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Arrayan

Curtido

Espectrofotometria

Extraccion

Extracto

Maceraciéon

Nanometro (nm)

Sulfito de sodio

GLOSARIO

Fruto del arbusto que sera utilizado como materia prima.

Proceso que consiste en la transformacion de la piel en

Cuero.

Método por el cual se determina la absorcion de la
radiacion electromagnética por una sustancia en un

intervalo de longitudes de onda.

Operacion unitaria, en donde existe una transferencia de

masa liquido a liquido o de sélido a liquido.

Producto obtenido de la materia prima por la extraccion.
Operacion unitaria consistente en sumergir un solido en un
liquido o solvente para extraer las partes solubles, llamada
tambien lixiviacion.

Unidad de longitud equivalente a 10™° metros.

Na,SO3;, polvo cristalino blanco, soluble en agua y

glicerina; se usa para blanquear, en fotografia y como

antiséptico.



Taninos

Sustancias polifendlicas amorfas de color amarillo-café
que poseen la cualidad de curtir las pieles (transformarlas
en cuero); es un producto natural obtenido de la corteza y
los frutos de muchas plantas; su férmula quimica no esta
completamente dilucidada, ya que los taninos se clasifican
en dos grupos de constituyentes fendlicos, hidrolizables y

condensados.



RESUMEN

Se evaluo el contenido de taninos (&cido tanico) en el extracto acuoso y etandlico a
nivel del laboratorio, obtenido del fruto del palo de cera o arrayan o cera San Pascual
(Myrica cerifera L.) (Recolectados de los bosques naturales del area nor-central de

Guatemala).

La materia prima recolectada para el estudio provino del bosque silvestre de los
departamentos de Baja Verapaz y El Progreso. Para realizar las extracciones se
emplearon dos solventes, agua y alcohol etilico al 70%, como medio para identificar y
cuantificar los dos distintos tipos principales de taninos, los taninos hidrolizables

(galicos) y los taninos condensados (catéquicos).

La extraccion se llevd a cabo utilizando una plancha de calentamiento con
agitacion, sobre la cual se coloco la solucion acuosa que contenia la frutilla molida de
arrayan, y se llevo la misma hasta una temperatura de 70°C y presion constante de 640
mmHg, obteniendo para el lote procedente de Baja Verapaz un contenido promedio de
1.489 mg de &cido tanico; para el lote del departamento de El Progreso el contenido

promedio obtenido fue de 1.358 mg.

El procedimiento descrito anteriormente se empled con el solvente de alcohol
etilico al 70%, dando como resultado promedio, para el lote proveniente de Baja
Verapaz, un contenido de acido tanico de 1.468 mg, y para el lote del departamento de

El Progreso, un total de &cido tanico de 1.708 mg.



OBJETIVOS

General

Evaluar a nivel de laboratorio el contenido de taninos (acido tanico) totales en el
extracto acuoso y etandlico obtenido del fruto del palo de cera o arrayan o cera San
Pascual (Myrica cerifera L.) a 70°C.

Especificos

1. Evaluar el contenido de taninos hidrolizables en el fruto del Arrayan, de las dos

procedencias, mediante extraccion acuosa a 70°C

2. Evaluar el contenido de taninos condensados o no hidrolizables e hidrolizables
en el fruto del arrayan, de las dos procedencias, mediante extraccion etandlica a
70°C

Estadisticos

1. Determinar si existen diferencias significativas en el contenido de taninos totales
obtenidos a partir de las dos procedencias del fruto del arrayan
2. Determinar si existen diferencias significativas en el contenido de taninos

obtenidos a partir de los dos solventes utilizados en las extracciones



HIPOTESIS

El fruto del palo de cera o arrayan posee una cantidad significativa de taninos,

mismos que podrian ser extraidos y utilizados industrialmente.

Ho No existe diferencia significativa en el contenido total de taninos
independientemente del solvente (agua o etanol) utilizado y del origen del material

muestreado.

H; Existe diferencia significativa en el contenido total de taninos
independientemente del solvente (agua o etanol) utilizado y del origen del material

muestreado.



INTRODUCCION

Los taninos son sustancias que se producen y ubican en diferentes partes de las
plantas, tales como: corteza, frutos, hojas, raices y semillas. Tienen un origen comdn;
sin embargo, dependen de la planta de donde son extraidos, lo cual les proporciona asi

diferencias en tipo, color, calidad y concentracion.

Se han realizado estudios para detectar qué tipo de taninos existen en algunas
plantas, la calidad de estos y cuéles podrian ser las aplicaciones en los distintos campos
ya mencionados. Por ello es que el estudio que se realizd6 tuvo como finalidad
determinar la cantidad de taninos presente en el fruto del arrayan (Myrica cerifera L.),
mismo que fuera estudiado con anterioridad en el proyecto (50-00) del Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia titulado “Caracterizacién de las fracciones extractables
contenidas en el fruto del Palo de Cera o Arrayan o Cera San Pascual (Myrica lindeniana
ylo cerifera)”, cuyo investigador principal fue el Ing. César Alfonso Garcia Guerra. En
dicho proyecto se realizé el tamizaje fitoquimico al extracto obtenido del fruto del

arrayan y que confirma la presencia de taninos.

Para llevar a cabo las extracciones se emplearon dos solventes, polar y protico,
agua y alcohol etilico, como medio para identificar y cuantificar los dos distintos tipos
de taninos principales, los taninos hidrolizables (galicos) y los taninos condensados

(catéquicos).



La materia prima recolectada para el estudio provino de bosques silvestres de los

departamentos de Baja VVerapaz y El Progreso.

Se manejo un disefio experimental cuya finalidad fue determinar si existen
diferencias significativas entre las procedencias de dicho fruto y también si hay

diferencia entre los extractos.



1. MARCO TEORICO

1.1 Antecedentes

El palo de cera o arrayén es utilizado, en las comunidades rurales de Guatemala,
principalmente como fuente de cera vegetal, misma que puede ser empleada para el
consumo industrial de empresas grandes, medianas y pequefias, especialmente para
fabricacion de candelas, cremas cosméticas, pastas para pulir pisos, calzado y vehiculos,

recubrimientos e impermeabilizantes.

Puesto que este arbusto habita en el bosque silvestre seco tropical y humedo
subtropical y en altitudes que varian entre 1,600 y 2750 msnm, las regiones en donde se
han localizado mayores concentraciones de esta planta han sido identificados en los
departamentos de Alta y Baja Verapaz, Izabal, Zacapa, Chiquimula, Jalapa, Escuintla,

Sacatepéquez, Chimaltenango, Quetzaltenango, Quiché y Huehuetenango.

Las comunidades aledafias a dichos bosques estdn llevando a cabo un
aprovechamiento del fruto del palo de cera o arrayan mediante una extraccion exclusiva
de la cera gracias a un procedimiento artesanal. Las épocas de cosecha para este fruto se
sitlan entre los meses de noviembre y enero para zonas altas, y de marzo a mayo para

zonas bajas.



El bajo nivel tecnoldgico de la extraccion por fusion produce un componente
cerifero del fruto del palo de cera o cera del arbusto San Pascual Arrayan (Myrica
cerifera) que contiene una mezcla variada de componentes y fracciones del fruto, como
el aceite esencial, la cera, oleorresinas, frutilla, restos vegetales de diferente indole, y se
obtiene una limpieza parcial, mas no su refinado, por lo que se puede catalogar dicho

producto como cera vegetal cruda.

A continuacion se consigna la descripcion de las Myricaceas (familia Bayberry):

- Son arbustos o arboles pequefios, aromaticos
- con hojas
alternas, corriosas, simples, enteras, dentadas, lobuladas, dotadas de resina,
usualmente sin estipulas
- con flores pequefias monoicas y dioicas, solitarias en la bractea, no posee
periantos, estaminifera, generalmente con 4 a 8 estambres insertados en el
receptaculo, con filamentos cortos distinguibles o muy poco unidos, con pistilo
de una célula ovérica subtendida por 2 u 8 bracteas
- amentos globulares u oblongos
- anteras ovoideas
- células longitudinales dehiscentes
- 6vulo solitario, ortoptero, estilo muy corto, los dos estigmas lineales
- frutos pequefios en forma de nuez o drupa, con exocarpo ceroso

- semillas erectas, cotileddn plano convexo



Durante la realizacion del proyecto financiado por el Consejo Nacional de Ciencia
y Tecnologia, titulado “Caracterizacion de las fracciones extractables contenidas en el
fruto del Palo de Cera o Arraydn o Cera San Pascual (Myrica lindeniana y/o cerifera)”,
dirigido por el Ing. Qco. César Alfonso Garcia Guerra, se llevo a cabo la elaboracion del
trabajo de graduacion “ldentificacion de familias de metabolitos secundarios en Myrica
cerifera L”, presentado por un estudiante de la Facultad de Ciencias Quimicas y
Farmacia, Ivo Mahelly Santizo Rodas, de la carrera de Quimico Bidlogo. En dicho
trabajo determind cualitativamente la presencia de taninos en el fruto del arrayan, tanto
galicos como catéquicos, razon por la cual esta investigacion tiene como finalidad
determinar, por métodos cuantitativos, el contenido de los mismos en el fruto del

arrayan.

El extracto de taninos obtenido por maceracion con agua da un principio
astringente que reacciona con las pieles produciendo un cuerpo imputrescible. Esto se
debe a que los taninos reaccionan con las proteinas precipitando sus disoluciones, la
albimina, la gelatina, las sales metalicas y los alcalis vegetales, distribuyéndose en
forma uniforme por todas las uniones peptidicas, con lo que se logra la transformacion
de la piel en cuero, tomando un color caracteristico dependiendo del agente curtiente
utilizado, dejandolo inmune contra el ataque de virus, bacterias, hongos etc., ademas de

no hincharse o hidrolizarse al contacto con el agua.

Los taninos son &cidos muy astringentes, propiedad que los ha identificado como
ingredientes Utiles en la medicina tradicional; también se utilizan en la preparacion de
alimentos, maduracién de frutas, como ingredientes de bebidas, por ejemplo la cocoa, el
té y el vino tinto.



Segun Howes (1953), el tratamiento de las pieles mediante los extractos de las
plantas tampoco era desconocido en épocas precolombinas. Algunas tribus
norteamericanas curtian las pieles de bafalo. Al respecto se ha dicho que “del dominio
en el arte de curtir el cuero que alcanzaron los indigenas de Norteamérica tomaron los
europeos algunos procedimientos basicamente usados en la industria moderna del

curtido”.

La técnica del curtido es conocida desde 1000 afios A.C., pero no es hasta el
periodo 1790-1800, en Francia, cuando se aislan y descubren los quimicos base para

curtir pieles (Prance y Prance, 1993).

1.1.1. Definicién de tanino

No existe una definicion exacta de tanino, ya que este término abarca las
sustancias que poseen ciertas caracteristicas comunes entre si. Pero etimolégicamente se
puede decir que tanino se refiere al poder de curtir pieles de animales y convertirlas en
cuero. Fitoquimicamente, taninos son sustancias con propiedades similares a aquellas
de los agentes tanicos comerciales, compuestos fenolicos cuyos pesos moleculares se
encuentran entre 500 y 3000. Haslam (1966) dice que los taninos de las plantas son
polimeros fendlicos complejos que contienen grupos alifaticos e hidroxifendlicos y, en

algunos casos, grupos carboxilicos.

El nombre tanino se deriva del francés tanin y este del germanico tan, o tanna,
que es el nombre con el cual los franceses designaban las cortezas de varios quercus
empleadas para el curtido de pieles, segun el farmacéutico Andrés lIzaguirre (1908). No
es facil emitir una precisa definicion de tanino, ya que este término engloba sustancias
que estan agrupadas quimicamente. En todo caso, se define como cualquiera de los
principios inmediatos vegetales, terciarios ( Cre,Hs2,046). ES una clase de compuestos

fenélicos incoloros o amarillo-café.



1.1.2. Propiedades Yy caracteristicas de los taninos

Los taninos son un compuesto que se oxida al contacto con el aire y medios

alcalinos

Astringentes o agrios
Generalmente amorfos
Inodoros

Solubles en agua, soluciones hidroalcohdlicas (que genera coloides), glicerina o

propilenglicol y acetona
Generalmente insolubles en éter sulfarico, éter de petréleo o benceno

Con las sales de hierro, plomo, cobre, zinc, antimonio, bismuto y mercurio, se
precipitan de sus soluciones; igualmente ocurre con el agua de cal, el agua de

barita, el molibdato de amonio y el tugstato de sodio

Se precipitan de las soluciones acuosas con proteinas, especialmente albuminas

y gelatinas

Son combustibles, con un punto de inflamacion de 199°C y una temperatura de

auto ignicion de 528.5°C

Poco toxicos por ingestion o inhalacion. LDigy = 0.6 g/ kg

Son Opticamente activos, encontrdndose para la rotacion maxima [oc]p=+ °76.5
La solucion acuosa de tanino posee una conductibilidad eléctrica pequefa

Los polifenoles o taninos pueden medirse mediante espectrofotometria visible,

aproximadamente con una absorbancia entre 550 y 500 nhm



Los taninos fisiologicos forman sustancias imputrescibles con los albuminoides.
Aplicando el tanino sobre las heridas en supuracién, coagula la secrecion y se opone a la
descomposicion e infecciones posteriores por la formacion de una capa protectora. Al
interior del cuerpo ha sido recomendado por algunos autores para tratar las formas
cronicas de la diarrea y, sobre todo, en la disenteria, a la dosis de 1 a 5 centigramos en

los nifios y 5 a 50 centigramos en adultos, segun Izaguirre(1908).

Catani y Duboué han recomendado el tanino en el tratamiento del colera, el uno
como antiséptico, astringente y acido; el otro como tonico de las células epiteliales del
intestino; también ha sido recomendado en el tratamiento de la bronquitis, tuberculosis,
nefritis y, sobre, todo como un excelente antidoto de la morfina, la estricnina, la nicotina
y, en general, de la mayor parte de los alcaloides, con los cuales forma combinaciones
dificilmente solubles y, por lo tanto, inofensivas. El glicerolado de tanino es buen tépico
para el herpes prepucial (1 de tanino por 3 de glicerina). El tanino puede servir también

de colirio en el tratamiento de oftalmologia catarral.

1.1.3. Clasificacién de los taninos

Desde el punto de vista bioldgico los taninos son sustancias complejas producidas

por las especies vegetales, que cumplen funciones antisepticas o de conservacion.
La clasificacién de los taninos se hace con base en los siguientes dos criterios:
a) Productos resultantes de la destilacion seca:

¢ Taninos hidrolizables o galicos

¢ Taninos condensados o catéquicos



b) Origen:
¢ Taninos fisioldgicos

¢ Taninos patologicos

Los taninos hidrolizables, a su vez, se dividen en:

¢ galotaninos, caracterizados por la presencia de &cido galotanico; es comun

en las agallas del encino y en la raiz del zumaque

¢ elagitaninos, cuyo componente principal es el &cido elagico; se obtienen

de plantas como el dividivi y el microbalano

Los taninos condensados: se presentan generalmente en la madera, la corteza y las
raices de plantas como el quebracho, la cafa agria, el eucalipto, el oyamel y el mangle,
entre otras; estan constituidos por unidades flavonoides, las cuales soportan diversos

grados de condensacion, carbohidratos y restos de aminoacidos .

Segun Wagner, por el origen se dividen en:

¢ Taninos fisiologicos
Son el resultado de las funciones metabdlicas de la planta, es decir, que se

encuentran normalmente en las plantas.

¢ Taninos patoldgicos
Son una respuesta al ataque de insectos, ya sea por ovoposicion o por

picadura.



1.1.4. Técnicas de extraccién de taninos

Se continda con el uso de los mismos procesos rudimentarios de curtiembre,
empleando extractos tanicos vegetales, aunque por factores econdmicos se les ha

cambiado por aquellos de fabricacion sintética.

Los pasos de extraccidon de estos curtientes vegetales se resumen en:

+ Molienda

¢ Extraccion

+ Filtrado

+ Decoloracion

+ Evaporacion

1.1.4.1. Molienda. Las partes vegetales se muelen hasta la obtencion de
virutas o astillas de pequefias dimensiones, en el caso de la madera se utilizan

maquinas desmenuzadoras.
1.1.4.2. Extraccion. Los procedimientos son de tipo rural e industrial.

a. Procedimientos rurales. Las pilas de curticion son cubas o barriles de
madera, aungue también se emplean ollas grandes de barro cocido, con la

siguiente secuela de operacion:
En el proceso se observaran las siguientes reglas:

+ El jugo curtiente no debe tener en ningln momento contacto con hierro o con
cal; los instrumentos de trabajo y recipientes empleados solo podran ser de

madera, barro, cobre, latdn o cesteria.

+ EIl agua usada para la lixiviacion, serd en general blanda y limpia, y de ser

necesario, hay que filtrarla.



En la lixiviacion, el material vegetal se cubrira completamente con el agua para

evitar la oxidacion.

Nunca hay que utilizar agua hirviendo.

Procedimientos industriales

Difusién en tanque abierto. Método adecuado para la extraccion de jugos
curtientes a partir de corteza, frutos y hojas; el material desmenuzado se coloca
en una serie de grandes depdsitos de madera o cobre con agua calentada con
vapor. Los recipientes se llenan a diferentes tiempos, en rotacion, de tal forma
que se establezca una contracorriente, en la que el agua nueva entre en contacto

con el material mas lixiviado.

El agua circula a contracorriente con los solidos, de manera que
progresivamente se enriquece en el componente soluble de la sustancia tratada,
hasta que al final rebosa del primer compartimento mas o menos concentrada.
De forma analoga, la sustancia por lixiviar, al avanzar hacia el Gltimo
compartimento, se pone en contacto con soluciones cada vez mas débiles y su

contenido de compuestos solubles va disminuyendo.

La temperatura del agua del depoésito que contiene el material nuevo debe ser
de 60°C, aunque en algunas factorias se calienta hasta 82°C; para la extraccion
de taninos de cortezas se recomienda conservar la temperatura por debajo del
punto de ebullicion, pues al hervir se propicia la precipitacion de compuestos
insolubles, con la consecuente pérdida de taninos y el oscurecimiento del

producto. El proceso de difusion en tanque abierto tarda de tres a cuatro dias.



¢ Filtrado. Denominado comunmente como “colado”, es recomendado para la
obtencion de jugos curtientes de cortezas y hojas; consiste en llenar un depoésito
con el material vegetal desmenuzado y someterlo a vapor; a continuacion se
rocia con agua caliente, y el liquido resultante se retira a través del fondo del
depdsito. En comparacion con el método de tanque abierto, el de colado se

completa en la mitad del tiempo.

¢ Coccién. Método utilizado para extraer taninos de la madera; el material se
reduce a particulas pequefias en astilladoras parecidas a las que se emplean en
la manufactura de pulpa para papel y combustible, aunque con mayor
desmenuzamiento. El proceso consiste en hervir la madera en depdsitos
dispuestos en serie o bateria. Un depésito se llena con liquido casi saturado y en
él se sumerge la madera. Se calienta hasta alcanzar la maxima concentracion
posible; se retira, y el deposito se llena con el liquido del depdsito precedente,
de tal manera que el liquido (licor) del primer depdsito pasa al segundo, de este
al tercero y asi sucesivamente, hasta el depoésito final. EI tiempo de extraccion

es de un dia.

+ Autoclave. El proceso utiliza temperaturas superiores al punto de ebullicion del
agua, en autoclaves de cobre que operan a presiones de 2 kg /cm? dispuestas en
bateria de ocho unidades, cada una de las cuales contiene 2.5 m*® de madera
desmenuzada. Las autoclaves modernas estan provistas de fondos caedizos
operados por cilindros hidraulicos que reducen el ciclo de descarga y carga a
tres minutos. EI método es econdémico porque usa menos agua y el tiempo de

difusion es de solo 45 minutos.



En los dos dltimos procedimientos, los residuos pueden emplearse en la
manufactura de papel, tableros aglomerados y combustible. Por otra parte, el
calentamiento induce la formacion de tanato de hierro (compuesto insoluble de
color rojo), por lo que en la Ultima etapa se agrega sulfito sédico o disulfito

sadico y se mantienen aquellos en agua fria.

¢ Contra corriente o sistema de lixiviacion. La sustancia a tratar se introduce en
el primer compartimiento, colocado en el extremo de rebosamiento del tanque.
El residuo de la lixiviacién se descarga en el ultimo compartimiento, el
disolvente se adiciona en este, y la solucion concentrada que contiene el
componente soluble sale por un vertedero colocado en el primer
compartimiento. El disolvente circula a contracorriente de la sustancia tratada
hasta que, al final, rebosa del primer compartimiento en forma mas o menos

concentrada.

El clasificador de plataformas multiples es el principal aparato
normalizado que aplica el principio de circulacién continua a contracorriente;
consiste en una serie de dos o mas clasificadores unidos e impulsados por un
mismo mecanismo; utiliza un solo tanque dividido en dos a seis compartimientos

de lavado con sus correspondientes plataformas de escurrimiento.

1.1.4.3. Filtrado. Los diferentes métodos de extraccion producen liquidos
concentrados de color muy oscuro con pequefias impurezas no tanicas, por lo
que es indispensable filtrarlos, hasta que se tornen translucidos; se usan
filtros prensa con lonas finas, las cuales se colocan sobre los marcos de los
filtros y se inicia la filtracion mediante una bomba. Conforme las lonas se
tapan, se incrementa la presion. Por ultimo, se inyecta agua caliente para

lavar los polvos, que reciben el nombre genérico de cachaza.



1.1.4.4 Decoloracion. Los liquidos concentrados y filtrados que se reciben en
los tanques de almacenamiento son de color rojo moreno, por lo que se deben
someter a un proceso de evaporacion directa, o bien a un tratamiento quimico

a base de dioxido de azufre, para decolorarlos.

La sulfitacion de los extractos tanicos se realiza mediante dos sistemas, a
saber: escalera, en el cual los liquidos van cayendo por gravedad y, en sentido
contrario, asciende la concentracion de SO; es equivalente al obsoleto proceso de
cascada. El otro sistema se lleva a cabo en una torre de 15 a 30 m de altura, llena
de piedras calizas y silicosas entre las que desciende lentamente el liquido por
sulfitar, y asciende también de forma lenta el SO,, mismo que es inyectado en la

torre a través de una pequefa regaderas y una bomba a presion.

1.1.4.5. Evaporacién. Se realiza en tanques abiertos o cerrados y al vacio,
con calentamiento directo o mediante vapor. En el caso de liquidos
decolorados esta prohibido el uso de tanques abiertos porque se emite a la
atmosfera CO,. Generalmente los tanques se evaporan a sequedad, y estan
provistos de un agitador interior que de manera constante raspa el fondo para
evitar que el tanino se pegue. Si el calentamiento es directo, se favorece la

carbonizacién del extracto.

Con base en el tipo de presentacion, los taninos se clasifican de la siguiente

manera:

a. Concentrados liquidos, los cuales requieren mayor evaporacion; son de
consistencia semejante al caramelo, para poder verterlos en sacos o cubas hasta
guedar como un producto amorfo con un contenido de humedad del 20%; también

se pasan por maquinas de presion para elaborar cubos de 2 a 3 cm de arista.



b. Extracto en polvo, que se obtiene al concentrar hasta un 45% en vacio; a
continuacion, el producto es secado al vacio para reducirlo a polvo con una
humedad del 5%.

Las concentraciones mas comunes son las siguientes:

e Presentacion liquida 25 al 45% de tanino
o Presentacion solida 45-65% de tanino
e Presentacion en polvo 55-70% de tanino.

Entre las fuentes industriales de taninos provenientes de algunas plantas se destacan las
siguientes: robles o encinos (Quercus spp.), 17%; mangle (Rhizophora mangle), 35%; y
las acacias, denominadas también “mimosas”, asi como algunas especies de pinos (Pinus
spp.), entre 12.6-17.9 %.



2. METODOLOGIA

2.1. Localizacién

La parte experimental del proyecto se realizo en los laboratorios de Quimica del
Area de Quimica de la Escuela de Ingenieria Quimica y de la Seccion de Quimica

Industrial, del Centro de Investigaciones de Ingenieria -ClI- Edificio T-5.

Recursos humanos

Investigador Otto Javier Cerezo Quezada
Asesor Ing. Qco. César Alfonso Garcia Guerra

2.2. Metodologia experimental

2.2.1. Preparacion de la muestra

La muestra se obtuvo del arbusto del arrayan, proveniente de dos ubicaciones

diferentes, y se utiliz6 unicamente el fruto.

e La muestra se sometio a separacion fisica en un molino de cuchillas desafiladas,
para separar la semilla de la frutilla, en la cual se encuentra el contenido de cera
y taninos; es la que se emple6 en esta investigacion.
e La muestra de frutilla obtenida se tamiz0, para emplear un tamafio uniforme que
en estudios anteriores demostré concentrar la mayor cantidad de taninos, y que es

el que se retiene entre los tamices No. 50 y No. 60.



Lote 1

Bosque natural silvestre, ubicado entre la Sierra de Chuacus y Sierra de las Minas, en el
departamento de El Progreso.

1. Coordenadas de muestreo: Longitud de 90°07°, Latitud 14°55°, Altitud 2000-

2499 msnm

2. Génesis del suelo: suelos desarrollados sobre esquisitos a elevaciones
medianas

3. Zona de vida vegetal: subtropical muy himeda y montano bajo himedo

4. Climatologia: (B’b’Br). Carécter del clima semi-calido; variacion

de la temperatura, con invierno benigno y encinos; distribucion de la lluvia sin

estacion seca bien definida

Lote 2

Bosque natural silvestre, ubicado en la Finca de los Cimientos, localizada en la aldea

Matanzas, San Jer6nimo, Baja Verapaz, desvio en el km 145 de la carretera a Coban.

1. Coordenadas de muestreo: Longitud de 90°15°, Latitud 15°07’, Altitud 1730
msnm

2. Génesis del suelo: suelos desarrollados sobre serpentinita y rocas
asociadas a elevaciones medianas

3. Zona de vida vegetal: subtropical muy himeda y montano bajo himedo

4. Climatologia: (B’b’Cr). Carécter del clima semi-célido; variacion de la
temperatura, con invierno benigno, humedad semiseca; vegetacion natural

caracteristico de pastizales; distribucion de lluvia sin estacion definida



2.2.2. Procedimiento

Se utilizaron los métodos siguientes para la extraccion de los taninos

hidrolizables y condensados a nivel de laboratorio.

2.2.2.1. Método I. Extraccién con agua

o ok~ w N E

Pesar 40 g de frutilla de muestra de la procedencia 1

Medir 200 ml de agua destilada

Colocar ambas muestras en un vaso de agitacion

Calentar en una plancha con agitacion hasta los 70°C, durante 2 horas
Filtrar el extracto obtenido

Determinar el contenido de taninos hidrolizables presentes en la
muestra

Realizar el procedimiento anterior en 3 repeticiones

Realizar todos los pasos anteriores en la muestra de la procedencia 2

2.2.2.2. Método Il. Extraccion con etanol

IS T o

Pesar 40 g de frutilla de muestra de la procedencia 1

Medir 200 ml de etanol al 70%

Colocar ambas muestras en un vaso de agitacion

Calentar en una plancha con agitacion hasta los 70°C, durante 2 horas
Filtrar el extracto obtenido

Determinar el contenido de taninos condensados presentes en la
muestra

Realizar el procedimiento anterior en 3 repeticiones

Realizar todos los pasos anteriores en la muestra de la procedencia 2



2.2.2.3 Cuantificacion de taninos

Esta se realiz6 en la Unidad de Andlisis Instrumental de la Facultad de Ciencias
Quimicas y Farmacia, segun el método descrito en el Seminario Taller Mesoamericano
“Metabolitos de interés nutricional en plantas de la region”, abril 1999. Guatemala (ISO
9648: 1988).

Analisis estadistico

- Disefio de tratamiento
Para el analisis de resultados se utilizé el modelo estadistico de analisis de
varianza bifactorial (procedencia de la materia prima y solvente utilizado en la

extraccion) y de 2 niveles.

- Variable de respuesta

La variable medida en el desarrollo de este procedimiento es la siguiente:
Contenido de acido tanico obtenido para cada uno de los solventes y cada una de
las localidades de procedencia de la materia prima.

Debido a que lo que se evalu6 es el contenido de acido tanico obtenido en cada
tratamiento y en cada procedencia, asi como sus comparaciones entre si,
corresponde a un experimento simple de la siguiente forma: Disefio

completamente al azar (DCA).

La caracteristica principal del disefio es que los tratamientos se asignan a
las unidades experimentales aleatoriamente, sin ninguna restriccion. Su uso es
muy frecuente cuando el experimento se lleva a cabo bajo condiciones

homogéneas de humedad, temperatura, luz, suelo, fertilidad, entre otras.



Procedimiento

a. Determinar el nimero de unidades experimentales (n) y numerarlas. Es posible
obtener n al multiplicar el numero de tratamientos por el ndmero de
repeticiones.

(n=txr)

b. Asignar el nmero de unidades experimentales a cada tratamiento usando la
tabla de numeros aleatorios o bien cualquier otra herramienta que sirva a este

proposito.

c. Una vez hecha la distribucion anterior (b), numerar las unidades
experimentales y localizar los tratamientos de acuerdo al numero que les

corresponde, y se obtiene asi la distribucion de campo (croquis de campo).

Modelo estadistico

Yij=H+ 1 + gj i=12,..t

j=1.2,...r
de donde,

Yij= Variable de respuesta de la ij-ésima unidad experimental

M = Efecto de la media general

1) = Efecto del i-ésimo tratamiento

&ij = Efecto del error experimental asociado a la ij-ésima unidad

experimental.



Andlisis de varianza

Tablal Datos para analisis de varianza

REPETICIONES
TRATAMIENTOS 1 2 3 r Yi
1 Yu Yo Yz oo Y Y1
2 Yoo Y2 Y .. Yo Y2
3 Yar Yz Yz .. Yar Y3
t Yo Ye Y o .. Yo Yi

Fuente: Marino Barrientos et.al. Analisis de experimentos con el sistema SAS. Pag. 4.

Las suposiciones que validan el analisis de varianza son:
a. Los errores son independientes

b. Los errores estan normalmente distribuidos con media cero y varianza constante.



Tabla Il  Anaélisis de varianza

Fuentes de Grados de Suma de Cuadrados Fc
Variacién libertad (gl) Cuadrados Medios
r
Tratamientos t—1 S YiZ- Y. SCrrat/Qlirat CMya/CMee
i=1 I tr
Error t(r-1) Sctotal-SCtrat SCee/glee
t r
Total tr-1 > Y VYij- YA
i=1 j=1 tr

Fuente: Marino Barrientos et.al. Analisis de experimentos con el sistema SAS. P4ag. 4.

Regla de Decision

Rechazar Ho. Si Fc > Ft (gl trat; gl error; o)

No rechazar Ho. Si Fc < Ft (gl trat; gl error; o)




3. RESULTADOS

Figural. Descripcion del contenido de acido tanico en la frutilla de arrayan para
el lote procedente de Baja Verapaz
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Figura 2. Descripcion del contenido de &cido tanico en la frutilla de arrayan para

el lote procedente de EI Progreso
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Tabla Il Contenido de acido tanico en la frutilla del arrayan para las dos
procedencias y los dos solventes utilizados

Solvente

Procedencia H,O (1) EtOH al 70% (2)
Almg] [B[mg] |C[mg] | | A[mg] | B[mg] | C[mg]

Baja Verapaz (lote 1) | 1.547 | 1.512 | 1.408 1.47 1.44 1.495

El Progreso (lote2) | 1.395 | 1.335 | 1.344 1.8 1.581 1.744

Tabla IV Contenido de acido tanico promedio presente en la frutilla del arrayan, a
partir de las dos procedencias y los dos solventes utilizados

Solvente
Procedencia H,O (1) [mg] | EtOH al 70% | Promedio segun
(2) [mg] procedencia
[mg]
Baja Verapaz (lote 1) 1.489 1.468 1.478
El Progreso (lote 2) 1.358 1.708 1.533
Promedio segun solvente 1.424 1.588




Figura 3 Descripcion del contenido de acido tanico promedio presente en la
frutilla de arrayan, para las dos procedencias y los dos solventes
utilizados
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4. DISCUSION DE RESULTADOS

Para el caso de la figura 1, que muestra los resultados para el arrayan recolectado
en el departamento de Baja Verapaz, se observa una variacion minima entre el acido
tanico obtenido a partir de los dos solventes utilizados en la extraccion; para el agua, un
contenido promedio de 1.489 mg; y para el etanol al 70%, 1.468 mg. Esto demuestra que
el &cido tanico presente en el fruto del arrayan de dicha procedencia esta constituido, en

su mayoria, por taninos hidrolizables.

En la figura 2 se observa la relacion del contenido de acido tanico obtenido a partir
de los dos solventes utilizados para el lote procedente del departamento de El Progreso,
resultando el alcohol etilico al 70%, con un contenido de 1.708 mg, como el extractor
mas efectivo, ya que se obtiene mayor cantidad de acido tanico que con el agua, con la
que se extraen 1.358 mg de acido tanico. Esto se debe al hecho de que el etanol es capaz
de extraer tanto los taninos hidrolizables como los condensados o no hidrolizables, a

diferencia del agua, que solamente extrae los taninos hidrolizables.

Segun la tabla 4, el contenido de acido tanico obtenido por medio de extraccion
acuosa es mas alto para el lote procedente del departamento de Baja Verapaz (1.489
mg). Para el caso de la extraccion etanolica, se obtiene mayor cantidad de acido tanico
en el lote procedente de El Progreso (1.708 mg). Dicha tabla también muestra el bajo
contenido de acido tanico del arrayan, considerando que se emplearon 40 gr de frutilla
del mismo para la extraccion, situacion que descarta su uso a nivel industrial, ya que se

requiere de un rendimiento mucho mayor al obtenido.



Segun el analisis estadistico de los datos obtenidos, existe diferencia significativa
en el contenido total de taninos obtenido por medio del solvente polar (agua) y por
medio del prético (etanol al 70%) utilizado, debido a la capacidad de cada uno de extraer
diferente tipo de taninos. Para el caso del contenido total de taninos obtenido a partir de

las dos procedencias (Baja Verapaz y El Progreso) no existe diferencia significativa.



CONCLUSIONES

No existe diferencia significativa en el contenido total de taninos obtenido a
partir de las dos procedencias (Baja Verapaz y El Progreso) del material

muestreado.

El contenido de taninos totales obtenido por medio de extraccién acuosa
(hidrolizables) es mayor para el lote procedente del departamento de Baja

Verapaz, por estar constituido principalmente por taninos hidrolizables.

El contenido de taninos totales obtenido por medio de extraccion etandlica al
70% (condensados o no hidrolizables e hidrolizables) es mayor para el lote
procedente del departamento de El Progreso, por estar conformado este por

taninos hidrolizables y por taninos condensados o no hidrolizables.

El fruto del arrayan (Myrica cerifera L.) no posee una cantidad significativa de

taninos que puedan ser Utiles a nivel industrial.



RECOMENDACIONES

1. Se recomienda, para la determinacién de taninos totales, la extraccion etandlica al 70%,
debido a la capacidad de la misma para obtener tanto taninos hidrolizables como

condensados o no hidrolizables.

2. Se sugiere el estudio de otras partes del arbusto de arrayan, como medios de obtencion

de taninos para ser utilizados industrialmente.
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APENDICE A

TablaVV  Andlisis de varianza
Pruebas de efectos entre-sujetos
Variable dependiente: taninos

Tipo 11l
Suma de
Fuente cuadrados df Media F Significancia
Modelo corregido 194 3 6.4545E-02 12.925 .002
Intercepto 27.213 1 27.213 5449.041 .000
Procedencia 8.911E-03 1 8.911E-03 1.784 218
Solvente 8.151E-02 1 8.151E-02 16.321 .004
Procedencia-Solvente 103 1 103 20.670 .002
Error 3.995E-02 8 4.994E-03
Total 27.447 12
Total corregido 234 11

Medias de margenes estimados.
Variable dependiente: taninos

Media

Error estandar

Limite inferior

Limite superior

1.506

.020

1.459

1.553

Figura 4. Gréfica de caja del contenido de taninos segun la procedencia para cada

solvente
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APENDICE B

Tabla VI Datos originales, calculos de muestra y extracto

Concentracion

Volumen extraido

Contenido de

[mg/ml] [mi] acido tanico
[mg]
0.013 119 1.547
Agua 0.012 126 1.512
Baja 0.011 128 1.408
Verapaz 0.014 105 1.470
Etanol al 70% 0.015 96 1.440
0.013 115 1.495
0.015 93 1.395
Agua 0.015 89 1.335
El Progreso 0.014 96 1.344
0.024 75 1.800
Etanol al 70% 0.017 93 1.581
0.016 109 1.744




APENDICE C

Determinacién del contenido tanico

a. Principio

La extraccion de taninos se logra por agitacion con dimetilformamida.
Posteriormente se centrifuga y se adicionan citrato férrico y amoniaco a una alicuota del
sobrenadante y se lee la absorbancia de la solucion obtenida en espectrofotémetro a 525
nm. Se determina el contenido de taninos usando una curva de calibracion preparada

con &cido tanico.

b. Reactivos

Todos los reactivos deben ser de grado analitico, y el agua debe ser destilada.

e Acido tanico
El &cido tanico tiene una influencia definitiva en la curva de calibracion, por lo que
se recomienda el uso del acido tanico 773 de referencia de la Merck. Una vez preparada
la solucidn, puede ser guardada por una semana. La solucién estandar se prepara en una

concentracion de 2mg/ml.

e Solucion amoniacal
Una solucion de 8 g/LK de NH; se prepara diluyendo 0.8928 ml de hidroxido de
amonio en 100 ml de agua.



e Dimetilformamida

Solucién al 75% (V/V) en agua.

e Citrato férrico de amonio (sigma F-5879 o Pardo)

El contenido de hierro debe estar entre 17% a 20%. La solucion de 3.5 g/L debe ser
preparada 24 horas antes de que se use. El contenido de hierro en el citrato debe ser

observado cuidadosamente, ya que puede influir en los resultados.

¢c. Procedimiento

En algunas de las cantidades expresadas en este procedimiento se incluyen entre
paréntesis la variacion del procedimiento, es decir, las condiciones en las que en

realidad se trabajo.

1. Introduzca cercade 1 g (0.5g) de la muestra de ensayo en un tubo de centrifuga.

2. Usando una pipeta introduzca 20 ml (10ml) de solucién de dimetilformamida en
el tubo de centrifuga, tape el tubo herméticamente y agite durante 60 minutos

con agitador. Después, centrifugue durante 10 minutos.

3. Extraiga 1 ml del sobrenadante e introdizcalo en un tubo de ensayo;
posteriormente afiada 6 ml de agua y 1 ml de solucién amoniacal, y mezcle en

agitador de tubos.



4. Anada 1 ml de sobrenadante en un tubo de ensayo. Despues, afiada 5 ml de
agua y 1 ml de solucion de contrato férrico; mezcle con agitador. Afada

posteriormente 1 ml de solucion amoniacal y mezcle.

5. Transfiera las soluciones anteriores a una celda de medicion, y después de 10
minutos lea en espectrofotometro a 525 nm contra el blanco. El resultado es la
diferencia entre las absorbancias.

¢ Curva de calibracion

Preparar la curva de calibracion en el dia de la determinacion, como se indica a

continuacion:

1. Preparar 6 matraces aforados de 20 ml (25ml) usando pipetas graduadas.
Afada 0,1,2,3,4 y 5 ml de solucion de &cido tanico, respectivamente,
aforando con la solucion de dimetilformamida. La escala de calibracion
obtenida corresponde a 0, 0.1(0.092), 0.2(0.184), 0.3(0.276), 0.4(0.368) y
0.5(0.46) mg/ml de &cido tanico, respectivamente.

2. Pipetear en tubos de ensayo 1 ml de cada una de esas soluciones y afadir
sucesivamente, usando una pipeta, 5ml de agua y 1 ml de solucion de
citrato férrico de amonio, y mezclar por pocos segundos usando el
agitador. Transferir las soluciones asi obtenidas a celdas de medicion, y
después de 10 minutos medir las absorbancias a 525 nm, usando

espectrofotdmetro contra un blanco de agua.

3. Plantear la curva de calibracion usando valores de absorbancia en las
ordenadas y las concentraciones de &cido tanico en las abscisas, expresando
los volimenes como mg/ml. La curva no puede pasar a través del origen y

no debe ser corregido en cero de la escala.



¢ Expresion de los resultados

El contenido de taninos expresado como el porcentaje de masa de acido tanico en

relacion con la materia hiUmeda

Formula utilizada

% acido pinutanico = 80c¢c x 100 x 100
M 100-H

Donde:

c: la concentracién de &cido tanico en mg/ml de las soluciones de ensayo; caida de la
curva de calibracion.
M: la masa en miligramos de la porcion de extracto

H: humedad de la muestra.
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