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LISTA DE SIMBOLOS

Simbolo Significado

At Acido tanico
mol Cantidad de sustancia
n Ciclo de salado
°C Grado Celsius
g Gramo

h Hora

kg Kilogramo

Ib Libra fuerza

L Litro

mg Miligramo

mL Mililitro



min Minuto

% Porcentaje
q Quintal
T Testa cruda o tostada seca



Acido tanico

ANOVA

Beneficio

Compuestos

fendlicos

Cloruro de sodio

Episperma

o testa

GLOSARIO

Acido polifendlico compuesto por una molécula de
glucosa y diez de acido galico. Su formula es
C76H52046.

Siglas en inglés para analisis de varianza.

Lugar donde es procesado un producto agro/industrial
para obtener ganancias econdmicas producto de dicha

actividad.

Sustancias quimicas que poseen anillos aromaticos y
grupos hidroxilo, grupos fenol, en su estructura.
Generalmente son de origen vegetal, siendo

metabolitos secundarios de las plantas.

Compuesto quimico iénico con férmula NaCl, sal de

mesa comun.

Capa protectora que rodea a las semillas de las

plantas espermatofitas.

Xl



Espectrofotometro

Extraccién

Maceracion

dindamica

Metabolitos

Secundarios

pH

Salmuera

Solvente

Instrumento Optico de analisis instrumental para
realizar cuantificaciones de sustancias a distintas

longitudes de onda.

Procedimiento de separacion de una sustancia de un
sustrato por medio de un solvente en el cual es

miscible.

Operacion que consiste en sumergir un soélido vegetal
en un liquido con agitacion constante para extraer de

€l sus partes solubles.

Compuestos quimicos sintetizados por las plantas que
cumplen funciones no esenciales en ellas, de forma

gue su ausencia no es fatal para la planta.

Medida de la acidez o alcalinidad de una solucion. Es
una medida logaritmica de la concentracion de iones

hidrogeno presentes en la disolucion.

Solucién acuosa con altas concentraciones de cloruro
de sodio. Utillizada en los beneficios de mani para
realizar la etapa del salado.

Sustancia liquida de cualquier tipo cuyas propiedades
permiten disolver otra sustancia que se desea extraer

en menor proporcion.
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Sulfito de sodio

Taninos

Testa cruda

Testa tostada

Volumetria

Compuesto quimico sélido conformado por un ion
sulfito y dos cationes de sodio. Tiene propiedades de
hidrélisis bésica en agua, y genera soluciones

alcalinas. Su formula es Na,SO3

Compuestos polifendlicos de diversas estructuras
guimicas, capaces de curtir pieles. Son metabolitos
secundarios de las plantas que cumplen una funcién

protectora contra el ambiente.

Episperma del mani que no ha pasado por la etapa de

salado y la de tostado.

Episperma del mani que ya ha sido procesado en las

etapas de salado y tostado.

Determinacion de concentraciones por medio de
valoraciones, es decir, por medio de mediciones de
volumen de una sustancia para reaccionar

completamente con la sustancia que se desea medir.
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RESUMEN

El estudio realizado presenta un analisis de la etapa de salado del
beneficio artesanal del mani. El objetivo del estudio fue determinar si es factible
la reutilizacion de la salmuera del beneficio para reducir costos de operacién en
el procesamiento del mani. También es analizado el mejor método para realizar
una extraccion de los taninos presentes en la testa cruda y la testa tostada del
mani, para luego ser cuantificado. Las muestras de mani fueron obtenidas de

un beneficio de la aldea de Xororagué, Chiquimula.

Para el estudio sobre la reutilizacion de la salmuera se recurri6 a una
reproduccion a nivel laboratorio del proceso salado que se lleva a cabo en el
beneficio artesanal. Esta etapa de salado se realiz6 por seis ciclos seguidos con
la misma salmuera, analizando entre cada ciclo la concentracion de cloruro de
sodio en la salmuera, la cantidad de cloruro de sodio retenido en el mani y la
concentracion de taninos en la salmuera. Todas las muestras de mani fueron
tostadas para completar su preparacion. Finalmente los distintos grupos de
mani fueron sometidos a pruebas hedonicas para determinar si la aceptabilidad
del mani se veia afectada.

La cuantificacion de taninos en el episperma se inicié con una evaluacion
del mejor pH de extraccion, para lo cual se monitore0 el agotamiento del
substrato (testa de mani), por medio de propiedades como pH, densidad y
sélidos solubles. La cuantificacion de los taninos extraidos se efectu6 por los
métodos de Lowenthal y Folin-Ciocalteu, tanto a la testa del mani crudo como la

del mani procesado.
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Al finalizar el estudio, se concluyd que la cantidad de sal (cloruro de
sodio) retenida por cada lote de mani no mostré variaciones significativas. Las
pruebas hedonicas realizadas muestran que las personas encuestadas no
percibieron un sabor distinto en el mani a pesar de sus mdultiples
recirculaciones. Se logro calcular el coeficiente de transferencia de masa para

el proceso de salado del mani de 12 horas, siendo éste de 2,5X10°m/h.

A partir de los analisis estadisticos realizados se concluyé que el
contenido de sal en la salmuera reutilizada aumenta gradualmente con cada
ciclo de mani salado. No obstante, esta variaciébn es muy pequefia y no justifica
el reemplazo ni la dilucion de la salmuera. La concentracion de los taninos en la
salmuera, también aumentd, pero con un valor muy bajo para justificar su
empleo como subproducto. Por tal razén, se recomienda la utilizacion de la
salmuera durante tres ciclos seguidos, tomando en cuenta la aceptabilidad del

mani como el factor de ahorro econdémico.

Las mejores condiciones para la extraccion de los taninos del mani
fueron a un pH de diez durante cinco horas de maceracion dinamica. El
contenido de taninos de la testa cruda fue de 0,1441 gAt/gT y de 0,0846 gAt/gT
para la testa tostada, determinado por el método de Folin-Ciocalteu. Para el
método de Lowenthal los resultados fueron aproximadamente el sesenta por
ciento de los datos obtenidos con el método de Folin-Ciocalteu. Los taninos

extraidos de la testa del mani fueron del tipo de taninos catéquicos.
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OBJETIVOS

General

Evaluar la reutilizacion de la salmuera de la etapa de salado en el
beneficio artesanal del mani (Arachis Hypogaea L.) y cuantificar la cantidad de
taninos presentes en la testa -episperma- del mani proveniente de la aldea de

Xororagua, Chiquimula.

Especificos

1. Evaluar la concentracion de cloruros en la salmuera de la etapa de salado

a lo largo de 6 ciclos de reutilizacion.

2. Determinar si la reutilizacion de la salmuera afecta la calidad del mani por

medio de analisis de retencion de cloruros y pruebas hedonicas.

3. Cuantificar la cantidad de taninos presentes en la salmuera sobrante al
terminar el proceso de salado en el beneficio del mani a lo largo de sus 6

reutilizaciones.

4. Evaluar el pH de extraccion de taninos por extraccion sélido — liquido
mediante técnica de maceracion dinamica en funcion de pH, densidad y

sélidos solubles.

5. Evaluar la cantidad de taninos presentes en la testa del mani al inicio y
final del proceso procedentes de su beneficio artesanal.
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6.

Establecer el tipo de taninos presentes en los extractos obtenidos de la
testa —episperma- del mani, identificAndolos como hidrolizables o

condensados.

HIPOTESIS

Hipodtesis cientifica

Es posible reutilizar la salmuera de cloruro de sodio en la etapa de salado
del beneficio artesanal del mani sin alterar las propiedades del producto

final.

Es posible realizar una extraccién efectiva y cuantificar el contenido total
de taninos presentes en la testa del mani (Hypogaea Arachis L.)

proveniente de los cultivos de la aldea de Xororagua, Chiquimula.

Hipotesis estadisticas

Hipotesis nula
No existe diferencia significativa entre la cantidad de cloruro de sodio

presente en la salmuera a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion.
Hipotesis alternativa

Existe diferencia significativa entre la cantidad de cloruro de sodio

presente en la salmuera a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion.
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Hipdtesis nula
No existe diferencia significativa entre la cantidad de cloruro de sodio

retenido en el mani a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion.

Hipodtesis alternativa
Existe diferencia significativa entre la cantidad de cloruro de sodio retenido

en el mani a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion.

Hipdtesis nula
No existe diferencia significativa entre la cantidad de taninos presentes en

la salmuera a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion.

Hipodtesis alternativa
Existe diferencia significativa entre la cantidad de taninos presentes en la

salmuera a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion.

Hipdtesis nula
No existe diferencia significativa entre la cantidad de taninos presentes en

la testa del mani cruda y la testa del mani ya procesada.
Hipodtesis alternativa

Existe diferencia significativa entre la cantidad de taninos presentes en la

testa del mani cruda y la testa del mani ya procesada.
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INTRODUCCION

El departamento de Chiquimula, localizado en la region oriental de
Guatemala, cuenta con un potencial de recursos naturales que permiten el
desarrollo de diferentes cultivos, presentando condiciones favorables de suelo y
clima que hacen posible la explotaciébn de cultivos de granos bésicos y

hortalizas.

Uno de los cultivos de importancia econdmica en el oriente del pais es el
mani (Arachis Hypogaea L.) que constituye una fuente de ingresos para los
pequefios y medianos agricultores, asi como una fuente de trabajo para

decenas de familias que participan en su ciclo de cultivo.

Toda actividad agroindustrial se enfrenta con el problema del manejo de
los subproductos. En algunos casos, cuando la actividad agricola ha contado
con suficiente apoyo técnico se logra sacar provecho de dichos materiales y
tener un impacto positivo en la economia de los productores agricolas. Sin
embargo, una gran parte de las tareas de cosecha y pos cosecha no han sido
estudiadas en su totalidad y siguen efectuandose de forma artesanal sin
obtener un mayor aprovechamiento de sus subproductos, ni logrando mayores

ahorros en costos de procesamiento.

En el presente documento se presentan los resultados obtenidos de una
investigaciéon realizada con respecto a la optimizacion del uso de los recursos
con los que cuenta el beneficio, asi también, busca analizar los subproductos

como posibles fuentes de ingresos.
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Se busca determinar si la salmuera de la etapa de salado del beneficio
artesanal de mani, puede reutilizarse para mdultiples ciclos de salado,
analizando asi, el contenido de sal en la salmuera, la cantidad retenida por cada
lote de mani salado y el contenido de taninos remanentes en la salmuera. A su
vez, se realizaron pruebas hedonicas para determinar si la aceptabilidad del
mani, por parte del consumidor, se veia afectada al ser procesada con

salmuera recirculada.

Se analizaron también las condiciones bajo las cuales una maceracion
dinamica de la testa de mani obtiene su mejor rendimiento. Para realizar esto,
se monitoreo la extraccion de la testa del mani crudo y tostado con solventes a
distintos valores de pH (8,9 y 10), midiendo periédicamente las propiedades de

pH, densidad y sélidos en solucién.

Luego de determinar las mejor opcion para realizar la extraccion de
taninos de la testa del mani, se procedié a cuantificar el contenido tanico del
extracto. La cuantificacion se llevd a cabo por dos métodos distintos, el
volumétrico de Lowenthal y el espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu. De esta
forma se logr6 comparar el contenido de taninos de la testa cruda con la testa
tostada, asi también, se logré observar la diferencia en la determinaciéon de

polifenoles entre ambos métodos.
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1. ANTECEDENTES

En 2004, Edson Gomez realiz6 las extracciones de taninos con un medio
acuoso y cuantifica el contenido tanico de la corteza y la madera del encino

(quercus tristis lebm) por medio de los métodos de Lowenthal y Stiasny.

En 2004, Madeleine Equité compard la extraccion de taninos de la
corteza de melina melina (gmelina arborea roxb.) por un solvente acuoso con
una solucién de sulfito de sodio al 2%. Concluye que el mejor método de
extraccion de la corteza del arbol es la que utiliza el sulfito de sodio al 2%.

En 2005, Otto Cerezo recomend6 el empleo de etanol al 70% para
realizar la extraccion de taninos del fruto del palo de cera o arrayan (myrica

cerifera |.) ya que éste aumenta la cantidad de taninos extraidos.

En 2009, Natalia Espinal recomend6 la utilizacibn de tamizajes
fitoquimicos para la deteccion de los metabolitos secundarios presentes en el

extracto vegetal realizado.

Claudia Montenegro (2009), en su trabajo de graduacién detalla las
variables que influyen en la operacion unitaria de separacion sélido-liquido, y
propone un monitoreo al proceso por medio de tres parametros de respuesta

como el pH, la densidad y cantidad de solidos solubles.






2.  MARCO TEORICO

2.1. Taninos

Es una denominacién quimica muy amplia que abarca una gran variedad
de compuestos polifendélicos, no nitrogenados y no volatiles que se encuentran
comunmente en los extractos vegetales y frutas. Anteriormente los taninos eran
definidos como compuestos fendlicos hidrosolubles que tienen una masa
molecular comprendida entre 500 y 3000 y presentan, junto a las reacciones
clasicas de fenoles, la propiedad de precipitar alcaloides, gelatina y otras
proteinas. Esta definicion sigue siendo valida, pero ha perdido interés desde
gue se comienza a tener una idea precisa de la estructura quimica exacta de
estos polifenoles, que son los proantocianidoles y los esteres de los &cidos
gélico y elagico.

Hemingway en 1992, ha definido los taninos como: “productos naturales
fendlicos que pueden precipitar las proteinas a partir de sus disoluciones

acuosas™.

El rapido desarrollo de los métodos de investigacion estructural ha
permitido grandes progresos en el conocimiento de la estructura de los taninos.
Esto ocurre especialmente con la espectrometria de masas por bombardeo de
atomos rapidos que permite, a pesar de la polaridad y de la inestabilidad
térmica de estas grandes moléculas, determinar su masa molecular y observar
las fragmentaciones significativas, sobre todo afiadiendo a la matriz sales que

permiten la observacion de picos.

" HEMINGWAY, Richard; LAKS, Pete. Plant Polyphenols: Synthesis, Properties, Significance.p.253.
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Los taninos son metabolitos secundarios de las plantas, es decir, son
compuestos quimicos sintetizados por las plantas que cumplen funciones no
esenciales en ellas, de forma que su ausencia no es fatal para la planta, ya que
no intervienen en su metabolismo primario. Los metabolitos secundarios de las
plantas intervienen en las interacciones ecoldgicas entre la planta y su

ambiente.

Los taninos poseen un comportamiento acido en soluciones acuosas,
siendo solubles en agua, alcohol etilico diluido, acetona, parcialmente solubles
en glicerol y acetato de etilo. Tienen un ligero olor caracteristico, sabor amargo
y astringente, y su color va desde el amarillo hasta el castafio oscuro.
Expuestos al aire se tornan oscuros y pierden su efectividad para el curtido,
pero su principal caracteristica es la habilidad para precipitar proteinas y

consecuentemente la curticion de cueros.

El resultado del curtido es el establecimiento de enlaces entre fibras de
colageno de la piel, lo que confiere a la misma una resistencia al agua, al calor
y a la abrasion. Esta capacidad de los taninos de combinarse con las
macromoléculas explica que precipiten celulosa, pectinas y proteinas. También
explica su astringencia, ya que al precipitar las glicoproteinas ricas en prolina
que contiene la saliva, hacen que ésta pierda su poder lubricante y se perciba la

sensacion de astringencia.

2.2. Clasificacién de los taninos

Hay dos categorias de taninos clasificados, basandose en su via

de biosintesis y sus propiedades quimicas: hidrolizables y condensados.



2.2.1. Taninos hidrolizables

Son oligo - poliésteres de un azucar (o de un poliol relacionado) y de un
namero variable de moléculas de acido fenol. El azucar, generalmente es la
glucosa. El acido fendlico es el acido galico en el caso de los taninos galicos, o
el acido hexahidroxidifénico (HHDP) y sus derivados de oxidacién
(dehidrohexahidroxidifénico = DHHDP o acido chebdlico), en el caso de los
taninos clasicamente denominados taninos elagicos. Por tal razén se destacan

dos tipos de taninos hidrolizables: gélicos y elagicos.

Por regla general, los taninos galicos son ésteres del acido galico y de la
glucosa. Sin embargo, es preciso sefialar que las mono- y las digaloilglucosas
no presentan las propiedades clasicas de los taninos, siendo su masa molecular
demasiado baja. Estas propiedades, en particular la capacidad de precipitar
proteinas, las poseen de hecho los triésteres y sus homélogos superiores, como

la pentagaloilglucosa.

Cuando se tratan con soluciones de hierro (lll) los taninos hidrolizables
tifien la solucién con un color azul oscuro, debido a la formacion de complejos

coloreados de baja solubilidad, entre los taninos y el hierro catiénico.
2.2.2. Taninos condensados
Los taninos condensados, también son llamados proantocianidoles,
haciendo referencia a que en medios acidos y en caliente estas moléculas dan

lugar a los antocianidoles.

Son polimeros sintetizados por la via biosintética de los flavonoides.

Estan constituidos por unidades de flavan-3-oles ligadas entre si por enlaces



carbono-carbono resultantes de un acoplamiento entre un carbono electrofilico
y una posicion nucleofilica de otro flavan-3-ol. También son llamados taninos
catéquicos o catequinicos, ya que el grupo estructural del que se derivan es de

la catequina (grupo representativo de los flavan-3-oles).

Los taninos condensados al ser tratados con soluciones de hierro (lll)
tiien la solucién con un color verde oscuro, debido a la formacion de complejos

coloreados de baja solubilidad entre los taninos y el hierro catiénico.

2.2.3. Taninos complejos

Son elagitaninos modificados que resultan de la adicion de un derivado
fenilcromatico sobre una molécula del éster HHDP de la glucosa: flavanol
(flavano-elagitanino), procianidol (procianidino-elagitanino), flavonol (flavono-
elagitanino). Se consideran no hidrolizables, ya que son dificiles de hidrolizar y
cuando se tratan con calor y en acidos minerales originan polimeros de alto

peso molecular.
2.3. Estructuray formacién de los taninos

Debido a la diferencia en la estructura molecular de los distintos tipos de
taninos, es de suponer que todos estos son sintetizados por rutas metabdlicas
distintas. A continuacion se detalla el origen y la formacién de los taninos
hidrolizables y condensados.

2.3.1. Taninos hidrolizables

Biogenéticamente, el &cido galico (acido 3,4,5-trihidroxibenzdico) es

producto del metabolismo del acido shikimico. Es probable que se forme por



des hidrogenacion directa del acido 3-dehidroskimico y en algunos casos
especiales, por oxidacion del acido protocatéquico (que deriva del acido

caféico). Ver apéndice 4.

La glucosilacion del &cido galico requiere la intervencion de la
uridindifosfoglucosa (UDP-glucosa) y generalmente se admite con base en
experiencias in vitro que la monogaloilglucosa formada — la B glucogalina —
puede dar lugar posteriormente, funcionando tanto como dador o aceptor de
glucosa, a un diéster, el 1,6-di-O-galoil-B-D-glucosa y asi sucesivamente via los
derivados 1,2,6 — tri - O- y 1,2,3,6 — tetra —O - galoilados, hasta llegar a la
pentagaloilglucosa. Ver apéndice 4.

En los vegetales la pentagaloilglucosa ocupa una posicion central en el
metabolismo de los taninos. La mayor parte de los vegetales son susceptibles a
proseguir el metabolismo de esta molécula y de sus homologos en dos
direcciones: la evolucién hacia una molécula mas pesada, o la formacion de
taninos elagicos. La evolucion a un tanino galico mas pesado se da por la uniéon

de cadenas laterales de diversos acidos galicos. Ver apéndice 4.

En la formacion de taninos elagicos, el acoplamiento oxidativo de los
grupos galoilicos de la molécula de pentagaloilglucosa engendra un grupo
hexahidroxidifenilico dicarboxilico (HHDP). La pentasustitucién de la glucosa
permite varios acoplamientos entre los residuos galicos cercanos para formar
ésteres hexahidroxidifénicos. El resto de los carbonos de la glucosa pueden
estar libres (unidos a un grupo hidroxilo) o esterificados con otro grupo galico o

un acido dehidrodigalico. Ver apéndice 4.



Diversos elagitaninos poseen en su estructura una cadena trigalica (por
ejemplo el valoneil, macaranoil o tergaloil) que procede de la eterificacion del

grupo HHDP por un &cido galico.

Posteriormente, el metabolismo de estos ésteres HHDP puede proseguir
la oxidaciéon del HHDP a DHHDP (caracteristico de los dehidroelagitaninos),
luego la apertura y reagrupamiento de los ciclos HHDP. En algunos elagitaninos
se produce una apertura del ciclo piranico de la glucosa que permite la reaccion
de la funcion aldehidica liberada sobre un ndcleo aromético de un resto
galoilico. Finalmente, la condensacion de este tipo de molécula (via su C-1) con

el C-8 o el C-6 de un flavano (o de una flavona) conduce a los complejos.

El acoplamiento oxidativo (C-C o C-O-C) intermolecular de la moléculas
descritas anteriormente explica la existencia de un gran nimero de oligbmeros
elagicos de masa molecular comprendida entre 2000 y 5000. Asi, la rugosina D,
aislada de la ulmaria (Filipéndula ulmaria), con una masa molecular de 1874, es
el dimero de la telimagrandina Il o 1,2,3-tri-O-galoil-4,6-O-O-hexahidroxidifenoil-

B-D-glucosa.

La diversidad de estructuras encontradas ha llevado a algunos autores a
proponer su clasificaciéon en funcién de la naturaleza de los grupos implicados
en la union de las unidades monémeras (acido gélico, HHDP) y de su forma de

enlace. La utilizacion de estos criterios permite distinguir cinco grupos:

o GOG: la unidad de enlace esta compuesta por dos (o tres) residuos galoilo

(G) unidos por un enlace éter.

o DOG: la unidad de enlace es de tipo tergaloilo o valoneilo, enlace éter

entre un HHDP (D) y un resto galoilo.



o GOD: acoplamiento oxidativo entre el carbono de un HHDP y el oxigeno

de un resto galoilo asegura el enlace de los dos monémeros.

o D(OG),: la unidad de enlace de los mondmeros implica dos enlaces éter

entre los hidroxilos de dos restos galoilo y un HHDP.

o Oligémeros de elagitaninos.

2.3.2. Taninos condensados

Las proantocianidinas (taninos condensados) son polimeros de
flavonoides. Los flavonoides son un grupo diverso de metabolitos basados en
un sistema con un anillo heterociclico derivado de la fenilalanina. A pesar de
gue las rutas biosintéticas de los flavonoides estan bien estudiadas, los pasos
para la condensacion y polimerizacion de estos no han sido elucidados. El
esqueleto flavonoide que compone las proantocianidinas se muestra en el
apéndice 5. Se muestran las letras estandar para identificar los anillos y el

sistema de numeracion de carbonos.

Los taninos condensados mas ampliamente estudiados estan basados en
dos flavan-3-oles: la (-)-epicatequina y (+)-catequina. En estas moléculas la
adicién de un tercer grupo fendlico al anillo B produce epigalocatequina y
galocatequina respectivamente. También se pueden encontrar flavan-3-oles
mucho menos comunes con un solo grupo fendlico en el anillo B, en posicidn

para al C-2 (epiafzelequina y afzelequina respectivamente). Ver apéndice 5.

Los taninos condensados mejor caracterizados poseen una unién
carbono-carbono entre el C8 y el C4 de dos flavan-3-oles. Las cuatro formas

comunes de esta union son llamadas B-1, B-2, B-3 y B-4 y se muestran en el



apéndice 5. En adicion a estos dimeros, otras uniones entre el C-6 y el C-4 han
sido aisladas.

Si se continda la polimerizacion lineal entre carbonos 4 y 8 de los
flavonoides descritos se obtiene uno de las proantocianidinas mas simples.
Otros polimeros basados en uniones 4,6 y ramificados con dimeros con
enlaces 4,8 y 4,6 son menos comunes. Un grupo importante de los taninos
condensados son los polimeros de los 5-deoxi-flavan-3-oles. La ramificacion es

muy comun en estos taninos. Ver apéndice 5.

Las proantocianidinas sufren de una ruptura oxidativa de los enlaces entre
los monomeros cuando son tratados con alcoholes calientes, tal es el caso del
butanol &acido. Los productos de la reaccion con butanol &cido son: un
mondmero terminal no modificado y antocianidinas coloreadas producidas por
las moléculas no terminales del polimero. Los polimeros basados en catequina
y epicatequina producen cianidina, por tal razén son llamados procianidinas.

Ver apéndice 5.

La reaccién con butanol acido puede realizarse con un agente nucleofilico
para producir las unidades monomeéricas unidas al nucleofilico. De esta forma
se pueden separar y cuantificar por medio de una HPLC para determinar su
composicién y calcular pesos moleculares promedio. Para este fin pueden

utilizarse el floroglucinol.

Los flavan-3,4-dioles son flavonoides monoméricos que producen
antocianidinas cuando son tratadas con calor y acido. Por tal razon, tienen una
guimica similar a la de los taninos condensados pero no poseen la habilidad de

interactuar con las proteinas formando complejos insolubles.
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2.4. Funcién bioldgica de los taninos

Los taninos en el reino vegetal son metabolitos secundarios. A diferencia
de los metabolitos primarios como los azucares, la sintesis de los taninos
depende de factores ambientales y genéticos. Por ejemplo, en el caso de las
manzanas se ha observado que cuando estas crecen en un entorno con bajo
contenido en nitrégeno y condiciones de clima adversos, estas tienden a
sintetizar una mayor cantidad de taninos. Los taninos cumplen funciones de
defensa y protecciébn y posiblemente intervienen en la regulacion del

crecimiento. En las plantas cumplen funciones de defensa ante el herbivorismo.

Los taninos pueden inactivar las enzimas digestivas de los herbivoros y
crear complejos agregados de taninos y proteinas de plantas que son dificiles
de digerir. En general son toxinas que reducen significativamente el crecimiento
y la supervivencia de muchos herbivoros cuando se adicionan a su dieta.
Ademas, tienen potencial de producir rechazo al alimento (antifeedants o
feeding repellents) en una gran diversidad de animales. Las frutas no maduras,
por ejemplo, con frecuencia tienen altos contenidos de taninos, que pueden

estar concentrados en las capas celulares mas externas de la fruta.

Los taninos de las plantas también funcionan como defensas contra los
microorganismos. Por ejemplo, el corazon de madera muerta de muchos
arboles contiene altas concentraciones de taninos que ayudan a prevenir el

desmoronamiento por ataques de hongos y bacterias patdogenos.

2.5. Uso industrial de los taninos

El empleo de los taninos en la industria esta ligado a sus diversas

propiedades quimicas tales como la precipitacion de proteinas, que es usada
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tanto en la industria de curticion de pieles como en la farmacéutica por sus

propiedades astringentes.

2.5.1. Industriatenera

Durante un proceso de curticion se lleva a cabo la union entre las fibras de
la triple hélice del colageno para garantizar su resistencia al ataque microbiano
y evitar la putrefaccion de la dermis de la piel a curtir. Debe de realizarse
mediante un agente externo, el cual es llamado agente curtiente. Este agente
curtiente debe de ser capaz de unirse a las cadenas polipeptidicas que
conforman al colageno entre dos cadenas distintas a la vez, para realizar esto
se necesita que dicho agente tenga una reactividad adecuada y un peso

molecular adecuado que permita las uniones mencionadas.

Debido a las propiedades de los taninos, éstos han funcionado como un
agente curtiente desde los inicios de la fabricacién de cuero por el hombre. Para
curtir con taninos es necesario realizar el extracto tanico de una especie vegetal
de conocida capacidad curtiente. Entre los extractos curtientes comerciales se

encuentran los siguientes:

Extracto de pino, de gran astringencia, da al cuero un color rojizo.

o Extracto de encina, da cueros firmes de color pardo amarillento.

o Extracto de zumaque, es un extracto suave que penetra rapidamente en la

piel, da cuero de tacto suave y flexible y de color muy claro.

o Extracto de valonea, de gran astringencia da cueros de color amarillento

bastante impermeables.
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o Extracto de castafio, de astringencia elevada, da cueros firmes de color

avellana. Este extracto es el mas solido a la luz.

o Extracto de mimosa, facilmente soluble en agua, da cueros flexibles de

color beige amarillento.

o Extracto de quebracho natural da cueros firmes, solubles en frio por

bisulfitacion da cueros més flexibles y suaves.

2.5.2. Industria farmacéutica

En las plantas medicinales se atribuye a los taninos la capacidad de la
curacién de heridas y cuidado de la piel. Los taninos cumplen una funcion
cicatrizante al acelerar la curacion de las heridas y hemostatica, al detener el
sangrado. La cicatrizacion se produce por la formacion de las costras al unir las
proteinas con los taninos y crear un medio inadecuado para el desarrollo de las
bacterias u otros organismos. Al constrefiir los vasos sanguineos ayudan a la
coagulacion de la sangre, y por tanto, contribuyen a la curacion de las heridas.

Entre las numerosas aplicaciones se pueden mencionar:

o Tratamiento de hemorroides

. Curacion de las ulceras de la boca
o Cuidado de la piel

o Detencion de la diarrea

o Antioxidantes

o Antibacterianas

o Antidotos contra venenos

° Reduccién del colesterol
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2.6. Cuantificaciéon de taninos

Debido a la naturaleza diversa de los taninos, la eleccion de un método de
analisis para cuantificar el porcentaje de estos compuestos en una muestra
dada debe ser efectuada cuidadosamente. Debe tomarse en cuenta el tipo de
muestra, la disponibilidad de reactivos, disponibilidad de equipo vy

principalmente el tipo de taninos que se desea cuantificar.

Existe una amplia gama de métodos para realizar el andlisis cuantitativo
de los taninos presentes en una muestra. Estos métodos se basan en tres

propiedades de los taninos:

o Habilidad de precipitar proteinas y alcaloide
o Reactividad de sus anillos fendlicos

o Productos de su despolimerizacion

En la tabla | presentada por Hemingway (1992), se enlistan algunos de los

métodos mas comunes para la determinacién de taninos.
2.6.1. Precipitacion de proteinas y alcaloides
La capacidad de los taninos para precipitar proteinas (relacionada con su
capacidad curtiente) es uno de los principales atractivos para el estudio de

dichos compuestos. Otra razon, es que se cree que su actividad biolégica se

debe a su interaccion con proteinas.
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Tablal. Métodos de analisis de taninos

Tipo de ensayo T|PA|GT |ET

Precipitacion de proteinas y alcaloides

Absorcién en una columna de piel en polvo
Precipitacién de proteina en soluciéon

Difusién en gel

X X X X

Precipitacién en papel de cromatografia

Reaccion con anillos fenélicos

Fenoles totales

Acomplejamiento con iones férricos

Acomplejamiento con iones de titanio

Reduccion de permanganato (Método de Lowenthal)
Reduccién de iones férricos (ej.: método del azul de Prusia)

Reduccion del reactivo fosfotungsténico-fosfomolibdénico
Reaccién con iodo alcalino (Método de Shaw)
Reaccion de retro titulacion de oxalato (Método de Stamm)

X X X X X X X

m — Difenoles
Reaccion con vainillina X
Reaccion con formaldehido (Método de Stiasny) X
o — Difenoles

Reduccion de &cido nitroso (Método de Bate-Smith)

Reduccién de yodato de potasio X

Despolimerizacion
Despolimerizacién oxidativa en ButOH/HCI X

Hidrolisis con estimacion de &cido gélico X
X

Hidrolisis con estimacion de &cido elagico
T = Taninos totales, PA = Proantocianidinas, GT = Taninos Gdlicos, ET = Taninos Elagicos

Fuente: HEMINGWAY, Richard W. Plant Polyphenols: Synthesis, Properties, Significance.
Volumen 1. p. 260.
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2.6.1.1. Absorcion de columna de piel en polvo

Se hace pasar una soluciéon tanica a través de una columna de piel en
polvo, con el fin de que los taninos se queden adheridos a las proteinas del
tejido. La cantidad de taninos absorbidos por la columna de piel es determinada
pesando la piel antes y después de la absorcion de la solucién ténica,
seguidamente se efectla la resta de los valores obtenidos y dicho valor

corresponde a la cantidad de taninos absorbidos.

Este método posee algunas desventajas. La primera de ellas es que se
necesitan grandes cantidades de solucion tanica para efectuar el analisis. Es un
procedimiento engorroso y consume grandes cantidades de tiempo. Puede
darse una sobre estimacion del contenido tanico de la solucion, ya que otros
compuestos fendlicos como el acido gélico pueden ser también retenidos por la

columna.

2.6.1.2. Precipitacion de proteina en solucion

Numerosos métodos basados en esta propiedad de los taninos han sido
desarrollados por bidlogos y ecélogos. Estos métodos difieren entre si por la
forma de medir la proteina precipitada por los taninos, ya sea midiendo su
concentracion en el sobrenadante o midiendo la cantidad de proteina

precipitada, redisolviéndola en soluciones acuosas de NaOH calientes.

También difieren en la proteina elegida para realizar la precipitacion. Se
han desarrollado métodos en los que se utiliza hemoglobina (proteina esencial
en el transporte de oxigeno en el torrente sanguineo), proteinas marcadas con

tinta, proteinas radiomarcadas, enzimas como la B-glucosidasa, albumina de
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suero bovino (BSA), etc. Las proteinas en la solucién sobrenadante que no han
sido marcadas pueden ser cuantificadas por el método de la ninhidrina.

Muchos factores afectan la precipitacion de las proteinas en soluciéon. La
temperatura no tiene mayor influencia si se mantiene baja o a temperatura
ambiente. El pH de la solucibn es un factor muy importante, ya que la
precipitacion se maximiza al alcanzar el punto isoeléctrico de la proteina. El
solvente utilizado para realizar la extraccion de los taninos también puede

afectar, tal es el caso de la acetona, el metanol, dioxano entre otros.

Los factores mas importantes a tomar en cuenta son: el tipo de polifenoles
y la concentracion de las proteinas en solucion. Cambios en la estructura de
los taninos influyen directamente en su capacidad astringente, y por lo tanto. en
su habilidad para precipitar proteinas. Por tal razon, los resultados de estos
métodos son comunmente presentados como cantidad de proteina precipitada
por unidad de masa de la muestra y no como la cantidad de taninos presentes

en el extracto.

2.6.1.3. Difusion en gel

Se prepara un gel que contiene BSA (albumina de suero bovino) y se
introduce en un recipiente circular. Luego se forma un agujero central en el cual
se deposita el extracto tanico a analizar. La difusion de los taninos en el gel
provoca una precipitacion radial de la proteina de la albumina, y el alcance que
esta precipitacion tenga sera directamente proporcional a la concentracion de

taninos en el extracto.

Para este método no se requieren grandes cantidades de extracto tanico

ni equipos especializados. Tampoco se ve muy afectado por el solvente con el
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que fueron extraidos los taninos y los fenoles pequefios como el acido gélico y

catequina no interfieren con los resultados.

2.6.1.4. Precipitacion en papel de cromatografia

Una cantidad muy pequefa de solucion tanica (5-50ug) es aplicada sobre
un papel de cromatografia. El papel es rociado con una solucién de BSA vy
luego es lavado con un buffer de acetato. Posteriormente las proteinas fijadas a
los taninos son tefiidas con solucién de tincion de Ponceau S. Después de un
nuevo lavado con &cido acético al 0,2%, el color se enjuaga con NaOH diluido y

es analizado por medio de un espectrofotometro.

2.6.2. Reactividad con los anillos fendlicos

Dependiendo del tipo de taninos a determinar se podran encontrar
diversos grupos que conforman la estructura total del tanino. Por tal razén es
necesario determinar con que grupos reaccionara el reactivo con el que se
realizara la prueba, ya que no todos los reactivos reaccionan con todos los

grupos presentes en los taninos.

2.6.2.1. Determinacion de fenoles totales

Se han desarrollado variados métodos colorimétricos para la
determinacion de fenoles totales en extractos tanicos. Estan basados en la
formacion de complejos con metales como el hierro o el titanio, en la reduccion
de iones férricos a ferrosos o en la reduccién del reactivo de Folin

(fosfotungsténico-fosfomolibdénico).
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2.6.2.1.1. Acomplejamiento con iones férricos

Se han utilizado mezclas de iones férricos con SDS/ trietanolamina para la
determinacién de taninos. En agua los iones férricos forman complejos
coloridos con fenol, resorcinol o floroglucinol pero no con catecol y pirogalol.
Estos dos ultimos fenoles forman complejos coloridos en metanol. La mayoria
de los complejos son inestables, probablemente debido a las reacciones redox.
A pesar de que no se han realizado estudios a detalle sobre la estabilidad y el
color en las mezclas de SDS/ trietanolamina, se sabe que este método
proporciona una tendencia lineal sobre un amplio rango de absorbancia (0 —

3,0), pero es casi ocho veces menos sensible que el ensayo de Folin — Denis.

2.6.2.1.2. Reduccién con permanganato

Este ensayo volumétrico es comunmente llamado método de Lowenthal.
Consiste en la determinacion de los fenoles totales en un extracto vegetal por
medio de una reduccion de permanganato de potasio con indigo de carmin
como indicador. Este es uno de los métodos mas utlizados para la
determinacién de taninos, ya que no requiere de equipo altamente sofisticado y

proporciona una buena reproducibilidad en los resultados obtenidos.

Muchos autores refieren un distinto procedimiento para la realizacién de
este ensayo, pero la mayoria difiere solamente en el método de extraccion del

extracto vegetal, concordando siempre en el procedimiento de la titulacion.

Los productos de la reaccion de oxidacion de los taninos son compuestos
indeterminados, que pueden o0 no ser aun susceptibles a oxidaciones
posteriores. Por tal razon, este analisis puede brindar una buena precisién sélo

si se lleva a cabo en condiciones muy bien estandarizadas.
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Este método también se puede utilizar en la determinacion indirecta de los
taninos en el extracto realizando una titulacion méas. Si se trata el extracto
vegetal con una solucién de proteina (como la gelatina) y saturada con cloruro
de sodio se asegurara la remocién de todos los taninos en solucion. Finalmente
se vuelve a utilizar el método de Lowenthal para la solucion libre de taninos. La
cantidad neta de taninos en el extracto original se obtiene entonces por la

diferencia entre el valor de la primera y segunda titulacion.

Es necesario mencionar que este método de analisis va acompafnado,
como es de esperarse, por la titulacion de una blanca para la correcciéon de los

datos obtenidos, ya sea por el método directo o indirecto de Lowenthal.

2.6.2.1.3. Reduccién deiones férricos

Otro método se basa en la reduccion de iones férricos a ferrosos y su
deteccidn por medio de la formacion de azul de prusia (quelato hexacianoferrato
II). Este método es muy sensible. La mayoria de los fenoles (excepto el
resorcinol), reducen el i6n férrico con un rendimiento que depende de su

estructura. Este método debe efectuarse bajo estricto control del pH.

2.6.2.1.4. Métodos de Folin: reduccion del
Reactivo fosfotungsténico —

fosfomolibdénico

Este método inicialmente llamado Folin-Denis fue modificado al adicionarle
sulfato de litio al reactivo de Folin, para evitar formacion de precipitados es
llamado Folin-Ciocalteu. Ambos métodos se basan en la reduccién del reactivo

fosfotungsténico-fosfomolibdénico.
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El reactivo de Folin-Ciocalteu es una solucion de iones poliméricos
complejos formados por poli acidos de fosfomolibeno y fosfotungsteno. El
reactivo oxida los fenolatos, reduciendo los poli 4cidos a un complejo azul de
molibdeno y tungsteno. Los fenolatos soOlo estan presentes en soluciones
alcalinas pero el reactivo y sus productos son inestables en alcali. Por tal razén

se suele utilizar moderadas alcalinidades y concentraciones altas del reactivo.

Los dos métodos han sido comparados. EI método Folin-Ciocalteu es
ligeramente més sensible y el maximo de absorbancia no es tan amplio como el
del método Folin-Denis. La estructura del colorante formado como producto de
la reaccion es independiente del tipo de fenol y la longitud de onda de maxima

absorcion es constante (760 nm).

Existen varios pardmetros que afectan la reaccion. La secuencia y los
tiempos de adicion de los reactivos debe de ser cuidadosamente controlada. La
reaccion puede ser llevada a cabo a temperatura ambiente durante dos horas o
a 50 °C por 5 minutos. Algunas sustancias interfieren con el ensayo, tales
como: el &cido ascérbico, iones ferrosos, di6xido de azufre, algunos
aminoécidos fendlicos, entre otros. Los azucares con grandes concentraciones,
también pueden interferir. El método de Folin-Ciocalteu es menos sensible a
las interferencias que el de Folin-Denis. Este método es uno de los mas
apropiados para determinar las concentraciones absolutas de mezclas fendlicas

en extractos vegetales.

2.6.2.1.5. Reaccién con yodo alcalino

También conocido como método de Shaw, se basa en la oxidacion del

yodo en medio alcalino. Inicialmente se agrega al extracto tanico un exceso de
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solucion de yodo y el remanente es retro valorado con cualquier método, para
valoracion de yodo después de 30 minutos de iniciado el analisis.

El tipo de reaccion efectuada en este ensayo, facilita la deteccion del
punto final de la titulacién y es mejor apreciable que el método de Lowenthal.
Pero al igual que en este método, su principal problema radica en los productos
de oxidacidon indeterminados y es necesario estandarizar el procedimiento y

condiciones de analisis para asegurar una precision aceptable.

Al igual que en el método de Lowenthal, se puede llevar a cabo una
determinacion indirecta de taninos por medio de una segunda titulacién libre de
taninos. Cada titulacion efectuada debe de realizarse comparandola con una

blanca para efectos de correccion de datos.

2.6.2.1.6. Reaccién con retro titulacién de

oxalato

Con este ensayo se busca lograr una oxidacion completa de todos los
taninos presentes en solucién. Para llevar esto a cabo se trata el extracto con
un exceso de permanganato de potasio en medio alcalino, se deja reaccionar
por 30 minutos y luego se acidifica la solucién, para adicionarle otro exceso
conocido de acido oxalico y calentar la soluciéon a 50 °C. Finalmente el exceso
de acido oxalico es titulado con permanganato de potasio sin necesidad de

indicadores. Este ensayo toma el nombre de método de Stamm.

La diferencia principal entre el método de Stamm y el de Lowenthal
presentado anteriormente radica en los productos de oxidacion del ensayo. En
el método de Lowenthal los productos de la reaccion son indeterminados y son

susceptibles a oxidaciones posteriores. EI método de Stamm provoca una
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oxidacion completa de los taninos en solucién y por lo tanto es mas exacto que

Lowenthal.

Por tales razones se puede afirmar que, cuando se desea analizar un
extracto con taninos inicialmente oxidados, como es el caso de los taninos en el
te fermentado, el método méas confiable es el de Stamm, ya que proporciona
una mayor exactitud, precision y seguridad de que todos los taninos fueron
oxidados completamente. Cuando se desea analizar la cantidad de taninos que
no estan inicialmente oxidados por algin proceso fermentativo y no se buscan
exactitudes muy altas, el método mas aconsejable es el de Lowenthal, por ser

menos engorroso que el de Stamm.

Cabe mencionar que para el ensayo de Stamm, también puede hacerse
una determinacion de taninos indirecta con la ayuda de un andlisis a un extracto

libre de taninos.
2.6.2.2. Reaccion con m-difenoles

Los m-difenoles reaccionan con aldehidos como el benzaldehido o el
cinamaldehido en soluciones acidas. Los alcoholes metilicos formados forman
carbocationes coloridos en acido concentrado. Esta reaccion ha sido
desarrollada como un ensayo cuantitativo para proantocianidinas

2.6.2.2.1. Reaccién con vainillina
La vainillina (el aldehido de la vainilla), el aldehido mas utilizado, da un

color rojo con proantocianidinas y su longitud de onda éptima es de 640 nm.

Otro aldehido, el 4-dimetilaminocinamaldehido, da un color verde, el cual es util
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en la estimacion de proantocianidinas en extractos coloridos, su longitud de

onda Optima es de 500 nm.

El medio acido puede ser proporcionado tanto por acido clorhidrico como
por acido sulfdrico. Sin embargo, muchos autores prefieren utilizar el método de
vainillina-acido sulfarico. Se alcanzan mayores intensidades de color, aumenta
la sensibilidad del ensayo, se tiene una tendencia lineal cuando se utiliza
catequina como estandar. El aumento en la sensibilidad podria deberse a un

aumento en estabilidad del carbocation.

La mayor parte de los m-Difenoles reaccionan en el método vainillina-
acido sulfarico en una proporcién casi estequiométrica. El acido galico, con su
anillo de pirogalol desactivado por el grupo carboxilo no reacciona con vainillina,
y por tanto los taninos hidrolizables no interfieren en este ensayo para

proantocianidinas.

Los polimeros de proantocianidinas son mucho menos reactivos que las
catequinas monomeéricas de las que se derivan. Por tal razon, el método de la
vainillina detectara cualquier monémero o flavonol polimérico pero no detectara
adecuadamente las proantocianidinas en un extracto cuando se utiliza

catequina como estandar.

2.6.2.2.2. Reaccién con formaldehido (Método

de Stiasny)

El formaldehido también reacciona con m-difenoles como la catequina
dando un precipitado. Esta reaccion es comunmente llamada método de
Stiasny, y ha sido utilizada en la determinacién de taninos condensados en

extractos tanicos. En este ensayo, la precipitacion puede ser estimada por
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medio de la determinacién de fenoles totales (Folin-Ciocalteu), en solucion
antes y después de la adicion del aldehido.

Existe una modificacion al método de Stiasny por medio de la adicion de
floroglucinol, el cual promueve la precipitacion completa de fenoles como el
resorcinol. Desafortunadamente el floroglucinol también induce a la
precipitacion de acidos galicos y elagitaninos. Por tal razon esta modificacion al
método no es recomendable cuando existen varios tipos de fenoles

simultaneamente en el extracto.

Otra modalidad del método de Stiasny es por medio de gravimetria. Se
adicionan el formaldehido en solucion de &cido clorhidrico. Se filtra el
precipitado luego de calentar a reflujo y se seca el sélido en un horno durante
un dia. Luego se pesa el producto obtenido para determinar la cantidad de
taninos condensados precipitados por medio de la diferencia con la cantidad

inicial de extracto en solucion.

2.6.2.3. Reaccién con o-difenoles

Estos métodos de analisis de taninos se basan en la coloracion rosa o roja
que se obtiene al reaccionar los o-difenoles con reactivos como el &cido nitroso

y el yodato de potasio en solucion acuosa.

2.6.2.3.1. Reaccion de acido nitroso (Método
de Bate — Smith)

El acido nitroso, obtenido a partir de nitrito de sodio en un acido diluido, ha
sido utilizado cominmente como un reactivo para elagitaninos, ya que presenta

una coloracion rosa o roja instantanea, que cambia lentamente a azul o violeta.
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Este color azul es lo suficientemente estable en ausencia de nitrégeno como
para realizar un andlisis cuantitativo de taninos, a dicho analisis se le conoce

como método de Bate-Smith.

No es muy sensible, pero es especifico para los grupos
hexahidroxidifenilicos (HHDP) de los elagitaninos. Este método ha sido probado
en muestras que contienen tanto elagitaninos como proantocianidinas y su
especificidad para el HHDP ha sido confirmada. Los parametros como la
concentracion de metanol, temperatura y pH afectan el tiempo en que se
alcanza la maxima absorbancia del andlisis, pero la absorbancia final es la

misma independientemente de los parametros utilizados.

Existen dos métodos muy similares al de Bate-Smith, difieren de éste en
que el reactivo contiene hidréxido de sodio en el caso del reactivo de Hoepfner
y molibdato de sodio en el reactivo de Arnow. Sin embargo ambos métodos no

han sido utilizados para la determinacién de taninos.

2.6.2.3.2. Reaccion de yodato de potasio

Este método se basa en la formacién de un colorante rosa o rojo cuando
reacciona yodato de potasio con los galotaninos en cromatografias de papel.
Sin embargo, es dificil analizar extractos que contienen otros tipos de
polifenoles, ya que se obtienen colores oscuros en vez del color rosa

caracteristico.

2.6.3. Despolimerizacion

Los métodos basados en la despolimerizacién de los taninos han sido

aplicados tanto a proantocianidinas como a taninos hidrolizables. La
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confiabilidad que se le pueda atribuir a estos métodos depende que tan bien
representen los productos de la despolimerizacion al compuesto bajo andlisis y

en el rendimiento de ésta.

2.6.3.1. Despolimerizacion de proantocianidinas

Cuando las proantocianidinas son tratadas con soluciones calientes de
acido mineral éstas producen antocianidinas coloreadas con una absorbancia
méaxima en 550 nm. Las antocianidinas provienen del auto oxidacién de los
carbocatidnes, formados por la ruptura de los enlaces entre los flavonoides. Sin
embargo, es comun observar reacciones secundarias que conllevan a la
formacion de polimeros café — rosaceos llamados flobafenos, los cuales

absorben a los 450 nm.

Se han realizado estudios acerca de la proporcion del solvente en la
mezcla reactiva. Se ha encontrado que reemplazando el agua por alcohol
isopropilico o n-butanol se incrementa significativamente la absorbancia a los

550 nm y disminuye a 450 nm.

La adicién de iones de metales en transicion, los cuales aceleran la auto
oxidacion, incrementan el rendimiento de los colores. Diferentes metales como
Co(lll), Cu(ll), Fe(lll) o Mn(lll) han sido comparados y el Fe(lll) resultdé ser el
mas eficiente.

2.6.3.2. Despolimerizacion de taninos galicos

Los esteres galicos y de HHDP son ambos hidrolizados facilmente en

acidos diluidos y producen &cido gélico y elagico respectivamente. La
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determinacion de acido gélico y elagico por cromatografia o colorimetria permite

la estimacion indirecta de galotaninos y elagitaninos.

Los ésteres galicos pueden ser hidrolizados en una solucion 1 M de acido
sulfarico por 24 horas, y el acido galico resultante estimado con cromatografia o
por medio de reaccion con rodamina en medio acido. La rodamina es un
reactivo selectivo al acido galico, no reacciona con esteres galicos, catequina,
gomas, procianidinas, etc. Presenta una coloracion roja en solucién con un
méaximo de absorcion en 520 nm. La rodamina reacciona con hidroguinona o
naftoquinona pero al formar un compuesto de color verde (655 nm) no afecta el

ensayo.

2.6.3.3. Despolimerizaciéon de taninos elagicos

Muestras solidas que contienen ésteres de HHDP pueden ser
hidrolizados, también con una solucion 1 M de acido sulfarico. El residuo, junto
con el acido elagico formado por la hidrélisis es lavado y acidificado con
acetona acuosa para remover los pigmentos que puedan interferir. El acido
elagico es entonces solubilizado con piridina y analizado por la formacién de un

aducto de color rojo por la adicién de acido clorhidrico a nitrito de sodio.

Fenoles como el acido galico, catequina, gomas, procianidinas, acido
tanico entre otros, dan una coloracién amarillo-café que podria interferir con el
ensayo, pero se asume que son removidos con la hidrélisis realizada. La
duracion de la reaccion con acido nitrico debe ser cuidadosamente controlada,
ya que la absorbancia maxima se obtiene a los 36 minutos de iniciada la

reaccion y se reduce rapidamente después.
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2.7. Mani (Arachis Hypogaea)

El mani o cacahuate es una leguminosa con especiales propiedades
nutricionales. Es de origen sur americano y se ha cultivado desde épocas
remontas por pueblos indigenas. Fue llevado a Europa y Africa por los
conquistadores espafioles y portugueses. Actualmente, sus principales

productores a nivel mundial son China y la India.

2.7.1. Cultivo del mani en Guatemala

El mani en Guatemala se encuentra distribuido en regiones de tres zonas,
la regibn de menor altitud sobre el nivel del mar, es decir el bosque muy
hiamedo subtropical célido ubicado en la costa sur y parte norte del pais; la
region de altitud intermedia que constituye el bosque humedo subtropical
templado, y la parte mas alta, correspondiente al bosque muy humedo

distribuido en el occidente del pais.

Las areas de mayor produccion de mani a nivel nacional, son en donde se
encuentra la menor diversidad, lo cual contrasta con el departamento de
Huehuetenango, en donde el mani presenta mayor diversidad y no es un cultivo

de alta importancia.

La variedad botanica de mani, Arachis Hypogaea, es la méas distribuida en
el pais. Dicha variedad es cultivada en los departamentos de: Chiquimula, Baja
Verapaz, Huehuetenango, Jutiapa, Zacapa, Escuintla, Suchitepéquez, EIl
Progreso, Quiché, Petén y Guatemala. Entre las areas de produccion comercial

mas importantes se encuentra: Petén, Chiquimula y Baja Verapaz.

De todas las variedades, la Hypogaea es la ampliamente distribuida en el
pais. Se caracteriza por tener en su mayoria dos semillas de color canela,
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rosado, café o rojo. De ésta la mayor producciéon comercial se da en Petén,
Chiquimula y en algunos municipios de Baja Verapaz.

El cultivo del mani no es de mucha importancia econémica en Guatemala,
siendo desarrollado por agricultores tradicionales que han conservado de
alguna manera sus materiales criollos. En Guatemala el mani no forma parte de
la canasta basica pero su consumo es tradicional; ademas constituye un cultivo
requerido por la industria del pais. Las cadenas de supermercados compran

productos provenientes de pocos proveedores pero consistentes.

De acuerdo a datos del Banco de Guatemala se registré que, en el 2003,
la produccion de mani fue de 1 555 toneladas. Asimismo, reportdé que el
consumo nacional es de 3 209 toneladas por afio. En cuanto a las
importaciones del pais, se estima que el incremento medio anual de mani es de
un 18%, siendo los principales paises que exportan mani a Guatemala:

Nicaragua y El Salvador.

2.7.1.1. Produccién de mani en el municipio de

Chiquimula

El municipio de Chiquimula es uno de los principales productores de mani
a nivel nacional; se viene cultivando el mani desde 1920 en que fue introducida
la semilla del tipo virginia que hoy se conoce como shusho y las técnicas
agricolas se han ido mejorando de acuerdo a la experiencia que han adquirido
los agricultores. En 1993 este municipio produjo aproximadamente el 20% de la
produccion nacional de mani. En este departamento se considera que uno de
los lugares principales de produccién de mani, es la aldea Xororagud, en la cual

el cultivo més importante es el mani.
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En el municipio de Chiguimula el mani es procesado por pequefios y
medianos agricultores, los cuales realizan todo el proceso de forma artesanal y

luego lo comercian principalmente en mercados locales.

La aldea Xororagua esta localizada a 6 kildbmetros de la cabecera
municipal de Chiquimula; ubicada a una longitud norte de 14° 45" 47" y latitud
occidental de 89° 34" 43”. Su altitud es de 570 metros sobre el nivel del mar. La
época seca abarca desde el mes de noviembre a abril y la lluviosa de mayo a
octubre. La humedad relativa promedio anual es de 66%, con intervalos de 61%

a 73% entre la época seca y lluviosa.

Para la realizacion del presente estudio se utilizé el mani proveniente de la
aldea de Xororagua, debido a que es uno de los principales productores de
mani en el departamento de Chiquimula. También se seleccion6 el mani de
Xororagua, ya que segun algunos distribuidores de la leguminosa consultados,
el mani de mejor calidad del territorio guatemalteco es el proveniente de dicha

aldea.

De la aldea Xororagua fue seleccionado uno de los beneficios de un
pequefio productor para la realizacién de la investigacion de campo, en la cual
fue posible la recaudacion de informacion de la produccién mensual y datos

técnicos sobre el procesamiento.

En el beneficio seleccionado se procesan de 30 a 50 quintales de mani al
mes, de enero a octubre, en funcién del requerimiento por parte de los clientes.
En los meses de noviembre a diciembre la produccion se incrementa de 45 a 75
quintales al mes aproximadamente. Esto resulta en una produccion promedio

equivalente a 47,08 quintales mensuales y a 565 quintales al afio (26,63 TM).
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2.7.2. Siembra del mani

El cultivo del mani resulta exitoso si se ha realizado un programa de
fertilizacion. Esto es de suma importancia por el hecho de que los suelos para la
produccién de mani, generalmente son bajos en contenido de materia organica

y tienen poca capacidad de absorber nutrientes esenciales.

El nitrdgeno para la fertilizacion del suelo, es utilizado en forma amoniacal
como sulfato de amonio. El fésforo en forma soluble es el abono més
importante para el mani. La aportacion de potasa al abono mejora las
condiciones sanitarias del cultivo, sobre todo al finalizar el ciclo vegetativo,
ademas, aumenta el niumero de granos por vaina, asegurando una mejor
fecundacion de los 6vulos. La presencia de azufre en los fertilizantes interviene
de una forma relativamente importante en la nutricion; si es aplicado de forma

elemental, serd absorbido con menor rapidez que aplicado en forma de sulfato.

En cuanto a los oligoelementos, los mas importantes para el mani son el
molibdeno y el boro. EI molibdeno actda sobre el desarrollo de la planta y la
coloracién de las hojas, e incrementa el contenido de nitrégeno de la planta. El
molibdeno se aplica como molibdato amonico o como molibdato sodico. El boro

evita los accidentes de fecundacion y mejora la calidad de los granos.

Previo a la siembra, también es necesario verificar el pH del suelo, ya que
de ser menor a 5,8 o tener un contenido bajo en calcio es necesaria la
aplicacion de piedra caliza o carbonatos de calcio-magnesio para mejorar el
desarrollo de la planta. Es oportuno mencionar que el calcio es esencial en la

formacion de los granos del mani.
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Los granos se siembran en camellones con una altura de 25 cm
aproximadamente, y evitando su exposicion a la luz del dia. La profundidad de
la siembra no debe de sobrepasar los 5 cm y la humedad del suelo debe de ser
la necesaria. El riego se realiza cada 20 6 25 dias para suelos francos y cada 5

dias para suelos arenosos.

Es necesario realizar muestreos durante los ultimos quince dias del
periodo vegetativo, debido a que la fructificacion se produce en el interior del
suelo. El periodo de cosecha se identifica cuando la vaina se endurece y
presenta manchas oscuras en las paredes internas, y cuando los granos de

mani presentan su tipica coloracion.

2.7.3. Cosechadel mani

Se define como el corte de la planta con sus vainas. Para facilitar esta
actividad es necesario humedecer el terreno. El arranque consiste en seccionar
el pivote radicular de la planta, por debajo del plano de fructificacién y por medio
de un instrumento en forma de hoja que pasa entre ocho y quince centimetros
de profundidad bajo tierra, sin seccionar las vainas. Luego la planta es

levantada, sacudida y depositada en el suelo para que se seque.
2.7.4. Pos cosecha del mani
Seguido de la cosecha vienen las tareas de secado, trillado y

almacenamiento, lo cual provee la materia prima lista para su procesamiento en

el beneficio del mani.
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2.7.4.1. Secado

Luego de la cosecha del mani, sus tejidos contienen de un sesenta a un
ochenta por ciento de agua. Sus vainas, en este momento, contienen
aproximadamente treinta por ciento de humedad, por lo que es necesario
secarlas al sol al menos durante una semana, pues de lo contrario las semillas

se deterioran rapidamente.

El principio del secado de los granos del mani es disminuir con rapidez el
contenido de agua hasta un quince por ciento aproximadamente, y luego
reducirlo con progresion hasta un ocho a diez por ciento. Ademas, no se debe
desecar con excesiva brusquedad ni a una temperatura demasiado elevada, si

se hace por medios artificiales.

2.7.4.2. Trillado

Cuando los frutos alcanzan una humedad cercana al diez por ciento, se
procede a la trilla. Esta es una operacion que consiste en separar las vainas de
las hojas y tallos secos; es efectuado con bastén o a mano. Con bastén las
hojas y los tallos son desmenuzados y después, de las hojas y las vainas
mezcladas, se separan las vainas mas densas. En la trilla manual se separan
las vainas una por una. Finalmente se separan los materiales no deseables

como tierra, piedras o ramas por medio de una maquina limpiadora.

2.7.4.3. Almacenamiento

El mani es almacenado en vainas, dentro de sacos con una capacidad de
50 a 60 kilogramos de mani con cascara. La cubierta del grano de mani

constituye una barrera natural que preserva la semilla contra los agentes de
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alteracion, por eso se acostumbra a efectuar el almacenaje en vainas. El
almacén se realiza en grandes locales secos y ventilados, cuyo suelo y paredes

estén tratados previamente con un producto insecticida.

2.7.5. Beneficio del mani

El proceso del beneficio del mani abarca las etapas desde separacion de
la cascara o epicarpio hasta que es horneado y listo para el consumo. El
siguiente proceso describe la elaboracion de mani salado y horneado, para
otros tipos de preparacion de mani, el proceso seguido es distinto.

2.75.1. Descascarado

Para el descascarado el mani es dejado en agua durante 24 horas para
ablandar la cascara y al mismo tiempo, para que el agua funcione como

lubricante de la maquina peladora.

La maquina peladora es un equipo con motor que funciona a 110 V.
Originalmente era un sistema manual hasta ser mejorado por medio de un
motor, esto provocO un aumento significativo en la eficiencia del proceso. El
equipo contiene unas aspas de hule que giran y golpean el mani hasta separar
la cascara. El pelado por medio de este equipo trabaja a una velocidad

promedio de 1 quintal cada 15 minutos.

2.7.5.2. Aireado con ventilador

De la etapa anterior se obtiene mani con testa y cascara separadas.
Luego el mani es trasladado a una zaranda de malla metalica de 5 mm y se

somete a un soplado por medio de un ventilador para remover la mayor

35



cantidad de cascara y material extrafio de la leguminosa. En esta etapa se
separa también de forma manual todo material extrafio y no deseable que no

paso a través del tamiz.

2.7.5.3. Salmuera

La etapa del salado tiene como obijetivo principal el dar sabor al mani por
medio de un contacto prolongado con una solucion concentrada de cloruro de
sodio. Luego de la seleccion del mani, éste es depositado en recipientes con
salmuera previamente preparada y dejados en reposo durante 24 horas.

La salmuera para esta etapa del beneficio del mani se prepara de forma
empirica. Se disuelven 10 libras de sal de mesa comercial en una cubeta de
agua y luego se vierte el contenido en 100 libras (1 quintal) de mani crudo,
luego se agrega suficiente agua para cubrir por completo el volumen de mani
dentro de un recipiente plastico. Luego de homogenizar la mezcla de mani y
agua se deja en reposo por 12 horas y luego se escurre el mani. Finalmente se
seca el mani salado bajo el sol durante dos dias.

Al final del periodo de la salmuera, el agua residual es una solucién de
color rojizo semejante al color de la testa del mani, pero mezclado con otros
materiales como la tierra. El contenido del recipiente se hace pasar por una

cesta para escurrir el agua de salmuera durante 24 horas.

2.7.5.4. Horneado

El horneado es una de las partes mas criticas de la preparacion del mani,
ya que dependiendo de su buena realizacién, asi seran las propiedades

organolépticas del mani procesado. EI mani es horneado en hornos artesanales
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calentados con lefla y elaborados de adobe. Para cada horno se utiliza una
bandeja de hierro de capacidad de un quintal. Este proceso se realiza durante
una hora. Luego del horneado se obtiene un mani tostado listo para su
consumo. Cuando es requerido, una parte de la produccion de mani se hace

pasar por un molino de maiz después de ser removida la testa.

2.7.6. Caracterizacion del mani Arachis Hypogaea

El mani es una planta anual, en la mayoria de las variedades es erecta, su
altura puede variar de 15 a 70 cm. Produce ramas desde la base que pueden
producir raices al tener contacto con el suelo, el tallo es ligeramente
pubescente. El fruto posee cascara coreacea en forma de vainade 1 a 7 cm de

largo con 1 a 4 semillas de color café y amarillento en su interior.

La semilla del mani estd compuesta por tres partes con una funcién
determinada: el embrién, una fuente de nutrientes para el embriébn y una
cubierta para la semilla o testa. EI embrién es una planta inmadura de la que
crecerd una nueva planta bajo condiciones apropiadas. La fuente de alimentos
para el embrion varia dependiendo el tipo de planta y su formacion comienza

como un tejido llamado endosperma.

La cubierta para la semilla o cubierta seminal o testa se desarrolla de los
tegumentos que rodean originalmente al 6vulo. En el caso del mani, la cubierta
seminal es muy delgada. La estructura de la cubierta seminal
0 episperma guarda una estrecha relacion con las funciones que desempefa:
proteccion, dispersion y absorcion de agua. Es la primera defensa de la semilla
contra las condiciones adversas del medio que la rodea, no sélo la protege de
las tensiones mecanicas y la invasién de organismos patdégenos, sino también

de las fluctuaciones de humedad y temperatura. Por esta razon, la integridad de
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la cubierta seminal juega un rol importante en la conservacion de la calidad de

la semilla.

Las semillas son ligeramente redondas a oOvalo-alargadas con hilum
puntiagudo. Posee dos cotiledones blancos de aspecto aceitoso, de 0.5 a 1.3
cm de longitud. En las tablas Il y Il se presenta la clasificacién taxonémica del

mani y su composicién quimica promedio:

Tabla ll. Clasificacion taxondmica del mani
Reino Plantae
Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Sub-clase Rosidae
Orden Fabales
Familia Fabaceae
Subfamilia Faboideae
Tribu Aechyomeneae
Género Arachis
Especie Arachis Hypogaea

Fuente: COY, Edwin. Evaluacién de ocho genotipos de mani con tres densidades de siembra,
en el municipio de Chiquimula, departamento de Chiquimula, p. 7.

Tabla lll.  Composicién quimica porcentual del mani
Componentes %
Agua 5,0
Proteina 28,5
Lipidos 46,3
Fibra cruda 2,8
Extracto libre de nitrégeno 13,3
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Continuacioén tabla Ill.

Cenizas 2,9
Azlcares reducidos 0,2
Azucares disacaridos 4,5
Almidoén 4,0
Pentosas 2,5

Fuente: COY, Edwin. Evaluacién de ocho genotipos de mani con tres densidades de siembra,

en el municipio de Chiquimula, departamento de Chiquimula, p. 8.

En cuanto a la composicién porcentual del mani crudo (con epicarpio) se

presentan la tabla IV con datos obtenidos de forma experimental:

Tabla V. Composicion porcentual del mani

Componentes %
Céscara (epicarpio) 24,67
Semilla 72,66
Testa (episperma) 2,67

Fuente: elaboracion propia.

A partir de esta tabla y el dato de la produccién anual de mani de 25,63

TM, se estima que aproximadamente se obtienen 15,14 quintales de testa al

afo del beneficio seleccionado de la aldea Xororagua.
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3. METODOLOGIA

3.1. Descripcion de variables

Las principales variables involucradas en ambas partes del estudio se
detallan a continuacién, separadas en las tablas V y VI, segln su caracter

dependiente o independiente.

Tabla V. Descripcion de variables independientes
Nombre Simbolo | Unidades Descripcion
. g Peso inicial de mani para
Peso de mani Mm
(gramos) el salado
Volumen de Vv mL Volumen de salmuera para
salmuera ° (mililitros) el salado
Tiempo de T h Duracion de salado del
salado s (horas) mani
Peso de testa m. g Cantidad de te§:[a para la
(gramos) extraccion
Tiempo de . h Duracion para la etapa
extraccion € (horas) extractiva
Acidez del Sin Acidez provocada por
pH . , .
solvente unidades sulfito de sodio

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VI. Descripcion de variables dependientes

Nombre Simbolo | Unidades Descripcion
cl Y Concentracion de cloruro de
oruros en Ccs . sodio en la salmuera de
la salmuera (molaridad) . L,
cada recirculacion
cl " Concentracion de cloruro de
oruros en Cewm : sodio en el mani para cada
el mani (molaridad)

recirculacion

Concentracion de taninos en

Taninosenla | mgAt/L la salmuera de cada

salmuera . .,
recirculacion
Taninos en la c At/GT Concentracion de taninos
testa i gAlg cuantificados en la testa

Fuente: elaboracion propia.

3.2. Delimitacion del campo de estudio

Para delimitar la amplitud del estudio realizado se siguio la siguiente linea

de razonamiento:
o Campo de investigacion: agroindustria artesanal guatemalteca.
o Area de investigacion: beneficio del mani (Arachis Hypogaea).

o Linea de investigacion: eficiencia de procesos y aprovechamiento de

subproductos.
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3.3.

3.4.

Proyecto: reutilizacion de la salmuera de la etapa de salado del beneficio
artesanal del mani (Arachis Hypogaea L.) y cuantificacién del contenido

tanico de la testa -episperma- de la semilla.

Delimitacion del universo de estudio: la investigacion realizada se centré
en la produccion de mani proveniente, Unicamente, de la aldea de
Xororagua, Chiquimula, ya que se cuenta con varias fuentes de
informacion acerca de esta actividad agricola en el departamento.

Unidad de andlisis y observacion: las observaciones del estudio realizado,
se hicieron directamente sobre las muestras de mani y testa recolectadas
de la aldea de Xororagua, Chiquimula.

Recursos humanos disponibles

Investigador principal: Br. Juan Jacob Giron Morales.

Asesor de la investigacion: Ing. Qco. César Alfonso Garcia Guerra.
Recursos materiales disponibles
Instalaciones
o Laboratorio del area de Quimica de la Escuela de Ingenieria
Quimica. Facultad de Ingenieria, Universidad de San Carlos de

Guatemala (USAC).

o Laboratorio de la seccion de Quimica Industrial del Centro de

Investigaciones de Ingenieria. Facultad de Ingenieria, USAC.
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Materia prima

o Mani crudo: sin pasar por salmuera ni hornos
o  Testa de mani crudo: sin pasar por salmuera ni hornos

o  Testa de mani procesado: después de la salmuera y el horneado

Reactivos:

o  Agua desmineralizada (H,0)

o  Sulfito de sodio anhidro (NaS05;)

o  Cloruro férrico grado reactivo (FeCl;)

o Indicador indigo de carmin (C;4HgN,Na,04S;)
o Permanganato de potasio (KMnO,)

o Reactivo de Folin-Ciocalteu (fosfotungsteno-fosfomolibdeno)
o  Carbonato de sodio (Na,CO3)

o Acido tanico patron (C,¢Hs,04¢)

o Nitrato de plata (AgNOs)

o Indicador de dicromato de potasio (K,Cr,0-,)
o  Cloruro de sodio (NaCl)

Equipo de laboratorio
o Balanza analitica (precision de 0,001 g)
o Plancha de calentamiento con agitacion

o  Horno para altas temperaturas

o Espectrofotdmetro analogo Bausch & Lomb: Spectronic 20
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. Cristaleria de laboratorio

o Beackers

o Earlenmeyers

o Micro pipetas

o  Varillas de agitacion
o Tubos de ensayo

o Balones de aforo

o Micro picnémetro

o Bureta

o Micro bureta

3.5. Técnica cualitativa o cuantitativa

En la presente seccion se detalla la metodologia a seguir en la realizacion
del estudio, asi como los procedimientos experimentales necesarios para
llevarla a cabo.

3.5.1. Metodologia experimental

La metodologia de la investigacion realizada, estd comprendida por dos
partes independientes:

o Reutilizacion y analisis de la salmuera

. Extracciéon de taninos de la testa del mani
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3.5.1.1. Reutilizacién y andlisis de la salmuera

Esta parte de la investigacion se centr6 en las propiedades de la

salmuera y el mani en cada una de las etapas de su reutilizacion:

Realizdndose un analisis al contenido de cloruros en la solucion de salado
preparada inicialmente, para tener un punto de referencia en el cambio de su
concentracion a lo largo de su reutilizacién. También se efectué un andlisis de

contenido de cloruros al mani crudo.

Seguidamente, se replico el proceso de salado del mani tal y como se
realiza en el beneficio artesanal, desde el salado del mani hasta el tostado en
horno. Realizandose un andlisis al contenido de cloruros y taninos (por dos
métodos cuantitativos) a la salmuera remanente del proceso de salado. Asi
también se analiz6 el contenido de cloruros en el mani proveniente del salado
con el fin de establecer la cantidad de sal retenida por medio de una
comparacion con el valor inicial determinado anteriormente. El método utilizado
para cuantificar el contenido de cloruros fue el de Mohr y los métodos para

cuantificar taninos fueron los de Lowenthal y Folin-Ciocalteu.

Procediéndose entonces, el proceso de salado y horneado de otra
muestra de mani, y analizar el contenido de cloruros y taninos remanente en la

salmuera y el mani.

La viabilidad de las recirculaciones de la salmuera fue observada por
medio de un analisis del contenido de cloruros y taninos a lo largo de dichas
etapas y por medio de una comparacion en la cantidad de sal retenida por la
semilla en cada etapa. También se realizaron pruebas hedoénicas para

determinar el grado de aceptabilidad de las personas hacia el sabor del mani.
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Las pruebas hedobnicas fueron realizadas por 50 personas sin
experiencia en la catacion de mani y calificaron el sabor del mani en una escala
de 1 a 5, donde 1 representa un mani con muy poca sal y el nimero 5
representa un mani con mucha sal. Se utilizaron 50 personas para la prueba de
aceptabilidad con el fin de obtener un 90% de confiabilidad en los resultados y

un error aceptable menor al 5%.

3.5.1.2. Extracciéon de taninos

Esta parte de la investigacion se centrd en la obtencion del contenido
tanico de la testa del mani. Para realizar esto fue necesario encontrar el mejor
pH y tiempo de extraccion, el cual garantice el mayor agotamiento posible de
los taninos en la muestra de testa de mani. El solvente utilizado para las
extracciones fueron soluciones acuosas de sulfito de sodio en distintas

concentraciones para dar el pH de interés por medio de su hidrdlisis basica.

La extraccion de los taninos fue evaluada para tres distintos valores
iniciales de pH: 9, 10 y el pH inicial de la salmuera. Dicha evaluacion consistio
en el monitoreo de tres propiedades de la solucion en el transcurso de la
extraccion el pH de la solucion, la densidad de la solucion y el contenido de

sélidos solubles en la solucién extractiva.

El monitoreo se realiz6 durante 8 horas seguidas con mediciones a las
tres propiedades mencionadas cada hora, con el fin de obtener una curva que
describa el comportamiento de la extraccion. Con este monitoreo se determind
el tiempo en el que las tres propiedades de la solucion estan constantes, y se
asumio entonces, que se ha logrado el mayor agotamiento posible de la testa
del mani. Se evaluaron las condiciones de la extraccion tanto para la testa del

mani crudo como a la del mani procesado.
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Finalmente, se procedié a la cuantificacion de los taninos en la testa del
mani obtenidos por una nueva extraccion realizada al pH y tiempo
determinados con el monitoreo de las propiedades mencionadas. La
cuantificacion de los taninos se realizé pos dos métodos cuantitativos distintos:

el volumétrico de Lowenthal y espectrofotométrico de Folin-Ciocalteu.

3.5.2.  Procedimientos experimentales

Todos los procedimientos experimentales presentados a continuacion,
pueden consultarse en el apéndice 6 en donde son descritos de forma
operacional y se presentan las ecuaciones para realizar los calculos pertinentes

y los criterios necesarios para ser aplicados.

3.5.2.1. Reutilizacion y analisis de la salmuera

° Determinaciéon de cloruros en salmuera

El método de Mohr fue utilizado para la determinacion de iones cloruro en
la salmuera. Este se basa en la coloracion del precipitado que forma el cromato
de potasio, el indicador, cuando se cuenta con un exceso de cationes plata. El
viraje en el punto final de este andlisis volumeétrico es de un color amarillo a uno

ligeramente rosado.

. Determinacién de cloruros en el mani

Al igual que con la salmuera, se utilizO el método de Mohr para la
determinacion de iones cloruro retenidos en el mani. Previo a la cuantificacion
de cloruros en el mani se realiz6 una extraccion con agua del mani procesado

en estudio. El método se basa en la coloracion del precipitado que forma el
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cromato de potasio, el indicador, cuando se cuenta con un exceso de cationes
plata. El viraje en el punto final de este andlisis volumétrico es de un color

amarillo a uno ligeramente rosado.

. Reutilizacion de la salmuera

Se reprodujeron los condiciones de salado del mani a nivel laboratorio en
un proceso en el cual se utiliza la salmuera para 6 recirculaciones. Cada
recirculacion consistié en: un salado de 12 horas, un filtrado de la salmuera,
secado al sol y el horneado del mani salado. Luego del saldo se tomaron las
muestras de salmuera necesarias para analizar la cantidad de taninos y
cloruros presentes, segun los métodos descritos anteriormente. A cada lote de
mania procesada se le practicé un analisis de contenido de cloruros al finalizar

las recirculaciones.

La viabilidad de la reutilizacién de la salmuera fue evaluada en funcion de
la concentracion de cloruros en la salmuera y la cantidad de sal retenida por el
mani en su etapa de salado y las pruebas hedoénicas realizadas al mani

procesado.

o Determinacion cualitativa de la presencia de taninos en el mani

Utilizacién de una de las propiedades caracteristicas de los taninos para
determinar la presencia de dichos compuestos en la testa del mani, esta

propiedad es la de formar compuestos coloridos con sales de hierro (llI).

La técnica consiste en realizar un extracto del contenido tanico de la testa
y luego agregar unas gotas de cloruro férrico al 2%. Si se nota la formacién de

un precipitado de color violeta oscuro se asegura la presencia de taninos
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hidrolizables. Por otro lado, si el precipitado es de color verde oscuro se cuenta

con taninos condesados en el extracto.

3.5.2.2. Extracciéon de taninos

o Monitoreo del pH en la solucion extractiva

La extraccion de taninos se llevé a cabo con dos soluciones de sulfito de
sodio a dos distintas concentraciones, éstas corresponden a dos distintos pH'’s
provocados por la hidrolisis basica del soluto (sulfito de sodio). Los pH’s
utilizados fueron de 9 y 10. Aparte, se realiz6 otro monitoreo para otra

extraccion tomando la salmuera como el solvente extractor.

Preparacion de una extraccion de taninos de la testa con el solvente a
evaluar y se medira su pH inicial, cada 60 minutos durante 8 horas de
maceracion continua. Para la extracciéon se utilizé un tamafio de particula entre
2,68 mmy 1,38 mm, una temperatura de 40 °C, relacion peso muestra/volumen
solvente de 1:60 y velocidad de agitacion de 600 rpm. Con esta curva se evalué

el efecto que la extraccidén de taninos tiene sobre la acidez del solvente.
. Monitoreo de la densidad en la solucién extractiva
Con una muestra de la solucién extractiva cada 60 minutos, se midié su

densidad con un micro picnémetro. Posteriormente se graficd la relacion entre

ésta y el tiempo de extraccion.
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. Monitoreo de los solidos solubles en la solucion

Tomando una muestra de la solucién extractiva cada 60 minutos, se midio
la cantidad de solidos solubles por medio de evaporacion a completa sequedad.

Posteriormente se grafico la relacion entre ésta y el tiempo de extraccion.

. Extraccion de taninos de la testa del mani

Utilizacion de una sola extraccion del contenido tanico de la testa por
medio de una maceracion continua bajo las condiciones (proporcién sélido-
liquido, tiempo de extraccion, pH y agitacion), determinadas en los datos

obtenidos anteriormente.

. Eliminacion de sulfitos del extracto de la testa del mani

Para evitar la interferencia de los sulfitos libres presentes en el extracto en
la cuantificacion de taninos se procedié a eliminarlos de éste en forma gaseosa.
Se acidifico la solucién de sulfitos a un pH menor a 1,7 y se agitandose durante
6 horas, para garantizar la liberacion de éste, en forma de diéxido de azufre

gaseoso.
. Determinacién volumétrica de taninos totales

Para la determinacion cuantitativa de los taninos totales en el extracto
tdnico de la testa del mani se utiliz6 el método volumétrico de Lowenthal,

descrito anteriormente: éste se basa en la reduccion del permanganato de

potasio con un indicador de indigo de carmin.
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o Determinacion espectrofotométrica de taninos totales

Para la determinacion espectrofotométrica de taninos totales en el extracto
tanico de la testa del mani se utilizé el método de Folin-Ciocalteu; éste se basa
en la reaccion del reactivo de fosfotungsténico-fosfomolibdénico con los
polifenoles formando compuestos que presentan un maximo de absorbancia a
los 760 nm. Para el calculo de los resultados con este método se empled una
curva de calibracion con acido tanico patron.

3.6. Recoleccion y ordenamiento de lainformacién

El disefio experimental escogido para la realizacion del estudio es el
unifactorial de efectos fijos balanceados. Por tal razén, la informacién recabada
durante la investigacion se almacené de manera que su posterior analisis e

interpretacion se vieran facilitados. A continuacion se presenta un esquema que

detalla los tratamientos realizados y su denominacion individual:

Tabla VIl. Tratamientos efectuados para la cuantificacién de cloruros
en la salmuera con el método de Mohr
Obs. Salmuera | Salmuera | .. Salmuera ... | Salmuera | Salmuera
0 (A) 1 (B) (...) 5(F) 6 (G)
Zn1 Zpy Z . 1 Zry Zc1
2 Zpo Zp Z.. Zr Zgo
3 Zp3 Zg3 Z.3 Zr3 Zg3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla VIIIl. Tratamientos efectuados para la cuantificacion de cloruros
en el mani con el método de Mohr
Obs Mani O Mani 1 .. Mani ... Mani 5 Mani 6
' (H) (1 (--r) (M) (N)
1 YA Z Z 4 w1 VAN
2 Zy Zp Z...o Zm2 Zno
3 Zyz Z3 Z .3 VAV Zn3
Fuente: elaboracion propia.
Tabla IX. Tratamientos efectuados para la cuantificacion de taninos
en la salmuera con el método de Lowentha
Obs Salmuera | Salmuera | .. Salmuera ... | Salmuera | Salmuera
' 0 (A) 1 (B) (...) 5(F) 6 (G)
1 Ya1 Yg1 Y. 1 Ye1 Y1
2 Ya2 Yg2 Y... Yr2 Ya2
3 Yasz Y3 Y. 3 Yes3 Ye3

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla X. Tratamientos efectuados para la cuantificacion de taninos en

la salmuera con el método de Folin-Ciocalteu

Obs Salmuera | Salmuera | .. Salmuera ... | Salmuera | Salmuera
' 0 (A) 1(B) (-..) 5 (F) 6 (G)
1 Xa1 XB1 XA XF1 Xe1
Xa2 XB2 X...2 Xr2 X2
3 Xa3 Xg3 X.3 Xr3 Xa3
Fuente: elaboracion propia.
Tabla XI. Repeticiones efectuadas para la cuantificacion de taninos en

la testa del mani con el método de Lowenthal

Observacion | Cascarilla cruda (1) | Cascarilla procesada (2)
1 Y11 Y21
2 Yio Y22
3 Y13 Y23

Fuente: elaboracion propia.

Tabla XIl. Repeticiones efectuadas para la cuantificacion de taninos

en la testa del mani con el método de Folin-Ciocalteu

Observacion | Cascarilla cruda (1) | Cascarilla procesada (2)

1 X11 X21
2 X1z X22
3 X13 X23

Fuente: elaboracion propia.
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4.7. Tabulacion, ordenamiento y procesamiento de la informacion
La tabulacidon de los datos obtenidos durante la experimentacion se realizo
en cuadros como los presentados en la seccidn anterior y se complementan con

las tablas Xl y XIV que se presentan a continuacion:

Tabla Xlil. Tabla para el monitoreo del tempo de extraccion

Solidos Densidad
Solubles

1 2 3 1 2 3 1

pH
Tiempo

Oh

15 min

30 min

1h

1 h 30 min

2h

3h

4h

5h

6 h

7h

8h

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XIV.

Tabulacién de los datos obtenidos de las pruebas
heddnicas realizadas al mani: calificacion del 1 al 5

Encuestado

Salado
1

Salado
2

Salado
3

Salado
4

Salado
5

Salado
6

48

49

50

4.8.

El andlisis estadistico a los resultados obtenidos se realiz6 por medio de
un andlisis de varianza (ANOVA) que se ajusta, especificamente al disefio
experimental elegido, con el fin de hacer una comparacion de las medias

aritméticas de los datos recabados en el estudio.

El andlisis estadistico del disefio experimental unifactorial de efectos fijos
balanceados se realizO en diversas ocasiones. Uno para la concentracion de
cloruros en la salmuera, otro para la cantidad de cloruro de sodio retenido en el

mani, otro para la cuantificacion de taninos en la salmuera por el método de

Andlisis estadistico

Fuente: elaboracion propia.

Lowenthal y otro para el método de Folin-Ciocalteu.

Las tablas XV y XVI muestran los parametros en los que se basa el
ANOVA realizado:
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Tabla XV.

Parametros del ANOVA para un disefio experimental

unifactorial de efectos fijos balanceados

Fuente de Suma de | Grados de | Cuadrado e
0
variacion cuadrados libertad medio
. _ MSTrat
Tratamientos SStrat a-1 MSrat Fy =
MSg
Error SSe N-a MSe
Total SSq N-1

internas, de el area de operaciones unitarias. p. 147.

Fuente: REYES, Menphis S. Aplicacion del disefio experimental en el desarrollo de las practicas

Tabla XVI. Parametros del ANOVA para un disefio experimental
unifactorial de efectos fijos balanceados
Variable Férmula Variable Férmula
C 72 ss
SSTrat ; }_712 - W IvlSTrat a in;t
SSg
SSE SST SSTrat MSE m
a n }_]2 SS
ss Z yh— == MS —
T . yl] N T (N — a)
=1 j=1

internas, de el area de operaciones unitarias. p. 147.

Fuente: REYES, Menphis S. Aplicacion del disefio experimental en el desarrollo de las practicas




El criterio estadistico para aceptar o rechazar las hipétesis nulas es:
Si |Fcalculada| > |Ftabulada| = Serechaza HO

Si |Fcalculada| < IFtabuladal = Se acepta HO

El valor de la |Fgpuiaaq] S€ calcula con base en los valores de los grados
de libertad de los efectos de los tratamientos y el error y un nivel de confianza
de 95%.

Por separado se realiz6 un andlisis estadistico de comparacion de medias
con la distribucién de t de Student para determinar si existen diferencias
significativas en los resultados obtenidos de la cuantificacion de taninos en la
testa cruda y testa tostada. Asi también, se realizé una comparacion entre los
métodos para la determinacién de taninos. Estas son las ecuaciones con las

gue se realizd la comparacion de medias:

(ecuacion. 1)

_ 2_ _ 2
Se = \/("1 S ~(na =15 (ecuacion. 2)

n1+n2—2

El criterio estadistico para aceptar o rechazar las hipétesis nulas de

igualdad es:

Si |tcalculada| > |ttabulada| = Serechaza HO

Si Itcalculadal < |ttabulada| = Se acepta HO

El valor de 1a |t gpuiqaal S€ Calculé con base en un 95% de confiabilidad.
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4. RESULTADOS

4.1. Concentracion de NaCl en la salmuera a través de los ciclos de

reutilizacién en el salado del mani

La figura 1 muestra la tendencia en la concentracion de cloruros en la
salmuera determinada por el método de Mohr, asi como el modelo matematico

gue presentd un mayor ajuste a los datos obtenidos.

Figural. Concentracion de NaCl vs ciclo de reutilizacion: salado de 12

horas, 500 g mani crudo, 400 mL salmuera, temperatura 19 °C
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Modelo matematico: Cract = 0,0005N3 + 0,0044NZ + 0,0229N + 1,76

Correlacion: R? = 0,9868

Fuente: elaboracion propia.
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4.2. Absorcion de NaCl en el mani a través de los ciclos de reutilizacién
en el salado del mani

La figura 2 muestra la cantidad de sal retenida por el mani en cada etapa
de salado. No se obtuvo diferencia significativa en la sal absorbida por mani a lo
largo de los ciclos de salado. No se obtuvo un modelo matematico con una

correlacion aceptable.

Figura 2. Absorcion de NaCl en el mani vs ciclo de reutilizacion: salado
de 12 horas, 500 g de mani crudo, 400 mL de salmuera,

temperatura 19 °C
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Limite Superior (p + 20) 10,71 g NaCl/500g mani
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura3. Comparacion de la percepcion sensorial del grado de salado
del mani respecto al primer ciclo de salado C1

Resultados de pruebas hedodnicas
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Fuente: elaboracion propia.
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4.3. Concentracion de Taninos en la salmuera a través de los ciclos de

reutilizacién en el salado del manfi

A continuacion se presenta una comparacion en la concentracion de
taninos en la salmuera obtenida por los métodos cuantitativos de Lowenthal y
Folin-Ciocalteu a lo largo de los ciclos de salado.

Figura4. Concentraciobn de taninos en salmuera vs ciclo de
reutilizacion: salado de 12 horas, 500 g de mani crudo, 400 mL
de salmuera, temperatura 19 °C
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meétodo de Lowenthal:
Correlacion método de

Lowenthal:

Modelo matematico

método Folin-Ciocalteu:

Correlacion método de
Folin-Ciocalteu:

Crm = 0,0625N3 — 0,6962N?2 + 5,3463N — 4,4984

R? = 0,9893

Crmr = 0,3528N3 — 4,1425N? + 17,212N — 7,299

R?=0,9931

Fuente: elaboracion propia.
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4.4. Determinacion de la concentracidén de taninos en la testa del mani

En las tablas XVII y XVIII se muestran los resultados obtenidos respecto

a la concentracion de taninos en la testa del mani crudo y tostado. Las

cuantificaciones fueron hechas por los métodos de Lowenthal y Folin-Ciocalteu

y utilizando acido tdnico como patron de referencia. La cuantificacion de los

taninos fue realizada luego de determinar las mejores condiciones para

extraerlos de la testa; éstas condiciones son: maceraciéon dinamica de 5 horas

con sulfito de sodio a pH = 10, temperatura de 40 °C y 5 g de testa seca en 300

mL de solucién

Tabla XVII. Concentracion de taninos en la testa del mani expresados
como gramos de &cido tanico por gramo de testa seca.
Cuantificacibn por método de Lowenthal. Maceracion
dinamica de 5 horas con sulfito de sodio a pH = 10.
Temperatura de 40 °C. 5 g de testa seca en 300 mL de
solucién

Estadistico Testa cruda Testa tostada

Valor 0,1228 gAt/gT 0,0756 gAt/gT

Desviacion estandar 0,0019 gAt/gT 0,0019 gAt/gT
Desviacion relativa (%) 1,55% 2,53%

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla XVIIl. Concentracién de taninos en la testa del mani expresados
como gramos de &cido tanico por gramo de testa seca.
Cuantificacion por meétodo de Folin-Ciocalteu. Maceracion
dinamica de 5 horas con sulfito de sodio a pH = 10.

Temperatura de 40 °C. 5 g de testa seca en 300 mL de

solucion
Estadistico Testa cruda Testa tostada
Valor 0,1441 gAt/gT 0,0846 gAt/gT
Desviacion estandar 0,0037 gAt/gT 0,0017 gAt/gT
Desviacion relativa (%) 2,54% 1,99%

Fuente: elaboracion propia.
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5. INTERPRETACION DE RESULTADOS

5.1. Concentracion de NaCl en la salmuera a través de los ciclos de

reutilizacion en el salado de mani

Para evaluar la factibilidad de realizar numerosas recirculaciones de la
salmuera, se reprodujo a nivel laboratorio las condiciones en las que se lleva a
cabo la etapa de salado de mani. Se preparé salmuera utilizando las mismas
proporciones de agua y sal que se utiliza en la practica. Esto es: 10 libras
comerciales de sal por cada quintal de mani por salar, en 36 L de salmuera por
quintal. Tomando en cuenta que cada libra comercial de la sal utilizada contenia
aproximadamente 396 g de sal con un porcentaje de humedad de 5,19%, la
concentracion molar final de la salmuera es de aproximadamente 1,78 M. La

concentracion inicial de la salmuera preparada fue de 1,76 M.

Como es explicado en el procedimiento para el salado del mani, cada
lote de mani de 500 g se sal6 durante 12 horas continuas y luego se filtré para
recuperar la mayor cantidad de salmuera. A pesar de esta etapa sencilla de
filtracion se noto la considerable absorcién de salmuera dentro del mani. Para
cada lote de 500 g de mani en 400 mL de salmuera la absorcion de esta fue
siempre de 110 mL, es decir el 27,5% del volumen del liquido en el que se
encontraba sumergido. Razon por la cual es necesario devolver siempre al

sistema el volumen de salmuera perdido para poder recircularla.

Este hecho le imparte ciertas caracteristicas a la economia de la
salmuera y la sal que deben ser tratados. Es de esperarse que entre mas

recirculaciones de salmuera se efectien en el beneficio mas ahorro se perciba
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tanto en agua como en sal, y por lo tanto es deseable aumentar el nUmero de
recirculaciones posibles. En un caso hipotético en el que la totalidad de la
produccion de mani en el beneficio artesanal se realice con salmuera
recirculada simplemente agregando para cada lote de mani la suficiente agua y
sal para cubrir la semilla, se lograria un ahorro maximo de aproximadamente
4100 Ib de sal al afio.

La figura 5 muestra como aumenta el ahorro del beneficio de mani (en
sal y salmuera) conforme se va aumentando el nimero de recirculaciones que
este efectlan. Los porcentajes que se muestran son referentes al maximo

ahorro mencionado de 4100 Ib de sal al afo.

Figura 5. Ahorro de sal y salmuera al ailo en el beneficio artesanal de
mani. Produccion anual de 565 quintales de mani salado.

Absorcién del 27,5% de volumen de salmuera

16000
15000
----------- F400%------------+
=14000 | 4000
=) \ —
2 13000 i 3500 2
12000 ' o
© ] c
© 11000 i 3000 T‘:
2 10000 =
£ 9000 : 2500 £
¥ 8000 . -
@©
S 7000 : 2000 5
£ 6000 : 1500 &
= 5000 i e
| £
: -
2 / ! <
< 2000 / | - 500
1000 ,
0 / T ! T T 0

Ciclos 4

Fuente: elaboracion propia.
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La figura 5 muestra que utilizando la misma salmuera por tres ciclos
seguidos, se logra un ahorro de aproximadamente 2 750 Ib de sal al afo, es
decir, el 67% del posible ahorro en sal y agua se logra durante los primeros tres
ciclos. Por esta razén, no trae mayor beneficio extenderse en un nimero muy
grande de recirculaciones, ya que esto puede traer otro tipo de problemas
técnicos como los que se mencionardn mas adelante.

Debido a la considerable absorcion de salmuera por el mani, es
necesario reincorporar este volumen de salmuera al nuevo lote de mani por
sala. De esta forma se repuso el volumen inicial de salmuera para cada salado
con la misma salmuera 1,76 M de NaCl preparada inicialmente. Es de esperar
por lo tanto que el cambio de concentracion en la salmuera se vea amortiguado
por la constante adicion de la salmuera inicial, tal y como lo muestran los
resultados presentados.

Figura 6. Cambio de concentraciéon de NaCl en la salmuera vs ciclo

de reutilizacion. Salado de 12 horas
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Fuente: elaboracion propia.
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La figura 6 muestra el cambio en la concentracion de cloruros en la
salmuera respecto de su ciclo anterior y se puede apreciar que el mayor cambio
en esta representa solamente el 1,14% de la concentracion inicial de salmuera.
A su vez, al analizar la grafica de los resultados del presente inciso se puede
notar que al finalizar los 3 ciclos de utilizacion de la salmuera la concentracion
de cloruros se elevo un 2,10% y al finalizar los 6 ciclos esta subié un 4,35% de
la concentracion inicial de la salmuera. Esto se debe en parte a, como se dijo
anteriormente, la reposicién del volumen absorbido con salmuera inicial, que

atenuta el cambio en la concentraciéon de cloruros.

El analisis estadistico presentado muestra que las diferencias en las
concentraciones de sal son significativas al aumentar el numero de
recirculaciones, razon por la cual se puede aseverar que si existe un aumento
estadistico neto en la concentracion de cloruros en la salmuera aunque este

sea bajo y no supere el 1,14% de su concentracion inicial en cada ciclo.

5.2. Absorcidon de NaCl en el mani a través de los ciclos de reutilizacion

Se cuantificé la cantidad de sal absorbida por los diferentes lotes de mani
en cada etapa de salado. Los resultados presentados muestran que las
variaciones en la cantidad de sal absorbida por el mani fueron minimas y no
exhiben un comportamiento definido que pueda interpretarse como un aumento

neto en la cantidad de sal retenida por la semilla.

El analisis estadistico realizado a estos resultados muestra que las
variaciones en la retencion de sal por el mani son menores a las variaciones
inherentes al método de analisis y al error humano, por consiguiente no puede
concluirse que existan diferencias significativas en la cantidad de sal absorbido

por el mani. Por lo tanto puede afirmarse que todos los lotes de mani que
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fueron salados durante la practica experimental retuvieron la misma cantidad de

sal.

Por lo anteriormente expuesto, puede hallarse la explicacion correcta de
los resultados de las pruebas heddnicas realizadas a 50 personas, con el fin de
determinar si los lotes de mani salados presentaban alguna diferencia
perceptible en la cantidad de sal con respecto al primer ciclo, es decir con

salmuera fresca sin recircular.

Figura 7. Realizacion de pruebas heddnicas comparativas del sabor del

mani proveniente de cada ciclo

Fuente: elaboracion propia.

El estudio comparativo de percepcion de sabor de los diferentes ciclos de
utilizacion, se realiz6 con una escala nominal de 5 niveles en los cuales se
catalogd el sabor del mani en comparacion con el sabor del primer ciclo. Estos
niveles corresponden a: 1 = mucha menos sal, 2 = menos sal, 3 = igual, 4 =

mas sal y 5 = mucha mas sal.

Los resultados obtenidos por las encuestas realizadas y presentadas en
la figura 3, muestran claramente que en todos los ciclos del 2 al 6 la mayoria de

los encuestados indicaba que el sabor de los lotes de mani era el mismo que el
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sabor del lote del primer ciclo. Amparandose en este resultado y el hecho de
que la cantidad de sal retenida por el mani sea estadisticamente igual en cada
ciclo, puede concluirse que los lotes de mani no se vieron afectados en cuanto

a su sabor al ser recirculada la salmuera.

Aungue la calidad del sabor del mani no se vio afectada con las
recirculaciones realizadas, no se puede aseverar lo mismo acerca de todas las
caracteristicas generales del mani. Una observacion que llamé la atencion fue
el color que tomo la testa de la semilla al transcurrir el nimero de ciclos de
salado. Mientras la testa del mani del primer ciclo presenta una coloracion roja
uniforme, la testa del mani del sexto ciclo poseia una coloracion mas oscura y
menos uniforme. Este cambio de coloracion fue gradual y puede observarse en

la figura 8.

Figura 8. Mani tostado con testa por cada recirculacion de salmuera:

tostado de 170 °C por 10 minutos

Fuente: elaboracion propia.
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La diferencia entre la coloracion del ciclo 3 y 1 no es tan grande como
para justificar un rechazo al mani por parte del consumidor; sin embargo, la
diferencia entre la coloracién del ciclo 4 y 1 fue apreciada por varios panelistas,
asunto que podria recaer en el grado de aceptabilidad de la legumbre con el

consumidor.

Puede surgir la duda de que el cambio de coloracion haya sido producto
de un tostado desigual entre cada ciclo de salado, por tal razén se presenta la

figura 9.

Figura 9. Mani tostado sin testa por cada recirculaciéon de salmuera:

tostado de 170°C por 10minutos

Fuente: elaboracion propia.

Puede apreciarse que no existe una diferencia apreciable en la calidad

del tostado de los ciclos analizados mas alla de la variacidon inherente del

71



método de tostado, que puede producir unos granos ligeramente mas tostados

que otros.

Con el propdsito de ahondar mas en la etapa de salado del mani, se
realizaron calculos de transferencia de masa para cuantificar los pardmetros

que rigen el fendbmeno de la imbibicién del mani en la salmuera.

Salvo la conveccion natural dentro de la salmuera provocada por los
gradientes de concentracion y el flujo neto de sal hacia la semilla de mani, en el
proceso de salado se cuenta con un fluido sin conveccion artificial 0 mecanica
alguna, por lo cual el fendbmeno de transferencia de masa se debe Unicamente
al transporte molecular de materia, es decir a la difusion ordinaria. Bajo esta
condicion, un modelo que describe el fendmeno de transporte es la primera ley
de Fick, la cual establece que el flujo de masa de una especie es proporcional a
la diferencia de concentraciones entre dos puntos, y cuya constante de
proporcionalidad es la difusividad. La primera ley de Fick se muestra a

continuacion:

Ny = —DA% (ecuacion. 3)
Donde:
Na = flujo molar total de la especie A. (mol/m?h)
Ca = concentracién molar de A. (mol/m®)

Z  =direccion de la difusion, perpendicular al area superficial. (m)

D, = difusividad o coeficiente interdifusional. (m?/h)
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Si se asume que el flujo molar del soluto es constante, al igual que la
difusividad, y se integra, la primera ley de Fick se puede reescribir como:

D ! -7
Na = ?A (Car- = Cas) = k'c(Car— — Cas) (ecuacion 4)

Donde:
1) = espesor de la capa limite de transferencia de masa. (m)
Car = concentracién molar de A en el solvente. (mol/m?®)
Ca8 = concentracién molar de A en la capa limite. (mol/m®)
k'c = coeficiente de transferencia de masa. (m/h)
Ya que el flujo molar total de A tiene unidades de mol/m?h y se asumié

constante, la ecuacion anterior puede escribirse como funcibn de otros

parém etros constantes:

Ny = ;"—:; = k'o(Cay— — Cas) (ecuacion 5)

Donde:

m, = moles de A transportados. (mol)

As = area de transferencia de masa (m2)

t = tiempo en el que se realizo la transferencia (h)
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Para obtener una medida promedio del &rea superficial de un grano de
mani se recurrié al calculo integral, asumiendo que una semilla es un elipsoide
perfecto generado al efectuar una rotacion de una elipse sobre su eje mayor. Se
midieron las dimensiones promedio del mani utilizandose un eje mayor de 1,610
cm y un eje menor de 0,901 cm. Con lo cual se calculé un area total de 3,961

cm? de superficie por grano de mani.

En cada lote de 500 g de mani crudo, se calculé un promedio de 837
semillas, ya que el peso unitario promedio es de 0,597 g por mani. De esta
forma el total de area superficial expuesta a la salmuera es igual a 0,3315 m?.

Ya que se cuantificaron 0,292 g de cloruro de sodio por cada 500 g de
mani crudo sin salar, se puede obtener la concentracion molar del NaCl dentro
del mani. Al hacer un célculo aproximado del volumen de una semilla de mani
con la suposicion de que el mani es un esferoide perfecto, se calculé un
volumen promedio de 0,684 cm® De esta forma se logré calcular una

concentracion de 8,73 mol NaCl/m? de mani.

Ya que la retencion promedio de NacCl por lote de mani fue de 10,519 g o
0,1803 mol y que el tiempo de salado fue de 12 horas, puede utilizarse la

ecuacion 5 para determinar el coeficiente de transferencia de masa k'c:

_ (0,1803 mol)
47(0,3315m2)(12 h)

= 0,0453 mol/m?h
0,0453 mol/m?h = k'.(1760mol/m3 — 8,73mol/m?)

' =D 5 4871075 m/h
Clggc_?_ ) X m/

k
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Como puede verse, el coeficiente de transferencia de masa para el
proceso de salado efectuado en el beneficio de mani es k' = 2,487x107°> m/h.
Los coeficientes de transferencia de masa tienen mucha importancia, porque
son los que regulan la rapidez con la cual se da la transferencia de masa por
medio de la difusion molecular, es decir, controlan el tiempo en el cual se
alcanza el equilibrio en el sistema y el tiempo en que se logra absorber la

cantidad deseada de NaCl dentro del mani.

Con el coeficiente de transferencia de masa k', puede efectuarse
numerosos calculos para determinar, otras condiciones de operacion con la cual
alcanzar resultados deseados. Por ejemplo, puede buscarse reducir el tiempo
de salado mediante un aumento en la concentracion de sal en la salmuera. O
puede buscarse reducir la concentracibn de la salmuera sin afectar

significativamente el tiempo de salado y la cantidad de sal retenida por el mani.

El coeficiente de transferencia de masa k', brinda informacién acerca de
la resistencia que pone el sistema global para la transferencia de masa entre los
puntos analizados. La resistencia a la transferencia de masa, puede ser
producto de muchos factores con incidencia directa o indirecta en el sistema.
Estas resistencias pueden presentarse por parte de la solucion y el soluto que

se pretende transferir o por parte del sustrato objeto de la transferencia.

Para el caso del salado del mani, la principal resistencia a la
transferencia de masa, es decir, la difusion molecular simple, puede provenir de
dos fuentes: los materiales que constituyen el cotiledén del mani, tal como las
grasas y proteinas; y la testa del mani, es decir el recorrido que sigue el NaCl a
través de los poros de la testa. Ambas resistencias a la difusion son abordadas
si se efectua un célculo del coeficiente de transferencia de masa global, como el

presentado.
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Para lograr una mejor comprension sobre el proceso de difusion del
cloruro de sodio dentro del mani, deben tomarse en cuenta diferentes aspectos.
Uno de ellos es la difusién de taninos provenientes de la testa mani hacia la
salmuera, es decir, mientras se da la imbibicion de sal dentro del mani, se da
también la liberacion de taninos de la testa del mani, pero en la direccion
opuesta. Debido a esta liberacion de taninos, se puede notar la diferencia en la

coloracién de la salmuera al terminar la etapa de salado.

Esta liberacion de taninos puede ser factor clave en el proceso de
difusion de la sal dentro del mani, y ser necesaria la liberacion de una pequefna
cantidad de taninos de la testa para dar lugar al transporte del NaCl a través de
la testa del mani. Las moléculas de los taninos tienen pesos moleculares altos,
por lo cual pueden obstruir el transporte de NaCl a través de los poros de la
testa del mani debido a su gran tamafio. En este caso, Unicamente la porcion

de taninos extraibles con soluciones neutras es la liberada de la testa del mani.

La difusién del NaCl se ve favorecida por la absorciéon de agua dentro
de la semilla del mani, esto explica la gran cantidad de agua absorbida por el
mani durante la etapa del salado. Por esta misma razon puede proponerse un
modelo que describa el proceso de salado del mani, en el cual la absorcién de
agua por parte de la semilla es necesaria y funciona como un vehiculo para que

tenga lugar la difusion molecular del NaCl dentro del mani.

Se observd, aunque no se midid, que a una concentracion menor de
NaCl en la salmuera, la cantidad de solucion retenida por el mani era mayor.
Puede asumirse entonces que el sistema busca siempre un estado en el que la
concentracion de sal dentro del mani se encuentra en equilibrio con la
concentracion de sal en la salmuera. Este equilibrio obedece a la resistencia

gue presenta el cotileddn y la testa del mani a la difusion de la sal al substrato.
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Esta puede ser la clara razon del empleo de un exceso de casi el
cuadruple de la sal necesaria en la salmuera para efectuar el salado. La alta
concentracion de NaCl en la salmuera genera un gradiente de concentracion
entre la solucion y el sustrato, que el equilibrio quimico en el sistema se busca
compensar esta diferencia aumentando la concentracién de sal en el mani,
obedeciendo a las resistencias que impone a la difusiébn el coeficiente de

transferencia de masa.

Sin embargo, una discusion més detallada del proceso molecular de la
transferencia de masa puede abordarse solamente con estudios mas
especificos y detallados, en los cuales se tengan en consideracion todos los
factores expuestos. Otra forma de analizar la etapa de salado del mani consiste

en un balance de materia referente al NaCl en sistema.

En la figura 2, el promedio de sal retenida por el lote de 500 g de mani
fue de 10,52 g, ya que el salado se efectu6é con un volumen de salmuera de 400
mL y su concentracion fue de aproximadamente 1,76 M, la cantidad total de
NaCl disponible durante el salado fue de 41,08 g. De esta forma puede verse
gue la sal retenida por el mani representa Unicamente el 25,6% de la sal
disponible en la salmuera por cada lote de mani salado. Es entonces un
hallazgo experimental que la etapa salado de mani utiliza un alto exceso de sal
para la preparaciéon de la salmuera, aproximadamente el cuadruple de la

cantidad de NaCl realmente necesaria para salar el mani.

Por las razones antes expuestas, es muy recomendable realizar estudios
de salado del mani para verificar si este alto exceso de sal es técnicamente
necesario para efectuar la etapa de salado, con ayuda de los parametros de
transferencia de masa presentados anteriormente. De esta forma, si se lograra

disminuir la concentracion de sal en la salmuera a la mitad sin afectar la calidad
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del salado ni el tiempo de operacion, los costos anuales por sal se reducirian
drasticamente a la mitad de los costos actuales en esa materia prima, y se
reducirian alin mas si se considerara la reutilizacion de la salmuera en tres

etapas de salado seguidas.

5.3. Concentracion de Taninos en la salmuera a través de ciclos de

reutilizacion

De los resultados presentados puede observarse que la concentracion de
taninos expresados como 4cidos tanicos fue aumentando segun se aumentaba
la recirculacion de la salmuera. Puede notarse también que el mayor aumento
en la concentracién de taninos se dio en los primeros tres ciclos. Es decir, las
primeros tres ciclos dan lugar a la mayor extraccion de taninos de la testa del

mani. La siguiente figura permite visualizar mejor este comportamiento.

Figura 10. Gréafica del cambio de concentracibn de taninos en la

salmuera vs Ciclo de reutilizacion. Salado de 12 horas
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Fuente: elaboracion propia.
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Como puede observarse, la mayor extraccién de taninos de la testa del
mani tiene lugar en los primeras tres ciclos de utilizacion de la salmuera. Por lo
tanto si se deseara recuperar la salmuera como un subproducto para utilizar los
taninos extraidos, con los tres primeros ciclos podria contarse con una relativa

buena extraccién de taninos y una economia de salmuera alentadora.

Sin embargo, la cantidad de taninos extraidos en cada etapa de salado
no es lo suficientemente grande para justificar la recuperacion de la salmuera
con el objetivo de utilizarla como fuente de taninos. Tomando en cuenta que la
testa corresponde Unicamente al 2,67% del peso del mani, y que la produccion
anual de la legumbre es de aproximadamente 565 quintales, la produccion de
extracto tanico expresado como acido tanico ascenderia solamente a 1,15 kg
anuales, asumiendo que la salmuera se utilice siempre para tres ciclos seguidos
en el beneficio. Por lo tanto, queda evidenciado que la cantidad de taninos
extraibles por la salmuera es muy pequefla para generar ganancias

econdmicas.

5.4. Determinaciéon de la concentracion de taninos en la testa del mani.

Para cuantificar totalmente el contenido tanico del episperma del mani es
necesario primeramente extraerlo en su totalidad. Por tal razon se realiz6 un
estudio para evaluar las mejores condiciones para realizar la extraccion y
remover del sustrato (testa de mani) la mayor cantidad posible del soluto
(taninos). Debido a que se contd con dos diferentes sustratos, testa cruda y

testa tostada, se evaluaron las condiciones de extraccion para ambos.

La evaluacién de las condiciones de extraccion se realizé para ambos
sustratos con tres solventes, dos soluciones de sulfito de sodio a pH's de 10 y

9, asi también la salmuera con la que se realiza el salado en la practica.

79



Para determinar cual de estos solventes era el mas apropiado para
utilizar, se monitorearon tres propiedades del extracto durante todo el proceso
de maceracion dinamica, dichas propiedades fueron el pH, la densidad y los
solidos solubles en el solvente. Esto se realizd con el fin de detectar
graficamente el tiempo de extraccion en el cual estas propiedades se
estabilizaran, asi como también los valores de las propiedades ya estables. A
continuacion se presentan las gréaficas que indican cual es el comportamiento
de la extraccion de taninos de la testa del mani con respecto al tiempo. Todas
las extracciones fueron realizadas bajo las mismas condiciones: 5 g testa, 300
mL solvente, 40 °C, 600 rpm.

Figura11. Monitoreo del pH del solvente de extraccién para la testa
cruda de mani: temperatura de extracciéon = 40 °C, 5 g de

testa en 300 mL de solvente, agitacion de 600 rpm
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 12. Monitoreo del pH del solvente de extraccion para la testa
tostada de mani: temperatura de extraccion = 40 °C, 5 g de

testa en 300 mL de solvente, agitacion de 600 rpm
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Fuente: elaboracion propia.

De las gréficas de monitoreo presentadas puede observarse un
comportamiento similar en la caida del pH del solvente de extraccién segun
transcurre el tiempo. Sin embargo las caidas de pH no son iguales entre si. La
mayor variaciéon en el pH la presentd la salmuera y la menor variacion el
extracto de sulfito de sodio con pH inicial de 10. Por ejemplo: para la testa cruda
el cambio total para la solucion de sulfito a pH 10 fue de 1,63 mientras el
cambio de pH para la extraccién con salmuera fue de 3,21. Esto muestra que la
solucion a pH 10 evidencié mayor capacidad para amortiguar el cambio en la

acidez del solvente.
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Comparando las extracciones a pH 9 y 10 se puede afirmar lo mismo, la
variacion en el pH de la solucion de sulfito a pH inicial de 9 fue de 2,6 para la
testa cruda. EI mismo comportamiento en el cambio de pH’s fue evidente para
las extracciones de testa de mani tostado, pero este fue menor, pudiendo hacer

referencia a una menor cantidad de tanino extraible.

En las gréficas de monitoreo de pH presentadas se sombreo el area
comprendida entre los pH’s de 6,17, 7,17 y 8,17 representando los limites de la
region optima de amortiguacion de pH del sulfito de sodio. Estos pH’s también
representan la proporcion de las diferentes especies en equilibrio del sulfito de
sodio. Por debajo del pH de 6,17 se cuenta con una alta proporcion de bisulfito
de sodio (HS03) en solucion, al pH de 7,17 se cuenta con una igual proporcion
de HSO3 y de SO3?% y por encima de 8,17 la especie predominante es el 5032 el

cual funciona como un agente efectivo en la extraccion.

Por tal raz6n es deseable garantizar que la maceracion se realice
siempre con una proporcion considerable de la especie disociada (S032) en
solucion. Ya sea con un pH final superior a 8,17 o por lo menos superior a 7,17.
En los monitoreos de pH efectuados, solamente las extracciones con pH inicial
de 10 cumplieron con este parametro; y se puede garantizar que el sustrato

estuvo siempre en contacto con el agente de extraccion correcto.

Debe hacerse notar que para todas las extracciones realizadas, la acidez
del solvente de extraccion alcanzo su valor final y constante al cabo de 5 horas

continuas de extraccion.

El monitoreo efectuado a la densidad del solvente durante las
extracciones se muestra a continuacion. La densidad fue medida con un micro

picnGmetro con una capacidad de 1 mL a temperatura ambiente.
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Figura 13. Monitoreo de la densidad del solvente de extraccion para la
testa cruda de mani: temperatura de extraccion =40 °C. 5 g de

testa en 300 mL de solvente, agitacion de 600 rpm
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Fuente: elaboracion propia.

Como puede observarse en las figuras 13 y 14, la variacion en la
densidad de los solventes de extraccién a lo largo de la maceracién fue muy
pequefia y apenas perceptible por el método utilizado para medir la densidad.
Para todas las extracciones realizadas se concluye que al cabo de 3 horas de
monitoreo, la densidad del solvente habia ya alcanzado un valor constante, el
cual mantendria hasta el final de la maceracion. EI mayor aumento registrado

en la densidad del solvente fue de apenas un 0,3% de su valor original.
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Figura 14. Monitoreo de la densidad del solvente de extraccion para la
testa tostada de mani: temperatura de extracciéon =40°C. 5g

de testa en 300 mL de solvente, agitacién de 600 rpm
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Fuente: elaboracion propia.

En seguida se presenta las graficas que resumen el comportamiento de
los sélidos en solucion de todas las extracciones preliminares realizadas, con el

fin de determinar el mejor pH y tiempo de extraccion.
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Figura 15. Monitoreo de los solidos en solucién del

solvente de

extraccion para la testa cruda de mani: temperatura de

extraccion = 40 °C, 5 g de testa en 300 mL de solvente,

agitacion de 600 rpm
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Fuente: elaboracion propia
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Analizando las figuras 15 y 16, al igual que el monitoreo de la densidad

de las extracciones, la cantidad de solidos disueltos en el extracto se comporté

de una forma similar. Al transcurrir 5 horas de maceracion esta propiedad habia

alcanzado un valor constante que mantuvo hasta el final del periodo de

monitoreo. Por tal razén se puede deducir que la extraccién habia llegado a su

final, al no incrementar los sélidos disueltos en solucion.
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Figura 16. Monitoreo de los solidos en soluciéon del solvente de
extraccién para la testa tostada de mani: temperatura de
extraccion = 40 °C. 5 g de testa en 300 mL de solvente,

agitacion de 600 rpm

® pH10 A pH9 B salmuera
0.12

e = —— e e e )

0.10

0.08

0.06

0.04

Solidos en solucién (g/ml)

0.02

0.00
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Horas (h)

Fuente: elaboracion propia.

La informacion presentada es suficiente para elegir las mejores
condiciones para llevar a cabo la extraccion del contenido tanico del mani. En
base al tiempo de extraccion, se puede decir que este puede reducirse a 5
horas, en vista que al cabo de 3 horas la densidad del solvente habia alcanzado
valores constantes, y al cabo de 5 horas se estabilizo también el pH y los

sélidos disueltos inclusive.
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Con respecto al solvente de extraccion, se eligio la solucion de sulfito de
sodio con pH inicial de 10, ya que fue el Unico capaz de mantener en solucion
una capacidad tampon elevada. La solucion de pH 10 de sulfito de sodio a 40
°C corresponde a una concentracion de molar de 0,1983 mol/L o 25 g/L de
sulfito de sodio. Esta concentracion incluye las correcciones de pH por
temperatura con la ecuacion de Van't Hoff y las constantes de disociacion del

sulfito de sodio.

Las condiciones elegidas para llevar a cabo la extraccion del contenido
tanico del mani fueron: solvente de sulfito de sodio con pH 10, durante 5 horas
continuas, para 5 gramos de testa seca de mani en 300 mL de solvente. Aparte
de las razones antes expuestas, esta decision se ve apoyada por la diferencia
de coloracion entre los extractos con sulfito de sodio a pH 10 y 9 y salmuera. A
continuacion se muestra en la figura 17, una imagen comparativa entre dichos

extractos:

Figura 17. Coloracion de los extractos para monitorear la maceracion de
la testa cruda del mani con tres solventes: temperatura de

extraccion = 40 °C, 5 g de testa en 300 mL de solvente,

agitacion de 600 rpm

pH 10 Salmuera

pHYO | »

Salmuera

Fuente: elaboracion propia.
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Habiendo seleccionado las mejores condiciones para realizar la
extraccion de taninos del sustrato, se procedio a realizar las extracciones finales

de la testa de mani cruda y tostada para luego cuantificar su contenido tanico.

Cuando se prosiguié a cuantificar el contenido de taninos en los extractos
de la testa cruda y tostada, se encontr6 un problema de interferencia en los
resultados. Al utilizar los métodos de Lowenthal y Folin-Ciocalteu para
determinar la cantidad de taninos, los resultados obtenidos eran negativos, ya
que los valores de las blancas eran mas altos a los correspondientes valores
del extracto analizado. Este fendbmeno se present6 debido a las razones que se

explican a continuacion.

En la extraccion de taninos, al igual que en la elaboracién de vinos, se
tiene en solucion tanto polifenoles (taninos) como sulfitos en diferentes
proporciones. En la elaboracion de vinos se agrega sulfito con el proposito de
evitar la oxidacién de los polifenoles por medio del oxigeno, actuando el sulfito
como un preservante, que se oxida antes que los polifenoles del vino, los cuales

le dan sus propiedades caracteristicas.

Para tener una proteccion efectiva contra la oxidacién por parte de los
sulfitos, es necesario contar con sulfito libre en solucién para reaccionar sin
interrupciones con el oxigeno molecular. Debido a que en los vinos (como en el
extracto obtenido) hay una fuerte presencia de polifenoles en solucién, no todo

el sulfito agregado a esta, queda como sulfito libre para reaccionar con oxigeno.
Gran parte del preservante agregado queda ligado a los polifenoles en

solucion y otra pequefia parte queda libre. La porcion del sulfito que queda

ligada a los polifenoles se divide a su vez en dos tipos, el ligado de forma
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reversible y el ligado en forma irreversible. El sulfito ligado en forma reversible
puede pasar a sulfito libre si las condiciones del medio lo requieren.

La parte de sulfito libre consiste también en tres partes, correspondientes
a las tres posibles especies del sulfito en solucion, estas son: H,S0; (Acido
sulfuroso), HS0; (Bisulfito) y S03?2 (sulfito) y sus proporciones dependen del pH
del medio. Las constantes de disociacion del &cido sulfuroso son pK; = 1,71y
pK, = 7,17, por lo tanto, a un pH por arriba de 7,17 la especie predominante es
el sulfito, a un pH entre 1,71 y 7,17 la especie predominante es el bisulfito, y a
valores de pH menores de 1,71 la especie en mayor proporcion es el acido
sulfuroso. En el caso de los vinos, la proteccion mas efectiva contra la oxidacion

la brinda el acido sulfuroso.

Debido a que los métodos utilizados para cuantificar los taninos en los
extractos de la testa de mani, se basan en la reduccién de polifenoles totales,
los sulfitos presentaron una interferencia considerable, ya que éstos pueden ser
facilmente reducidos a iones sulfato por el permanganato de potasio o el
reactivo de Folin-Ciocalteu. Por lo tanto, durante los primeros analisis
efectuados, solamente la porcién de sulfitos libres fue oxidada, siendo menores
estas concentraciones que las obtenidas de sus respectivas muestras blancas

de contraste con la solucion de sulfitos original.

Tras realizar esta observacion, se recurrié a eliminar los sulfitos libres en
el extracto selectivamente y sin eliminar o dafiar los polifenoles a cuantificar.
Para esto se utilizé6 una de las propiedades caracteristicas del acido sulfuroso.
La formula del acido sulfuroso H,S0; representa el producto de un equilibrio
quimico en el cual el SO, gaseoso reacciona con una molécula de agua para
formar acido sulfuroso en solucion, gracias a esta propiedad se logré eliminar el

sulfito del extracto inicial en forma de SO, gaseoso.
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Para eliminar los sulfitos como SO, gaseoso, es primeramente necesario
modificar la acidez del extracto de tal forma que esta favorezca la produccién
del SO,. Esto es, desplazar el equilibrio del sulfito en solucion a un pH en el
cual la mayor parte de este se encuentre como la especie predominante. Como
se menciond anteriormente, por debajo de un pH de 1,71 la especie en mayor
proporcion es el H,S05 , que es SO, en solucion. Especificamente, es necesario
bajar el pH a 0,71 para garantizar que el 90,9% del sulfito presente se

encuentra en la forma de la especie SO..

Con la mayor proporcion de sulfitos en forma de SO, gaseoso en
solucion, la expulsion de este gas se da facilmente por una agitacion vigorosa
del extracto. Debe tomarse en cuenta que la expulsiéon de SO, gaseoso de la
solucién acuosa conlleva un aumento en el pH de esta, razén por la cual puede
volver a desplazarse el equilibrio y disminuir la cantidad de SO, expulsado. Es
necesario mantener el pH del extracto a un valor de 0,71 o menor para

aumentar la velocidad con la que se extrae el SO, gaseoso.

En la practica, se realizd un estudio en el cual se determiné el tiempo y
volumen de &cido sulfurico H,SO, necesarios, para llevar a cabo una
eliminacién completa de todo el contenido de sulfitos del solvente de extraccidn
inicial. La siguiente curva, muestra el comportamiento en los volumenes de
titulacion de permanganato de potasio gastados en la titulacion del solvente con

indicador de indigo de carmin (método de Lowenthal).
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Figura 18. Curva de eliminacion de sulfitos por acidificacién con &cido
Sulfarico. 2 mL de &cido sulfurico concentrado — 300 mL de

extracto tanico, temperatura ambiente, agitacion de 600 rpm

Volumen titulante (ml)
w I

0-------\-T-"-‘=.*--‘—-¢—‘.

0 : 2 Tiempo (h) 3 4 >

Fuente: elaboracion propia.

En la figura 18, la linea recta superior es una muestra de solvente que se
mantuvo en agitacion vigorosa paralelamente pero sin adicionarle acido, con el
fin de mostrar que la reduccién en los volimenes de titulacién no son producto
de la oxidacion del sulfito por el oxigeno en el ambiente. La linea recta inferior,
marca el volumen de titulante gastado para muestras de agua destilada, lo cual
demuestra que al cabo de las 5 horas de agitacion, los sulfitos habian sido
totalmente eliminados del solvente.

Como puede verse, para una muestra de 300 mL del solvente de
extraccion (sulfito de sodio a 25 g/L), al adicionarle 2 mL de acido sulfurico
concentrado y mantenerlo en agitacion vigorosa constante de 600 rpm, se logra

eliminar completamente el sulfito en solucién. La suposicion de la eliminacién
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total del sulfito del solvente por las razones descritas anteriormente, se hizo
extensiva a los extractos de la testa de mani, ya que éstas contienen aun

menos sulfitos libres por eliminar que el solvente de extraccion.

Luego de la eliminacion de los sulfitos del extracto tanico de la testa del
mani, se procedio finalmente a la determinacion de la cantidad de taninos

presentes en dichos extractos.

Ya que el concepto de tanino abarca diferentes tipos, tamafios y formulas
de polifenoles, fue necesario utilizar un tanino puro y cuya férmula y estructura
fuera conocida, como referencia para cuantificar el contenido total de taninos en
el extracto. El tanino de referencia utilizado fue el Acido Tanico grado reactivo,
decagaloilglucosa, cuya formula es C,¢Hs,0,,. De esta forma, los resultados de
la concentraciones determinadas hacen alusion a gramos de &cido tanico,
debiéndose interpretar no como gramos de masa tangible, sino como la
cantidad de taninos presentes con una reactividad igual a el nimero de gramos

de acido tanico.

Para la cuantificacion por el método de Lowenthal, se preparé una
solucién con una concentracion conocida de acido tanico, y luego se analizé
para determinar la relacion entre la masa de acido tanico y volumen de titulante
que hacen posible la neutralizacién total. La relacion obtenida fue de 0,00405

gramos de &cido tanico por mililitro de permanganato de potasio.

Para la cuantificacion por el método de Folin-Ciocalteu, fue necesaria la
elaboracion de una curva de calibracion para el espectrofotometro utilizado. Ya
gue este método presenta mayor sensibilidad a 760 nm, se realizo la curva de

calibracion utilizando las concentraciones que dieran el mayor rango posible de
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transmitancia en el espectrofotometro utilizado. A continuacion se muestra el

resultado de la calibracion.

Figura 19. Curva de calibracion para el método de Folin — Ciocalteu,
espectrofotémetro andlogo Bosch & Laumb: Spectronic 20.
Longitud de onda = 760 nm
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Fuente: elaboracion propia.

La concentracion de taninos en los extractos de la testa cruda y tostada
de mani son presentados en la seccion de resultados y de ellos se pueden

obtener numerosas interpretaciones.
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A pesar de la semejanza en las concentraciones calculadas para un
mismo extracto, los datos obtenidos por ambos métodos resultan tener
magnitudes distintas. Al comparar las medias de ambos métodos, tanto para la
testa cruda como la testa tostada por medio del método de comparacion de
medias aritméticas de t student, puede afirmarse que ambos métodos arrojan
resultados estadisticamente distintos.

Al considerar que el método de Folin-Ciocalteu instrumental, que utiliza
espectrofotometro y un reactivo especifico para polifenoles, y que la magnitud
de los valores obtenidos por el método de Lowenthal es menor en todos los
casos a la del Folin-Ciocalteu, puede interpretarse que éste posee una mayor

sensibilidad a la deteccién de polifenoles en solucion.

Al comparar las concentraciones de taninos en la testa cruda y tostada,
puede verse que, para ambos métodos cuantitativos la cantidad de taninos en
la testa tostada disminuyé a aproximadamente el 60% del valor encontrado para
la testa cruda. Esta disminucion en la cantidad de taninos contenidos en la testa
del mani, puede deberse solamente a dos procesos, el salado de 12 horas del
mani o el tostado en horno. Ya que la cantidad de taninos que son extraidos de
la testa del mani durante el salado de 12 horas es minima (aproximadamente
1,26 mgAt/gT), entonces puede interpretarse que la reduccion del nivel de
taninos dentro de la testa del mani se debe a la descomposicién térmica de

estos durante el proceso de tostado.

Al realizar un analisis estadistico de diferencia de medias para la
cantidad de taninos en la testa cruda y la testa tostada, se concluy6 que, para
ambos métodos, la cantidad de taninos en ambos sustratos es estadisticamente

distinta, por lo cual se puede arribar las conclusiones mencionadas.
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Tomando la cantidad de taninos en la testa tostada determinada por el
método de Folin-Ciocalteu, y considerando la produccion anual de mani de 565
quintales que equivalen a 15,14 quintales de testa de mani, se puede calcular,
gue la cantidad total de taninos de los que dispone el beneficio es de 1,28

quintales o 58,22 kilogramos anuales.

Para obtener estos 58,22 kg anuales de tanino (representado como acido
tanico), se asumio que a la produccion total de mani tostado se le retir6 toda la
testa y se le proces6 para obtener el extracto tanico del episperma del mani.
Por esta razén puede afirmarse que, la produccion total de taninos de testa de
mani no puede tener el volumen necesario para generar ganancias econémicas

al beneficio.

Para determinar el tipo de taninos presentes en la testa del mani, se
realiz6 una prueba cualitativa con cloruro férrico FeCl; a ambos extractos de
testa cruda y tostada. Esta prueba se basa en la reduccién de iones férricos a
ferrosos y su deteccion por medio de la formacién de precipitados coloridos, ya
que la mayoria de fenoles reducen el i6n férrico con un rendimiento que
depende de su estructura. De esta forma, al agregar cloruro férrico al 2% al
extracto tanico y observar la formacién de un precipitado color violeta oscuro se
asume la presencia de taninos hidrolizables. Por otro lado, si el precipitado
formado es de coloracion verde oscuro, se tienen taninos condensados o

catéquicos en el extracto.
La coloracion verde-café oscuro de la prueba de FeClI3 es impartida por

las quinonas, productos de oxidacion de la reaccion redox entre el cation Fe (111)

y los flavonoides derivados de la catequina o epicatequina.
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Figura 20. Reaccién de oxidacién de los polifenoles catéquicos en la

prueba cualitativa para presencia de taninos con FeCl;

OH 0
+ 2Fe(H0%"™ + 2H0 —Pﬁi + 2FeH0)? + 2H;0"
R OH R 0

Fuente: elaboracion propia.

Las siguientes figuras muestran los resultados obtenidos para los dos
extractos de testa de mani para la prueba de reduccién de FeCls, indicando que
los taninos presentes en la testa del mani, tanto cruda como tostada son del

tipo condensado a catéquico.

Figura 21. Muestra de la prueba cualitativa para presencia de

taninos con FeCl;

Extracto tanico Prueba positiva

Previo a prueba Presencia de taninos catéquicos

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 21. Prueba cualitativa para presencia de taninos con

FeCl;.Extracto de testa cruda y testa tostada

Testa Cruda Testa Tostada

Positivo: Catéquicos Positivo: Catéquicos

Fuente: elaboracion propia.
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CONCLUSIONES

La cantidad promedio de absorcion de mani fue de 21,04g NaCl por cada
kilogramo de mani (9,54 g NaCl / |Ib de mani), no se detectaron
variaciones significativas a lo largo de los ciclos de reutilizacion de la

salmuera.

No existe diferencia significativa en la calidad perceptible del sabor del

mani a través de los ciclos de reutilizacion de la salmuera.

El coeficiente de transferencia de masa calculado para la etapa de salado
de mani es de 2,5X10™ m/h.

El proceso de salado del beneficio artesanal de mani utiliza
aproximadamente el cuadruple de la sal necesaria para efectuar un salado

de mani adecuado.

La concentracion de taninos en la salmuera aumenté significativamente en
cada ciclo de reutilizacion; sin embargo, esta concentracion es reducida y

corresponde a un 0,62% del contenido tanico disponible en la testa.

Para las condiciones en que fueron monitoreadas las extracciones de
taninos de la testa de mani cruda y salada, se obtuvieron los mejores
resultados con solucién de sulfito de sodio a pH 10 y 5 horas continuas de

maceracion dindmica.
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10.

El método de Folin-Ciocalteu presentd valores estadisticamente mas altos

que los obtenidos por el método de Lowenthal.

El método de eliminacion de sulfitos como SO, gaseoso por acidificacion,

resulto ser efectivo para los propdsitos de la cuantificacion de taninos.

El contenido de taninos en la testa tostada del mani es menor al de la

testa cruda y corresponde a un 60% del contenido de taninos de ésta.

Los taninos presentes en la testa cruda y tostada del mani son de tipo

condensado, flavonoides derivados de la catequina.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio en el cual se determine la concentracion vy tiempo
optimos para el salado del mani, monitoreando concentraciones de sal y
taninos respecto al tiempo y estableciendo el comportamiento del
coeficiente de transferencia de masa a lo largo de todo el proceso de

salado.

Hacer un estudio con el objetivo de comparar la percepcion del sabor
del mani segun su nivel de tostado, por medio de pruebas heddnicas,
con el objetivo de hallar un balance entre el nivel de tostado y la

concentracion de la salmuera, para reducir costos en compra de sal.

Realizar analisis microbiolégicos a la salmuera después de cada

recirculacion, para detectar microorganismos patégenos y toxinas.

Determinar, por medio de experimentaciones, la relacion existente entre la
cantidad de salmuera absorbida por el mani y la concentracién de ésta,
con el fin de calcular la resistencia que la testa presenta a la difusion del

cloruro de sodio dentro de la semilla.

Es recomendable realizar una curva de eliminacion de sulfitos por
acidificacion cada vez que se pretenda cuantificar taninos o polifenoles en
un extracto vegetal realizado con soluciones de sulfito de sodio. Las
condiciones de operacion para cada eliminacion de sulfitos del solvente
dependen del volumen de extracto y la concentracion de sulfitos en

solucion.
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6. Mejorar la cuantificacion del contenido tanico de la testa del mani
utilizando el método de precipitacion de proteinas con los métodos de

Lowenthal y Folin-Ciocalteu utilizados en el presente estudio.
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APENDICES

Apéndice 1. Tabla de requisitos académicos
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Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 2.  Arbol de problemas del estudio realizado

Posibles pérdidas econémicas

Posible fuente de taninos
desaprovechada en el
beneficio del mani

[

No hay reutilizacion de
materia prima en buen
estado

Poca disponibilidad de No se cuenta con un .
. . " Subproductos del beneficio
informacion acerca de los subproducto utilizable por )
. . ) del mani no controlados
componentes del mani otra industria
EFECTOS

taninos en la testa del mani

Poco aprovechamiento de salmuera y

CAUSAS [

No se cuenta con estudios

. No se recuperan los taninos
sobre el contenido tanico del p

Proceso de beneficio de mani no

mani extraidos en la salmuera tecnificado
. No se cuenta con .
Falta de un método de | | . - Salmuera con || no se saca mayor Proceso de Parametros y
. . informacién acerca del ) Yy - ] . .
extraccion de taninos contenido tanico del taninos provecho dela | | beneficio de mani | [condiciones de trabajo
especifico para el mani pergamino del mani desechada salmuera artesanal no documentadas

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 3. Diagrama de Ishikawa del estudio realizado

Entorno Materiales Proceso

Evaluacion

Beneficio del método

Latitud Longitud

Extraccion
de taninos

Pergamino de
Condiciones mani inicial
del cultivo

del mani

Técnica de
Beneficio extaccion

Pergamino de
Identifiacion de
taninos
Técnica

Condiciones del cualitativa

laboratorio /' /

mani

Laboratorio Cuantificacion

B Reactivos de de taninos _ Fuente de
Temp.  Presion Laboratorio 4 Técnica ;
cuantiativa taninos en el
mani
Método de Temp  Presic aprovechada
extaccion P Presion
Proporcion de
solventes Condiciones de Balanza

Porcentaje de la extraccion
taninos en el

pergamino

Cristaleria\  Tamices

Técnica Agitacion

cuntitativa

Equipo de

- laboratorio
Condiciones de

) cuantificacién
Contenido
tanico en la: . L
salmuera Condlmone; d Agitacion
o Laboratorio
Técnica
cuntitativa

Métrica Monitoreo

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 4. Estructura de los taninos hidrolizables

Acido galico, base fundamental para la formacion de los taninos

hidrolizables.

OH

OH
HO OH

Acido Galico

Glucosilacion de 5 grupos galoilicos a una molécula de glucosa.

Pentagaloilglucosa.

OH
OH
0 OH
o) OH
o o 0 OH
H o .
0.0 o OH
HO o 5
OH
OH
HO OH
OH HO OH

Pentagaloilglucosa
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Continuacién apéndice 4.

Evolucion de la pentagaloilglucosa a wun tanino mas grande.

Decagaloilglucosa

{ < HO  ©OH
Y=/ OHO OH =
HO o OH
o
HO
HO  OH

Decagaloilglucosa (Acido Tanico)

Estructura del &cido elagico y formacion del HHDP a partir de dos restos

galoilicos acoplados a una glucosa.
HO OH o
00 O OH
o 3o Yron ——wo-{ 9L
H HO O

O OH HO OH
o

Acido Galico Acido Elagico
Formacion de acido elagico a partir de dos moléculas de acido galico

oo
G—G = HO Q Q OH
HO OH HO OH

HHDP

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 5. Estructura de los taninos condensados

Esqueleto Flavonoide. Letras y numeracion estandar.

7 : 0
2
6 3

5 4

Epicatequina y catequina.
OH OH
OH
HO 0 ““.\\\
“ OH
OH OH
Epicatequina Catequina

Unién de flavonoides en C8 y C4. Cuatro formas mas comunes,

B1: Epicatequina (4B->8) catequina B2: Epicatequina (4B->8) epicatequina

OH
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Continuacién apéndice 5.

B3: Catequina (4a->8) catequina

B4: Catequina (4a->8) epicatequina

Polimerizacion lineal entre carbonos 4 y 8 de flavonoides comunes.

Epicatequina - [(4B->8) epicatequinals- (4B->8) - catequina

Tanino Condensado — Proantocianidina lineal de enlaces 4,8
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Continuacién apéndice 5.

Ejemplo de un polimero de 5 desoxi-flavan-3-oles

Ruptura oxidativa de enlaces de las proantocianidinas tratadas con butanol

acido.

Polimero de 2 epicatequinas y 1 catequina, al ser tratada con butanol acido produce dos
epicatequinas y una catequina. Las epicatequinas (no terminales) resultan ser mas reactivas por la

ruptura, el anillo heterociclico pasa a ser electrofilico

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 6. Procedimientos cualitativos y cuantitativos realizados

Determinacion de cloruros en salmuera. (Método de Mohr)

1. Filtrar una alicuota de la salmuera a analizar.

2. Con una pipeta volumétrica tomar 1 mL de la alicuota filtrada y
colocarlos dentro de un balén aforado de 100 mL.

3.  Aforar con agua destilada el bal6n de 10 OmL. (Se completa la dilucién
1:100)

4. Con otra pipeta volumétrica tomar 10 mL de la dilucién realizada y
trasladarlos a un matraz earlenmeyer de 250 mL.

5. Adicionar aproximadamente 100 mL de agua destilada e introducir un
agitador magnético.

6. Adicionar 5 gotas de una solucion al 5% de cromato de potasio
(K2CrQO4) como indicador.

7.  Titular el analito con una solucion 0,1 M de nitrato de plata (AgNQOs3). La
titulacion debe de realizarse con una microbureta y cubrirse con papel
aluminio para impedir el contacto con la luz directa del sol.

8.  Anotar el volumen gastado.

Justificacién del Método: para determinar si el método que se presentado es

efectivo se realiz6 una prueba preliminar utilizando el mismo procedimiento
descrito. Los resultados fueron positivos, ya que se logr6 obtener poca
variacion en los volumenes obtenidos y sin un gasto considerable en el

reactivo de nitrato de plata.

115




Continuacién apéndice 6.

Céalculos:

A) Concentracion de cloruros en la salmuera:

Vol AgNO;(ml) 0.1 mol AgNO; 1 mol NaCl 100ml alicuota  1000ml salmuera
*

Csat(mol/L) = 1000 ml 1mol AgNO; “T0mlalicuota  1mlsalmuera 1L salmuera
0,1*1*100=*1000 10000
Csa1(mol/L) = Vol AgNO5 (ml) * 1000110  — Vol AgNO; (ml) * 10000

— Cg,1(mol/L) = Vol AgNO5 (ml)

La concentracion molar de cloruros en la salmuera es numéricamente
igual a los mililitros de titulante gastado si se sigue el procedimiento

presentado.

Determinacién de cloruros en el mani.

1. Pesar 10 gramos de mani tostado en una balanza.

2. Triturar el mani con la ayuda de un procesador de alimentos limpio y
libre de contaminantes.

3. Depositar todo el mani triturado en un beacker lavando la licuadora con
agua destilada para evitar pérdidas de mani y cloruros.

4. Adicionar 300 mL de agua destilada al mani triturado y agitar durante
media hora.

5.  Filtrar el maniy lavar el sélido con agua destilada.
Aforar el liquido obtenido a 1000 mL con agua destilada.

7. Con otra pipeta volumétrica tomar 10 mL de la dilucion realizada y

trasladarlos a un matraz earlenmeyer de 250 mL.
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Continuacién apéndice 6.

8.  Adicionar aproximadamente 100 mL de agua destilada e introducir un
agitador magnético.

9. Adicionar 5 gotas de una solucién al 5% de cromato de potasio
(K2CrO4) como indicador.

10. Titular el analito con una solucion 0.1 M de nitrato de plata (AgNO3). La
titulacion debe de realizarse con una microbureta y cubrirse con papel

aluminio para impedir el contacto con la luz directa del sol.
A) Concentracion de cloruros en la salmuera:

Vol AgNO;(ml) 0.1 mol AgNO3; 1 mol NaCl
10ml 1000 mlAgNO; = 1mol AgNO;
58,35gNaCl 1000ml
1mol NaCl 10g Mani

Csa(mol/L) =

* 500 g mani/lote

0,1 %1 x58.35%*1000 =500

Csa1(mol/L) = Vol AgNO3 (ml) * 10 * 1000 * 1 % 1 * 10

= Vol AgNO; (ml) * 29,175

— Cg,1(mol/L) = Vol AgNO5 (ml) * 58,35
La concentracion molar de cloruros retenidos por el lote de 500 g de
mani es numéricamente igual a los mililitros de titulante gastado por 58,35 si
se sigue el procedimiento presentado.

Evaluacion de la reutilizacion de la salmuera

1. Preparar 9 kilogramos de mani crudo. Homogenizar la muestra de

mani crudo con testa y separarla en 18 lotes de 500 g cada uno.
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Continuacién apéndice 6.

10.

11.

12.
13.

Realizar un analisis de cloruros por el método de Mohr a la salmuera
inicial y al mani crudo sin salar.

Introducir 1200 mL de salmuera inicial preparada en tres recipientes
plasticos, con 400 mL de salmuera en cada uno.

Tomar los primeros tres lotes de 500 g de mani crudo con testa y
colocarlo dentro de los recipientes plasticos con salmuera.

Agitar suavemente y dejar reposar por 12 horas.

Al cumplirse las 12 h de salado, filtrar la salmuera y recuperar el mani
salado.

Tomar una alicuota de 5 mL de la salmuera y analizar su contenido de
cloruros por el método de Mohr y su contenido de taninos por los
métodos de Lowenthal y Folin-Ciocalteu.

Medir el volumen de salmuera retenida por el mani y reponer la
salmuera necesaria para tener 400 mL de salmuera en cada recipiente
plastico.

Colocar el segundo lote de mani con cascarilla para su salado.

Al mani recién sacado de la salmuera, secarlo al sol hasta que todo el
grano esté seco al tacto.

Tostar el mani salado y seco a 170 °C durante 10 minutos en un horno
para altas temperaturas.

Efectuar un analisis de la cantidad de cloruros presentes en la en mani.
Repetir el proceso 5 ciclos mas, almacenando por separado el mani
obtenido por cada reutilizacién de la salmuera y tomando nota de las

cantidades de cloruros y taninos cuantificadas.
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Continuacién apéndice 6.

1.

2.

1.

o k~ 0N

Determinacion cualitativa de la presencia de taninos en el mani

En un tubo de ensayo colocar una alicuota de 5 mL del extracto tanico
previamente filtrado.

Agregar dos gotas de una solucion del FeCl; al 2%.

Criterio: si la solucién se torna azul-oscuro hay presencia de taninos

hidrolizables, si se torna verde hay presencia de taninos catequinicos.

Monitoreo del pH en la solucion extractiva

Calibrar el potenciémetro con soluciones buffer de pH 7 y 10 previo a
realizar las mediciones.

Asegurarse que el electrodo se encuentra limpio antes de introducirlo a
la solucion extractiva. Puede lavarse con agua destilada.

Introducir el potenciometro en la solucion extractiva y anotar la lectura
que brinda el aparato.

Tomar nota de la temperatura a la que se realiza la lectura.

Monitoreo de la densidad en la solucion extractiva

Pesar en una balanza y tomar nota del peso del micro picnébmetro a
utilizar antes de hacer las mediciones

Separar una alicuota filtrada de aproximadamente 5 mL.

Bajar la temperatura de la muestra en bafio frio.

Llenar el micro picnémetro de 1 mL.

Pesar el micro picnémetro en una balanza analitica y anotar la lectura.
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Continuacién apéndice 6.

6. Regresar el liquido a la solucién extractiva.

7. Lavar el picnometro y dejarlo preparado para la siguiente lectura.

Calculos:
A) Densidad de la solucién extractiva:

_ Mo — Mpjc
V
Donde my; = masa total del picnédmetro lleno. Gramos
Mpic = masa del picnébmetro. Gramos

V = volumen del picnémetro. Mililitros

Monitoreo de los s6lidos solubles en la solucién

1. Preparar 27 corcholatas y etiguetarlas con los nimeros del O al 8 en
grupos de 3.

Pesar cada recipiente metalico etiquetado y anotar su peso.

3. En el transcurso de la lixiviacion de monitoreo agregar 1 mL de la
solucion extractiva previamente filtrada con una pipeta volumétrica a
tres tapas metalicas.

4. Llevar los recipientes con extracto ya pesados a un horno con una
temperatura constante de 90 °C. Dejar que evapore la solucion hasta
total sequedad.

5. Dejar enfriar las tapas metalicas a temperatura ambiente y luego
pesarlos con el contenido de sdlidos dentro.

6. Tomar nota del peso obtenido y proceder a realizar los calculos.

120



Continuacién apéndice 6.

Céalculos:

A) Solidos solubles en el extracto:

Donde: SS = sdlidos solubles en la solucién del recipiente “x”
mp= masa del recipiente “x” y el solido remanente de la
evaporacion. Gramos.
mg= masa del recipiente “x” sin ningun contenido dentro. Gramos

V= volumen de extracto vertido dentro de la corcholata. Mililitros.

Extraccidn de taninos de la testa del mani

1. Preparar la solucién de sulfito de sodio a la concentracion de trabajo
determinada con las experimentaciones anteriores.

2. Introducir 300 mL del solvente elegido para la extraccion. En este caso
fue una solucion de sulfito de sodio a 2 5g/L correspondiente a un pH
de 10 a 40 °C.

Colocar un agitador magnético dentro del matraz.

4. Instalar un termOmetro que se introduzca adecuadamente en la
solucion y calentarla a 40 °C. Verificar que la temperatura se mantenga
constante.

5. Agregar al matraz 5 g de la testa del mani a analizar. La testa debe
tener un tamano de particula que pase por el tamiz 8 y sea retenido en

un tamiz 14. e iniciar la cuenta con el cronémetro.
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Continuacién apéndice 6.

10.

11.

Supervisar la extraccion de los taninos de la testa por el tiempo
necesario para el agotamiento del sustrato. La temperatura debe
mantenerse constante y el agitador no debe de cesar su movimiento.

Al terminar el tiempo de extraccion, apagar el equipo y dejar enfriar el
extracto.

Filtrar al vacio el extracto tanico.

Lavar con agua destilada el solido para asegurar que todo el extracto
tanico ha sido separado.

Transferir el extracto tanico filtrado a un balén de 1000 mL y aforar con
agua destilada.

Etiquetar e identificar el balén con el extracto tanico.

Eliminaciéon de sulfitos del extracto de la testa del mani.

Dentro de una campana de extraccion de gases, colocar 300 mL del
extracto tanico en un beacker de 500 mL.

Agregar al extracto 2 mL de acido sulfarico concentrado.

Verificar que el pH de la solucién esté por debajo del,71.

Agitar vigorosamente con un agitador magnético durante 5 horas a 600
rpm. Controlar que el pH de la solucibn permanezca siempre por
debajo de 1,71 durante todo periodo de eliminacién de sulfitos.

Al finalizar las 5 horas de agitacion corroborar la completa eliminacién
del sulfito por medio del olfato. El olor de los SO, es caracteristico,
cuando ya no hay presencia de SO, se puede percibir el olor particular
del extracto.
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Continuacién apéndice 6.

Determinacion volumétrica de taninos totales (Método de Lowenthal)

1. Tomar una alicuota de 10 mL del extracto a analizar previamente
filtrado y colocarlo en un matraz de 500 mL.

2. Adicionar 5 mL de la solucion indicadora de indigo de carmin al analito.
Agregar 285 mL de agua destilada al matraz de titulacion.

4. Titular con una solucion de permanganato de potasio (KMnO4) 0,1 M.
En el punto final de la titulacion la solucién se torna de un color amarillo
oro.

Anotar el volumen gastado como Vi,

6. En otro matraz de 500 mL adicionar 10 mL de una solucion de sulfito
de sodio de 300 mL diluidos a 1L, 5 mL de solucién indicadora de
indigo de carmin y 285 mL de agua destilada.

7. Titular la solucién preparada con Permanganato de Potasio (KMnO4)

0,1 My anotar el volumen gastado como V5.

Preparacion de las soluciones:

Permanganato de potasio (KMnO,) 0,1 M: disolver 15,8 gramos de

Permanganato de Potasio grado analitico en un litro de agua destilada.

indigo de carmin: disolver 1 gramo de indigo de carmin en un litro de agua,

en el que han sido disueltos 50 mL de acido sulfdrico concentrado.
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Continuacién apéndice 6.

Céalculos:

Realizar una titulacion de &cido tanico patron con permanganato de potasio:
En un matraz de 1000 mL colocar 0,11 g de acido tanico patrén, 5 mL de
solucion indicadora de indigo de carmin y 295 mL de agua destilada. Titular
con KMnO4 0,1 M hasta la apariciéon del color amarillo oro. Registrar el
volumen gastado como Vp. Titular también una blanca solamente con

indicador y agua destilada.

A) Relacién de titulacion &cido tanico-permanganato:

0,19 acido tanico
Ve — Vpr

R(mg acido tanico/ml KMn0,0.1M) =

Donde: R = relacion entre los miligramos de &cido tanico que reaccionan
con ml de titulante a una concentracion de 0,1 M
Vr = Volumen de titulante gastado en la titulacion del acido tanico
patrén. Mililitros.
Vgr = Volumen de titulante gastado en la titulacion de la blanca del

acido tanico patron.
B) Concentracién de taninos en el extracto:

Vi—=V,)*R
CT, = % 1000 * 1000 (mg AT /L)

a
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Continuacién apéndice 6.

Donde: CT_ = Concentracion de taninos en el extracto tanico determinado
por el método de Lowenthal. Miligramos de &cido tanico por

litro de extracto.

Vi = volumen de titulante gastado en el extracto tanico. Mililitros.
Vo

Va = volumen de la alicuota del extracto = 10 ml

volumen de titulante gastado en la blanca. Mililitros.
R = relacion de mg de acido tanico/ml de KMnO4 0,1 M

C) Concentracion de taninos en la testa del mani:

T, = e (gAt/gT)

Donde: T, = concentracién de taninos en la testa de mani, expresados
como acido tanico. Método Lowenthal. Gramos de &cido tanico
por gramo de testa.

CT. = concentracion de taninos en el extracto tanico determinado
por el método de Lowenthal. Gramos de &cido tanico por litro
de extracto.

Vextracto = VOlumen de extracto obtenido. Litros.

mt = masa de testa de mani usada en la extraccién. Gramos

Determinacion espectrofotométrica de taninos totales (Método de

Folin-Ciocalteu)

Muestras de extracto tanico:
1. Depositar una alicuota de 2 mL del extracto previamente filtrado en un

tubo de ensavo.
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Continuacién apéndice 6.

a kw0

o

Afadir 10 mL del reactivo de FC previamente diluido. Mezclar bien.
Esperar 3-8 minutos.

Afnadir 8 mL de solucién al 7,5% de carbonato de sodio.

Cubrir los tubos por 2 horas a temperatura ambiente y fuera del
alcance de la luz del sol.

Medir porcentaje de transmitancia en un espectrofotobmetro a 760 nm.
Medir el porcentaje de transmitancia de una blanca solo con los
reactivos adicionados con el mismo procedimiento y 2 mL de la

solucién extractiva de sulfito de sodio diluida de 300 mL a 1L.

Soluciones estandar:

Usar la solucién estandar de 100 ppm de &cido tanico para preparar
una serie de diluciones conteniendo 75, 50, 25 y 10 ppm de acido
tanico.

Usar 2 mL de cada solucion en el ensayo de absorbancia en el
espectrofotometro a 760 nm preparando las soluciones con los
reactivos antes mencionados.

Medir el porcentaje de transmitancia de una blanca solo con los
reactivos y 2 mL de agua destilada.

Elaborar una curva de calibracién que relacione la absorbancia de la

solucion patron y su concentracion.
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Célculos:
A) Curva de calibracion: eje de las ordenadas
Acc = Ap — App

Donde: Acc = Absorbancia corregida de la solucién para la curva de

calibracion.
Ap = Absorbancia de la solucion patron.

Asp = Absorbancia de la blanca de la solucion patrén.

Realizar una grafica de los valores de Acc obtenidos para todas las
soluciones patron en funcién de su concentracion en partes por millon.

Determinar el modelo lineal que mejor se ajuste a la grafica obtenida.

B) Curva de calibracion: eje de las ordenadas
A =K, xC(ppm) + K,

Donde: A = absorbancia del analito.
C = concentracion de acido tanico del analito expresada en partes
por millén (ppm).
K1 = constante. Pendiente de la recta. Es funcion de la absortividad
y el largo de la celda del espectrofotometro.
K, = constante. Intercepto en el eje de las ordenadas. Es funcion de

la absortividad y el largo de la celda del espectrofotdmetro.
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C) Cuantificacion de taninos: absorbancia real del extracto
A = AM - ABM
Donde: A = absorbancia total corregida de la muestra

Ay = absorbancia de la muestra
Agy = absorbancia de la blanca de la muestra

D) Cuantificacién de taninos: concentracion del extracto

K An—Agm—K
2 =( M I:;M 2) * F (mgAt/L)

A—
CTF = K,

Donde: CTg = concentracion de &cido tanico del extracto. Miligramos de
acido tanico por litro.
A = absorbancia total corregida de la muestra

Ay = absorbancia de la muestra
Agy = absorbancia de la blanca de la muestra
K1 = constante. Pendiente de la recta, es funcién de la absortividad

y el largo de la celda del espectrofotometro.
K, = constante. Intercepto en el eje de las ordenadas. Es funcion
de la absortividad y el largo de la celda del espectrofotometro.
F = factor de dilucion necesario para que la concentracion del

extracto esté entre el rango de 0 a 100 ppm.
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E) Concentracion de taninos en la testa del mani

_ CTp*Vextracto
Tr == oo (9At/gT)

Donde: Tg = concentracion de taninos en la testa de mani, expresados
como acido tanico. Método Folin-Ciocalteu.
CTg = concentracién de acido tanico del extracto. Miligramos de
acido tanico por litro.
Vextracto = VOolumen de extracto obtenido. Litros.

mt = masa de testa de mani usada en la extraccion. Gramos

Preparacion de las soluciones:

Reactivo FC: diluir el reactivo de FC concentrado de venta comercial en una
relacion 1:10 con agua destilada. Preparar la solucion fresca el dia del
analisis. El concentrado se conserva bien en frascos de color &mbar pero la
solucién diluida se mantiene solo por pocos dias antes de empezar a dar

altos voliumenes de la blanca.

Solucién de carbonato de Sodio: hacer una solucion al 7,5% de carbonato

de sodio anhidro en agua. Esta solucion es estable por varias semanas.

Fuente: elaboracion propia.
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Apéndice 7.  Analisis Estadistico

Analisis estadistico de la concentracion de NaCl en la salmuera a
través de los ciclos de reutilizacién. Salado de 12 horas, 500 g de mani, 400
mL de salmuera, temperatura 19 °C, unidades en gramos de NaCl por litro
(mol NaCl/L).

Ciclo | Promedio D:SStY' w E)e?sv. Z Vi Z y? y.
0 1,76 0,0100 0,57 5,280 27,878 37,800
1 1,78 0,0289 1,62 5,330 28,409 N
2 1,80 0,0208 1,16 5,390 29,052 21
3 1,80 0,0208 1,16 5,390 29,052 a
4 1,81 0,0200 1,10 5,430 29,485 7
5 1,82 0,0208 1,14 5,470 29,921
6 1,84 0,0115 0,63 5,510 30,360
Fue_nte_ gle Suma de Gr_ados de Media de Fcalc
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados
Tratamientos 0,01247 6 0,002078 5,26
Error 0,00553 14 0,000395 Ftab
Total 0,01800 20 2,85

Dado que |Fcalculada| > |Ftabulada| = se rechaza Ho. Se acepta
Ha: existe diferencia significativa entre la cantidad de cloruro de sodio

presente en la salmuera a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion.
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Andlisis estadistico de la cantidad de NaCl retenido en 500 g de mani a
través de los ciclos de reutilizacién. Salado de 12 horas, 500 g de mani, 400
mL de salmuera, temperatura 19 °C, unidades en gramos de NaCl por 500g

de mani (g NaCl/500g mani).

Ciclo | Promedio Dé;\_/' %F[;;.sv. Z 2 Z y? Y.
1 10,50 0,2917 2,78 31,509 992,817 189,346
2 10,41 0,4457 4,28 31,217 974,517 N
3 10,50 0,5835 5,56 31,509 992,817 18
4 10,50 0,2917 2,78 31,509 992,817 a
5 10,70 0,3369 3,15 32,093 1029,929 6
6 10,50 0,2917 2,78 31,509 992,817
Fue_nte. E:ie Suma de Gr_ados de Media de Ecalc
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados
Tratamientos 0,13713 5 0,02743 0,18
Error 1,81585 12 0,15132 Ftab
Total 1,95299 17 3,11

Dado que |Fcalculada| < |Ftabulada| = se acepta Ho: no existe

mani a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion.

diferencia significativa entre la cantidad de cloruro de sodio retenido por el
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Continuacién apéndice 7.

Analisis estadistico de la concentracién de taninos en la salmuera a
través de los ciclos de reutilizacion. Método de Lowenthal. Salado de 12
horas, 500 g de mani, 400 mL de salmuera, temperatura 19 °C, unidades en

miligramos de acido tanico por litro (ppm o mg At/L).

Ciclo | Promedio D;;\_/' %Ig)eel‘.sv. Z Vi Z y? y.
1 0,00 0,000 - 0,000 0,000 148,448
2 4,50 3,896 86,60 13,495 182,122 N
3 6,75 0,000 0,00 20,243 409,776 18
4 9,00 3,896 43,30 26,991 728,490 a
5 13,50 0,000 0,00 40,486 1639,102 6
6 15,74 3,896 24,74 47,233 2 231,001
Fue_nte. E:ie Suma de Gr_ados de Media de Ecalc
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados
Tratamientos 505,896 5 101,179 13,33
Error 91,061 12 7,588 Ftab
Total 596,9570 17 3,11

Dado que |Fcalculada| > |Ftabulada| = se rechaza Ho. Se acepta
Ha: existe diferencia significativa entre la cantidad de taninos presentes en la
salmuera a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion, utilizando el método de

Lowenthal para la determinacion de taninos.
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Continuacion apéndice 7.

Analisis estadistico de la concentracion de taninos en la salmuera a
través de los ciclos de reutilizacion. Método de Folin - Ciocalteu. Salado de
12 horas, 500 g de mani, 400 mL de salmuera, temperatura 19 °C, unidades

en miligramos de acido tanico por litro (ppm o0 mg At/L).

Ciclo | Promedio D;;\_/' %IS:I‘.SVI Z Vi Z y? y.
1 6,045 2,4435 - 18,134 328,843 288,833
2 13,749 2,56370 18,45 41,246 1 701,209 N
3 15,878 1,9761 12,45 47,633 2 268,877 18
4 18,511 2,0329 10,98 55,5633 3 083,928 a
5 18,988 3,5846 18,88 56,965 3 244,980 6
6 23,108 3,7493 16,23 69,323 4 805,679
Fue_nte. E:ie Suma de Gr_ados de Media de Ecalc
Variacion Cuadrados Libertad Cuadrados
Tratamientos 509,800 5 101,960 12,92
Error 94,703 12 7,89195 Ftab
Total 604,504 17 3,11

Dado que |Fcalculada| > |Ftabulada| = se rechaza Ho. Se acepta
Ha: existe diferencia significativa entre la cantidad de taninos presentes en la
salmuera a lo largo de sus 6 ciclos de reutilizacion, utilizando el método de

Folin-Ciocalteu para la determinacion de taninos.
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Continuacién apéndice 7.

Comparacion de medias de la concentracion de taninos en la testa del
mani cruda y tostada. Método de Lowenthal. Maceracion dinamica de 5
horas con sulfito de sodio a pH = 10, temperatura de 40 °C, unidades en

gramos de &cido tanico por gramo de testa seca (g At/gT).

Observacién grelféz ngfatga Comparacion de Medias
1 0,1215 0,0769 Sc 0,001909
2 0,1255 0,0769 Sdx 0,001558
3 0,1215 0,0729 GL 4
Total 0,1228 0,0756 a 0,05
Desviacion 0,0019 0,0019 Tcalc 30,31
Desv. Rel. 1,55 2,53 Ttab 2,78

Dado que |t.qicuiadal > |tiapuiaaal = S€ rechaza Ho. Se acepta Ha:
existe diferencia significativa en la cantidad de taninos presentes en la testa
cruda y la testa tostada, utilizando el método de Lowenthal para la

determinacion de taninos.
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Continuacion apéndice 7.

Comparacion de medias de la concentracion de taninos en la testa del
mani cruda y tostada. Método de Folin - Ciocalteu. Maceracion dinamica de
5 horas con sulfito de sodio a pH = 10, temperatura de 40 °C, unidades en

gramos de &cido tanico por gramo de testa seca (g At/gT).

Observacion (-:rﬁféz T-ggfatga Comparacion de Medias
1 0,1476 0,0866 Sc 0,003657
2 0,1390 0,0825 Sdx 0,002986
3 0,1456 0,0846 GL 4
Total 0,1441 0,0846 a 0,05
Desviacién 0,0037 0,0017 Tcalc 19,93
Desv. Rel. 2,54 1,99 Ttab 2,78

Dado que |t.qicuiadal > |tiapuiaaal = S€ rechaza Ho. Se acepta Ha:
existe diferencia significativa en la cantidad de taninos presentes en la testa
cruda y la testa tostada, utilizando el método de Folin-Ciocalteu para la

determinacion de taninos.
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Continuacién apéndice 7.

Comparacion de medias de la concentracion de taninos en la testa del
mani cruda. Ambos métodos de cuantificacion. Maceracion dindmica de 5
horas con sulfito de sodio a pH = 10, temperatura de 40 °C, unidades en

gramos de &cido tanico por gramo de testa seca (g At/gT).

Observacién Lc':/lv(ve;?r?al Folim((e‘,ti%((j:glteu Comparacion de Medias
1 0,1215 0,1476 Sc 0,0019
2 0,1255 0,1390 Sdx 0,0016
3 0,1215 0,1456 GL 4
Total 0,1228 0,1441 a 0,05
Desviacién 0,0019 0,0037 Tcalc -13,65
Desv. Rel. 1,55 2,54 Ttab 2,78

Dado que |t.qicutadal > |tiapuiaaal = S€ rechaza Ho. Se acepta Ha:
existe diferencia significativa en la cantidad de taninos cuantificados en la

testa cruda por los métodos de Lowenthal y Folin-Ciocalteu.
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Continuacion apéndice 7.

gramos de &cido tanico por gramo de testa seca (g At/gT).

Comparacion de medias de la concentracion de taninos en la testa del
mani tostada. Ambos métodos de cuantificacion. Maceracion dinamica de 5

horas con sulfito de sodio a pH = 10, temperatura de 40 °C, unidades en

Observacion Lc':/lv(ve;?r?al Folimgi%%glteu Comparacion de Medias
1 0,0769 0,0866 Sc 0,001909
2 0,0769 0,0825 Sdx 0,001558
3 0,0729 0,0846 GL 4
Total 0,08 0,08 a 0,05
Desviacién | 0,001909 0,001680 Tcalc -5,77
Desv. Rel. 2,53 1,99 Ttab 2,78

testa tostada por los métodos de Lowenthal y Folin-Ciocalteu.

Dado que |t.qicuiadal > |tiapuiaaal = S€ rechaza Ho. Se acepta Ha:

existe diferencia significativa en la cantidad de taninos cuantificados en la

Fuente: elaboracion propia.
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