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RESUMEN

En el presente trabajo se empel6 la metodologia de superficies de respuesta, con la
finalidad de estandarizar y validar un método analitico para la determinacién y cuantificacién
de cadmio (Cd) en granos de cacao (Theobroma cacao L) mediante digestion acida y
espectroscopia de absorcién atébmica (AA). Mediante un disefio Box-Behnken se encontrd
que el método éptimo de analisis; el cual permite una maxima extraccion de cadmio en
muestras de almendra de cacao en el rango de 0,01ppm a 1,6ppm, es una digestion via
acida a 80 °C, durante un tiempo de operacion de 10 minutos, con: 642,7 mg de cacao, 7,8
mL de HNOs; y 7,6 mL H>O,. EI método propuesto tiene buena repetibilidad, es exacto y
preciso, con un limite de deteccién de 0,004ppm y un limite de cuantificacién de 0,008ppm,
ademas de permitir una recuperacién promedio de 96,8% del analito; adicionalmente, el
método presenta ventajas notables sobre el método utilizado actualmente por el laboratorio
de analisis de la empresa Colcocoa; tales como, permitir el andlisis de muestras en el rango
de la nueva legislacion que regira desde el 2019 y agilizar el andlisis de extraccion y
cuantificacion, permitiendo mayores analisis por dia a menor costo.



ABSTRACT

In this work, we used Response Surface Methodology (RSM) for the standardization and
validation of an analytical method for the determination and quantification of Cadmium (Cd)
in cocoa beans (Theobroma cacao L), using acid digestion and Atomic Absorption
Spectroscopy (AA). In the standardization, we carried out a Box- Behnken design, found
that the optimal method, which allow a maximum extraction of cadmium in samples of cacao
beans in a range of concentration from 0.01ppm to 1.6ppm, is an acid digestion of 80 °C
during ten minutes using 642.7 mg of a sample, 7.8 mL of HNO3 and 7.6 mL of H.O.. The
proposed method has a good repeatability, is exact and precise, and presents a limit of
detection of 0.004ppm and a limit of quantification of 0.008ppm, also allowing for a recovery
mean of 96.8% of analyte. On the other hand, this method has advantages which allows the
anaysis of samples in the range established in new legislation that will be applied in 2019
and speed up the analysis process, making possible most analysis per day to cost less.
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1. INTRODUCCION

Los metales pesados llegan al organismo humano por la cadena alimenticia, a través de la
ingesta de granos, verduras, carnes o dulces tales como chocolate, contaminados con
dichos elementos. Uno de los metales de mayor preocupacion ambiental, extremadamente
téxico y considerado perjudicial para la salud humana, es el cadmio (Cd) (Commission,
2014); el cual, se ha encontrado en diversas plantas, alimentos y granos, como el cacao
(Theobroma cacao L), que es considerado de alto consumo a nivel mundial y es un producto
con gran importancia econémica en nuestro pais (GENNY ROCIO MARTINEZ, 2010). En
la actualidad el cacao sufre de una marcada “estigmatizacion” en los mercados
internacionales como consecuencia de la presencia de cadmio reportado en diversas
investigaciones. Debido a estos resultados y dado su elevado consumo a nivel mundial, el
16 de septiembre del 2013, la Unién Europea (UE) notific6 al comité de medidas sanitarias
y Fitosanitarias de la Organizacion mundial del comercio (OMC) la enmienda al reglamento
Europeo N° 1881/2006, en el cual se establecen niveles maximos (NM) de cadmio para el
chocolate y productos derivados de cacao, que entra en vigor a partir del 1 de enero del
2019 (Commission, 2014).

Las empresas que comercializan este grano en paises como Ecuador, Perd, México y
Colombia, entre otros, buscan cumplir con los requerimientos solicitados por las directivas
internacionales para su exportacion; por lo cual, ademas de cuidar que cada una de las
etapas de su analisis se realice de forma adecuada, cumpliendo los parametros de calidad
que se han establecido previamente, han implementado metodologias modernas para la
determinacién y cuantificacion de cadmio (Pinzas, 2016); sin embargo, la aparicion de
reglamentaciones cada vez mas estrictas, exige la mejora de los métodos existentes, con
la finalidad de alcanzar menores limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) en
metodologias que sean confiables y sensibles, para lo cual se requiere una estandarizacion
y validacion de los métodos empleados para este fin (Velandia Castellanos, 2008).

Una de las empresas colombianas encargada de la comercializacion de cacao es Colcocoa,
gue se encuentra ubicada en la ciudad de Manizales, capital del departamento de Caldas.
Esta empresa, busca estandarizar y validar el método relacionado con la determinacion y
cuantificaciéon de cadmio en los granos mediante espectroscopia de absorcion atdmica
(AA), asegurando de esta forma un método sensible, confiable y que cumpla con lo
establecido por la nueva legislacion Europea. Teniendo en cuenta la necesidad de la
empresa y de acuerdo con el enfoque curricular y el perfil ocupacional del programa de
Ingenieria Quimica de la Universidad de Pamplona, este proyecto busca utilizar un disefio
de superficies de respuesta (MSR) para la estandarizacion y posterior validacién de un
método analitico que permita la determinacion y cuantificacion de cadmio en muestras de
cacao mediante digestiébn via acida y espectroscopia de absorcion atomica (AA),
obteniendo una metodologia 6ptima y confiable que permita cuantificar los valores de
cadmio legislados en las muestras de la empresa Colcocoa.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Disefiar un modelo de superficies de respuesta que permita estandarizar y validar un
método analitico para la determinacion y cuantificacién de Cadmio (Cd) en granos de cacao
(Theobroma cacao L), para su uso en la comercializacién del producto por la empresa
Colcocoa.

2.2. Objetivos Especificos

e Aplicar la metodologia superficies de respuesta para la seleccién del disefio de
experimentos apropiado que permita la estandarizacién del método analitico.

o \Validar el método estandarizado para la determinacion de cadmio en granos de
cacao.

e Comparar el método estandarizado y validado con el método empleado en la
actualidad por la empresa Colcocoa.

e Aplicar la metodologia desarrollada en dos muestras de cacao de la empresa
Colcocoa, provenientes de diferentes regiones (Huila y Ocafa).



3. MARCO REFERENCIAL

3.1. Cacao (Theobroma cacao L)

El Cacao (Theobroma cacao L), cuyo nombre significa “alimento de los dioses", es un fruto
de tipo tropical que crece en climas célidos y himedos (figura 1), usualmente por debajo de
los 300 m; sin embargo, en lugares cercanos al ecuador, se encuentra a elevaciones
superiores, como en algunas regiones de Colombia (1000 — 1200 m), el valle Chama de
Venezuela (900 m) y en Uganda (1100 — 1300 metro) (Alvim, 1977).

Figura 1. Arbol de cacao (Theobrama cacao L).
Fuente: (Agropecuario, 2015).

El cacao requiere suelos muy ricos en materia organica, profundos, franco arcilloso, con
buen drenaje y topografia regular. El factor limitante del suelo en el desarrollo del cacao es
la delgada capa humica. Esta capa se degrada muy rapidamente cuando la superficie del
suelo queda expuesta al sol, al viento y a la lluvia directa. Por ello es comdn el empleo de
plantas leguminosas auxiliares que proporcionen la sombra necesaria y sean una fuente
constante de sustancias nitrogenadas para el cultivo (Trelles, 2009).

Se conocen 18 especies distintas de cacao, que se distinguen por el mayor o menor
crecimiento de la planta, la forma de sus hojas, el volumen y coloracion del fruto. Las
semillas también varian en forma, tamafio y cualidades nutritivas (Martin, 2005); sin
embargo, a rasgos generales, el cacaotero que tiene una longevidad aproximada de 40
afos, presenta alturas entre 4 y 8 metros, tiene una raiz principal que crece hacia abajo
hasta unos 2 metros y posee raices secundarias que salen hacia los lados en los primeros
30 centimetros del suelo con hojas simples alargadas y enteras (Aguilar, 2013) de tamafios



considerables que oscilan entre 20 a 35 cm de largo por 4 a 15 cm de ancho (Duran Ramirez
& Ramirez, 2010) y flores pequefias y abundantes, de color amarillo rojizo que al
marchitarse dejan un embrion con el fruto que luego crece, y se convierte en una especie
de baya carnosa en todo su espesor, que puede alcanzar una longitud de 15 a 25
centimetros. Un Unico arbol puede llegar a dar 100.000 flores a lo largo de un afio y estas
tienen una vida promedio de 48 horas (Martin, 2005). En Colombia las variedades de cacao
se obtienen basicamente por métodos tradicionales de cruces injertados entre diferentes
clones, proceso que puede tomar més de 13 afios para desarrollar una variedad premium.
Los arboles de cacao élite presentan un alto grado de segregacion cuando son
multiplicados por semilla, debido a esto se han empleado diferentes sistemas de
propagacion clonal, tales como injertacion y produccion de estacas enraizadas. Dichos
sistemas tienen un grado de efectividad variable al ser dependientes de las condiciones
ambientales, de la cohesion entre la planta madre y el donador y de las enfermedades que
aparecen durante el prendimiento (Urrea Trujillo, Atehortia Garcés, & Gallego Rua, 2011).

Figura 2. Grano de cacao.
Fuente: (Parra, 2017).

El grano del cacao, es una semilla encerrada en su fruto (figura 2). Una mazorca de cacao
contiene entre 30 y 40 semillas, que se encuentran acomodadas en su parte carnosa y las
cuales al lavarse y secarse, son empleadas para preparar una bebida llamada “Chocolate”
(Martin, 2005). Estas semillas o granos son ampliamente consumidas en todo el mundo
(Beg, Ahmad, Jan, & Bashir, 2017) y para su comercializacion se considera la calidad de
exportacion, que a su vez esta determinada por las caracteristicas fisicas y quimicas del
grano (Ginebra, 1991). El licor de chocolate, el cacao en polvo y la manteca de cacao, son
los principales ingredientes del chocolate y una amplia gama de productos, como bebidas
de cacao, helados y productos de panaderia, los cuales le confieren un sabor caracteristico
y distintivo a sus productos derivados (Afoakwa, 2007).



3.1.1 Historia del cacao

El cacao, desde hace 2000 afios aproximadamente, hace parte de los deleites del ser
humano y es parte importante de la economia de los pueblos del mundo. Inicialmente, era
considerado como fuente de alimento y riqueza por algunas tribus indigenas, tales como
los Mayas y los Aztecas, ubicados en el continente Centroamericano. Desde el
descubrimiento de América; el cacao, conocido como “Perla carmelita de los paladares”, se
consume en todo el mundo, como alimento 0 manjar, especialmente en forma de chocolate
(Clavijo Lemus, Saavedra, & Andrea, 2016). Pese a no ser un alimento basico de la dieta
moderna, es universalmente admitido en toda buena cocina y considerado un componente
gastronémico indiscutible. Se conocen diversas historias y leyendas sobre el fruto del
cacao, relacionandolo en su mayoria con poderes afrodisiacos, algunas historias son sobre
su uso a lo largo de los afos, por diferentes personajes ampliamente conocidos, como
Moctezuma, el gran Rey Azteca, que segln se cuenta, lo ingeria en grandes cantidades,
asi como la condesa de Barry, la cual lo daba a sus amantes, ademas se dice que Napole6n
lo ingeria para obtener vigor y Casanova, lo servia como champagne a sus mujeres para
inducirlas al romance (Mendoza & Monserrate, 2010).

El cacaotero o arbol de cacao es originario de América del sur, aparecié por primera vez
hace 4.000 afios al este de los andes, especificamente al sur del lago Maracaibo y el rio
Magdalena (Attanasi, 2007), su fruto era considerado un producto basico en algunas
culturas de América e incluso sus semillas se utilizaban como moneda en las transacciones
comerciales de algunos de ellos (Bluer Aplicaciones, 2010). En el siglo XVI, el cacao se
introdujo en Africa y alli es donde se cultiva en mayores proporciones en la actualidad; sin
embargo América sigue siendo un productor importante, gracias a paises como Brasil,
Ecuador, México, Colombia, Venezuela y la Republica Dominicana (Bluer Aplicaciones,
2010).

3.1.2 Cosecha

La cosecha inicia cuando el fruto esta maduro y su madurez se aprecia por un cambio de
pigmentacion en la mazorca de cacao, pasando de verde a amarillo (figura 3) o de rojo y
otros similares a un color naranja. No obstante, en frutos de coloracion roja-violacea muy
acentuada, el cambio puede no ser muy aparente y se corre el riesgo de no cosechar a
tiempo las mazorcas que han alcanzado madurez plena, permitiendo a las mismas que
maduren y germinen (Trelles, 2009).



Figura 3. Cosecha de la mazorca de cacao
Fuente: (Inforegion, 2013).

3.1.3 Fermentacion

La fermentacion del grano de cacao (figura 4) se hace necesaria para remover la pulpa que
envuelve a los granos, procurar la muerte del embrién y tener activar la accién enzimatica
deseable (Arias de Guerrero, 1980). Es necesario efectuarla para disminuir el amargo de
las almendras, consiguiendo que se formen buenos precursores del sabor, ya que con la
fermentacion se inicia el desarrollo del aroma, sabor y color de la almendra para obtener un
cacao de aroma fino, apto para las mejores fabricas de chocolate (Censalud, 2015).

Figura 4. Fermentaciéndel grano de cacao.
Fuente: (3BLMedia, 2012).



3.1.4 Secado

El secado del cacao (figura 5) es una de las labores mas importantes después de la
cosecha, pues se relaciona con las caracteristicas de sabor y aroma del grano, ademés de
gue evita la proliferacion de bacterias. La etapa de secado es de vital importancia, puesto
que el contenido de humedad que permanece después de este proceso, es la principal
caracteristica que califican para determinar la calidad del grano (Gilces Vera & Sanmartin
Fajardo, 2013).

Figura 5. Secado del grano de cacéo.
Fuente: (Cacaofcaug, 2014).

3.1.5 Usos y consumo en el mundo

El cacao es uno de los cultivos que ha tenido mayor crecimiento en los ultimos afios en el
pais, debido a la fuerza e importancia que ha venido tomando por su gran demanda a nivel
nacional e internacional. Actualmente, es un producto necesario para la economia del pais,
al ser una materia prima importante para las industrias de confiteria y produccién de
chocolates, ademas de las industrias cosmética y farmacéutica (Sierra Pérez, 2017).

Como se menciond anteriormente, el cacao se utiliza en diversas industrias, como la
farmacéutica, la cosmética y la alimenticia. En la farmacéutica, se extrae la teobromina para
elaborar preparados comerciales diuréticos y estimulantes del sistema nervioso; también
se extrae la manteca de cacao de las semillas (parte grasa) para su aplicaciéon en pomadas
0 supositorios. En la industria cosmética, se emplea el aceite, ya que este es rico en acido
estearico, palmitico y oleico, esto le brinda propiedades humectantes y/o emolientes, de
esta manera recupera la oleosidad del tejido reseco debido a la exposicion excesiva de frio
o sol. Por otra parte, las semillas desecadas y molidas constituyen el polvo de cacao, base
del chocolate. Los granos, una vez molidos, tostados y desengrasados, se mezclan con



leche y azlcar constituyendo el producto basico en la fabricacion de chocolate (Amanda
Ivette Pontaza Nisthal, 2013; Anacafé, 2004).

Ademas de estos usos, se encuentran los medicinales, que han sido atribuidos por diversas
culturas en los Ultimos 475 afios y que en algunos casos han sido incluso controversiales;
siendo los principales padecimientos, los que se citan a continuacion (Waizel-Haiat, Waizel-
Bucay, Magafia-Serrano, Campos-Bedoya, & San Esteban-Sosa, 2012):

e Ganancia de peso en pacientes desnutridos o portadores de enfermedades
desgastantes como la tuberculosis.

e Estimulacion del sistema nervioso central en personas que sufren de apatia y/o
depresién, accion que ahora podria ser atribuida a la feniletilamina, teobromina y la
cafeina que posee el chocolate.

e Calmar, suavizar y tranquilizar a los pacientes identificados como
«sobreestimulados», especialmente aquellos que sufren de trabajo extenuante o
«actividad mental abundante». En este caso, es posiblemente el sabor agradable lo
gue ocasiona un efecto relajante.

e Mejora en la digestion y transito intestinal, estimulacién de los rifilones e incluso
curacion o reduccion de las hemorroides.

e Enmascarar el desagradable sabor de algunos farmacos, siendo popularmente
referido como «un poco de chocolate hace pasar la medicina».

A pesar de que el cacao se produce en paises subdesarrollados como Africa, que es el
mayor productor, se consume principalmente en paises desarrollados como Estados
unidos, Reino Unido entre otros. Es necesario resaltar que las companfias que producen y
al mismo tiempo transforman este producto son pocas a nivel mundial (Ortega, 2012). A
pesar de que Espafia es el pais en donde se inventd el chocolate, segin datos recogidos
por Euromonitor Internacional, Espafia es uno de los paises europeos con menor demanda
del mismo, con un consumo anual de 2 kilos por persona. Espafia se sitta, en un ranking
de 14 paises, en la posicion nimero 13, seguido de Portugal cuyo consumo es de 1,1 Kg
por personay afo. Los paises donde se produce un mayor consumo de chocolate son Suiza
(9Kg), Alemania (7,9Kg), Irlanda y Reino Unido (7,5Kg), Noruega (6,6Kg) y Suecia (5,4KQ)
(Ofertia, 2016).

Empresas como la Compafiia Nacional de Chocolates, Casa Luker, Comestibles Italo,
Colombina entre otras tienen que importar cacao, siendo Ecuador el principal
aprovisionador de este grano necesario para la produccién interna. El 80% del consumo
nacional de cacao lo acaparan la Compafia Nacional de Chocolates y Casa Luker



(Fedecacao, 2017). A diferencia del resto del mundo, en Colombia el consumo principal es
de chocolate en taza, con bajos porcentajes de cacao, mientras que los dulces o bombones
tienen mayor comercializacion en Europa, siendo preferidos con porcentajes superiores a
70% de cacao (comercio, 2017).

3.1.6 Produccidén y exportacion

El departamento con mayor produccion de Cacao en Colombia, es Santander que aporta
46,2% de la produccion total, siguen departamentos como Arauca, Norte de Santander,
Tolima, Huila, Narifio, Antioquia, Cundinamarca, los cuales en conjunto representan el
45,4% del total de la produccién. Estos ocho departamentos participan en total, con el
91,6% de la produccién colombiana de cacao, la cual aumentd en un 3,6 % en 2016,
pasando de 54.798 toneladas a 56.785, segun lo informado por Eduard Baquero Lopez,
actual presidente ejecutivo del Fondo Nacional del Cacao (Fedecacao), en un comunicado
del portafolio-febrero 07 de 2017 (Fedecacao, 2017).

La exportacién de cacao es importante para muchas economias en desarrollo con un valor
en el mercado global de aproximadamente 12 mil millones de délares (Jiménez Tobdn,
2015); por lo cual, su potencial de produccion en todo el mundo parece prometedor
(Swisscontact, 2012). El cacao se produce para dos mercados diferentes: el mercado de
cacao convencional sin aroma que se vende por volumen para el uso en los productos
basicos y la confiteria (95% de la produccion total), y mercado de cacao fino de aroma (5%
de la produccidn total) (Stoler, 2012). EI Cacao Colombiano tiene la distincién del cacao fino
de aroma, la cual ha sido otorgada por la organizacion internacional del Cacao (ICCO), al
5% del grano mundial (Sandra Mounicou, Szpunar, Lobinski, Andrey, & Blake, 2002).

La normatividad para regular la propagacion y comercializacion de material vegetativo de
cacao en nuestro pais, esta a cargo del Instituto Colombiano Agropecuario- ICA, quién a
través de la resolucién No. 00474 de 2002 establecio las normas minimas para producir
clones de cacao en forma masiva, ademas de los procedimientos y requisitos que se deben
llenar para inscribir los jardines clonales, productores tanto de semilla para patronaje como
para proveer las varetas-portayemas para la enjertacion (Jairo Garcia Loazno, 2005).

En Colombia las exportaciones de cacao son pequefias comparadas con los grandes
exportadores de este grano a nivel mundial y se llevan a cabo en su mayoria por algunas
empresas sin inclusion social de los productores primarios. Las cantidades exportadas en
nuestro pais mostraron un descenso considerable entre 2001 y 2004, siendo alrededor de
1700 toneladas las exportadas en 2001/02, 1500 toneladas en 2002/03 y cero y 100
toneladas en los afios 2003/04 y 2004/05 respectivamente (Ruiz Pacheco, 2015). Las
empresas colombianas dedicadas a la exportacion de Cacao, se encuentran citadas en la
tabla 1, con las cantidades exportadas, en el periodo comprendido entre el 01/2013 y
04/2014.



Tabla 1. Empresas exportadoras y cantidades exportadas en Colombia, en el periodo

01/2013 y 04/2014.
Exportador Toneladas | Departamento
C. . COMPANIA CAFETERA AGRICOLA DE 801 Cundinamarca
SANTANDER S. A.
FRUTOS DE LOS ANDES FRUANDES LTDA 1 Cundinamarca
CACAO DE COLOMBIA SAS 5 Cundinamarca
CASA LUKER YO SUCESORES DE JOSE JESUS 1069 Cundinamarca
RESTREPO Y CIA SA
COLCOCOA SAS 201 Caldas
COOP CAFETERA DEL NORORIENTE COLOMBIANO 25 Santander
LTDA
FED NACIONAL DE CACAOTEROS 126 Cundinamarca
GRAN COLOMBIA TRADING LTDA 50 Cundinamarca
OCATIS A 0 Cundinamarca
TOTAL 2278,69

Fuente: Quintero hermanos Ltda. Citado por (Fedecacao, 2017).

3.2. Metales pesados

El término metal pesado se refiere a cualquier elemento quimico metélico con una densidad
relativamente alta, estos elementos son componentes naturales de la corteza terrestre y
son considerados toxicos 0 venenosos a concentraciones bajas (Gramlich et al., 2017).
Debido a su fuerte resistencia a la degradacion natural, conservan por mucho tiempo su
caracter toxico. Por lo tanto resulta de vital importancia mantener bajo control la
concentracion de los metales en el medio ambiente, y de modo especifico la de los metales
pesados (Madeddu, 2005).

Los metales pesados no son degradados o destruidos y por ello tienden a bioacumularse;
es decir, tienden a aumentar su concentracién en un organismo biolégico en un cierto
tiempo (Carbotecnia, 2014; Lenntech, 2017). Su presencia en humanos es considerada
altamente peligrosa, puesto que puede dafiar o reducir las funciones de la mente y el
sistema nervioso central, conllevar a niveles bajos de energia, y causar dafio a la
composicion de la sangre, pulmones, rifiones, higado y otros 6rganos vitales; ademas, su
exposicion a largo plazo puede resultar en el progreso lento de los procesos fisicos,
musculares y neuroldgicos degenerativos terminando en enfermedades como Alzheimer,
distrofia muscular, Parkinson, y esclerosis mdultiple e incluso cancer, por lo que se
consideran altamente peligrosos (INNOVVITA, 2014).

Dentro de los metales pesados, se encuentran el mercurio, el cadmio y el plomo, que son

perjudiciales tanto para el ser humano como para otros organismos vivos, debido a su
toxicidad y bioacumulacién (Futalan, Kan, Dalida, Pascua, & Wan, 2011). Estos metales
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provienen de actividades antropogénicas como la mineria de oro y la fundicién de metales,
la produccidn quimica, la industria de cloro-alcali, la manufactura de cemento y plastico, los
residuos industriales, municipales y hospitalarios, las emisiones de los rellenos sanitarios,
la agricultura, los pigmentos de pintura, la preparacion de aleaciones y baterias, ademas
de algunas précticas forestales (Camargo, 2002; Kirkham, 2006).

Uno de los metales de mayor preocupacién ambiental y para la salud humana, es el cadmio
(Cd), que es absorbido por las plantas, llegando al ser humano por el consumo de estos
alimentos y frutos contaminados, lo cual constituye un riesgo potencial para la salud (Hugo
Alfredo Huamani-Yupanqui, 2012), pues su acumulacion en los diferentes érganos trae
consecuencias negativas e incluso devastadoras (Kirkham, 2006).

3.2.1 Cadmio

El Cadmio (Cd) fue descubierto en 1817 como componente de la smithsonita (Madeddu,
2005),es un elemento quimico con nimero atémico 48 y masa molecular 112,411g/mol, es
un metal considerado téxico para las plantas, animales y seres humanos a bajas
concentraciones (He & Singh, 1994). Este elemento existe como componente principal de
un mineral, la greenockita (sulfuro de cadmio), que se encuentra muy raramente. El cadmio
es el metal pesado téxico mas conocido que existe (Castro Jiménez, Londofio Valencia, &
Morales Tabares, 2004), sus efectos se pueden resumir en que desnaturaliza las proteinas,
interactla con el calcio y el zinc en el metabolismo y produce dafios en la membrana celular
(Castro Jiménez et al., 2004).

El Cd entra en el medio ambiente a través de residuos industriales procedentes de procesos
como la galvanoplastia, la fabricacion de plasticos, la mineria, los pigmentos de pintura, la
preparacion de aleaciones y las baterias que contienen cadmio, ademas de los
electrodomeésticos, automéviles y camiones, implementos agricolas, partes de avion,
herramientas industriales, herramientas manuales y sujetadores de todo tipo (por ejemplo,
tuercas, pernos, tornillos, clavos) que son cominmente revestidos con este elemento. El
cadmio también se utiliza para los diales luminiscentes, en fotografia, curado con caucho,
fungicidas e incluso en el tabaco (Kirkham, 2006).

EL Cd suele entrar en los suelos mediante la adicion de lodos, compost o fertilizantes
(Kirkham, 2006), en los suelos no contaminados sus concentraciones oscilan entre 0,01 y
1,1 mg/kg con un promedio de 0,41 mg/kg; sin embargo, las concentraciones reportadas,
varian entre paises e incluso entre regiones de un mismo pais o épocas en una misma
region, dados los cambios en los factores de contaminacién (E Chavez et al., 2015). A pesar
de que el cadmio no cumple ninguna funcion metabdlica en las plantas, es facilmente
absorbido por ellas como catién divalente (Cd?*), que es la forma mas predominante y movil
de este elemento en el suelo y el medio ambiente en general (Cui, Hao, Zhang, He, & Yang,
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2016; E Chavez et al., 2015; McLaughlin & Singh, 1999; Pinzas, 2016) y acumulado en su
raiz, sus ramas y las partes comestibles de estas, como en el caso del cacao (Theobroma
cacao, L.); en el cual se ha reportado presencia de cadmio en sus granos. Las plantas
pueden tolerar la concentracion de Cd a niveles bajos sin expresar ningun sintoma de
toxicidad, pero su acumulacion en las partes comestibles conlleva a efectos adversos en la
salud humana, dada la ingesta de los mismos (E Chavez et al., 2015), la cual da lugar a
graves dafios en érganos como los pulmones y el higado, lo que eventualmente conduce a
la aparicion de cancer y otros trastornos mortales, por lo cual la contaminacion por cadmio
representa una amenaza mundial para la seguridad alimentaria y la salud humana (E
Chavez et al., 2015).

Aunqgue la dosis exacta considerada como letal por ingestién de Cd es desconocida, se
sabe que pequefias ingestiones de tan sélo algunos miligramos de este, causan la aparicion
de sintomas notables; adicionalmente, los hallazgos patolégicos en los casos mortales por
ingestion de cadmio, son: inflamacién gastrointestinal intensa, asi como lesién hepética y
renal o la presencia de efisema (estrucplan, 2009).

Teniendo en cuenta la importancia econémica del Cacao y el consumo de sus productos a
nivel mundial, la captacion de cadmio por las plantas de cacao (Theobroma cacao L.) ha
atraido recientemente la atencion y ha generado preocupacion publica, ya que se han
encontrado altas concentraciones del mismo en sus granos cultivados en suelos con niveles
de Cd intermedios (E Chavez et al., 2015), y también en sus productos finales (Manton,
2013). La planta de cacao absorbe el Cadmio que existe por naturaleza en los suelos y los
concentra en las semillas grasosas. Este elemento afecta al Cacao en grano procedente de
determinadas zonas de algunos paises productores, sobre todo la region de América Latina
y el Caribe. Aunque un nivel elevado de cadmio en los granos se asocia con unos niveles
naturalmente elevados de cadmio en el suelo, también es probable que los niveles se vean
afectados por varios factores, entre ellos el caracter fisico y quimico del suelo, la variedad
de cacao cultivada y distintos factores antropogénicos, entre los que destaca el empleo de
fertilizantes contaminados (CAOBISCO/ECA/FCC, 2015).

3.2.2 Legislacién relacionada con el cadmio en cacao

El cacao colombiano esta bien posicionado en el mercado internacional por su sabor y
aroma; sin embargo, en materia de contaminantes, existe una preocupacion a escala
nacional, debido a la presencia de cadmio en las semillas. Actualmente en Europa, el limite
maximo de cadmio en cacao es de 0,9 mg/Kg no obstante, debido a los resultados de las
diferentes investigaciones relacionadas con el contenido de cadmio en diferentes alimentos,
las cuales muestran que los productos asociados con el chocolate suelen presentar
mayores concentraciones de dicho elemento, con valores medios mayores a 100 pg/Kg
(Authority, 2012) , la Comunidad Europea comenzara a exigir al cacao y sus derivados unos
niveles maximos de cadmio mas rigurosos a partir del 2019 (Commission, 2014). En
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Colombia, Hong Kong, México, Brasil, Chile, Bolivia, Peru, Japén, Ecuador, Venezuela,
Rusia, Nicaragua, Guatemala, Canada, Sudafrica, no se encuentran legislados limites
méaximos de cadmio en productos derivados de cacao (Jiménez Tobdn, 2015).

A continuacion, se detalla la evolucion de las regulaciones con respecto al cadmio en Cacao
en la OMC y el CODEX Alimentarius:

» Comunidades Europeas y su limite maximo (LM) para el cadmio:

El 19 de diciembre del 2006, la unién Europea (UE) expidié el reglamento (CE)
N°881/2006, que sefala los niveles de cadmio tolerables para los distintos
productos. En esta Reglamentacion no se encuentran definidos los limites tolerables
para el cacao y sus derivados, pues no se considera al cacao y chocolates como
una fuente significativa de consumo de cadmio. En 2007, por una publicacion en la
revista “Der Spiegel” de Alemania, sobre la presencia de cadmio en el chocolate y
la posibilidad de que este metal sea un agente cancerigeno, el tema se convirtié en
una preocupacion sanitaria que llevd a la discusion internacional sobre esta
reglamentacién (Rivera, 2013)

En mayo del 2011 se presentd la propuesta de la modificacion del reglamento
N°881/2006 EC, por la direccién general de salud y proteccion al consumidor DG-
SANCO; en la cual, se sugiri6 un nivel de cadmio en cacao y chocolates de 0,30 —
0,5 mg/kg. La Unién Europea (UE) analiz6 la posibilidad de enmendar el reglamento
(CE) N°881/2006, para incluir en la lista los limites maximos (LM) de cadmio para el
cacao y productos de chocolate, a través de la Regulaciéon (CE) N°420/2011 y de
acuerdo a la definicion de la directiva 2000/36/EC (Rivera, 2013).

El 16 de septiembre del 2013, la Union Europea notifico al comité de medidas
sanitarias y Fitosanitarias de la Organizacion mundial del comercio (OMC) la
enmienda al reglamento Europeo N° 1881/2006, en el cual se establecen niveles
maximos (NM) de cadmio para el chocolate y productos derivados de cacao, que
entra en vigor a partir del 1 de enero del 2019 (Ecuador, 2013). Para chocolate y
cacao en polvo, se establecieron de manera definitiva entre diciembre 2011 y enero
2012, cantidades permitidas de cadmio en un rango de 0,3 a 0,5 mg/Kg.

» Otras regulaciones internaciones

Segun legislacion Australiana y Neozelandesa de Metales pesados (Australian New
Zealand Food Code), el contenido maximo de cadmio para chocolates y productos
de cacao es de 0,5 mg/Kg (Agropecuarias, 2010).
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Reglamento (CE) N°333/2007, control oficial sobre los niveles de plomo, cadmio,
mercurio, estafio inorganico, 3-MCPD y benzo(a)pireno en los productos
alimenticios (Rivera, 2013).

Segun las normas alimentarias del Comité del Codex sobre Contaminantes de los alimento,
niveles maximos para el cadmio en el Licor de cacao y productos derivados son:

Tabla 2. Propuestas de niveles maximos para el cadmio en el chocolate y productos
derivados del cacao de Colombia.

Productos Nivel maximo de Cadmio mg/kg
Licor de cacao 5
Cacao en polvo sin adicion de azucar 4
Chocolate (chocolatina) con leche con un 0,2
contenido de materia seca total de cacao < 30 %
Chocolate (chocolatina) con un contenido de 0,4

materia seca total de cacao < 50 %; chocolate con
leche con un contenido de materia seca total de
cacao = 30 %

Chocolate (chocolatina) con un contenido de 2,5
materia seca total de cacao = 50 %
Cacao en polvo con adicion de azlcar 0,4

Fuente: (Invima, 2015)
3.3. Técnicas instrumentales de analisis

Las técnicas de andlisis instrumental son el conjunto de métodos para realizar los
procedimientos de la guimica analitica mediante el uso de instrumentos (Hernandez, 2009),
cuya finalidad es la determinacion de la composicion quimica cualitativa o cuantitativa de
una muestra natural o artificial, para caracterizarla o encontrar y/o cuantificar un
contaminante especifico (L., 2017). Los métodos instrumentales de andlisis se basan en la
medida de alguna propiedad fisica del analito denominada sefial analitica (conductividad,
potencia |, absorcién o emision de luz, etc.), relacionada con la naturaleza del analito y su
concentracion (Pefia, 2008)

Gran parte de las técnicas instrumentales pertenecen a alguna de las tres areas
consideradas como principales: Espectroscopia, electroquimica y cromatografia. Aunque
algunas técnicas importantes (incluyendo la espectrometria de masas y el andlisis térmico)
no se ajustan convenientemente a estas clasificaciones; sin embargo, estas tres areas
proporcionan la base de un estudio sistematico de la instrumentacién quimica (Gomis
Yagues, 2008).

Los métodos instrumentales de andlisis quimico se han convertido en el principal medio

para obtener informacion en diversas areas de la ciencia y la tecnologia. La velocidad, la
alta sensibilidad, los bajos limites de deteccion, las capacidades de deteccion simultanea y
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el funcionamiento automatizado de instrumentos modernos, comparados con los métodos
clasicos de andlisis, han creado este predominio. Los profesionales en todas las ciencias
basan decisiones importantes, resuelven problemas y avanzan sus campos usando
mediciones instrumentales. Como consecuencia, todos los cientificos estan obligados a
tener una comprension fundamental de los instrumentos y sus aplicaciones con el fin de
responder con confianza y precision a sus necesidades (Guthrie, Beauchamp, Buettner, &
Lavine, 2015).

En la actualidad existen diversas técnicas para la determinacion de metales pesados
presentes en los alimentos, dentro de las cuales se encuentran fluorometria y
espectrofotometrias, tales como: espectrometria de absorcion atomica (Atomic Absorption
Spectrometry -- AAS), espectrometria de absorcién atdmica de llama (Flame Atomic
Absorption Spectrometry - FAAS), espectrometria de absorcién atomica de horno de grafito
(Graphite Furnace Atomic Absorption Spectrometry -GFAAS), espectrometria de absorcién
por generacion de hidruros (Hydride Generation Atomic Absorption Spectrometry - HGAAS),
espectrometria de emision atémica de plasma acoplado inductivamente (Inductively
Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry - ICP-AES) y espectrometria de masas
de plasma acoplado inductivamente (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry - ICP-
MS) (Cuaréan, 2017).

En los ultimos 30 afios ha aumentado el interés sobre la determinacion y cuantificacion de
diferentes metales pesados en alimentos, tales como cadmio, plomo, cobre y arsénico.
Algunos de estos analisis se han llevado a cabo en almendras de dos variedades de cacao
(Theobroma cacao L.), hibrido y porcelana (Lanza, Churién, Liendo, & Lépez, 2016),
productos semielaborados de chocolate(Acosta & Pozo, 2013; Chandra, Singh, & Sarkar,
2014; Lee & Low, 1985), cacao en polvo y productos afines (S Mounicou, Szpunar, Andrey,
Blake, & Lobinski, 2003), suelos y hojas del cacao (Huamani-Yupanqui, Mansilla-Minaya,
Florida-Rofner, & Neira-Truijillo, 2012).

La extraccién del metal en su mayoria, se ha realizado mediante digestion via acida, con
un pre-tratamiento de secado y calcinacion de las muestras y la determinacion y
cuantificacion del mismo, mediante espectrometria de emisién atébmica de plasma acoplado
inductivamente (Lee & Low, 1985) y absorcion atdbmica acoplada con horno de grafito
(Acosta & Pozo, 2013), obteniendo recuperaciones medias de 90 a 97% (Lee & Low, 1985).
También se han empleado otras metodologias, como enzimdlisis secuencial (S Mounicou
et al., 2003) y el uso de un electrodo selectivo de membrana de PVC, para la determinacion
de iones de cadmio (ll) presentes en el chocolate, mostrando resultados con buena
selectividad y sensibilidad hacia el ion cadmio sobre una amplia variedad de cationes,
incluyendo iones alcalinos, alcalinotérreos, de transicion y de metales pesados (Chandra et
al., 2014).
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En diferentes estudios realizados en muestras de cacao y en diferentes tipos de chocolates,
se han reportado niveles de cadmio que oscilan entre 0,001 a 2,73 pg / g con promedios
de 0,105 pg/gy 0.35 mg/kg (Dahiya, Karpe, Hegde, & Sharma, 2005; Pozo Acosta, 2013);
adicionalmente, se han reportado mayores concentraciones en muestras de polvo de
cacao, con valores entre 94 a 1833 ug/kg respectivamente (S Mounicou et al., 2003;
Rehman & Husnain, 2012). Algunos estudios relacionados con la concentracion de plomo
y cadmio en los granos de cacao provenientes de Africa (Costa de Marfil) y Sudamérica
(Ecuador) han reportado concentraciones de alrededor de 0,5 mg/Kg (Prugarova & Kovac,
1987).

En Colombia se ha realizado la determinacion de algunos metales pesados como el cadmio
en muestras de suelo y granos de cacao frescos y fermentados, mediante espectroscopia
de adsorcion atémica de llama, empleando las normas AOAC 999.11, EPA 3050B y NOM
021 (GENNY ROCIO MARTINEZ, 2010) y en cacao de diferentes especies mediante
métodos de voltamperometria con electrodo de mercurio y electrodo de carbdén vitreo,
encontrando concentraciones que superaron los niveles maximos permisibles, establecidos
por la FAO/OMS (1500 ppb para caco en polvo) en este tipo de alimentos (Nifio Bernal,
2015). Adicionalmente, se ha evaluado la presencia de cadmio en chocolate amargo con
65% de cacao producido en Colombia y en chocolates extranjeros con diferentes
porcentajes de cacao, mediante digestion acida y espectrofotometria de absorcién atémica
de llama (FAAS), encontrando concentraciones promedio de 4,048 mg/kg en el caso del
chocolate colombiano, las cuales superan los limites establecidos por el Codex Alimentarius
(2,0 mg/kg) y la Unién Europea (0,8 mg/kg) (Echeverry & Reyes, 2016).

3.3.1 Espectroscopia de absorcion atomica

El fenédmeno de la absorcion atémica (AA) se observd por primera vez en 1802 con el
descubrimiento de las lineas de Fraunhofer en el espectro solar. No fue hasta 1953 que el
fisico australiano Sir Alan Walsh demostré que la absorcién atdmica podria ser utilizada
como una herramienta analitica cuantitativa (Farmer, 1993).

La espectrometria de absorcion atomica (AAS) es una técnica analitica que mide las
concentraciones de elementos, es sensible, ya que puede medir hasta partes por billon de
un gramo en una muestra. La técnica hace uso de las longitudes de onda de la luz
especificamente absorbida por un elemento. Corresponden a las energias necesarias para
promover electrones de un nivel de energia a otro nivel de energia mas alto. Los atomos
de diferentes elementos absorben las longitudes de onda caracteristicas de la luz. Analizar
una muestra para ver si contiene un elemento en particular significa usar la luz de ese
elemento. Por ejemplo, con cadmio, una lampara que contiene cadmio emite luz procedente
de atomos de cadmio excitados que producen la combinacion correcta de longitudes de
onda para ser absorbida por cualquier &tomo de cadmio de la muestra. En AAS, la muestra
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es atomizada - es decir, convertida en atomos libres de estado fundamental en el estado
de vapor - y un haz de radiacién electromagnética emitida a partir de &tomos de cadmio
excitados se hace pasar a través de la muestra vaporizada. Parte de la radiacion es
absorbida por los &tomos de cadmio de la muestra. Cuanto mayor es el nimero de atomos
que hay en el vapor, mas radiacion se absorbe. La cantidad de luz absorbida es
proporcional al nimero de &tomos de cadmio. Se construye una curva de calibracion
ejecutando varias muestras de concentracion de cadmio conocida en las mismas
condiciones que las desconocidas. La cantidad absorbida por el patron se compara con la
curva de calibracion y esto permite calcular la concentracion de cadmio en la muestra
desconocida. Por consiguiente, un espectrémetro de absorcion atbmica necesita los tres
componentes siguientes: una fuente de luz; Una célula de muestra para producir &tomos
gaseosos; Y un medio para medir la luz especifica absorbida (Welz & Sperling, 2008).Dicha
técnica se utiliza con el fin de determinar el mayor nimero de elementos en una gran
variedad de matrices, basadas en la identificacion de analitos mediante el espectro emitido
0 absorbido por los mismos (quimicos, 2012).

Algunas de las principales ventajas de la espectroscopia de absorcion atémica sobre
técnicas de determinacién de metales pesados son: Manejo sencillo, preparacion de la
muestra suele ser sencillo, puede analizar hasta 82 elementos de forma directa, pocas
interferencias, precisiéon 1% del coeficiente de variacién, limites de deteccién < ppm vy el
costo del equipo es razonable (Pérez, 2013).

La AAS se ha convertido en una de las herramientas mas utilizadas en quimica analitica.
Esto se debe a que para la determinacion de la mayoria de metales y metaloides la técnica
ofrece suficiente sensibilidad para muchas aplicaciones y esta relativamente libre de
interferencias. En esta técnica se utilizan dos células de atomos basicos (un medio para
convertir la muestra, usualmente un liquido, en atomos libres): (1) la llama y (2) el
calentamiento electrotérmico de una célula de muestra. Generalmente se reconoce que Si
hay suficiente analito en la muestra, entonces se debe determinar usando una técnica de
llama porque esto tiene ventajas afiadidas de ser rapido (suponiendo que sélo se necesitan
determinar unos pocos elementos) (Hill & Fisher, 2017).

3.3.1.1 Espectrometria de absorcion atdbmica de llama

La elecciébn del método analitico, depende de diferentes factores; tales como, la
instrumentacion disponible, la experiencia del laboratorio, los niveles de concentracion del
analito y el nimero de muestras a analizar (Cuarén, 2017).

La espectroscopia de absorcion atomica con llama es el método mas empleado para la
determinacion de metales en una amplia variedad de matrices, su popularidad se debe a
su especificidad, sensibilidad (ppb) y facilidad de operacién. En este método la solucion
muestra es directamente aspirada a una llama de flujo laminar. La llama tiene como funcién
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generar atomos en su estado fundamental, de los elementos presentes en la solucion
muestra. Usa temperaturas cercanas a los 1500-3000°C que son suficientes para producir
la atomizacion de un gran niumero de elementos, los que absorberan parte de la radiacién
proveniente de la fuente luminosa empleada (Rasmilic, 2015).

El espectrometro de absorcion atémica de llama (FAAS) permite la deteccion vy
determinacion de metales en cualquier tipo de muestra industrial siempre y cuando pueda
ser solubilizada. Esta técnica estd especialmente indicada para determinar elementos
alcalinos, alcalinotérreos y metales pesados presentes en cualquier tipo de muestra
susceptible de ser disuelta. Los niveles de concentracidon que se pueden analizar van de
desde % hasta ppb (partes por billén) (UMA, 2013).

3.4. Validacion de métodos analiticos

Un método analitico se define como la descripcién de la secuencia de actividades, recursos
materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis de un
componente en una muestra. Un analito se define como un componente especifico en una
muestra a medir en un analisis; por lo que un método analitico mide un componente
especifico (analito) en una muestra y como todo proceso de medicién, debe ser confiable
para ser utilizado con un propésito definido (Vazquez Moreno, 2015).

La validacion de un método analitico, es el proceso por el cual se establece, mediante
estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio del método cumplen con los
requisitos para las aplicaciones analiticas previstas, con lo cual se establece si un método
analitico es aceptable para su proposito y por ende su aplicacion es recomendable
(Farmaceutico., 2002; Green, 1996). Este proceso, posee varias caracteristicas; dentro de
las cuales, se encuentran la linealidad, la especificidad, el limite de deteccién, el limite de
cuantificacion, la precision y la exactitud, entre otras.

3.4.1 Linealidad

Es la capacidad del método analitico para obtener resultados directamente proporcionales
a la concentracion o cantidad del analito en un rango definido. Se determina mediante el
tratamiento matematico de los resultados obtenidos en el analisis del analito a diferentes
cantidades o concentraciones. La seleccién del rango y del nimero de puntos
experimentales esta estrictamente relacionado con la aplicacién del método (Castillo Aguilar
& Gonzélez Hernandez, 1996).
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3.4.2 Especificidad

Habilidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de componentes que se
puede esperar que estén presentes. Tipicamente éstos pueden incluir impurezas, productos
de degradacion, la matriz, etc (Rueda Robayo, Mufioz, & Angélica, 2015).

3.4.3 Limite de deteccidn

Existen distintas formas de definir los limites de deteccion de un método de acuerdo a
criterios estadisticos, basados en el cociente entre la magnitud de la sefial medida y el ruido
de fondo producido por el instrumento o por el blanco analitico (Richter, 2017).

Habitualmente el limite de deteccion (LOD) se define como la cantidad o concentracion
minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un método analitico
determinado. Intuitivamente, el LOD seria la concentracién minima obtenida a partir de la
medida de una muestra (que contiene el analito) que seriamos capaces de discriminar de
la concentracion obtenida a partir de la medida de un blanco, es decir, de una muestra sin
analito presente. El primer problema aparece en la palabra fiabilidad, puesto que ésta
implica la introduccion de la estadistica en la propia definicion de LOD y en su calculo
posterior (Boqué, 1999).

El limite de deteccidén se calcula mediante la siguiente ecuacion:
LOD=X+3SD  (Ecuaci6n 1)

Donde X es el valor medio de las determinaciones y SD es la desviacién estandar de las
medidas.

3.4.4 Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LOQ) es la menor cantidad de analito en una muestra que puede
determinarse con precisién y exactitud aceptables bajo las condiciones del experimento
establecidas (Farmaceutico., 2002). Otra definicion posible corresponde a la concentracion
minima de un analito que puede ser cuantificada en una matriz real, la cual es tratada
siguiendo todas las etapas del método empleado, incluyendo separaciones vy
pretratamientos. Esta minima concentracion produce una sefial cuantificable con un nivel
de confianza definido (Richter, 2017).

El limite de deteccién se calcula mediante la siguiente ecuacion:

LOQ=X + 10SD  (Ecuacién 2)
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Donde X es el valor medio de las determinaciones y SD es la desviacién estandar de las
medidas.

3.4.5 Precision

La precision es una medida de la dispersion de los datos en torno a un valor central o el
grado de concordancia entre mediciones replicadas de la misma cantidad, y puede
expresarse como rango, desviacion estandar, porcentaje del coeficiente de variacion (%CV)
o la varianza (Cafez-Carrasco & Garcia-Alegria, 2015).

3.4.6 Exactitud

Medicion de la diferencia entre los resultados previstos del analisis y el valor de referencia
aceptado, debido a un error sistematico del método y del laboratorio. Normalmente se
expresa en porcentaje. La exactitud y la precisién determinan el error total del analisis. La
exactitud se determina tedricamente utilizando material de referencia certificado (MRC) si
es posible, métodos de referencia, estudios en colaboracién o mediante comparacién con
otros métodos (Weights & Measures, 1984).

3.5. Andlisis estadisticos

El analisis estadistico proporciona una metodologia de andlisis de la informacion que
permite dar validez y/o confiabilidad a los datos y resultados obtenido de la observacién de
un fenébmeno o de la experimentacion con el mismo. Para este objetivo, la estadistica a
través de un mecanismo observacional o experimental, toma una muestra de datos de una
poblacién en estudio, realiza un exhaustivo analisis de los datos, para luego describir y/o
generalizar las conclusiones obtenidas de la muestra a toda la poblacion involucrada en el
estudio (Contreras, 2015).

3.5.1. Metodologia de superficies de respuesta

La metodologia de superficie de respuesta (0 RSM, de Response Surface Methodology) es
una técnica de optimizacion basada en planeamientos factoriales que fue introducida por
G.E.P. Box en los afios cincuenta, y que desde entonces ha sido usada con gran suceso
en el moldeamiento de diversos procesos industriales. Esta metodologia, por ejemplo,
investiga el efecto de diversos factores como concentracion de un reactivo, velocidad de
agitacion, entre otros, en el rendimiento de una determinada reaccion. (Calidad, 2011).

La metodologia de superficies de respuesta (MSR) es una técnica estadistica que permite
al investigador inspeccionar una respuesta, que se puede mostrar como una superficie,
cuando los experimentos investigan el efecto que tiene el variar factores cuantitativos en
los valores que toma una variable dependiente o de respuesta (Munoz Sierra, Camargo
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Trillos, & Gallego Suarez, 2009). La investigacion de una superficie de respuesta en primera
instancia aborda la localizacién de la region en la cual se encuentra la respuesta éptima
“¥Y”, en las siguientes etapas, luego de comprobar experimentalmente, va reduciendo la
superficie de respuesta en estudio, en algunos casos hasta obtener la convergencia en un
punto Optimo. El proceso se inicia con la planificacibn de un disefio experimental
exploratorio que permite la aproximacion a la superficie mediante la representacion
matematica de los modelos mas simples, entre estos tenemos un modelo de primer orden
(lineal) sin interacciones o productos cruzados (ecuacion 3) o un modelo de primer orden
(lineal) con interacciones o productos cruzados (ecuacion 4).

"= Bo + Z Bix; + = (Ecuacion 3)
i=1
j-1

_'€“+Z'}“+Z‘:Z Bjriz; + e, (Ecuacion 4)

j=2 i=1

Donde ¢ representa el ruido o error observado en la respuesta Y, xi son factores
cuantitativos observados.

Primero, se utilizan experimentos factoriales completos 2% o fraccionarios 2**, con el fin de
estimar las respuestas medias para un modelo lineal o de primer orden, como el de la
ecuacion 3. Se recomienda generalmente agregar dos 0 mas observaciones en el nivel
medio de cada uno de los factores para estimar el error experimental y tener un mecanismo
de evaluacién para saber si el modelo lineal es apropiado. Una vez identificada la region de
respuesta Optima, los disefios factoriales completos o fraccionarios a dos niveles no son
suficientes, pues se requieren al menos tres niveles para cada factor y el disefio debe de
tener 1 + 2k + k(k — 1 )/2 puntos distintos para estimar los pardmetros de un modelo de
regresion cuadratica.

Por otra parte, entre los disefios experimentales que pueden ser utilizados en el modelo
cuadratico o de segundo orden (ecuacion 5) estan los experimentos factoriales 3%; sin
embargo, estos son considerados poco practicos por el elevado numero de combinaciones
de tratamientos que requieren. Existen otros disefios desarrollados para la aproximacion a
una superficie de segundo orden, que no requieren tantas combinaciones de tratamientos,
entre estos estan los disefios centrales compuestos propuestos por Box y Wilson, y los
disefios Box-Behnken (Careaga, 2015).

_.€0+Zi1,+22'§”3 I?+Z.}“?_+“ (Ecuacion 5)

Jj=2i=1
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El procedimiento general para RSM consiste en: (Gunaraj & Murugan, 1999):

1. Disefiar una serie de experimentos para la medicién suficiente y fiable de la
respuesta deseable.

2. Determinar el conjunto mas deseable de parametros experimentales que producen
un valor maximo o minimo de la respuesta.

3. Expresar los efectos directos e interactivos de los parametros del proceso como
tramas de dos y tres dimensiones.

Una vez que los factores importantes que afectan a un proceso han sido identificados,
usualmente corridas adicionales son necesarias para desarrollar la localizacion de las
condiciones optimas de los factores. Puesto que “6ptimo” implica a menudo un minimo o
maximo, los disefios para optimizacion implican por lo menos tres niveles por cada factor
para poder estimar la curvatura. En STATGRAPHICS, diferentes tipos de disefios son
populares para la optimizacion de la respuesta se han agrupado todos como Disefios de
Superficie de Respuesta. Estos incluyen (Upload, 2015) :

Disefio Central Compuesto
Disefio Factorial a Tres-Niveles
Disefio Box-Behnken

Disefio Draper-Lin

3.5.1.1 Disefo central compuesto

Cuando se busca un modelo de segundo orden que se ajuste a los datos, el disefio central
compuesto, también llamado Box-Wilson es uno de los disefios mas utilizados, por su gran
flexibilidad. Se empieza con un disefio factorial o factorial fraccionado a dos niveles
(conocido como la porcion factorial), n, puntos centrales (que sirven para examinar la
presencia de curvatura, dar informacion acerca de los efectos cuadraticos y estimar la
magnitud del error experimental) y 2k puntos axiales o puntos estrella (Tarazén, 2004).

3.5.1.2 Disefio factorial a tres-niveles

Estos disefios consisten de todas las combinaciones de 3 niveles de cada factor
experimental. El disefio central compuesto implica cinco niveles de cada factor
experimental. Disefios mas simples pueden realizarse usando solamente tres niveles por
cada factor, un nivel bajo (-), nivel central (0), y un nivel alto (+). Los disefios factoriales a
tres niveles generan corridas en cada combinacién de estos tres niveles. Con 3 factores
experimentales, se obtienen 27 corridas (Upload, 2015).
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3.5.1.3 Disefio Box-Behnken

Este es un tipo de disefio experimental, propuesto por Box y Behnken, el cual tiene tres
niveles en cada factor, lo que permite la estimacién de un modelo cuadratico completo
incluyendo interacciones, consiste de un conjunto de corridas donde cada par de factores
es variado entre sus niveles bajo y alto, mientras los demas factores experimentales se fijan
en el nivel medio (Enrique, Surendra, & Arnaldo, 2011; Tarazén, 2004).

3.5.1.4 Diseio Draper-Lin

Cuando los costos de experimentacion son altos, el experimentador desearia reducir el
namero de corridas lo mas pequefio posible. El disefio Draper-Lin es un Disefio central
compuesto mas pequefio en el cual una porciéon central del disefio es menor que una
resolucion V (Upload, 2015).

3.5.2. Anova

El analisis de la varianza (ANOVA cuyas siglas significan Analysis Of Variance, segun
terminologia inglesa) es una coleccion de modelos estadisticos y sus procedimientos
asociados, en el cual la varianza esta particionada en ciertos componentes debidos a
diferentes variables explicativas. Se utiliza cuando queremos contrastar mas de dos
medias, por lo que puede verse como una extension de la prueba t para diferencias de dos
medias (Andino & Belén, 2012; Tamayo, 2015).

El objetivo principal de muchos experimentos consiste en determinar el efecto que sobre
alguna variable dependiente Y tienen distintos niveles de algun factor X (variable
independiente y discreta). Esencialmente, el disefio para el andlisis simple de la varianza
consistir4 en obtener muestras aleatorias e independientes del valor de Y asociado a cada
uno de los distintos niveles del factor X1, X2,..., Xn. Entonces podremos determinar si los
diferentes niveles del factor tienen un efecto significativo sobre el valor de la variable
dependiente. El funcionamiento de la técnica ANOVA simple es, a grandes rasgos, el
siguiente: a fin de comparar las medias de Y asociadas a los distintos niveles del factor (X1,
X2,..., Xn), compararemos una medida de la variacién entre diferentes niveles (MS-factor)
con una medida de la variacién dentro de cada nivel (MS-error). Si el MS-factor es
significativamente mayor que el MS-error, concluiremos que las medias asociadas a
diferentes niveles del factor son distintas. Esto significa que el factor influye
significativamente sobre la variable dependiente Y. Si, por el contrario, el MS-factor no es
significativamente mayor que el MS-error, no rechazaremos la hipotesis nula de que todas
las medias, asociadas a diferentes niveles del factor, coinciden (Terrddez & Juan, 2003).

Los modelos que permite construir el ANOVA pueden ser reducidos a la siguiente forma:
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(Valor observado) =) (efectos atribuibles) + > (efectos no atribuibles o residuales).

El valor observado se refiere al que se obtiene en la variable cuantitativa dependiente. Los
efectos atribuibles son parametros o variables aleatorias que son el resultado de cambios
en los factores o variables independientes y, por tanto, atribuibles a ellos. Aquellos efectos
no atribuibles a ningun factor controlado se denominan efectos residuales o variables
aleatorias residuales (Tamayo, 2015).
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4, METODOLOGIA
4.1. Muestreo y almacenamiento.

Las muestras empleadas durante la estandarizacion y validacion fueron
recolectadas en diferentes departamentos del pais (figura 6), tales como Caldas,
Norte de Santander y Huila. Una vez recolectadas las muestras, se realiz6 un
cuarteo en el laboratorio de Colcocoa (ver figura 7), con el fin de obtener una
submuestra de aproximadamente 250 gramos, la cual se almacend en una bolsa
plastica herméticamente sellada, hasta su posterior pretratamiento.
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Figura 6. Ubicacion procedencia de las Figura 7. Cuarteo de las muestras.
muestras. Fuente: Autor

Fuente: (maps, 2017)

4.2. Pretratamiento de la muestra

El pretratamiento de las muestras se llevo a cabo tal como se realiza en la actualidad por
la empresa Colcocoa y acorde al recomendado por Gramlich y colaboradores (Gramlich et
al., 2017). , este procedimiento consistié en fermentar cada muestra de frijol de cacao en
una caja de madera herméticamente sellada durante 5-6 dias y posteriormente secarlas al
sol durante 1-3 dias. Una vez secos, los frijoles se sometieron a molienda en una cocoat
manual cracker deluxe (cocoatown, EE.UU) (figura 8a.) y seguidamente a una clasificadora-
separador-limpiador (cocoatown, EE.UU) (Figura 8b), esto con el fin de retirar la cascara
del grano de cacao.
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Figura 8. Equipos utilizados en el pretratamiento de las muestras. (A) Cococat cracker y (B)
Clasificadora.
Fuente: Autor. Equipos ubicados en Laboratorio de Analisis, Colcocoa.

4.3. Dopaje de las muestras

Una vez realizado el pre-tratamiento, se tomaron 60 gramos de grano triturado y
homogeneizado y se realizé el dopaje con 50 mL de una solucién de cadmio (Cd) 0,6 ppm,
con un tiempo de contacto de aproximadamente una hora, segun la metodologia
recomendada por Martinez y colaboradores (GENNY ROCIO MARTINEZ, 2010). La mezcla
se sometié a secado al sol durante 4 horas y posteriormente, con la finalidad de verificar
gue el proceso de dopaje fue satisfactorio, se realizé un andlisis preliminar del mismo, que
consistié en analizar 10 alicuotas aleatorias de la muestra dopada, mediante digestién acida
y espectroscopia de absorcion atémica, 48 horas después de realizado el dopaje. Los
resultados obtenidos, se analizaron estadisticamente empleando un ANOVA, para
corroborar la no existencia de diferencias estadisticamente significativas entre la
concentracion de dichas alicuotas, lo cual indica un dopaje homogéneo en las muestras a
trabajar.

4.4. Metodologia de superficies de respuesta

En este trabajo, se construyé un modelo de superficies de respuesta para obtener los
ensayos de digestion necesarios mediante Box-Behnken, para encontrar las condiciones
Optimas de analisis. Estos ensayos se realizaron y leyeron en un espectrofotometro de
absorcion atomica para determinar la concentracibn de cadmio en las muestras y
posteriormente realizar su validacion.
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Los factores que se incluyeron en el modelo fueron: tiempo de analisis (10 — 60 minutos),
temperatura (40°C — 200°C), cantidad de muestra (300 — 700 mg), volumen de acido nitrico
(1 — 12 mL) y volumen de peréxido de hidrogeno (1 — 12 mL); los cuales, fueron escogidos
teniendo en cuenta el método actualmente empleado en Colcocoa, los requerimientos
técnicos del digestor de la empresa (MILESTONE-ETHOS UP, fabricado en Shelton,
Connecticut-EE.UU.) y las recomendaciones de otros autores (Arévalo-Gardini, Arévalo-
Hernandez, Baligar, & He, 2017; E Chavez et al., 2015; E. Chavez et al., 2016; Gramlich et
al., 2017; Lee & Low, 1985).

Los ensayos se realizaron en un digestor Ethos UP-milestone (figura 9A) y las mediciones
en un espectrofotdmetro de absorcion atomica (Thermo Scientific-iCE 3000) (figura 9B), a
una longitud de onda de 228,8 nm, utilizando una lampara de catodo hueco y una llama de
aire-acetileno. EI método mencionado anteriormente es acorde a la metodologia empleada
por otros autores (Arévalo-Gardini et al., 2017; E. Chavez et al., 2016; GENNY ROCIO
MARTINEZ, 2010).

— (A)

Figura 9. Equipos utilizados en el proceso de extraccién y cuantificacion de cadmio. (A) Digestor
(ETH OS UP) y (B) Espectrofotometro de absorcion atémica.
Fuente: Autor. Equipos ubicados en Laboratorio de Analisis, Colcocoa

4.5 Validacion del método analitico

Una vez se obtuvieron las condiciones 6ptimas de analisis, se procedio6 a validar el método
estandarizado, evaluando su porcentaje de recuperacion, su exactitud, precision, limite de
deteccion, limite de cuantificacion y repetibilidad.
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45.1 Rangoy linealidad

Se establecié un rango de andlisis de 0,01 ppm hasta 1,6 ppm, teniendo en cuenta el
historial de andlisis de la empresa Colcocoa y los valores establecidos en la nueva
legislacion internacional y nacional, que regira a partir del 2019. De esta forma, la curva de
calibracién empleada se realiz6 con los siguientes valores de concentracion en partes por
millon (ppm): 0,01; 0,05; 0,1; 0,3; 0,5; 1,0 y 1,6. Dicha curva se realizé por triplicado, asi
como las diferentes soluciones que la componen.

45.2 Limite de deteccidon y limite de cuantificacidon

Para determinar los limites de deteccion y cuantificacion, se realizaron 5 lecturas de un
patron de baja concentracion (0,0015 ppm) muy cercana al blanco. Una vez obtenidos los
datos de dichas lecturas se aplicaron las ecuaciones 1y 2, enunciadas en los items 3.4.3 y
3.4.4 respectivamente.

4.5.3 Porcentaje de recuperacion

Para determinar el porcentaje de recuperacion, se doparon tres muestras de cacao una con
concentracion alta, otra con concentracion media y la Ultima con concentracién baja; con la
finalidad de evaluar la recuperacion del método en el rango de concentracion establecido
en la curva de calibracion. De cada muestra se utilizaron 45 gramos y la metodologia
expuesta anteriormente en el item 4.3 (dopaje de muestra). Cabe mencionar que las
muestras de cacao empleadas para estos dopajes pertenecian a un mismo lote y no
contenian cadmio; lo cual, se corroboré analizando las muestras antes de su dopaje.

45 gramos de cacao triturado se doparon en cada caso, con 50mL de solucion de cadmio
(Cd) 45 ppm (concentracion alta), 15 ppm (concentracion media) y 0,36 ppm (concentracion
baja), respectivamente.

Diferentes alicuotas de las muestras dopadas se analizaron mediante la metodologia
establecida y se determin6 su porcentaje de recuperaciéon durante una semana, empleando
la ecuacion 6.

., Concentracion experimental .,
% Recuperacion = ——— * 100%  (Ecuacion 6)
Concentracioén teérica
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4.5.4  Exactitud y precision

La exactitud y la precision de la metodologia, se evaluaron teniendo en cuenta el porcentaje
de recuperacion y el coeficiente de variacion en las diferentes muestras analizadas a lo
largo de la semana en las tres concentraciones de dopaje (alto, medio y bajo). El coeficiente
de variacion se calculé con la ecuacién 7 que se da a conocer a continuacion:

CV =[SD/X]*100% (Ecuacion 7)
Donde:
X: Media aritmética

CV: Coeficiente de variacion
SD: Desviacion estandar

455 Repetibilidad

Para la repetibilidad se tuvo en cuenta el procedimiento realizado a las muestras de alta,
media y baja concentracion analizadas durante 7 dias (ver metodologia 4.5.3) y se observo
la variabilidad de la concentracion de cada muestra a lo largo de un dia, empleando la
misma muestra homogénea y el mismo equipo.

4.6 Analisis estadistico
El andlisis mediante RSM y los calculos de validacion se llevaron a cabo empleando el
paquete estadistico Statgraphics Centurion (version de prueba). Adicionalmente, se realiz6

un andlisis de varianza en los diferentes ensayos con la finalidad de encontrar si habia
diferencias estadisticamente significativas entre los valores obtenidos.

4.7 Aplicacion del método.

Haciendo uso del método estandarizado y validado, se determiné la concentracion de
cadmio en dos muestras reales de la empresa Colcocoa, provenientes de Huila y Ocafia.

4.8 Comparacion metodologias.

Se eligié una muestra de la empresa Colcocoa y se analizaron por triplicado dos alicuotas
de la misma, una por la metodologia seguida por la empresa Colcocoa en la actualidad y
otra por la metodologia estandarizada y validada en este trabajo. Una vez realizados los
ensayos se prosiguid a realizar una comparacion de los mismos.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

5.1 Dopaje de la muestra

Es imposible que las alicuotas de una muestra sean idénticas en la totalidad de sus
caracteristicas; sin embargo, las diferencias existentes entre ellas deben ser
exclusivamente debidas al azar y no a una falta de homogeneizacién de las mismas; por
ende, con la finalidad de verificar un correcto dopaje de las muestras, se realizé el ensayo
preliminar descrito en la seccion 4.3 (dopaje de las muestras).

El ensayo mencionado, dio en promedio una concentracion de 1,1075 + 0,031 mg/Kg de
cadmio. Un ANOVA aplicado a los resultados obtenidos, mostré que no existian diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos por triplicado para las 10
alicuotas analizadas; con lo cual se comprob6 la homogeneizacion en el dopaje de las
muestras y se pudo proseguir con la estandarizacion del método.

5.2 Superficie de respuesta

El disefio empleado es de segundo orden, ya que nos permitié estudiar, ademas de los
efectos lineales y de interaccion, los efectos cuadraticos o de curvatura pura. Por
consiguiente, este disefio nos facilitd explorar la region de la superficie de respuesta,
dandonos como indicativo que el punto Optimo estaba presente dentro de la region
experimental. El modelo de segundo orden esta dado por:

Y=BO0 + XX, BiXi + T BiiXi2+ X X, Pijxixj +£

Las matrices de disefio, la geometria y las propiedades de los disefios de segundo orden
mas recomendados son el disefio de Box-Behnken y el disefio central compuesto o de
composicion central. Teniendo en cuenta lo anterior y el nUmero de factores experimentales
presentes, se dedujo que el disefio debia tener por lo menos tres niveles en cada factor
para estimar la curvatura de la superficie en la direccién de cada factor, por ello se escogio
un disefio Box-Behnken, ya que es este se aplica cuando se tienen 3 0 mas factores y
suelen ser eficientes en cuanto al nimero de corridas.

Para la optimizacion del proceso se procuré encontrar una aproximacion adecuada de la
verdadera relacion funcional entre la variable de respuesta y el conjunto de variables
seleccionadas (Temperatura, tiempo, cantidad de muestra, etc...). Para ello se empled el
software Statgraphics Centurion y se realizé un disefio Box-Behnken, en el cual se estudié
el efecto de 5 factores experimentales en 46 corridas con 6 repeticiones al centro, dando
como resultado 40 ensayos diferentes y 6 iguales (tabla 3), en los cuales varian los valores
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de cada factor. El orden de los experimentos es totalmente aleatorizado, esto con el fin de
aportar proteccion contra el efecto de variables ocultas. Los ensayos se realizaron por
triplicado con el fin de tener una mayor confiabilidad de los datos obtenidos.

Tabla 3. Ensayos de optimizacion.

Temperatura [ Tiempo | HNOs | H.O, | Cantidad de Concentracion de
(°C) (min) | (mL) | (mL) | muestra(mg)| cadmio promedio (ppm)
120 35 6,5 6,5 500 0,810+ 0,013
200 35 6,5 1,0 500 0,846 + 0,028
200 35 12 6,5 500 0,898 + 0,035
200 60 6,5 6,5 500 1,081 + 0,031
120 10 6,5 6,5 700 1,251 + 0,008
40 60 6,5 6,5 500 0,818 + 0,001
40 35 6,5 12 500 0,703 + 0008
120 35 1,0 1,0 500 0,493 + 0,014
120 35 6,5 6,5 500 0,807 + 0,013
120 60 6,5 12 500 0,976 + 0,046
120 10 6,5 12 500 0,898 + 0,063
200 35 6,5 12 500 0,887 + 0,028
120 35 6,5 6,5 500 0,807 + 0,013
120 35 6,5 1,0 700 0,978 + 0,008
120 60 1,0 6,5 500 0,683 + 0,021
120 35 12 6,5 700 1,230 + 0,012
200 35 1,0 6,5 500 0,737 + 0,069
40 10 6,5 6,5 500 0,875 + 0,007
120 60 6,5 6,5 700 1,119 + 0,119
120 35 12 6,5 300 0,308 + 0,032
120 35 6,5 1,0 300 0,304 + 0,008
200 35 6,5 6,5 700 1,243 £ 0,044
120 35 12 12 500 0,953 + 0,027
200 35 6,5 6,5 300 0,591 + 0,103
120 60 6,5 6,5 300 0,334 + 0,044
40 35 6,5 6,5 700 0,971 + 0,022
120 35 6,5 6,5 500 0,807 + 0,013
120 10 12 6,5 500 0,861 + 0,008
120 35 12 1,0 500 0,950 + 0,019
120 10 1,0 6,5 500 0,649 + 0,002
40 35 6,5 1,0 500 0,701 + 0,001
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120 35 1,0 6,5 300 0,299 + 0,010
40 35 6,5 6,5 300 0,457 + 0,002
120 35 1,0 6,5 700 0,989 + 0,004
120 10 6,5 1,0 500 0,744 £ 0,010
120 35 6,5 6,5 500 0,807 £ 0,013
40 35 1,0 6,5 500 0,694 + 0,004
120 10 6,5 6,5 300 0,585 + 0,040
120 60 12 6,5 500 1,016 + 0,021
200 10 6,5 6,5 500 1,078 £ 0,024
120 35 1,0 12 500 0,975+ 0,031
120 60 6,5 1,0 500 0,820 + 0,007
120 35 6,5 6,5 500 0,807 + 0,013
120 35 6,5 12 300 0,566 + 0,071
120 35 6,5 12 700 1,221 + 0,019
40 35 12 6,5 500 0,971 £ 0,002

Fuente: Autor. Andlisis realizado con Statgraphics Centurion

A continuacion, se presenta la concentracion de cada ensayo obtenido con su respectiva
desviacion estandar (ver figura 10). En dicha figura se denota que el ensayo 19 obtuvo la
mayor desviacion estandar (0,119).

Concentracion (ppm)
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Figura 10. Concentracidn con su respectiva desviacion estandar.
Fuente: Autor. Realizada en Microsoft Excel.
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Una vez obtenidos los resultados de optimizacion, se prosiguid a determinar las
estimaciones para cada uno de los efectos estimados y sus interacciones; asi como el factor
de inflacion de varianza (V.1.F.) y el error estandar de cada uno de dichos efectos, el cual
mide su error de muestreo.

Los resultados obtenidos de los efectos estimados para cadmio, indicaron que la variable
mas significativa fue la cantidad de muestra y la menos significativa fue el tiempo. Un valor
méaximo para el factor de inflacion de varianza dio como resultado 1,20. La influencia en la
variable de respuesta del sistema, ante cambios en las diferentes variables, se pueden
observar claramente y de manera estandarizada en el diagrama de Pareto (figura 11); en
la cual se evidencia y confirma que la cantidad de muestra es la variable que mayor
predominio tuvo sobre la respuesta.

Mediante un analisis ANOVA se encontré que, en este caso, 5 efectos (temperatura,
volumen de HNO3, volumen de H202, cantidad de muestra y relacién entre volumen de HNO3
y volumen de H;0y), tienen un valor-P menor que 0,05, indicando que son significativamente
diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0% y por ende tienen incidencia en la
metodologia para extraccion y determinacién de cadmio en cacao. Adicionalmente, los
resultados del analisis estadistico realizado evidencian que el modelo ajustado explica
92,08% de la variabilidad en la concentracion de Cadmio.

E:Muestra ]

C:Vol Nitri —+
D:Vol Perox ] /s -
A Temperatura ]
Co ]
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EE
AR
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Figura 11. Diagrama de Pareto
Fuente: Autor. Realizado con Statgraphics Centurion.

Los resultados también indican que el modelo de superficie de respuesta realizado tiene
buena calidad de prediccion, ya que explica mas del 70% del comportamiento de la
respuesta. Los efectos principales en el sistema se ilustran en la figura 12. A medida que la
pendiente sea mayor, es decir, que la diferencia entre el nivel bajo y alto es méas grande, el
efecto sobre la respuesta es mas influyente, es preciso aclarar que estos efectos son
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representativos para los intervalos establecidos para cada una de las variables en la
configuracion de contacto con la cual se trabajé (Munoz Sierra et al., 2009).

1,21 | -
1.01 |
0,61 |- —
0,41 |- —
Temperatura Vol Nitri Muestra
Tiempo Vol Perox

Figura 12. Efectos principales en el sistema, para determinacion de Cd
Fuente: Autor, realizado con Statgraphics Centurion

En la figura 12 se evidencia que el efecto principal en el sistema es la cantidad de muestra
y el menor el tiempo; tal como se habia enunciado en parrafos anteriores, adicionalmente,
se muestra una representacion de las demas variables incluidas en el modelo y las cuales
tienen influencian sobre la variable de respuesta.

En la figura 13 que se expone a continuacién, se muestra el comportanmiento de las
variables en el proceso, obteniendo el modelo del analisis de superficie de respuesta. Cada
una de las superficies despliega el trayecto de maximo ascenso (0 descenso). Este es el
trayecto, desde el centro de la regién experimental, a través del cual la respuesta estimada
cambia més rapidamente con un cambio menor en los factores experimentales. A demas
cada regién especifica los valores para los niveles de cada factor.

En la figura 13A, se representa la interaccion de los factores experimentales, temperatura
y tiempo, sobre la concentraciéon de cadmio, se nota que el tiempo es casi constante a lo
largo de toda la superficie, esto nos indica que su influencia sobre el mesurando es
practicamente despreciable, mientras que a temperaturas cercana al nivel medio
establecido (120 °C) se notan niveles maximos cadmio. Con lo cual es justo establecer que
la temperatura tiene cierto efecto o influencia en el proceso de extraccion. La poca influencia
del tiempo sobre el proceso, en parte, se puede explicar debido a que la distancia entre los
niveles bajos y altos, no es considerable, ya que el equipo de digestion para cada lapso de
operacion establece un tiempo de enfriamiento. Por lo tanto, la variabilidad aleatoria
presente en la respuesta podria estar ajustando al ruido el verdadero efecto del tiempo en
el modelo y en el proceso de extraccién como tal.
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Figura 13. Superficie de respuesta para los factores. (A) Temperatura y tiempo, (B) Volumen de
acido nitrico y peroxido de hidrogeno, (C) Temperatura y cantidad de muestra y (D) Tiempo y
cantidad de muestra.

Fuente: Autor, realizado con Statgraphics Centurion

Para la superficie en la cual se evidencia la interaccién de volumen de &cido nitrico y
volumen de perdxido de hidrogeno sobre la concentracion de cadmio obtenida (figura 13B),
se observa que para niveles bajos y altos de ambas sustancias la extraccion de cadmio no
es maxima,; por consiguiente, el éptimo del proceso tanto para la cantidad de acido como
de peréxido radican a niveles medio, con lo cual se asume que estos dos factores tienen
una influencia significativa a lo largo del proceso, tanto por separado, como en interaccion.

Las figuras 13C y 13D muestran el comportamiento o la influencia de la cantidad de muestra
en el proceso, interactuando con la temperatura y el tiempo respectivamente. En estas
gréaficas, se evidencia que en ambos casos, a mayores cantidades de muestra, se obtienen
mayores concentraciones de cadmio; por lo cual, es valido afirmar que en el rango
experimental trabajado, mayores cantidades de muestra favorecen la extraccién de cadmio
en la almendra de cacao. Adicionalmente, este hecho conlleva a que una de las condiciones
para encontrar el proceso de extraccion 6ptimo, es trabajar con una cantidad de muestra
superior al nivel medio establecido para este factor (500 mg).

Para determinar las condiciones éptimas de operacion; es decir, las condiciones en las

cuales se obtiene la méxima concentracion de cadmio presente en la almendra de cacao y
por ende la mayor recuperacion del metal (tabla 4), se realiz6 un andlisis de las diferentes
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superficies obtenidas, trabajando con el rango de factores experimentales dados y las
condiciones del proceso establecidas. Con este analisis se optimizé la respuesta y se dio
confiabilidad para validar el método analitico estandarizado.

Tabla 4. Resultados de optimizacion.

Factor Nivel bajo | Nivel medio | Nivel alto | Optimo
Cantidad de muestra (mg) 300 500 700 642,7
Tiempo (minutos) 10 30 60 10
Temperatura (°C) 40 120 200 80
Volumen - HNOs; (mL) 1 6,5 12 7,8
Volumen - H,O, (mL) 1 6,5 12 7,6
Fuente: Autor. Analisis realizado con Statgraphics Centurion

5.3 Validacion del método analitico

5.3.1 Linealidad, limite de deteccion (LOD) vy limite

cuantificacion (LOQ)

de

La linealidad del método fue evaluada utilizando 7 concentraciones diferentes en el rango
0,01 — 1,600 mg/mL obteniendo un coeficiente de correlacion (R?) que exhibe una buena
linealidad en el rango de concentraciones examinadas (ver tabla 5). Un analisis ANOVA
realizado a los ensayos corridos por triplicado, mostr6 que no existen diferencias
estadisticamente significativas entre las lecturas con un 95% de confianza. La curva de
calibracién se puede observar en la figura 14 y la tabla 5 también exhibe los valores
calculados de LOD (Proporcién sefial a ruido de 3; S/N = 3) y LOQ (Proporcion sefial a ruido

de 10; S/N = 10).

Tabla 5. Datos de validaciéon para el método digestion acida AA para determinaciéon de
cadmio en granos de cacao.

.PARAMETRO VALOR
Ecuacion Y =0,461 X + 0,014
Rango Lineal (mg/L) 0,01 — 1,600
N 7
Intervalo de confianza 99,7%
m 0,461
b 0,014
R? 0,997
LOD (mg/L) 0,004
LOQ (mg/L) 0,008
Recuperacion (%) 96,8
RSD 1,29
N 3
Ser + 0,025

Fuente: Autor

36



0,800

0,700

0,600 y=0,4612x + 0,0138

R*=0,9974
0,500

0,400
0,300

0,200

Respuesta del equipo (Absorbancia)

0,100

0,000
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4 1,6 1,8

Concentracién (ug/mL)

Figura 14. Curva de calibracion para la determinacién de cadmio
Fuente: Autor. Realizada en Microsoft Excel.

5.3.2 Exactitud, precision y repetibilidad.

La evaluacion de la exactitud del método se basé en la recuperacién de cantidades
conocidas de cadmio en muestras de cacao dopadas homogéneamente, con tres
concentraciones diferentes (1,2408, 0,4463 y 0,0106 mg/Kg), las cuales fueron analizadas
por triplicado de acuerdo a las condiciones 6ptimas. La precisién del método fue evaluada
durante un dia y una semana y los valores de repetibilidad fueron calculados analizando
muestras (n=3) a las mismas tres concentraciones (1,2408, 0,4463 y 0,0106 mg/Kg).

Se observo que el promedio del porcentaje de recuperacién para las muestras fue de 96,8%
y segun Ortiz, 2004 el porcentaje de recuperacion es aceptable desde 95% (Ortiz, Palma,
& Pefiaranda, 2004); por lo cual, se puede decir que el método validado es exacto. Es
necesario resaltar que entre las tres concentraciones experimentadas (alta, media y baja),
se observaron mayores recuperaciones a menores concentraciones de cadmio dopado; sin
embargo, no se encontro diferencia estadisticamente significativa entre ellos.

Tabla 6. Concentracion promedio y coeficientes de variacion para cada nivel de
concentracion.

Concentracion

Concentracion

Concentracion

baja (mg/Kg) | media (mg/Kg) | alta (mg/Kg)
Concentracion Promedio | 0,01 +0,0003 0,45 +0,003 1,24 + 0,025
% CV 2,82 0,66 2,03

Fuente: Autor
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La tabla 6 muestra los valores de coeficiente de variacion para los 3 grupos de muestras
analizadas durante 7 dias. En dicha tabla se observa que para las muestras dopadas con
una concentracion alta el coeficiente de variacion es de 2,03; para las de media
concentracion es de 0,66 y finalmente para las muestras de baja concentracién el
coeficiente de variacion es de 2,82; por lo cual, se puede decir que la técnica es precisa y
alcanza su mayor precision al analizar concentraciones ubicadas en sectores medios de la
curva de calibracion.

Los valores obtenidos de recuperacion de cadmio y desviacion estandar relativa (RSD) (Ver
tabla 5), son considerados adecuados para el analisis de cadmio y muestran que la
reproducibilidad de este método es satisfactoria. Teniendo en cuenta los resultados de
validacién obtenidos (tabla 5) y el hecho de que no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las concentraciones halladas para una muestra en un
mismo dia, ni durante una semana de andlisis, a 3 concentraciones diferentes (alta, media
y baja); se puede asegurar que la validacion fue satisfactoria y que el método tiene buena
repetibilidad, siendo confiable y pudiendo ser usado para el analisis de cadmio en muestras
de cacao tanto en el rango exigido por la legislacién actual, como por la nueva que regira
desde el 2019.

5.3.2 Aplicacion del método, en el andlisis de dos muestras de la
empresa Colcocoa.

Una vez estandarizado y validado el método analitico, se analizaron dos muestras de la
empresa Colcocoa, provenientes de dos departamentos diferentes del territorio Colombiano
(figura 15), una de Ocafa-Norte de Santander (Cooperativa Catatumbo) y la otra de Rivera-
Huila (Cooperativa Cadefihuila).
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Figura 15. Ubicacién de los departamentos Ocafia, Norte de Santander y Rivera, Huila.
Fuente: (maps, 2017)
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Las muestras analizadas dieron como resultado una concentracién de cadmio de 1,07 y
0,59 mg/kg respectivamente, lo cual significa que el lote al cual pertenece la muestra
proveniente de Ocafia, Norte de Santander, no puede ser exportado, debido a que no
cumple con la reglamentacién internacional, pues supera el limite maximo establecido por
la legislacion Europea actual. Por otra parte, el lote de cacao de Rivera, Huila cumple las
condiciones de calidad, relacionadas con el contenido de cacao maximo y por ende puede
procederse a su tramite para exportacion.

Se hace necesario resaltar que la concentracién de cadmio encontrada en las dos muestras
de cacao analizadas, supera el limite maximo contemplado en la nueva legislacion, la cual
regira a partir del afio 2019 como se ha mencionado en parrafos anteriores.

5.3.3 Comparacion del método estandarizado y validado con la
metodologia utilizada en la actualidad por la empresa
Colcocoa.

La comparacion de las dos metodologias, se realizd6 teniendo en cuenta la muestra
proveniente de Rivera Huila. La concentracion encontrada dio un valor promedio de 0,6ppm
por los dos métodos de analisis y no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los valores de concentracion obtenidos por triplicado mediante los dos
métodos, al analizarlos mediante un ANOVA, con un 95% de confianza. Sin embargo, si se
encontré una diferencia en cuanto a costos, pues al calcular el costo neto de gasto en cada
analisis para una muestra, se observé que el método propuesto requiere un menor gasto
gue el método empleado actualmente por la empresa (Ver tabla 7). Este menor costo se
relaciona con el menor tiempo de digestion, que a su vez favorece el nimero de muestras
a analizar en un dia y hace considerable el ahorro monetario en la empresa a largo plazo.

Actualmente, en el laboratorio de analisis de la empresa Colcocoa, se tratan alrededor de
50 muestras de cacao al mes, las cuales estan siendo analizadas con la actual metodologia
para determinacién de cadmio; con un gasto aproximado de $1.886.650. El método
propuesto vincula un gasto de aproximadamente $1.236.450 para el andlisis de estas
muestras; por lo cual, con el método estandarizado y validado en este trabajo, el laboratorio
de analisis de la empresa Colcocoa se ahorraria alrededor de $650.200 mensuales,
reemplazando la metodologia para determinacion de cadmio en muestras de cacao, que
ademas de ser confiable le permitira determinar las concentraciones de dicho metal pesado
en el rango establecido por la nueva legislacion, que empezaré a regir desde el afio 2019.
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Tabla 7. Comparacion de métodos.

método
método actual propuesto
Concentracion (mg/Kg) 0,64 + 0,003 0,59 £ 0,06
Cantidad de muestra (mg) 700 642,7
Acido nitrico (mL) 9 7,8
Per6xido de hidrogeno
(mL) 1 7,6
Tiempo de digestién (min) 50 10
Temperatura (°C) 200 80
Costo de analisis 37.733 24.729

Fuente: Autor.

40




6 CONCLUSIONES

En la extraccion de cadmio en granos de cacao, las 5 variables: temperatura, cantidad de
muestra, volumen de &cido nitrico, volumen de perdxido de hidrogeno y relacién de volumen
acido nitrico y peroxido de hidrogeno, tienen efectos significativos sobre la variable de
respuesta, tal como se comprob6 con un analisis de varianza; sin embargo, la cantidad de
muestra es el factor con mayor influencia y el tiempo el factor menos significativo; tal como
se evidencio en el andlisis de superficie de respuesta y el diagrama de Pareto.

Teniendo en cuenta los factores experimentales propuestos, segun el modelo de superficie
de respuesta, el método 6ptimo de analisis; el cual permite una maxima extraccién de
cadmio en muestras de cacao en el rango elegido, es una digestiéon via acida a 80 °C,
durante un tiempo de operacién de 10 minutos, con: 642,7 mg de cacao, 7,8 mL de HNO3
y 7,6 mL H,O,.

La metodologia propuesta en este trabajo para la extraccién y cuantificacion de cadmio en
muestras de almendra de cacao es confiable, siendo un método exacto, preciso y con buena
repetibilidad, que permite un porcentaje de recuperacion satisfactorio; tal como se evidencia
en los resultados de validacion del mismo, por lo cual se puede decir que la aplicacién de
este método para analisis de cadmio en muestras de cacao en la empresa Colcocoa es
recomendable y la metodologia de superficies de respuesta es de gran utilidad en la
estandarizacién de métodos analiticos de este tipo.

El método propuesto presenta un porcentaje de recuperacion satisfactorio que no difiere
significativamente del porcentaje de recuperacion del método empleado actualmente en la
empresa Colcocoa; sin embargo, el método propuesto es mas econémico y presenta
ventajas adicionales, tales como, el hecho de permitir el analisis de muestras dentro del
rango establecido en la nueva legislacion que regira a partir del 2019 y adicionalmente, el
permitir agilizar el proceso de andlisis de muestras, haciendo posible realizar mayores
andlisis por dia a menor precio, con lo cual disminuye los costos de analisis.
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/7 RECOMENDACIONES

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este trabajo y el hecho de que las dos
muestras analizadas no cumplen con los rangos establecidos en la nueva legislacion, se
recomienda realizar investigaciones relacionadas con la acumulacion de cadmio en granos
de cacao y la remediacion del mismo; pues es probable que estas concentraciones sigan
en aumento, debido a la acumulacion de este metal, lo cual imposibilite la exportacion de
esta materia prima trayendo consigo grandes problemas a esta industria en nuestro pais a
futuro.
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