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INTRODUCCIGON

En la fabricacitn de productos alimenticios, el uso de los ex -
tractos de vainilla es muy amplio; dichos extractos se utilizan aplicén
dolos en diversas formas a productos tales como: dulees, helados, re =
frescos, galletas, atoles, harinas, -y gelatinas. El extracto se utili-
za en la industria alimentaria, puro o bien, reforzado con vainillina o

etil vainillina.

La vainillina en diversos extractos de vainilla fue cuantifica=
da por Feeny valiéndose de un espectrofotfmetro, asi mismo Pomerantz y-
colaboradores aportan un método espectrofotométrico para el cuanteo de=
vainillina que posee la gran ventaja de ser répido, por otra parte Pres
cott propone ciertas modificaciones muy acertadas a los mé&todos clési=
cos de cuantificacibn de vainillina, Giral elabora un método gravimétri

co muy preciso para determlnar vainillina;;(B).
~a

El presente trabajo estard enfocado a determinar la vainillina-
en el extracto alcohblico de la vaina de vainilla ror el método alcali-

NO.

Este métodb alcalino consiste en desplazar la longitud de onda=
de absorcibn mixima de la vainillina de 308 rm que se presenta en un =
" medio neutro a 348 que se presenta en medioc alcalino. Este método al-
calino f & desarrollado por Feeny ( 20 ), en este trabajo analizaremos=—
el desarrollo matemdtica y estableceremos los Fundamentos guimico~tebri

cos en gue se basa dicho método,

- /l oaa



IT
GENERALIDADES

[lA;~ HISTORTA DE LA VAINILLA., Tlilxochitl " Flor Negra " con =
este nombre, Franclsco Herné&ndez médico de cémara del rey Felipe II de-
Espafia, dib a conocer al mundo la " vainilla " en su libro " Historia =
de las Plantas de la Nueva Espafia ". Este ligro fu& publicado en latin

y traducide al Espafiol por Francisco Jimenez.

Hern&ndez 1lamb a las vainas negras " Silique " lo que Jimensz-—

tradujo como vainilla, diminutivo de vaina.

En 1658 definitivamente se le dif el nombre de vainilla, nombre
hasta entonces usado solamente por los espaﬁolgé.

Los ingleses en 1754 la clasificarof en el " Garder 's Dictio =
nary " por Philipp Miller, la hicieron florecer en los jardines de Ch.=
Greville cerca de Londres. Salibury denomind a las flores " Myobroma =
Fragans ", un afio mds tarde Andrews la describid como Vainilla Planifo-
lia, sin embargo ninguno de los dos reconocid la planta floreciente co-

mo la vainilla de México, corriente en el comercio.

Alejandro Von Humboldt en 1811, cuando regresf de su primer via

je de América, describif los cultivos de Vainilla en México.

Los holandeses trataron de cultivar su propia vainilla en Java;
se daba bien, crecia, formaba brotes nuevos, floreaba, pero el fruto =
nunca surgif; escogieron muchas islas con las caracterfisticas climéti -

cas necesarias pero fracasaron en su intento.



El problema fué resuelto por Charles Morren, boténico de Lieja,
quien polinizé a mano las flores, resultando 54 frutos de magnifico -

aroma.

l.os ensayos de Marren fueron repetidos en las colonias holande=
sas y francesas, y en todas partes se pudo recoger vainilla aromética,=—

todas ellas pertenecientes al género Vainilla planifolia, ( 12 ).



B.— EVOLUCION HISTORICA DE LA IMPORTANCIA ECONOMICA DE LA VAINILLA.

Las primeras noticlas que se tienen de la existencia de la vai=
nilla datan del reinado azteca de Itzcoatl ( 1427-1440 ), en que las ex
pediclones guerreras de este nonarca mexicano resultaron victoriosas lo
grando la conguista del territorio ocupado por la Cultura Totonaca;obli
gando a los habitantes del mismo a pagar tributos diversos entre los =

gue se encontraba el fruto de la vainilla.

Antes de la conguista del Totonacapan por los aztecas, la pro =
piedad de la tierra era de tipo comunal y también el usufructo de la =~
misma, a partir de la dominacibn azteca los totonacas presentan un modo
de produccifn tributarioc el cual consiste en la existencia de comunida—
des autosuficientes sometidas a un poder central gue organiza la pro =
duccibn realizando obras de infrasstructura ( puentes, caminos, terrva-
zas y acueductos ) y gque recibe un tributo de parte de las comunidades-
sometidas, mismo que podfa ser en especie o en trabajo, entre los toto=
nacas, el tributo era en especie y estaba representado por diversos prg

ductos artesanales y agricolas.

Las tierras comunales se vieron divididas en tierras para la sa
tisfaccidn de las necesidades de la comunidad y tierras destinadas al =
cultivo del producto tributario y de gran importancia se encontraba la—

vainilla la cual se utilizaba como moneda.

Esta situacibn se mantiene hasta la llegada de los espafioles =
quienes al conquistar el territorio organizan una encomienda, conser -
servandose las mismas caracteristicas del modo de produccién tributa -

rio,



Hasta fines del siglo XVIII la zona de Pepantla, Gutiérrez Zemg
ra y Tecolutla era netamente agrfcola, basada en el cultivo de maiz,Fr;
jol, chile y vainilla. En el perfodo irmediato posterior (1800-1820) =
su importancia se localiza b&sicamente en el comercio al que se dedica—
ban en gran medida los espaficles y debido al agan de acaparar la mayor=
cantidad posible de vainilla la compraban antes de que alcanzara su =

plena madurez, demeritando su calidad.

A partir de 1820 hasta 1840 encontramos que las tierras que an-
tes eran explotadas cuando menos en parte en forma comunitaria por los—=
indfgenas, estas tierras estaban divididas en forma rdstica en fincas,=
dedicadas principalmente a la ganaderia y gran parte de ellas eran pro—

piedad de Don Guadalupe Victoria.

La regibn sufre una transformacibn radical a partir de 1900 en—
gue fueron descubiertos ricos yacimientos petroliferos, el gobiernc ex=

tiende concesiones petroleras a las compafiias extranjeras.

En 1930 ( cuando se descubrieron ricos yacimientos petrolfferos
en Coatzintla Ver. ) se produjo la mayor explotacién petrolera en la -

Z0N8 .

En 1956 la produccibn nacional de vainilla fug& de 267 toneladas

con una superficie cosechada de aproximadamente 900 hectéreas.

En 1973 la produccifin nacional de vainilla fué de solo 128 toneg

ladas con una superficie cosechada de 1500 hectéreas.



Camo se puede observar &ste decremento de la produccién nacio -
nal de vainilla se debif en gran parte a la disminucibn de la superfi -
cie cosechada; decremento que se atenub por la elevacibn de los rendi -
mientos deAvainilla beneficiada por hectérea aumentando de 30 kilogra =

mos en 1956 a 90 kilogramos en 1973.

niéﬁro factor gue intervino en el desplome del mercado de la vai-
nilla, fué la demanda del sustituto o sea, la vainillina sintética la =
cual tiene un costo de produccidn muy bajo y un procedimiento de fabri=-
cacifn muy sencillo, por lo cual ha desplazado al producto natural lo =
que origina una salida de divisas debido a la importacidn de la vaini =
1lina compensada por las entradas de divisas de las exportaciones del =

producto natural.if



Ce= ASPECTOS GENERALES DE LA VAINILLA. La vainilla es el fruto in=
maduro de una orguidea. Drguideas gque den como fruto la véinilla exis=
ten 110 variedades, pero solo unas cuantas son de tipo comercial: Vai=
nilla Aromética Swartz, Vainilla Lutescena Rich, Vainilla Pompona Shel=
de y Vainilla Fragaﬁs que es sinbnimo de Vainilla Planifolia Andrews, =

siendo esta dltima la Gnica que se beneficia en México.

La vainlilla es una planta.trepadora originaria de la parte nor—
te de la zona costera del Estado de Veracruz, o sea, de la zona totona—
ca, mismé que abarca desde el rfo Tuxpan al norte, hasta el rio la Anti
gua al sur extendiéndose hacia el centro del pals hasta la Sierra Madre
Oriental, desde Huachinango Puebla al morte, hasta las inmediaciones =
del Cofré de Perote al sur. Esta regibn presenta en su zona centro -
( Papantla, Gutierrez Zamora y Tecolutla ) las caracterfsticas de suelo
y clima ideales para su cultivo ya que 8ste requiere de cierto grado de

humedad y riguezas orgénicas,

La clasificacibn boténica de la Vainilla Fragans es la siguierr
te: Relno, Vegetal; Grupo, Espermafitae; Clase, Anglosperma Sub-clase,
Monocotiledénea; Familia, Orguideas; Sub-familea, Pleofindreas; Tribu, =
Ofrideas; Gé&nero, Vainilla; Especie, Planifolia; nombre regional, Xa =

nathe.

La vainilla se cultiva en terrenos virgenes cuyo pH es de 7 a =
7.5, el sistema de siembra mis comfin es el del bejuco el cual se planta
a una distancia de 2.5 m. con un promedio de 2000 plantas por hectérea,
obteniéndose la primera floracibn abundante a los tres afios de plantado
el bejuco, la polinizacién de la vainilla es a mano y se caloula que =

una persona puede polinizar 1000 flores por dfa.

- -



Se reqguiere unos nueve meses entre la polinizacibn de la flor =
y la cosecha; la época principal de la cosecha se encuentra comprendida
entre los meses de noviembre y enero; la mejor indicacibn de que la fru
ta esta lista para su cosecha es el color amarillento gue presenta en -

el extremo inferior de la vaina (3).



BENEFICLO DE LA VAINILLA.

Se pusede definir el Beneficlo de la Vainilla como la serie de opsg

raciones & que es somgtida la vainilla mAs o menos madura, a fin de que =

manifisste plenamente su calidad, gue conslste sn el desarrollo ds acei -

tes escenciales y sustenclias arométices como lo son:

OOH3

1. anisol

4. anialdehido

= H3

OH

JCH20H3

7. vanitrope-
OCH3
OCH
OH

2. gﬁayacol

CHO
OH
X :

o :
O
N CH3

5. 0=Vainillina 6. heliotropina
CHO o CHO

8. veratetraldehido 9. Vainillina.

OCH.
10. acetovanillona 11. isovainillina.

Determinados por cromatografia de gases segin la referencia nimero



PROCEDIMIENTO DEL BENEFICIO DE LA VALNILLA.

A.— Clasificacibn de la vainilla. La vainilla se clasifica se-
parando la vainilla aln verde de las vainillas perfectamente maduras y=-
sin ningdn dafio, vainillas rajadas por exceso de madurez, vainillas con
las puntas negras y fruto manchado, vainillas con los pezones y partes=

cercahas a &l negras y vainillas con el pezén retorcido,

B.— Despicado. Después de clasificar la vainilla, se procede -
a despezonar, o sea, eliminar el pezfn de la vainilla y parte de 1los re
siduos de la inflorecencia con el objeto de no entorpecer el empague =

final, a esta operacifin se le denomina " despicado ".

C.— Secado de la vainilla. Enseguida se someten los frutos a -
la accibn del calor ya sea al horno metiéndolas previamente empacadas,=—
o bien, sometiéndolas a la accifn del calor del sol con objeto de dar =
fin a la vida vegetativa y deshidratar gran parte del fruto. Se calcu=
la gue de 5 kilos de vainilla hidratada, se obtiene un kilo de vainilla

beneficiada.

1.~ Secado al horno. Las vainillas a deshidratar se amarran =
en paguetes de 100 a 500 vaines ( mazoa ) y se envuelven en colchas co-
locéndose en una caja y se ponen en un cuarto a 60° C. de 36 a 48 ho=
ras. La temperatura no debe ser mayor de 55-60° 0. pues puede desacti
var el sistema enzimdtico fermentativo que sigue al proceso de deshidra

tado de la vainilla.

2.~ Secaso al Sol. Después de ser sametidas a la accitn del ca
lor del horno, las vainas se ponen en cajas sudadoras por 24 horas, pog

teriormente son expuestas de una a tres horas diarias durante la parte—

_/ID.—



més calurosa del dia y se asolean por 15 o 20 dfas Cada 4 o 5 dfas son—

colocadas en cajas sudadoras por toda la noche luego se enderezan las = -

vainas y se envuelven en mazos de 50 a 100 vainas siendo guardadas en =

cajas hasta que esten listas para clasificarse, (3).

Un aspecto muy importante gue debe tomarse en cuenta ss el con—
trol de la humedad al término del beneficio de la vainilla, la cantidad
de humedad no debe ser mayor del 25 al 30 % ya que la vainilla puede =~
ser atacada por hongos como son: Aspergilius niger Penicilium lividum,-—
Penicilium vanillae y Penicilium rugulosum, los cuales se desarrollan =
en cualguier tipo de materia orgénica y méxime en un medio &ptimo como=
es la glucosa gue contiene la vainilla beneficlada; estos hongos se de—
sarrollan en una temperatura inferior a los 27° C. por 1o cual debe al—-
macenarse en un cuarto fresco ( no frfo ) y no himedo evitando asf el =

desarrollo de hongos, (1), (11).

D.= Clasificacibn de las vainas beneficiadas. Finalmente la =
vainilla se saca del almacenaje y se clasifica en tres grupos. Las vai
nas menos maduras tendrédn més claro el color café al ser procesada; las
vainas cosechadas més maduras presentaran un color mds oscuro y serd =

més gruesa, por lo tanto la vaina serd de megjor calidad.

lLas vainas se separan en grupos y subgrupos, de acuerdo con su—
tamafo y colaor ( en la regibn el largo de las vairnas varia de 18 a 24 =
CM .« ), luego 1la vainilla se amarra en mazos de aproximadamente 70 fru =
tos ( se procura gue tengan un peso aproximado de una libra ). Estos =
mazos se amarran con una cuerda encerrada en las dos puntas y en medio,
todas las puntas de los tallos se colocan hacia el mismo lado. Los pa=

guetes se colocan en papel encerrado en cajas de hojalata, se cierran =



y estan listas para distribuirlas al mercado nacional o al internacio -

nal.

Dado que, la época de cosecha comienza en noviembre 15, empieza
ha haber vainilla lista para el mercado en abril, terminéndose la época

del benefilcio en julio.

E.= Control de la vainilla en México. En México existe un de -
creto que reglamenta el corte, la explotacibn, comercio y beneficio de-
la vainilla que fué promulgado inicialmente el 23 de julio en 1941 el =
cual fué derogado en enero de 1943 por otro decreto gue modificd en mu=
cho al anterior y gue actualmente se encuentra en vigor. El decreto de
1943 reglamenta la fecha en gue los agricultores han de hacer el corte-
de su producto, el cual esta fijado para la vainilla pinta y rajada a -
partir del primero de octubre y el corte de la vainilla comln se inicia
el quince de noviembre y expira el 15 de mayo; ademis arienta a los cam
pradores de vainilla, También les explica a los beneficiadores la mang
ra de como han de beneficiar, comprar y exportar el producto y les indi
ca las oficinas a las que deben acudir para registrarse como tales, asi
como las que se encargan de expedir los documentos respectivos para el=

beneficio y exportacitn de la veinilla, (3).

“12“‘



7.~ ESPECIFICACIONES COMERCIALES DE ILA VAINILLA.

La Vainilla debe expenderse con la indicacibn de su proceden =

cia: México, Borbbn, Tahitl, Java.

rior " y " Calidad extra ", se consideran sin8nimos.

Las

Los calificativos " Calidad supe =

calificacig .

nes comerclales con gue se expenden corresponderén a las siguientes exi

genclas:

Clasificacibn
Comercial.

Calidad extra
Primera calidad
Segunda calidad

Tercera calidad

Cuarta calidad.
calidad ordina—

ria comin.

La Vainilla debe corresponder a las sigulentes condiciones:

Aspecto _ Longi.tud
media en

Parda, untuosa
perfectamente lisa.
Idem,

Parda, untuosa, apa
recen algunos gle —
mentos lefiosos.

La lignificacitn y—
desecacifn se acen—
tdan .

Idem.

Un poco seca, franca

mente lefiosa y entera.

cm.

20

19

17

19
10

Peso en

3.5
4.4

2.9

1.3

g,

B6.65

4-2
4.7

1.5

1) No contener més de 30 por ciento de humedad y de 6 por ciento -

de cenizas totales, ni menos de 46 por ciento de extracto al =

cohblico y de 1.5 por ciento de vainillina natural, debiendo =

oscilar el monto de la materia grasa entre 6 y 10 por cilento.



2) No estar mal conservada, alterada, agotada, nl contener balsamo
de Told o del Perd, &cido benzoico, vainillina artificial, azl—

car ni sustancias extrafas.

Con el nombre de Extracto de Vainilla, se entiende una tintura=
de vainilla preparada por lo menos al 10 por ciento con alcohol de 35°—
a 55° 6. L. Debe presentar por lo menos 0.1 por ciento de vainillina—
natural, una acidez no menor de 28 mililitros de alcalf normal por -
cien gramos; de 0.5 por clento de cenizas. No deberd contener vainilli
na artificial, cumarina ni acenilida y daré precipitado con la solucibn

de aceptado de plomo (18).

m/ld_u
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ACCION DE LA BETAGLUCOSIDASA EN EL PROCESO DEL CURADD DE LA =
VAINILLA,

Las vainas maduras de vainilla tienen muy poco efecto o casi nu
lo aroma antes de ser curadas, la calidades arométicas de la vainilla =

se desarrollan por accibn enzimética durante el proceso del curado.

Godley en 1858 de acuerdo con Chalot y Bernard, fué el primero—
en sugerir gue la formacidn de la vainillina era un proceso de Fermentgn

cibn.

1.~ Distribucitn de la Glucovainillina en las Vainas., La vai-
na de la vainilla estd compuesta esencialmente de una porcibn central -
conteniendo las semillas y rodeadas de una pequefia placenta por una par

te carnosa o pared de ovario.

Chalot y Bernard ( 1920 ) establecit que Linné creyb que la vai
nillina se formaba en la parte central de la semilla de las vainas, -
mientras que M. F. Merat y A. J de Lens pensaban contrariamente, gue ss

ta se formaba en la pulpa que rodea a las semillas.

Para checar éste punto, se midif el contenido de glucoveinilli-
na; estas mediciones fueron hechas por Gortrner ( 1938 ), utilizando una
modificacién al método biol6gico de Bourguelot para examinar plantas -
por glucbsidos. Este método consiste en agregar emulsifn a un extracto
de la planta y la determinacibn de la reduccibn del contenido de azdcar
después del perfiodo de incubacibn, un cambio en el contenido indica la—
presencia de la betaglucosidos y su magnitud da una somera indicacibn -
de la cantidad. En este plano el contenido de vainillina del ejemplo=
antes y después de la incubacidn es tomada como una cantidad de gluco =
vainillina presente.



VVainas de vainilla no curadas de 7 a 8 pulgadas de longitud . =
fueron divididas en partes iguales cortadas longitudinalmente y la por=
cibn central, incluyendo semillas y parte placental eran separadas de =
la parte carnosa. Cada porcibn era estabilizada y extractada por refluy
jo con 85 % de alcohol més una pequefia porcibdn de carbonato de calcio -
para neutralizar la acidez de las vainas y prevenir la hidrblisis del =
glucbsido. DespQéS.de hervirla por espacio de una hora, el liguido es—
removido los residuos son molidos en un mézclador con alcohol fresco y=
re~extractados por espacio de una hora més. lLos extractos son combina~

dos formando un volumen definitivo, y el alcohol que se evapora de las—=

alfcuctas se mantiene el volumen mediante la adicidn de agua. Los ex =

tractos a los que se les agrega unas gotas de tolueno para preservarlos
s0n incubados con emulsiftn a 45° C. por 7 dias y el contenido de vai-
nilla se determina de acuerdo con la Asociacibn Oficial de Quimicos de-
la Agricultura ( 1940 ). Las determinaciones son hechas por duplicado-
en cada muestra. CalQUlandD los contenlidos de glucovainillina, depen =
diendo de los contenidos de vainillina, muestran 1.30 y 2.07 % de glucg
vainillina en la muestra de la parte exterior con 90 y 85 % de humedad
respectivamente y 3.66 y 2.48 % de glucovainillina en la pafte central-=
de las muestras con 51.5 y 52.5 % de humedad respectivamente. Tomando—
en cuenta gue el porcentaje de la parte central representa un 19 % del=-
peso de la vaina fresca, ssto hace que a parezca entonces que de un -
0.2 a un 0.4 del total de la glucovainillina en la vaina era de la par—

te central.

De forma similar la distribucibn de la glucovainillina a lo lar
go de la vaina de vainilla es determinada por el andlisis de las mues =
tras a principios del florecimiento a mediados y al final de la vainga.-

Los resultados fueron, en bases frescas 1.01, 1.75, 0.85 y 1.35, 0.64,-



1.00 % de glucovainillina en las muestras al final, a mediados y a prin
cipios del florecimiento, respectivamente. Estos datos muestran un gra
diente deFinitivo de concentracibn del glucbsido aumentando desde el =
principio hasta el final del florecimiento o terminal de la vaina. To=
mando en cuenta el peso de las fracciones de la vaina atravesada con el
parcentaje de muestra que, el total de glucoveinillina en la vaina, cer
ca de un 40 % es del principio del Florecimiento; 40 % en la mitad y =

20 % al final de la vaina.

2.= Efecto de Madurez en las Vainés de Vainilla en el Contenido
de Glucovainillina y Contenido de Vainilla. La maduracibn de las vai =
nas de vainilla se indica por una coloracibn amarilla que se desarrolla
al final de la vaina. Comg,un proceso de madurez, esta coloracibn se -
esparce a través de la vailna entera y normalmente es acompafiada de una-
separacibn longitudinalmente hasta que las vainas adquieren un color -

achocolatado.

Para determinar el efecto de madurez sobre el contenido de glu-—
covainillina y vainillina se hacen estudios para determinar el grado al
que la glucovainillina se hidroliza durante el procesc natural de madu-
ez, La vainillina se determina por la cantidad de reductores totales

gue se hallan presentes.

La vainillina se presenta solamente en peguerias partes de la -
vaina verde y en las vainas con el final de la vaina amarilla, mostran—
do que se ha efectuado una leve hidrélisis de la glucovainillina antes—
de la etapa de madurez en la punta de la vaina amarilla., E1 contenido-
de vainillina de las vainas achocolatadas es muy elsvado mostrando que-

laebetaglucosidasa estaba hidrolizando las vainas como un resultado de=
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un proceso de madurez natural. E1 total del contenido de glucovainilli

na de un extracto de glucbsido es de 8.8 % en bases secas y aparente =
mente mds farmadas durante la maduracidn de la vaina amarilla al choco=

1at8 .
3.~ Betaglucosidasa en Vainas de Vainills.

Para demostrar la presencia y accibdn de la betaglucosidasa en—
vainas de vainilla, una enzima cruda fué preparada combinando pequefas—
partfculas de vainas amarillas en un mezclador eléctrico por espacio de
5 minutos, se filtraron e incubaron alicuctas de los extractos de gluco
vainillina a 45° G, y a un pH Optimou de la betaglucosidasa de 4.2 a =
4.4, Después de seis dias de hechas las soluciones se defind el velu =
men filtrando y midiendo el valor del fenol. Los controles se efectua~
ron incubando alicuctas de la emulsitn del glucbsido sin enzima, con -
extracto de enzima previamente hervida por 20 minutos y con enzima cru=—

da.

Los valores del fenol en porciento, bases secas, son de 1.5 pa-
ra la glucovainillina incubaca sola, 1.4 para la incubada con enzimas =
de vainilla previamente hervidas y 8.7 para la incubada con enzimas ac—
tivas. EI1 hecho de gue el valor del fenol de la glucovainillina incuba
da sola sea aproximadamente la misma gue el de la glucovainillina incu-=
bada con enzimas hervidas muestran que la solucibn de enzimas her‘vidés=°
no actua sobre la solucibn del gluctsido. La hidrélisis fué consecuen-
temente, debido a la presencia de caracteres enzimaticos de la betaglu=-

cosidasa en semillas amardillas maduras.

4,= Separacidn de enzimas crudas.

La betaglucosidasa se separa de semillas de vainilla no curadas
y maduras, por la modificacibn al proceso utilizado para la extraccibn-

de emulsitn de las almendras dulces por Waksman y Davison ( 1926 ). Cua
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trocientos gramos de vainas fueron cortados en pequefias partes y por es
pacio de 5 minutos se colocaron en un mezclador eléctrico con 800 ml., =
de agua. Después de una hora de reposo, el liguido fué filtrado a tra
vés de una Fibra de vidrio y las impurezas de la proteina se precipita=
ron afladiendo 60 gotas de dcido acético. Como la mezcla resultd de ca=
récter coloidal se usb un filtro a presi6n Chamberland-Pasteur. La en
zima Crudé fué precipitada afadiendo al filtrado cuatro voliémenes de =
alcochol de 95° G. L. El polvo obtenido fué disuelto en 460 ml. de = =
agua y la actividad de la enzima fué probada incubando una alfcuota de=
20 ml, con un pH de 4.3 y a 45° G, con alfcuotes de extracto de gluco-
vainillina y midiendo el valor del fenol después de 5 dfas. Los contrg

les se efectuaron por medio de la incubacidn del glucbsido.

Tratamiento. Fenol valuado en base seca.
1.~ Glucdsido con enzima cruda. 2.15
2.~ Blucbsido con enzima hervida. 1.55

3.~ Glucbsido solo. 1.20

La glucovainillina fué hidrolizada por la betaglucaosidasa separada—

de las semillas de vaina no curada.

5.~ Distyribucibn de enzimas.

La distribucibn de la betaglucosidasa en la semilla fué& medida in =--
cubando extractos de glucovainillina con extractos de enzima de la par—
te carnosa de afuera'y la porcifin central, incluyendo semillas y tela =

placental.

Las correcciones en los valares de porcentaje del fenol en bases se
cas fueron 7.65 para la porcibn de afuera, 1.24 para la porcibn central
y 1.29 para la glucovainillina incubada sola. En este caso la conclu =

sibn es de que no hay actividad de betaglucosidasa en la parte central



de la semilla y en la tela placental de las vainas y todas las enzimas=

se encontraron en la parte carnosa o pared delgada de las semillas.

Desde el punto de vista de la demostracibn de la existencia de-
glucovainillina en la parte central de la vaina donde no hay emzima, de
be concluirse gue durante la cura esta glucovainillina es difundida ha-—

cia afuera donde la enzima se localiza,

6.— Efecto de madurez en la actividad de enzimas.

Durante el cursc de las investigaciones se encontraron varias =
etapas de madurez a lo largo de la actividad de la betaglucosidasa. E1
efecto de madurez a lo largo de la actividad de la betaglucosidasa fué-

seguida incubendo extractos de enzima:

a).= En toda la vaina verde.
h).= En vainas con terminaciones de florecimiento amarillo.
c).= En vairas abiertas con terminaciones de florecimiento.ama-

rillo con glucovainillina.

Los porcentajes de fenol corregido, base seca son:

a).“ 0.12 para todas las vainas verdes.

b).=~ 4.30 para las vainas con terminacibm de florecimiento ama=~
rillo,

c).~ 6.95 para las vainas abiertas con terminacién de floreci —

miento amarillo.

Estas cifras demuestran gue:

a).= Una pequefia cantidad de betaglucosidasa activa se presen =

t& en las vainas verdes.



b).— Un mayor porcentaje se presentd en las vainas con termi =

nacién de florecimiento amarillo.

c).~ La mayor actividad se encontrd en las vainas abiertas con-

terminacién de florecimiento amarillo,

7.~ Cambio de actividad en vainas verdes durante la cura.

Un experimento para medir le actividad de la enzima durante la-
cura de vainas-completamente verdes fué ideado. Un lote de vainas se =
sometid a un proceso para dar fin a la vida vegetativa por imersién de—
las vainas tres veces y durante 10 segundos en agua a 80°¢ C., mientras—
que un segundo lote fué sometido a congelacibn durante 4 horas seguidas

de una exudacibn a temperatura ambiente.

Ambos lotes de valnas fueron exudados en un horno eléctrico a =

45° C. durante 4 dias.

Extractos de las enzimas crudas de las muestras por determina -

cibn del fenol,:

Proceso VValor del fenol base seca.
Vainas frescas. 1 hora Después Después
después de 24 h. de 96 h.

del pro de exuda de exu=

Ceso. cibn. dacibn.
Agua caliente: 0.30 0.65 0.30 0.55
Congelacibdn: 0.30 0.95 0.50 0.85

La actividad de la betaglucosidasa fué muy lenta a través de el

proceso de cura. También en estas vainas verde las enzimas no se acti=
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varon por exposicibn a tepteratura de 45° C. conunmente los resultados—
de 1a cura de las vainas verdes es de calidad inferior y el expesrimento
antes menclonado indica que los pobres resultados son debido a la baja=

actividad del nivel del sistema de enzimas.

Por otro lado, el hecho de gue dichas vainillas sean de calidad
pasable confirma las observaciones previas de Balls y Arana ( 194 1 ) y=
gue la calidad de las valnas de vainilla no es debido completamente a -

la presencia de vainillina, (7).



PARTE EXPERIMENTAL .

1.~ Protocolo.

;La vainilla contiene varias sustancias sepfgenas, como anteriormente
88 vié; las cuales se forman por acqiﬁn enzimica durante el curado, Una de—
pstas sustancias sapigenas es la vainillina que se halla en proporeibn de ~
1.5 a 4 mg. por cada clen gramos de vainilla chada, junto con un 10 % de =
otros aceites. Aunque la vainillina es el agente s&pido mds potente, las de

més sustancias la modifican con un rico sabor balsé&mico,

La vainillina se presenta en forma de cristales finos cuyo oélor va—
ria desde el blanco hasta sl ligeramente amarillento, de sabor picante, de -
olor aromético agradable; la vainillina se encuentra en la piel de las pa -
pas, enlla'remolacha azucarera. También es un derivado de la 1ighina gue se
obtiene en cantidades apreciables en el licor sulfi{tico deshechado en la fa-

bricacibn de la pulpa de celulosa.

El nombre quimico de la vainillina es: 3-metoxi, 4~hidroxi benzalde—
hido o aldehido vanflico. Su fbrmula condensada es:

C HO con un pesc molecular de 152.064

883
Punto de fusibn: de B0 a 85° G, | Ox}b,-H
Punto de ebullicibn: 285° C,
: =
Peso especifico: 1.056. ~ |
OGHB
OH

Su fbérmula desarrollada es:

Es soluble en agua, en glicerol en glicolapropilenio, alcohol et{li«
co, clorofarmo, eter, sulfuro de carbono; siendo el alcohol etflico donde mg

jor se disuelve, ( 4 ).



Espectrofotométricamgnte la vainillina se le puede considerar un derdi

vado del para~hidrdxibsnzaldehido,

E1l para—hidroxibenzaldehido as un benceno disustituldo cen un grupo =
orientador en para, al 04, o grupo A y un arientador meta, el aldehido CHO, o
grupo B los cuales presentan un aumento en el momento dipolar mayor gue si -
fueran considerddos los grupos A y B pof separado; ests éfecto del aumento di
- polar de la suma de los grupos A y B ha sido achacado a la interaocibn‘de re—
sonancia  y tal efecto también se manifiesta en la absorcibn del espectro ul ~
travioleta de los bencenos para-sustitufdos. En el ustado excitado la estrug
tura para~sustitufda con un orientador meta recibe una sustancial contribu =
cibn cuando son o adguieren una estructura del tipo guinoide tal como la del-

para~hidroxibenzaldehido cuyo mecanismo de reaccibn en medioc alcalino es:

OH

Especificamente en el para~hidroxibenzaldehido si A y B son los gru -
pos interaccionantes tsnemos gue con la base de 203 rm. de la banda primaria ~

A y B aumentan de:

A B Cambio de A en mtm. Cambio de B en nm. Suma A + B. 0Obs,

OH CHO 7 a6 53 80



Generalmente los para-hidroxibenzaldehidos en medio alcoh8lico-
se wvuelven alcalinos y por lo regular en medio alcalino desplazan su =
banda primaria de 280 a 328-378 rnm. ( efecto batocrémico ) ademis de -
gue incrementan la intensidad de su banda ( efecto hipercrémico ) en i

cho medio alcalino. ( 8 ), ( 9 ).

En el caso del para—hidroxibenzaldehido en medio neutro la bhan—
da primaria en la regibn ultrabiocleta absorbe a 283 mm. y en medio alca

lino absorbe a 328 rm. { tecricamente debe absorber a 336 rm ).
En el caso de la vainillina o 3=-metoxi 4 hidroxibenzaldehido =
presenta dos bandas, una primaria a 278 mm. y otra a 308 rm. en medio =

neutro, para el caso que hos ocupé& solo considerarsmos la banda gue se—

presenta a 308 rm, la cual se desplaza en medio alcalino a 348 nm.

Ver gréficas I y II,
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c) .~ Usos de la veinillina.

La vainillina en su mayor proporcibn es empleada como agente =
de sabor y el resto se emplea principalmente para desodorantes, perfu =

mes y usos industriales en preparaciones farmacéuticas.

En los perfumes encuentra considerable empleo como modificadar=
y fijador; comunica suavidad a cualgulier tipo de olor en tanto que su -
propio aroma quéda cubierto. Entre otros usos industriales se halla la
prevencibn de espuma en los aceites lubricantes, la preparacibdn de sin=—
tanos para el curtido, como abrillantador en los hafios galvangpldsticos
de zinc; como auxiliar para la oxidacitn del aceite de linaza, como -
agente solubilizante de la riboflavina y en la preparacifn de otros de-

rivados, es también usado como reactivo en quimica analitica.
Deichman y Kitmiller han encaontrado gue la vainillina es toxica

en conejos y una dosls mortal en ellos es de 3 g. por kilo de peso, ad—

ministrados oralmente, ( 4 ).



2.~ EXTRACCION.
a) .~ Influencia del tamafio de partfcula en la extraccibn.

El éxito de la extraccibn y la técnica empleada, dependeré fre
cuentemente de cualqguier tratamiento previo que se le pueda dar al gb—
lido. La trituracibn o molienda de tales s8lidos acelerard grarndemen=
te la acclfn de extraccibn y de ahi que las porciones estarén més acce
sibles a cualquisr disolvente. Esto se hace més necesarlio sn casos de
materias animales o vegstales donde el soluto se encuentra ocluido sn—
la extructura celular, en este caso la extraccibn ocurrird por bsmo =
sis, ya gue el scluto tendrd que atravesar las paredes de la célula cg
mo consecuencia de estar en contacto con el disolvente. E1 disolvente
permaneceréd practicaemente estacionario dentro de los poros del sbélido,
por lo que la emigracibn del soluto hacia las zonas exteriores menos —

concentradas de la disolucibn ha de producirse por difusibn.,

b) .~ Tamafio del corte de la vainilla. E1 proceso de extrac =
cibn no es suceptible de cdlculo porque no se cohoce el camino que ha=
de recorrer el soluto en la extracclidn, este dependerd del tamafic y =
forma de los poros, 1o gque a su ves estd ligado con el tamafio de las—

partfculas y la naturaleza de los sblidos ilnertes.

En general el proceso serd Favoreoido cuando el sblido se en =
cuentra en forma de partlculas pequefias y de tamafio uniforme. Cuando=
el soluto se encuentra en propbrcibn importante su disolucidn puede =
afectar el tamafio y forma de los poros haciéndoles mayores; pero puede
suceder que la desaparicibn del soluto rompa las estructuras de la fa-
se sblida y produzca una aglomeracibn de particulas finas que hacen =

méds diffcil la penetracitn del disolvente. Cuando la sustancia solu =

= 20 e



ble se encuentra mé&s o menos uniformements distribuida a través del sbé-
lido o hasta en la solucidn dentro del sbHlido la accibn de extracciSn s
puede proporcionar canales para el paso del disolventre fresco y enton=

ces una molienda fina puede no ser necesaria.

Especificamente para el caso de la vainilla, en un corte regu =
lar todas estas partfculas serén bafiadas por el disolvente y para nues=
tros fines, solo desbhe tomarse en cuenta al elegir el tamafio del corte,=
el cual debe ser de un tamafo tal gue no permita a las esferas salir de
la corteza de la vaina para evitar que se apelmacen los sblidos y difi-
culte el paso del disolvente impidiendo que é&ste peretre por toda la =
masa demasiado compacta. De la misma manera, el tamafio del corte debe—
ser lo suficientemente grande para que permita la circulacibn del disol
vente por todo el s&lidb. En el caso de la vainilla un corte de 1 a 2=

cm, de largo es suficierte,

c) .~ Influencia del agua.

S5e tiene como experiencia en las operaciones de extraccibn en =
general que aln cuando se presente el caso de que el agua no sea el me-=
jor disolvente para la operacibn, se usa &sta en una mezcla con el di -
solvente més adecuado para efectuar la extraccibn mejorando considera =
blemente el rendimiento de esta operacibn. Este fenbmeno se presenta -
en el caso de gue nos ocupamos, pues se observa que al usar como disol=
vente una mezcla de alcchol etflico-agua al 50 % en peso, la concentra-
cibn de vainillina en la solucidn final es mayor. Es problable que el=
agua actie venciesndo las fuerzas intermoleculares del soluto facilitan-
do asf la accibn del alcohol etflico para captar las moléculas del solu

to, (4).



3.~ FORMULACION DE LA TINTURA DE VAINILLA.

Vainilla triturada: 100 gramos.

Azlcar; 200 gramos.,

Alcohol etflico: 200 ml,

Agua: 200 ml.

Alcohol=Agua al 50 % -——

Aforar a: 1000 ml.
Procedimiento:

A 100 gramos de vainilla triturada se le adicionan 200 ml. de =
alcohol etilico de 95° G. L., 200 gramos de azlicar y 200 ml. de agua, -
se colocan en un matraz bola de 1000 ml. y se pone a bafio marfa en una-
parrilla de temperatura controlada a 60° = 70° GC., se pone & macerar du
rante 12 horas por 3 dias. La mezcla se filtra en un kitazato con un =
embudo Buchner, la valinilla triturada se iava con una mezcla de alcohol
etflico-agua al SD%Ay el filtrado se afora a 1000 ml. con la mezcla al=

cohol etflico~agua al 50 %. {19)

4.—- Afiejamiento de la tintura de vainilla. ELl afejamiento tie-
ne por objeto formar sustancias aromfticas: un contenido de alcchol del
42 a 45% acelera cambios qufmicos dando lugar a la formacibn de ésteres
a partir de dcidos, Durante sste perfodo de afiejamiento el contenido =
de acetato de etlilo permanece constante en el extracto de vainilla; sin
embargo el cambio natural de é&steres es considerabls. Los ésteres de =
alcoholes superiores del extracto de vainilla descargan alcoholes supe-
riores en la hidrblisis y los &cidos farmados se unen con los alcoholes
bajos formando ésteres voldtiles; los alcoholes superiores se oxidan =
lentamente formando aldehidos y cetonas. Esta reaccifin se lleva a cabo
durante el afiejamiento y es frecuentemente llamada alcocholisls de los =

ésteres. (10).

“"31“'



5,= Procedimisnto de anilisis.

a).— Pipetee 2 ml. de extracto de vainilla en un matraz afara =

do de 100 ml. y affrese con agua destilada.

b) .~ En dos matraces aforados de 100 ml, pipetee 10 ml de la =]

lucidn anterior.

c).~ A uno de los.dos matraces afurados agrege 2 ml, de NaOH =
0.IN y afbrese con agua destilada. Affrese el segundo matraz volumétri

co ( solucibn testigo ) con agua destilada sin ninguna otra adicibn.

d) .~ Utilfcese un espectrofotfmetro capaz de leerse en el ran—
go del ultravioleta, lease la absorbancia de la solucibn alcalina usan—

do la solucién neutra como testigo a 336 y 348 rm.

e).~ De estas absorbancias y de la ecuacibn previamente derive—
da, determinese la concentracibn de vainillina en la solucibn final. =
Multipliquese este valor por los factores de dilucibn para cbtener la =

concentracibn de vainillina en mg. por 100 ml, de solucibdn.

Ejemplo:

Dos puntos en la curva para vainillina a 348 nm. fueron:

Absorbancia Concentraci®bn en mg/ml.
0.600 3.85

0.200 1.29

La pendiente bv 248 de esta curva es:

0,500 = 0.200 = (.1563

3.85 = 1.9

-2 e



Cuando;

A es la absorbancia a la longitud de onda indicada.
Cv es la concentracibn de vainillina en la solucidn final.

Cphb gs la concentracitn de p—hidroxibenzaldehido en la solu =

cibn final.

bV es la pendiente de la vainillina a la longitud de onda in—

dicada.

bphb es la pendiente de p—~hidroxibenzaldehido a la longitud de=

onda indicada.

Asi mediante el procedimiento indicado se obtuvieron las si =

guientes pendientes;

b

v348 = 0.1563
b ,

v336 = 0.12714
b

phb348 = 0.1012
b

phb336 = 0.1887

De los resultados anteriores la concentracién de vainillina se—

obtiefe mediante las ecuaciones:

(c ) (b

348 \ v348

"I
-
i

C
phb ) ( bphb348 )

N
]
1

) + (¢ ) (b )

A336 ( Cv ) (b

v336 phb phb336



Sustituyendo los valores de las pendientes en las ecuaciones =

1y 2 tenemos:

T Age ( CV ) (0.1363) + Cphb ) ( 0.1012 )

AV
i
>
i

336 ( c, ) (0.1214 ) + ( Cphb ) ( 0.1887 )

Multiplicande la ecuacién 1 por 0.1887, la ecuacidn 2 por =.= =

0.1012 y restando la ecuacibn 2 de la ecuacibn 1 nos da:

G = .96 - 5.88 A
v 9.9 A348 S 336

Asf 2 ml. de extracto de vainilla fueron tratados como se in -
dicb. La absorbancia a 336 nm. fué de 0.436 y la absorbancia a 348 mm.

fué de 0.537.

Con lo que la concentraclbn de vainillina en la solucibn final—

es: )
c, = ( 096 ) (0.837) - (8.88) [ D.43§ )
C, = 65.886 =~ 2.55
c, = 3.3 g/ml.
Multiplicando por los factores de dilucibn tenemos:
CV = 3,32 x 10 5 102 g 102 X qoz = 3,32 = D.166j59/100 ml.

10 X 2 20



6.= DETERMLNACION DE VAINLLLTINA EN EL EXTRAGCTO DE VAINILLA POR
EL. METODO ALCALINO.

A) .~ Reactivos y soluciones:

Todos los reactivos quimicos deberdn ser reactivos analiticos =

0 su squivalente.

Vainillinea.
p=hidroxibenzaldehido.
Hidréxido de sodio O.IN.
Alcochol etilico de 95° G. L.

B).~ Equipo y material;

‘Espectrofotfmetro Beckman D.U. o su equivalente.
Matraces volumétricos de 100 y 250 ml.
Pipetas de 2 y 10 ml.

Bureta de 50 ml. graduada en 0.1 ml.

C).~ Preparacibn de la curve estandar de vainillina:

1.~ Pésense 100 mg. con aproximacibn de 0.1 mg, disuélvase en —
5 ml., de alcohol etflico de 95° G.L., vaciese en un matraz volumétrico—

de 100 ml. y affrese con agua destilada.

2.= Colbguese una porcidbn de esta solucibn en una bureta y mi-
dase 15, 10, 5, 2.5 y 1.25 ml. respectivamente en matrdces aforados de—
250 ml, aftrese con agua destilada. Denomfnese a estas soluciones como

soluciones tipo.

3.~ Pipete 10 ml. de cada solucidn tipo en matréces volumétri =

cos de 100 ml, agrege 2 ml. de NaOH 0.IN y afbrese con agua destilada.



P

4.~ Pipetee 10 ml. de cada una de las soluciones tipo en matra
ces(volumétricos de 100 ml. y afbrese con agua destilada. Estas solu—

cliones son para ser utilizadas como testigos.

5.~ Usando un espectrofotfmetro capaz de leerse en el rango =
de ultravioleta, determfnese la absorbancia de cada soclucibn alcalina-

usando la solucibn neutra como testigo a 336 y 348 rm.

6.— Graffgquese la absorbancia contra la concentracibn de vaini

1lina y la solucibn final para cada una de las dos longitudes de onda.



7.~ Cédlculos para la curva estandar de vailnillina en las dos lon-

gitudes de onda.

100 mg. de vainillina se disuelven en 5 ml. de alcohol etilico de

95° G, L., se ponen en un matraz aforado de 900 ml. y se afora con agua

destilada, se tiene

a).~ 15 ml aforados

una concentracién de 1 mg. por ml.

a 250 ml. da una concentracibn de 0.06 mg/ ml.

b).— 1 ml aforados a 250 ml. da una concentracibn de 0.04 mg/ ml.

c).~5 ml "
d).~ 2.5ml "
e).~ 1.25 ml"

-

Se toman

" mn

1 1

=

10 ml. de

a).~ . 10 ml de la solucifn

b).~ 10 ml de la solucifn

c).~ 3 ml de la solucién

d).— 10 ml de la solucibn

e).~ 10 ml de la solucibn

cada una de las

a da 0.6 mg gue

b da 0.4 mg gue

c da 0.2 mg que

d da 0.

1 mg que

0.02 mg/ ml.
D.qumﬂ mle.
0.005 mg/ml.

soluciones anteriores:

aforados
aforados
aforados

aforados

a 100 da 6 +¥g.,
a 100 da 4}?9.
a 100 da 24#g.

a 100 da 1/g.

e da 0.05 mg gue aforados a 100 da 0.5,/ g

A esta solucibn se le denomina solucifn neutra y sirve como tes—~

tigo.

Preparacitn de la solucitn alcalina de vainillina.

Se pipetean 10 ml. de cada solucibn tipo en matraces volumétri -

cos de 100 ml. se agregan 2 ml. de NaOH y se afora con agua destilada.—

Se toman 10 ml. de cada una de las

a).~ 10 ml de la solucibn a da 0.6

b).~ 10 ml de la
c).- 10 ml de la
d).~ 10 ml de la

e),- 10 ml de la

solucibn b da 0.4

solucibn ¢ da 0.2

solucibn d da 0.1

solucibn e da

soluciones anteriores:

mg gue aforados a

mg gue aforados a

mg gue aforados a

mg gue aforados a

0.05 mg gue aforado a

100 da Qﬁfg .
1Dd da 4 #g .
100 da 2 wg .
100 da 1:¥g .
100 da 0.54g.



Datos para la curva estandar de vainillina a dos longitudes de -

onda.

Concentraciftn en g. absorbancia a 348. absorbancia a 336

a)s~ 6.9 0.98 0.738
b).~ 4.ig 0.650 0.498
c).= 249 0.325 0.249.
d).~ 1:g _ 0.165 0.125
).~ 0.5g 0.085 0.062



PREPARACION DE LA CURVA ESTADAR DE p-HIDROXIBENZALDEHIDO.

1.- Pesar 25 mg de p-hidroxibenzaldehido lo mds cercanoc a 0,1 -
mg, disuelvase en 5 ml de alcohol elitico de 95° G.L., pdsese @& un ma -
traz de 100 ml y afé6rese con agua destilada,

2.~ Pasese una porcifn de esta solucitn a una bureta y midase -
las siguientes cantidades, 20, 10, 5, 2 y 1 ml respectivamente en matra
ces dé 250 ml y aforese con agua destilada., Denominese a estas solucio
nes como soluciones de tipo. Repitase los pasos 3, 4, 5y 6 tal como -
lo hizo en la preparacitn de la curva estadar de vainillina,

8.- CAlculos de la curva estadar de p-hidroxibenzaldehido:
25 mg de p-hidroxibenzaldehido disueltos en 5 ml de etancl de -

950 3, L. y aforados a 100 ml da una concentracién de 0,25 mg por mili-
metro,
Solucibnes'tipo:

a).~ 20 x 0,25 mg aforados a 250 da una concentracién de 0,02mg/ml
b).~ 10 x 0.25 mg aforados a 250 da uma Goncentraéién de 0.0lmg/ml
c)e— 5 x 0.25 mg aFDradoé a 250 da una Concenfracion de 0.005mg/ml
d).- 2 x 0.25 mg aforados a 250 da una concentracién de 0,002mg/ml -
e).— 1 x 0.25 mg aforados a 250 da una concentraci6n de 0,00lmg/ml

Se toman 10 ml de cada una de las soluciones tipo: |
a).- 10 x 0.02 mg aforados a 100 da una concentracién de %};g.
b).- 10 x 0,01 mg aforades a 100 da una concentracitn de 1,Mg.
c).— 10 x 0.005 mg aforados a 100 da una concentracién de 0.5 Mg.
d).~ 10 x 0.002 mg afarados a 100 da ure concentracién de D.ZVMQ. '
e).~ 10 x 0.001 mg aforados a 100 da una concentracién de D.%ng.

A estas soluciones se le denomina solucién neutra y sirve como

testigo.



Preparacitn de la soluci6n alcalina del p-hidroxibenzaldehido L
Se pipetean 10 ml de las soluciones tipo en matraces volumétricas

de 100 ml, se agregan 2 ml de NaOH 0,1 N y se aforan con agua destilada

a).- 10 x 0,02 mg = 0.2 mg aforados a 100 dan 2 A .g.
b).- 10 x 0,01 mg = 0.1 mgaforados a 100 dan 1 4.g.
c).- 10 x 0,005 mg = 0.05 mg aforados a 100 dan 0;5:/?”g“
d).- 10 x 0,002 mg = 0.02 mg aforados a 100 dan 0.2 #-g.
e).- 10 x 0,001 mg = 0.01 mg aforados a 100 dan 0,1 Mg,

Datos para la curva estadar de p-hidroxibenzaldehido a dos longi-

tudes de onda.

Concentracién en - g. Absorbancia a 348 nm, Absorbancia a 336 nm,

a).- 2 0.22 0.42
b).- 1 0.205 0.11
c).~ 0.5 0.051 0.10
d).- 0.2 0.045 0.082
e).- D.lv 0.030 0.050
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10, - DEMERWINACION DE LA BUUAGION DE CONKCENTRACION DE VAINI-
LLINA EN TERMINOS DE AB3ORBANCIA. ‘
Siendo:
hv348 1la pendiente de la vainillina a 348 nm.

bv336 1a perdiente de la vainillina a 336 nm.

‘bphb348 la pendiente del p-hidroxibenzeldehido a 348 nme
] -h p

bphb336 la pendiente del p-hidroxibenzaldehido a 336.nm.

C& la concentracidn de vainﬁllina.

Cphb la concentracidn del para-~hidroxibenzaldehido.

Deducinmos una ecuacidn para obtener la concentrseidn de vais=-

nillina en términos de absorbancia.
2.- Ay36 = Oy (Py336) + Copy(Ppnpsae)

.- A3z ~ Cy (bv348) = Cphb(bphb348)
2.- A -, (v ) = ¢
336 v v336 phb(bphb336)
Despejando cphb en ambas ecuaciones tenemos:
L 0y = 2348 = % (Pv3s0)
Ponb348
2.= Cipnp = 1336 - Gy (By336)
bp.hb336

Como Cphb es la misma en ambas ecuaciones tenemos:

A348 = Cy(Py3q8) Ay36 = Oy(Py336)

348
b

phb348 bphb336

A348°pn1336 = Ov(Py348) (Ppnb336)=4336Ppnn348™ Cv(Py336) (Ppnn3as)

o,

4348%pn1336 = 4336%pnb348 = CVE§V348)(thb336) - (5y336) (®onsge)
- ~ f—



Despe jando Cv de la ecuacidn anterior tenemos:

_ Ponv3zet3as = Ppnvisstize

(bVB48)(bphb336) B (bv336)(bphb348)
Sustituyendo los valores ée las pendientes:
bv348 = 0.16326
bv336 = 0..12500
bphb348 = 0..10416
b

phb336 = 0.20408

Gy = (0.20408)A348 ~<(O~1§4I6)A336 |
(0.16326)(0.20408) -~ (0.125)(0.10416)

c, - (0;20408)A348 B (O.IO4I6)A336
(0.0333181) ~ (0.01302 )

. (O~20408)Aj48 - (O.IO416)A336

Vo= » .

0..0202981

o, _ (0.20408)A348 - _ $0,IO416)A336

(0..0202981:) (0.0202981)

Asi tenemos la concentracidn final de vainillina en términos

de absorbancia: , :
o - ® O

Cv . 10 054A348 5.13 A336

Los factores de dilucidn son los siguientess

® x 10 x 10> x 10®>  _ x
10 x 2 20

¢, esta dado en mg/1.00 ml.

Cv - 107



11.=C4LCUTLO DE LA PENDIENIE DEL p-HIDROXTIBENZALDEHIDO Y VAINILLINA
£ proposito de obtener las pendientes de veinillina y p-hi-

droxibenzaldehido es de lograr obtener una ecuacidén que nos de la

concentracién de vainillina en términos de absorbancia.

Cada una de las 4 curvas deberan ser una linea vecta que pa-~

" ga a través del origen. FRsta pendiente es encontrada por la elec
cién de dos puntos de la absorbancia, dividiendo la diferencia de

estos dos puntoa entre la diferencia de concentracidn para estos-
‘dos mismos puntos en la curva.

348
348
336

VAI WILLINA |
LONITUD DE ONDA LEGTURA DE ABSORBANCIA CONCENTRACION EN g,
0. 600 3.68
0. 200 ) .23
0. 600 ~ 4..86
0. 200 | 1. 66

336

p-HIDROXIBENZALDEHIDO.

LONGITUD DE ONDA IECTURA DE ABSORBANCIA CONCENTRACIOR EN/Ug.

348 0. 200 1.92
348 0.100 0.96
336 0.300 1.48
336 0.100 0.50
bV348 ﬁ09600 - 200 50.400 - 0.163265%
3,68 - 1.23 2.45 _
b - 0.600 — 0,200 . _0.400 _  0.12500
V336 T 4.86 - 1.66 3.2
bphb348 - 0.200 ~ 0.100 _ QQIOO ;2 0.10416
10 92 - Oo 96 OQ 96
bonb336 = 08300 = 0.300 _ _0.200  _ ¢ 50408
1.48 -~ 0.50 0.98



42 - uALOULO DE LAS DIFERENTES CONCENTRACICNES DE VAINILLINA
TN ALOUNAS MUESTRAS DE VAINTLLA PIPO PLANIFOLIA.
1e- Vainilla Planifolia de Madagascar.

e, = T0.054A3, 8 = 5-13A336
Cv = 10,054 x 1.00 - 5,13 x 0.77L = 10,054 - 3,95% = 6,099
Multiplicando G por los factores de diluocidn:

Cy = 0:099 M8 - 0,3049 mg/100 ml = 3.049 mg/ 1000 ml de -
20 ml ' s
vainillina 3.049 mg de vainillina en 100 gramos de vainilla.
2.~ Vainilla Planifolie de México.
cv = 100054A348 “ 5&13A336

10.054 x 1.18 - 5.13 x 0;878 = 17.86 - 4,50 = 7.36
Multiplicando C_ por los factores de dilucién:

Cy -~ 736 mg = 0.368 mg/100 m1 de extracto = 3.68 mg -
20 ™

por 1000 ml de extracto = 3.68 mg de vainillina en 100 gramos de

vaimlla.
3o~ Vainilla Planifolia Tahltlen31s.

Cy = 10.05445,8 = 5.13A55¢

¢, = 10.054 x 0.530 ~ 5.13 x 0.425 = 5,328 — 2.18 = 3.148

Multiplicardo por los factores de dilucidn: , 1

Cy = 3.148_mg» = 0,1579 mg/ 100 ml de extracto de vainilla
20 ml ‘
e, - 1.579 mg/ 1000 ml de extracto = 1.579 mg de vainillina

en 100 gramos de vainilla.

Las lecturas de absorbancia en los extractos de las muestras
a diferentes longitudes de onda fueron: '

l.- Madagascar: A348 = 1,000 3 A336 = 0,771

2.~ México: A = 1,18 3 = 0.878

348 A336
3.~ Tahitis Aysg = 0.530 3 Ay3e = 0.425



CONCLUSTONES

Betaglucosidasa,- La accitn de esta ezima se estudié encontran

dose que de un 20 a un 40 % del total de la glucovainillina se localize
en la parte central y se distribuye a lo largo de la vaina aumentando -
desde el principio hasta el final del florecimiento y a medida que la -
vainilla va madurando la betaglucosidasa va hidrolizando la glucovaini-
1lina; de esto ée deduce que para obtener un rendimiento optimo de vai-
nillina en la vainiila, el corte de debe hacer cuando este presente un-
color ligeramente amarillento en el extremo inferior de la vaina, Esta
es -una de las razones biguimicas que se tomaron para élaborar el decre-

to del corte y beneficio de la vainilla en 1243,

Andlisis guimico cuantitativo de vainillina.- En la parte expe
rimental ﬁodemos concluir que el método espectrofotométrico para valo -
rar la vainillina es eficiente ya due en medio alcalino la présencia de
la estructura guinoide es més estable qué en medio neutro debido & gue-

la resonancia electrdnica es mayor.

Los picos de las lpngitudes de onda de las bandas primarias tan

to del para-hidroxibenzaldehido como.de la vainillina eﬁ medio alcalino

“en efecto se desplazan a una longitud de onda mayor y aumentan su inten
sidad; solo se observ6 una ligera discrepancia entre elAvalDr del pico-

de mdximo de abseorbancia del método propuesto que es a 336 nm en medio-

alcalino y en la prédctica se presentt el méximo en la banda primaria —-

del para-hidroxibenzaldehido a 328 nm; la vainillina si presenté mdxima

absorbancia a 348 nm como'lo indica el método. Las lecturas se hicie -
ron en un espectrofotémetro Beckman D U modelo 25 calibrado.recientemen

te, ELl p-hidroxibenzaldehido en medic neutro presentd un pico de méxi-



ma ahsorbancia a 280 nm lo cual concuerda con los datos encontrados en-
la literatura, (8).

Cuando este método es aplicado se recomienda hacer una lectura-
previa y determinar en cada aparato el pico méxima de absorbancia, con-

objeto de lograr una mayor precisiétn en las lecturas posteriores.

En general podemos decir gue se encontrd que el método para de-

terminar vainillina en medio alcalino es répido, eficaz, exacto, preci-

50 y practico, sobre todo cuando se tienen que valorar muchas muestras,
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