRO B.2: ANALISIS DE VARIANZA PARA UN EXPERIMENTO

FACTORIAL 2X2
VARIACION SSD F s’
nd®a = n(xs.- x2.)° 1 S%
nd’s = n(x. - X.2)° 1 S%
nd’ap = ¥ N{Xez —X12=X21 + X11)° 1 s%
31 251 2 gt Xy — i) 4(n-1) | %
Total S Z e B Oy — X.)° 4n —1

Las particiones del SSD para los cuatro medios de tratamiento en los tres
términos del Cuadro B.3 donde cada término representan un grado de libertad que
puede ser mostrados por {as siguiente tabla de coeficientes, produciendo las tres

funciones ortogonales empleadas.

CUADRO B.3: COEFICIENTES DE LA COMBINACION DE
TRATAMIENTOS PARA UN EXPERIMENTO 2X2

Combinacién de tratamientos

Efectos Asz AzBy A;B2 AqBy

Xz2 21 X12 X11
da +1 +1 -1 -1
de +1 -1 +1 -1
da +1 -1 -1 +1
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Los coeficientes para el efecto A es +1 para todas las combinaciones de
tratamiento incluyendo A2 y —1 para todas las combinaciones incluyendo A1y
similarmente para el efecto B (véase Cuadro B.3). Los coeficientes para la interaccion
puede ser encontrado formaimente multiplicando las 2 correspondientes filas de

coeficiente para A y B todos los coeficientes tienen que ser dividido por 2.

Se vera que las observaciones del experimento factorial con dos factores los
cuales toman valores desde +1 hasta -1 respectivamente puede ser analizadas de

acuerdo a reglas estadisticas.

Las ventajas del experimento factorial sobre el ciasico es que aumenta tanto como el
numero de factores con 3 factores o mas deberia ser actualizado mediante leyes
estadisticas. Aqui simplemente aplicamos el procedimiento para 3 factores A,B,C
con dos valores cada uno siendo las 8 posibles replicaciones A1B1Cy A:B1C:

A1BzC1 A1BzC2 AZB1C1 AzB1Cz AngC-l Yy AngC'z.

Haciendo n replicaciones para cada uno de las 8 combinaciones de tratamiento

encontramos la media mostrada en el Cuado B.4.

153



CUADRO B.4: MEDIAS DE LAS OBSERVACIONES EN UN EXPERIMENTO

FACTORIAL 2X2X2
A1 AZ
B-| Bz B1 Bz
Ci X111 X121 X211 X221
Ca X112 Xizz X212 X222

A1 esta presente en 4 de las 8 combinaciones, juntos con Ias posibles combinaciones
de los otros 2 factores y similarmente para A;. El efecto principal de A es de esta
manera estimamos como la diferencia.

dA = Xa.. — X;..
Porque del arreglo simétrico de! experimento el efecto de B y C presentes ellos
mismos en la misma manera en las 2 medias Xz, y X1.., Donde anteriormente el efecto
de estos 2 factores es eliminando la diferencia.

Correspondientemente, Los efectos principales de B y C pueden ser calculados

como:

dB=x-x4 ¥ dC=x2—x_4

Las diferencias dA puede ser derivada como la media de los cuatro efectos

condicionales de A:

da = % ( dams1ct1 + dasic2 + daezct + dasze2 )

Donde: damict = X211 — X311
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dasicz = X212— X112

damact = X221 — X121

damzc2 = X222 — X422
Y:

Dando;  da= % ( Xazz — X122+ Xaz1 — X121 + X212- X112 + X211 — X111 ) = Xz2.— X3,

Los efectos de A condicionales muestran las interacciones de Ay B; Ay C. El calculo
de las medias de los primeros dos y de los (ltimos dos diferencias genera:
dA/BIC = x21. - X11.

dA/B2C = X22. - Xq2..

Estas dos diferencias indican el efecto A para B = By y B = B; respectivamente, El
factor C entrando dentro de esta dos diferencias de la misma manera. La interaccion
entre Ay B es con anterioridad probada por comparacion d A/B:C vy dA/BC.
Por ejemplo para calcular la diferencia:
das = Y2 ( X2z, — X12.—Xa1. + X11, )

Y haciendo una prueba t para esta diferencia, El valor tedrico siendo cero.
Correspondientemente la interaccién AC es dada por:

dAC = V2 (X 2.2~ X12— X213+ X1.1)
La interaccion dA; puede ser también encontrada como la media de las interacciones
de A y B condicionado por C=C; y C = C, respectivamente. Por Ejemplo:

dag = Y2 (d pgrict1 + d asicz2 )

Donde:
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daprc1 = Y2 ( X 221 — X421 — X211 T X111 )

dasicz = Y2 ( Xooz — X122 — X212 + X412 )

Generando: dag= V4 { X222 — X122 = X212 + X112 + Xo21 — X121 — X211 + X111 )

= V5 ( X2z, — X12. — X21. + X11. )

La interaccién entre A, B y C pueden de alguna manera ser medida por la

comparacion con las interacciones condicionales AB por calculo de su diferencia.

dABC =2 (d apicz—d ppic1 ) = %4

Y haciendo una prueba t para esta diferencia.

Las expresiones mostradas anteriormente para efectos principales e
interacciones pueden ser resumidas como se muestra el Cuadro B.5, la cual nos da

los coeficientes de los ocho tratamientos.
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CUADRO B.5: COEFICIENTES DE LA COMBINACION DE TRATAMIENTOS Y

SUS EFECTOS
Treatment ¢combination

Effocts | A.B.C, B0, ABC ABC, ABC ABC, ANLC, ABC

EIll Elll IIll EIll‘; . Elﬂ Illl Tlll El!l
d, T T S L L S -1
dy +1 +1 -1 -1 1 +1 -1 -1
dy 41 ~1 +1 -1 +1 -1 +1 -1
dyp +1 +1 -t -1 -1 -1 41 +1
hyee +1 -1 -1 = 4 -1 41
dye -H_ . - 41 11 -~ w1 il
dige | 41 —-1 -1 B 1 +1 -1

Los coeficientes de los efectos son +1 para todas las combinaciones incluyendo el
mas alto nivel del factory -1 para el nivel mas bajo. Todos los otros coeficientes
pueden ser encontrados muitiplicando los correspondientes coeficientes para los 2 o
3 efectos principales. Las division es igual a cuatro en todos los casos.

La prueba v* es en el presente caso idéntica con la prueba t desde las

variaciones: S22, Sa%,....,Ss” y todos tienen un grado de libertad.

Se vera que los resultados de un experimento factorial con tres factores en
K, My G niveles, respectivamente, puede ser analizados de acuerdo a los principios

estadisticos de probabilidades.

En el Cuadro B.6 se muestra un resumen del anélisis factorial para un

experimento que posea 3 factores mediante aplicacion de principios estadisticos.
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CUADRO B.6: RESUMEN DEL ANALISIS FACTORIAL

VARIACION SSD f s’
Entre Ay A, 2 nd ? 1 sz
Entre B, y B, 2nd } 1 55
Entre C,y G, 2nd ; 1 S5
Interaccion AB 2nd 3, 1 S5
Inieracci(')n AC 2nd 3. 1 Sq
Interaccion BC : 2nd }. 1 53
Interaccion ABC 2nd 30 1 53
Entre grupos ;ZJ:ZZ(*‘W _x;r)z 8(n-1) sy
Total syyy(-i) | o]

Fisher ha ensefiado {a importancia de incluir tantos factores subsidiarios en

el experimento para proveer conclusiones mas acertadas.

Los experimentos factoriales deben ser disefiados de acuerdo con los
principios discutidos anteriormente. Las n replicaciones de un experimento factorial
2x2x2 puede ser arreglado en bloques aleatorios n, Cada blogue conteniendo las
combinaciones de 8 tratamientos, Sin embargo. Si el numero de combinaciones de
tratamientos es larga, Las unidades experiménteles sin bloques puede presentar una

variacion considerable y causar un error en la varianza grande.
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Fisher ha desarrollado sin embargo un artificio conocido como
confundimiento” donde por cada replicacion cubre dos o mas bioques. La consecuencia
del disefio es que algunas comparaciones, Interacciones de alto nivel estaran unidas

junto las diferencias de bloque, Siendo imposible estimar esto componentes

separadamente.
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"ANEXO C

A continuacion se presentan los resultados de la aplicacion del modelo factorial

al experimento sobre el rendimiento de colorante de extractos del Cerezo de Belice.

La suma de los totales parciales en los datos observados en el experimento

formal del cerezo se recopilan en el Cuadro C.1y C.2.

CUADRO €.1: SUMA DE TOTALES PARGIALES APLICANDO EL MODELO

FACTORIAL
100 gr 200gr
Tiempo Yi...
50 ml 100 ml 50 mi 100 ml
1 Dia 11.924 8.727 17.807 17.556 56.014
6 Dia 16.8 6.997 19.767 11.479 55.043

CUADRO C.2: SUMA DE TOTALES PARCIALES APLICANDO EL MODELO

FACTORIAL
Tiempo 100 gr 200 gr 50 mil 100 ml
1 Dia 20.651 35.363 29.731 26.283
6 Dia 23.797 31.246 36.567 18.476
TOTAL 44.448 66.609 66.298 44.759




Evaluando cada uno de los valores:
SSt = 212t 2 %=1 2" Vi - (V... Yaben
SSr=57261.12 — (111.057%/(2*2*2*3)

S51=58.7089

Ahora calculando el SS de las variables:
SStiempo = Z it [(yzi.. .Jbcn) ~ (yz....labcn)]
SSTiempe = [(56.014% + 55.043%) / (2*2*3)] ~ [111.057/(2*2*2*3)]

ss’[iempo = 0.03929

SSruta = =1 [(¥.]..facn) — (y*.._faben) |
SSrua= [(44.448%+ 66.609% ) / (2*3*6) ] — [111.057%/24 ]

SSFruta = 20.463

SSvotumen = Z k=t [(Y>. .k / @bn ) — (y*....Jabcn) ]
SSvoumen= (66.298%+ 44.759%) / (2*2*3)] ~ [111.057/24 ]

SSvolumen= 19.33

SSv = 1= (Yo / bn) — (¥.... Jaben) — SSa— SSg ]
SSy= [(20.651% +23.797% +35.363% +31.2467 )6 | — 111.067° /24
SSty = -0.03929 — 20.463

SStv=2.1979
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SSmi= Z%=1E%1 [ ( yzi,k_lpn )—(y*....Jabcn ) — SSa— SS¢ |

SSm = (29.731% + 36.567° + 26.283% +18.476% )/6 ~ (111.057%/24) — 0.03929 —19.33

SSTM = 8.9344

SSuv = 2%=12%=1 [ ( Y2j/an ) — (y°....faben) — SSg — SSc |
SSuv = (28.724% + 15.724% + 37.574% + 29.035% ) / 6 — (111.057%/24) — 20.463 —19.33

SSuv = 0.8295

SSuvt = 1 Zoket[ (Y /0 )~(y2. .. Jaben) —SSa SSg -SS¢ —SSas ~SSec—SSac]
SSwvr = (11.924°+16.8%+8.727°+...+11.479%/6 — 111.057%/24 —0.03929 -20.463 —
19.33 —2.1979 —8.9344 —0.8295

SSMVT = 0.085

SSaubtotatesmvt = SSa + 8Spg + 8S¢ + SSag + SSec + SSac + SSasc
SSsubtotatesmvt = 0.03829+20.463+19.33+2.1979+8.93+0.8295+0.085

SSsubtotatesmvrt = 51.879

Ahora calculando:
SSE = SST - SSSubtotaIesMVT
SSe = 58.7098 — 51.879

SSe = 6.8302
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- ANEXOD

D.1 ESPECTROFOTOMETRIA DE ABSORCION

TEORIA APLICADA

La energia radiante se define como la energia transmitida en forma de
radiacion electromagnética. Puede ser emitida por sustancias bajo condiciones de
gran excitacion, tales como las producidas por altas temperaturas o por descargas

eléctricas.

Esta energia puede ser transmitida, absorbida, reflejada y refractada por
muchas sustancias en diferentes estados de agregacion si la radiacién incidente tiene

una longitud de onda apropiada.

Fl espectro electromagnético completo abarca més de 20 ordenes de magnitud
de longitud de onda; su representacion por tanto, se suele hacer a escala logaritmica.
La longitud de onda es la distancia medida en linea recta a lo largo de la linea de
propagacion, entre dos puntos que estan en dos ondas adyacentes. A causa de lo
cortas que son las longitudes de onda importantes en espectrofotometria quimica, se

expresan en unidades de dimensiones muy pequefias, normaimente la micra (u), la

milimicra (mu) o el angstrom (A).

1 angstrom = 10°* milimicras; 107 micra = 10° cm.
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La frecuencia (f) es él numero de ondas que pasan por un punto fijo en la unidad
de tiempo.

Color. La sensacion de color es la respuesta a una serie de estimulos combinados

fisicos, quimicos y bioldgicos de ciertas partes de ia retina del ojo para la energia

radiante de determinadas longitudes de onda o frecuencias. El ojo humano solo es

sensible a aun pequeha porcidn del espectro electromagnético total, es decir, desde

unas 400 a 750 milimicras.

La colorimetria, en su significado usual, se emplea para designar la medida de Ia
fraccién de luz blanca de una [dmpara incandescente que pasa a través de un medio

liquido o en disolucion.

Absorbancia, es el logaritmo en base diez del reciproco de la tramitancia tT, en que
el disolvente puro es material de referencia, esto es, A = loge1/T= -log;cT esta
propiedad se llamaba en la antigiedad densidad o6ptica, o algunas veces solo

densidad.

5.01 Ley de Beer

Expresa la misma relacion entre transmitancia y concentracion de material
absorbente que la ley de Bouguer entre tramitancia y camino 6ptico, es decir, que
para un camino optico dado, la tramitancia disminuye en progresion geométrica

cuando la concentracién aumenta en progresion aritmética.
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Por tanto: -logT =ac donde

C = concentracién; a = absortividad y también absorbancia por unidad de
concentracién

La ley de Beer se expresa mediante las siguientes relaciones:

A= ac = -logT = -log(P/Po) = log(Po/P) = log(1/T)
P=Po. 10" o Po=P.10%
Las leyes fundamentales de la espectrofotometria se obtienen por combinacion de las

leyes de Bouguer con la Beer, resultando las siguientes relaciones:

A = abc = -logT = -log(P/Po) = log(Po/p) = log(1/T)

P =Po. 10°° yPo=P. 10®

La forma de estas ecuaciones indica que la representacion grafica de la
absorbancia, A (de una sustancia dad a camino optico constante) en funcion de la
concentracién ¢ es una linea recta de pendiente a, y la representacion de logT contra
c es otra linea recta de pendiente —a, en la cual a es absortividad de la sustancia, con

dimensiones de unidades de concentracién y camino optico.

5.02 Desviaciones de la ley de Beer
Normalmente se emplea como comprobante de la conformidad con la ley de Beer o
se comprueba de la desviacion un grafica de Ao delog. T en funcion de la

concentracion, que sirve también como curva de calibracion para el analisis de
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disoluciones. En la literatura aparecen muchas citas acerca de las desviaciones de la
ley de Beer, especialmente para disoluciones de concentracién préxima al final del

intervalo de aplicabilidad.

La mayor parte de estas desviaciones son mas aparentes que reales y son debidas a

una de las siguientes causas.

1. Carencia de mono cromatismo de luz incidente. Aparecen con frecuencia
desviaciones aparentes de la absorbancia cuando se mide con un fotémetro de
filtro, en que la radiacion incidente esta incluida en una banda de longitud de onda,
sobre todo si el centro de la banda no coincide con la longitud de onda para la que

se mide el sistema con maximo de absorbancia.

2. Cambios quimicos en el sistema, de tal modo que las especies absorbentes no

representan la totalidad de la concentracion.
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ANEXO E

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE BEBIDA ALCOHOLICA USANDO

COMO COLORANTE EL EXTRACTO DEL CEREZO DE BELICE

1)
2)

3)

4)

6)

7)

8)

9)

Cortar, seleccionar y lavar una cantidad de cerezo igual a 1000 gr.

Macerar con agua durante 24 horas con 200 ml de agua desmineralizada o
destilada

Separa la pulpa del jugo de cerezo mediante colador

Verificar que la solucion posea 10-12° Brix ¢ efectuar la adicion de glucosa
hasta obtener el valor indicado

Fermentar por un periodo de 6-8 dias

Filtrar para eliminar los sélidos remanentes de la pulpa y luego destilar
Obtenida la solucion destilada con el grado alcohdlico deseado se procede a la
adicion del extracto del cerezo en la cantidad deseada respecto al color que se

quiere obtener

Adicionar 1% de glucosa a la solucién final para darle sabor mas suave y
agradable
Almacenar en frasco de vidrio transparente para su conservacion y posterior

consumo

10)La adicion del extracto del cerezo que se adiciona a la solucion destilada o

preparada debe ser preparada con un dia de anterioridad para permitir una

bebida de mejor calidad (No fermentado 0 sea extracto fresco).
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- ANEXO F

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION DE PRODUCTOS DE CONFITERIA

USANDO COMO COLORANTE EL EXTRACTO DE CEREZO

1) Colocar en una bandeja o molde una cantidad de azlcar blanca o cruda igual a
200 gramos

2) Adicionar una cantidad de agua de 15-20 ml

3) Calentar a fuego lento sin revolver la mezcla

4) Una vez la solucién comience a ebullir, permitir que se evaporen como minimo
7 mi de agua

5) Revisar la composicién de la meladura cada 15 minutos con una cuchara o
espatula verificando un aumento en la viscosidad de la mezcla

6) Transcurrido el tiempo, verter la mezcla viscosa de caramelo en moldes
pequeios y enfriar

7) Separar del molde con cuidado y empacarlos

8) El material de empaque podra ser papel aluminio u otro tipo de papel encerado
para evitar la humedad

9) Para un mejor desmoldeo se recomiendo la adicion de 1 gr. de grasa vegetal
(mantequilla 0 margarina)

10) Una vez empacado en papel pueden ser contenidos en bolsas piasticas

para su posterior consumo.
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ANEXO G

DETERMINACION DE AZUCARES REDUCTORES Y SACAROSA REMANENTE

POR EL METODO DE LANE Y EYNON.

El método es una modificacion del método de Lane y Eynon, que consiste en reducir
la modificacion de soxhlet de la solucién de Fehling titulandola, en punto de ebullicion,
con una solucién de azucares reductores, usando azul de metileno como indicador.

G.1 Reactivos.

Modificacion de soxhiet de la solucion de fehling

a) Solucién A
Disolver 34.64 gramos de CuS04.5H20 en agua destilada hasta obtener un
litro de solucién . Conservar durante un dia antes de proceder a la titulacion.
b) Solucién B
Disolver 175 gramos de tartrato sodico-potasico y 50 gramos de NaOH en agua
destilada hasta obtener un litro. Filtrar con un filtro preparado de asbesto.
c) Solucion de azul de Metileno
Disolver 2 gramos en agua destilada y diluir hasta obtener un litro.
d) Solucion patron de aziicar invertido.
Pesar exactamente 4.75 gramos de sacarosa pura, anadir 5 mi de acido
clorhidrico (HCl puro al 36.5% P/P) y disolver en agua hasta obtener unos

100ml; la solucion acidificada se coloca en un bafio de agua a 70 °C, se agita
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por tres minutos, luego se mantiene en reposo durante cuatro minutos

procurando que su temperatura no descienda de los 70 °C.

Enfriar la solucion acidificada con agua helada hasta [a temperatura

ambiente.

Afadir unas tres gotas de solucion al 1% de fenolftaleina y neutralizar con
hidroxido de sodio; enfriar la solucion y diluir Hasta un litro.
La solucion de azucar invertido asi preparada, tendra una concentracion tal que

10 ml de la misma contendran 0.05gramos de azucar invertido.

r

G.2 Valoracion de fa solucion de Fehling “A”.
Transferir a un erlenmeyer de 250 ml, 5 m! de solucion fehling “A” y 5 ml de
solucién fehling "B”. Ahadir 30 mi de agua destilada. Llenar la bureta con solucién
de azticar invertida, y descargar de una sola vez 6 ml en el erlenmeyer que

contiene la solucion Fehling.

Poner el erlenmeyer de tal forma que comience a hervir a los 4 minutos
aproximadamente. Tan pronto comience a hervir, mantener la ebullicién por 2
minutos, procurando que la ebullicion sea suave. Agregar 3 gotas de azul de

metileno.
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Comenzar a titular con la solucién de azdcar invertido contenida en la bureta, gota a
gota dentro del erlenmeyer, manteniendo la solucion dentro del ertenmeyer hirviendo
suavemente, hasta que el color azul cambie a rojo ladrillo, lo cual marca el fin de la
titulacion.

Nota : Nunca agite el erienmeyer durante la titulacion.
A notar los mililitros consumidos de la solucién de azicar invertido, incluyendo los que
se anadieron al recipiente de una sola vez.

Valor de la solucion fehling A:

Valor = ml solucién de azicar invertido * 0.005

Este valor debe fijarse en la etiqueta del frasco de solucion de fehling “A” y
serd el que se utilizara para los célculos de % de azucares reductores y % de azucares

remanentes.

G.3 ANALISIS DE AZUCARES EN LAS SOLUCIONES FERMENTADAS

a) Determinacion de porcentaje de azucares reductores.
Tomar 30ml de muestra fermentada, precipitar las dextranas con 45ml de etanol
absoluto, transferir esta solucion a una bureta y seguir el procedimiento utilizado en
la valoracién de la solucién Fehling “A” anotar los mililitros consumidos de la
muestra.

(R1) % Azicar reductor = Valor de Fehling * 100

mi consumidos de la muestra
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b) Determinacion de sacarosa remanente.

La muestra tomada anteriormente se lieva a un pH de 3 con HCL concentrado

calentando por 1 hora a

50 °C, para asegurar una inversién completa de la sacarosa contenida en Ia
muestra, transferir esta solucién a una bureta y anotar los mililitros por el método

de Lane y Eynon; este sera el valor del total de azucar invertido.

(R2) % total de azticar invertido = Valor de fehling * 100

mi consumidos de la muestra

El porcentaje de sacarosa remanente se calcula con la siguiente formuia:

% Sacarosa remanente = (R2-R1)*0.9
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"ANEXO H

EVALUACION DE LOS SOLIDOS TOTALES DEL EXTRACTO DEL CEREZO DE

BELICE

El método siguiente presenta el procedimientos y calculos necesarios para la
determinacién de sodlidos totales en muestras de jugos de frutas frescos y

fermentados.

H.1 Preparacion de la Muestra
Se seleccionan muestras elaboradas en recipientes abiertos (por ejemplo que no
estén estériles ) y transvasar de recipientes plésticos a recipientes de vidrio y luego

almacenar en un lugar fresco.

Para evitar efectos de fermentacion, efectuar tan rapido como sea posible
determinacion de alcohol , acidos volétiles y azucares particularmente en el caso

de jugos frutas y frutas frescas.

Las porciones para la determinacion de sacarosa y azucares reductores
pueden ser pesados y almacenados barios dias sin fermentacion si el efecto
minimo de neutralizante Pb(OAc), en solucion es requerido en la determinacién. La
preparacion del producto para el anélisis se muestra a continuacion:

Nota: Pb(OACc); es toxico.
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a)

b)

Jugos de fruta: Mezclar completamente mediante agitaciéﬁ para asegurar
muestra uniforme, y filtrar mediante algodén absorbente o papel toalla. La
preparacion de jugos frescos se hace mediante maceracién de la pulpa de la fruta
y filtracion.

Gelatinas y conservas: Mezclar completamente para asegurar  muestras
uniformes preparar ia solucion mediante la adicion de 300gr de gel completamente
mezclado diluyendo en agua hasta un volumen de 2 litros, calentando en bafio
Maria si es necesario. Aplique poco calentamiento como sea posible para
minimizar la inversion de la sacarosa mezclando por agitacion y use alicuotas para
la determinacion. Si hay presencia de material insoluble, mezclar totalmente y

filtrar primero.

Frutas frescas, Frutas secas, preservadas y mermeladas: Producir pulpa mediante
uso de procesador de frutas o usando equipo agitador o algin equipo particular de
mezclado o agitacidn mecanico o también mediante reduccién de tamafio por
molino, mezclado uniformemente hay que efectuar una vez la operacién mecanica
tan pronto como sea posible para evitar perdida de humedad. Con frutas secas,
escoger muestras y pasarlas tres veces por equipo seleccionado de trituracion,
mezclando totaimente después de cada molida. Evitar que la molida incluya
semilla estrujada, para frutas duras remover hueso de la fruta y determinar su

proporcion en la muestra pesada.
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Preparar solucion pesando 300gr de fruta fresca o su equivalente de fruta
seca, preservada, mermeladas dentro de un beaker de1.5 a 2 litros en forma de
pulpa y mezclada en un mezclador u otro tipo de equipo de molienda. Adicionar
800ml de agua y hervir por una hora, reponiendo el agua perdida por evaporacion
transferir a un frasco volumétrico de 2 L, luego diluir hasta e! volumen por aforo y
filtrar. Con fruta simple (sin azdcar) las cenizas se facilitan por adicién de azicar
antes de hervir por lo tanto hay que pesar 150 gr de fruta, adicionarles 150 gr de

azucar y 800 ml de agua y proceda como se describe anteriormente.

d) Frutas enlatadas: Cuidadosamente voltear toda ia fruta contenida en la lata si ellos
caen sobre tamiz con un recipiente abajo. Las latas en productos blandos pueden
escurrirse sobre un tamiz inclinado pero ningln otro manejo manual de estos
productos mientras se escurre estan permitidos. El examen del jugo en las cuales

las frutas son preservadas es frecuentemente suficiente.

H.2 Métodos de Evaluacién de Solidos Totales
Aplicado solo' a soluciones puras de sacarosa, pero extensivamente
usada para resultados aproximados con productos liquidos con azlcar que

contienen azlcar invertida y otros sdlidos no sacarosos.

a) Método directo. Densidad de jugos, meladuras, etc. Es conveniente
determinarlo con un hidrémetro Brix o Baumé | preferiblemente indicado con

graduaciones en la escala como porcentaje de solidos totales. La tabla de
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b) comparacion de grados Brix ( % peso de sacarosa pura en soluciones puras)
y grados Baumé con gravedad especifica en 20 Baumé/4 Baumé y 20 Baumé/

20 Baume.

c) Meétodo de doble dilucion: Si la muestra es demasiado densa para
determinar directamente su densidad, diluir una porcion pesada en una
cantidad de agua pesada o diluir una muestra y aforara un volumen
conocido con agua. En primera instancia, el % de sdlidos totales es calculada
por ia siguiente formula:

% de solidos en muestra no diluida = WS/w

Donde:

S = % solidos en material diluida.

W = peso del material diluido.

w = peso de la muestra tomada para la dilucion.
Cuando la muestra es tomada por aforo usar la formula siguiente:

% de sdlidos en muestra diluida = VDS/w

donde;

V = volumen de la solucion diluida a una temperatura.
D = gravedad especifica de la solucion a la misma temperatura.

S = % de sdlidos en solucion diluida a la misma temperatura.
w = peso de la muestra tomada para dilucién.

i. Método de la evaporacién lenta a 103-105 grados Celcius.
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Tomar una muestra de jugo o extracto de volumen conocido y colocar en
capsula de porcelana previamente lavada y secada en estufa a temperatura de
103-105 grados y pesada en una balanza analitica previo proceso de enfriamiento en
un desecador con silica- gel por triplicado. Evaporar en la estufa durante 4 a 6 horas
hasta evaporar todo el liquido y depositarse en la capsula un solido seco con una
humedad menor a 0.001%. Colocar en un desecador hasta enfriar y luego pesar

nuevamente calcular los sélidos totales como sigue:

% solidos en el material = wowy/A
donde:
w2 = peso del crisol vacio.
w1 = peso del crisol mas muestra seca al final de la prueba.

A = volumen tomado de muestra.

Los valores obtenidos usando cualquiera de los métodos no varian

significativamente observandose un minimo de error.

Las cantidades de las muestras en alguno de los casos deberan de ser mayor
de 25 gramos o ml ya que un valor menor es suficientemente inexacto para la prueba

que se realiza.
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ANEXO |

CUADRO 1-1 PUNTOS PORCENTUALES DE LA DISTRIBUCION F (Fo.0s, v1,v2)

Grados de liberlad para el aumerador (#,)

1 2 3 1 5 6 7 B 9 W2l W M N 0 0 X e
o [Tk WS 1157 246 202 230 2368 289 2005 419 2439 2459 2480 M8 2507 2511 2922 2933 2543
2 1851 1900 1996 1925 1930 1933 1935 1937 1938 1940 1941 1943 1945 1945 1944 1247 1948 1949 13.50
31013 a5 928 912 90 893 889 885 88 79 B4 870 A6 864 A6 859 BS7 855 oo
] 7T 634 659 619 62 6l 60 604 600 5% 591 58  SB0 527 35 577 ses  See  Sel
5 661 5.7 54 5.19 5.05 4.95 488 482 4.77 4.74 468 162 4.56 453 4,50 4.46 443 140 1.3
S| OB 5N 47 us3 439 42 a2 435 400 406 400 34 387 384 381 377 324 370 3es
T 339 an s 4m o7 e 3P 373 366 364 357 3ST 344 341 338 134 30 327 32
B[ 332 % 407 380 369 358 ds0 344 309 135 328 32 35 312 308 o4 301 297 393
P 317 4 3B 383 348 AW 3™ 323 38 4 307 301 29 290 286 283 279 275 1m
= 10 f 4% 4100 37 348 333 322 34 307 302 29 291 285 277 275 270 266 267 258 254
g 174 38 A% 359 3% 320 309 300 295 290 285 279 272 265 261 257 253 249 245 240
212 75 38 349 336 J0 300 291 285 280 275 269 262 254 251 247 243 238 234 130
S 3 ] se7 38 341 38 308 292 283 277 271 267 260 253 2% 247 118 235230 225 2n
£ M} 40 374 334 IM 29 285 276 270 265 260 253 246 239 235 23 3 222 28 n
15 | 353 38 31 36 290 279 271 264 259 25+ 248 240 233 229 235 220 286 211 207
s 18] A9 36 M 301 285 274 286 259 254 249 242 23S 2B 224 09 205 201 206 201
SO ) 445 359 3m 2% 281 270 280 255 249 245 238 231 223 209 245 210 206 201 1%
WA 3SS 0 36 29 27 266 258 250 246 241 23 227 209 s L1 206 202 197 192
] 438 352 313 2w 274 263 254 248 242 238 231 223 206 201 207 208 198 193 1gs
y 20| 435 34 330 282 271 260 251 245 239 235 238 220 202 208 204 199 195 190  1gs
g 2| 432 34 307 28 268 257 249 292 237 22 225 218 230 205 201 19 192 187 161
E 2 | 430 34 305 282 266 255 246 240 234 230 223 205 207 200 198 L4 te9 181 178
5 B | 4B 22 303 200 264 253 i 237 232 220 220 213 205 201 1% 191 186 18 176
Mol 4% 30 300 27 262 251 242 236 230 225 218 21 203 198 194 189 181 179 17y
Bofoanm 333 2m 276 260 249 20 234 228 24 216 209 200 1% 192 187 182 177 um
2 42 3¥ 2B 2 259 247 239 232 227 221 215 207 19 185 10 185 180 lvs  see
Zo| A1 3% 2% 2m 257 24 2% a1 225 220 213 206 197 193 188 181 129 1 167
D] 4™ M 29 27 25 245 236 29 224 219 212 204 1% m s 182 1y i 1,65
¥ ] A8 33 29 27 255 240 235 28 222 218 210 203 194 190 iss 181t 190 ie)
| Mo 2m 260 253 242 2B 27 an 26 209 207 193 189 184 179 175 1.8 162
o | o8 3m 2m4 263 245 23 228 298 212 28 200 192 184 179 474 168 1es 1o 151
[20] 4.00 315 276 2,53 237 225 247 2.10 204 199 1.92 1.84 .75 e 165 1.59 1.53 1.47 1.39
0 3.92 io7 2.68 2,45 .29 217 .09 202 1.96 1.9 1.3 1.75 1.66 1.61 1.55 1.55 1.4 1.35 1.25
oo 1.4 .00 2.60 2.37 2. .10 2. 71.94 1.88 1.83 1.75 167 1.57 1.52 1.46 1.39 ._.luu| 1.22 1.00




"ANEXO J

A continuacion se presentan datos resultantes de los anélisis aplicados a
las graficas que han necesitado de una validacién del método por regresion
estadistica.

Dichos datos fueron obtenidos mediante la aplicacion de un paquete
computacional llamado TBL-Curve que permite ajustar datos experimentales
mediante regresion.

Este Anexo se divide en 3 secciones:
Seccion (a): Cormresponden a los datos de analisis de varianza para la
Curva de calibracién del Jugo de Cerezo
Seccion (b): Corresponden a los datos de andlisis de varianza para la
Grafica de sélidos totales contra tiempo.
Seccion (¢): Corresponden a los datos de analisis de varianza para la

Grafica de pH contra tiempo.
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TableCurve Numerical Summary

Jan 25,2000 12:53 PM

Description: Curva de Calibraci”n del Juge de Cerezo
X-Y Table Size: 9 Active Points: 9
X Variable: Fracci’n Volumen

Y Variable:
File Source:

Rank 19 Egn 6102

% de Absorbancia
CAL.IBRAC .PRN

Iny=at+bx+ox2+dx3+exd

r2 Coef Det
0.9998513177

Parm Value

DF Adj r2
0.999603514

std Error

a 1.462219344
b 31.10298523
c ~-156.261959
d 402.34316

e -380.851083

0.199499101
6.046427377
64 .06851598
283 .3660865
444 6577773

Area Xmin—-Xmax
8.426346461
Function min
17 ,9605238

1st Deriv min
261 .97073522
2nd Deriv min
~-737 .8328072

Soln Vector

sVDhecomp

r2 Coef Det

0.9998513177

X-Value
0.0625001005
X-Value
0.1806814892
X-Yalue
0.1334339834

Covar Matrvrix
sVDecome
DF Adj r2
0 .999603514

Source Sum of Squares DF
Regr 2396 .1994 4
Error 0.35632534 4
Total 2396 .5558 8

Fit std Err
0.2984649653

t-value
7 .329453315
5.144026925
—-2.43898203
1.419870546
-0 .85650382

Function max
71 .557802948
1st Deriv max

. 329.74949186

2nd Deriv max
1901 .961946

svD Cond
5.37565e+10
Fit $td Evr
Q.2984649653

F-wvalue
6724 .7516453

95% Confidence Limits

0.907643144
14 .29486575
=334 .362381
=385.370103
~1616.92994

2.016795544
47 .91110471
21 .83846379
1190.056423
855 .2277761

X-Value
0.25
X-Value
0.25
X-Value

Q. 249969043

Mean Square F

599 .04986

6724 .75

0.089081336

¥ Variable: Fracci”n Volumen

Xmin: 0.0625 Xmax: 0.25 Xrange: 0.1875
Xmean: Q.1366181658 Xstd: 0.0609140808 Xmedian: 0.125
Xaymin: 0.0625 X@Y¥max: 0.25 X@Yrange: 0.1875
Y Variable: % de Absorbancia
Ymin: 17.88 Ymax: 71.55 Yrange: 53.67
Ymean: 39.472222222 Ystd: 17.308075267 Ymedian: 36.75
Y@xXmin: 17.88 Y@xmax: 71.55 Y@Xrange: {§® .67
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TableCurve Precision Summary

Precision
16
15
14
13
iz

ol
=3

1

N RO NOYO

Removing
a

b
c
d
e

Error @Xmin

0

4 .351756e-15
3,164914e-15
2.015654e~13
-4 .82452e-12
-4 .26832e-11
-1.52687e-12
-6 .65778e-09
-6.30182e-08
-1 .97308e-07
1.3803%1e-06
-1.15242e-05
-0 .000865643
-0 .001467618
0.01631439402

Error @Xmin
-0 .768278566
-0 .85686064
0.8411645457
-Q . 09355807
0.0058282449

Error @Xmean
~1.42211e~15
9 .243683e-15
-2 .66645e-14
5.795078e-13
-3.1601le-12

-7 .15338e~-11
7 .559184e-10
~1.107556e-08
-9 .60186e~08
~3.64479e~07
1.526557e~06
1.155429e-05
-0 .001463224
0.0013361426
-0 .050420591

Error @8Xmean
~-0.768278566
-0 .985724818
17 .477521874
~0 .641540654
0.1418787924

Jan 25,2

Evror @Xmax

-4 ,36904e-15
2.482408e~14
~-5.42158e-14
1.500963e~-12
5.62752e-12

-1 .61092e-10
2 .593596e~09
-2.14064e-08
-1.62188e-07
-1 .16531e—-06
-3 .99688e-07
6.163346e-05
-0 .004199837
0.0074911131
-0.224990937

Ervor 8Xmax
-0.768278566
-0 .999580206
17436 .396924
-0 .998138945
3.426899903

000 12:57 PHM

181



TableCurve Numerical Summary

Description:
X-Y Table si

Y Variable:
File Source:

Rank 1

Curva de $"lidos Totales con el
Active Points:
X Variable: Tiempo (d’as)

ze: 8

Grados Brix
SOLIDOS .PRN

8

Ean 6003 vy=at+bx+ox2+dx3Itexd+fxb+gxé

Jan 25,2000 1:02 PM

Tiempo

Fit std Err

r2 Coef Det DF Adj r2
0.9999052438 0.9993367066
Parm Value std Error
a 12.50145688 0.085336161
b ~2.68878205 (.637548567
c 0.020313714 1.013727243
d 0.232881701 0.595636373
e -0.08867521 0.160911683
f 0.013301282 0.020263812
=] =0 .00069444 0.,000963021

0.0853485962

t-value
146 .4965933
-4 .21737604
0.020038639
0.390979651
-0 .55108002
0.656405728
-0.72111023

Area Xmin=Xmax

44 .785011574
Functicon min
3.4985431235
1st Deriv mi
-2 .688782051
2nd Periv mi
~1.093506238

Soln Yector

SVDecomp

r2 Coef Det

0.9999052438
Source

n

n

X-Value

7

X-Value
1.48723e-10
X-Yalue
6.9999882121

Covar Matrix
sVDecomp
DF Adj rz
0 .9993367066

Sum of Squares

Regr 76 .867716
Error 0.0072843829
Total 76 .875
X Variable: Tiempo (dias)
Xmin: ©
Xmean: 3.5
X8Ymin: 7
Y Variable: Grados Brix
Ymin: 3.5
Ymean: 6.625
Y@xXmin: 12.5

Function max
12.501456876
1st Deriv max
0.0563258297
2nd Deriv max
0.7334246589

SVD Cond
4.08248le+12
Fit std Err
Q.0853485962

F-value
1758 .7331927

95% Confidence Limits

11.40113683
-10.9093003
-13.0506329
=7 .44722289
-2.16346214
~Q.24797926
-0.01311159

X-Value
1.48723e-10
®x-Value
6.5204220916
X-Yalue
5.4701938917

13.60177692
5.56317362

13.09126037
7.912986298
1.986111708
0.274581822
0.011722701

DF Mean Square F

& 12.811286 3517 .47

2 0.0036421914

8
Amax: 7 Xrange: 7
Xstd: 2.4494897428 Xmedian: 3.5

X8Y¥max: O Xa@Yrange: 7
Ymax: 12.5 Yrange: 9
Ystd: 3.3139316313 Ymedian: 5.75

YéxXmax: 3.5 Yaxrange: 92 182



TableCurve Precision Summary

Precision
16
15
14
13
12
11

-
o

N WS N O

Removing

© -h® OO0 0T o

Error @Xmin

~2.84184e-16
-1 .98929e~15
-1.79036e—14
3.020876e-13
-1 .29773e-12
-3.3294e-11

.B666B6e—10
.886482e-09
.88555e~-09

.498576e-07
.449485e-06
-3.6545%9e-05
-0 .000116537
-0.000116537
0 .039878802

WO PN

Exror @Xmin
-1

O C OO OO0

Error @Xmean
-7 .754248-16
-9 .92543e~15
-7 .04085e-14
6.543027e-13
-6,43152e-12
-3.46797e-11
1.437071e-09
-1 .91656e-09
~3,23374e-08
4.782819e-07
1.313406e-05
-0 .000121713
-0.000487259
—0 .0007668

0.0232365999

Ervror @Xmean
-2.18287865

1.6432082653
-0 .043450462
-1.743445856
2 .3235037987
-1.219839494
0.2229023976

Jan 25,2000

Error @Xmax

4 .696612e-15
-2.11982e-13
-1.05621e-12
1.947368e~-11
-2.43747e-10
2.157213e-09
2.492713e~08
~-2.29122e-07
~-5.42825e-07
-5.059e-06

0.0001560422
-0.001388202
-0 .0070569717
0.0003289588
-1 .687660525

Error @xXmax

-3.5673332223
5.3798034482
-0.284510428
-22.83191054
60 .856528106
~-63.89935452
23.352776149

12:15 PM
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TableCurve Numerical Summary Jan 25,2000 12:45 PM

Description: Grafica de valores de pH con el tiempo
X-Y Table Size: 6 Active Points: 6

X Variable: tiempo (dfas)

Y Variable: pH '

File Source: PH-TIEMPO.PRN

Rank 1 Egn 6001 y=atbx+cx2+dx3+texd

r2 Coef Det DF Adj r2 Fit std Evr F-value
1 1 le—~15 2.410708e+29
Parm WValue std Error t-value - 95% Confidence Limits
a 3.82 8.7178e~15 4.38184e+14 3.82 3.82
b 1.1275 1.42737e~14 7.89915e+13 1.1275 1.1275
c -0.46375 7.47112e-15 —6.2072e+13 -0 .46375 ~-0.46375
d 0.0925 1.54835e~15 5.97412e+13 0.0925 0.0925
a -Q.00625 1.1024e-16 -5 .6695e+13 —-0.00625 -0 00625
Area Xmin-Xmax
25 .823958333
Function min X-Value Function max X~-Value
4 .5700007516 1 .0000016609 5.77 6
1st Deriv min X-Value 1st Deriv max X-Value
0.1525000002 6 0.3045156363 4 .8503685831
2nd Deriv min X-Value 2nd Deriv max X-Value
~0.29748648 5.9999929642 0.0992628202 3.6934528518
Soln Vector Covar Matrix sVD Cond
sVDecomp sVDecomp 7.411134e+08
vz Coef Det DF AdJj r2 Fit std Err
1 1 le—-15
source sum of Squares DF Mean Square F
Regr Q.96428333 4 0.24107083 4.82142e+29
Error 1e~30 2 Be-31 .
Total 0.96428333 ()
X Variable: tiempo (dfas)
Xmin: 1 Xmax: 6 Xrange: 5
Xmean: 3.5 Xatd: 1.8708286934 Xmedian: 3.5
xaymin: 1 Xaymax: 6 X@aYrange: b
Y Variable: pH
Ymin: 4.57 Ymax: 5.77 Yrange: 1.2
Ymean: 5.16L6666667 Ystd: 0.4391544907 Ymedian: 5.125
vaxmin: 4.57 yaxmax: 5.77 Yaxrange: 1.2
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TableCurve Precision Summary

Precision

16
15
14
13
12
11
10

9

N WS GO N ®

Remov ing
a

b
c
d
e

Error @Xmin
1.943498e~16
3.886995e-16
-1.59367e-14
6.763372e~14

- —6.37856e-13

3.012033e-12
~3.35836e~13
-3.356836e-13
-3.35836e~-13
-3.35836e-13
-3.36836e~13
-3.35836e-13
-9.84683e-05
0.0004923414
-0 .009671772

Error @Xmin
-0.835886214
-Q . 246717724
0.1014770241
-0 .0202407
0.0013676149

-Errory @Xmean

5.210929e-16
0

—-4.4292%9e—14
2.416134e-13
~3.55403e-12
1.451365e-11
-2.79827e~13
~-2.79827e-13
-2.79827e-13
-2.79827e-13

~2.79827e-13

-2.79827e-13
-0.000222456
0.0011122825
-0.016475837

Evvor @Xmean
-0 .747062688
-0.771752914
1.1109990679
-0 .775603123
0.1834196574

Jan 25,2000 12:37 PM

Evror @Xmax

9 .235824e—-16
-4 .,61791e-16
-7 .26551e-14
3.357222¢-13
-7 .41252e-12
4 .94132e~12

~5.03352e-14
-5.03352e-14
-5.03352e—-14
-5.03352e-14
-5.03352e—-14
-5.03352e-14
-0 .000207972
0.0010398614
-0.016152513

Error @Xmax

-0 .662045061
-1 .172443674
2.8934142113
-3.462738301
1.4038128249
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